DETERMINACION DE LA

CONCENTRACION

INHIBITORIA MINIMA

(CIM)DE PENICILINA-G-REQUERIDA POR CEPAS

DE NEISSERIA GONORRHOEAE AISLADAS
EN LA CIUDAD DE MEDELLIN

D. URBINA, F. MONTOYA

En 41 cepas de Neisseria gonorrhoeae,
aisladas de 69 pacientes de sexo masculino,
se determiné la concentracion inhibitoria
minima de penicilina-G por el método de
dilucion en cajas. Las cepas aisladas se cla-
sificaron en cuatro grupos: "Muy sensi-
bles" con una CIM=<0.05 Unidades/ml.
que corresponden al 29.26%: "Sensibles"
(48.79%) con una CIM entre 0.1y 0.75
Unidades/ml.; "Poco sensibles" (16.07%)
con una CIM entre 1.0 y 2.0 Unidades/ml.
y "Relativamente resistentes" (4.88%) con
una CIM por encima de 2.0 Unidades/ml.
de penicilina-G.

Se comparan los resultados obtenidos
con los hallazgos de otros autores y se ha-
cen algunas sugerencias en el sentido de que
la penicilina-G procainica sigue siendo la
droga de elecciéon para los casos de gono-
rrea aguda en Medellin.
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INTRODUCCION

La gonorrea es una enfermedad aguda
que puede evolucionar al estado cronico (1).
La Neisseria gonorrhoeae, microorganismo
causante de esta enfermedad, tiene predilec-
cion por las membranas mucosas del tracto
genitourinario y algunas areas adyacentes
(2,3). El mecanismo de transmision mas fre-
cuente es el venéreo (2-4). El periodo de in-
cubacion es de tres a seis dias (4), al cabo
de los cuales en los varones se presenta una
secrecion amarillenta, espesa y purulenta
por la uretra anterior (2,3). En las mujeres
la enfermedad es frecuentemente asintoma-
tica (3-5).

El humano es el unico huésped natural
del gonococo, recientemente se ha logrado
reproducir la enfermedad en el chimpancé
(3,5,6).

La Neisseria gonorrhoeae descrita por
Neisser en 1.879 es un diplococo gram ne-
gativo, para cuyo aislamiento se han descri-
to medios especiales (7). Se le puede identi-
ficar mediante pruebas bioquimicas (8).

La gonorrea al igual que la sifilis ocu-
pa un puesto prominente entre las diez pri-
meras causas de morbilidad y constituye un
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problema de salud publica en muchos pai-
ses (9). Su distribucion es amplia en todos
los continentes (10). En cuanto a su fre-
cuencia en Colombia se informa que en 1.950

hubo 91 casos por cada 100.000 habitan-
tes; durante la década del 60 la incidencia
mas alta se presentd para los afios 1.961,
1.962 y 1.968, en cada uno de los cuales
se presentaron mas de 200 casos por 100.000
habitantes (11). Desde esa fecha hasta 1.974
la incidencia se ha mantenido estable (12).
Por lo que respecta a la ciudad de Medellin
la informacidn recolectada por la seccion de
Salud del Municipio entre 1.957 y 1.976 in-
dica que el mayor numero de casos registra-
dos se presentd en el afio 1.961 cuando la in-
cidencia alcanz6 un indice de 1.800 casos por
cada 100.000 habitantes(13). Apartir de esa
época el numero de casos ha tenido la ten-
dencia a disminuir hasta 1.976 cuando la ta-
sa de incidencia fue de 587 por 100.000
habitantes (13). Las anteriores cifras deben
ser analizadas muy cautelosamente, pues es
bien conocido el fendmeno de subregistro
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que se presenta muy especialmente en las
enfermedades venéreas, ademéas de la auto y
libre medicacion por parte de la comunidad
afectada.

Desde el advenimiento de los antibidti-
cos (1.929 a 1.930) la gonorrea ha sido tra-
tada con estos antimicrobianos, especial-
mente con la penicilina (14-15); pero de nu-
merosos informes se deduce que el gonoco-
co ha disminuido su sensibilidad a esta dro-
ga (15-40). Las informaciones de Hatos en
1.950 y 1.959, Evans en 1.963 (16)yKau-
ffman en la década del 70 (17), indican que
con el correr de los aflos ha sido necesario
aumentar la dosis de penicilina a fin de ob-
tener éxito en el tratamiento de la gono-
rrea. De acuerdo con las observaciones "in
vivo", durante esos afios y épocas poste-
riores, se han realizado numerosos trabajos
"in vitro" (Tabla 1) en los que se demues-
tra el fendémeno de disminucion de sensibi-
lidad del gonococo a la penicilina. Es inte-
resante anotar que en Finlandia (1.945-1954)
solo un 4% de cepas de Neisseria gono-
rrhoeae requirieron concentraciones mayo-
res de 0.05 Unidades/ ml. de penicilina pa-

Tabla 1— Susceptibilidad a la penicilina de cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas en diferentes partes del mundo a partir -

de 1.945 hasta 1.976 e

SUSCEPTIBILIDAD EN UNIDADES /ml.

NUMERO DE
LUGAR ANO  CEPAS ESTU- 0,0016 0,005-0,03 0,05 0,06 - 0,5 0,6-1,0 > 10
DIADAS

Finlandia  (19) 1945 - 54 286 13% 849, - 49, - -
Inglaterra  (20) 1958 - 65 1.143 - 849, - 16% - -
Carolina (34) 1959 368 ~ - 70% 309, - -
Sydney (21) 1966 104 — - 569 33% 9% 1%
Nueva York (22) 1966 - 68 226 39, 319, - 51% 12% 400
Bolton (23) 1968 - 69 95 - 359, 2% 62% = -
Bangkok (24) 1969 - 70 96 19, 109, = 70% 18%° -
Africa (26) 1969 - 70 234 — 259, = 58% 11% 5%
Montreal  (25) 1970 - 71 100 - 219, 18% 42 16% 3%
Nottingham (32) 1974 300 - 3204, - 65% 1% -
Corea 37) 1974 67 - - 1.4% 18.3% 11.9% 68.7%
Cuba (39) 1976 75 - 449, - 44%p 8% 4%
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ra inhibir su crecimiento (Tabla 1). Para esa
misma fecha Guthe (18) encontrd que de
771 cultivos de gonococo estudiados so6lo 5
(0.6%) cepas no fueron sensibles a una con-
centracion inhibitoria minima de 0.05 Uni-
dades/ ml. de penicilina. Los datos resumi-
dosen laTabla 1 permiten observar, ademas,
que a partir de 1.954 porcentajes aprecia-
bles de cepas de gonococo (hasta un 70%)
requieren concentraciones por encima de
0.05 Unidades/ml. de penicilina para inhi-
bir su crecimiento.

Dichas cepas se han encontrado en
Europa, Asia, Africa, América del Norte,
América Central y Cuba. El fenémeno de
disminucién de sensibilidad puede atribuir-
se a varios factores: a) Tratamientos mal
conducidos (9, 15) que ejercen presion se-
lectiva en las cepas menos sensibles, este
factor da un falso indice de la cantidad de
cepas con sensibilidad disminuida existen-
tes en un area determinada; b) no menos
importante es la frecuente exposicion de
miembros de una comunidad a una fuente
de contagio comun (prostibulos), que pue-
de traer como consecuencia la amplia difu-
sién de estas cepas en los grupos antes men-
cionados (10); ¢) el hallazgo reciente de ce-
pas de gonococo productoras de penicilinasa
(41, 42), que si bien no puede considerarse
el factor fundamental de disminucion de
sensibilidad, si puede ser una causa mas que
favorece la prevalencia de este fendmeno;
d) la facilidad y rapidez con que se viaja en
el mundo moderno es un factor importante
en la epidemiologia de las enfermedades in-
fecciosas y ésta podria ser la explicacion de
la distribucién mundial de estas cepas (10).

En 1.972 en Medellin 93.7% de cepas
de gonococo aisladas por Diaz y Zuluaga
(43) resultaron sensibles a la penicilina me-
diante antibiogramas cualitativos.

Con base en las anteriores informacio-
nes y especialmente por los hallazgos de
Ortega, B. (39) en Cuba se pensd que exis-
ten suficientes razones para sospechar que
en nuestro medio existen cepas de Neisse-
ria gonorrhoeae con sensibilidad disminuida
a la penicilina. Para comprobar la anterior
hipétesis se realizd el presente estudio en el
que se determinaron las Concentraciones
Inhibitorias Minimas (CIMs) de penicilina

requerida por las cepas aisladas en pacientes
de sexo masculino con uretritis gonococcica
aguda.
MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 69 pacientes que, du-
rante los meses de septiembre a diciembre
de 1.977, consultaron al Centro de Salud
No. 25 (Centro de Control de Enfermeda-
des Transmisibles) de la ciudad de Medellin.
Durante este periodo se les diagnostico go-
norrea a un total de 989 pacientes de ambos
sexos, 540 de estos correspondientes al sexo
masculino.
L. Seleccion de pacientes: Los pacientes
fueron seleccionados de acuerdo a los si-
guientes criterios:

a) Sexo: Pacientes de sexo masculino.

b) Examen clinico: Sintomatologia ma-
nifiesta de gonorrea aguda al examen clini-
co realizado por el Médico del Centro de
Salud.

c¢) Visualizacién de diplococos gram-
negativos en el frotis de secrecidn uretral
coloreado con Gram.

d) Ausencia de tratamiento con anti-
bidtico por lo menos durante un mes ante-
rior al momento de la consulta.

I’ Toma de muestras: La muestra toma-
da fué de secrecion uretral, dejando evacuar
las primeras gotas de secrecion y luego in-
troduciendo en la uretra un escobillon esté-
ril.

III  Cultivo e identificacion: Para el culti-
vo se utilizé agar chocolate (44) preparado
de la siguiente manera:

Solucion A: Disolviendo 7.6 gramos de agar
Mueller Hinton (BBL, Cockeysville, Mary-
land) por cada 100 ml. de agua destilada.
Solucion B: Disolviendo 2.0 gramos de He-
moglobina (difco) por cada 100 ml. de agua
destilada.

Las anteriores soluciones se esteriliza-
ron separadamente a 121°C, 15 lbs. de pre-
sién durante 15 minutos y luego se mezcla-
ron en igual proporcidn; por ultimo se va-
ciaron en cajas de Petri de 100x100 mm. de
didmetro (20ml. por cajaaproximadamente)

La siembra se hizo inmediatamente des-
pués de tomada la muestra aplicando el es-
cobilléon en tres sitios sobre la superficie del
agar y se hizo dilucion de éstas en estrias
con un asa estéril.



Las cajas se incubaron a 37°C durante
24 a 48 horas en atmdsfera aerobia con 5%

de CO, aproximadamente.
Transcurrido este tiempo se hizo colo-

racion de Gram y se agregd directamente a
unas pocas colonias en el cultivo una asada
de solucién acuosa de oxalato de p-amino-
dimetilanilina al 2% (reactivo de oxidasa),
mediante este reactivo se determind la pro-
duccion de una enzima denominada oxidasa
(4). Las colonias compatibles con Neisseria
(3,4,7) se sembraron en agar chocolate
y agar nutritivo. Este ultimo para descar-
tar la posibilidad de que se tratara de Nei-
sserias saprofitas (8). Inmediatamente se vol-
vieron a incubar a 37°C durante 24 a 48
horas y atmdsfera aerobia con 5% de CO,
aproximadamente. Después de esta segunda
incubacion se cosechd el crecimiento bac-
teriano para someter las colonias a prueba
de fermentacién modificada por Kellog (45).

Las cepas de Neisseria gonorrhoeae
fueron identificadas como tales segin los
siguientes criterios.

a) Su morfologia microscdpica.

b) Prueba positiva a la oxidasa.

¢) Fermentacion unica de la glucosa.

d) Ausencia de crecimiento en agar nu-
tritivo.
IV. Estandarizacion del inoculo: Las cepas
que llenaron los anteriores requisitos se sus-
pendieron en caldo (BHI. Coskeysville, Ma-
ryland) y se incubaron a 37°C durante 4 a
5 horas en atmosfera aerobia con 5% de

CO, aproximadamente. Luego se ajustaron
hasta obtener una OD = 0.3 utilizando un

filtro de 535 nm. (25).

V. Determinacion de la CIM de penicilina
-G: Una vez estandarizado el inoculo se pro-
cedié a las pruebas de susceptibilidad (46-
50) en agar chocolate (descrito en la pag.6)
adicionado de penicilina - G potésica (Lab.
Mackesson Bogota, Col.) a las siguientes con-
centraciones: 0.05, 0.1. 0.25. 0.5, 0.75. 1.0
y 2.0 Unidades /ml.

En cada caja de medio con antibidtico
se sembrd 0.02 del indculo (hasta 5 cepas
por caja). Luego se incubaron por espacio
de 24 a 48 horas a 37°C y atmdsfera aero-
bia de 5% de CO, aproximadamente.

Transcurrido este tiempo se registro co-
mo CIM la caja con la concentracion me-
nor de penicilina donde no hubo crecimien-
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to bacteriano. Como control de estabilidad
del antibidtico se utilizé una cepa de Esta-
filococo aureus cuya CIM fué¢ de 0.5 Uni-
dades /ml de penicilina - G.

RESULTADOS

En 69 pacientes estudiados se aislaron
igual numero de microorganismos compati-
bles con gonococo. De acuerdo a los crite-
rios antes mencionados, se logré identificar
41 cepas de Neisseria gonorrhoeae que fue-
ron utilizadas para el presente estudio.

Tabla 2 -CIM de penicilina-G requerida por cepas de Neis-
seria gonorrhoeae aisladas en la ciudad de Medeltin en 1977

CIM. (Unid./ml.) No. de Cepas 9% de Cepas

0.05 12 29.26

0.1 4 9.76

0.25 8 19.52

0.5 2 4.88

0.75 6 14.63

1.0 6 14.63

2.0 1 2.44

>2.0 2 4.88
TOTALES 41 100.00

Algunas de las 28 cepas restantes se les
identific6 como gonococo pero se descarta-
ron por contaminacion, otras no lograron
ser identificadas. Cuatro fueron las CIM
que mas frecuentemente se observaron:
29.26% de las cepas con una CIM<0.05 Uni-
dades/ml., 19.52% conuna CIM de 0.25 Uni-
dades /ml., 14.63% con una CIM de 0.75
Unidades /ml. e igual porcentaje con una
CIM de 1.0 Unidades /ml. de penicilina - G
(Tabla 2).

Como se puede apreciar en la Grafical,
las cepas encontradas se reunen en cuatro
grupos y cada uno de éstos con un grado
amplio de susceptibilidad a la penicilina - G:

a) Un primer grupo (29.26%) requie-
re una CIM<0.05 Unidades/ml.

b) Un segundo grupo (48.79%) re-
quiere una CIM de 0.ly 0.75 Unidades /ml.

¢) Un tercer grupo (17.07%) requie-
re una CIM de 1.0 a 2.0 Unidades/ml.

d) Un cuarto grupo (4.88%) requiere
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Grafica | — Porcentajes acumulados y rangos de susceptibi-
lidad a la penicilina - G de cepas de N. gonorrhoeae ais-
ladas en Medellin, 1.977.

una CIM por encima de 2.0 Unidades /ml.

En las Graficas 1 y 2 se observa que
los rangos de susceptibilidad a la penicilina
- G que albergan el mayor numero de cepas
de gonococo aisladas en nuestro medio, fue-
ron los equivalentes a CIMs entre 0.1,0.75 y
<0.05 Unidades/ml. con un 48.79% vy
29.26% respectivamente.

Si se consideran como cepas menos sen-
sibles a la penicilina (39) aquellas con una
CIM=1.0 Unidades /ml, en nuestro medio
un 20.15% de cepas de gonococo han dis-
minuido su sensibilidad a la penicilina.

Sin embargo podemos afirmar que el
95.12%) de las cepas fueron sensibles a una
CIM de.2.0 Unidades/ml. 6 menos y sélo un
4.88% a una CIM de mas de 2.0 Unidades
/ml. de penicilina - G.

44% 44Y% CUBA 1976
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12%
1 0%
71.6%

COREA 1974
(37)

17.9%

[s]
14 f0| 3‘90,-0 .
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Grafica 2 Comparacion de CIMs de penicilina requerida
por cepas de N. gonorrhoeae aisiadas en diferentes paries
del mundo.

DISCUSION

Analizando la Tabla2 se puede concluir
que en Medellin, hay una variedad hetero-
génea de cepas de Neisseria gonorrhoeae,
respecto a su susceptibilidad a la penicilina
- G. Sin embargo se ve la tendencia a con-
centrarse en cuatro grupos diferentes. Un
grupo de cepas "Muy sensibles" con una
CIM 0.05 Unidades /ml. y que representa-
ria el 29.26% de las cepas aisladas. Un se-
gundo grupo de cepas "Sensibles" cuya
CIM esta entre 0.1 y 0.75 Unidades /ml.
que representd el 48.79% de las cepas Un
tercer grupo "Poco sensibles" que corres-
pondi6 a un 16.07% de las cepas con una
CIM entre 1.0 y 2.0 Unidades/ml. y un cuar-
to grupo "Relativamente resistente" com-
puesto por 4.88% de las cepas aisladas cu-
ya CIM estéd por encima de 2.0 Unidades /ml.
de penicilina - G.
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Por lo tanto, un 78.05% de las cepas
en nuestro medio estd compuesta por gono-
cocos sensibles a la penicilina.

La Grafica 2 permite comparar los re-
sultados del presente trabajo con los resul-
tados de otros autores; debe tenerse en cuen-
ta que las pruebas de susceptibilidad por el
método de dilucion en cajas resultan varia-
bles de acuerdo al medio empleado y al ino-
culo utilizado. Se observa que los datos de
Corea (37) e Inglaterra (32) representan los
dos extremos entre los siete paises compa-
rados. Mientras en Inglaterra un 96.9% de
cepas de Neisseria gonorrhoeae requieren una
CIM=0.75 Unidades /ml. y s6lo un 1.03%
de cepas requieren una CIM>0.75 Unida-
des /ml. de penicilina, en Corea existe la ten-
dencia a ocurrir lo contrario puesto que so-
lo el 193% de las cepas de gonococo re-
quieren una CIM<0.75 Unidades /ml. mien-
tras que, un 80.5% de cepas necesitan una
CIM>0.75 Unidades /ml. de penicilina. Si
comparamos los resultados de Colombia y
Corea (37) se observa que existe cierta simi-
litud en cuando a que, son éstos los dos uni-
cos paises que reportan cepas de gonococo
que requieren una CIM por encima de 2.0
Unidades/ml. de penicilina (4.88% y 8.9%
respectivamente).

Los resultados de Ortega en Cuba (39)
son relativamente similares a los obtenidos
en el presente trabajo, puesto que ¢l encon-
tr6 que el 88% de cepas tienen una CIM
<0.75 Unidades /ml. y s6lo un 12% una
CIM>0.75 Unidades /ml. En nuestro medio
un 78.05% de cepas de gonococo requie-
ren una CIM£0.75 Unidades /ml. y un 20.
95% wuna CIM>0.75 Unidades /ml. de peni-
cilina - G.

Nuestros resultados(Grafica2)se corre-
lacionan con los hallazgos de Sparing (27) y
Cave, V. (22) en USA. Robson y Salit en
Canada (25), Plorde en Africa (26) y Silver
en Inglaterra (23) en el sentido de que alre-
dedor del 65% de las cepas de gonococo
aisladas en esos paises requieren una CIM=0.1
Unidades /ml. de penicilina.

No obstante a que en nuestro medio
no contamos con un estudio cuantitativo
que evaluara la susceptibilidad del gonococo
a la penicilina en afios anteriores, los resul-
tados de Diaz y Zuluaga (43) con discos de
penicilina de 10 unidades (equivalentes a una
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Tabla 3— Niveles séricos de penicilina-G procainica obte-
nidos en pacientes con diferentes dosis con o sin la ayuda
de probenecid.

TIEMPO (horas) UNID/ml.
3 7.01
6 7.02
24 1.86
48 0.43

A) Daosis: 2'400.000 U. de Penicilina-G

Procainica.
TIEMPO (horas) UNID./ml.
3 13.03
6 12.05
24 0.81
48 0.35

B) Dosis: 2'400.000 U. de Penicilina-G
Procainica mas 2 grms. de Probenecid.

TIEMPO (horas) UNID./ml.
3 11.88
9.36
24 1.88
48 0.6

C) Dosis: 4'800.000 U. de Penicilina-
G Procainica.

TIEMPO (horas) UNID./ml.
11.9

24.13

24 3.35

48 1.46

C) Dosis: 4'800.000 U. de Penicilina-G
Procainica mas 2 grms. de Probenecid.

Cornelius, C.E. et_al. **Variations in serum concentra-
tions of penicillin after injections of aqueons procaine
penicillin - G with and without oral probenecid”.

Brit. J. Vener. Dis. 47: 359 - 363, 1.971.
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CIM de 2.5 Unidades /ml.) (51), permiten
sugerir que en el transcurso de estos 5 afios
el porcentaje de cepas de gonococo con una
CIM mayor de 2.0 Unidades /ml. permanece
constante a pesar de que no se conoce si ha
habido modificaciones en los distintos gru-
pos de las cepas con una CIM<2.0 Unidades
/ml. de penicilina ( cepas "Muy sensibles",
"Sensibles" y "Poco sensibles").

La importancia de obtener estos valo-
res de CIM radica en conocer si los esquemas
terapéuticos vigentes proporcionan niveles
compatibles con los grados de susceptibili-
dad encontrados.

Mediante diferentes estudios se han de-
terminado los niveles séricos de penicilina
en pacientes, utilizando varios esquemas de
tratamiento. Cornelius y cols. (Tabla 3) (52)
determinaron los niveles séricos de penicili-
na - G procainica alcanzados en pacientes
con 6 sin la ayuda de probenecid. De acuer-
do a esto se podria decir que la dosis Unica
de 4'800.000 unidades reforzada con probe-
necid seria suficiente para tratar los casos
de gonorrea de nuestro medio, puesto que a
las 24 horas aun existen niveles por encima
de 2.0 Unidades /ml. de penicilina. Si recor-
damos los datos presentados en la Grafica l
se podria asegurar que el éxito con la peni-
cilinoterapia tendria una coberturadel 95 15%
y quedaria sélo un 4.88% de casos que
probablemente necesiten una dosis ma-
yor. Estos resultados concuerdan con las
normas vigentes en otros paises (53) en los
cuales la dosis de penicilina - G procainica
recomendada es de 4'800.000 unidades re-
forzada con probenecid lograndose cubrir
algo mas del 95% de los casos tratados.

Finalmente, la recomendacién princi-
pal seria que se mantenga una vigilancia,
epidemioldgica continua, a fin de determi-
nar variaciones en la susceptibilidad del go-
nococo, que hagan necesario replantear el
esquema terapéutico bien fuera,administran-
do dosis repetidas de penicilina por varios

dias o cambiandola definitivamente por otros

antibioticos.
SUMMARY

The minimun inhibitory concentration (MIC)
of penicillin G. was estimated for each
of 41 strains of Neisseria gonorrhoeae
isolated from 69 male patients attenting
the Health Center Number 25, (Communi-

cable Disease Control Center) in Medellin,
Colombia.

On the basis of the MIC, the strains were
divided into fourgroups: The first (29.26%)
was found to have a MIC<0.05 U/ml., the
second(48.79% had a MIC between 0.1-0.75
U./ml., the third (17.07%) with a MIC

between 1.0-2.0 U./ml. and the last group
(4.88%) whose MIC> 2.0 U./ml. These

groups were arbitrarily named: "Very sensi-
tive", "Sensitive", "Sligthly sensitive" and
"Relatively resistant", respectively

Results of similar studies in other countries
are presented for the sake of comparison.
It is suggested that procain penicillin G. is
still the drug of choice for the treatment
of gonorrhoeain Medellin.
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