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1. POSICION TAXONOMICA
1.1 Caracteristicas del género Neisseria.

Los microorganismos del género Neisseria pertenecen a la familia
Neisseriaceae en la cual también estdn incluidos Moraxella, Kingella vy
Acinetobacter.

El género Neisseria esta constituido por bacterias cocdceas Gram
negativas de 0.6-1.5 ym de didmetro, que aparecen normalmente en parejas con
los lados adyacentes aplanados. No producen esporas y son inméviles. Algunas
especies son capsuladas. Muchas de las especies del género presentan unos
complejos requerimientos nutritivos para su crecimiento. La temperatura 6ptima
de crecimiento es de 35-37° C, utilizando un reducido nimero de carbohidratos.
Son aerobios o anaerobios facultativos. Poseen actividad de catalasa y citocromo-
oxidasa excepto Neisseria elongata, y su proporciéon de G+C en el DNA es de
46.5-53.5 mol %.

Las especies que forman parte del género Neisseria son: N.
gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica, N. sicca, N. subflava, N. flavescens,
N. mucosa, N. cinerea, N. denitrificans, N. elongata, N. canis y N. polysaccharea
(Bovre, 1984).

De todas ellas salvo N. meningitidis, agente causal de la meningitis
cerebro espinal epidémica y de septicemias, y N. gonorrhoeae causante de la
gonorrea, el resto se pueden considerar microorganismos oportunistas y en raras

ocasiones producen patologias en el hombre.

Neisseria meninqgitidis

Neisseria meningitidis (meningococo) es el agente causal de la
meningitis cerebro espinal epidémica. Es pardsito obligado del hombre. El

meningococo se aisla frecuentemente de exudados faringeos y nasofaringeos de
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personas sanas {portadores), constituyendo un importante reservorio.

El meningococo puede aislarse de diferentes localizaciones como liquido
cefalorraquideo, sangre, exudados nasofaringeos, esputos, etc. También se han
descrito aislamientos de N. meningitidis en uretra, cervix y recto (Faur y cols.,
1981; Hook Il y Hansdfield, 1990). Los meningococos se clasifican
serologicamente en funcién de la presencia de distintos polisacdridos capsulares.
Actualmente se reconocen distintos serogrupos A, B, C, H, I, K, L, X, Y, 2, 29E
y W135 (Morello y Bonhoff, 1980).

Neisseria lactamica

Raramente patégena, se aisla frecuentemente de nasofaringe
especialmente en nifios y ocasionalmente de tracto genital (Telfer Brunton y cols.,
1980).

La mayoria de las cepas de N./actamica son autoaglutinables.

Presentan asf mismo reactividad cruzada con sueros antimeningocécicos (Gold y
cols., 1978; Sdez Nieto y c¢ols,. 1982).

Neisseria sicca

Se puede aislar de nasofaringe y rara vez se comporta como
patégeno, aunque se han descrito casos de infecciones, tales como meningitis

(Bansmer y Brem, 1948), endocarditis (Gay y Sevier, 1978} etc.

Neisseria subflava

Forma parte también de la flora normal faringea, aunque asi mismo

ha sido aislada de pacientes con meningitis y sepsis (Herbert y Ruskin, 1981},



endocarditis (Scott, 1971).

Neisseria mucosa

Al igual que el resto de las neiserias saprofitas, ocasionaimante est4
involucrada en procesos infecciosos. Existen casos descritos de meningitis,

endocarditis y pericarditis (Fainstain y cols., 1978; Hennessey y cols., 1981).

Neisseria flavescens

Normalmente neiseria comensal. Esporddicamente ha producido
casos de meningitis y sepsis (Prentice, 1957).

Neisseria cinerea

Es una de las especies que recientemente ha generado un notable
interés, principalmente porque puede confundirse facilmente con AV. gonorrhoeée.
Forma parte de la flora del tracto respiratorio superior aunque también ha sido
aislada en tracto genital {Knapp y cols., 1988) y en un paciente con proctitis
(Dossett y cols., 19865).

Neisseria elongata

Se presenta en forma de bacilos cortos de 0.5 mm de didmetro, a
menudo como diplobacilos o en cadenas cortas, no es capsulada, es inmdvil y
puede presentar fimbrias. No presenta actividad de catalasa. Se ha aislado de
faringe de individuos sanos y de casos de faringitis, también de aspirados
bronquiales y tracto urinario {Bovre, 1984).
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Neisseria polysaccharea

Es una especie descrita recientemente {Riou y Guibourdenche,
1983), que se ha aislado de exudados faringeos de portadores sanos y su
importancia reside en que puede ser confundida con el meningococo {Boquete y
cols., 1986).

Neisseria denitrificans

Es comansal del tracto respiratorio superior de los animales {Pérez
y cols., 1989).

Neisseria_qongrrhoeae

Es el agente productor de la gonorrea en el hombre; se aisla
fundamentalmente a partir de exudados del aparato genital y en los casos de
infeccidn gonocécica diseminada se ha aislado de sangre, lesiones de la piel,
liquido cefalorraquideo, etc. En funcién de los hébitos sexuales también pueden

aislarse a partir de exudados anorrectales y orofaringeos.

El gonococo es muy sensible a las variaciones ambientales, como
son temperaturas extremas y desecacién; esto implica que no pueden sobrevivir
mucho tiempo fuera del huésped, por io que la principal via de transmisién es por

contacto directo entre individugs sobre todo por contacto sexual.

En los cultjvos en medio sdlido pueden observarse cuatro tipos de
colonias morfolégicamente distintas denominadas T1, T2, T3y T4 (Kellogg y cols.,
1963): en los cultivos primarios aparecen fundamentalmente colonias de tipo T1
y T2 en aislamientos de infecciones del tracto genitourinario, ademds en dichas
colonias predominan los gonococos piliados, mientras que los gonococos no

piliados aparecen en las colonias tipo T3 y T4 que se obtienen en subcultivos o
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bien en cultivos primarios de localizaciones extragenitales.

Los métodos de caracterizacién de las cepas de N. gonorrhoeae los

veremos mas adelante en el apartado 2.2,

1.2 Diferenciacidn de las especies del género Neisseria

1.2.1 Diferenciacién bioquimica

El aislamiento de gonococos de localizaciones en las que
normalmente se encuentran también una gran variedad de microorganismos
saprofitos {faringe, mucosa anorectal, cervix, etc.) ha sido un problema que se
soluciondé con el empleo de medios que contenian agentes antimicrobianos que
inhibian la gran mayoria de las neiserias no patégenas asi como flora acompanante
(estafilococos, estreptococos etc.), pero que permitian el crecimiento de los
gonococos.

El medio selectivo mas empleado ha sido el descrito por Thayer y
Martin en 1966, gue consiste en un agar chocolate, un suplemento quimico (Wite
y Kellogg, 1965} y los antibiéticos vancomicina, colistina y nistatina para eliminar
la flora acompanante. El aislamiento de zonas que normalmente son estériles
(sangre, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial etc.) se puede realizar en agar
chocolate sin antibidticos. En la Tabla 1 se resumen algunos de los criterios de

identificacién de las especies del género Neisseria.

E! crecimiento de los gonococos en el medio de Thayer-Martin (TM)
es una caracteristica utilizada en la diferenciacién con otras neiserias saprofitas;
sin embargo hay que tener en cuenta que N. meningitidis, N. lactamica y N.
polysaccharea también son capaces de crecer en ese medio, y puesto que han sido
aisladas de las mismas localizaciones que N. gonorrhoeae (Hollis, 1973; Faur y

cols., 1981) es muy importante su diferenciacidn.

En el caso de V. factamica, la produccién de dcido con lactosa vy la
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posesién de g-galactosidasa que hidroliza a lactosa y el sustrato cromogénico o-
nitrophenil-g-D-galacto-piranésido (ONPG), son caracteristicas suficientes para

diferenciarlas de los gonococos.

La propiedad fundamental para diferenciar . polysaccharea de los

gonococos es la produccién de polisacérido de sacarosa pdr parte de la primera.

En cuante a la correcta identificacion de N. meningitidis y N.
gonorrhoeae, puede ser mas complicada dado que se han descritoc meningococos
que no producen &cido con maltosa, ademds de otras cepas atipicas en la
produccién de é&cido con glucosa tanto entre los gonococos como en los
meningococos (Sdez Nieto y cols., 1982). Por este motive se han introducido das

pruebas adicionales, que son actividad de aminopeptidasa y test de superoxol.

1.2.2 Hibridacién de ADN

Los ensayos realizados para la determinacién de ia composicién de
bases en el ADN , estudios de transformacién e hibridacién de ADN (Hoke y
Vedros, 1982; Riouy Guibourdenche, 1987), han servido para clarificar la posicién

taxondmica de las distintas especies del género Neisseria.

Los resultados que se obtienen sugieren que las neiserias se dividen
en dos grupos genéticos (Tabla ). Estos grupos estén constituidos en funcién de
la composicién de bases del ADN, nivel de transformacién entre las especies del
grupo, y grado de hibridacién de ADN que se produce entre los miembros de un

mismo grupo y los de otros grupos.

El grupo | estaria formado por N. meningitidis, N. gonorrhoeae, N.
cinerea, N. lactamica y N. polysaccharea; caracterizado por un valor de G+C de
'50.5-53.2 mol %, un elevado nivel de transformacién entre los miembros del
grupo, asi como un alto grado de hibridacién del ADN (por encima del 60 %) entre
las especies de este grupo, siendo sin embargo muy bajo con los miembros del

grupo |l { menos del 46 %),



TABLA |. CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES

DEL GENERO NVEISSERIA
N| N{ N| N| Nj N| N| N} N| N| N
m| p| gy | 1| 8| m{ £| 8| e d
el ol ol L a} 4| u| 1| u| 1} e
nj{ 1} n| n| €j e} ¢| aj b| oj n
il y| ol e| t} e} o v £| n| i
n} s r{ r| aj a| 8| e[ 1] g| ¢t
g a| r| e/l m a| s| al a] r
i| ¢| b| a| 1 c|l v|] £} 4
t] ¢| o c el al a] £
ij] h| e a n i
d! al a s c
i} r| e a
- -1 n
a s
Morfologia c ¢ ¢ cec c ¢ ¢ c b ¢
Oxidasa + + + + + + 4+ + + + o+
Catalasa + + + + F+ ¥ + + - o+
Superoxol N - + - N - V V N - -
Produccién de:
Glucosa + + + N + + + - + = %+
Maltosa + + - + + g = 4 = =
Lactosa - = = = 4 = = = = = =
Sacarosa - = = e = 4+ + =V = 4+
Fructosa - = e e = 4+ ¥ =Y -
Crecimiento en:
Thayer-Martin + + + YV 4+ = = = N = =
Agar Sangre 222C - = = ¥V V V + 4+ V¥V + +
Agar Nutritivo 35:2C - = = 4+ 4+ 4+ + + V + +
Enzimas:
yglutamilaminopeptidasa + = = = = = YV « N - -
Prolilaminopeptidasa V V + + + + + + v -
ONPG T
Reduccidn de:
Nitratos - e, = = w = = = = -
Nitritos V -~ = + + + + + + + +
Polisac. de sacarosa - 4+ = = = 4+ + + YV - 3+
Resistencia a colistina + + + = + = - = N - =
V: variable; N: negativo con excepcicnes ocasionales.
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En el grupo Il se incluyen N. flavescens, N.sicca, N. subflava, N.
flava, N. perflava, N. mucosa, N. denitrificans y N. elongata en el que el
porcentaje dea G+C es de 49.3-55.6 mol % y el grado de hibridacién de ADN con
las especies del grupo | es del 20-46 %, en cambio entre los miembros del grupo

este valor es superior al 78 %.

1.2.3. Anélisis de isoenzimas

El andlisis electroforético de enzimas ha sido un métoedo ampliamente
utilizado en estudios de genética de poblaciones de los organismos sucariéticos
(Nei, 1975; Ayala, 1976).

Las técnicas que se emplean mas frecuentemente en estudios
taxondmicos y epidemiolégicos como son la biotipia, fagotipia, serotipia,
electroforésis de proteinas totales etc., detectan exclusivamente variabilidad
fenotipica, lo cual implica grandes problemas para relacionaria variacién alélica con
dicha variacién fenotipica, ademés de no suministrar informacién acerca de la

frecuencia de alelos, aspecto necesario en el estudio de la genédtica de poblaciones.

Técnicas como la hibridaciéon de ADN contribuyen muy poco al
conocimiento de la variedad genética dentro de las especies debido a la
complejidad experimental, distorsiones provocadas por el ADN extracromosdémico
etc.

La carga eléctrica neta de una proteina depende de su secuencia de
aminoacidos, por lo tanto es un reflejo de la secuencia de bases en el
correspondiente gen estructural. Como consecuencia cuando se detectan
diferentes movilidades electroforéticas de un mismo enzima se puede asumir que
corresponden a un alelo distinto del gen estructural que codifica ese enzima. La
electroforésis en gel puede detectar entre el 80 y el 90 % de las sustituciones de
aminoécidos, es decir |a sustitucion de un aminodcido en la molécula de un enzima,

probablemente si modificard su movilidad electroforética (Selander y cols., 1986)
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TABLA II. RELACION GENETICA DE LAS ESPECIES DEL GENERQ NE/SSERIA EN
FUNCION A LA COMPOSICION DE BASES DEL ADN E HIBRIDACION DEL

ADN.
Eibridacién
ADN bases con miembros
Grupo Especies mol % del grupo
1 11
I N. gonorrhoease

N. meningitidis

N. lactamica 50.5~53.2 z60° 246
N. cinerea

N. polysaccharea

II N. flavescens
N. sicca
N. subflava
N. flava 49,3-55.6 20-46 278
. perflava

N

N. mucosa
N. denitrificans
N

. elongata

a Porcentaje de hibridacién
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Para determinar la diversidad genética en los loci que se vayan a
estudiar, s necesario conocer las frecuencias de los distintos alelos {en este caso
el término alelo es equivalente a electromorfo). Estas frecuencias se calculan a
partir del total de Tipos electroforéticos (diferentes perfiles de electromorfos)

encontrados en la poblacién analizada.

Cada aislado se caracteriza por su combinacién de electromorfos
sobreg el nimero de enzimas ensayadas; los distintos perfiles de electromorfos que
corresponden a un Unico genotipo se designan como ya hemos dicho tipos

electroforéticos (TE), que son equivalentes a los perfiles alélicos.

El estudio de la varibilidad genética a partir de la determinacién de
patrones electroforéticos enzimaticos ha permitido realizar numerosos ensayos de
genética de poblaciones en bacterias de indudable interds ciinico: £. coli (Achtman
y cols., 1986), N. meningitidis (Caugant y cols., 1986), H. influenzae (Musser y
cols., 1986) etc.

Los isoenzimas han contribuido a ampliar el grado de conocimiento

acerca de la regulacién metabdélica en bacterias, plantas y animales.

Existen diversas causas de la multiplicidad enzim4tica,
tradicionalmente definidas como causas primarias o geneticas y causas
secundarias o postranscripcionales. Las primeras son el resultado de variaciones
en la secuencia de nucledtidos del gen o genes responsables de la sintesis del
enzima, mientras que los isoenzimas postranscripcionales son consecuencia de las

modificaciones del mecanismo de regulacién, una vez sintetizado el enzima.

1.2.4. Aglutinaéién con lectinas

Las lectinas son aglutininas de animales y plantas capaces de unirse
a una amplia variedad de sustancias microbianas. La utilizacién de lectinas ha ido
en aumento debido a la capacidad que presentan para reaccionar con una gran

variedad de moléculas que contengan carbohidratos simples o complejos,
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pudiendose obtenerinformacién acerca de los carbohidratos de la superficie celular
de las bacterias Gram+ y Gram-.

Se han empleado para detectar modificaciones en la pared celular,
analizar variaciones en la composicién de carbohidratos de la pared celular dentro
de las especies etc. (Pistole, 1981).

En un estudio realizado con diferentes especies del género Neisseria,
utilizando un panel de 22 lectinas diferentes (Doyle y cols., 1984), se cbserva que
ademés de los gonococos vy los meningococos, otros miembros de la familia
Neisseriaceae interaccionan con las lectinas; N. Jactamica se muestra
especialmente reactiva, mientras que N. sicca no aglutina con ninguna de las

lectinas ensayadas.

En un trabajo posterior se ha llevado a cabo la caracterizaciéon de M.
gonorrhoeae en base a la reactividad con 14 lectinas distintas (Schalla y cols.,
1985).

En conclusién podria decirse que la aglutinacién con lectinas puede
ser un método vélido de apoyo en la identificacién de especies dentro del género
Neisseria, asi como marcador epidemiolégico para tipificar cepas de M.
gonorrhoeae, sobre todo en aquellos casos en los que la utilizacién de otros

marcadores no discrimina suficientemente (Vazquez y Berrén, 1990).

1.2.5. Otros métodos de identificacian de N. gonorrhoeae.

Los métodos inmunoldgicos ofrecen grandes ventajas a la hora de
confirmar la identificacién de los gonococos, como son la rapidez y la utilizacién
de pequefias cantidades de crecimiento bacteriano. Estos factores unidos a las
dificultades que se presentan a veces en la utilizacién de carbohidratos, han

estimulado el desarrollo de estos métodos inmunoldgicos.
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a. Anticuerpos policlonales

Métodos como la inmunofluorescencia directa {FDA) y coaglutinacién

(CoA) han sido ampliamente utilizados en la identificacién de los gonococos.

El primer método utilizado fue la FDA, sin embargo la CoA es més
sencilla de realizar y la interpretacién es mas fécil (Young y McMillan, 1982). En
la CoA se utiliza protefna A de estafilococo con anticuerpos antigonocécicos de

conejo unido por el fragmento Fc a la proteina A (Danielsson y Kronvall, 1974).

La CoA reemplazé a la FDA en la mayoria de los laboratorios,
fundamentalmente porque se producen reacciones cruzadas con N. /factamica,
siendo por lo tanto un método desechable en la identificacién de gonococos de

aislados faringeos.

b. Anticuerpos monoclonales

Actualmente la utilizacién de CoA empleando anticuerpos
monoclonales ha desplazado totalmente los ensayos con anticuerpos policlonales,
siendo éstos sustituidos por anticuerpos monoclonales de ratdén dirigidos a

epitopos de la proteina | de la membrana externa de los gonococos.

Existen varios sistemas comerciales con una excelente sensibilidad
y especificidad, sin embargo en evaluaciones realizadas de los mismos, se
describen reacciones cruzadas con N. factamica, algunas cepas de Sranhamella

catarrhalis y sobre todo con N. cinerea (Dillon y cols., 1988).

Por lo tanto, con el fin de conseguir una correcta identificacién de
N. gonorrhoeae, se deben llevar a cabo una serie de pruebas adicionales como son

la utilizacién de azucares, hidrélisis de ONPG, resistencia a colistina etc.
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2. CARACTERIZACION DE LA ESPECIE NEISSERIA GONORRHOEAE

2.1 Estructura antigénica

i.a estructura de la pared de los gonococos es la tipica de las
bacterias Gram negativas, la membrana externa, la membrana citopldsmica que
rodea al citoplasma bacteriano y entre elias el espacio peripldsmico en el que se
encuentra el peptidoglicano. La membrana externa consiste en un complejo
mosaico de proteinas, lipopolisacérido y fosfolipidos unidos estrechamente entre
si. Estas moleculas de la superficie celular juegan un importante papel en la
colonizacién bacteriana, en la infeccién, asi como en la resistencia de los

gonococos a las defensas naturales o inducidas del huésped.

2.1.1 Antigenos capsulares

El gonococo no expresa una verdadera capsula de polisacérido, y
aunque hay autores que argumentan la existencia de la misma {James y Swenson,
1977; Hendley y cols., 1981). no se ha realizado nunca aislamiento y purificacién

de material capsular.

Los gonococos producen una " pseudocapsula” de polifosfatos que
podria realizar algunas de las funciones atribuidas a las capsulas de polisacérido
(Noegel y Gotschlich, 1983). Sin embargo el papel de esta pseudocapsula en la

biologia y patogénesis de los gonococos es por el momento desconocida.

2.1.2 Pili

Los pili son apéndices no flagelares que se encuentran en la
superficie, formados por subunidades proteicas idénticas que se unen dando lugar
a largos polimeros. El peso molecular de cada subunidad oscila entre 17.000-
22.000 daltons dependiendo de las cepas (Buchanan, 1975).
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Los gonococos piliados predominan en las colonias tipo T1 y T2
(colonias obtenidas de cultivos primarios), aisladas de infecciones del tracto
genitourinario, mientras que en las colonias tipo T3 y T4 aparecen gonococos no
piliados y se obtienen en subcultivos o bien en cultivos primarios de localizaciones

extragenitales.

Los pili de N. gonorrhoeae sufren dos tipos de variaciones, antigénica

y de fase.

La variacién de fase se refiere a la expresién reversible entre dos
estados alternativos, produccién de células piliadas (P*) o no (P} (Britigan y cols.,

1985). Esta variacién se presenta ¢con una alta frecuencia.

La wvariacidn antigénica, igualmente, se presenta con una alta
frecuencia. La molécula de un pili puede dividirse en tres regiones: una constante
en la que la secuencia de aminoécidos es altamente conservada, una semivaraible
en la cual se producen muchas variaciones de amino4cidos y una altamente

variable cerca de la zona carboxi terminal (Schoolnik y cols., 1984).

Los gonococos piliados presentan mayor capacidad de adherencia
a las superficies mucosas del huésped y son mds virulentos (McGee y cols.,
1981).

2.1.3 Lipopolisacarido

En fa superficie celular todos los gonococos poseen un

lipooligosacdrido (LOS), similar al lipopclisacérido (LPS) de las bacterias Gram-.
El LOS estd formado por un lipido A y un core polisacérido
constituido por dcido cetodeoxioctanoico (KDQ}, heptosa, glucosa, galactosa,

glucosamina y/o galactosamina (Griffiss y cols., 1988).

Atendiendo a criterios quimicos e inmunoldgicos existen en la
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naturaleza variaciones en los azdcares del core del LOS, dicha variacién antigénica
es la base del esquema de serotipia de Apicella {(Apicella y cols., 1987). Esta
variabilidad antigénica estérelacionada con la resistenciarelativa que ciertas cepas
de N. gonorrhoeae presentan a la actividad bactericida del suero y quizds
relacionada también con la manifestacién clinica y severidad de la infeccién
gonocdécica (Apicella y cols,, 1986).

2.1.4 Proteinas de la membrana externa

Como hemos dicho anteriormente la membrana externa de los
gonococos contiene lipooligosacérido, fosfolipidos y una variedad de proteinas, de

las que las mds importantes son la Proteina |, la Proteina Il y la lll.

La Proteina | tiene un peso molecular de 32-36 Kd; en su estado
nativo aparece como un trimero, se encuentra fisicamente préxima en la membrana
externa &l LOS y también a la Proteina Il (Newhall y cols., 1980). Funciona como

una porina y se piensa que juega un papel importante en la patogénesis.

La Proteina | se presenta en dos clases distintas desde el punto de
vista quimico & inmunoldgico, designadas como PIA y PIB. Una cepa puede poseer,

ya sea la PIA o PIB pero nunca las dos.

Se han desarrollado esquemas de serotipia con anticuerpos
monoclonales basados en la Proteina |, que estudiaremos mas ampliamente en €l
apartado 2.2.2. Los genes que codifican para la PIA y PIB son alelos de un mismo

locus.

Proteina Il es el término empleado para designar a un grupo de
proteinas relacionadas entre si, con un peso molecular de 20-28 Kd. Las colonias
de N. gonorrhoeae que carecen de Proteina Il son transparentes, mientras que

aguellas que poseen uno o mas tipos de Proteina I} son opacas {(Swanson, 1982).

En contraste con la Proteina |, 1a Proteina Il puede variar en cantidad
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o bien estar ausenta en un aislado e incluso se pueden expresar hasta seis
variantes de la misma.
|
La Proteina Ill, con un peso molecular de 30-31 Kd, estd presente
en todos los gonococos en estrecha asociacién con la Protelna | y el LOS, vy
presenta una variacién antigénica muy pequefia entre las cepas, (Blake y
Gotschiich, 1983).

La Proteina H8 es un antigeno definido recientemente y que se
encuentra en todas las cepas de N. gonorrhoeae y N. meningitidis as{ como en N.

lactamica y N. cinerea pero no en |as neiserias saprofitas (Cannon y cols., 1984).

La Proteina H8 es antigenicamente homogénea independientemente
de la presencia o ausencia de pili, el tipo de colonia, opaca o transparente, y todas
las cepas tienen en comun uno o mds epitopos de este antigeno expuestos en la

superficie.

Durante la convalecencia de la infeccién gonocécica se producen
anticuerpos frente a la Proteina H8 (Black y cols.. 1985), pero su papel en la

patogénesis es por el momento desconocido.

En la membrana externa se han encontrado también otras proteinas,
muchas de las cuales no han sido completamente caracterizadas en cuanto a su
estructura y funcién. Por ejemplo existen una serie de proteinas que solo se
expresan bajo ciertas condiciones incluyendo la ausencia de hierro, crecimiento
anaerdbico o otras situaciones limite de crecimiento (West y Sparling, 1285; Clark
y cols., 1987).

Dentro de este grupo de proteinas reguladoras de hierro se encuentra
una de 37 Kd vy varias dentro de un rango de 65-100Kd (Mietzner y cols., 1984).
La proteina de 37 Kd ha sido bien definida quimicamente y se piensa que puede
intervenir en el transporte de hierro. Se ha encontrado en todos los gonococos y

meningococos.
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Igualmente ha sido definida una proteina de 70 Kd comdn en N,
gonorrhoeae y N. meningitidis. Cepas mutantes en las que no estd presente dicha
proteina son incapaces de transportar hierro a partir de diversas fuentes incluyendo
la transferrina y la lactoferrina, con lo cual se piensa que igualmente desempefia
un papel en el transporte de hierro.

Asfi mismo todos los gonococos y meningococos preducen una
proteasa que reconoce como Unico sustrato el suero y la IgA1 secretora {(Mulks y
Plant, 1978). Son enzimas proteoliticas que inactivan a la subclase IgA1 de la
fraccién IgA, que representa el principal tipo de anticuerpos encontrados en
membranas mucosas. Esta inactivacién podrfa constituir un paso m3s en la

patogénesis de la infeccién gonocdcica {(Hook y Holmes, 1985).

2.2 Métodos de caracterizacion de las cepas de N. gonorrhoeae

2.2.1 Auxotipia

La auxotipia ha sido el primer método utilizado para tipar las cepas

de gonococo; fue desarrollada por Catlin en 1973.

Consists en el empleo de un medio quimicamente definido libre de
proteinas en el que se omite la adicién de aminodcidos {por ejemplo prolina,
arginina o metionina), bases nitrogenadas (como uracilo e hipoxantina) vy/o
vitaminas como tiamina, de forma que al examinar si se produce crecimiento de
los gonococos es posible clasificarlos en distintos grupos {auxotipos) de acuerdo
a' sus requerimientos nutricionales. En la Tabla Il se describen los auxotipos

definidos actualmente.

El auxotipo al que pertenece una cepa se expresa de la siguiente
forma: por ejemplo, Pro” son cepas que requieren prolina para su crectmiento; Arg’
Hyx/Ura  cepas que requieren arginina, hipoxantina y uracilo. Las cepas que no
presentan ningdn requerimiento para su crecimiento se denominan prototréficas

{Prototr. o Cero).
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Existen determinadas caracterfsticas especificas de las cepas que se
encuentran asociadas con ciertos auxotipos, por ejemplo, cepas no productoras de
penicilinasa (no-NGPP) Arg/Hyx /Ura" {AHU), son muy susceptibles a penicilina
{Knapp y cols., 1984) y mé4s resistentes a la accién bactericida del suero normal
humano. Este tipo de cepas se aislan significativamente méds a menudo en
pacientes con infeccién gonocécica diseminada o en casos asintomaticos (Knapp
y Holmes, 1975).

Asi mismo se han descrito variaciones geogréaficas y temporales en
cuanto a la distribucién de auxotipos (Bygdeman y cols., 1981); se han
demostrado igualmente correlaciones entre determinados auxotipos y algunas
serovariedades, y el perfil pldsmidico {en las cepas productoras de penicilinasa)
(Dillon y cols., 1987), incluso se ha documentado |a existencia de correlacién entre
ciertos auxotipos y el sexo ¢ hibito sexual de los pacientes {Backman y cols.,
1985).

La auxotipia debe emplearse siempre en combinacién con otros
marcadores, especialmente la serotipia, debido a que normalmente sélo se
encuentra un nimero reducido de auxotipos en las cepas Eirculantes. La utilizacién
de la auxotipia junto con la clasificacién serolégica, aumenta notablemente el poder

discriminatorio de las cepas de gonococo.
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TABLA lll. AUXOTIPOS DESCRITOS EN NEISSERIA GONORRHOEAE

\'a v ARG
PRO" ARG MET" HIS LYS" LEU" HYX URA" V' THI* THPP' ORN*

1 Cero + + + + + + + + + nd nd nd
2 Pro 0 + + + + + + + + nd nd nd
3 Arg + 0 + + + + + + + nd nd +
4 Met + + o] + + + + + + nd nd nd
5 Thi + + + + + + + + 0 + + nd
& Thp + + + + + + + + 0 0 + nd
7 Pro,Axg 0 o + + + + + + + nd nd +
8 Pro,Met 0 + 0 + + + + + + nd nd nd
9 Pro,Hyx v} + + + + + 0 + + nd nd nd
10 Pro,Hyx

Thi 0 + + + + + 0 + 0] + + nd
11 Pro,Arg

Hyx,Ura 0 0 0 0 nd nd

12 Arg,Met + 0 0 + + + + + + nd nd
13 Arg,Hyx + 0 + + + + 0 + + nd nd

14 Arg,Hyx

Ura + o] + + + + 0 0 + nd nd +
15 Arg,Met

Hyx,Ura + 0 o + + + o 0 + nd nd +
16 Arg',Hyx

Ura + 0 + + + + 0 0 + nd nd Q
17 Arg',Met

Hyx,Ura + 0 0 + + + 0 0 + nd nd 0
18 Arg",Byx

Ura,Thp + 0 + + + + 0 0 0 0 + 0
19 Arg,Hyx

Ura, Thp + 0 + + + + 0 0 0 0 + +
20 Arg,Hyx

Ura,Thi + 0 + + + + 0 0 o + +
21 Pro,Thp 0 + + + + + + + 0 0 + nd
22 Pro,Met

Thp o + o} + + + + + 0 0 + nd
23 Pro,Thi 4] + + + + + + + 0 + + nd
24 Arg,Thi + 0 + + + + + + 0 + + +
25 Lys + + + + 0 + + + + nd nd nd
26 His + + + 0 + + + + + nd nd nd
27 Arg,His + 0 + o} + + + + + nd nd +
28 Arxg,His

Byx,Ura + 0 + 0 + + o 0 + nd nd +
29 Arg*,His

Hyx,Ura + 0 + 0 + + 4] o + nd nd 0
30 Arg,Leu

Hyx,Ura + 0 + + + 0 o 0 + nd nd +

continua en la pagina siguiente.....
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TABLA IIX. Continuacioén

v v
PRO" ARG" MET" HIS LYS' LEU HYX URA° V' THI* THPP* ORN'

31 Arxg*,Leu

Hyx,Ura + 0 + + + 0 0 0 + nd nd 0
32 Arg',Leu
Hyx,Ura,Thp + 0 + + + 0 0 o 0 0 + 0
33 Pro,Arq"
Met ,Hyx,Ura O o) 0 + + + 0 0 + nd nd 0
34 Pro,hArg’
Mot ,Leu,Hyx
Ura o 0 0] + + 0 0 0 + nd nd 0
35 Pro,Arg

Hyx,Ura,Thp O 0 + + + + 0 0 o 0 + +
36 Hyx nd nd nd

+
+
+

Abreviaturas utilizadas:

Pro: Prolina; Arg: Arginina; Met: Metionina; Thi: Tiamina; Thp:
Pirofosfato de Tiamina; Hyx: Hipoxantina; Ura: Uracilo; Lys: Lisina;
His: Histidina; Leu: Leucina; Arg': Cepas que no crecen en ausencia de
Arginina, pero que lo hacen en presencia de Ornitina; nd:no
determinado; V: mezcla de vitaminas (Tiamina, colina, inositel,
biotina, etc.); THPP: Pirofosfato de tiamina.
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2.2.2 Serotipia

Sandstrém y Danielsson, en 1980, describieron las bases para la
clasificacién seroldgica de los gonococos utilizando un método de coaglutinacidn.
Empleando anticuerpos antigonocécicos policlonales de conejo dividieron a los
gonococos en tres grandes grupos denominados W1, Wil y WIII, basdndose en las

diferencias antigénicas de 1a Proteina | (Pl) de la membrana externa.

Sandstrom y cols., en 1982, utilizando el mapeado de péptidos
definieron dos moleculas principales de la Pl a las que denominaron A y B. Las
cepas del serogrupo WI posefan antfgenos de PI/A, mientras que las cepas de los
serogrupos WI!l y WIll tenian antigenos de PI/B.

Tamy cols., en 1982, desarrollaron anticuerpos monoclonales frente
a epitopos de PI/A y PI/B respectivamente. La mayoria de las cepas de los
serogrupos WI y WIl/lll reaccionaban con més de uno de los monoclonales frente
a Pi/A y PI/B.

En la actualidad existen dos esquemas de clasificacién serolégica
descritos en la Tabla IV; en el esquema 1 se utiliza un panel de 6 anticuerpos
monoclonales frente a la proteina 1A vy otros‘s frente a la proteina |1B (Knapp y
cols., 1984; Bygdeman y cols., 1985). En el esquema 2 se emplea un panel de 5
anticuerpos monoclonales frente a la PIA y 9 frente a la PIB, lo cual permite
caracterizar un total de 13 serovariedades entre la PIA y 51 entre las cepas PIB
{Sandstréom y cols., 1985).

E! modelo de reaccidén observado con una cepa en particular se

denomina serovariedad.
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TABLA IV. ESQUEMAS DE CARACTERIZACION SEROLOGICA DE LAS
CEPAS DE NEISSERIA GONORRHOEAE

ESQUEMA 1
SEROCVARIEDADES ANTICUERPOS MONCCLONALES

FRENTE A LA PROTEINA IA
b e 4 g i nh

Abg* 13* X X

Abe 15 X X

Abed 14 X X X

Abegqg 7 X X X

Abedg p.4 X X X

Abedh 11 b4 X b4 x

Abedgh 9 X X b4 X x

Abedgi 12 X X X X X

Abedgih X x x x X b4

Aedgih X X x X X

Aedih b4 X X %

Aedgh 10 x x X X

Aedh 3 X X X

Aeg 16 x X

Aed 8 b4 x

Ae 4 b4

Ad 17 x

Adgih 18 X x X X

a, b: Nomenclatura empleada para denominar las serovariedades

continua en la pdgina siguiente......
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TABLA IV. Continuacidén

ESQUEMA 1
SEROVARIEDADES ANTICUERPOS MONOCLONALES

FRENTE A LA PROTEINA 1B
a b c g h k

Ba 20 X

Bak 6 b4 X

Bahk 13 x b4 x

Bab 14 )4 X

Babk X X b 4

Babhk X X b 4 X

Bac 16 X X

Back 2 X b 4

Bachk 21 X x b4 X

Babc 10 b4 X b4

Babck 1 x P X X

Babcgk 26 X X X X X

Bb 17 | X

Bbk 23 X b 4

Bbc 25 X X

Bbck 22 b4 b4 X

Bbgk 18 X X X

Bbghk 11 X X X X

Bbhk 27 x X X

Bbcgk 5 x X p14 b4

Bck 19 p.4 X

Begk 7 X X X

Bchk 28 p 4 x X

Beghk 12 X X X b4

Bgk X X

Bghk x X b4

Bh 24 x

Bhk 15 X X

continua en la pagina siguiente......
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TABLA IV. Continuacién

ESQUEMA 2

SEROVARIEDADES ANTICUERPOS MONOCLONALES

FRENTE A LA PROTEINA IA
r o s t v

Arost X X X X

Aros X X b 4

Arot b4 b 4 X

Aro X b 4

Arst X X X

Ars X X

Aost b4 X X

Aot X b4

Ao X

Ast X X

As p.4

At X

Av b 4

continua en la pdgina siguiente......
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TABLA IV. Continuacién ESQUEMA 2

SEROVARIEDADES

Bropyust
Bropyst
Bropust
Bropyut
Bropyt
Broput
Bropst
Bropvt
Bropt
Brot
Bropu
Brop
Bro
Brpyvust
Brpyust
Brpyst
Brpyut
Brpyt
Brput
Brpt
Brpyu
Bopyust
Bopyvst
Bopyst
Bopyut
Bopyvt
Bopyt
Boput
Bopvt
Bopst
Bopt
Boyst
Boyt
Boys
Bost
Bos

Bo
Bpyvst
Bpyust
Bpyuvt
Bpyst
Bpyvt
Bpyut
Byust
Byus
Byuvt
Byut
Byst
Byvt
Bys

Bx

ANTICUERPOS MONOCLONALES
FRENTE A LA PROTEINA IB

r o p y u
X X X X X
X X X X
X X X x
X X X X X
X X X X
X X X X
X X X
X X X
X X X
X X
X X X% X
X X X
X X
% X X X
X X X %
X X X
X X X X
X X X
b X X
X X
X X X X
X X X X
X X X
X X X
X X X X
X X X
X X X
X X x
X x
X X
X X
X X
X x
X b4
X
X
x
X X
X X X
X X X
X X
X X
X X X
X X
X X
X X
X X
x
X
x

S
X

X
X

XX
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2.2.3 Plasmidotipia

Muchas cepas de N. gonorrhoeae poseen un pldsmido conjugativo
de 24.5 Megadaltons (Md), el cual puede transferir por conjugacién, otros
pldsmidos no transferibles {Biswas y cols., 1980).

Un elevado nimero de gonococos poseen un plidsmido (Pc') que
codifica la produccién de un tipo de f-lactamasa (penicilinasa) llamada TEM-1.
Estas cepas productoras de penicilinasa se denominan NGPP. Se han descrito 5
pldsmidos que codifican la produccién de g-lactamasa: el pldsmido de 3.2 Md
"Africano”, el de 3.05 Md "Toronto" y el de 2.9 Md "Rio" podrfan haberse
formado por delecciones del plasmido de 4.4 Md "Asiatico". E! pldsmido de 4.0
Md "Nimes" parece provenir de la insercién de un fragmento en el pldsmido de
3.2 Md. {Knapp y cols., 1990). Como puede observarse (Figura 1) presentan una
estrecha relacidén entre si; igualmente estdn muy relacionados con pldsmidos
similares encontrados en ciertas especies de Haemophifus, incluyendo H. ducreyi
{(Anderson y cols., 1984). De hecho hay autores que defienden la hipdtesis ds que

los gonococos adquirieron el pldsmido Pc' de H. ducreyi {Anderson y cals., 1984).

Los pldsmidos Pc' son normalmente transferidos a otros gonococos

por el pldsmido conjugativo de 24.5 Md.

Los gonococos que poseen un pldsmido de 25.2Md que codifica para
resistencia a tetraciclina, transportan el pldsmido conjugativo de 24.5 Md en el
cual se ha insertado el transposon tetM {Morse y cols., 1986); sin embargo hay
autores que discrepan, argumentando que la ruta evolutiva de ese plasmido de
25.2 Md haya sido por transposicién del determinante tetM desde un organismo
donante (probablemente un estreptococo} a un pldsmido conjugativo de un
huésped intermediario; o bien que el determinante tetM se haya asociado con el
pladsmido progenitor por recombinacién eh lugar de por transposicién (Gascoyne
y cols., 1990).

El determinante tetM también confiere resistencia a tetraciclina a

otras bacterias, incluyendo algunas especies de Streptococcus, Mycoplasma vy
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varios microorganismos genitales, tales como Gardnerella vaginalis y Ureaplasma

urealyticum (Roberts y cols., 1979},

Finalmente, la mayoria de los gonococos contienen un plasmido

criptico de 2.6 Md, cuya funcién se desconoce por el momento.

El andlisis del perfil pldsmidico en N. gonorrhoeae, contribuye a
caracterizar las cepas de gonococo, sobre todo enlas NGPP (Fenoll y cols., 1987).
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3. SENSIBILIDAD DE NEISSERIA GONORRHOEAE A LOS ANTIMICROBIANOS

La evolucién de la resistencia a antimicrobianos en N. gonorrhoeae

tiene implicaciones negativas en el control de la gonorrea.

Generalmente a los pocos anos de utilizar en el tratamiento nuevos
agentes antimicrobianos han aparecido cepas resistentes a los mismos. Cepas con
resistencia multiple cromosdmica a penicilina, tetraciclina, eritromicina y cefoxitina,
asf como una disminucién en la sensibilidad a ceftriaxona, se han descrito en todo
el mundo. También se han detectado, esporddicamente, cepas con altos niveles
de resistencia a espectinomicina. En la tabla V se describen los tipos de resistencia

antimicrobiana en N. gonorrhoeae.

TABLAYV. TIPOS DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN N. GONORRHOEAE

TIPO DE RESISTENCIA AGENTE ANTIMICROBIANO

Penicilina

Cromosdmica
(genes localizados

en el cromosomaj)

Mediada por pldsmidos
{genes localizados

en plasmidos)

Tetraciclina
Espectinomicina
Cefoxitina

Ceftriaxona

Penicilina (antibidticos
B-lactamicos) NGPP
Tetraciclina NGTR
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3.1 Tratamientos antimicrobianos mas utilizados frente a la

gonorirea.

En la eleccién de un tratamiento antibiético para infeccién
gonocdcica, ademas de la sensibilidad a los antimicrobianos, hay que tener en
cuenta otros factores, como son , las caracteristicas farmacocinéticas de los
antibiéticos, eficacia en gonorrea no complicada o en las que se producen
complicaciones, eficacia diferencial en base a las diferentes localizaciones

anatémicas que pueden estar afectadas, toxicidad y coste.

Un factor adicional en el tratamiento de la gonorrea y otras
enfermedades de transmisién sexual, es la eficacia potencial del tratamiento en el

caso de infecciones concurrentes.

Historicamente, la sifilis solia acompafar a las infecciones
gonocdécicas y todavia sigue jugando un papel importante en algunos paises, sobre
todo, en poblaciones marginales de paises industrializados (por ejemplo en varones
homosexualmente activos, drogadictos ete¢.) (Handsfield, 1990).

Sinembargo la infeccién méas comdn entre personas heterosexuales,
que coexiste actualmente con la gonorrea en Estados Unidos y Europa, es la
infeccidn por Chlamydia trachomatis. Estudios realizados en las dos dltimas
décadas confirman lo antericrmente dicho, ya que los resultados demuestran que
entre un 15-25% de varones heterosexuales y un 35-50% de mujeres con
gonorrea, estaban también infectadas con C. trachomatis (Batteiger y Jones,
1987). En estos pacientes existe un alto riesgo de que se produzca una uretritis
post-gonocécica o enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), si el tratamiento no es

eficaz frente a la infeccién por clamidias.

En Espafia, sin embargo no se observa esta elevada incidencia en la

infeccién por clamidias, situdndose en un nivel muy bajo (Berrén y cols., 1988).

Hay que afadir que un elevado numero de mujeres con infeccién

gonocdcica, presentan simuitdneamente infeccién por Trichomonas vaginalis. En
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Africa y otras 4reas donde la prevalencia del chancroide es elevado, muchos
pacientes pueden estar infectados por Haemophilus ducreyi en el momento de

presentar infeccién gonocécica (Hook 11l y Handsfield, 1990).

La recomendacion de la Divisién de Enfermedades de Transmisién
Sexual del Centro para el Control de Enfermedades (CDC}, en cuanto al tratamiento
a seguir, consiste en una dosis Unica con un antibiético eficaz para erradicar a N.
gonorrhoeae, seguida de 7 dias de tratamiento con tetraciclina o eritromicina, para

evitar posiblas complicaciones por C. trachomatis (CDC, 1989).

En zonas donde la resistencia de N. gonorrhoeae a antimicrobianos
no es un problema, una dosis Unica de 4.8 millones de unidades de penicilina
procaina mds 1 gramo de probenecid por via intramuscular o una combinacién de
2 gramos de ampicilina o bien 2 gramos de amoxicilina mas 1 gramo de prebenecid
por via oral , da muy buenos resultados; seguido de los 7 dias de tratamiento
antibiético frente a clamidias (CDC, 1987).

En aquellas zonas geogréficas donde existe un indice elevado de
cepas resistentes o bien no se realiza una vigilancia adecuada, el empleo de
ceftriaxona (250 mg) o espectinomicina (2 gr) por via intramuscular es el

tratamiento adecuado.

El tratamiento con espectinomicina es muy eficaz en la infeccién
gonocdcica no complicada, genital y rectal, sin embargo se muestra sin efecto en
infecciones faringeas. El empleo de ceftriaxona, en cambio, da buenos resultados

en los tres tipos de infeccidén anteriormente citados.

En 1984, se describié la utilidad en el empleo de una nusva
quinolona, norfloxacina, en el tratamiento de infeccién gonocécica (Crider y cols.,
1984).

El entusiasmo que suscitd el tratamiento de la gonorrea con las
primeras quinolonas {dcido nalidixico y rosoxacina), pronto desaparecié debido a

ia rdpida aparicién de cepas resistentes y a los efectos neurotdxicos que se



32

producian (Dallabetta y Hook. 1989). Al mismo tiempo otras nuevas quinolonas
(ciprofloxacina, ofloxacina, enoxacina, fleroxicina, etc.) han sido evaluadas en

régimen de dosis Unica dando resultados prometedores.

Sin embargo, ya ha sido descrita la aparicién de cepas resistentes
a quinolonas aisladas en Filipinas (Joyce y cols, 1988}, donde la rosoxacina ha
sido ampliamente empleada durante varios afios en el tratamiento de la gonorrea;
asf mismo en el afio 1980, se produce el aislamiento de la primera cepa resistente
a ciprofloxacina en el Reino Unido (Turner y cols., 1990), y posteriormente en
1991 se han descrito también cepas de N. gonorrhoeae resistentes a

ciprofloxacina (Gransden y cols., 1991).

En la Tabla VI se describe el tratamiento recomendado a levar a

cabo en la infeccién gonocécica.

3.2 Sensibilidad frente a penicilina

En 1930, se llevé a cabo el primer tratamiento antibidtico frente a
la gonorrea, siendo la sulfanilamida el antibidtico empleado. Sin embargo en 1944
ya se produjeron muchos aislamientos de cepas resistentes a ese antibiético.
Afortunadamente, en 1943 se publicaron por primera vez los resultados obtenidos
en el tratamiento de la gonorrea con penicilina, con un porcentaje de éxito cercano
al 100% (Mahoney y cols., 1943}, siendo desde ese momento el tratamiento de

eleccidn.

Sin embargo a principios de 1950, empezarcon a aparecer cepas
resistentes a penicilina, aunque continud siendo el tratamiento utilizado durante los
siguientes 25 afios ya que debido a su gran eficacia y baja toxicidad, permitié ir

aumentando la dosis a fin de superar el incremento de la resistencia a penicilina.

En 1870, entre un 18-20% de los gonococos aislados en diferentes
lugares del mundo habian desarrollado resistencia cromosdmica a penicilina
{Sparling, 1978).
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TABLA VI. Tratamiento recomendado en infeccién gonocécica.

TERAPIA RECOMENDADA EN LA GONORREA NO COMPLICADA

Ceftriaxona:250 mg IM Doxiclclina:100 mg VO* /7dias
o o

Espectinomicina:2 gr IM + Tetraciclina HCL:500 mg vO/7d
o o

Ciprofloxacin:500 mg Eritromicina base':500 mg VO/7d

a: Via intramuscular; b: Via oral
* Se emplea en pacientes en los que el uso de tetraciclina estd
contraindicado (mujeres embarazadas y nifios).

TERAPIA RECOMENDADA EN LA INFECCION GONOCOCICA COMPLICADA

SINDROME : TERAPIA RECOMENDADA
Infeccién gonocbdecica Ceftriaxona:lgr IV/7 dias
diseminada
Meningitis/endocarditis En general, se recomienda
cefalosporinas de tercera
generacidn
Ophthalmia
Neonatal Ceftriaxona:25-50 mg/kg/dia
IM o IV/7 dias
Adultos Ceftriaxona:lgr IM o IV/1
dosis
EIP° gonocbdeica Cefoxitin y probenecid +
doxiciclina
o

Gentamicina o tobramicina
+ clindamicina

a: Via intravenosa; b: Via intramuscular
EIP: Enfermedad Inflamatoria Pélvica
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En 1972, la dosis recomendada en el tratamiento de la gonorrea, fue
incrementada de 2.4 a 4.8 millones de unidades de penicilina procafna, junto con
la administracién de 1 gr de probenecid que aumenta el efecto de la penicilina al
retardar la excrecién del antibiético {CDC, 1972).

En 1976, se aislan por primera vez, cepas de gonococo con
resistencia a penicilina mediada por pldsmidos.

A partir de entonces, y hasta 1979, se produce un aumento gradual
en la incidencia de cepas NGPP. La transmisién endémica de este tipo de cepas se
incrementdé gradualmente hasta 1985 y desde entonces la proporcién de cepas
NGPP ha aumentado dramaticamente.

3.2.1 Mecanismos de resistencia

Los gonococos presentan dos mecanismos de resistencia frente a
penicilina:
a. Resistencia mediada por pldsmidas

b. Resistencia cromosémica

a. Resistencia mediada por pladsmidos

Como hemos dicho, la primera vez que se describen cepas de N.
gonorrhoeae con un alto nivel de penicilina mediada por plasmidos fue en 1976
(Phillips, 1976). Estas cepas presentan un pldsmido (Pc') que codifica la
produccién de un tipo de S-lactamasa llamada TEM-1 y fueron aisladas al mismo
tiempo en el Qeste de Africa, Asia, Europa y Estados Unidos (Roberts y cols.,
1977; Perine y cols., 1977).

Las cepas productoras de penicilinasa (NGPP), aisladas en el Oeste
de Africa contenian un pldsmido, que codificaba para la produccién de 8-
lactamasa, de 3.2 Md; mientras que el pldsmido contenido en las cepas NGPP
asidticas era de 4.4 Md.
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Recientemente se han descrito otros pldsmidos que codifican la
produccién de f-lactamasa, sin embargo no tienen de momento una amplia
distribucién {Embden y cols., 1985; Gouby y cols., 1986; Yeung y cols., 1986;
Brett, 1989).

Estos pldsmidos Pc’ normalmente se traspasan de unos gonococos

a otros por conjugacién a través del pldsmido de transferencia de 24.5 Md.

El mecanismo de accidn de la S-lactamasa, consiste en la hidrdlisis

del anillo f-lactdmico de la penicilina, convirtiéndola en un derivado inactivo.

b. Resistencia cromosémica

Este tipo de resistencia es debido a la acumulacién de diferentes
mutaciones independientes en el cromosoma, las cuales afectan a la superficie

celular,

Existen 3 loci implicados en la resistencia cromosdmica a penicilina

que son penA, penB y mtr (Cannon y Sparling, 1984).

La mutacidén en el locus penA tiene como resultado la alteracién de
la proteina fijadora de penicilina 2 (PBP 2), con lo que disminuye !a afinidad de esta
PBP 2 por la penicilina, Actualmente se conoce que ia presencia de un aminodcido
extra {residuo de 4cido Aspdrtico) en la PBP2, el cual no estd presente en la PBP2
de las cepas sensibles a penicilina, es la causa de esa baja afinidad (Brannigan y
cols., 1990).

Las otras dos mutaciones en los loci penB y mtr, tienen como
resultado la alteracién de la membrana externa siendo menos permeable a la
entrada de diversos componentes incluyendo la penicilina. Asl mismo las
mutaciones en estos loci incrementa la resistencia a antibidticos hidrofébicos y

tetraciclina respectivamente.

La aparicidn de este tipo de mutaciones en una cepa sensible tiene
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COmMo consecuencia un increamento en la Concentracién Minima tnhibitoria {CMI}

de penicilina desde 0.1 hasta 2-4 ug/ml.

3.2.2 Distribucién geogréfica de las cepas resistentes

En Estados Unidos el nimero de cepas NGPP se ha ido
incrementando desde 1976, habiéndose declarado este tipo de cepas en todos los
Estados. En 1988, en el sur de Florida y New York, la prevalencia da NGPP
excedia el 33 y 10% respectivamente (CDC, 1987). A nivel nacional el nimero de
aislados NGPP en 1989 era del 7,4% (CDC, 1990). As{ mismo en 1987 el 13%
de los aislados en los que no se detecta resistencia plasmidica a penigilina

presentaban resistencia cromosémica a este antibidtico (CDG, 1987).

En Canadd, también hay un aumento drastico en la tasa de
incidencia a partir de 1960, estabilizandose en 1976 y empieza a disminuir a partir
de 1981.

En el Reino Unido la incidencia de las cepas NGPP, ha aumentado
hasta 1983, disminuyendo posteriormente. Sin embargo el porcentaje de cepas
con resistencia cromosdémica a penicilina ha aumentado desde un 6% en 19856
hasta un 10,6% en 1988 (Ison y cols., 1990).

En Holanda ia prevalencia de cepas no-NGPP entre 1983-1986 fue
de un 14% (van Klingeren y cols., 1988), siendo hasta hace poco el pals europeo

con mas alta incidencia de cepas NGPP {van Klingeren y cols., 1985).

En los Paises No6rdicos la incidencia de NGPP es bastante baja,

encontrandose en torno al 1% con respecto al total de casos.

En un estudio realizado en Senegal la proporcidn de gonococos
resistentes a penicilina, aurmnenta de 18 a 46%, en el periodo de 1982-1986 (Lind
y cols., 1991).



37

En Espafa, se ha producido también un incremento en la incidencia
de cepas NGPP, como se pone de manifiesto en un trabajo presentado en la VIl
Reunién Nacional del Grupo Espaniol para la Investigacién de las Enfermedades de
Transmisién sexual (Nogueira y cols., 1990). Desde 1983-1990 la incidencia de
cepas resistentes a penicilina por mutacién cromosémica, ha sido importante; en
1990 el numero de cepas no-NGPP disminuye debido probablemente a una menor
utilizacién de penicilina en el tratamiento de la infeccidn gonocécica, aunque es

necesario observar si esta baja frecuencia de aislados no-NGPP se mantiena,

3.3 Sensibilidad frente a Tetraciclina

3.3.1 Mecanismos de Resistencia

La resistencia a Tetraciclina también se ha incrementado en los
dltimos afios y es debida, por un lado al efecto aditivo de varias mutaciones

cromosémicas o bien a la adquisicién de pldsmidos.

Los loci cromosdmicos que intervienen en este tipo de resistencia
han sido designados penB, mtr y tet, dos de éstos, como ya hemos dicho, estdn
involucrados también en la resistencia cromosdémica a penicilina. El resultado es
un incremento en la CMI a tetraciclina de 0.25 a 2-4 yg/ml (Cannon y Sparling,
1984).

El mecanismo de resistencia a tetraciclina se basa en la produccidn
de un aumento de permeabilidad de la membrana celular, que impedirfa por un
mecanismo continuado de entrada y salida, alcanzar en el interior concentraciones

atiles para ejercer su accién.

Un mads alto nivel de resistencia a tetraciclina (CMl =16 ug/ml), se
encuentra en los gonococos que contienen un pldsmido de 25.2 Md, que parece
ser un derivado del pldsmido conjugativo de 24.5 Md, como ya se mencioné

previamente.
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El pldsmido Tc¢' contiene el determinante tetM en una posicién en la
gue no se inactiva la funcién del pldsmido conjugativo, con lo que los gonococos
Tc' pueden transferir este pldsmido, asi como los pldsmidos Pc’, a otros
gonococos. Incluso la transferencia de pldsmidos entre gonococo y otras especies
del género Neisseria, resuita ser mas eficaz cuando es este pladsmido el implicado
{Roberts y Knapp, 1988).

E!l mecanismo de resistencia mediado por tetM, implica la produccion
de una proteina citopldsmica que proteje a los ribosomas de la accién de la
tetraciclina (Tartaglione y Russo, 1990).

3.3.2 Distribucidn gegréfica de la resistencia a Tetraciclina

La primera vez que se describieron cepas de gonococo con alto nivel
de resistencia a tetraciclina, mediada por pldsmidos, fue en Estados Unidos en
1985. La prevalencia de cepas de V. gonorrhoeae resistentes a tetraciclina (NGRT),
varia geograficamente; presentandose sin embargo una amplia distribucién (CDC,
1987).

En Holanda el 10% de los gonococos aislados entre 1985-1986
presentaban resistencia cromosémica a tetraciclina {van Klingeren y cols., 1988}
y alrededor del 9% de las cepas NGPP y el 5% de las no-NGPP, en 1988, eran

ademas NGRT con resistencia plasmidica (van Kligeren y cols., 1989)}.

También se han descrito cepas de N. gonorrhoeae con resistencia
plasmidica a tetraciclina en el Reino Unido (Waugh y cols., 1988) y en Francia
(Casin y cols., 1989).

Los més altos niveles de resistencia plasmidica a tetraciclina han
sido descritos en Estados Unidos, en concreto en el 4rea de Baltimore, donde entre
un 15-20% de los aislamientos llevados a cabo desde 1986 a 1988 fueron NGRT;
asl mismo el 48% de los gonococos aislados sin ningun tipo de resistencia

plasmidica presentaban resistencia cromosémica a este antibiético (CDC, 1987).
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La tasa de cepas NGRT a nivel nacional en 1989 es de un 4.9% (CDC, 1990).

En Canadd, entre 1986 y 1987, las cepas NGRT representaban el

2% de los aislamientos realizados (Dillon y Carballo, 1989).

En Esparia existe una elevada incidencia de cepas de N.gonorrhoeae
resistentes a tetraciclina (Nogueira y cols., 1990). Aunqua desde 1983-1990 el
numero de cepas con resistencia cromosémica ha ido disminuyendo, en 1990 el
porcentaje de este tipo de aislados adn es del 19.1%. En 1990 se describe por
primera vez en Espafia una cepa de gonococo con resistencia plasmidica a

tetraciclina (Vazquez y cols., 1990).

3.4 Sensibilidad frente a Espectinomicina

3.4.1 Mecanismos de Resistencia

Durante muchaos afios, han sido muy pocos los casos descritos de
cepas resistentes a espectinomicina (Spc), pero en aquellas zonas geogréficas
donde este antibidtico se ha empleado muy frecuentemente a causa de la
prevalencia de cepas Pc’, los aislamientos de N. gonorrhoeae resistentes a

espectinomicina {Spc') son méas habituales (Boslego y cols., 1987).

La resistencia Spc’ es debida normaimente a mutaciones

cromosdmicas que afectan a la subunidad ribosdmica 30s.

3.4.2 Distribucién geogréfica de la resistencia a

espectinomicina

En Corea, y debido a la alta tasa de cepas NGPP, se impuso como
tratamiento antibiético, a partir de 1981 la espectinomicina; en 1987, fue descrito
un brote de gonorrea producido por gonococos con un alto nivel de resistencia a

espectinomicina (Boslego y cols., 1987).
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La investigacién de dicho brote puso en evidencia el efecto que la
presién selectiva antimicrobiana habia producidc en el desarrollo de la resistencia
a este antibidtico.

En Estados Unidos, se han descrito casos esporddicos de gonococos
resistentes a espectinomicina, no siendo muy habituales este tipo de cepas (I1son
y cols,, 1983).

En Espaiia no se han descrito cepas con resistencia cromosdmica a
espectinomicina (Vazquez, 1991).

3.5 Sensibilidad frente a cefalosporinas
3.5.1 Mecanismos de resistencia

El mecanismo de resistencia a cefalosporinas, es similar al descrito
para penicilina, incluyendo mutacién cromosdmica y resistencia mediada por
pldsmidos. Los pldsmidos pueden codificarla produccién de enzimas que destruyen
las cefalosporinas.

A diferencia de las NGPP, los gonococos resistentes a penicilina por
mutacidn cromosdmica presentan también una disminucién en la sensibilidad a

cefalosporinas {(Whittington y Knapp., 1988).

Las mutaciones responsables de la resistencia cromosémica a
penicilina (pen A, Pen B y mtr), producen .asf mismo una reduccidén en la
sensibilidad a las cefalosporinas de segunda y tercera generacién. Ha sido descrita
la estrecha relacién que existe entre la resistencia cromosdmica a penicilina y la
aparicién de baja sensibilidad a cefuroxima en aislades clinicos no-NGPP (lson y
cols., 1990).

De momento no se han descritc en N. gonorrhoeae lactamasas que

inactiven a las cefalosporinas.
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3.5.2 Distribuci6n geogréafica de la resistencia a

cefalosporinas

Por el momento no se han descrito casos de cepas cuya resistencia
a ceftriaxona haya producido fallo terapedtico. Sin embargo, se han descrito
fracasos terapéuticos por la aparicion de cepas con resistencia cromosémica a
cefalosporinas de segunda generacién (Rice ycols., 1986); con lo cual y por lo
dicho anteriormenta, el uso en el tratamiento de la gonorrea de cefalosporinas de
segunda y tercera generacién, podria ejercer una presién selectiva produciéndose
un incremento en la prevalencia de las cepas no-NGPP.

En Espafa no se han aislado cepas de gonococo resistentes a

cefalosporinas. Sin embargo si se han producido un abundante ndmero de

aislamientos con sensibilidad disminuida a cefoxitina (Vizquez, 1991).

3.6 Sensibilidad frente a quinolonas

3.6.1 Mecanismos de resistencia

El mecanismo de resistencia a las quinolonas consiste enlainhibicién

de la subunidad A de la enzima ADN girasa, esencial en la replicacién del ADN.

3.6.2 Distribucién geogréfica de la resistencia a quinolonas

En 1984, se describid la utilidad del empleo de norfloxacina en ei

tratamiento de la infeccidn gonocécica.
Sin embargo, como ya hemos dicho anteriormente, aparecieron
rdpidamente cepas resistentes, ademdés de los efectos secundarios nocivos que su

uso producia,

Se han realizado evaluaciones de tratamiento de la gonorrea
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empleando las nusvas quinolonas (ciprofioxacina, ofloxacina, enoxacina, etc.),
aunque los resultados obtenidos eran prometedores (Dallabetta y Hook, 1989), ya
en 1990, se aisla la primera cepa resistente a ciprofloxacina en el Reino Unido
(Turner y cols., 1990), y en 1991 también en e! Reino Unido se describe el
aislamiento de 23 cepas resistentes a ciprofloxacina (Gransden y cols,, 1991).



............................................... OBJETIVOS
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Neisseria gonorrhoeae es el agente etiolégico de la gonorrea cuyas
manifgstaciones clinicas mds frecuantes son uretritis, cervicitis, salpingitis, artritis,
etc. Estéd estrechamente relacionado con N. meningitidis agente causal de la
meningitis cerebroespinal epidémica, presentando asi mismo una relacién
relativamente préxima con N. /actamica que se comporta como patdégeno
oportunista.

Las relaciones entre los miembros de la Familia Ne/sseriaceae han
sido estudiadas llevando a cabo la aplicacidn de una seria de marcadores como la
hibridacién de ADN, composicién de bases de ADN, comparacién inmunolégica de
protelnas, perfiles bioquimicos y transformacién entre las distintas aspecies que
la componen., Aunque estos métodos han permitide una redefinicidn de la
estructura taxondmica de esta Familia, permanecen adn muchas cuestiones por

resolver,

N. gonorrhoeae es un microorganismo muy sensible a los
antimicrobianos, cuando se compara con otras bacterias Gram negativas. Sin
embargo, el tratamiento de la infeccién gonocéeica en los dltimos afos se ha ido
haciendo mé&s complicado debido por un lado a la adquisicién de diversos
pldsmidos en la especie que codifican para altos niveles de resistencia y por otro
lado, por el aumento de cepas resistentes a penicilina por mutacién cromosdmica,
en donde se encuentran implicados los loci pen A, pen B y mtr. Las mutaciones en
los loci pen B y mtr producen una alteracién de la membrana externa haciendo que
sea menos permeable y evitando asf la entrada de la penicilina, incrementindose

asi mismo la resistencia a antibidticos hidrofébicos y tetraciclina respectivamente.

La aplicacion de marcadores fenotipicos ha permitido a algunos
autores establecer asociaciones entre determinados tipos de cepas y la resistencia
a antimicrobianos. Asi mismo, el andlisis de los resultados que se obtienen al
aplicar estos marcadores ha sido de gran utilidad en el estudio de brotes y en el

conocimiento de las cepas circulantes.

Nuestro estudio pretende, por un lado, analizar la ubicacién de la
especie N. gonorrhoeae dentro del género Neisseria, realizando un estudio de
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polimorfismo enzimético en las diferentes especies que componen dicho género y
por otro lado, tratar de aportar datos acerca de la evolucién filogenética que ha

tenido lugar entre las especies.

A partir de 1983, en el laboratoric de E.T.S del Centro Nacional de
Microbioclogia, se han aplicado diferentes marcadores epidemiaclégicos con el fin da
caracterizar las cepas de gonococos recibidas de distintas Comunidades

Auténomas.

La aplicacién de un dnico marcador no discrimina mis que un
nimero reducido de cepas, por lo que el empleo conjunto de serotipia, auxatipia

y plasmidotipia se hace necesario.

De esta forma empileando las técnicas de tipificacién antes
mencionadas, a l!o largo de los © afos analizados, podriamos obtener una
perspectiva global del tipo de cepas de gonococo més frecuente en nuestro pafs,
as{ como investigar la evolucidn de sensibilidad a antimicrobianos durante ese

periodo de tiempo.

En los dltimos afios, se ha descrito |a utilidad de la electroforésis de
isoenzimas aplicada en cepas de diferentes especies bacterianas; de estos estudios
se han obtenido conclusiones interesantes en cuanto a la estructura genética de
poblaciones asi como a la variacién genética que han experimentado dichas

poblaciones.

Los estudios que hemos realizado van encaminados a conseguir 108

siguientes objetivos:

1. Ubicacién de la especie N. gonorrhoeae dentro del génerg
Neisseria, asi como analizar la evolucién genética que han experimentado las

diferentes especies que forman el género.

2. Estudiar la sensibilidad a antimicrobianos de las cepas de

gonococo recibidas en nuestro laboratorio desde 1983 hasta 1991.
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3. Determinar las posibles relaciones que puedan existir entre los
marcadores fenotipicos {(Auxotipia, Serovariedades y Plasmidotipial, que se utilizan

en la caracerizacidn de las cepas de gonococo.

4. Realizar un estudio de polimorfismo enzimaéatico en cepas ds

gonococo productoras de f-lactamasa.

5. Analizar las relaciones genéticas entre cepas de gonogoco no

productoras de penicilinasa, aplicando la electroforésis de isoenzimas.

6. Establecer el tipo de relacién que se presenta al aplicar los
marcadores fenotipicos y genotipicos en el grupo de cepas de gonococo no

productoras de S-lactamasa.

7. Analizar si la resistencia a penicilina y/o tetraciclina se encuentra
ligada a uno o a varios clones de la poblacién de gonococos en nuestro pais

mediante la aplicacién del andlisis multienzimético.



..................................... MATERIAL YMETODOS
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1. CEPAS DEL GENERO NEISSERIA

Las cepas utilizadas en este estudio las dividimos en dos grupos:
a) Cepas de N. gonorrhoeae
b} Cepas de otras especies del género Neisseria
1.1 Cepas de Neisseria gonorrhoeae
1.1.1 Procedencia de las cepas
Las cepas de gonococo que hemos empleado las podemos agrupar
en cepas control o de referencia y cepas aisladas de enfermos con infaccién
gonocdécica.

a}) Cepas control o de referencia

Estas cepas se han utilizad_o como controles en los diferentes

ensayos realizados. En total se han empleado 19 cepas, agrupadas de la siguiente

forma:
- Cepas patrén de auxotipia
CEFPA AUXOTIPO PROCEDENCIA

N. gonorrhoeae

ODH2915 Prototréfico NCTC® 10928
MHD340 “Thi NCTC 10929
MHD361 -Pro -Hyx NCTC 10930
S57764/45 -Pro -Met -Thpp NCTC 10931
MCH3317/70  -Arg -Met NCTC 10932
MHD446 -Arg -Hyx -Ura NCTC 10933

* National Culture Type Collection
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- Cepas patrén de Pidsmidog

CEPA PATRON DE PLASMIDOS PROCEDENCIA
. gonorrhoeae

6016 24.5Md + 4.5Md + 2.6Md  Dr Knut’

6395 24.5Md + 4.5Md + 2.6Md  Dr Knut

5449 3.2Md + 2.6Md Dr Knut

* Dr Knut Lincoln, University de Géteborg, Suecia

- Cepas patrén de serotipia

CEPA SEROGRUPO PROCEDENCIA

N. gonorrhoeae

13573 1A (WI) Dr Knut
13576 1A (W) Dr Knut
13572 B (WII) Dr Knut
13583 1B (W) Dr Knut
13577 B (will) Dr Knut

- Cepas patrén de antibiograma

CEPA ANTIBIOTIPO PROCEDENCIA
Pen Esp Tetra Cefox Ceftr

N.gonorrhoeae
WHO - A S R S S s* Dr Knut
WHO - B S s § S S Dr Knut
WHO - C S S MR S S Dr Knut
WHO -D MRS R MR S Dr Knut

WHO - E R § MR S S Dr Knut
a) Pen {Penicilina), Esp (Espectinomicinal, Tetra {Tetraciclina), Cefox (Cefoxitina), Ceftr

{Ceftriaxona)
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b} Cepas aisladas de enfermos

En total se han estudiado 360 cepas de gonococo aisladas de
enfermos con infeccidn gonocéeica enviadas a nuestro laboratorio para referencia
desde 1983 hasta 1991; se han incluido 40 cepas por afio en el perfodo de tiempo
sefalado, de las cuales 20 eran cepas sensibles a penicilina y las otras 20

presentaban resistencia cromosémica a dicho antibiético.

1.1.2 Transporte, crecimiento y conservacién de las cepas

Las cepas recibidas en nuestro laboratorio para referencia fueron
enviadas por diversos laboratorios microbiolégicos de diferentes Comunidades
Auténomas.

En el faboratorio de origen, las cepas se sembraron en un agar
chocolate en placa o en tubo de tapén de rosca, se incubaron 18-24 horas a 35-

37° C con un 5% de CO,, y se enviaron entonces por correo.

Cuando las cepas llegaban a nuestro laboratorio, se realizaba
inmediatamente un pase a una placa de medio GC que consiste en un agar base
GC {Difco) en una proporcién de 36 gr/l., mas un suplemento de enriquecimiento

al 1% que consiste en:

- Glucosa (Sigma)...ccevveeenrnnnns 40 gr

- L-Glutamina (Sigma}.....ccceeueeens 1aqr

- Fe(NO,),.9 H,0 (Sigma)........... 50 mgr
- Solucién THPP....cccveviiieeneenn, 0.44 mi
- H,O destilada hasta.............. 100 ml

La solucién THPP se realizé con los siguientes componentes:

- Pirofosfato de Tiamina-Cl (Sigma).....115 mg
-H, O destilada......cccoveeiciiiiiiiinneen e 25 ml
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Este suplemento puede filtrarse y distribuirse en viales a razén de 5 ml y
mantenerse congelado a -15° C hasta 4 meses.

Después de realizar el pase, las placas de GC eran incubadas 24-48
horas a 37° C con 5% de CO,, junto con el tubo o la placa en que se habfa
realizado el transporte, Si el crecimiento en la placa de GC es un cultivo puro de
gonococo, se realizan las pruebas de confirmacién que veremos més adelante y se
conservan a -70° C en una solucién de 7 partes de caldo de triptona y soja (Difco)
y 3 de glicerol (Merck) en un congelador de nieve carbénica. En caso de que el
cultivo se encuentre contaminado con otros microorganismos se realiza un nuevo
pase, bien de la placa de GC o bien del tubo o placa en que fue transportado, a
una placa de medio selectivo (Thayer-Martin). Una vez que se ha producido el

aislamiento de la cepa se procede como hemos dicho anteriormente.

1.2 Otras cepas del género Neisseria

Al igual que en el apartado 1.1, las cepas utilizadas en este estudio
las agrupamos en cepas patrén y cepas aisladas de enfermos y/o portadores.
1.2.1 Procedencia de las cepas
a) Cepas patrén
Las cepas patrén que hemos empleado pertenecian a diferentes

especies del género Neisseria, en total han sido 15 cepas, que se describen a

continuacioén:
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CEPA PROCEDENCIA

N. polysaccharea

N462 Dr Riou
N. lactamica

10616 ATCC
N. lactamica

10617 ATCC
N. denitrificans

14686 ATCC
N. flava

1263 Dr Albert
N. flava

14221 ATCC
N. subflava

19243 ATCC
N. perflava

10555 ATCC
N. sicca

29193 ATCC
N. sicca

9913 ATCC
N. flavescens

13120 ATCC
N. cinerea

14685 ATCC
N. elongata

25295 ATCC
N. macacca

33926 ATCC
N. canis

14687 ATCC
N. cuniculi

14688 ATCC

a} ATCC: American Typs Culturs Collection
Dr Rigu, Instituto Pastesur, Paris, Francia

Or Albart, Cantre Collaboratour O.M.S.. Marsella, Francia
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b) Cepas aisladas de enfermos y/o portadores

Cepas de N, polysaccharea

Se han estudiado 19 cepas de N. polysaccharea, aisladas de nasofarings
de portadores, en encuestas realizadas en nuestro laboratorio de diferentes
Comunidades Auténomas y en diferentes afos.

Cepas de N, factamica

En el estudic hemos incluido 17 cepas de N. /actamica, de las cuales 16

fueron aisladas de nasofarinfe de portadores y 1 cepa aislada de exudado vaginal.

Cepas de . mucosa

Se han incluido seis cepas de N. mucosa, de las que 4 han sido aisladas de

sangre de enfermos, y 2 de nasofaringe de portadores.

Cepas de N. cinerea

En el estudio hemos empleado 6 cepas de V. cinerea, aisladas de diferentes

localizaciones como son: nasofaringe, abceso tirogloso, cuello uterino y placenta.

Cepas de N. perflava/sicca

Se han incluido 16 cepas de N. perflava/sicca de las cuales 14 se han

aislado de nasofaringe de portadores y 2 de liquido cefalorraquideo de enfermos.

Cepas de N, meningitidis

Se han incluido 20 cepas de N. meningitidis con las siguientes

caracteristicas:
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N° CEPA  Localizacién  Serogrupo  Serotipo/Subtipo

7318 ENF* z 5,12
8007 Sangre C 2b

7558 Esputo X 12

7813 Sangre Y NT*

7584 ENF Z 5

7937 LCR* A 15:P1.10
8010 LCR c 2a

8018 LCR B 4:P1.15
8030 LCR B 4:P1.15
8028 LCR B 4:P1.9
8031 Sangre B 4:P1.1,7
8036 Sangre c 2b

8035 ENF 29E NT Pl.16
8264 ENF c 2a

8266 Sangre o 2b

8271 - C NT

8251 LCR c 2b:P1.1,2
8255 ENF B 4:P1.15
8272 ENF C NT

8263 ENF B 4:P1.15

a) ENF: Exudado nasofaringeo
b} NT: No Tipable
¢) LCR: Liquido cefalorraguideo

1.2.2 Transporte, crecimiento y conservacion de las cepas

Las cepas fueron enviadas a nuestro laboratorio de diferentes
laboratorios de diversas Comunidades Auténomas. El medio de transporte fue agar
sangre en placas o bien un medio de transporte consistente en una parte de caldo
Eugon (Difco) y tres partes de huevo coagulado. Este medio permite una mayor
viabilidad de las cepas y fue suministrado par nuestro laboratorio en tubos con

tap6n de rosca a 1os laboratorios que lo solicitaron.
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Todas las cepas recibidas, se sembraron en placas de agar Muller-
Hinton con sangre de carnerc al 5%, y en placas de este mismo medio a ias que
se anadlfa una mezcla inhibitoria (CNV) que estd formada por: Colistina {750
pg/mi}, Nistatina (1250 U/ml) y Vancomicina (3 #g/ml), con lo que se consigue un
medio selectivo para neiserias patégenas, N. Jactamica y N. polysaccharea. Los
ingredientes por medio fueron:

Agar Muller-Hinton............... 19 ml
Sangre de carmero.......ceceeee.. 1ml
CNV. e nveac e 0.2 ml

Todas las cepas después de sembrarias en los medios descritos, eran
incubadas 24 horas a 37° C en atmdsfera de CQO, al 5% y fueron conservadas a -

70° C en leche descremada (Difco) y/o liofilizadas en ese mismo medio.
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2. PRUEBAS DE IDENTIFICACION Y CONFIRMACION

2.1 Prueba citocromo-oxidasa

Todas las especies del género Neisseria presentan actividad de
oxidasa.

El procedimiento llevado a cabo para detectar dicha actividad
{(Morello y Bohnhoff, 1980), consiste en la impregnacién de una tira de papel de
filtro con una solucién al 1% de hidrocloruro de tetrametil-parafenilendiamina
(Difco), a continuacién se realiza la extensién de una colonia de una placa incubada
24 horas en la tira de papel, apareciendo en pocos segundos un ennegrecimiento

en caso de que la prueba sea positiva.

E! reactivo deberd prepararse a diario a partir de una solucién stock

producida con anterioridad.

lucién stock
Tetrametil-parafenilendiamina (Difco}.......... 1gr
H,O destilada......coveerriiiiiiincvniinninn, 4 mil
Etanol (Merck)....cooviviiiniciciniiiicnnnee 96 ml

Esta solucién debe almacenarse en oscuridad.

Solucién de uso

Se mezcla una parte de la solucién stock con dos partes  de agua

destilada.

2.2 Prueba de la catalasa

A excepcidn de V. efongata, el resto de las neiserias tienen actividad

de catalasa.
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El método consiste en la colocacién en un portaobjetos de una gota
de H,0, al 3 %: a continuacién con un asa de platino, se toma una colonia de una
placa incubada no méas de 24 horas y se pone en la gota. Si la reaccién es positiva
se producen burbujas en unos pocos segundos.

2.3 Prueba de superoxol

Consista en la deteccidén de la actividad de catalasa de las cepas,
pero utilizando H,0, al 30%.

Los gonococos producen una reaccién tipica que permite
diferenciarios del resto de las neiserias. El procedimiento es el mismo que se realiza
en la prueba de la catalasa; si la colonia a estudiar es de gonococo, se produce
gran profusién de burbujas de una forma instantidnea, produciendose la misma

reaccién en el resto de las neiserias pero al cabo de unos pocos segundos.

2.4 Utilizacién de azlcares

El medio utilizado fue el Agar Cisteina-Triptosa (CTA) (Difco}, al que
se afnaden los azlcares glucosa, maltosa, sacarosa, fructosa o lactosa. Se
disuelven 29.5 gr del medio comercial en 1 litro de agua destilada y se aifiade el
azlcar correspondiente al 1%, esterilizdndose luego en autoclave a 1 atmdsfera
durante 15 minutos (Morello y Bohnhoff, 1980).

El medio se distribuye en tubos a razdn de 3 ml.Estos, se inoculan
con un cultivo de no mas de 24 horas. El indculo se realiza en el tercio superior del
maedio, incubdndose posteriormente a 37° C en ausencia de CO, y en cdmara

himeda, durante un maximo de 5 dfas, realizando lecturas todos los dfas.

tUna reaccidn positiva viene dada por el cambio del indicador de pH
{rojo fenol), que lleva incorporado el CTA, de rojo a amarillo, alrededor de la zona

donde se realizd la inoculacidn.
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Los distintos patrones que se obtienen en cuanto a la utilizacién de

azucares por las distintas neiserias estan refiejados en la Tabla I.

2.5 Deteccidn de f-galactosidasa

De todas las especies de Neisseria, sélo en N. lactamica se detecta

la presencia de este enzima.

Se utiliza una soluciéon 5 mM de Orto-nitrofenilgalactopiranédsido {ONPG)

(Sigma) en tampén fosfato pH 6.9, cuya composicién es la siguiente:

PO.,HNa, (Merck) 0.15 M............ 66.6 mi
POH,K (Merck) 0.15 M............. 33.3ml
H,0O destilada......cccoceveeieinnnn.... 900 ml

A partir de una placa incubada no més de 24 horas se realiza una
suspensién densa del microorganismo en 0.5 ml del reactivo, que originalmente es
incoloro; si vira a amarillg, la reaccién se considera positiva. Normalmente el
cambio de color se produce en pocos minutos, sin embargo a causa de reacciones

mas lentas debe hacerse la lectura a los 30 minutos.

2.6 Deteccidn de y-glutamil-aminipeptidasa

Esta prueba se realiza segun el método de Hoke y Vedros, 1982.

A partir de un cultivo de 24 horas en agar sangre, se prepara una
suspensién en buffer fosfato salino (PBS) pH 6.9, cuya preparacién se ha descrito
anteriormente. El sustrato N-glutamil-8-naftilamida, se solubiliza en NaOH 1N y se
diluye hasta una concentracién final de 0.004M en hidrocloruro de hidroximetil-
aminometano, obteniendose un pH de 7.6. Se mezclan 40 ul de la suspension de
la cepa con 40 g del sustrato, incubidndose una hora en bafo a 37° C. A

continuacién se afiaden 25 uyl de reactivo A (tampdén 2M tris (hidroximetil)
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hidrocloruro de aminometano, que contiene una sclucién 0.35M de sodio dodecil
sulfato), seguido de 25 ul de reactivo B {solucién de 3 gr de "fast blue BB" por litro
de metoxietanol).

Lalectura serealiza a los 15 minutos, siendo positivas las solucicnes

que se colorean de amarillo en ese tiempo.

2.7 Produccién de polisacérido de sacarosa

Se preparan placas de agar TSA (Difco) con 5% de sacarosa. Las
cepas a estudiar se siembran en estas placas y se incuban 24 horas a 37° C en
5% de CO,; posteriormente se afiaden unas gotas de lugol sobre el crecimiento.

Cuando hay produccién de polisacérido las colonias se ennegrecen,

2.8 Coaglutinacién

El método de coaglutinacién fue descrito por Danielsson y Kronvall
en 1974, paralaidentificacién serolégica de N. gonorrhoeae. Basicamente consiste
en unir anticuerpos de la clase IgG antigonocdécicos con una cepa de
Staphilococcus aureus, rica en proteina A, que se une al fragmento Fc de la
inmuneoglubulina dejando libre el fragmento Fab. Cuando el antisuero ligado al
estafilococo se mezcla con una suspensién de gonococos, aparece una

aglutinacién visible gracias al entramado formado por los estafilococos.

_ Se ha desarrollado un juego de anticuerpos monoclonales frente a
la proteina | de gonococo (Phadebact Monoclonal Ge test; Pharmacia) que permite

realizar la confirmacién de las cepas de gonococo y a la vez el serotipado.

Se realiza una suspensidén de un cultivo de no més de 24 horas en
un vial que contiene 0.5 mi de tampdén fosfato (PBS) pH 6.9. El vial se introduce
en un bafio de ebullicion durante 5 minutos con el fin de evitar problemas de

autoaglutinabilidad y posteriormente se agita en un Mixer {Lab Line) durante 20-30
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segundos.

El juego de antisueros comerciales se presenta con dos viales, uno
con anticuerpos monoclonales frente a la protefna IA y otro frente a la proteina iB,
asi mismo se proporcionan unas cartulinas provistas de pocillos. Una gota de cada
uno de los dos viales se coloca en dos pocillos separados, a continuacién en cada
pocillo se aflade una gota de la suspensién de gonococo, y la cartulina se agita
suavemente hasta un médximo de 4 minutos. Una aglutinacién en cualquiera de los
dos pocillos se considera positiva para N. gonorrhoeae. Normalmente la

aglutinacién es visible dentro del primer minuto de agitacién de la cartulina.
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3. SEROTIPADO DE LAS CEPAS DE NEISSERIA GONORRHOEAE

3.1 Serotipia frente a la proteina |

La sarotipia frente a la proteina | se realiza con los mismos reactivos
que se emplean en la coaglutinacién para confirmacidn de las cepas (apartado 2.8).
Este método permite diferenciar dos serotipos denominados 1A (W) y 1B (WIl/WIlI}.

3.2 Serovariedades

La determinacién de sergvariedades se efectiia con anticuerpos
monoclonales frente a epitopos diferentes de la proteina |, suministrados porla Dra
S. Bygdeman (Departamento de Microbiologia Clinica, Hudding University Hospital,

Estocolmo, Suecia) gracias a la colaboracién de Pharmacia-Diagnostic.

Los anticuerpos monoclonales fueron suministrados ligados a
estafilococo para realizar coaglutinaciéon. Como ya se ha descrito en el apartado

2.2.2, el esquema de serovariedades determina 13 frente a JA y 51 frente a IB.

Como control se utilizan diluciones de antigenos de serovariedades

congcidas, también suministradas por la Dra Bygdeman.

ANTIGENO SEROVARIEDAD
978 Av
2291 Arst
§277 Arost
4412 Brpyust
11360 Bopyst
NK105 Bpyvut

El método que se sigue es el mismo que el descrito en el apartado
2.8.
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En un porta-objetos se mezclan 25 ul de la solucién de la cepa con
25 4 de cada serovariedad, se agita durante 3-4 minutos, al cabo de los cuales se

procede a la lectura.
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4. AUXOTIPADO DE LAS CEPAS DE NE/SSERIA GONORRHOEAE

4.1 Medio completo, quimicamente definido

La composicién dei medio utilizado para la auxotipia es muy
compleja, y puede verse en la Tabla VII. Se parte fundamentalmente de una serie
de soluciones, muchas de jas cuales son almacenadas a 4° C hasta su uso,
realizadas a partir de compuestos quimicos que deben ser de un alto grado de

pureza para cbtener posteriormente unos resuitados fiables.

4.1.1 Preparacién de las soluciones

La preparacién de cada solucién asi como su composicién se

describe a continuacién:

- Solucién 1
Se realiza en dos etapas. Primero se hace una solucidn con:
Acido L-glutdmico {Sigma)........... 13 gr
Acido L-Aspértico (Sigma)............ 5 gr
Tetra-acetato disédico de etilendiamina (EDTA)
(SIGMAEL. i rccic e 37 mg
H,O destilada.......c.cveviiiiiinnnnnnns 900 ml

Esta solucién se calienta a 50° C en un bafo con agua. Los
componentes de la solucidn se van disolviendo lentamente mientras se va
afadiendo NaCH hasta obtener un pH final de 7.2. Una vez disueltos los

componentes citados anteriormente se afiaden:

CiNa (Sigma)...cceceareiicrierennes 58 gr
SO.K, (Sigma)....cceeeviiiniiannn. 10 gr
CILMg.BH,O {Sigmal....ccovviieens 4.1 gr
CIH,N {Sigma)...oeveirinniiinenans 2.2 gr

H.,O hasta completar................ 1000 ml
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Esta solucidén, una vez realizada, se esteriliza en autoclave a 121°
C durante 20 minutos, y se almacena a 4° C hasta su uso por un méximo de 4

meses.

- Solucién 2a

El contenido en 100 ml de agua es:

L-Arginina (Sigmal........c.coeeeeeenns 1.5gr
Glicina (Sigma).....cccevivvranennenns 250 mg
L-serina (Sigma)...ccceeiieieninininns 0.5 gr

Esta solucién se esteriliza por filtracién con membranas estériles de

nitrocelulosa de 0.22 micras de poro (Millipore), y se almacena a 4° C hasta su

uso,
- Solucién 2b
El contenido en 100 ml de agua es:
L-leucina (Sigma)....ceeceveiiiinnnn. 0.9 gr
L-isoleucina {Sigma)........cceuvenis 300 mg
L-valina {Sigma)...c.c.cvveuvececnnnns 0.6 gr
Se esteriliza y almacena de la misma forma que la anterior.
- Solucién 3
Esta solucién se realiza en dos pasos. En primer lugar se prepara una
dilucién:
Lactato sédico (Sigma)......cceevenenns 10 gr
Glicerol {Sigma)....cocovrveemrininnnn, 36.8 gr
Alcohol polivinilico (Sigmal........... 200 gr
H,O destilada........ccoveemiinennnnns 160 ml

Esta solucién se disuelve calentdndola en un bafio a 100° C durante
30 minutas. Una vez disuelta, y en caliente, se afiade NaQH hasta alcanzar un pH
de 7.3 y agua hasta un volimen final de 195 ml. Se esterilizaa 121° C durante 15

minutos y se aifaden 5 ml de una solucién estéril al 20% (v/v) de Tween 80
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{Sigma). Se conserva a 4° C hasta su uso.

- Solucién 4a

Uracilo {Sigma).......cceevvvinninnanee 200 mg
NaOHK 5N {Merck)....ccceuviniinrennnaes 2 ml
H.O destilada......cccccavarinarenne. 98 m!

Una vez realizada, esta solucién se esteriliza por filtracién y se

almacena a 4° C hasta su uso.

- Solucién 4b

Hipoxantina {Sigma}.....cccevvvinnennas 80 mg
104 | o B § ' F SR 10 mil
H.O destilada..........c.covvnvninnenee. 90 mil

Una vez realizada, se esteriliza y se almacena igual que la anterior.

- Solucién 5
POHK, (Merck)....ovrrecacuvasannnnnas 34.8 gr
PO HK {Merck}....coovevnririeeneennnns 27.2 gr
H,O destilada........covveeniencininnns 21

Se esteriliza y se almacena de la misma forma que la anterior.

- Solucién 6
Esta soluciéon se realiza en varias etapas. En primer lugar se
disuelven 100 mg de hemina {Sigma) en 4 ml de 2,2',2"-nitrilotrietanol {Sigma).
Por otro lado, se hace una solucién con 100 mg de L-histidina en 96 ml de H,0
destilada. A continuacién se mezclan estas dos soluciones, y la solucién final se
reparte en viales a razén de 0.1 ml por vial. Se esteriliza en autoclave a 121° C

durante 15 minutos y se almacena hasta su uso a -20° C.

- Solucién 7

Nicotinamida adenina dinucledtido (Sigma}.500 mg
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Hidrocloruro de tiamina (Sigma)........... 250 myg
Pantotenato célcico (Sigma).......ceuune. 500 mg
H,O destilada........c.cccevvvimvecriiniiiinininiann, 50 mi

La solucidn se esteriliza por filtracién y se reparte en viales a razén

de 0.5 ml por vial. Se almacena a -20° C hasta su uso.

- Solucién 8

L-triptéfano (Sigma)...cccvvenenrnnanns 1.6 gr
L-treonina (Sigma)....ceeeeeverennnnen, 1gr
L-alanina (Sigma)....ccoovevvmeeeannnn. 2gr
L-lisina.CIH {Sigma).......ccoievennnne 1agr
L-prolina (Sigma).....ccevmverenmannns . 1gr
H,O destilada........cc.evvvveevnennns 200 mil

Una vez preparada se esteriliza por filtracién y se guarda a 4° C

hasta su uso.

-Solucién 9

L-fenilalanina {Sigma)...........ccceni. 1gr
L-asparagina (Sigma)...cceeeeeivininiin. 1gr
H,O destilada......ccccvviinveeninnnninn, 200 mi

Una vez hecha, los componentes se disuelven en un bario a 50° C,

a continuacidn se esteriliza por filtracién y se almacena a 4° C hasta su uso.

- Solucién 10

Colina (Sigma)....cccevernreiiinnnnnin, 349 mg
Mio-inositol {Sigma)........cccievvninnne 90 mg
H,0 destilada....ocvrrrrrmvaraininininans 50 ml

- Solucién de L-glutamina

1 ar de L-glutamina en 100 mi de H,0 destilada.
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- Solucién de L-histidina
776 mg de L-histidina en 100 ml de H,O destilada.

- Solucién de L-metionina

1.49 gr de L-metionina en 100 ml de H,C destilada.

- Solucién de espermina

1.74 gr de tetrahidrocioruro de espermina en 100 mi de H,0 destilada.

_ Solucién de bicarbonato sédico
8.4 gr de CO,HNa (Merck) en 100 ml de H,O destilada.

-Solucién de dextrosa
20 gr de glucosa (Merck) en 100 ml de H,0 destilada.

- Solucién de acetato sddico

34 gr de acetato sddico {Sigma) en 100 ml de H,O destilada.

- Solucién de tiamina pirofosfato (TIP)

115 mg de tiamina pirofosfato (Sigma) en 25 ml de H,0 destilada.

- Solucién de Cl,Ca.2H,0
3.68 gr de Cl,Ca.2H,0 (Merck) en 100 ml de H,0 destilada,

- Solucién de (NO,),Fe.8H,0
101 mg de nitrato férrico {Sigma) en 25 ml de H,0 destilada.

- Solucién de bictina
Se hace una solucién saturada de biotina en una solucién al 50%
{v/iv) de etanol ligeramente acidificada con CIH {pH 3-5). Esta solucién no se

esteriliza y se almacena a 4° C hasta su uso.

Las siguientes soluciones se hacen el mismo dia en que se vaya a

preparar el media:
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- Solucidn de L-tirosina
181.2 mg de L-tirosina (Sigma) en § ml de CIH 1N y posteriormente en
15 ml de H,0 destilada.

- Solucién de L-cisteina
350.2 mg de L-cistelna {Sigma) en 4 mg de CIH 1N y posteriormente en
16 ml de H,0 destilada.

- Solucién de L-cistina
240.3 mg de L-cistina {Sigma) en 5 mi de CIH 1N y posteriormente en 15
ml de H,0 destilada.

- Solucidn de 4cido oxalacético
200 mg de acido cis-oxalacético (Sigma) en 100 ml de H,0 destilada.
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TABLA VIl. COMPOSICION DEL MEDIO COMPLETO (NEDA)

ml para 1| de medio

SOMCION T.iviiiicrecrnriecreerceseanses 100
SolUCION 28..ccivirirvrnrncessiniiriecnrenes 10
SOlUCION 2D uiiiirincirrereeriiriscersasnns 10
SolUCION 3...cicvverecamirarerenrraeaaeaeas 5
Solucion 4a.....ccieeerimeeriirerinrecieeas 4
LYo [3 0011+ Ta T 3 « SO 4
SolUCION B.everernecrerierarcrririeennns 200
Solucién de L-tirosing.....ccoevvevavecennnns 6
Solucidn de L-cistefna-ClH............. 3.5
Solucion de L-Cistind....cccvenicienennnnses 3

Solucién de Acido cis-oxalacético..100

Solucién de NaOH 5N.............. hasta un pH de 7.1
15701 (V001 o1 0 T - T 10
SoluCiON 9..ueeeiiicre e e 5
Solucién de L-glutamina................... 5
Solucién de L-histidina........cccvvvnnns 2
Solucién de L-mationing..........cceevnene 1
Solucién de espermina........coveveeeee.. 5
Solucién de bicarbonato sédico...... 0.5
Solucidn de dextrosa......veeevvannnns 25
Solucidn de acetato sdédico............. 10
SOMUCION B, rrreeiiiiiiiieicvrrrieeeeenasanns 2
SOMCION 7. 0.2
SoluCion 10..eeieceiiiiiire e eenanas 0.2
Solucién de biotina....ceveveviecerniiiinnns 1

Solucién de pirofosfato de tiamina-CIH.0.1

Solucién de NaOH 1N.............. hasta un pH de 7.4
Agar purificado...cccooiiiiiiiiiiiiinene 500
Solucidon de Cl,Ca.2H,0...ceeeeieniiiiiiaennns 1

Solucidén de (NO,),Fe.9H,0...ccvvvvvnrrininnane. 1




70

El orden de las soluciones es el mismo que se emplea al preparar el
medio.

4.1.2 Preparacién del agar

El agar qus empleamos es de grado purificado (Difco). No obstante
se ha descrito que puede contener diversos factores de crecimiento que pueden
interferir en los resultados que se obtienen con la auxotipia (Catlin, 1973). Por esta
razén, para eliminar contaminantes solubles en agua el agar se lava suspendiendo
25 gr en 500 mi de agua destilada. A continuacién se recoge por centrifugacién
a 3000 rpm, desechando el sobrenadante. Este lavado se realiza dos veces vy a
continuacién se vuelve a lavar suspendiendo el agar en etanol (95%) (Merck) y se
recoge por centrifugacion. Este lavado con etanol se realiza dos veces. Finalmente

el agar fus puesto a secar en estufa de 37° C 48-72 horas.

4.2 Medios defectivos

Estos medios difieren del medio completo NEDA, ya visto en el
apartado anterior, ya gue se suprimen y/o se afiaden diversos componentes. La
composicién del juego de los 13 medios defectivos utilizados en la auxotipia puede
verse en la Tabla VIII.

Las diferentes soluciones en las que hay que eliminar algdn
componente se preparan de la misma forma que las soluciones completas, y se
afiaden al medio en el momento de su preparaciéon. Las 3 soluciones que aparecen
en la Tabla VIil que no aparecen en el medio completo, se esterilizan por filtracigﬁn

y se guardan a 4° C hasta su uso.

4.3 Inoculacién, lectura e interpretacion de los resultados

A partir de cultivos en GC de no méas de 24 horas, se realizan
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suspensiones en PBS (pH 6.9). La inoculacién en los diferentes medios de
auxotipia se realiza con ayuda de un multirreplicador, excepto en el caso del medio
-V; la inoculacién de varias cepas juntas en una misma placa de este medio puede
dar como resultado la aparicién de falsos positivos debido a sintrofismo entre las
cepas (Catlin, 1977). Por esta razén, las cepas se inocularon cada una en una
pfaca en este tipo de medio, con ayuda de un asa de platino. Los medios -V +Ti
y -V +Tip sélo fueron inoculados con cepas que praviamente no crecieron en el
medio -V; el medio -Arg + Orn sélo fue inoculado con cepas que previamente no

crecieron en el medio -Arg.

Las placas de auxotipia ya inoculadas se incuban a 37° C con 5%

de CQ, durante 48 horas, antes de realizar la lectura de las mismas.

Aquellas cepas que no crecen en el medio NEDA, se prueban una vez
més; en caso de que nuevamente no se produzca crecimiento en ese medio, se
consideran como no auxotipables. La lectura del resto de las placas de auxoctipia
se realiza asignando a cada cepa un auxotipo determinado, en funcién de la

presencia o ausencia de crecimiento, segun el esquema presentado en la Tabla lll.

En cada lote de placas de auxotipia se inoculan cepas de referencia

de auxotipo conocido para asegurar una correcta interpretacién de los resultados.
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COMPOSICION DE LOCS MEDIOS DEFECTIVOS

Nombre

=-Cis

=Pro

-Met

-His

-Lis

-Leu

-Hix

-Ura

=-V+Ti

-V+Tip

-Arg+0rn

Componente

eliminado
Sol. L-cisteina
Sol. L-Cistina
L-prolina
L-arginina
Sol.L-metionina
Sol. L-histidina
L-lisina
L-leucina
Sol. 4b

Sol. 4a

Sol. 6, 7y 10
biotina y tiamina

Sol. &6, 7, ¥y 10
biotina y tiamina

Sol. 6, 7 y 10
biotina y tiamina

L-arginina-ClH

Componente
afiadido
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Sol. de tiamina-
ClH (0.006mM)
Sol. de pirofos-
fato de tiamina-

ClH (0.001mM)

Sel. de L-orn-
ClH (0.7mM)
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5. ANALISIS DE PLASMIDOS DE NEISSERIA GONORRHOEAE

5.1 Extraccién de los plasmidos

Solamente se ha realizado en las cepas de gonococo productoras de

B-lactamasa.

La cepa se inocula en una placa de agar GC con penicilina en una
concentracién de 1 mg/l. Tras la incubacién a 37° C con un 5% de CO, durante
18-24 horas, con ayuda de un asa de platino la cepa se resuspende en 50 ul de
TE, pH 8, cuya composicién as la siguiente:

Tris-CIH (merck) 1M.......cceeeneet 10 ml
EDTA (Sigma) 0.5M......cccevnrenenn 2 ml
H.0 destilada hasta............... 1000 mi

A continuacidn se afiaden 150 ul de la solucién de lisis, de pH 12.6,
que se describe a continuacién:

Tris {(Merck)..cocoineniiiiananen, 0.606 gr
H.O destilada................... 100 ml
SD S e 3gr

Una vez suspendida la cepa en la solucién de lisis, se agita suavemente
hasta que se obtiene el lisado del microarganismo (30 segundos). A continuacién
se afiade una solucidon de fenol-cloroformo, se mezcla suavemente y se centrifuga
3 minutos a 15000 rpm en una centrifuga Mikroliter D-7200 {Hettich}. La solucién

de fenol-cloroformo se prepara de la siguiente forma:

Fenol (Merck).cccocvevinieninnnns 500 ml
Cloroformo (Merck).............. 500 ml
Alcohol isoamilico (Merck)...... 10 mi
HidroxiquinolelNa......c..cvaeenene. 1qr
H,O destilada estéril............. 100 mi

Sol. 1O X TNE....covrveiannnns 100 ml
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Todos estos compuestos se mezclan y se dejan reposar, separando
posteriormente la fase acuosa, que es la que se recoge. A continuacién se aiaden
100 ml de Sol. 1 x TNE, recogiendo nuevamente la fase acuosa; esta ultima etapa
se realiza dos veces consecutivas. La solucién de fenol-cloroformo se mantiene en

oscuridad hasta su uso.

La composicién da la Sol. 10 x TNE y 1 x TNE es:

1x 10x
Tris (Merck) 1M....... 10 ml........... 100 ml
EDTA {(Sigma) 0.5M.....2 ml........... 20 mi
CINa {(Merck) 5M....... 20 ml........... 200 m!
H,0 hasta............. 1000 mi........... 1000 mi

Tras la centrifugacién, se recoge el socbrenadante y se le afiade el

colorante en una proporcién de 1/5. La composicién del colorante es:

Glicerol (Merck) en agua a! 30%
Azul de bromofenol {Merck) en agua al 0.25%
Xilencianol en agua al 0.25%

5.2 Electroforésis en gel de agarosa

La agarosa (Sigma) se disuelve en tampén TAE en bafio a 100°Cen

una proporcién de un 0.6%. El tampdén TAE se realiza de |a siguiente forma:

Se disuelven 60.57 gr de Tris en 700 ml de agua destilada, después
se afiade dcido acético glacial (Merck) hasta conseguir un pH de 8. A continuacién
se afaden 40 ml de EDTA 0.5M y H,O hasta 1 litro.

Cuando la agarosa ya esta disuelta, se enfria hasta 50° C, se vuelca
entonces sobre una plataforma y se coloca un peine de 12 puntas antes de la
solidificacidén del gel para formar los pocillos en los que se colocan las muestras.

Una vez que el gel solidifica, se retira el peine y se afladen 10 ul de cada muestra
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por pocillo, en dos de los pocillos se ponen dos cepas control.

El gei se introduce en una cubeta de electrofordsis GNA-200
(Pharmacia) cubierto con tampén TAE. La electroforésis se realiza con una fuente
de alimentacién 2121 (LKB) a 60 voltios y 90 miliamperios durante 3 horas y
media. Transcurrido ese tiempo, el gel se tifie con bromuro de etidio (Merck)
durante media hora, se lava con agua destilada y se visualiza con ayuda de un

transiluminador de luz ultravioleta.
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6. SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE NEISSERIA GONORRHOEAE

6.1 Deteccién de f-lactamasa

En todas las cepas se ha realizado la deteccidn de f-lactamasa. Sa
lleva a cabo con tiras comerciales de celulosa (Oxoid) empleandose el método

conocido como acidométrico en la deteccidn de la enzima.

Para la realizacién de esta prueba se utiliza un subcultivo en GC de
la cepa, de no mds de 24 horas.

Una tira comercial de papel se empapa en agua destilada y a
continuacién se extiende sobre un porta-objetos. Un indculo de al menos 10
colonias se extiende con un asa de platino sobre la tira de papel. Un cambio de
color a amarillo intenso se interpreta como positivo para la produccidn de 8-
lactamasa. Este cambio de color se produce generalmente entre 1 y 2 minutos
después de extender el indculo; sin embargo se deja un minimo de 10 minutos

antes de dar la prueba negativa.

6.2 Concentraciones Minimas Inhibitorias {CMIs)

6.2.1 Antibidticos

El estudio de la CMI frente a penicilina, espectinomicina, tetraciclina,
cefoxitin y ceftriaxona se ha realizado en todas las cepas. La procedencia de los
antibiéticos empleados asi como el solvente utilizado en cada caso y las
concentraciones probadas se indican a continuacidn:

ANTIBIOTICO PROCEDENCIA SOLVENTE CONCENTRACION

Penicilina Antib. S.A. H,0 128-0.003 mg/l
Espectinomicina Upjohn H,O €4-2 mg/l
Tetraciclina Llorens H,0 8-0.06 mg/!
Cefoxitina Merck Sharp H,0 8-0.06 mg/i

Ceftriaxona Roche H,0 0.06-7.10*mg/l



partir de una solucién "madre" que se prepara en el momento de hacer el lote de
placas para el antibiograma. Esta solucién "madre"” corresponde a una dilucién 10
veces mayor que la concentracién més alta que se vaya a utilizar, y a partir de ella,

se hacen diluciones medias, hasta obtener el resto de las diluciones.

6.2.2 Medio, inoculacién y determinacién de la CM!

El medio que se utiliza para las placas da antibiéticos es un agar GC

con la siguiente composicién:

GC agar base...c.cccccvvvvininnnne. 18 ml
Suplemento de crecimiento.......0.2 ml
Solucién del antibidtico........... .2 ml

Los lotes de placas siempren se hacen un dia antes de su uso,

dejandolas 24 horas a temperatura ambiente.

El inéculo de las cepas de gonococo se realiza a partir de un
subcultivo de 18-24 horas en GC; para lo cual se hace una suspensién en PBS ds
pH 6.9 de aproximadamente 10® UFC. Las cepas se inoculan con un
multirreplicador (Microtiter) que deposita 0.001 ml, con lo que el inéculo final seria
de 105 UFC. Para la inoculacién de las placas, se deposita un volumen de cada
suspensién de las cepas en los pocillos de una placa de plastico y con ayuda del
multirreplicador se inoculan entre 40 y 50 cepas a la vez en cada prueba. Siempre

se incluye una placa de medio sin antibiético como control de crecimiento.

Las placas ya inoculadas se dejan secar entre 20 y 30 minutos vy
posteriormente se incuban a 37° C con 5% de CO, entre 18 y 24 horas,
Transcurrido ese tiempo, se realiza la lectura del antibiocgrama, eligiendo como

concentracidn minima inhibitoria aquetia en la cual la cepa ya no crece.
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7. ANALISIS DE ISOENZIMAS

El método que hemos empleado en el estudio de polimorfismo
enzimdtico ha sido la electroforésis en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (Selander y cols., 1986), con algunas modificaciones
obteniéndose una serie de patrones electroforéticos. Este estudio se ha llevado a
cabo en las 16 cepas patrén de distintas especies del género Neisseria descritas
en el apartado 1.2.1, en las cepas aisladas de enfermos y/o portadores de distintas
especies especificadas en el mismo apartado asi como en las 360 cepas de
gonococo aisladas de enfermos.

En este trabajo se ha incluido el estudio de deteccién de actividad
de los siguientes enzimas:

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.............. G6P
Alcohol deshidrogenasa........ccccvvvirnieirenanns ADH
Malato deshidrogenasa.....ccvivveeinieinnrennnans .MDH
Enzima MaliCO..cccivvrrriaciiiniiiicernnnisienenn, ME
Isocitrato deshidrogenasa......cccvieveviiiiiinnnns IDH
Glutamato deshidrogenasa (NAD)............... GD1
Glutamato deshidrogenasa (NADP).............GD2
Glutdmico-oxalacético transaminasa........... GOT
Fosfatasa Alcaling.....c.ccccvuveieviiiiininrercanans ALP
Leucina Aminopeptidasa......cceeceverernenennnnn.. LAP
Fosfoglucomutasa.....cccovnveeereciiinnnrannecennes PGM
Fosfoglucosa Isomerasa......covevceiiiinnennnnens PGI
6-Fosfogluconato deshidrogenasa............... 6PG

7.1 Preparacion de los extractos bacterianos

Hemos sembrado 3 placas de agar GC por cada cepa que ibamos a
estudiar. Después de 18-24 horas de incubacién a 37° C en atmédsfera de 5% de
CO,, con ayuda de un asa de platino se recoge el crecimiente de las 3 placas vy se
resuspende en 1 mi de tampdn Tris-CIH 10 mM pH 8. A continuacién las

suspensiones se agitan vigorosamente en un Mixer {Lab Line} durante 1 minuto
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aproximadamente y se someten a congelacién a -20° C durante 48-72 horas,
transcurrido dicho tiempo se descongelan con el fin de producir lisis bacteriana.
Posteriormente y a fin de conseguir un mayor rendimiento en el lisado las muestras
s8 someten a sonicacién en baio (Branson Europa), después de haber sido
agitadas de nuevo en el Mixer. La sonicacién consistié en dos ciclos de 5 minutos
con un intervalo de reposo de 1 minuto entre cada ciclo, esta operacién se llevo
a cabo con las suspensiones en bafio de hielo para evitar la posible

desnaturalizacién de los enzimas.

Una vez que todas las muestras se han sonicado, se centrifugan a
15000 rpm en una centrifuga Mikroliter (Hettich) y el sobrenadante se reparte en
tubos Eppendorf a razén de 100 ul en cada tubo, procediendose a su congelacién
a -70° C hasta su uso.

7.2 Electroforésis en geles de poliacrilamida

7.2.1 Preparacién de los geles

La electroforésis se ha realizado en condiciones no desnaturalizantes

y con geles discontinuos formados por un gel concentrador y un gel separadaor.

El gel concentrador se ha empleado al 5% de
acrilamida/bisacrilamida al 30% en un tampdn tris-CIH 0.125M pH 6.8 cuya

composicion es la siguiente:

Acrilamida/bisacrilamida 30%............. 1.66 ml
Tris-CIH 0.5M pH 6.8......iieiinnnnnnnn, 2.5 mi
H,O destilada......cccooveviriiiiiciiiiinenns 5.75 mi

Lacomposicién de la solucién de acrilamida/hisacrilamida al 30% es:
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Como catalizadores en la polimerizacién del gel sa han empleado
TEMED (N,N,N’,N’ tetrametilendiamina) y persulfato aménico en la siguiente
proporcién:

La concentraciéon del gel separador ha sido del 8% de
acrilamida/bisacrilamida al 30% en tampén tris-CIH 0.4M pH 8.8 y se realiz$ de

la siguiente forma:

Acrilamida/bisacrilamida 30%........... 2.6 ml
Tris-CIH 1.5M pH 8.8 iiiiiiiiiees 2.6 mi
H.,O destilada...ceeeveeeeeieiiiiiicenrannen 4.725 mi

Para la polimerizacidn del gel se ariadieron:
TEMED...cciiiiiiiiiiieirrn e cvesaas 1.5 yl/ml

Persulfato aménico al 10%...... 6 ul/ml

La electroforésis se ha llevado a cabo en un equipc Miniprotean !l
(Bio-Rad); inmediatamente después de afiadir los catalizadores a la solucién del gel
separador se vierte en el soporte del que viene provisto el equipo afadiendo
encima 1 ml de isobutanol {Merck) con el fin de evitar la exposicién del gel al
contacto del aire. El tiempo de polimerizacién es de 45 minutos. Transcurrido ese
tiempo se lava varias veces [a superficie del gel con agua destilada para eliminar
el isobutanol y se afade el gel concentrador a la vez que se introduce un peine de

15 puntas a fin de fabricar los pocillos en los que se inoculard la muestra.

7.2.2 Desarrollo de la Electroforésis

Las muestras obtenidas tras la sonicacidn se diluyen en un tampén

de muestra cuya composicidén es la siguiente:



Tris CIH 0.5M.evviiniiiiiiiininnns 6.25 mi
(117071 (] PR 5ml
H,0 destilada.....c.cvvviiveernnnenn 38.75 mi

Dependiendo del enzima a estudiar la dilucidn que se utiliza es
distinta, siendo necesario hacer diversas pruebas hasta conseguir la més éptima
resolucidn.

En los pocillos que previamente hemos preparado se inoculan las
muestras poniendo en uno de ellos azul de bromofenol diluido también en tampén

de muestra comg control del desarrcllo de la electroforésis.

La electroforésis se llevé a cabo aplicando un voltaje constante de
80V hasta que el colorante alcanza el final del gel, lo que transcurre en unas 2-3

horas.

El tamp6n de electrodos que se ha utilizado es tris-glicina pH 8.3 y

se prepara de la siguiente forma:

10x
Tris base....ccccevevnvvrennnn 30 gr
Glicina (Bio-Rad).......... 144 gr
H,0 destilada............. 1000 ml

7.3 Tincidn de los geles

La tincién de los geles se basa en detectar la actividad enzimética
sobre el gel para lo cual es necesaria la adicién de un sustrato, un coenzima y un
indicador de oxido-reduccidn que da origen a un compuesto coloreado que pueda

ser facilmente visualizado.

Una vez terminada la electroforésis los geles se incuban en una

cubeta de vidrio a 37° C y en oscuridad hasta que aparezcan las bandas lo cual



82

tiene lugar entre los 2 a los 30 minutos dependiendo del enzima. A continuacién
los geles se lavan con agua destilada varias veces. Las tinciones especificas que

hemos empleado para cada enzima se describen a continuacién.

Glucosa 6-Fosfato deshidrogenasa

Glucosa 6-Fosfato (Sigma).............. 100 mg
Tris-ClIH 0.2M pH 8...coviiiiiiiinnens 50 mi
CLLMg 0. 1M. it ricincieniniienees 1mi
NADP ... 1 ml

Dimetiltiazol-tetrazolium (MTT){Sigma}.1 ml
Metosuifato de fenazina (PMS)(Sigma).0.5 mi

* Nicotinamida adenina dinucle&tido fosfato; esta solucidén se prepara

disolviendo 1 gr de NADP en 100 ml de agua destilada, se conserva a 4° C.
La solucién de MTT se realiza disolviendo 1.25 gr en 100 ml de agua
y el PMS se prepara con 1 gr en 100 ml de agua; una vez preparadas deben

conservarse a 4° C y en oscuridad.

Alcohol deshidrogenasa

Etanol {Merck)....cccoevrveverarnnsenns 3ml
Isopropanol (Merck).....c.cveeenenen. 2ml
Tris-CIH 0.2M pH 8...ccvvvvvnmnnnns 50 mi
NAD .. i ciineevn s anans 2ml
LY. I P 1 ml
Y 0.5 mi

* Nicotinamida adenina dinucleétido; la solucién de NAD se prepara
disolviendo 1 gr en 100 ml de agua.

Malato deshidrogenasa

Acido miélico 2M (Sigma).........c....... 6 mi
Tris-CIH O.SM pH 7., 40 ml
NAD . et e e ren s 2mi
1Y 3 B AP 1mi
PMS ..t veraes 1mi

Acido malico 2M....vrevieiiiiieeecnnns 6 mi
Tris-CIH 0.2M pH 8...ccceveeenrnenen, 40 ml
CIlMg 0. 1M, 2 ml
NADP.... ittt eeeeees 1 ml
1Y, I OO OO U OUU 1mi
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Isocitrato deshidrogenasa

Acido isocitrico 1M (Sigma)....c....... 2mi
Tris-CIH 0.2M pH 8. 50 ml
CLMG 0.1TM..ceiireirecrnrnernnrcrannns 2ml
NADP....ccviiveriiiciiinerrrrrsnsesssarnns 1 ml
LY I U 1T mi
PMS. . irereirieeemrrarerraresieaneassnss veves 0.5 ml

Glutamato deshidrogenasa (NAD)

Acido L-glutdmico (Sigma).............. 200 mg
Tris-ClH 0.2M pH 8........cccivivevvcnnns 50 mi
NAD.....irrr it srr s secssann e 2 mi
M T e ceceeerererestanrrnrreessnsnsssnsansansnse 1 ml
PMS. .. iierceecimrrrens s sas s g eas 0.5 m}

Glutamato deshidrogenasa {NADP)

Acido L-glutdmico.............ccuueee.. 200 mg
Tris-CIH 0.2M pH 8...cccovvviinenians 50 ml
NADP. ...t 1ml
(Y2 ) I O OUPP U 1 ml
PMS. ..t s e aaae 0.5 ml

Glutdmico-oxalacético transaminasa

Acido L-aspértico (Sigma).............. 50 mg
Piridoxal 5°'-fosfato (Sigma).............. 1 mg
Acido ag-cetoglutérico (Sigma}......... 100 mg
Tris-CIH O.2ZM pH 8..ovvviviiiiiaeninenn. 50 ml

Fast Blue BB sal (Sigma)................ 100 mg

Fosfatasa Alcalina

Acido g-naftil fosfato (Sigma)......... 50 mg
Polivinilpirrclidona (Sigma)............. 100 mg
Tris-CIH 0.05M pH 8.5..ccueeneeennenn. 50 mi
CINa. e 1000 mg
CLMG O0.TM.eeiiiiiiirireccvvnsnseeeens 2 mi
CLMN 0.25M.iniiiiiivvinnnnincinnaen, 2 ml
Fast Blue BB sal (Sigma}................. 50 mg

Leucina aminopeptidasa

L-leucina-gnaftilamida CIH (Sigma).....30 mg
KH,PO, 0.1M pH §.5....cceccuvrecrrnnnnn. 50 ml
ClLMg 0. 1M 1 ml

Black K salt.c.cccovvrimniiiiiiniininiceenne 30 mg
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Fosfoglucomutasa

Glucosa 1-fosfato y Glucosa 1,6 difosfatO.......ccceviceniiniciciiniiinnnnn.. 5 mg
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa......cccccviiveveverreciiiiiiiirereneeceecens 50 U
(Y 5 ] PP 0.5 mg
Tris-CIHO.2 M PH 8.0.u ettt cccni s cec e n e tsrre e e e s e e e nsnns 5 mi
CLLMG 0. M. e e se e e s e 5 mi
Agua destilada.....ccciiiii e s e 25 mi
T T ettt ettt bs b taba s ra st et sssanaaassstassssatansasesioasasoian 1 ml
PV S e i irtiiteaererrrre st rrrres s st ra s et e r s s a st a s sasrrsarrars 0.5 ml

Fosfoglucosa isomerasa

Fructosa 6-fosfato (Sigmal...c.cociiiricciiiiiinirreesiitreenr e niaes 10 mg
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa........coeveieieccriiiciiinnececiaceeensnne. 3V
8 5 = PP 6 mg
Tris-ClH O.2M PH B0 ittt e sttt ateeeene e rnnen 25 ml
CIMG 0. TML it s s aa s s e s r e e 0.3 ml
P S ittt ten et e eeentaa et raeaenra e an e aaaean 0.5 ml
1Y I S P PPN 1ml

Acido 6-fosfoglucOnico {Sigmal....cveeeiiiiiiiiniiiiincciiiiiinrrssesncess 10 mg
Tris-ClH O.2ZM pH 8.0 ittt rrecteerrecs st v v srn s na e nanes 20 mi
CILiMG 0. 1Mt rsierrac s ssass s s st aasasassssassnnes 10 ml
I 0 PP PO PPRRP 1ml
. 1 mi
PV S . ettt et eiieiarnr e s earartrae s e et aransrreans 0.5 ml

7.4 Lectura e interpretacién de los geles

Después de la tincidn, los geles fueron secados en un secador de

geles (Bio-Rad) y la lectura de las bandas se realizd visualmente.

Para cada enzima la movilidad relativa de los diferentes patrones
enzimdticos obtenidos {electromorfos) se calcula dividiendo la distancia de
migracién desde el origen por la distancia total recorrida por el azul de bromofenol,
el valor resultante se denomina Rm (movilidad relativa). Los electromorfos se
enumeran en orden creciente en funcién de su Rm. Los distintos electromorfos de
un enzima se consideran alelos del correspondiente locus génico. A aguellas cepas
en las que en las que no se detecta actividad enzimdtica, después de haber

repetido la prueba varias veces, se les asigna el valor cero.



85
Cada aislamiento se caracteriza por la combinacién de electromorfos
en los loci enzimiticos estudiados, dando lugar a flos distintos Tipos
electroforéticos (TE). Por lo tanto cada TE agrupa todas aquellas cepas que
presentan idéntica movilidad electroforética de todos sus enzimas analizados.

Para determinar la diversidad genética en los loci estudiados, es
necesario conocer las frecuencias de los distintos alelos (electromorfos). Estas
frecuencias se calculan a partir del total de TEs encontrados en las cepas
estudiadas. La diversidad genetica en un iocus {h} se calcula aplicando la siguients
férmula (Nei, 1878):

h = 1-Ix? (n/n-1}

En donde x, es la frecuencia del alelo en el locus, n es el nimero de
aislados o TE en la muestra estudiada y n/n-1 es un factor de correcién que se
emplea en muestras pequenrias. La diversidad genética media es la media aritmética

de todas las diversidades genéticas para los loci ensayados.

7.5 Andlisis estadistico de los datos

La distancia genética (D} entre pares de aislados puede expresarse
por diferentes tipos de coeficientes (Nei, 1975). Para el célculo de la distancia
genetica hemos empleado el programa de taxonomia numérica TAXAN
{Information Resources Group, Maryland Biotechnology Institute, University of
Maryland, College Park, MD 20742 USA), aplicando el coeficiente de distancia
total; generandose una matriz de distancias que es utilizada por el programa para
realizar el andlisis de clusters (agrupamientos) y realizar el disefio de un

dendograma en el que se expresa la distribucién de los diferentes TE.

El anélisis estadistico de los datos obtenidos en este trabajo se ha
llevado a cabo con ayuda del programa True-Epistat (Epistat Services) mediante
la aplicacién de la prueba de x? el Test exacto de Fisher y el coeficiente de

correlacién de Pearson {r), segin los datos que se querian comparar.



...................................... . RESULTADOS
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1. SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

1.1 Distribucidon anual de cepas de N. gonorrhoeae con

resistencia.
1.1.1 Sensihilidad a penicilina.

De los 2298 gonococos estudiados, 1899 resultaron ser cepas no
productoras de penicilinasa (82.6 %]}, mientras que 399 fueron productoras de §#-
lactamasa (17.4 %).

Ceapas no preductoras de penicilinasa

En la Tabla IX se pueden observar los resuitados de sensibilidad a
penicilina que se han obtenido en las cepas de N. gonorrhoeae no productoras de
penicilinasa {(no-NGPP). La CMly,, desde 1983 hasta 1991 ha ido experimentando
variaciones, obteniendose los valores mds altos en 1985 y 1991 correspondiendo
con el aumento en esos anos del nimero de aislamientos con resistencia
cromosémica a penicilina. Hay que destacar que en ese periodo de tiempo el valor
de la CMly, m&s bajo corresponde a 1990, afio en el que el nuimero de cepas
resistentes (1-4 pyg/ml) fue menor. La CMIlg, también experimenta oscilaciones

durante estos 9 afios, alcanzdndose los valores mas altos en 1985, 1986 y 1991.

En la Figura 1 se refleja la distribucién anual de las cepas con
resistencia cromosdmica a penicilina, observéndose una incidencia mayor de este

tipo de aislamientos en 1985 y 1991.
&l nimero de cepas con resistencia moderada a penicilina (0.25-0.5

ug/ml), en el periodo de tiempo estudiado supone un 26.6%, mientras que los

gonococos resistentes (1-4 gg/ml) constituyen el 7.1%.

Cepas productoras de penicilinasa

En la Tabla IX se pueden cobservar los resultados de sensibilidad a
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penicilina en las 399 cepas NGPP,

En general la CMI,, desde 1983 ha ido aumentando con alguna
pequefia variacién, alcanzdndose en 1991 el valor més alto. De forma similar han
evolucionado los valores de la CMI,,. En la Figura 1 se puede apreciar la incidencia
anual de las cepas productoras de f-lactamasa, observandose como este tipo de
cepas ha ido en aumento con un ligero descenso en 1986, 1988 y 1990,
preduciendose un valor del 34.7 % en 1991,

A nivel globa! en el conjunto de cepas estudiado la CMlg, frente a
penicilina fue de 0.10 ug/ml y la CMly, de 16 pg/mil.



89
TABLA IX. SENSIBILIDAD FRENTE A PENICILINA EN CEPAS NO-NGPP Y NGPP

CMis correspondientas al total de cepas... CMi, 0.10 CMI_, 16.0

CMis Hgimi
ARO TOTAL 0.007 0.06 0.25 14
CEPAS 0.03 0.12 0.6
1983 85 28 32 18 7
3298 a7.6 213 8.2
1884 183 64 81 48 10
349 33.3 26.3 6.5
1985 244 44 83 85 32
18.1 34.0 34.8 13.1
1988 372 72 153 124 23
1l 19.3 41.2 33.3 8.2
1987 218 62 85 59 12
28,4 39.0 27 5.5
1988 265 106 92 55 12
40.0 34.7 20.8 4.5
1889 202 74 €8 45 15
36.6 33.7 22.3 7.4
1990 187 78 75 a 3
41.7 40.1 168.8 1.6
1991 143 25 &8 40 20
17.5 40.5 28.0 14.0
TOTAL 1899 5§53 707 505 134
2931 7.2 26.6 741
2-8 16-32 64-128 >128
S 4
£5.5 445
1984 28 10 15 3
35.7 53.6 10.7
1985 41 20 18 S
48.8 39.0 12.2
1986 42 5 18 19
11.9 42.8 45.3
1987 56 11 13 az
19.6 23.2 57.2
1988 52 21 8 23
40.4 15.4 44.2
1989 63 9 9 30 S
17.0 17.0 56.6 9.4
1980 42 9 1 20 2
21.4 26.2 47.8 4.8
1991 78 12 22 32 10
15.8 28.9 421 13.2
TOTAL 99 102 116 164 17
25.8 29.7 | 41.1 4.2




FIGURA l.- INCIDENCIA ANUAL DE CEPAS NGPP, NGRPMC Y NGRT

INCIDENCIA ANUAL DE CEPAS NGPP
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1.1.2 Resistencia a Tetraciclina

En la Tabla X se presentan los resultados de sensibilidad a
tetraciclina encontrados en las 1899 cepas de gonococo no productoras de §-

lactamasa y las 399 cepas productoras de penicilinasa.

epas no productoras de penicilina

En el total de aislamientos no-NGPP, el nimero de cepas con
resistencia a tetraciclina {(1-8 pg/ml) supone un 22.7%. A lo largo del periodo de
tiempo estudiado es en 1988 y 1980 donde se obtiene el porcentaje més bajo de
gonococos rasistentes a este antibiético, que supone un 13.2% y un 14.4%
respectivamente, sin embargo es en 1991 donde se produce el nimero més
elevado de aislamientos de este tipo (33.6 %). Los valores de la CMIy, v 1a CMig,
han sufrido ligeras variaciones, situandose a nivel global en el grupo de cepas no

productoras de penicilinasa en 0.26 y 0.87 ug/ml respectivamente.

La distribucién anual de las cepas con resistencia a tetraciclina se
puede observar en la Figura 1. Puede observarse en esta figura un paralelismo de

picos entre la resistencia a tetraciclina y a penicilina en los Ultimos afos.

Cepas productoras de penicilinasa

En el conjunto de las 399 cepas NGPP, encontramos un 42.1% de
cepas con resistencia a tetraciclina, con unos valores de la CMl;, y CMIly, de 0.44
y 1.20 respectivamente. En 1988 se obtiene el menor nimero de aislamientos
NGPP con resistencia a este antibiético (7.7 %), incrementandose en afos
posteriores hasta alcanzaren 1991 el 69.7 %. Desde 1987 los valores de la CMi,,
inician un descenso hasta 1990, sin embargo en 1991 se produce un importante
incremento alcanzando un valor de 0.85 ug/mi. En los 8 primeros afios del estudio
se apreciaba una cierta tendencia a disminuir los valores de la CMlg, sin embargo
en 1991 se produce un aumento importante en el valor de la CMI,,. Los valores
de la CMl;,, v CMIy, en el total de cepas supone un 0.30 y 0.91 ug/mi

respectivamente.
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TABLA X. SENSIBILIDAD FRENTE A TETRACICLINA EN CEPAS NO-NGPP Y NGPP

CMls pgimil
AfO TOTAL 0.08 0.2% 1-8
CEPAS 0.12 0.5
1883 85 20 43 22
23.5 50.6 25.9
1984 183 25 108 62
13.8 57.9 28.5
1985 244 52 129 63
21.3 2.8 25.9
1886 372 €3 220 89
16.9 59.2 23.9
1987 218 46 116 56
21.1 53.2 25.7
1988 265 87 143 35
32.8 54.0 13.2
1989 202 67 28 39
33.2 47.9 12.3
18380 187 70 90 27
37.4 43.2 14.4
1991 143 28 68 48
18.2 48,2 33.6
TOTAL 1899 456 1012 431
24.0 53.3 22.7
IGPP
1983 9 1 8
111 88.2
1284 28 7 21
25.0 75.0
1985 41 1 23 17
2.4 56.1 41.8
1986 42 25 17
59.6 40.4
1887 58 39 17
69.6 30.4
1988 52 7 41 4 7.7
135 78.8
1988 53 4 35 14
7.6 66.0 28.4
1980 42 4 21 17
9.5 50.0 39.5
18991 76 23 53
30.3 69.7
TOTAL 399 16 218 168
4.0 53.9 42.1

CMis correspondientes al total de cepas ... CMIg, 0.30 CMI,, 0.91
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1.1.3 Sensibilidad frente a espectinomicina

Los valores de sensibilidad a espectinomicina encontrados en las
1899 cepas no-NGPP y las 399 NGPP se pueden observar en la Tabla XI.

Los valores de la CMl,, y CMI,, en estos dos grupos de aislamientos
no presentan grandes variaciones a lo largo de los 9 afios, siendo éstos de 11.9
y 16.01 respectivamente para los 2298 gonococos estudiados. Cabe resaltar que
no hemos encontrado ninguna cepa resistente a este antibidtico.

1.1.4 Sensibilidad frente a Cefoxitina

En la Tabla Xll se presentan los valores de sensibilidad a cefoxitina
que hemos encontradc en los 1899 aislamientos no-NGPP y los 399 NGPP.

En el periodo de tiempo estudiado, los valores de la CMIg, en las
cepas no productoras de f-lactamasa han ido descendiendo paulatinamente,
observadndose un valor de la CMlg, de 0.26 para el conjunto de este tipo de cepas.
En cuanto a los valores de la CMl,, alcanzan el nivel mds alto en 1985,
aprecidndose a partir de ese momento una cierta tendencia a disminuir, sin
embargo en 1991 el valor alcanzado es practicamente el mismo que en 1986. La

CMIl,, a nivel global es de 0.87 pg/ml.

Dentro de las cepas productoras de penicilinasa, hasta 1990, la
CMIg, sigue la misma tendencia de disminucién que en el grupo de "cepas anterior,
sin embargo en 1991 el valor encontrado es el mas alto de los 9 anos. Los valores
de la CMIy, siguen un curso similar a lo observado en las cepas no-NGPP

obteniéndose en 1991 el valor més alto.

En el total de las 2298 cepas estudiadas la CMI;, es de 0.12 y la
CM!,,de 0.89.
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1.1.5 Sensibilidad frente a Ceftazidima

En la Tabla Xlil se incluyen los resultados de sensibilidad a
ceftazidima encontrados en 1431 cepas de N. gonorrhoeae productoras de
penicilinasa y 241 cepas no productoras. Los datos que presentamos estdn
referidos al periodo de tiempo de 1983 a 1989 ya que al no emplearse este
antibiético de una forma generalizada en la terapia de la gonorrea se dacidié incluir

en su lugar el estudio de sensibilidad a ceftriaxona.

Dentro de las cepas no-NGPP se adviarte una cierta tendencia en la
CMlg, a disminuir; en el caso de la CMI,, se puede observar el mismo fenémeno.
A nivel global la CMIg, presenta un valor de 0.01 y la CMl,, de 0.03. En lo que se
refiere a las cepas NGPP los valores de la CMIg,, y CMi,;, no sufren grandes
variaciones a lo largo de los afios analizados, siendo estos a nivel general de 0.013

y 0.028 pg/ml respectivamente,

En el total de las cepas la CMlg, es de 0.01 yg/ml y |a CMl;, de 0.03
ug/ml,

1.1.6 Sensibilidad frente a ceftriaxona

En la Tabla X1V se reflejan los valores de sensibilidad a ceftriaxona
que hemos encontrado en 695 cepasno-NGPP y 159 NGPP correspondientes éstas
ultimas a! periodo de tiempo desde 1889 a 1991.

Como hemas dicho anteriormente, en 1989 incluimos el estudio de
sensibilidad a ceftriaxona, por lo que hemos realizado un muestrec de afios
anteriores en 216 cepas no productoras de f-lactamasa que son las empleadas en

el anilisis multienzimdtico.

Dentro de las no-NGPP, los valores de la CMlg, y CMig, no presentan
grandes variaciones, unicamente destacar que en 1990 es cuando se obtienen los

valores més bajos.



TABLA X1, SENSIBILIDAD FRENTE A ESPECTINOMICINA EN CEPAS NO-NGPP Y NGPP
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CMls ugiml
ARO TOTAL 24 8-1¢ 32
CEPAS
1983 85 4 57 24
4.7 67.0 L 28.3
1984 183 5 144 34
2.7 78.6 18.7
1985 244 5 199 40
2.1 81.5 16.4
1986 372 2 329 41
0.5 88.4 1.1
1987 218 156 62
71.5 28.5
1988 265 3 251 1
1.1 95.0 4.1
1989 202 3 191 8 4.0
15 94.5
1990 187 2 184 1 0.5
1.1 98.4
1991 143 113 30
79.0 21.0
TOTAL 1899 24 1624 259
85.5 13.6
7 1
1.1 77.8 1.1
1984 28 27 1 3.6
96.4
1985 4 2 39
49 95.1
1986 42 38 4 95
i 90.5
1987 56 40 16
71.4 28.6
1988 52 50 2 38
96.2
1989 53 52 1 1.9
98.1
1990 a3 42
100.0
1991 76 52 24
68.4 31.6
TOTAL 399 3 347 49
0.75 87.0 12.2

CMls correspondientas al total de cepas ... CMIg, 11.9 CMI, 16.01




96

TABLA Xil. SENSIBILIDAD FRENTE A CEFOXITINA EN CEPAS NO-NGPP Y NGPP

CMis paiml
ANO TOTAL 0.08 0.25 14
CEPAS 0.12 0.5
1983 85 23 42 21
27.0 43.4 24.6
1984 183 16 8.7 120 47
65.6 25.7
1985 244 34 124 86
13.9 $0.8 35.3
1988 372 51 225 96
13.7 60.5 25.8
1987 218 41 1386 40
18.8 62.3 18.9
1888 265 104 143 18
39.2 £4.0 6.8
1989 202 63 1185 24
31.2 §7.0 11.8
1990 187 30 133 18
18.1 74.3 8.6
1981 143 15 88 40
10.5 61.5 28.0
TOTAL 1899 377 1132 390
19.8 59.6 20.6
4 S
44.4 55.8
1984 28 12 16
42.8 57.2
198% 41 18 22
46.3 53.7
1986 42 2 26 14
4.8 51.9 333
1987 56 13 40 3 S.4
23.2 7.4
1988 52 27 20 5 3.6
51.9 38.%
1989 53 12 38 5 9.5
22.6 67.9
1290 42 9 28 5
21.4 66.6 12.0
1991 76 29 47
67.4 61.8
TOTAL 3929 63 214 122
15.8 53.8 30.6

CMis correspondientes al total de cepas ... CMI_, 0.12 CMI,, 0.89
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En cuanto a las cepas productoras de penicilinasa, observamos
igualmente en 1990 la CM!,, y CMIy, mds baja de los 3 arfios estudiados. En 1991

el valor de la CMl,, sufre un incremento importante pasando a ser de 0.01.

En el total de las 854 cepas estudiadas la CMlg,
es de 0.0008 y la CMly, de 0.004.

1.1.7 Sensibilidad frente a ciprofloxacina

En la Tabla XV se presentan los resultados de sensibilidad a
ciprofloxacina en 304 cepas no productoras de f-lactamasa que corresponden a

las empleadas en el andlisis de isoenzimas.

Los valores de la CMI,, vy CMIy,, a lo largo de los afios, no
experimentan grandes variaciones, obteniendose en gl total de cepas una CMig, de
0.002 y una CMly, de 0.01.

Hay gque resaitar que hemos encontrado 9 cepas (3 %) dentro del
rango de CMIs de 0.06-0.25. Las cepas con esos valores de la CMI, han sido
consideradas por algunos autores como moderadamente resistentes y puesto que
el estudio de sensibilidad a ciprofloxacina se ha llevado a cabo en un numero

reducido de cepas, este porcentaje nos parece resefniable.



TABLA XIII. SENSIBILIDAD FRENTE A CEFTAZIDIMA EN CEPAS NO-NGPP Y NGPP
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=

CMis i
ANO TOTAL 0.003 0.016 0.06
CEPAS 0.007 0.03 0,12
19083 85 15 S8 14
17.6 65.9 16.5
1984 183 51 102 a0
27.9 41.8 18.3
1985 244 55 142 47
225 58.2 19.3
1986 372 105 233 34
28.2 62.6 9.2
1987 218 63 138 17
28.9 63.3 7.8
1988 265 94 155 16
35.5 58.5 6.0
1989 64 30 27 7
i 46.9 42.2 10.9
TOTAL 1431 413 853 165
28.9 59.6 115
1983 9 1 8
11.1 88.9
1984 23 3 24 1 3.6
10.7 85.7
1985 41 s 33 3
12.2 80.5 7.3
1986 42 4 34 4 9.5
9.5 81.0
1987 56 5 50 | 1.8
8.9 g89.3
1988 52 1 40 1 1.9
21.2 78.0
1989 13 4 7 2
30.8 53.8 15.4
TOTAL 241 33 196 12
13.7 813 5.0

CMis correspondientes sl total de cepas ... CMI, 0.01 CMI,, 0.03




TABLA XIV. SENSIBILIDAD FRENTE A CEFTRIAXONA EN CEPAS NO-NGPP Y NGPP
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CMis pgfmi
ARO TOTAL 0.00007 0.0007 0.007
CEPAS 0.0003 0.003 0.06
1983 37 17 18 2
45.9 35.1 5.4
1984 38 17 19 2
44.7 £0.1 5.2
198% 24 11 21 2
32.4 61.7 5.9
1988 38 4 21 13
10.5 55.3 34.2
1987 33 4 22 7
12.2 66.8 21.2
1288 38 4 21 1n
11.2 58.3 30.%
1989 149 130 19
87.2 12.8
1990 187 160 26 1
85.5 14.0 0.5
1991 143 20 99 24
14.0 69.2 16.8
TOTAL €95 237 377 81
341 54.2 1.7
1889 40 37 k|
925 7.5
1990 43 36 7
83.8 16.2
1991 76 S0 26
65.7 34.3
TOTAL 159 36 94 29
22.6 53.2 18.2
"CMIs correspondientes ai total de cepas... CMI,, 0.0008 CiMig, 0.004




TABLA XV. SENSIBILIDAD FRENTE A CIPROFLOXACINA EN CEPAS NO-NGPP
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—— e =
ANO TOTAL 0.0007 0.007 0.06
CEPAS 0.003 0.03 0.25
1983 a7 3 34
8.1 91.9
1984 38 3 3 4
7.9 81.6 10.5
1985 34 10 22 2
29.4 64.7 5.9
1986 a9 32 6 1 2.6
82.0 15.4
1987 33 31 ) 1
4.0 3.0 3.0
1988 36 <3| 5
86.1 13.9
1889 17 14 3
82.4 17.8
1990 32 2 1
96.9 2.1
1991 as 29 9
76.3 23.7
TOTAL 304 184 111 9
60.5 36.5 3.0
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1.2 Distribucién geogréafica

1.2.1 Resistencia a penicilina

En la Figura 2 se puede observar la distribucién geogréfica de las
cepas productoras de penicifinasa (NGPP), cepas con resistencia a penicilina por
mutacién cromosémica {NGRPMC) y cepas con resistencia a tetraciclina (NGRT),

en las principales Comunidades Auténomas de las que se han recibido cepas.

Dentro de! grupo de las NGPP Aragdn no presenta diferencias
estadisticamente significativas con el resto de Comunidades Auténomas, sin
embargo, dado el reducido numero de cepas y procediendo todas del mismo afo,

no podemos asegurar cual es la situacién real.

En Asturias y Baleares encontramos diferencias estadisticamente

significativas {(p <0.01} en relacién al resto de las Comunidades Auténomas.

Cataluiia es la Comunidad que estadisticamente tiene mayor nimero
de cepas productoras de f-lactamasa, no encontrandose diferencias significativas

{p<0.01) con Castilla-Ledn, pero si con el resto de las Comunidades.

En el conjunto de cepas no productoras de penicilinasa habria que
mencionar de nuevo lo dicho para el caso de Aragén. En el resto de las

Comunidades no hay diferencias estadisticamente significativas (p<0.01).

Es destacable el caso de Murcia que si bien el nimero de cepas es
muy pequefo, no existe ningun aislamiento con resistencia a penicilina por-

mutacién cromosémica.

En cuanto a la distribucién geogréfica de las cepas con resistencia
a tetraciclina, en Aragén es donde se presenta el porcentaje més alto de cepas
resistentes, si bien por lo dicho anteriormente no se puede hacer una estadistica
fiable.
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Euskadi y Castilla-Leén representan las Comunidades con un
porcentaje més alto de cepas resistentes a este antibiético con unas diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) del resto.

Hay que destacar que aungue Baleares y Asturias presentan menos
cepas resistentes a tetraciclina que Catalufa y Madrid, sin embargo, no se

encuentran diferencias significativas.



FIGURA 2.- DISTRIBUCION GEOGRAFICA
DE CEPAS NGPP, NGRPMC Y NGRT
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1.3 Correlacién de la sensibilidad frente a penicilina con

la obtenida frente a otros antimicrobianos

Hemos comparado la sensibilidad a penicilina frente al resto de los

antimicrobianos utilizados en el estudio.

La comparacién se realizd entre la sensibilidad a penicilina y la
sensibilidad frente a tetraciclina, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina
y espectinomicina, obteniendose unos coeficientes de correlacién de Pearson (r)
de 0.42, 0.65, 0.49, 0.58, 0.2 y 0.06 respectivamente. Dichos coeficientes de
correlacién resultaron ser todos ellos estadisticamente significativos (p<0.01)

excepto en el caso de la espectinomicina {(r= 0.06).

La recta de regresion resultante nos permite predecir el 18% de los
resultados de tetraciclina, ¢! 24.6% de los de cefoxitina, el 34.4% de los de
ceftriaxona y solamente el 4.1% de los de ciprofloxacina, todos ellos en funcién

de los resultados de sensibilidad a penicilina.

En |a Figura 3 se presentan las rectas de regresién correspondientes
a las comparaciones que ofrecieron los valores més alto y méas bajo del coeficiente

de correlacién (penicilina/ceftazidima r=0.65; penicilina/ciprofloxacina r=0.2).
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2. SEROVARIEDADES

2.1 Distribucién global de serotipos I1A y IB

En las 2298 cepas de N. gonorrhoeae se ha realizado a serotipia
frente a la protefna |, utilizando anticuerpos monoclonales.

En la Figura 4 se observa la distribucién global de serotipos y su
distribucién geogréfica en diferentes Comunidades Auténomas. El serotipo
mayoritario ha sido el IB (74.6 %), mientras que el 25.4 % de los aislados

correspondian al serotipo IA.

En la distribucién geogréfica de los serotipos IA y IB en las diferentes
Comunidades Auténomas, cabe destacar la escasa presencia del serotipo A (6.7
%) en las cepas aisladas en Baleares. En Aragén y Murcia, al contar con muy
pocas cepas, no podemos asegurar si los datos obtenidos reflejan la realidad. En
el resto de las Comunidades la proporcién de los serotipos se asemeja a la obtenida

en la distribucién global.

2.2 Determinacién de serovariedades

La aplicacién de anticuerpos mongclonales frente a epitopos
diferentes de la proteina | para la determinacidn de serovariedades se ha realizado

en las 2298 cepas de N. gonorrhoeae.

En la Figura 5 se puede observar la distribucién global de
serovariedades en cepas de serotipo |A, asi como en cepas |A productoras y no

productoras de penicilinasa.

La serovariedad mayoritaria es la lA/rst a la que pertenecenun 47.9
% de las cepas, seguida de la IA/v con una frecuencia de un 24.5 %. El resto de

las serovariedades



FIGURA 4.- DISTRIBUCION DE LOS SEROTIPOS 1A Y IR
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son menos abundantes, no ancontrdndose ninguna de ellas en mas del 7 % de las
cepas estudiadas.

Dentro da las cepas no-NGPP, la distribucién de serovariedades es
similar a la encontrada en el global de cepas, aunque con alguna diferencia que
conviene resaltar, como el caso de las cepas |A v/x que s8 encuentran en menor

proporcién.

En el conjunto de cepas productoras de f-lactamasa, el 95 % de
ellas pertenecen a las 7 serovariedades mds abundantes. Los gonococos de
serovar |A/v y |lAv/x presentan una mayor incidencia que la encontrada en el total
de cepas.

En la Figura 6 se refleja la distribucién global de serovariedades en
cepas de serotipo 1B, y la distribucién en cepas IB no-NGPP y NGPP. En la Tabla
XVIl se presentan las 83 serovariedades diferentes encontradas de las cuales 8
han sido las mas frecuentes.

En el grupo de cepas IB no productoras de penicilinasa la situacion
es muy parecida a la encontrada a nivel global, aunque destacando un descenso
en la frecuancia de cepas IB x/v. Dentro del conjunto de gonococos productores
de B-lactamasa hay que resaltar la escasa presencia de cepas IB/rpyust, asi como

el incremento de [as serovariedades I8 x/v y IB/pyuvt.

2.2.71 Distribucion anual

En la Tabla XVI se puede observar la frecuencia anual de
serovariedades en cepas de serctipo IA. En la Figura 7 se refleja la distribucién
anual de las principales serovariedades encontradas en cepas de N. gonorrhoeae
de serotipo |A. El numero de serovariedades distintas encontradas ha sido
16.



DISTRIBUCION DE LAS SEROVARIEDADES
EN CEPAS IB NO-NGPP

FIGURA 8.- DISTRIBUCION GLOBAL DE
SEROVARIEDADES EN CEPAS IB
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TABLA XVI. DISTRIBUCION ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO 1A

Ao TOTAL

1983 1984 1885 1988 1987 19838 1989 1990 1991

° 1 1 2
1.3 1.7 05
ost 1 1
6.6 0.3
ot 2 5 1 4 12
6.4 12.5 1.3 6.3 3.1
| r 3 3
5.2 0.8
ro 1 1 2
2.7 1.3 0.5
ros 1 2 3
1.3 3.4 0.8
rost 3 s 1 4 2 2 2 2 5 28
200 33.3 10.0 10.8 5.0 2.6 2.6 3.4 85 8.8
rot 1 2 1 1 1 8
10.0 10.8 2.5 1.7 1.7 1.8
s 3 2 5 1 1 12
30.0 280 8.6 1.7 1.7 3.1
rat ) 7 4 17 20 47 30 28 22 184
80.0 46.6 40.0 45.9 50.0 62.6 40.0 48.3 37.3 47.9
rsv 1 1
1.3 0.2
rt 1 1 1 2 3 4 12
8.6 6.6 2.7 2.6 8.2 6.8 31
st 1 1
1.3 0.2
t 1 1 1 3
1.3 1.3 1.7 0.8
v 1 1 1 & 5 11 29 15 25 84
6.8 6.6 10.0 16.2 12,5 14.6 8.8 200 42.4 245
vix 1 4 7 7 1 1 1 22
8.8 10.8 12.5 9.3 1.3 1.7 1.7 5.7
TOTAL 18 15 10 a7 40 75 75 58 59 384
NUMERO S s 5 8 -] 10 10 11 7 16
DE

SEROVARs
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Lo mds destacable es el drédstico descenso en la frecuencia de cepas
|A/rost a partir de 1984, pasando de un 33.3 % en este aflo aun 8.5 % en 1991;
mientras que por el contrario la serovariedad 1A/v ha pasado a ser en 1991 la més
abundante.

En cuanto al nimero total de serovariedades encontradas por afio,

no existen grandes diferencias a lo largo del periodo de tiempo estudiado.

En la Figura 8 se presenta la distribucién anual de las principales
serovariedades en cepas productoras de g-lactamasa de serotipo |A. El porcentaje
de cepas JA/rst se mantiene sin grandes variaciones a lo largo de los 9 afios,
excepto en 1989 en el que la frecuencia de este tipo de cepas disminuye
bruscamente, recuperdndose en los afos siguientes. Hay que resaltar al aumento
creciente desde 1986 de la serovariedad JA/v; en cambio la presencia de
aislamientos de serovariedad |A v/x pasa de un 30% en 1986 hasta un 3 % en
1991.

Enla Tabla XVI! encontramos la frecuencia anual de serovariedades
en cepas de N. gonorrhoeae de serotipo iB. En la Figura @ se puede observar la

distribucién anual de las principales serovariedades en cepas de serotipo IB.

El conjunto de gonococos de serotipo IB se distribuye en 83
serovariedades diferentes. Es llamativo el incremento de cepas I1B/oys y I1B/ys, que
suponen en 1991 el 10 % y el 6.9 % respectivamente. Asi mismo hay que resaltar
el descenso paulatino a lo largo de estos anos en la frecuencia de cepas (B/x y

1B/rpyst no encontrandose de estas Ultima ningun aislamiento en 1991.

En el numero total de serovariedades distintas encontradas por afio,
se produce un aumento progresivo desde 1983 en el que solo se presentaban 11,

hasta 1991 en el que las cepas se agrupan en 43 serovariedades diferentes.

En la Figura 10 se refleja la distribucién anual de las principales
serovariedades de cepas productoras de penicilinasa de serotipo IB. Hay quse
resaltar que los gonococos [B/opyt que en 1984 representan alrededor del 7 %,
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desaparecen en 1986, volviendo a surgir en 1991 con una frecuencia cercana al
10 %.

Habria que sefialar tambien el importante incremento de cepas |B/oys
que en 1991 supone prédcticamente el 20 % del total de cepas NGPP de serotipo
iB. En cuanto a los aislamientos {B/ropt v IB x/v, es notorio el descenso que se
produce a lo largo de estos aiios.

2.2.2 Distribucién geogréfica

En la Figura 11 se observa la distribucién geogréfica de las

serovariedades de cepas con serotipo |A.

La serovariedad 1A/rst es la méds abundante en todas las
Comunidades Auténomas excepto en Asturias donde las cepas IA/v son las més

abundantes y Baleares que presenta una frecuenciaigual de cepas |A/rost y IA/rst.

La distribucién por Comunidades Auténomas de las principales
serovariedades encontradas en cepas con serotipo |B, se presenta en la Figura 12.

Las cepas IB/ropt son las més abundantes en todas las
Comunidades, presentando Asturias el porcentaje mas alto de cepas de este tipo;

la excepcidn es Baleares donde los aisiamientos IB/rpyust son los més frecuentes.
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TABLA XVIL. DISTRIBUCION ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO IB

e e e —— —_—
Al TOTAL
1984 1985 1988 1987 1988 1889 1880 1991
o 1 1 2
“ 0.6 0.8 0.2
op 1 1
0.8 0.1
opat 1 1 1 3 1 [ 8
2.9 08 05 1.7 0.6 c.8 0.8
opt 1 4 1 18 10 13 S 80
2.9 4.3 9.5 8.8 5.5 7.5 31 5.9
opust 1 1
0.6 0.1
oput 2 2
1.0 0.2
opvt 1 1 1 8 "
| 1.1 0.5 0.5 5.0 1.1
opyst 3 2 1 3 4 3 2 2 2 22
13.0 5.8 1.9 3.3 3.5 1.8 1.1 1.2 1.2 2.2
opysvt 1 1
¢.6 0.1
opyt 1 2 3 2 3 2 8 19
2.9 3.8 2.8 1.0 1.7 1.2 3.7 1.9
opyu 1 1
0.5 0.1
opyust 1 2 2 2 2 9
1.1 1.0 1.1 1.2 1.2 09
opyut 1 1 1 2 2 6
1.9 11 0.8 1.1 1.2 0.8
opyuvt 1 1 19 7 28
1.1 0.8 105 4.0 2.8
opyv 2 2
1.2' 0.2
apyvs 1 1
0.8 0.1
apyvt 1 1 1 3
0.5 0.6 0.6 03
as i 1
0.6 0.1
ast 1 1
1.1 0.1
ot 1 1
0.6 0.1
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TABLA XVII, DISTRIBUCION ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO iB

alo TOTAL
1983 1984 159856 1988 1987 1988 1989 1990 1591
ots 1 1
0.6 0.1
ovst 2 2
1.2 ¢.2
oys 2 1 3 16 22
3.8 0.5 1.7 10.0 2,2
oyst 1 1 2
1.1 0.5 0.2
oysv 1 1
0.8 0.1
oyt 1 1
0.5 0.1
oyuvs 1 1
0.6 0.1
oyuvt 1 1
0.6 0.1
oyvst 1 1
0.6 0.1
pust 1 1
0.5 0.1
puv 1 1
0.6 0.1
puvt 1 1
0.8 0.1
pyst ] 1 2 4 L 4 17
1.9 1.1 1.6 2.2 28 25 1.7
pyt 1 1
0.5 0.1
pyust 1 3 4 3 -] 1 18
2.9 3.3 3.5 1.6 33 0.6 1.8
pyut 1 1 2
0.8 0.8 0.2
pyuvt 7 5 14 13 15 6 1 61
13.2 5.5 12.2 7.0 8.3 3.5 0.6 8.0
pyvt 1 7 1 1 1 44
1.9 3.8 05 0.8 0.8 4.3
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TABLA XVil. DISTRIBUCION ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO IB

]
ANO
1983 1984 1985 1986 1887 1988 1989 1890
r 1 )
2.9 0.1
rop 2 3 4 3 3 4 7 2 4 34
8.7 8.8 7.5 S.4 2.6 2.1 3.9 1.2 2.5 3.4
ropst 3 6 4 8 19 i
2.6 3.2 2.2 3.5 1.9
ropt 3 -] 9 17 17 84 34 30 10 190
13.0 17.8 17.0 18.7 14.8 34.8 18.9 17.4 8.2 18.7
ropu 2 2 2 8
3.8 2.2 1.2 0.8
ropust 1 2 3
0.8 1.1 0.3
roput 1 2 1 1 5
4.3 2.2 0.8 0.8 0.8
ropuvt 3 3
1.9 0.3
ropvt 1 1 1 1 1 8 1t
4.3 2.9 1.9 0.5 0.5 3.7 1.1
ropyst 1 3 2 1 2 2 1 4 i8
4.3 8.8 3.8 1.1 1.8 1.0 0.5 2.3 1.6
rapyt 1 7 2 3 10 8 4 36
1.9 7.6 1.6 1.6 5.5 5.2 25 3.6
ropyu 1 1
0.6 0.1
ropyust 2 1 2 12 4 21
2.2 0.8 1.1 8.9 25 2.1
ropyut 1 1 1 5 4 2 14
2.9 1.1 0.5 2.8 2.3 1.2 1.4
ropyuv 1 1
0.6 0.1
ropyuvst 1 1 2
2.9 0.5 0.2
ropyuvt 1 1 1 3
0.5 0.6 0.8 0.3
+ e —  ——
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TABLA XVil. DISTRIBUCION ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SERQTIPO IB

|

— o ——— ]
aflo TOTAL
1983 1984 1985 1986 1987 1988 1988 1990 1831
ropyvt 1 1 L] 8
2.9 1.8 3.7 0.8
rot L2 2
1.1 0.2
w» 1 1
4.3 0.1
rpat 1 1
0.5 0.1
mt 12 3 2 17 22
8.5 1.7 1.2 i 2.2
rput 1 2 3
0.8 1.2 0.3
pvt 1 1
0.5 0.1
py 1 1
0.6 0.1
pys 1 1
0.5 0.1
rpyst 4 2 3 2 4 3 18
11.7 3.8 2.6 1.0 2.2 1 1.7 ﬁ 3.8
pyt 1 1 1 4 3 ] 19
4.3 1.1 05 2.2 1.7 5.8 1.9
rpyu 2 2 1 5
1.1 1.2 0.6 0.5
rpyus 1 1
0.5 0
rpyust 2 & 8 4 13 25 15 73
a8 6.5 €.9 2.2 7.2 14.5 9.3 7.3
rpyut 2 2 3 3 1 11
2.2 1.8 1.6 16.8 0.6 1.1
rpyuvst 1 2 1 2 8
4.3 2.2 0.8 1.2 0.6
rpyuvt 1 1 1 3 6
1.9 0.8 0.8 1.9 0.6
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TABLA XVII. DISTRIBUCION ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO 1B

L — ] :‘
ANO TOTAL
18383 1984 1985 1988 1987 1988 1989 1980 189
rpyvt 1 3 2
0.5 0.8 0.2
I rat 1 1
1.1 0.1
ryust 1 1
0.8 0.1
b 4 4 8 5 10 4 2 37
17.4 11.7 8.7 4.3 5.4 2.2 1.2 3.6
x/v 1 8 10 22 7 2 2 50
2.9 1.3 10.9 19.1 3.8 1.1 1.2 4.9
ys 1 1 2 1 15
1.8 1.1 1.2 6.9 1.5 J
yet 1 1
0.5 0.1
yus 2 1 3
1.2 0.6 0.3
yust 1 1 1 3
H» 1.1 0.6 0.8 0.3
yuvt 5 2 8 1 ] 1 4 8 28
21.7 5.8 1.3 11 0.5 0.5 2.3 5.0 2.8
yvt 3 3
1.6 0.3
TOTAL 23 34 53 82 118 185 180 72 160 1014
NUMERO DE 11 17 20 29 28 35 a8 45 43 83
SEROVARS
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3. AUXOTIPIA

3.1 Distribucién global de auxotipos

Los auxotipos mds frecuentes que hemos encontrado en el total de
la poblacién estudiada se refiejan en la Figura 13.

Los dos auxotipos mds abundantes, han sido el Prototréfico y el Pro
{cepas que requieren prolina para su crecimiento). El resto de auxotipos se han
obtenido en mucha menor proporcién.

3.2 Distribucidn anual de auxotipos

En la Figura 14 se puede observar la distribucidén anual de auxotipos.

Los auxctipos més frecuentes en cada afio del estudio han sido
tambien el Prototréfico y el prolina dependiente. Hay que mencionar el incremento
paulatino que se produce del auxotipo Pro’, Arg (prolina, arginina dependients).

3.3 Distribucién geogréfica

En la Figura 15 se refleja la distribucién geografica de las cepas

Prototrdficas y proflina dependiente.

Baleares y Asturias son las Comunidades Auténomas que presentan
un mayor porcentaje de cepas Prototréficas, encontrdndose diferencias

estadisticamente significativas {p <0.01) con el resto de Jas Comunidades.

La frecuencia de estos dos auxotipos en Madrid no es diferente
estadisticamente de las demds Comunidades, excepto de Catalufia con la gque

presenta diferencias significativas (p<0.01).



FIGURA 13.- DISTRIBUCION DE AUXOTIPOS
EN EL TOTAL DE LA POBLACION




FIGURA 14.- DISTRIBUCION ANUAL
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FIGURA 15.- DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE
CEPAS PROTOTROFICAS Y -PROLINA
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4, ANALISIS DE PLASMIDOS EN CEPAS PRCDUCTORAS DE PENICILINASA

4.1 Distribucién temporal de los diferentes perfiles plasmidicos

En la Figura 16 se puede observar la incidencia anual de perfiles

plasmidicos en las 399 cepas productoras de 8-lactamasa.

Hasta 1986 el pldsmido de 4.5 Md, con o sin plidsmido de
transferencia, ha sido el mds frecuente, a partir de ese ario se produce un cambio
en el perfil plasmidico, siendo mas abundante &l de 3.2 Md, situacién que se
mantiene hasta la actualidad, si bien hay una tendencia a que se equilibre la
frecuencia de estos dos tipos de pldsmidos.

En la Figura 17 se refleja la relacién de la sensibilidad a tetraciclina
en funcién de la variacién plasmidica.

Hay que destacar que el aumento de cepas resistentes a tetraciclfina
coincide con una mayor presencia del plasmido de 4.5 Md y un descenso del de
3.2 Md; produciéndose el proceso contrario en los afios en que el nimero de cepas

resistentes a tetraciclina disminuye.



FIGURA 16.- INCIDENCIA ANUAL DE PERFILES
PLASMIDICOS EN CEPAS NGPP
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FIGURA 17.— RELACION DE SENSIBILIDAD A
TETRACICLINA Y LA VARIACION PLASMIDICA
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5. ANALISIS MULTIENZIMATICO

5.1 Estudio inter-especifico en el género Neisseria

Hemos estudiado 117 cepas de diferentes especies del género
Neisseria, las cuales se han agrupado en 89 Tipos Electroforéticos (TEs) diferentes.
Las especies que forman cada TE quedan reflejadas en la Figura 18;por otro lado,
el perfil de alelos obtenidos para los 9 enzimas ensayados se presenta en la Tabla
XVilL.

Las 9 enzimas incluidas en el estudio resultaron ser polimdérficas para
el conjunto de las especies estudiadas (Ver Apéndice). Sin embargo enzimas como
la Malato deshidrogenasa y la Alcohol deshidrogenasa fueron monomérficas para
las especies N. polysaccharea, N. lactamica, N. cinerea, N. gonorrhoeae, N.
cuniculi y N. meningitidis, Estas enzimas también fueron monomédrficas en las
cepas de las especies N. perflava/sicca, N. flava, N. subflava y N. elongata,
aungue con un perfil alélico distinto.

Las cepas de V. mucosa presentaban polimorfismq para las enzimas

Malato deshidrogenasa y Alcchol deshidrogenasa.

Los TEs que hemos encontrado dentro de cada especie no se

vuelven a encontrar en otras especies del género.
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TABLA XVIIL. PERFIL DE ALELOS EN 117 CEPAS DEL GENERQ NE/SSERIA PARA LAS 9

ENZIMAS ESTUDIADAS
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5.1.1 Diversidad genética

En la Tabla XIX se incluyen los valores de la diversidad genética (h)

encontrados dentro de las especies N. pofysaccharea y N. lactamica.

Hemos obtenido 12 TEs de las 19 cepas de N. polysaccharea
empleadas en el estudio. La porporcién de alelos por locus fue de 1.8. La
diversidad genética media (H} entre TEs ha sido de 0.31.

Todas las enzimas ensayadas han sido polimérficas, con un nimero
de alelos que varia de 2 a 3, excepto la Malato deshidrogenasa (MDH), Aicohol

deshidrogenasa (ADH} y la Fosfatasa alcalina {ALP) que fueron monomdrficas.

Las 20 cepas de la especie N. Jactamica se agrupan en 18 TEs. La
proporcién de alelos por enzima ha sido de 2.3, La diversidad genética media entre
los TEs fue de 0.44.

A excepcidn de las enzimas Malato deshidrogenasa y Alcchol

deshidrogenasa el resto fueron polimérficas.

En la Tabla XX se pueden observar los valores de la diversidad

gengética obtenida en N. meningitidis y N. cinerea.

Hemos encontrado 16 TEs de las 19 cepas de meningococo
estudiadas. La proporcién de alelos por locus ha sido de 2.7. La diversidad
genédtica media entre TEs fue de 0.46. Excepto las enzimas ADH y MDH el resto

fueron polimdérficas con un nimero de alelos que oscilaba de 2 a 6.
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TABLA XIX. DIERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN
N.POLYSACCHAREA Y N. LACTAMICA

N. polysaccharea

ENZIMA N° ALELOS h TEs
G6P 2 0.3
ME 2 0.4
GOT 3 0.67
ALP 1 0
GD1 2 0.18
GD2 2 0.54
IDH 3 0.71 ,
MDH 1 0
ADH 1 0
MEDIA 1.8 0.31

N. lactamica

ENZIMA - N° ALELOS h TEs
G6EP 2 0.5
ME 3 0.52
GOT 3 0.6
ALP 3 0.58
GD1 2 0.53
GD2 2 0.47
IDH 4 0.78
MDH 1 0
ADH 1 0
MEDIA 23 .44
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TABLA XX. DIVERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN A.
MENINGITIDIS Y N. CINEREA

N. meningitidis

ENZIMA N° ALELOS hIEs
G6P 3 0.7
ME 3 0.57
GOT 5 0.81
ALP 5 0.77
GD1 2 0.23
GD2 2 0.49
IDH 3 0.57
MDH 1 0
ADH 1 0
MEDIA 2.7 0.46

N. cinerea

ENZIMA N® ALELOS h TEs
G6EP 3 o.n
ME 3 0.
GOT 2 0.58
ALP 4 0.78
GD1 2 0.52
GD2 2 0.58
IDH 3 0.71
MDH 1 0
ADH 1 0

MEDIA 2.3 0.51
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Las 7 cepas de N. cinerea se agruparon en 6 TEs diferentes. La
proporcién de alelos por enzima fue de 2.3, La diversidad genética media entre TEs
ha sido de 0.51.

Menos las enzimas ADH y MDH, el resto fueron polimérficas con un

numero de alelos que variaba de 2 a 3.

En la Tabla XXl se incluyen los valores de la diversidad genética

obtenidos dentro de las especies N. perflava/sicca y N. mucosa.

Hemos encontrado 15 TEs diferentes en las 18 cepas de N.
perflava/sicca. La proporcién de alelos por locus ha sido de 4.2. La diversidad
gendtica media sntre TEs fue de 0.6.

Las enzimas ADH y MDH fueron monomérficas con un alalo
diferente que el que hemos éncontradoc para estas enzimas en las especies
mencionadas anteriormente, el resto de las enzimas fueron polimérficas con un

nimero de alelos que variabade 2 a 7.

Las 7 cepas de N. mucosa se agruparon en 7 TEs distintos. La
proporcién de alelos por locus ha sido de 3.1. La diversidad genética media entre
TEs fue de 0.67.

Todas las enzimas ensayadas resultaron ser polimérficas con un

numero de alelos que variade 2 a 5.

En la Tabla XXIl se pueden observar los valores de la diversidad

genética encontrados dentro de la especie N. gonorrhoeae.

Hemos obtenido 8 TES diferentes de las 20 cepas de gonococo
incluidas en el estudio. La proporcién de alelos por locus ha sido de 1.5. La

diversidad genética media entre TEs ha sido de 0.26.
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TABLA XXI. DIVERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN N.
PERFLAVA/SICCA Y N. MUCOSA

N. perflava/sicca

ENZIMA N° ALELOS h TEs
G6P 5 - 083
ME 6 0.85
Got 7 0.88
ALP 7 0.89
GD1 3 0.58
GD2 3 0.59
IDH 5 0.70
MDH 1 0
ADH 1 0
MEDIA 4.2 0.60

N. mucosa

ENZIMA N°® ALELOS h TEs
G6P 2 0.48
ME 4 0.71
GOT 3 O.:.SS
ALP 5 0.86
GD1 2 0.58
GD2 3 0.72
IDH 3 0.65
MDH 3 0.77
ADH 3 0.77
MEDIA 3.1 0.67
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TABLA XXIi. DIVERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN N.
GONORRHOEAE

N. gonorrhoecae

ENZIM N° ALFLOS h_TEs
G6P 2 0.25
ME 1 0
GOT 2 0.57
ALP 2 0.25
GD1 1 0
GD2 2 0.57
IDH 3 0.74
MDH 1 0
ADH 1 0

MEDIA 1.5 0.26
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De las 9 enzimas estudiadas la Malato deshidrogenasa, Alcohol
deshidrogenasa y Enzima madlico resultaron ser monomérficas; el resto fueron

polimérficas con un nimero de alelos que oscilaba de 2 a 3.

Ninguna de las cepas de N. gonorrhoeae presentaba actividad de la
enzima Glutdmico deshidrogenasa NADP dependiente (GD2).

En la Tabla XXl se reflejan los resultados de la diversidad genética

encontrada entre las especies del género Neisseria.

Hemos encontrado 89 TEs distintos delas 117 cepasestudiadas que
pertenecian a las distintas especies del género Neisseria descritas anteriormente
en el apartado 1 de Material y Métodos. La proporcidn de alelos por enzima ha sido
de 6.2. La diversidad genética media entre los distintos TEs fue de 0.67 y entre

los aislados de 0.65.

Todas las enzimas estudiadas han sido polimérficas con un ndmero

de alelos que variaba de 5 a 9.

El ndmero de cepas que no presentaban actividad de algtin enzima
ha sido pequefio; 3 cepas de N. mucosa de las cuales 2 no exhibian actividad de
la enzima Glutdmico oxalacético transaminasa (GOT) y Fosfatasa alcalina (ALP) y
1 negativa para el Enzima milico (ME), N. denitrificans y N. macacae no
presentaban actividad de la enzima GOT, asi mismo como hemos dicho
anteriormente las 20 cepas de gonococo estudiadas no tenian actividad de la

enzima GD2.
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TABLA XXIll. DIVERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN LAS
ESPECIES DEL GENERO NE/SSERIA

ENZIM N° ALELOS hIEs h aisladog
G6P 6 0.76 0.76
ME 7 0.74 0.71
GOT 9 0.81 0.80
ALP 8 0.80 0.77
GD1 5 0.60 0.66
GD2 5 0.59 0.59
IDH 6 0.76 0.77
MDH 5 0.47 0.43
ADH 5 0.47 0.43

MEDIA 6.2 0.67 0.65
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5.1.2 Relacicnes genéticas entre las diferentes especies

Las relaciones genéticas entre las diferentes espacies del género
Neisseria se pueden observar en la Figura 18 que corresponde al dendrograma
generado a partir de la matriz de distancias genéticas. Los TEs se han numerado
secuencialmemente en el mismo orden de la Tabla XVIii. Los TEs constituidos por
una sola cepa se han representado por una linea, mientras que los TEs formados
por méas de una cepa se indican con tridngulos, cuyo tamano es proporcional al
ndmero de cepas. Asi mismo cada especie se ha designado por una clave gréfica

con el fin de poder ser facilmente identificada en el dendrograma.

Existen dos "clusters” mayoritarios, uno representado por los TEs
1 8l 61 {"cluster" I} y otro del 62 al 89 ("cluster” I}, relacionados a una distancia
genética de 0.85.

El "cluster” | estd formado por las siguientes especies: N.
polysaccharea, N. cuniculi, N. lactamica, N. cinerea, N. meningitidis y N.
gonorrhoeae, el "cluster” Il por N. perflava/sicca, N. flava, N. mucosa, N. subflava,

N. elongata, N. denitrificans y N. macacae.

El "cluster” | a su vez estd formado por los "clusters” a,b,c,d y e.

El "cluster” a incluye 16 TEs (1-16}, de los cuales 12 corresponden
al total de cepas de N. polysaccharea, 1 formado por N. cunuculi, 2 por N. cinerea

y 1 por N, factamica a una distancia genética de 0.42,

El "cluster” b comprende 13 TEs (17-292), en los que se incluyen 10
TEs formados por cepas de N. meningitidis, 1 por N. lactamica y 1 por N. cinerea
a una distancia genética de 0.42.

El "cluster” ¢ agrupa 12 TEs (30-41), en el que se incluyen 7 TEs
formados por N. lactamica, 3 por N. meningitidis y 2 por N. cinerea a una distancia

genética de 0.5.
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Ef "cluster" e constituido por 8 TEs ({54-61) integrado
exclusivamente por cepas de N. gonorrhioeae.

El "cluster” Il a su vez esta formade por dos "clusters” fy g.

El "cluster” f agrupa 23 TEs (62-84), formado por 15 TEs de A.
perflava/sicca, 2 de N. flava, 3 de N. mucosa, 1 de N. subflava, 1 de N. elongata

y 1 de N. denitrificans a una distancia genética de 0.8.

En el "cluster” g se incluyen 5 TEs (85-89), formado por 4 TEs
integrados por cepas de N. muycosa y 1 por N. macacae a una distancia genética
de 0.85.
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5.2 Aplicacién de isoenzimas en N, gonorrhoeae

5.2.1 Andlisis multienzim4tico en cepas con resistencia

cromosémica

Hemos incluido 354 cepas de N. gonorrhoeae no productoras de
penicilinasa y con diferentes niveles de sensibilidad a penicilina las cuales se han
agrupado en 46 TEs diferentes. Las caracteristicas de las cepas que constituyen
cada TE, en cuanto a los serotipos encontrados asi como los niveles de resistencia
a penicilina y tetraciclina que presentan se pueden observar en la Figura 19. El
perfil de alelos obtenido para las 12 enzimas ensayadas se presenta en la Tabla
XXIV.

Las 12 enzimas incluidas en el estudio son:

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6P)
Enzima mélico (ME)

Glutdmico oxalacético Transaminasa (GOT)
Fosfatasa alcalina (ALP)

Glutamato deshidrogenasa NADP dependiente (GD2)
Isocitrato deshidrogenasa {IDH)

Malato deshidrogenasa (MDH)

Alcohol deshidrogenasa (ADH)

6 Fosfogluconato deshidrogenasa (6PG)
Leucina amingpeptidasa (LAP)
Fosfoglucomutasa (PGM)

Fosfogucosa isomerasa (PGI)

De estas 12 enzimas ensayadas 9 resultaron ser polimérficas y 3
{6PG, MDH y ADH} fueron monomaérficas.
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5.2.1.1 Diversidad genética

En [a Tabla XXV se presentan los valores de la diversidad genética

(h) encontrados en las 354 cepas de gonococo estudiadas.

Las enzimas que resu_ltaron ser polimérficas han presentado un
nimero de alslos que variaba de 2 a 3. La proporcién de alelos por enzima ha sido
de 2.07. La diversidad genética media (H) entre TEs fue de 0.26 y entre aislados
de 0.27.

5.2.1.2 Relaciones genéticas entre los distintos genotipos

En la Figura 19 se pueden observar las relaciones genéticas entre las
cepas de gonococo estudiadas expresadas a través de un dendrograma generado
a partir de una matriz de distancias genéticas. Los TEs se han numerado en el
mismo orden que aparecen en la Tabla XXV. Los TEs formados por una sola cepa
se han representado por una linea, mientras que aquellos que estdn constituidos
por més de una cepa se indican con tridngulos, cuyo tamafo es proporcicnal al
nuimero de cepas. Se han empleado claves gréaficas para explicar la composicién
de serotipos de cada TE asi como la distribucién de sensibilidad a penicilina y

tetraciclina en los mismaos.
Se han encontrado 2 "clusters” mayoritarios uno representado por

los TEs 1 al 37 ("cluster” I} y otro del 38 al 46 ("cluster” Il), relacionados a una

distancia genética de 0.35.
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TABLA XXV. DIVERSIDAD GENETICA EN CEPAS NO-NGPP

ENZIMA ALELOS h TEs h aisladog
GEP 2 0.4 0.32
ME 2 0.35 0.27
GOT 3 0.31 0.37
ALP 3 0.2 0.26
GD2 2 0.45 0.37
IDH 3 0.64 0.66
MDH 1 0 0
ADH 1 0 0
6PG 1 0 0
LAP 3 0.60 0.57
PGM 2 0.13 0.27
PG 2 0.09 0.18

MEDIA 2.07 0.26 0.27
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El "cluster" | a su vez estd formado por los "subclusters™ A, B, C,
DyeE.

El "subcluster” A esté integrado por 12 TEs (1-12), de los cuales el
1 vy el 10 estdn constituidos por cepas de serotipo |A mientras que los TEs 4, 6,
7. 9, 11 y 12 incluyen s6lo cepas de serotipo I1B; en los TEs 2 y 8 encontramos

cepas de ambos serotipos.

El 37.5% de las cepas resistentes a penicilina y el 27.2% de las

rasistentes a tetraciclina se encuentran en este "subcluster”.

En el "subcluster” B se incluyen 6 TEs (13-18). Los TEs 15y 18
estén representados por cepas de serotipo |IA y los TEs 14 y 17, por cepas de
serotipo 18, encontrdndose cepas de ambos serotipos en los TEs 13 y 16.

En este "subcluster” no se encuentra ninguna cepa resistente a

penicilina; e! porcentaje de cepas resistentes a tetraciclina supone un 7.8%.

El "subcluster” C estd formado por 2 TEs (19-20) en los que se
incluyen exclusivameante cepas de serotino 1A sensibles a penicilina y tetraciclina.

El "subcluster” D esté representado por 10 TEs (21-30). A los TEs
21, 26 y 30 pertenecen sélo cepas de serotipo IA; los TEs 22 y 29 incluyen
solamente cepas de serotipo IB, en el resto se encuentran cepas de los dos

serotipos.

En este "subcluster” se halla el 16.7% vy el 29.9% de cepas

resistentes a penicilina y tetraciclina respectivamente.
El "subcluster” E estd constituido por 7 TEs (31-37). Los TEs 31, 32
y 33 representan cepas de serotipo |A vy IB; los TEs 35, 36 y 37 cepas de serotipo

IB y el 34 de serotipo IA.

A este "subcluster” pertenece el 9.1% de cepas resistentes a
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tetraciclina no encontrandose ninguna cepa resistente a penicilina.

El "cluster" 1l esté constituido por 9 TEs (38-46). Los TEs 39, 40,
41, 43, 44, 45 y 46 representan cepas de serotipo 1B exclusivamente, el 42 de
serotipo 1A y el 38 cepas de ambos serotipos.

En esta "cluster” encontramos un 45.8% da las cepas resistentes
a penicilina y un 26% de las resistentes a tetraciclina.
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5.2.1.3 Distribucidn geogréfica

En la Tabla XXVI se presenta la distribucién de los TEs en las

diferentes Comunidades Auténomas incluidas en este estudio.

Cada Comunidad Auténoma viene representada por diferentes TEs;
sin embargo ha habido TEs que han agrupado un mayor nimero de cepas en cada
una de ellas. En Madrid y Catalufia los TEs 2 y 23 son los mds representativos, en
Euskadi han sido los TEs 23 y 26, en Baleares el 2 y el 28, en Asturias los TEs 23
y el 25, en Murcia aunque el nimero de cepas incluidas es muy pequero el 60%
pertenece al TE 25, en Castilla-Ledn el TE mayoritario es el 23 y en Aragén a pesar
del reducido nimero de cepas son los TEs 39 y 45 los més representativos.
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TABLA XXVI. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS TEs

—

o R G E N
TE Cat. Eus. Mad. Bal. Ast. Mur. C-L Ara, Can.
1 4
2 8 1 19 4 2 1 2 1
3 3 1
4 3 3 1
5 1 1
8 -] 3
7 1 9 [ ]
8 2 1 i 1
9 2 1 1 1
;1 Q 1
11 1 1 1
12 1
13 ] 7 1 1
14 2 3 -
18 1
186 2 1
17 2 2 1
;1 8 1 1
9 1
20 1
—
21 2
22 2 2 4
23 7 4 18 2 -] 3 1
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TABLA XXVI. DISTRIBUCION GEQGRAFICA DE LOS TEs

“ o R G E N
TE Cat. Eus. Mad, Ast, Mur. c-L Ara. Can.

24 1 2 13 2 1
25 1 1 1" 7 3
26 1 4 5 1
27 1 7 2
28 2 1 2 2

i
29 1 3
30 1
3 3 9 1 1
32 S 2 7 1
a3 5 1 5 1 2
34 1
as 4
s 4 4
a7z 1
38 8 !
39 1 4 2
40 2 1
41 1 3
42 1
43 2 1
44 2
45 1 3 2
48 2
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5.2.2 Anélisis multienzimético en cepas productoras de

penicilinasa

Hemos llevado a cabo un estudio de anélisis multienziméatico en 38
cepas pertenecientes a la clase auxotipo/serovar Prototréfico/AvBx, de las cuales
19 eran productoras de f-lactamasa conteniendo todas ellas el pldsmido de 3.2
Mda (Tipo Africano) y 19 no productoras de penicilinasa, ias cuales se han
agrupado en 3 TEs diferentes. Las caracteristicas de las cepas que constituyen
cada TE asf{ como el perfil de alelos obtenido para las 9 enzimas ensayadas se
presenta en la Tabla XXVII.

Las 9 enzimas incluidas en este estudio son:

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (GEP)

Glutdmico oxalacético transaminasa (GOT)
Fosfoglucomutasa (PGM)

Fosfoglucosa isomerasa (PGI)

Indofenol oxidasa (IPO}

Glutamatc deshidrogenasa NADP dependiente (GD2)
Malato deshidrogenasa (MDH)

Alcohol deshidrogenasa (ADH)

6-Fosfogluconato deshidrogenasa (6PG)

Delas 9 enzimas ensayadas 7 resultaron ser monomérficas y 2 (G6P
y PGI} fueron poiimdrficas.

5.2.2.1 Diversidad genética

En la Tabla XXVIll se presentan los valores de la diversidad genética
{h) encontrados en las 38 cepas estudiadas. Las 2 enzimas polimdrficas han
presentado como méaximo 2 alelos distintos. La proporcién de alelos por enzima ha
sido de 1.2. La diversidad genética media (H) entre TEs fue de 0.15 y entre
aislados de 0.063.
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TABLA XXVII. PERFIL DE ALELOS EN CEPAS NGPP PARA LAS 9 ENZIMAS

ESTUDIADAS
TE TOTALAVBX + AvBx G6P GOT PGM PG| IPOQ GD2 MDH ADH 6PG
1 18 15 3 IS S I R I R R B
2 19 3 16 2 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 0 1T 1 1t 2 1 1 1 1 1

AvBx+ Cepas de N. gonorrhoeae productoras de penicilinasa.

AvBx- Cepas de N. gonorrhoeae no productoras de penicilinasa.

TABLA XXVIi1, DIVERSIDAD GENETICA DE CEPAS NGPP

ENZIMA ALELOS h TEs h ¢epas
G6P 2 0.7 0.51
GOT 1 0 0

PGM 1 0 0

PGI 2 0.7 0.06
IPO 1 0 0

GD2 1 0 0

MDH 1 0 0

ADH 1 0 0

6PG 1 0 0
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5.2.2.2 Relaciones genéticas entre los distintos genotipos

En la Figura 20 se pueden observar las relaciones genéticas entre
estas 38 cepas de gonococo, dicha relacién genética se representa a través de un
dendrograma que se ha generado a partir de una matriz de distancias genéticas.

Los TEs se han numerado en el mismo orden que aparecen en la Tabla XXVIL.

La mayoria de las cepas productoras de f-lactamasa {15/19)
pertenecfan ai TE 1, mientras que las cepas no productoras de penicilinasa estaban
comprendidas en el TE 2 (16/19), el TE 3 comprend(a una scla cepa NGPP.

Los 3 TEs se relacionan a una distancia genética de 0.30; el

"cluster” formado por los TEs 1 y 2 se encuentran a una distancia genética de
0.18.

El TE 1 y el TE 2 se diferencian sélo en el producto génico de la
enzima GBP; el TE 1 y el TE 3 en el de la enzima PGl y el TE 2 y TE 3 en ambos.

FIGURA 20.- RELACIONES GENETICAS EN CEPAS IAv/IBx NGPP Y NO-NGPP
R — ——e —_—
|
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6. RELACIONES ENTRE LOS DIFERENTES MARCADORES FENOTIPICOS Y
GENOTIPICOS UTILIZADOS

6.1 Clases Auxotipo/Serovariedad (A/S}

En las Tablas XXIX y XXX se pueden observar las relaciones que
hemos encontrado entre los distintos auxotipos y serovariedades de las cepas de

serotipo 1A vy |B respectivamente.

El auxotipo Prolina dependienta (-Pro), aparece con una mayor
frecuencia asociado al serotipo IA con una diferencia que es estadisticamente
significativa (P <0.01). Esta mayor frecuencia lleva asociada una menor presencia
del auxotipo Prototrofico, lo que no sucede en el serotipo IB produciendose asf

mismo una diferencia estadisticamente significativa (Figura 21).

Las cepas de serotipo |A se han agrupado en 16 auxotipos diferentes
dando lugar a 63 Clases (A/S) lo que implica una alta variabilidad, sin embargo més
del 50% de las cepas se centran en 3 clases mayoritarias -Pro/rst {22.2%),
Prototr/rst (16.9%]} y Prototr/v {15.1%).

Dentro de las cepas con serotipe IB hemos encontrado 21 auxotipos
distintos dando lugar a 234 Clases lo que supone casi 4 veces més que en el caso
de las cepas con serotipo |A, lo que indicarfa una mayor variabilidad dentro de las
cepas |B. Por otro lado las 5 Clases mayoritarias Prototr/ropt (12.6%),
Prototr/rpyust {5.4%), Prototr/x/v (4%), Prototrfopt (3.5%) y -Profropt {2.9%),
solamente engloban alrededor del 30% de las cepas.

6.1.1 Distribucién de Clases (A/S}) entre las cepas con

resistencia antimicrobianos

En las Tablas XXXI, XXXl y XXXII, se puede observar la
distribucién de Clases (A/S) entre las cepas de serotipo |A y IB resistentes a
penicilina, asf como en las de serotipo IA y IB con resistencia moderada a penicilina
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respectivamenta.

Clasificando las cepas en funcién de la sensibilidad a penicilina,
como sensibles (Pen*), con resistencia moderada (Pen™) y resistentes (Pen'}, la
distribucién por serotipos en el caso de las Pen® serfa de 341 cepas con serotipo
IA (30.8%) y 765 IB (69.2%]); en las Pen™ 50 cepas de serotipo IA {18.4%} y 221
IB (81.5%) y en las Pen' 6 cepas {A (7.8%} y 71 IB {92.2%). Al comparar estos
3 grupos encontramos una mayor relacién del serotipe IB con las cepas que
presentan algun nivel de resistencia a penicilina ya que las diferencias en la
distribucidn por serotipos fueron estadisticamente significativas entre las cepas
Per', las Pen' y las Pen™.

Analizando las Clases (A/S), en el serotipo |A no encontramos
diferencias significativas en los 3 grupos de cepas con distintos niveles de
sensibilidad a penicilina. Sin embargo en las cepas con serotipo IB aparecen claras
diferencias en la distribucién de Clases (A/S) comparando las cepas Pen' con las
Pen™ y las Pen".

Mientras que en el grupo de cepas Pen' la Clase mayoritaria es la
Prototr/oys, en los otros 2 grupos esta clase aparece muy esporadicamente
(P<0.01), deigual forma las Clases -Pro/rop y -Pro/opyuvt, muy abundantes entre
las cepas Pen’ aparecen con una menor frecuencia en los otros dos grupos
(P<0.01). No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las

Pen® vy las Pen™.
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TABLA XXIX. RELACION ENTRE AUXOTIPOS Y SEROVARIEDADES EN CEPAS DE

SEROTIPO A

AUXOTIPO SEROVAR Ne AUXOTIPO
CEPAS

-ARG,-HYX rat 3 (4} PROTOTR.

rn 1
-AHU r 213)

v 1
-ARG r 1114)

ro 1

rst 8

r 1

t 1

v 2
-HIS rost 121

vix 1
-HYX st 112)

v 1 NO AUX.
-LIS rat 3 (6]

v 2

vix 1
-MET rst 1
-PAHUML rst 3
-PRQ,-ARG ros 118)

rost 1

rot 1

rst 10

n 3

v 2
-PAHU rs 1143}

v 1

vix 1
-PRO,-HYX rst 5 (8)

v 3
-PRO,-MET v 3(3)
-PRO,-V rst 1(3)

v 1

vix 1
-PRO [ 11123}

ost 1

ot 1

ro 1

rost 4

rot 1

s 3

rst 88

rt 4

t 1

v 15

vix 3

SERQVAR

ot

ros
rost
rot
5]
st

vix

ot
ret

3111
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TABLA XXX. RELACION ENTRE AUXOTIPOS Y SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO 18

AUXOTIPO

SEROVAR

AUXOTIPO

-ARG,-HYX

-AHU
-ARG,-MET

-ARG

-HIS

-HYX

-LEU

-LIS

pyst

X
rpyst
ropt
pt
opst
aopt
opyst
opyuvt
oys
rop
ropst
ropt
ropwvt
ropyt
ropyut
x

opt
oys

r
rapyt
rpyut
oyse
oyt
Pyt
pyuvt
ropt
ropyst
ropyust
rpyust
X

xiv
opyt
ropt
opt
opyst
oys
pyst
pyust
Pyuvt
ropt
ropyst
rpyust
rpyut
X

xiv
yvt

54

b h md ol amh el md mmd b oamd ) b owed b s O G

{15)

BN b () b ot et ek () et () e = RN e (AN e e ek ek o

-MET

-PAHU
-PRO,-ARG

-PAH

-PRO,-HYX

-PRO,-LEU

-PRO,-MET

-PRO,-V

SERQVAR

rop
ropt
rpyust
opt
opvt
opyt
oyst
pyst
pyust
pPyuvt
pyvt
ropst
ropt
ropyt
ropyust
ropyut
ropyvt
rpt
pyust
rpyuvst
pyuvt
x

xlv
yus
yuvt
opyut
pyuvt
ropvt
opt
opyst
opyust
opyuvt
opyvt
pyst
pyuvt
pyvt
ropt

" ropyt

ropyut
Pyt
rpyust
opt
rop
ropt
Pyt
rpyust
pyuvt

{18)

B

_IN_n-n-n_nNM_.NN_....o..n_n_-.adN_n-a.an-n-l@_nmd-n_n—-mmq_._‘unu_ng—n
=

—
-l
—
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CICN ENTRE AUXOTIPOS Y SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO IB

18t
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vt
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o
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apoyut
opst
opt
opust
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opvt
opyst
apysvt
opyt
opyu
apyust
opyut
opyuvt

opyvs

ovst

oyst
Qysv
oyuvs
ayuvt
oyvst
puv
puvt
pyst
pyust
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pyuvt
pyvt
rop
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ropu
ropust
roput
ropuvt
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FIGURA 21.- DISTRIBUCION DE AUXOTIPOS
EN FUNCION DE SEROTIPOS
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TABLA XXXI. DISTRIBUCION DE CLASES {A/S) ENTRE LAS CEPAS Pon' DE SEROTIPOIA Y IB

AUXOTIPO SEROVAR Ne
CEPAS

iA

-PRO rst 313
PROTOTR. et 21{2)
NO AUX v 1M

-ARG,-HYX pyst 1{1
-Ls oys 14
-PRO,-HYX opyust 1{1
-PRO,-ARG opyt 144}

-PRO opt 1(25)

PROTOTR. opt (39)

opyt
opyust
ovat
oys
oysv
pyst
pyust
pyuvt
rop
ropt
ropvt
ropyst
ys
yust
yuvt

W = = o B et ek ok O = WM e b S e (] =) =
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TABLA XXXII. DISTRIBUCION DE CLASES (A/S] ENTRE LAS CEPAS Pen™ DE SEROTIPQ IA

AUXOTIPOS SEROVAR N°
CEPAS

-AHU r 1M
-ARG ] 147

ro 1

st 3

n 1

t 1
-Lis rst 212}
-PRO,-ARG rst 1{1}
-PRO,-HY X v 1Y
-PRO,-V st 11
-PRO ret 811}

v 2
PROTOTR. ros 2{(26)

rost 3

st 11

rsv 1

st 1
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TABLA XXXIIl. DISTRIBUCION DE CLASES (A/S} ENTRE LAS CEPAS Pen™ DE SEROTIPO IB

AUXOTIPO SEROVA N° AUXOTIPO SEROVAR N
CEPAS CEPAS
-ARG,-MET ropyut 11} -PRO,-HYX opt 1 {3}
-PAHU pyuvt 1{2) opyvt 1
rpyust 1 rapt 1
-PRO,,-LEU opt 1M -V ropt 1142)
-PRO,-MET pyt 11} rpyuvt 1
-PRO opst 1(50) PROTOTR. opyut 1{128)
opt 4 opst 3
opvt 2 opt 8
opyt 1 opvt 1
opyust 3 opyst 4
opyut 1 opyt 2
opyuvt 1 apyuvt 4
opyvt 1 os 1
pysat 1 oyst 1
pyust 4 oyuvt 1
pyuvst 5 puvt 1
pPyVt L pyst 2
rop 1 pyust 3
ropt 7 pyuvt 4
ropu 1 pyvt 1
ropuvt 1 rop 7
ropvt 1 ropt 17
ropyt 3 roput 2
ropyu 1 ropuvt 2
ropyvt 1 ropvt 1
pyt 1 ropyst 1
X 3 ropyt 10
yuwt 4 ropyust 4
yvt 1 ropyut 2
-ARG opyst 2 {4) ropyuvst 2
ropt i rapyvt 2
x 1 rot 1
-HIS r 1 12) rpt 7
ropyt 1 rput 1
-HYX pyt 1143) rpyst 2
ropyst 1 myu 1
x 1 rpyust 8
-LIS opt 1 (5} pyuvt 2
pyst 2 rst 1
pyust i ryust 1
pyuvt 1 x B8
-PRO,-ARG opt 2{16) xiv 4
oyst 1 ys 1
pyuvt 2 yst 1
ropst 1 yuvt 5
ropyt 3 NO AUX. ropst 14{3)
ropyust 2 ropyt 1
mt 1 yuvt 1
rpyust 1
X 2
yuvt 1
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En las Tablas XXXIV y XXXV se presents la distribucién de Clases

(A/S) da las cepas resistentes a tetraciclina con serotipo |A y IB respactivamentas.

La distribucion por serotipos de las cepas resistentes a tatraciclina
(Tet) no presentd diferencias significativas cuando se compard con las cepas
sensibles (Tet®).

En cuanto a las Clases (A/S) en las cepas con serotipo |A no hay
diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos de cepas Tet' y Tet'.
Sin embargo en el grupo de cepas con serotipo IB nuevamente la Clase mayoritaria
dentro de las Tet' es la es [a Prototr/oys que junto con la Prototr/ys alcanzan una

frecuencia mucho mayor que en el grupo de las Tet' (P<0.01).

6.2 Combinacién del Andlisis Multienzimdtico con la Auxotipia y las

Serovariedades

6.2.1 Sercovariedades y Tipos Electroforéticos

En las Tablas XXXVI y XXXVI| se puede observar la distribucién de
las serovariedades de las cepas con serotipo A y IB en los diferentes Tipos
Electroforéticos.

El serotipo IA v IB se reparten de forma més 0 menos homogénea
alolargo del dendrograma (Figura 18}, sin embargo encontramos mds acumulacién
de cepas con serotipo IB en el "cluster” I, en el que sélo un 1.1% de las cepas

son de serotipo 1A.

En cuanto a las serovariedades, encontramos que la misma
serovariedad aparece distribuida en diferentes TEs y que varias serovariedades

distintas forman parte de un mismo TE.

Hay que destacar que las cepas con serovariedad l1Afv vy 1A/v/x s6lo

aparecen en el "cluster"!. Entre las cepas con serotipo IB las |B/rpt, 1B/rpyt v
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IB/rpyust sélo aparecen en el "cluster”l. En ambos casos son grupos con un
numero suficientemente alto de cepas como para que pudieran aparecer en los dos

"clusters”.
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TABLA XXXIV. DISTRIBUCION DE CLASES (A/S} ENTRE LAS CEPAS Tet DE

SEROTIPO IA
AUXOTIPO SEROVAR Ne
CEPAS
-ARG,-HYX rt 111)
-AHU r 141
-ARG r 1 (%
-HIS rost 112)
vix 1
-Lis st 11}
-PRO,-ARG o8 1 {6}
st 3
rot 1
n 1
-PAHU ra 112)
v 1
-PRO,-HYX rst 21(2)
v 2
-PRO,-V vix 101
-PRO ost 1{40)
rost 1
re 2
rst 30
n 1
v 4
vix 1
PROTOTR. ros 2{as}
rost 8
s 2
rst 20
v 14
vix 4
NO AUX. r 11{2)



TABLA XXXIV. DISTRIBUCION DE CLASES (A/S) ENTRE LAS CEPAS Tet' DE SEROTIPO B

AUXOTIPO

SEROVAR

-ARG,-HYX

-ARG

-HYX
-LEV
-Lis

-MET
-PRO,-ARG

-PAHU
-PRO,-HYX

-PRQ,-LEU
-PRO,-MET
-PRO

Pyst

X

oys
ropt
ropvt
ropyut
X

Pyt
opyt
opt
opyst
oys
xiv
ropt
opvt
opyt
Pyust
pyuvt
ropu
ropyvt
b4
opyut
opyust
opyuvt
apyvt
Pyt
pyust
rop
ropt
opst
opt
opwvt
opyst
opyt
opyust
opyuvt
opyvt
pyst
pyust
pyut
pyuvt
rop
ropt
ropu
ropuvt
ropvt
ropyst
ropyt
ropyvt
rpyst
pyt
rpyust
rpyuvst
rpyuvt
pyvt
yust
yuvt
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m
R
>
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B

g
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AUXOTIPO

-PRO

PROTOTR,

NO AUX.

SEROVAR

yvt
yuvst
opst
opt
oput
opvt
opyst
opyt
opyust
opyut
opyvs
ots
ovst
oys
oyst
oysvy
oyuve
puvt
Pyst
pyust
pyut
pyuvt
pyvt
rop
ropst
ropt
ropuvt
ropvt
ropyst
ropyt
ropyust
ropyut
ropyuvst
ropyuvt
ropyvt
rot
pyst
pyust
pyuvt
ryust
X

xiv

ys

yus
yust
yuvt
opyt
pyuvt
yuvt

-]

F -3

-t et () b b e (D b md B o ) e P b owmd RN S G D mh e b o D) e o b ot et e ek ek ok o ek = = WD 0D A=



173

TABLA XXXVI. RELACION ENTRE SEROVARIEDADES Y TEs EN CEPAS DE SERQTIPO IA

SEROVAR

rot

ret

rost

ast
ot

Lo

vix

(36])

{8

-
-
-t
a o

P R e G X T X Jr gy

14



TABLA XXXVI. RELACION ENTRE SEROVARIEDADES Y TEs EN CEPAS DE SEROTIPO IB

SEROVAR

opst

opt

oput
opvt

opyst

opyt

opyut
opyuvt
opyvt
as
oys

oyst

oysv
pyst

pyust

i5)

{61

)
n
{2)

(R}

[ AN

13

-
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SEROVAR

pyuvt

pyvt

ep

ropst

ropt

ropu
roput
ropuvst

ropuvt
ropvt

ropyst

rapyt

I+
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m
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TABLA XXXVU. RELACION ENTRE SEROVARIEDADES Y TEs EN CEPAS DE SEROTIPO 1B

SEROVAR IE Ne N°® TEs SEROVAR IE
CEPAS
ropyust 3 1{3) 3 rpyuvt 7 11{2) 2
32 1 24 1
33 1 x 22 5{13) L]
ropyut 3 112) 2 23 1
25 1 24 3
ropyuvet 17 1 {3} 3 32 1
29 1 40 3
45 1 xiv 3 17 -]
ropyuvt 23 11 1 1 1
ropyvt 2 1 (4} 3 13 1
25 2 22 3
a2 1 24 1
(4] 39 11 1 ys 25 1(3) 3
pt 2 16 6 39 1
14 1 48 1
24 1 yst 25 141) 1
28 1 yuvt 2 2{16) 11
32 1 7 1
a3 1 13 1
rput 28 21{2) i i4 1
vt 32 11 1 24 1
rpys 17 11{1) 1 35 3
rpyst 17 15} 4 38 1
24 2 39 1
a3 1 40 1
40 1 43 1
myt 4 {7 6 45 3
7 1 yvt 4 1 (5} -]
17 1 7 1
23 2 24 1
25 1 as 1
36 1 as 1
tpyu 1 1(3) 2 yuvst 7 111} 1
14 2
rpyust 2 8(14) -]
F 1
1 1
25 2
28 1
33 1
rpyuvst 2 11{4} 4
24 i
33 1
43 1
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6.2.2 Auxotipos y Tipos Electroforéticos

En la Tabla XXXVIIl se puede apreciar la distribucién de los

auxotipos encontrados en los distintos TEs.

Los auxotipos se reparten de una manera homogénea a lo largo de
los TEs. Sin embargo hay que dastacar que en el TE 13 no aparecen cepas con
auxotipo Prototr, estando constituido ex_clusivamente por cepas -Pro y -Pro,-Arg;
igualmente el TE 44 del "cluster” !l estd integrado solamente por cepas de

auxotipo -Pro.

A lo fargo del dendrograma (Figura 19), aparecen algunos TEs que
estan formados sélo por cepas de auxotipo Prototr. estos TEs sonel 3, 18, 35, 38
y 46.

6.2.3 Clases (A/S) y Tipos Electroforéticos

En ia tabla XXX!X y XL se observa la composicién de los TEs en

funcidn de las Clases (A/S) en cepas con serotipo |A vy IB respectivamente.

No se observa ninguna relacién entre las Clases (A/S) y los TEs.
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TABLA XXXVIll. RELACION ENTRE AUXOTIPOS Y TEs

AUXOTIPO IE Ne ® TEs AUXOTIPQ TE N
CEPAS CE
-ARG,-MET 2 1(1) 1 -PRO 1 2474)
-ARG 2 1191 7 2 11
9 1 4 1
2t 1 5 1
23 1 8 4
28 1 7 4
27 1 8 3
3t 3 13 4
-HIS 33 112 2 14 2
40 1 16 1
-HYX 24 37 4 17 1
25 2 22 3
28 1 23 5
39 1 25 2
-LEU 25 101) 1 28 2
-Lis 4 1(8) 4 27 1
7 2 28 4
11 1 29 3
a2 1 30 1
-MET 2 113) 3 31 3
8 1 a2 2
23 1 33 3
-PRO,-ARG 2 3(19) 15 38 1
8 1 40 3
9 1 41 2
13 1 43 1
15 1 44 1
22 1 45 3
23 1 -V 7 113)
24 1 33 1
27 1 a9 1
28 1
a1 2
az 2
36 1
42 1
44 1
-PAHU 32 101 1
-PRO,-HYX 17 1(3)
23 1
26 1
-PRO,-LEU 24 1141) 1
-PRO,-MET 4 141 1
-PRO,-V 19 121
27 1
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TABLA XXXVIil. RELACION ENTRE AUXOTIPOS Y TEs

uXxoT! IE N° N° TEs
CEPAS
PROTOTR. 1 2(220) M
2 21
3 4
4 4
5 1
8 3
7 3
9 3
10 1
1 2
12 1
14 3
16 2
17 3
18 2
19 1
20 1
21 1
22 4
23 28
24 15
25 20
26 7
27 6
28 8
29 1
3 6
a2 9
33 9
34 1
35 4
38 8
37 1
38 6
39 s
40 9
41 2
42 1
43 2
45 3
a8 2
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TABLA XXXIX. RELACION ENTRE LAS CLASES (A/S) Y LOS TEs EN CEPAS DE SEROTIPO IA

AUXITIPQ

-PRO
PROTOTR.
-PRO
PROTOTR.
PROTOTR.
-PRO
-MET
PROTOTR.
-PRO

PROTOTR.

-PRO,-ARG
-PRO
PROTOTR.

-PRO,-V
PROTOTR.
PROTOTR.
PROTOTR.
-ARG
-ARG
PROTQTR.

PROTOTR.

-PRO
PROTQTR.

-ARG
-PRO

-PRO,-HYX

SEROVAR

ret
st
ret
rat
st

rst
rot
ret

rst
vix
rst
rst

vix
rst
rst
rot
rost
rst

ot
roat

vix

rost

ot
rot
rst

st
rot

ret

N
CEPAS

21{4)
2
4 {6}
2

LAY
11
1 {1}

[A ]
-—
0 =
—

B R3S
B Bz

[
[
&

- R G N e e et o ok ek b e b b
P
[X)
pt

1M

[
—
-
-t
-

— b b wd Ny -2

32
33

34
3s

43

AUXGTIPO

-PRO,-V
PROTOTR.
PROTOTR.
-PRO

-PRO

-PRO,-ARG
-ARG
PROTOTR.

NQ AUX.
-PRO
PROTOTR.
PROTOTR,
PROTOTR.
PROTOTR.
PROTCTR.
-PRO,-ARG
PROTOTR.

SEROVAR

vix
rost

ost
rst

rost
rat
rst

rat
ot
rst
i
rst
rst

rost

rost

Igﬁ
>
[:]

142
1

1
1in
1144

ot omd By D e B e ah b -
[

1m
1
141
112

1
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TABLA XL. RELACION ENTRE LAS CLASES (A/S] Y LOS TEs EN CEPAS DE SEROTIPO 1B

AUXOTIPO

-PRO

-PRO,-ARG

-ARG
-ARG,-MET
-MET
PROTOTR.

PROTOTR.

-PRO
-PRQ,-MET
-Lis
PROTOTR.

PROTOTR.
-PRO

-PRO,-ARG
PROTOTR.

-PRO

-Lis

-V
PROTOTR.
-PRO
-PRO,-ARG

-ARG
PROTOTR.

LIS
PROTOTR.

PROTOTR,

SEROVAR

ropt
rop
ropyt
opyut
oyst
ropt
rpyuvst
opt
mpt
ropt
opt

1]
pyst
ropt
ropyvt
rpyust
yuvt
ropyust
ropyut
xiv
yvt
pyt
ropyst
[}
ropyt
rpyust
opt
pyust
pyuvt
Pyvt
opyt
pyst
Pyuvt
apvt
Pyuvt
yuvst
yuvl
pyuvt
yvt
rpyuvi
opt
opyvt
eyt
Pyuvt
ropyt
pyst
opyst
oys
oysv
Pyvt
TPyu
xXfv
rpyst
ropt
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=
o

0
m
0
>
7]

2
X}
N
L]

3

(7

a}
1:1]

{10}

3}

{s)

3)
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13

14

16

17

22

23

24

AUXOTIPO

-PRO,-ARG
PROTOTR.

-PRO
PROTOTR.
PROTOTR.

-PRO
-PRO,-HYX
PROTOTR,

-PRO
-PRO,-ARG
PROTOTR.

-PRO

-PRO,-ARG
PRO,-HYX
-MET

PROTOTR.

NO AUX.
-PRO.-LEU
-PRO,-LEVU
-HYX
PROTOTR.

SEROVAR

ropt
ropt
xiv
yuvt
ropuvst
yuvt
et
pyu
opt
ropt
ropt
oyt
ropyuvst
pys
rpyst
x

x

x

x/v
opst
ropt
ropt
opt
rop
opt
opyst
Pyust
rop
ropst
ropt
ropyst
ropyt
ropyuvt
oyt

X

ropt
opt
ropt

X

opt
opvt
ropt
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rpyuvst
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xiv
yuvt
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0
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[]

g

P .
o [
- -

(30

7

et ok ot ok D ok B b ot () b ad ke B b b ok W P RS b h B ek et ot e ) el = () et et ek o ek ok ok ok B A R b b N =



25

27

28

239

31
32

181

TABLA XL. RELACION ENTRE LAS CLASES (A/S) Y LOS TEs EN CEPAS DE SEROTIPO 1B

AUXOTIPO

-PRO
-LEU
-HYX

PROTOTR.

-PRO
-PRQ,-ARG
-ARG
PROTOTR.

-PRO

-PRO,-ARG
-HYX
PROTOTR.

-PRO

PROTOTR
PROTOTR.
-PRO
-PRO,-ARG

-PAHU
-LisS
PROTOTR.

SEROVAR

N.

rop
opyt
oys
rpyust
opst
opt
opvt
opyst
opyt
oys
oyst
rop
ropt
ropvt
ropyut
ropyvt
rpyt
rpyust
1'%}

yst
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opyt
opt
opt
pyst
roput
ropvt
opt
opyvt
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pyuvt
ropyst
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ropt
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-PRO

-His
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PROTOTR.

PROTOTR.
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PROTOTR.

PROTOTR.
PROTOTR.

-HYX
-V
PRCTOTR.

-PRO

-HIS
PROTOTR.

-PRO
PROTOTR.
-PRO
PROTOTR.
-PRO
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-PRO

PROTOTR.
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1.ESTUDIO FILOGENETICO DEL GENERO NVE/ISSERIA. UBICACION DE LA ESPECIE
N. GONORRHOEAE MEDIANTE ANALISIS MULTIENZIMATICO.

Muchos de los estudios de polimorfismo enzimatico realizados por
otros autoras, se han llavado a cabo mediante electroforésis en geles de almiddn.
El buen resultado de la electroforésis en este tipo de geles depende en gran medida
de la calidad intrinseca del propio gel de almidén, ya que al obtenerse a partir de
un producto biolégico, no presenta una buena reproductibilidad y puede ademads
contener contaminantes que influyan en la calidad de los resultados obtenidos.

Sin embargo, el gel de poliacrilamida al ser un polimero sintético de
un mondmero de acrilamida, puede prepararse siempre a partir de reactivos
altamente purificados, aportando una excelente reproductibilidad al poderse

estandarizar las condiciones de polimerizacién.

En definitiva, los geles de poliacrilamida tienen la ventaja de ser
quimicamente inertes, estables en un amplio range de pH, temperatura y fuerza

" iénica, as{ como de ser transparentes {(Hames, 1990).

Por los argumentos expuestos, nosotros hemos decidido emplear
geles de poliacrilamida, obteniedo una excelente resolucién y reproductibilidad, lo
que concuerda con estudios previos realizados en N. meningitidis (Berrén y cols.,
1992)

Los progresos recientes de estas técnicas de andlisis multienzimatico
mediante electroforésis en gel han permitido cuantificar el cambio genético durante
el proceso de especiacion. Antes de la aparicién de estos métodos se disponia ya
de resultados que sugerian, que en [a especiacién podian intervenir un cierto
numero de sustituciones alélicas, ya que era conocido que las especies, incluso las

mas proximas, eran genéticamente bastante diferentes {Ayala,1982).

Se puede estimar la diferenciacién genética entre dos poblaciones
estudiando en cada una de ellas una muestra de proteinas elegidas al azar. De esta

forma, los genes que codifican esas proteinas representan una muestra aleatoria
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de todos los genes que nos dardn informacién acerca de la diferenciacién entre
esas poblaciones, Por lo tanto, los resultados obtenidos en el estudio de un
numero mas ¢ menos reducido de locus pueden ser extrabolados al conjunto del
genoma.

A través de los estudios de la variabilidad de las proteinas por
electroforésis podemos deducir las frecuencias alélicas y genotipicas en las

poblaciones.

Al comparar dos grupos de poblacién es muy importante el andlisis
de dos pardmetros: 1) Identidad genética (), es un indice de similaridad, que
exprasa la proporcion de genes idénticos en esas dos poblaciones y 2) Distancia
genética (D), que nos informa acerca del ndmero de sustituciones alélicas por locus
que se han producido durante la evolucién de las dos poblaciones después de su
divergencia {Ayala y Valentine, 1979). Estos dos pardmetros se utilizan para medir

la diferenciacién genética durante el proceso de especiacién.

Asl pues en este caso se ha pretendido analizar dicho proceso de
especiacién dentro del género Neisseria con objeto de ubicar en el mismo a A.
gonorrhoeae, los resultados obtenidos al realizar el estudio de polimorfismo
enzimiético llevado a cabo entre las diferentes especies del género Neisseria se

presentan en el apartado 5.1 de esta memoria.

Los datos electroforéticos nos indican que las especies de este
género se agrupan en dos "clusters™ mayoritarios {Figura 18). En el "cluster” | se
incluyen N. polysaccharea, N. cuniculi, N. lactamica, N. cinerea, N. meningitidis
y N. gonorrhoeae; en el "cluster” |l encontramos las especies N. perflava/sicca, N.
flava, N. mucosa, N. subflava, N, elongata, N. denitrificans y N. macacae. Ambos
"clusters"” se relacionan a una distancia genética de 0.86, lo que indica que se han
producido alrededor de 86 sustituciones alélicas en 100 locus, durante sus
evoluciones separadas. El Indice de similaridad encontrado es de 0.22.

Si analizamos cada "cluster" por separado, observamos que las

especies que forman el "cluster” ! se agrupan a una distancia genética de 0.59 (59
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sustituciones alélicas en 100 locus), obteniéndose un indice de similaridad de 0.44
(44 % de genes idénticos). Las especies que forman el "cluster” Il se relacionan
a una distancia genética de 0.84 y obtenemos un indice de similaridad de 0.22.

El valor del indice de similaridad entre cepas de la misma especie
normalmente es mds alto de 0.4, mientras que entre especies dicho valor es da
alrededor de 0.25 (Chung y cols., 1985).

Segqun este criterio las especies del "cluster” | han resultado ser muy
parecidas ya que el indice de similaridad encontrado es practicamente idéntico al
que se espera obtener en cepas que pertenecen a una misma especie. El valor del
indice de similaridad entre los dos “"clusters” coincide con el esperado entre

especies de un mismo género.

Esta clasificacion obtenida al aplicar electroforésis de isoenzimas,
concuerda en su mayoria con los esquemnas taxondmicos obtenidos a partir de
andlisis bioquimicos o caracteres fenotipicos (Hoke y Vedros, 1982), por
comparacion del genoma (Hoke y Vedros, 1982; Riou y Guibourdenche, 1987} y
los que se deducen a partir de medidas de distancia inmunolégica {Holten, 1974).

La dnica discrepancia que hemos encontrado es la ubicacién de A.
cunicufi. Algunos autores han colocado a esta especie junto con N. caviae y N.
ovis en el grupo de "falsas" neiserias (Hoke y Vedros, 1982). Nosotros hemos
encontrado que N. cuniculi se encuentra incluida en el "subcluster a” (Figura 18),
donde se presentan también N. polysaccharea, N. factamica y N. cinerea, con lo
que pensamos que esta especie deberia situarse en el grupo de las "verdaderas”
neiserias; resultados similares han sido descritos con anterioridad {(Chung y cols.,
1985).

Admitiendo que aquellos aislados que difierenennoméds de 2 6 3
loci deben ser incluidos como miembros de un mismo clon (Selander y cols.,
1986), en nuestro estudio una distancia genética de 0.3 nos indic'a diferencias en
2 6 3 loci.
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Segun este criterio, dentro del "cluster” |, hemos encontrado 18
clones, la mayoria de los cuales estarian formados a su vez por subclonss, 1o que
implicarfa que los TEs que forman los subclones pueden haber derivado de un
mismo clon ancestral; sin embargo en el "cluster” Il y segun la definicidén anterior,
obtenemos tnicamente 4 clones, {0 que indica que las especies que componen el
"cluster” | poseen una estructura de poblacién més clonai que las especies del
*cluster” Il. Este hecho coincide con lo expuesto anteriormente; mientras que las
especies del "cluster” |, presentan un 55 % de genes idénticos, las del "cluster”
il dnicamente presentan un 22 % de identidad.

De los datos obtenidos en este estudio, deducimos que algunas
especies son gensticamente mas homogéneas que otras; por ejemplo las cepas de
N. gonorrhoeae se distribuyen en dos clones que se relacionan a una distancia
genética de 0.35 (35 sustituciones en 100 locus), y un indice de similaridad de
0.67.

A la vista de todo lo anteriormente expuesto, podemos llegar a la
conclusién da que la electroforésis de isoenzimas es una herramianta util para
diferenciar cepas y especies bacterianas que se encuentran estrechamente
relacionadas. Por ejemplo en la escala electroforética N. gonorrhoeae y N.
meningitidis presentan un {ndice medio de similaridad de casi 0.4 en la escala de
0 a 1; lo que significa que mas de la mitad de la escala es vélida para diferenciar
estas dos especies. Por el contrario, el valor de hibridacién de ADN entre esas dos
especies es del 80-90 % (Hoke y Vedros, 1982}, lo que indica que solamente el
20 % de la escala de hibridacidn de ADN es Gtit para diferenciarias.
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2. ESTADO ACTUAL DE LA RESISTENCIA DE N. GONORRHOEAE FRENTE A
ANTIMICROBIANOS EN ESPANA.

Desde 1943 en que se describe por primera vez el tratamiento de la
gonorrea con penicilina, con un porcentaje de éxito cercano al 100 % (Mahoney
y cols., 1943}, hasta la actualidad, el panorama en cuanto a la sensibilidad de M.
gonorrhoeae frente a penicilina ha cambiado draméticamente; ya en 1976, la
proporcién de gonococos resistentes a este antibidtico oscilaba entre un 18-90 %
dependiendo de los diferentes lugares dei mundo. El problema se agrava mucho
més cuando en 1976 se aislan por primera vez cepas de gonococo con alta

resistencia a penicilina codificada por pldsmidos (Phillips, 1976).

A partir de ese momento hasta la actualidad se ha producido un
elevado incremento de cepas de gonococo resistentes a penicilina tanto por
mutacién cromosdmica como por produccién de g-lactamasa, encontrandonos en
este momento conun 24.5 % de cepas resistentes por uno u otro mecanismo, con
lo que el empleo de este antibidtico en el tratamiento de la gonorrea quedaria
reducido a aquellos casos en los que se verifique la sensibilidad de la cepa

causante de la enfermedad.

A la vista de los resultados obtenidos en este estudio (Tabla I1X), en
nuestro pais encontramos una incidencia de cepas NGPP del 17.4 %, con una
distribucién anual (Figura 1) en la que se llega al 34.7 % en 1991, siendo !a tasa

més alta a lo largo de los 9 afios estudiados.

En la distribucién geografica de cepas NGPP (Figura 2), observamos
que Catalufia es [a Comunidad Auténoma que presenta un mayor nimero de
aislamientos de este tipo, coincidiendo con lo descrito en otros estudios anteriores
(Baré y cols., 1987; Bar6 y cols.. 1989), por otro lado Asturias y Baleares
presentan diferencias estadisticamente significativas con el resto de las
Comunidades, no conocemos cual es la causa de esta diferencia, aunque se
mantiene a lo largo del estudio, lo que indicarla posibles diferencias en la

estructura de la poblacién de los gonococos en estas Comunidades.
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En cuanto a la situacién de las cepas no-NGPP, en la Tabla IX
podemos ver como los valores obtenidos de la CMl,, (0.09 ug/ml) y la CMI,, (0.42
pg/ml) son realmente muy slevados, coincidiendo con la tendencia generalizada
que se ha producido en otros paises en el aumento de la resistencia frente a
penicilina {(Mavrommati y cols., 1988: Fekete y cols., 1989;!son y cols., 1990;
Lind y cols., 1991).

En la distribucién anual (Figura 1), observamos que al igual que
ocurrfa con ias cepas NGPP, es en el aiio 1991 donde se obtiene el porcentaje més

elevado (14 %} de aislamientos no-NGPP de los Ultimos afos.

La distribucién por Comunidades Auténomas refleja que no existen
diferencias en cuanto a la incidencia de cepas NGPP, exceptuando Aragén en
donde sa obtiene el mayor porcentaje de este tipo de aislamientos, si bien, al ser
un numero muy reducido de cepas y concentradas en un periodo de tiempo corto,
es dificil asegurar si es la situacién real que se presenta en dicha Comunidad
Auténoma. De igua! forma hay que resenar el caso de Murcia, donde no
encontramos ninguna cepa resistente a penicilina por mutacién cromosémica,

aungue el nimero de cepas que hemos estudiado haya sido pequeio.

La tetraciclina ha sido ampliamente utilizada en el tratamiento de las
uretritis, fundamentalmente en los casos en que no se podia realizar un diagnédstico

etiolégico.

La sensibilidad de las cepas de gonococo a tetraciclina ha ido
disminuyendo a lo largo de los ultimos afios. Al igual que ha ocurrido con la
penicilina, N. gonorrhoeae ha ido desarrollando diferentes mecanismos de
resistencia frente a este antibidtico. Por un lado, y debido a los efectos aditivos de
de diferentes mutaciones cromosémicas, los gonococos han ido perdiendo
sensibilidad a tetraciclina; por otro lado en 1986 se describe la aparicién de cepas
de gonococo con alto nivel de resistencia a tetraciclina codificada por un pldsmido
de 25.2 Md {(Morse y cols., 1986).

De los resultados obtenidos en este estudio, observamos que el
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porcentaje de cepas de gonococo resistentes a tetraciclina supone un 56.6 %
cuando nos referimos al total de cepas estudiadas (NGPP y no-NGPP). En la Tabla
X se presentan los resultados de sensibilidad a tetraciclina en cepas no-NGPP,
donde podemos ver un elevado grado de resistencia ya que el 22.7 % de los
gonococos no productores de f-lactamasa presentan resistencia frente a este
antibidtico (CMl=1 pg/mi), con lo que su uso en el tratamiento de la infaccién
gonocdécica estaria desaconsejado.

Estos niveles de resistencia se corresponden con los encontrados en

otros paises (Ison y cois., 1987; Van Klingeren y cols,, 1988: Lind y cols., 1991).

En la distribucién anual de las cepas no-NGPP resistentes a
tatraciclina {Figura 1), se ocbserva un paralelismo en la evolucién de la resistencia
a penicilina y tetraciclina, produciendose en 1991 el mayor numero de aislamientos
NGRT al igual que ocurria con las cepas NGRPMC.

En cuanto a las cepas NGPP, la proporcién de cepas resistentes a
tetraciclina supone un 42.1 %, bien por un mayor empleo de este antibiético en
el tratamiento de la infeccién gonocécica producida por gonococos productores de
B-lactamasa, bien porque la poblacién de cepas NGPP espafiola sea por naturaleza
mas resistente a tetraciclina. Hay que resedar sin embargo, el descenso paulatino
que se produce en estos aislamientos desde 1985 hasta 1988 llegando a ser en
este afo de un 7.7 % el porcentaje de cepas NGPP resistentes a tetraciclina,
aunque en los afios sucesivos se produce una rapida subida de cepas resistentes
suponiendo en 1991 un 69.7 %. Estos cambios serdn analizados més adelante

junto con el anélisis plasmidico de las cepas NGPP.

En la distribucién geogréfica de las cepas NGRT en las diferentes
Comunidades Auténomas (Figura 2}, destaca Aragén como la Comunidad
Auténoma que presenta un mayor nimero de aislamientos NGRT, aungue con la
misma salvedad mencionada para penicilina. Euskadi y Castilla-Le6n son las dos
Comunidades con mayor porcentaje de cepas resistentes a tetraciclina con una
diferencia estadisticamente significativa {p < 0.01) con elresto delas Comunidades

Auténomas.
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Debido al elevado ndmero de cepas resistentes a tetraciclina por
mutacién cromosdmica, el tratamiento de la gonorrea con este antibiético no es
indicado.

Los resuitados de sensibilidad a espectinomicina se pueden ver en
la Tabla XI donde no se observan grandes diferencias en los valores de la CMlg, ¥y
CMy, en los dos grupos de cepas estudiados, NGPP y no-NGPP, a lo largo de estos
ailos.

Aunque en otros paises se han descrito cepas de N. gonorrhoeae
resistentes a espectinomicina {lson y cols., 1987; Schwarcz y cols., 1990),

nosotros no hemos encontrado ninguna cepa resistente a este antibiético.

La cefoxitina es un antibidtico que se recomienda en el tratamiento
de la gonorrea, sobre todo en aquellos lugares donde se presenta una elevada
incidencia de cepas NGPP {CDC, 1987).

En el conjunto de las cepas no-NGPP, los valores de la CMI,, y CMlg,
son 0.26 y 0.87 wug/ml respectivamente (Tabla Xil), los cuales estdn en
consonancia con lo descrito por otros autores (Monayar y cols., 1987; Fekete y
cols., 1989).

Hay que destacar el aumento progresivo de cepas con una CMI
comprendida entre 1-4 pg/ml, valores éstos considerados por algungs autores
como correspondientes a cepas resistentes {Schwarcz y cols., 1990); 1983 y
1991, son los afios donde se obtienen mdés aislamientos con un valor de CMI entre
1-4 ug/ml, correspondiendo con el mayor nimero de cepas NGRPMC; este hecho
concuerda con lo descrito por algunos autores ya que las mutaciones responsables
de la resistencia a penicilina {(pen A), también confieren una disminucién en la
sensibilidad a las cefalosporinas de segunda y tercera generacién (Fekete y cols.,
1989; Ison y cols., 1990).

En el conjunto de cepas NGPP (Tabla X!}, observamos una tendencia

de los valores de la CMl;, y CMly, a disminuir, aunque en 1991 se produce una
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brusca subida de estos valores, siendo en este aifo cuando se obtienen méis
aislamientos de gonococo con una CMI comprendida entre 1-4 ug/mi.

Como ya indicamos en el apartado de Resultados, hemos incluido en
este estudio los resultados de sensibilidad a ceftazidima en cepas NGPP y no-NGPP
hasta el afio 1289, debido a que al no emplearse demasiado en el tratamiento de
la infeccién gonocécica, decidimos incluir en su lugar el estudio de sensibilidad a

ceftriaxona, ya que este antibidtico se emplea de forma més generalizada.

Unicamente resenar que los valores de la CMI,, y CMIg, encontrados,
' tanto en cepas NGPP como en no-NGPP han sido muy bajos y muy similares a lo
largo de los anos estudiados {Tabla XllI), no encontrdndose ninguna cepa con un
* valor de CMI supeior a 0.12 ug/ml.

Los resultados de sensibilidad a ceftriaxona se presentan en la Tabla
X1V, donde cbservamos como los valores de la CMl,, y CMl,, en cepas no-NGPP,
no han sufrido grandes variaciones en el muestreo de cepas que hemos llevado a
cabo en este estudio, encontrdndose unos valores muy similares en las cepas
NGPP correspondientes a los 3 afos analizados.

No hemos encontrado ninguna cepa con un valor de la CMI>0.06
pg/ml, sin embargo cepas con una CMI>0.06ug/ml, que se consideran de

susceptibilidad intermedia, ya se han aislado en nuestro pais (Perea y cols., 1991).

Como vya hemos comentado anteriormente, {08 @gonocacos
resistentes a penicilina por mutacién cromosémica, presentan también una
disminucién en la sensibilidad a cefalosporinas, con lo que el incremento en el uso
de este antimicrobiano para el tratamiento de la gonorrea podrfan provocar un

aumento en los niveles de resistencia a este antibidtico.

Se ha sugerido el empleo de las quinolonas, en particular la
ciprofloxacina y la norfloxacina, como método alternativo en el tratamiento de la
infeccidén gonocécica (CDC, 1990) por lo que decidimos llevar a cabo un muestreo

de sensibilidad a ciprofloxacina en cepas no-NGPP pertenecientes a los 9 afios
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estudiados; los resultados de sensibilidad a este antibiético se reflejan en la Tabla
XV.

Los valores de la CMIg, y CMI,, han sido de 0.002 y 0.01 ug/ml
respectivamente. Este valor de la CMIg; coincide con lo descrito por otros autores
(Gransden y cols., 1991}, aunque nosotros encontramos un valor de la CMlg, més
elavado. Esto nos indica una mavyor presencia en nuestro pals de cepas con

sensibilidad disminuida a ciprofloxacina.

Hay que resedar la aparicién de cepas no-NGPP (3 %) con un valor
de la CMI entre 0.06-0.25 wg/ml, consideradas por algunos autores como
moderadamente resistentes e incluso resistentes, apareciendo en este estudio este
tipo de gonococos ya en 1984 (Turner y cols., 1990}.

En 1980 se describen cepas de gonococo resistentes a
ciprofloxacina {Turner y cols., 1990), con lo que el empleo de este antibistico
pudiera no responder a las iniciales perspectivas suscitadas.

Al comparar la sensibilidad a penicilina frente al resto de los
antibiéticos utilizados en este estudio, se obtiene que el mds alto nivel de
resistencia cruzada, se presenta entre penicilina y ceftazidima con un coeficiente
de correlacidon de Pearson de r=0.65; siendo este valor de r=0.58 con
ceftriaxona, r=0.42 con tetraciclina v r=0.49 con cefoxitina. La menor
resistencia cruzada corresponde a penicilina con ciprofloxacina {r =0.2) (Figura 3),
que si bien es estadisticamente significativo, sugiere una asociacién poco
relevante, 1o que en principio era de esperar por el diferente mecanismo de accidén

de ambos antimicrobianos.

Los coeficientes de correlacidn que hemos obtenido son
estad(sticamente significativos (p < 0.01), excepto en el casode la espectinomicina
{r=0.06), este valor nos indica una escasa resistencia cruzada con penicilina, lo
cual al igual que en el caso anterior era de esperar debido a los diferentes

mecanismos de resistencia que presentan los dos antibi6ticos.
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Estos resultados concuerdan con lo descrito por otros autores (Baré
y cols., 1989; Ison y cols., 1990); sugiriendo asl mismo que debe existir
probablemente un mecanismo de resistencia comun en el que estarfan implicados

los cambios en la permeabilidad de la membrana externa de los gonococos.
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3. APLICACION DE MARCADORES FENOTIPICOS; AUXOTIPIA'Y
DETERMINACION DE SEROVARIEDADES

La auxotipia ha sido el primer método utilizado en la tipificacién de
las cepas de V. gonorrhioeae, y fuéd desarrollado por Catlin en 1973. En el presente
estudio el nimero de auxotipos diferentes que hemos encontrado ha sido 22,
siendo el prototréfico y prolina dependiente, los obtenidos con mayor frecuencia
(69 % y 22.9 % respectivamente), el resto de auxotipos han tenido una escasa
representacién de cepas (Figura 13), es decir, solamente 2 auxotipos concentran
mds del 81.9 % de las cepas. En otros paises la distribucién de auxotipos es muy
simifar a la obtenida en este estudio (Mavrommati y cols., 1988; Ison y cols.,
1990; Lind y cols., 1991)

En la distribucién anual de auxotipos (Figura 14), se reproduce la
situacién que acabamos de comentar; hay que resefiar una cierta tendencia a
disminuir el auxotipo -Pro a partir del afio 1987, mientras que el auxotipo -Pro, -
Arg ha sufrido un ligero incremento en los ultimos afios. También observamos
como el porcentaje de cepas no auxotipables ha ido en aumento desde 1984 hasta
1990, aunque en 1991 la frecuencia de este tipo de cepas suponse tnicamente un
0.5 %.

En la Figura 15 se presenta la distribucién geogréfica de los dos
auxotipos mas frecuentes encontrados en este estudio. Las cepas prototréficas
han tenido una mayor presencia en Baleares y Asturias con una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.01} con el resto de las Comunidades. En
Murcia, no encontramos ninguna cepa -Pro, aunque pueda ser debido al escaso
nimero de cepas estudiadas. Es destacable el porcentaje tan bajo de cepas -Pro
encontradas en Baleares. En el caso de Asturias y Baleares esto implicarfa una

mayor homogeneidad de las poblaciones desde el punto de vista de la auxotipia.

A la vista de los resultados que hemos obtenido en cuanto a la
escasa variacién en el nimero de aislamientos de diferentes auxotipos, es
aconsejable que la auxctipia se emplee siempre en combinacién con otros

marcadores, especialmente la serotipia, con lo que se consigue una mayor
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discriminacién en las cepas de N. gonorrhoeae.

Al realizar la serotipia en las cepas de gonococo incluidas en esta
memoria, observamos que el serotipo mayoritario ha sido el IB (74.6 %) (Figura 4);
esta distribucién coincide con lo descrito por otros autores (Ison y cols., 1990},
La frecuencia de serotipos en las diferentes Comunidades Auténomas es un refiejo
de la situacién descrita anteriormente, sin embargo es resefable la escasa
proporcién de cepas de serotipo 1A que encontramos en Baleares.

En la determinacidén de serovariedades en cepas de serotipo 1A,
encontramos 16 serovariedades distintas, siendo mayoritarias la |A/rst (47.9 %)
junto con la IA/v (24.5 %) (Figura 5), en lo que se refiere a la distribucién global
de cepas {no-NGPP y NGPP). Dentro de las cepas no-NGPP, la distribucién que
encontramos es muy parecida a la global, aunque hay que destacar una menor
presencia en este grupo de las cepas |A v/x. En el conjunto de las cepas NGPP los

gonococos |A/v ¥ IA v/x son mds abundantes que en el total de cepas.

Las cepas de serotipo IB se distribuyen en 83 serovariedades
distintas siendo 8 las mas frecuentes (Figura 6). Es resefiable el descenso en la
frecuencia de cepas 1B x/v dentro del grupo de cepas no-NGPP en relacién al total
de cepas, asi como la mayor presencia de gonococos IB x/v y |B/pyuvt dentro del
conjunto de las NGPP. Hay que destacar que mientras que el nimero de
serovariedades en cepas de serotipe A se mantiene mas 0 menos constante a lo
largo de estos afos, en el caso de las cepas de serotipo IB se produce un
incremento importante en el periodo de tiempo estudiado, fo cual implica una
mavyor variabilidad de las cepas de serotipo IB. Hay que resaltar el incremento de
cepas IB/oys y IB/ys que han supuestc en 1991 el 10 % vy el 6.9 %
respectivamente, produciendose un descenso paulatino a lo largo de estos afios

en la frecuencia de cepas IB/x y |B/rpyst.

Dentro del grupo de cepas NGPP, la presencia de gonococos IB/oys
se ha ido haciendo cada vez mayor, suponiendo en 1991 practicamente el 20 %
del total de cepas NGPP de serotipo IB, mientras que las cepas IB/ropt y IB x/v han

sufrido un notorio descenso dentro del conjunto de gonococos NGPP.
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Cuando analizamos las relaciones que se producen entre los
auxotipos y serotipos de las cepas incluidas en esta memoria, encontramos que
el auxotipo -Pro se asocia significativamente (p<0.01} al serotipo |A, esto explica
que la presencia de cepas de serotipo |IA prototréficas sea menor. La asociacién
de cepas de serotipo |A con los 16 auxotipos encontrados da lugar a 63 clases
(A/S} {Tabia XXiX}. Sin embargo, como ya hemos comentado en el apartado 6.1,
més del 50 % de las cepas se distribuyen en 3 clases mayoritarias; una mayor
variabilidad encontramos en las cepas de serotipo IB, donde los 21 auxotipos
distintos obtenidos dan lugar a 234 clases lo que supone casi cuatro veces més
que en el caso de las cepas IA aunque las 5 clases mayoritarias no engloban més
que aproximadamente al 30 % de los gonococos. No hemos encontrado una
relacién exclusiva entre auxotipos y serovariedades aunque como acabamos de
decir existen asociaciones mdés frecuentes entre algunos auxotipos vy

serovariedades.

Las asociaciones entre resistencia a antimicrobianos y determinadas
clases {A/S), ya ha sido descrita con anterioridad (Bygdeman y cols., 1982) y
permite de alguna forma controlar y predecir la evolucién de la resistencia en
funcién de los datos obtenidos en la poblacién de gonococos. En la distribucién por
serotipos en las cepas con distintos niveles de sensibilidad a penicilina (Pen®, Pen™
y Pen’), observamos una mayor relacién del serotipo IB con las cepas que
presentan algun nivel de resistencia a penicilina. Cuando analizamos las clases
(A/S), en el serotipo |A no encontramos diferencias significativas en los tres grupos
de cepas con distintos niveles de sensibilidad a penicilina., sin embargo en las
cepas de serotipo IB, si obtenemos asociaciones entre algunas clases y la
resistencia a este antibidtico. En el grupo de las Pen' las clases Prototr/oys, -
Pro/rop y -Pro/opyuvt son mas abundantes en este grupo que en las Pen® v las
Pen™ {p<0.01) (Tablas XXXI, XXXl y XXXIil).

En cuanto a la distribucién por serotipos de las cepas resistentes a
tetraciclina, no se encuentran diferencias significativas al comparar los dos grupos
de cepas Tet' y Tet®, igualmente no hay diferencias en las cepas de serotipo lA en
esos dos grupos de cepas; sin embargo si encontramos una clara relacién entre los

gonococos Prototr/oys y Prototr/ys y la resistencia a tetraciclina ya que alcanzan



197

una proporcién mucho mayor que en el grupo de las Tet® {p<0.01). Hay que
destacar que, como hemos dicho anteriormente, este tipo de gonococos de la
clase Prototr/oys y Prototr/ys en 1991 suponen el 10 % y el 6.9 %, siendo
ademds mas abundantes en el grupo de las Pen' y Tet'".

ATI-EN
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4. ANALISIS DE LAS CEPAS DE N. GONORRHOEAE PRODUCTORAS DE
PENICILINASA MEDIANTE PLASMIDOTIPIA Y ANALISIS MULTIENZIMATICO

La frecuencia de los distintos tipos de pldsmidos (Figura 16) que
hemos encontrado en este estudio concuerda con lo descrito por otros autores
(Nogueira y cols.,1990), sin embargo en otros paises se producen situaciones
diferentes {Monayar y cols., 1987; Mavrommati y cols., 1988).

En este estudio queda reflejado un interesante cambio en el perfil
plasmfdico a partir de 1986, ya descrito anteriormente por el Laboratorio de
Referencia de Gonococos del Centro Nacional de Microbiologia (Berrén y cols.,
1988). Hasta 1986 el pldsmide de 4.5 Md (tipo asiitico} con o sin pldsmido
conjugativo o de transferencia (24.5 Md) fue el més frecuentemente encontrado
en las cepas NGPP, sin embargo a partir de 1986, cepas de gonococo con
pldsmido de tipo africano (3.2 Md}, han sido las méds abundantes; no obstante
parece existir una cierta tendencia a que se equilibre la frecuencia de estos dos
tipos de plasmidos (Figura 16}, esto es indicativo de la gran movilidad que

presentan cepas y pldsmidos y la poca estabilidad de las poblaciones.

La proporcién del plasmido de 24.5 Md en las cepas con pldsmido
de 4.5 Md es bastante estable en el periodo de tiempo analizado; sin embargo a
partir de 1987 la frecuencia de cepas con pldsmido de 3.2 Md y que ademés
poseen el de transferencia se ha ido incrementando, con lo cual dada la alta
incidencia de cepas NGPP en nuestro pais, puede ser preocupante esta elevada
incidencia de! pldsmido conjugativo, por su potencial papel como transmisor de
plésmidos de resistencia.

Hemos observado que existe una coincidencia entre el aumento de
cepas resistentes a tetraciclina y la mayor presencia del plésmido de 4.5 Md
{Figura 17); los afios en los que la frecuencia del pldsmido africano ha sido mayor
hemos encontrado un menor nimero de cepas resistentes a tetraciclina. Esto no
debe tener relacién con el tipo de plasmido, sino que pensamos que de una manera
casual, la poblacién de cepas con el pldsmido de 4.5 Md es naturalmente mas

rasistente.
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Durante 1986 y 1987, de 74 cepas NGPP con pldsmido de 3.2 Md
estudiadas en nuestro laboratorio, el 51.3 % pertenecian a la clase Prototr/AvBx.
A partir de 1988 este tipo de aislamientos ha ido descendiendo. Por ello,
pensamos que el cambio en el perfil plasmidico podria ser causado por la
introduccién en nuestro pals de este tipo de cepas (Berrdn y cols., 1988).

Al hacer un estudio de polimorfismo enzimdtico en 38 cepas ds la
clase Prototr/AvBx de las cuales 19 eran NGPP con el pldsmido de 3.2 Md y 19
no-NGPP, encontramos que estas cepas se agrupan en 3 TEs distintos (Figura 20).

Al TE1 pertenecian la mayoria de las cepas NGPP, mientras que las

no-NGPP se agrupaban en el TE2; el TE3 estaba formado por una sola cepa NGPP.

La diversidad genética encontrada es de 0.235, lo que indica que
estas cepas de gonococo forman un grupo con poca variabilidad genética, siendo
similar a la encontrada en otras especies bacterianas que presentan una diversidad

genética parecida (Ochman y cols., 1983; Selander y cols., 1985).

Actualmente las cepas Prototr/AvBx no son frecuentes entre las
cepas NGPP. A la vista de los resultados obtenidos al aplicar la electroforésis de
isoenzimas, pensamos que pudieran haber sido las responsables en el cambio del
perfil plasmidico observado a partir de 1986.
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5. APLICACION DEL ANALISIS MULTIENZIMATICO EN LOS GRUPOS DE CEPAS
DE GONOCOCO CON DIFERENTES NIVELES DE RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS

Las 354 cepas de N. gonorrhoeae no productoras de f-lactamasa
con diferentes niveles de sensibilidad a penicilina (Pen’, Pen™ y Pen’], incluidas en

asta memoria se han agrupado en 46 TEs diferentes (Figura 19).

La diversidad genética media entre TEs y aislados ha resuitado ser
muy similar de 0.26 y 0.27 respectivamente; 1a proporcién de alelos por enzima
ha resultado ser de 2.07.

lLos 46 TEs encontrados se han agrupado en 2 “"clusters”
mayoritarios; el "cluster” | comprende 37 TEs y engloba al 87.3 % de las cepas,
mientras que el "cluster” Il estd formado por 9 TEs, que suponen el 12.7 % del
total de cepas incluidas en el estudio. Ambos "clusters” se relacionan a una
distancia genética de 0.35 (35 sustituciones alélicas en 100 locus), presentdndose
un indice de similaridad de 0.75 (75 % de genes idénticos}.

Analizando cada "cluster" por separado encontramos, que el
"cluster” | a su vez esta formado por los "subclusters™ A, B, C, D y E. En la Figura
19 podemos ver que de los 12 TEs que constituyen el "subcluster” A, dos de ellos
estdn formados por cepas con éerotipo IA, 6 por cepas IB y 4 constituidos por
cepas de ambos serotipos.

En el "subcluster” B, se incluyen 6 TEs, de los cuales 2 estin
representados por cepas de serotipo |A, 2 por cepas IB y otros 2 por cepas de los

dos serotipos.

El "subcluster" C formado por 2 TEs, en los cuales solo se incluyen

cepas de serotipo |A.

Al "subcluster” D pertenecen 10 TEs, 3 integrados por cepas de

serotipo 1A, 2 por cepas IB y en el resto se encuentran cepas de los dos serotipos.
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El "subcluster” E constituido por 7 TEs, 3 de los cuales incluyen
cepas de serotipo IA y 1B, 3 de serotipe By 1 |A.

El "cluster” Il estéd integrado por 9 TEs, 7 de ellos son de serotipo
1B, 1 de serotipo IA y 1 formado por cepas de ambos serotipos.

Si admitimos que aquellos aislados que difierenennomésde 26 3
loci, deben ser incluidos como miembros de un mismo clon (Selander y cols.,
1986), en nuestro caso una distancia genética de 0.18 nos indica diferencias de
2 loci, con lo que las cepas no-NGPP incluidas en este estudio se agrupan en 11
clones distintos, los cuales a su vez estdn formados en la mayoria de los casos por

subclones.

Segqun este criterio, se puede admitir que fos TEs gue constituyen
esos clones son reconocidos como subclones derivados de un mismo clon

ancestral.

En cuanto a la distribucién de las cepas con distintos niveles de
resistencia a penicilina y tetraciclina en los distintos TEs, encontramos que las
cepas Pen’ no se distribuyen de una forma homdgensa en los diferentes
"subclusters”, sino que por el contrario, este tipo de aislamientos se agrupan en
3 "subclusters” de los anteriormente descritos. En el "subcluster” A se presenta
el 37.5 % de las cepas resistentes a penicilina y el 27.2 % de las resistentes a

tetraciclina.

El "subcluster” D agrupa al 16.7% y 29.9 % de cepas Pen' y Tet'

respectivamente.

En el "cluster” Il se incluyen el 45.5 % de las cepas Pen' y el 26 %
de las Tet'.

En el "subcluster” C, no aparece ninguna cepa resistente a penicilina
ni a tetraciclina. En los "subclusters” B y E, hallamos un porcentaje muy bajo de

cepas Tet' (7.1 % y 9.1 %, respectivamente), no encontrandose ninguna cepa
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Pen'. Es decir, estos "subcluster” estarfan conformados por cepas de gonococo

con mutaciones tet pero no pen A, pen B o mtr.

Ya que la distribucién de las cepas Pen' no es homogénea en todo
el dendrograma, esto significa que !a resistencia no estd "universaimente”
repartida. En el caso de N. meningitidis se ha llegado a la conclusion de que la
aparicién de la resistencia a penicilina no ha tenido lugar en un solo clon residente,
ni se ha debido a la introduccién de un nuevo clon (Berrén y cols., 1992). En el
caso de N. gonorrhoeae, no parece que haya clones exclusivos en la poblacién
resistente; la resistencia moderada a penicilina si se encuentra ampliamente
distribuida, debido posiblemente a que ha transcurrido un buen nimero de afios
desde su aparicién, habiendo sido la transmisién fundamentalmente horizontal. Lo
mismo sucede con la resistencia a tetraciclina. Sin embargo las cepas Pen' se
encuentran concentradas en algunos "cluster", bien porque este nivel de
resistencia ha aparecido mds recientemente, bien porque en este caso la

transmisidén este sucediendo de una forma vertical mas que horizontal.

La distribucién anual de las cepas incluidas en esta memoria en los
diferentes TEs, nos indica que se realiza de una forma homogénea, ya que cada TE
estd formado por cepas aisladas en distintos afios; sin embargo el "cluster” |l estd
integrado por cepas de N. gonorrhoeae que corresponden al periodo de tiempo de
1983- 1986. Hasta 1991 no vuelven a aparecer 2 cepas incluidas en este

"cluster”.

La distribucidn de los TEs enlas diferentes Comunidades Autédnomas
(Tabla XXVI), nos indica que cada Comunidad Auténoma viene representada por
diferentes TEs; sin embargo ha habido TEs que han agrupado un mayor nimero de

cepas en cada una de ellas.

Hemos descrito anteriormente como se ha producido la distribucién
de los serotipos en los distintos TEs, viendo que se realiza de una forma més o
menos homogénea, sin embargo hay que resaltar que se produce més acumulacién
de cepas con serotipo 1B en el “cluster” Il, en el que sélo el 1.1 % de los

gonococos son de serotipo |A, probablemente debido a que en este "cluster” la
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presencia de cepasresistentes es mayor y como hemos dicho anteriormente existe
una asociacién entre la resistencia y el serotipo IB.

En cuanto a las serovariedades, encontramos que la misma
serovariadad aparece distribuida en diferentes TEs y que varias serovariedades
distintas forman parte de un mismo TE (Tablas XXXVI y XXXVIl); sin embargo las
cepas con serovariedades |A/v, |A/v/x asi como las IB/rpt, IB/rpyt vy 1B/rpyust, solo
aparecen en el "cluster” |, presentando un nimero suficientemente alto de cepas

como para que pudieran aparecer en los dos "clusters”.

Al analizar la Tabla XXXVIll, se puede apreciar como los auxotipos
se reparten también de una forma homogénea a lo largo de {os TEs. Hay qua
resaltar, sin embargo, que en el TE 13 en el que estédn incluidas 14 cepas, no
aparece ninguna prototréfica; existiendo por el contrario, algunos TEs que estdn

formados sélo por cepas de auxotipo Prototr.

La relacién entre los marcadores fenotipicos v genotipicos, es decir
la distribucién de Clases (A/S) en los distintos TEs, se presenta en las Tablas
XXXIX y XL.

En las cepas con serotipo |A, cuando aplicamos la electroforésis de
iscenzimas y la determinacién de auxotipos, obtenemos 43 Clases distintas
Auxotipo/Tipo Electroforético (A/TE), lo que implica una menor variabilidad que
cuando se lleva a cabo la determinacién de Clases (A/S), en donde encontrdbamos
63 Clases diferentes; sin embargo las cepas se reparten de una forma més
homogénea en las Clases (A/TE}, ya que las 4 Ciases mayoritarias Prototr./TE 23
(8.6 %), Prototr./TE 26 (7.4 %), Prototr./TE 31 (6.2 %) y Prototr./TE 13 (6.2 %);
sélo engloban un 28.4 % frente al 54 % que englobaban las 3 principales Clases
(A/S).

Por otro lado la aplicacién de isoenzimas en las 3 principales Clases
(A/S), permite discriminar éstas en un total de 20 Clases
Auxotipo/Serovariedad/Tipo Electroforético (A/S/TE), con lo que se consigue llegar

a una mayor caracterizacién de las cepas que se incluyen en estos grupos
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yoritarios, que sin la aplicacion de la electroforésis de isoenzimas, no podrian

diferenciadas.

En las cepas con serotipo IB, aplicando la electroforédsis de
anzimas y la determinacién de auxotipos, encontramos 92 Clases (A/TE); las
1as se reparten con una homogeneidad similar en las Clases (A/TE), a la

-arvada en las (A/S).

Enlas 5 Clases mavyoritarias Prototr./TE 2 (6.9 %9}, Prototr./TE 25
2 %), Prototr./TE 23 (7.7 %), Prototr./TE 24 (4.4 %) y Prototr./TE 40 (3.3 %),
concentran el 28.5 de las cepas con serotipo I8, un porcentaje muy similar al

:ontrado en las S Clases principales (A/S}.

Por otro fado, si nos fijamos en las 5 principales Ciases (A/S}), trds
aplicacién de la electroforésis de isoenzimas, vemos que se reparten en 37
ses (A/S/TE), lo que permitirfa una mayor discriminacién de las Clases (A/S)

yoritarias en ef grupo de cepas con sercotipo {B.

La escasa relacién observada entre las Clases (A/S) y los TEs, ha
0 observada por otros autores no solo en N. gonorrhoeae {(Poh y cols., 1992),

0 an gtras especies como N. meningitidis {Caugant y cols., 1987; Berrén 1992).

Esta ausencia de correlacién entre genctipos y fenotipos nos sugiere
> puede ser interesante la combinacién de ambos métodos con el fin de

erenciar aislades de N. gonorrhoeae

A la vista de los resultados obtenidos, pensamos que la
ctroforésis de isoenzimas podria servir como método de subtipado en aguellas

pas que presentan Clases {A/S) comunes.

La combinacién de estos 3 métodos de tipificacién nos llevaria a una
signacién de las cepas por Clases Auxotipo/Serovariedad y nimerc de TE
ISITE).




.......................................... CONCLUSIONES
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El estudio presentado en esta memoria pretende conseguir un
conocimiento mas amplio de la especie V. gonorrhoeae, tanto desde el punto de
vista fenotipico como genotipico. Para ello se han empleado los marcadores
clasicos {auxotipia, determinacién de serovariedades y plasmidotipia) asf como la
electroforésis de isoenzimas.que nos ofrece una visién de la estructura y relaciones
genéticas de la poblacién de gonococos.

Asi mismo se ha realizado un seguimiento de la sensibilidad a
antimicrobianos de los aislamientos de gonococo, analizando el estado de
sensibilidad frente a los antibidticos utilizados con mayor frecuencia en el
tratamiento de la infeccién gonocdcica (penicilina, tetraciclina, cefoxitina,
ceftazidima, ceftriaxona y espectinomicina) asi como frente a algin otro
(ciprofloxacina) que se presenta como una alternativa en el tratamiento de
infecciones producidas por cepas resistentes a los antibidticos anteriormente

citados.

Por otro lado se ha realizado un estudio de polimorfismo enzimético
en un grupo de cepas NGPP aisladas en 1986 y 1987, todas ellas portadoras del
pldsmido de tipo africano, con el fin de analizar el cambio en el perfil plasmidico

observado en estos afos en el laboratorio de referencia de gonococos.

De los resultados obtenidos en el presente estudio podemos deducir

las siguientes conclusiones:

1.- La clasificacién obtenida al aplicar electrofordsis de isoenzimas
en las distintas especies del género Neisseria concuerda en general con los
esquemas taxondmicos previamente establecidos. La especie més homogénea ha
resultado ser N. gonorrhoeae, mientras que las méds heterogéneas han sido M.

perflava/sicca y N. mucosa.

2.- La especie N. cuniculi, ubicada por algunos autores junto con A.
caviae y N. ovis como especies de afiliacién incierta, se encuentra estrechamente
relacionada con N. polysaccharea, N. lactamica y N. cinerea, por 10 que podria ser

incluida en el grupo de "verdaderas" neiserias.
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Del estudio de sensibilidad a antimicrobianos llevado a cabo

deducimos que:

3.- La proporcién de cepas resistentes a penicilina, bien por
produccién de g-lactamasa o por mutacién cromosémica es de un 24.5 %, con lo
que este antibiftico no debe emplearse en el tratamiento de la infeccién
gonocéceica. El mismo problema se presenta con el uso de la tetraciclina, ya due

un 56.6 % de los aislamientos fueron resistentes a este antibidtico.

4.- Las mutaciones cromosémicas responsables de la resistencia a
penicilina confieren igualmente una disminucién en {a sensibilidad a cefalosporinas
de segunda y tercera generacidn, asf como a tetraciclina. No sucede lo mismo en

el caso de la espectinomicina y ciprofloxacina.

5.- El empleo de ia ciprofioxacina como tratamiento alternativo debe
llevarse a cabo con precaucién ya que hemos encontrado cepas con una CMI| entre

0.06 y 0.25 ug/ml, consideradas como moderadamente resistentes.
Al aplicar los marcadores fenotipicos encontramos qua:

6.- Hemos obtenido 22 auxotipos diferentes aungue el 81.9 % de
las cepas se concentran tan solo en dos (Prototéficas y Prolina dependientes), lo
que limita mucho su utilizacién como unico marcador. Sin embargo observamos
un ligero incremento del auxotipo -Pro, -Arg en detrimento del -Pro en los ultimos

afos del estudio.

7.- El serotipo mayoritario ha sido el IB (74.6 %). Tras aplicar
anticuerpos monoclonales para determinar serovariedades, las cepas IB presentan
una mayor variabilidad que las cepas |A. En estas ultimas la serovariedad
mayoritaria fue [A/rst (47.9 %), seguida de |A/v (24,5 %). Las cepas IB se han
distribuido en 83 serovariedades diferentes, destacando que las serovariedades

IB/ys vy IB/oys han experimentado un incremento importante en los Ultimos afios.

i
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- 8.- Hemos encontrade una clara asociacién entre algunas
serovariedades y la sensibilidad a antibiéticos. Asl, en el grupo de las Pen' las
Clases Prototr./IBoys, -Pro/lBrop y -Pro/iIBopyuvt son méas abundantes que en el
grupo de las Pen® y Pen™ (p<0.01); asf mismo las cepas Prototro./IBoys y
Prototr./IBys son mAas frecuentes en &l grupo de las Tet’ (p<0.01).

8.- A partir de 1986 se produce un cambio del perfil plasmidico en
las cepas NGPP, siendo més frecuente a partir de ese momento el pldsmido de tipo
africano (3.2 Md), sf bien parece que existe una cierta tendencia a que se equilibre
la frecuencia con el asistico (4.5 Md).

10.- A la vista de los resultados obtenidos tras aplicar la
electroforésis de isoenzimas en cepas NGPP, pensamos que aislamientos
Prototr./AvBx pudieran haber sido los responsables del cambio del perfil

plasmidico. Este tipo de aislamientos no son tan frecuentes en la actualidad.

11.- Existe una correlacién entre el aumento de cepas resistentes a
tetraciclina y una mayor presencia de! pldsmido de 4.5 Md.

Del estudio de 1a electroforésis de isoenzimas en cepas no-NGPP con
diferentes niveles de sensibilidad frente a antibidticos concluimos que:

12.- No se encuentra relacién entre los marcadores fenotipicos
{Auxotipo/Serovariedad) y los TEs. La informacién obtenida revela que los
gonococos Son un grupo geneticamente homogéneos que presenta una estructura
de poblacién clonai.

13.- Existe una clara relacién entre algunos TEs y los niveles de
sensibilidad frente a penicilina y/o tetraciclina.

14.- Parece que la resistencia ha aparecido en clones preexistentes
enla poblacién ya que no encontramaos ningun clon constituido exclusivamente por
cepas resistentes. Tanto la resistencia moderada a penicilina (CMientre 0.12y 0.5

ug/ml) como la resistencia a tetraciclina (CMI> 1ug/ml) se encuentran ambas
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ampliamente distribuidas en la poblacién general. No suceds o mismo con |a
resistencia frente a penicilina (CMI> 1ug/ml), que se presenta tan solo en algunos

"cluster"”.

15.- Al aplicar conjuntamente auxotipos, determinacién de
serovariedades y andlisis multienzimético se consigue llegar a una mayor
caracterizacién de las cepas. Esto serfa de una mayor utilidad en el caso de las
cepas [A en las que ia aplicacién de los marcadores fenotipicos no consigue una

alta discriminacién,

16.- A la vista de los resultados obtenidos, podemos afirmar que la
poblacién de N. gonorrhoeae en Espania presenta una alta variabilidad con
frecuentes cambios en los tipos de cepas més abundantes e incluso con la

introduccién de nuevos tipos.
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Fotografia superior.- Actividad del enzima Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. De
izquierda a derecha: 1) N. polysaccharea, 2) N. cinerea, 3) N. gonorrhoeae, 4) N.
lactamica, 5) N. mucosa, 6) N. perflava/sicca, 7) N. subflava, 8) N. perflava/sicca,
9) N. meningitidis, 10) N. gonorrhoeae, 11) N. cinerea, 12) N. lactamica, 13) N.
meningitidis.

Fotografia inferior.- Actividad del enzima Glutamato deshidrogenasa (NADP). De
izquierda a derecha: 1) N. mucosa-N. N.cinerea, 2) 3) 4) 5) N. gonorrhoeae, 6) N.
meningitidis, 7) N. gonorrhoeae, 8) N. perflava/sicca, 9) N. gonorrhoeae, 10) N.
lactamica, 11) N. polysaccharea, 12) N. gonorrhoeae.



Fotografia superior.- Actividad del enzima Isocitrato deshidrogenasa. De izquierda
a derecha. 1) N. perflava/sicca, 2) N. polysaccharea, 3) N. lactamica, 4) N.
meningitidis, 5) N. mucosa, 6) N. cinerea, 7) N. polysaccharea, 8) N. meningitidis,
9) N. cuniculi, 10) N. gonorrhoeae, 11) N. perflava/sicca, 12) N. lactamica.

Fotograffa inferior.- Actividad del enzima Enzima mélico. De izquierda a derecha:
1) N. cinerea, 2) N. meningitidis, 3) N. mucosa, 4) N. cinerea, 5) N. perflava/sicca,
6) N. cuniculi, 7) N. denitrificans, 8) N. gonorrhoeae, 9) N. lactamica, 10) N.
subflava, 11) N. perflava/sicca, 12) N. mucosa.



Fotografia superior.- Actividad del enzima Fosfatasa alcalina. De izquierda a
derecha: 1) N. perflava/sicca, 2) N. elongata, 3) N. lactamica, 4) N. gonorrhoeae,
5) N. polysaccharea, 6) N. cinerea, 7) N. mucosa, 8) N. mucosa, 9) N. flava, 10)
N. denitrificans, 11) N. perflava/sicca.

Fotograffa inferior.- Actividad del enzima Alcohol deshidrogenasa. De izquierda a
derecha: 1) 2) N. polysaccharea, 3) 4) 5) N. lactamica, 6) 7) N. gonorrhoeae, 8)
9) N. meningitidis, 10) N. lactamica, 11) N. polysaccharea, 12) N. gonorrhoeae.



Fotografia superior.- Actividad del enzima Glutdmico-oxalacético transaminasa. De
izquierda a derecha: 1) 2) N, gonorrhoeae, 3) N. cinerea, 4) 5) N. lactamica, 6) N.
polysaccharea, 7) N. perfla va/sicca, 8) N. mucosa, 9) N. fla va, 10) N. denitrificans,
11) N. perflava/sicca, 12) N. elongata, 13) N. subflava.

Fotografia inferior.- Actividad del enzima Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. Cepas
de N. gonorrhoeae.



Fotografia superior.- Actividad del enzima Glutamato deshidrogenasa (NADP).
Cepas de N. gonorrhoeae.

Fotografia inferior.- Actividad del enzima Fosfatasa alcalina. Cepas de N.
gonorrhoeae.
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