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1. RESUMEN

Epidemiologia, caracterizacion molecular y estudio de resistencia a antimicrobianos de
aislamientos de Neisseria gonorrhoeae en un centro de infecciones de transmisidn sexual de

la Comunidad de Madrid.

Introduccion

La infeccion gonocdcica es la segunda infeccion de transmision sexual (ITS) de etiologia
bacteriana mas prevalente a nivel mundial. Actualmente, constituye un importante problema
de salud publica, no sélo por su elevada incidencia sino porque ademads, N. gonorrhoeae ha
desarrollado resistencia a todos los antibidticos de primera linea disponibles, lo que ha llevado
a la aparicién y dispersion de cepas multirresistentes a nivel mundial. Asimismo, la ausencia de
nuevos antibidticos activos frente a este microorganismo, hace necesario el estudio y la

vigilancia continuada de resistencias a los antibidticos previamente utilizados.

El objetivo principal de este estudio es obtener un conocimiento detallado de las caracteristicas
de la infeccién gonocdcica en un centro especializado en infecciones de transmisién sexual en
Madrid, mediante el analisis epidemioldgico, de dindmica poblacional y del perfil de sensibilidad

antibiotica de las cepas de N. gonorrhoeae aisladas durante los meses de julio a octubre de 2016.

Material y Métodos

Se realizd un estudio retrospectivo incluyendo 104 cepas de N. gonorrhoeae, aisladas en el
Centro Sanitario Sandoval (42 aislados de exudados uretrales, 35 de exudados rectales, 19 de
exudados faringeos y 8 de exudados cervicales), que fueron tipadas molecularmente utilizando
el esquema de NG-MAST (Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing), y en las que se
determind la sensibilidad a penicilina, ceftriaxona, cefixima, tetraciclina, ciprofloxacino,

azitromicina, espectinomicina y gentamicina mediante E-test.
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Mediante la secuenciacion del genoma completo, utilizando la plataforma de secuenciaciéon
MiSeq (lllumina), se analizé la epidemiologia molecular en la poblacién de estudio. A partir de
los ensamblados de novo generados, y su anotacidon con las plataformas Bacterial Isolate
Genome Sequence (BIGSdb) y Pathogenwatch, las cepas fueron caracterizadas a nivel de genoma
core, NG-MAST, MLST (Multilocus sequence typing) y NG-STAR (Neisseria gonorrhoeae sequence
typing for antimicrobial resistance). Ademas, se llevd a cabo la identificacion y caracterizacion

de los diferentes mecanismos moleculares implicados en la resistencia antimicrobiana.

Asimismo, se analizaron las caracteristicas sociodemogréficas, clinicas y conductuales de los
pacientes y se estudiaron posibles factores de riesgo asociados con la gonorrea resistente a los

antimicrobianos.

Resultados

Se analizaron 104 aislamientos de N. gonorrhoeae procedentes de 94 pacientes de los que un
89.4% eran hombres, con una edad mediana de 30.5 afios, siendo el grupo de edad comprendido
entre los 18 y los 28 afios el mas afectado, con un 41.5% de los casos. Asimismo, el 59.6% eran
de origen espafiol. El 78.7% de los pacientes eran hombres que tienen sexo con hombres (HSH)
y en general, mantenian practicas sexuales poco seguras. Ademas, el 64.9% eran consumidores

de drogas recreacionales.

En relacién a las caracteristicas clinicas, aunque del total de los 104 aislamientos de N.
gonorrhoeae el 40.4% de los gonococos se aislaron de exudados uretrales, a nivel global,
aproximadamente la mitad de las muestras procedian de localizaciones extragenitales y
cursaban mayoritariamente de manera asintomatica. El 20% de los pacientes presenté una
infeccion gonocdcica concomitante en mdas de una localizacion anatémica, siendo la
combinacion de las muestras de recto y faringe, las mas frecuentes. El 34% de los pacientes
estaban coinfectados con el VIH y el 24.2% presentaba otras ITS concurrentes a la gonorrea,

predominando la infeccidn bacteriana por Chlamydia trachomatis. Asimismo, un tercio de los
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sujetos tuvieron alguna ITS en el afio previo al diagndstico de la infeccion gonocécica,

principalmente gonorrea, sifilis y clamidia.

En nuestra poblacién de estudio, las tasas de resistencia mas elevadas se detectaron en
ciprofloxacino (42.3% EUCAST, 40.4% CLSI) y penicilina (15.4% EUCAST y CLSI); se encontraron
tasas de resistencia inferiores al 6% en cefixima (2.9% EUCAST, 0% CLSI), azitromicina (1.9%
EUCAST) y tetraciclina (5.8% EUCAST, 2.9% CLSI) y no se detectaron resistencias ni a ceftriaxona
ni a espectinomicina. En el caso de la gentamicina la CMlso y CMlgo fue de 3 mg/Ly de 4 mg/L,
respectivamente. Ademds, no se detectaron cepas multirresistentes ni encontramos diferencias

entre la sensibilidad de las cepas aisladas de zonas genitales y las extragenitales.

Los principales mecanismos moleculares implicados en la resistencia a penicilina y tetraciclina
fueron los plasmidos blamemy tetM, respectivamente. En el caso de la cefixima, sélo la presencia
del alelo penA en mosaico tipo X fue el responsable de su resistencia y para el ciprofloxacino,
fueron las mutaciones en gyrA (posiciones aminoacidicas 91 y 95) y parC. No se encontraron

mutaciones asociadas con incrementos de CMls a azitromicina, ceftriaxona y espectinomicina.

En nuestro estudio, las infecciones por N. gonorrhoeae ocurrieron principalmente en HSH. En
este grupo, los pacientes con edades comprendidas entre los 29 y los 39 afios, asi como aquellos
con VIH, se asociaron estadisticamente con un mayor riesgo de tener una infeccidon con cepas
de N. gonorrhoeae resistentes a ciprofloxacino. Igualmente, el diagndstico previo de una ITS se

asocié con aislamientos que no eran sensibles a tetraciclina.

La caracterizacidn molecular de los aislamientos de N. gonorrhoeae mostré una elevada
diversidad genética, obteniéndose 48 secuenciotipos (STs) y 9 genogrupos mediante el tipado

NG-MAST, 27 STs con MLST y 30 STs mediante NG-STAR.
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Conclusiones

En este estudio se describen las principales caracteristicas sociodemogréficas, conductuales y
clinicas de los pacientes con infeccién gonocdcica en un centro de ITS de Madrid, permitiendo
establecer un perfil de paciente que posee conductas de mayor riesgo, al que se deben dirigir

de manera preferente programas especificos de control y prevencion de la infeccion.

En nuestra poblacién, la gonorrea extragenital fue mas frecuente que la infeccion genital, lo que
confirma que para romper la cadena de transmisién es importante incorporar la toma de

muestras faringeas y rectales en los pacientes con sospecha de ITS.

Los niveles de resistencia antimicrobiana observados en nuestra poblacion de estudio son mas
bajos que los reportados en otros lugares de Espaia, no detectadndose resistencia a ceftriaxona,
por lo que este antibidtico continda siendo una buena opcidon de tratamiento empirico,
pudiéndose evitar la terapia dual con azitromicina con el fin de prevenir la aparicion de

resistencias en otras ITS bacterianas.

El analisis del genoma core en N. gonorrhoeae nos permitié establecer relaciones filogendmicas
aportando un mejor analisis de la epidemiologia molecular. El esquema MLST posee menor
capacidad de discriminacidn, mientras que el NG-STAR y el NG-MAST reflejan mejor la diversidad
de los clones de gonococo. Los clones NG-MAST mds prevalentes fueron el ST5441, asociado con
la sensibilidad a todos los antimicrobianos testados y el ST2318, asociado con infecciones
extragenitales. Por otro lado, destaca la escasa presencia del genogrupo G1407, asociado
mundialmente con resistencia a las cefalosporinas de tercera generacién y que estd

ampliamente distribuido en Espafia.
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2. SUMMARY

Epidemiology, molecular characterization and antimicrobial susceptibility of Neisseria

gonorrhoeae isolates in a sexually transmitted infection clinic in Madrid Community.

Introduction

Gonococcal infection is the second most prevalent sexually transmitted bacterial infection
worldwide. Nowadays, this has become a major public health problem, not only for its high
incidence but because N. gonorrhoeae has developed resistance against all the available first-
line treatments, which has led the emergence and spread of multidrug-resistant strains in the
world. Moreover, the absence of new active drugs against this microorganism leads to the study
and continuous observation of the previously used antibiotics and the resistance that was

created.

The aim of this study is to know the characteristics and the specific details of the gonococcal
infection in a sexually transmitted infections (STI) reference clinic in Madrid by analysing the
epidemiology, the population dynamics and the antimicrobial susceptibility profile of the of N.
gonorrhoeae strains that were isolated between the months of July and October of the year

2016.

Material and Methods

In this retrospective study, 104 strains of N. gonorrhoeae were obtained from patients attending
the STl outpatient clinic Centro Sanitario Sandoval (42 urethral specimens, 35 rectal specimens,
19 pharynx specimens and 8 cervical specimens). They were molecularly typed using NG-MAST
scheme (Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing) and antimicrobial susceptibilities
of penicillin, ceftriaxone, cefixime, azithromycin, ciprofloxacin, tetracycline, spectinomycin and

gentamicin were determined by E-test.
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The molecular epidemiology of the study population was analysed by the whole genome
sequencing (WGS) using MiSeq platform (lllumina). The WGS data were assembled de novo and
annotated with Bacterial Isolate Genome Sequence (BIGSdb) and Pathogenwatch genomics
platform. The N. gonorrhoeae strains were characterized at the genome core level, NG-MAST,
MLST (Multilocus sequence typing) and NG-STAR (Neisseria gonorrhoeae sequence typing for
antimicrobial resistance). Furthermore, the different antimicrobial resistance molecular

mechanisms were identified and characterized.

Also, socio-demographic, clinical and behavioural characteristics of the patients were analysed

and potential gonococcal antimicrobial resistance — risk factors were studied.

Results

In this study, 104 N. gonorrhoeae strains isolated from 94 patients were analysed. The 89.4% of
patients were men and the median age was 30.5 years, being the 18 and 28 year old group the
most affected one with 41.5% of the cases. In addition, 56.6% of the patients were Spanish. The
78.7% of the patients were men which had sex with men (MSM) and most of them used to have
unsafe sexual intercourse. It turned out that 64.9% of the patients used recreational drugs as

well.

Moving to the clinical characteristics, although the 40.4% out of the 104 N. gonorrhoeae strains
were isolated from urethral samples, approximately half of the specimens proceeded from
extragenital sites and the majority of them did not develop any symptom. The 20% of the
patients presented with gonococcal infections in more than one body site with rectal and
pharyngeal infections being the most frequent combination. The 34% of the patients were HIV
coinfected. Other different HIV and gonorrhoea STIs were also presented in 24.2% of the total
patients, mainly Chlamydia trachomatis infection. Moreover, one third of the subjects had other

STl in the previous year, highlighting gonorrhoea, syphilis and chlamydia.
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Among our study population, the highest resistance rates were detected in ciprofloxacin (42.3%
EUCAS, 40.4% CLSI) and penicillin (15.4% EUCAST and CLSI). Inferior resistance rates below 6%
were recorded in cefixime (2.9% EUCAST and 0% CLSI), azithromycin (1.9% EUCAST) and
tetracycline (5.8% EUCAST, 2.9% CLSI). No resistance were detected in ceftriaxone and
spectinomycin. For gentamicin, the CMIsg and CMlg were 3 mg/L and 4 mg/L, respectively. Also,
there were no multidrug-resistant strains detected and no differences in antimicrobial

resistance were found between genital and extragenital gonococci.

The main molecular mechanisms implied in the penicillin and tetracycline resistance were blatem
and tetM plasmids, respectively. The molecular determinant of cefixime resistance was the penA
mosaic X allele and for the ciprofloxacin, the mutations in gyrA (amino acids positions 91 and
95) and parC. Mutations associated with increased MICs values to azithromycin, ceftriaxone and

spectinomycin were not found.

In our study, N. gonorrhoeae infections were mainly found in MSM. In this group, there was a
significant association between age (29-39 year old MSM) and HIV-positive, and carriage of a
ciprofloxacin resistant gonococcal strain. We also found a significant association between with
having had an STI in the previous year and being carriers of decreased susceptible isolates to

tetracycline in MSM.

The molecular characterization of the N. gonorrhoeae isolates showed a high genetic diversity,
obtaining 48 sequence types (STs) and 9 genogroups by using the NG-MAST, 27 with MLST and

30 STs using the NG-STAR.

Conclusions

The present study describes the main socio-demographic, behavioural and clinical
characteristics of the patients diagnosed with gonorrhoea attending the STl clinic in Madrid. This
analysis leads to establish a high risk patient profile so they can participate in specific control

and prevention programs of the infection.
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In our population, the extragenital gonorrhoea was more frequent than genital infection, which
confirms the importance of introducing the collection of pharynx and rectal samples in order to

stop the transmission chain in patients under suspicion of STI.

The antimicrobial resistance levels observed among our population of study are lower than the
ones reported in other parts of Spain. Due to not finding resistance to ceftriaxone, this antibiotic
is still considered a good option for empirical treatment, avoiding as well, the dual therapy with
azithromycin in order to prevent the emergence of increased resistance to azithromycin in other

bacterial STls.

The genome core analysis in N. gonorrhoeae helped us to establish phylogenomic relationships
and to improve the molecular epidemiology analysis. The MLST scheme has a minor
discrimination capacity; meanwhile NG-STAR and NG-MAST are better in reflecting the genetic
diversity of clones. In our study, the widely disseminated multi-drug resistant genogroup,
G1407, was quite rare, while more susceptible clones such as ST5441, associated with
susceptibility to all antimicrobials tested, and ST2318, associated with extragenital locations,

were the most prevalent.
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3. INTRODUCCION

3.1 Generalidades

Neisseria gonorrhoeae es el agente etioldgico de la infeccidon gonocdcica y actualmente, es la
segunda infeccién de transmision sexual (ITS) de etiologia bacteriana mas prevalente a nivel

mundial (1).

Esta infeccién se remonta al siglo 1l cuando el médico y fildsofo Galeno de Pérgamo, interpretd
erréneamente que la secrecion purulenta de la uretra que tenia lugar durante la infeccién era
semen. De hecho, el término gonorrea proviene del griego yovdppota que significa flujo seminal.
Sin embargo, existen todavia referencias mas antiguas de uretritis venérea en escritos chinos,

en el Antiguo Testamento (Leviticus 15:1-3) y en otros textos de la antigliedad (2).

En 1378 se acuiid el término “the clap” para hacer referencia a esta infeccidn, que
probablemente esta relacionado con el nombre del distrito parisino Les Clapiers, donde se

alojaban las personas que ejercian la prostitucién (3).

El microorganismo fue descrito en 1879 por Neisser mientras llevaba a cabo la observacion
microscopica de exudados purulentos de pacientes con uretritis y ophthalmia neonatorum.
Inicialmente, le dio el nombre de “micrococo” por tratarse de un organismo microscépico con
forma redondeada (4-6) aunque posteriormente, fue Ehrlich quien introdujo el término de

gonococo.

Unos afios mas tarde, en 1882, Leistikow y Loffler lograron cultivar la bacteria por primera vez
(2). Sin embargo, tuvieron que pasar 3 afios mas hasta que Bumm, tras inocular a personas sanas
con cultivos puros de gonococo, demostrara la relacion etiolégica de la infeccién. Ese mismo

afio, Trevisan le dio el nombre definitivo de Neisseria gonorrhoeae en honor a Neisser (6).
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A lo largo de la historia se han probado muchos tratamientos, pero realmente no se dispuso de
uno eficaz hasta la introduccién de las sulfamidas en la década de 1930 y de la penicilina en
1943. Desde entonces, el tratamiento ha cambiado de manera espectacular debido a la
aparicion de resistencias antimicrobianas (2) lo que ha llevado a que actualmente, la infeccidon
gonocécica siga siendo un importante problema de salud publica, no sélo por su elevada
incidencia, sino ademads porque ya han aparecido resistencias y fracasos al tratamiento empirico
de primera linea con las cefalosporinas de amplio espectro (ESC) (7-11). Por esta razdn, la
gonorrea intratable podria ser una realidad cercana y es muy importante llevar a cabo
programas de vigilancia antimicrobiana con el fin de detectar y prevenir la aparicién vy

propagacion de resistencias antimicrobianas (12,13).

3.2 Descripcion de Neisseria gonorrhoeae

3.2.1 Caracteristicas microbioldgicas

El género Neisseria pertenece al filo Proteobacteria, clase Beta Proteobacteria, orden
Neisseriales, familia Neisseriaceae. Hasta ahora se han reconocido mas de 30 especies dentro
del género, aunque realmente sélo 2 especies se consideran patégenas para el ser humano:

Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis.

Neisseria gonorrhoeae es un coco Gram negativo con un tamaio que oscila entre 0.6 y 1.9 um
de didmetro y que adquiere una morfologia en forma de granos de café. Esto es debido a que
durante el proceso de fision binaria en la reproduccion asexual la division no es completa, ya
que los tabiques o septos de cada una de las células que se originan no se separan totalmente,
guedando de esta manera los lados contiguos aplanados, lo que le proporciona esta apariencia

tan caracteristica.
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Algunas particularidades de este microorganismo es que son aerobios o anaerobios facultativos
y no presentan cdpsula, ni esporas, ni flagelos. Sin embargo, poseen pili de tipo IV en su

superficie celular.

En cuanto a las caracteristicas bioquimicas, son bacterias quimiorganotrofas, por lo que no
fermentan azlcares sino que los metabolizan por oxidacion. N. gonorrhoeae posee muchas
similitudes con otras especies de Neisseria, ya que todas son oxidasa y catalasa positivas. Sin
embargo, se diferencia por su capacidad para crecer en medios selectivos y usar Unicamente la

glucosa pero no la maltosa, ni la sacarosa o la lactosa en su metabolismo.

Los gonococos son muy sensibles a las condiciones ambientales y no toleran la desecacion, las
temperaturas extremas ni las condiciones alcalinas o acidas. Asimismo, todas las cepas poseen
requerimientos nutricionales muy estrictos, como requisitos de varias vitaminas, aminodcidos,

hierro y otros factores.

Las condiciones Optimas para su crecimiento son a una temperatura de 35-372C y una
concentracién de CO; del 5%. Las colonias aparecen a las 24-48 horas pero en la mayoria de los
medios, su viabilidad se pierde tras 48 horas debido a la autolisis. Como ya se ha comentado
anteriormente, las cepas son aerobias en las condiciones de cultivo habituales, aunque el
microorganismo puede crecer de forma anaerobia cuando se le suministra nitrito como aceptor

de electrones (2,14,15).

3.2.2 Factores de virulencia

Al igual que el resto de bacterias Gram negativas, N. gonorrhoeae posee una envoltura celular
formada por tres capas diferentes: la membrana citoplasmatica interna, la pared celular de
peptidoglucano y la membrana externa que contiene lipooligosacarido, fosfolipidos y diversas

proteinas. Algunos de estos componentes de la envoltura celular son considerados factores de
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virulencia, ya que se les atribuye un cierto papel patogénico debido a su relaciéon con la
adherencia, la invasién celular y la citotoxicidad o porque suponen una via de evasion frente a

los mecanismos de defensa, tanto a nivel sistémico como de las mucosas (2).

Pili o fimbrias de tipo IV

Los pili o fimbrias de tipo IV son estructuras proteicas que desempefnan un papel primordial en
la unién a las células epiteliales de la mucosa humana. Los pili se adhieren a las células epiteliales
de las mucosas, pudiendo colonizar las zonas que presentan epitelio columnar o de transicién,
como la uretra, el cérvix, el recto, la orofaringe y la conjuntiva. Asimismo, también pueden unirse
al epitelio vaginal de mujeres posmenopdausicas y de nifias prepuberes, ya que a partir de la
pubertad este epitelio se transforma en escamoso estratificado, no siendo susceptible a la

infeccidn por gonococo.

Ademas de la adhesidn a las células del huésped, los pili confieren resistencia a la fagocitosis,
participan en la motilidad bacteriana, la formacion de biopeliculas y la transformacion genética,

permitiendo la transferencia horizontal de acido desoxirribonucleico (ADN) entre gonococos.

Los pili son filamentos flexibles formados principalmente por subunidades repetidas de pilina o
proteina PilE que son altamente variables y estan implicadas en el reconocimiento del receptor.
Las subunidades de pilina atraviesan la membrana externa del gonococo a través de la proteina
PilQ. Otras proteinas que contribuyen a su correcto funcionamiento son PilC, que participa en la
biogénesis del pilus y en la adherencia de la célula huésped, PilT y PilB, encargadas de
despolimerizar y repolimerizar las hebras de los pili, condicionando los movimientos

espasmadicos de la bacteria.

La pilina contiene regiones de considerable similitud antigénica entre cepas y otras regiones que
presentan una elevada variabilidad antigénica, lo que permite a las bacterias evitar el

reconocimiento por parte de las células del sistema inmunitario. Asimismo, una sola cepa de N.
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gonorrhoeae es capaz de producir pili con diferentes composiciones antigénicas, dificultando el

uso de vacunas basadas en estos elementos.

En N. gonorrhoeae se produce variacion de fase entre el estado “con pili” y “sin pili” con bastante
frecuencia. Asimismo, la presencia de fimbrias y su diferente nivel de expresién, da lugar a
colonias que tienen mds capacidad para unirse a las células del huésped, por tanto, son mas
virulentas que las colonias de gonococo que carecen de ellas. En el gonococo, después de 20-24

horas en cultivo se produce una variacion de fase, dando lugar a colonias sin fimbrias (2,16).

Los receptores de los pili son los cluster de diferenciacién 46 (CD46) y los receptores del

complemento 3 (CR3), aunque es probable que haya mas ligandos implicados (17-19).

Porina

La porina, antes denominada proteina |, es la proteina mas abundante de la membrana externa

constituyendo aproximadamente el 60% de su contenido proteico.

La porina es el producto del gen porB cuya funcidn principal es la formacién de canales anidnicos

gue permiten el intercambio de iones y nutrientes (16).

Las cepas de N. gonorrhoeae contienen un solo gen en una de las dos formas alélicas, porB1Ay
porB1B. La presencia de cada una de ellas se ha asociado a diferentes fenotipos: mientras que
PorB1A tiende a estar relacionada con aspectos mds complicados de la enfermedad, PorB1B

causa infecciones mucosas localizadas (16,20).

Los gonococos que expresan PorB1A se asocian con una mayor resistencia a la accién bactericida
del suero humano vy, por consiguiente, con una mayor propensién a producir bacteriemia. Esta
resistencia puede estar relacionada con la capacidad de unidn a componentes reguladores del
sistema del complemento (la proteina de unién a C4b (C4bp) y factor H). Por otro lado, parece
que PorB1A favorece la translocaciéon de las células epiteliales, lo que contribuye también a

explicar la propensién a la diseminacion.
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La porina, durante el transcurso de la infeccidon no suele sufrir variacién antigénica, por lo que
constituye la base para los sistemas de serotipificacién vy tipificacion molecular. Asimismo, es

una de las principales dianas para el desarrollo de vacunas (2,16,20,21).

Proteina relaciona con la opacidad (Opa)

Las proteinas Opa, antiguamente denominadas proteina Il, son proteinas integrales de la
membrana externa que contribuyen a la adherencia intergonocécica y proporcionan el aspecto

opaco a las colonias de N. gonorrhoeae.

Las proteinas Opa pertenecen a una familia multigénica que contiene 11 alelos opa. Al igual que
en el caso de los pili, presentan variacidn antigénica y de fase. La variacidn antigénica es debida
a que cada alelo posee 2 regiones hipervariables que hacen que la secuencia de aminodcidos de
estas proteinas varie en cierto grado. Por otro lado, la variacién de fase se produce debido al
cambio en el nimero de repeticiones de una secuencia pentamérica (-CTCTT-) que altera el
marco de lectura traduccional. Por tanto, una cepa de N. gonorrhoeae puede o bien no expresar
ninguna variante o hasta 11, aunque generalmente no suelen expresar mds de 3 al mismo

tiempo.

Tras el contacto inicial de los pili, las proteinas Opa median la adherencia con la célula huésped.
Se han identificado dos clases de receptores Opa en las células humanas: los OpaHS que
reconocen proteoglicanos de heparan sulfato y los OpaCEA, que reconocen la molécula de
adhesién celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario (CEACAM) o CD66. Algunas
proteinas Opa pueden unirse a receptores CEACAM de los linfocitos By T, lo que da lugar a una
regulacién a la baja de las respuestas inmunitarias que podria ayudar a explicar la falta de

respuesta inmunitaria a la infeccién natural (2,16,22).
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Lipooligosacarido (LOS)

El lipooligosacarido de N. gonorrhoeae se localiza en la membrana externa y a diferencia del
resto de bacterias Gram negativas, estd formado por un lipido A y un nucleo de oligosacarido

central, pero carece de las cadenas laterales de antigeno O.

El LOS es una potente endotoxina y provoca efectos citotdxicos locales como pérdida ciliar y

muerte celular en el modelo de explante de la trompa de Falopio.

La composicion de oligosacaridos del LOS es altamente variable, tanto en longitud como en
contenido de azlcares, por tanto, el LOS también presenta variacion antigénica lo que le permite
imitar a los glicoesfingolipidos del huésped, promoviendo asi la entrada de bacterias. Ademas,
su sializacién enmascara los epitopos tanto del LOS como de la porina, lo que contribuye a la

resistencia de N. gonorrhoeae frente a los anticuerpos bactericidas.

Por todo ello, el LOS gonocdcico contribuye a la patogenicidad al facilitar la translocacion
bacteriana a través de las mucosas y al proporcionar resistencia al efecto bactericida del suero

humano (16).

Proteina modificable por reduccion (Rmp)

La proteina modificable por reduccién, también conocida como proteina lll, es una proteina
antigénicamente conservada que se encuentra ubicada en la membrana externa del gonococo.
La Rmp estimula anticuerpos bloqueadores que reducen la actividad bactericida del suero
humano, impidiendo el efecto litico de éstos sobre la bacteria y favoreciendo la infecciéon

después de la exposicidn sexual a una pareja infectada (2,23,24).

Proteasas de la inmunoglobulina Al (IgA1)

Las proteasas IgAl estan presentes en N. gonorrhoeae y N. meningitidis pero no en otras
especies de Neisseria no patdgenas (2). Protegen a la bacteria frente la accién de los anticuerpos
IgA1 presentes en las mucosas (2,16,25). Asimismo, la proteasa IgAl también escinde a la
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proteina de membrana asociada al lisosoma 1 (LAMP1) lo que conduce a la modificacién de los

lisosomas y la subsiguiente supervivencia bacteriana (16).

Proteinas de union a transferrina (Tbp)

El hierro es un nutriente esencial y vital para la supervivencia de N. gonorrhoeae. Los patégenos
gastan una energia considerable en la eliminacion del hierro del entorno del huésped. No
obstante, esta tarea de captacién de hierro se vuelve mas dificil durante una infeccién, ya que

el huésped responde a la inflamacién limitando su biodisponibilidad (16).

Se han identificado diversas proteinas de la membrana externa del gonococo que son necesarias
para captar el hierro de la transferrina y de la lactoferrina. Sin embargo, Unicamente se ha
demostrado que las Tbp son necesarias para iniciar la infeccién uretral en hombres y que las
cepas mutantes de N. gonorrhoeae que no expresan Tbp, no pudieron provocar los signos y los

sintomas de uretritis en personas voluntarias.

Las proteinas que permiten al gonococo utilizar la transferrina humana como fuente de hierro
son las TbpA y TbpB. Estas proteinas se expresan de forma ubicua por todas las cepas y estan

relativamente bien conservadas (26).

Asimismo y como se vera mas adelante, se utiliza una region hipervariable dentro del gen tbpB
junto con un fragmento del gen porB, como sistema de tipificacién molecular mas extendido en

la actualidad, el Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing (NG-MAST) (21).

Peptidoglucano

N. gonorrhoeae posee transglucosilasas liticas que producen y liberan fragmentos de
peptidoglucano sumamente inflamatorios. Estos fragmentos son tdxicos en el sistema del
explante de la trompa de Falopio y provocan el consumo del complemento in vitro. Por otro
lado, se han detectado fragmentos de peptidoglucano en el liquido sinovial aparentemente

estéril, de pacientes con sindrome de artritis gonocécica.
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Capsula polisacarida

Los gonococos no producen una verdadera cdpsula polisacdrida sino que producen un
polifosfato de superficie que puede desempefiar funciones similares a las de la capsula, como

crear una superficie celular hidréfila y de carga negativa (2,14,27).

3.2.3 Patogenia y respuesta inmune

N. gonorrhoeae coloniza las mucosas después del contacto sexual con una persona infectada.
Se trata de un microorganismo cuyo unico huésped es el ser humano y siempre es considerado
patdégeno, incluso aunque los sintomas de la enfermedad estén ausentes. Debido a que no
puede sobrevivir fuera de su huésped, el gonococo posee la mayor parte de sus genes dedicados
a la colonizacidn y a la supervivencia, permitiéndole vivir como microorganismo intracelular y

extracelular dentro del huésped humano.

La infeccién gonocdcica consta de diversas etapas: la adhesion a las células del huésped, la
endocitosis, la transcitosis y la liberacion de las bacterias al espacio subepitelial, donde puede
producir una extension local de la infeccidn o bien causar una infeccion diseminada. Asimismo,
N. gonorrhoeae ha desarrollado diversos mecanismos para evadir la respuestainmune y no crear

memoria inmunoldégica, permitiendo la reinfeccidn de un mismo individuo al cabo del tiempo.

3.2.3.1 Adhesion, colonizacidn e invasion

Después de la transmisién, N. gonorrhoeae se divide hasta alcanzar una densidad celular
necesaria que le permita llevar a cabo la reorganizacién de su citoesqueleto y la adhesion a la
superficie de las células epiteliales columnares no ciliadas mediante los pili, las proteinas Opa,

el LOS y la porina (16).
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Tal y como se ha comentado anteriormente, la adhesion puede ocurrir en las mucosas del tracto
urogenital, del recto, de la orofaringe y de la conjuntiva. Los diferentes origenes embrionarios
de las células que recubren cada localizacidn, conducen a ligeras diferencias en las moléculas de
superficie que actian como receptores y a los mecanismos por los cuales sobrevive N.
gonorrhoeae. Ademas, esto hace que las manifestaciones clinicas sean diferentes, ya que por
ejemplo, en el tracto urogenital femenino normalmente las infecciones son asintomaticas y en

el masculino son sintomaticas (22).

Los pili de tipo IV son las primeras estructuras que participan en la adhesién. En los hombres se
unen a CD46 y en el caso de las mujeres también a CR3 (2). Una vez unidos, las estructuras del
pilus se retraen permitiendo acercar la bacteria a la superficie celular. Posteriormente, mediante
la unién de las proteinas Opa a los receptores CEACAM y a los proteoglicanos de hepardn sulfato,
se promueve un contacto mas estrecho que induce el reordenamiento de la actina dentro del

huésped, lo que produce la endocitosis bacteriana.

La expresion coordinada de los pili y las proteinas Opa varia considerablemente, pues los
microorganismos aislados de la uretra masculina expresan ambos elementos. Sin embargo, en
las mujeres la expresion de Opa varia seglin la etapa del ciclo menstrual y si la mujer esta
tomando anticonceptivos orales o no. Durante la fase folicular, las bacterias aisladas del cuello
uterino expresan Opa mientras que durante la menstruacién tienden a no expresarla. Las
bacterias aisladas de las trompas de Falopio mayoritariamente no expresan estas proteinas. Esto
puede ser debido al cambio que se produce en la composicidn de las secreciones que hace que

haya mas enzimas proteoliticas, siendo Opa muy sensible a ellas.

Tras la endocitosis, se produce el transporte de la bacteria dentro del fagosoma hasta llegar a la
zona basal de la célula produciéndose finalmente, la exocitosis de la bacteria en el tejido
subepitelial y con ello, la liberacidn de fragmentos del peptidoglucano y de LOS, dando lugar al

dafio celular (16).
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3.2.3.2 Inflamacion

El principal sintoma de la infeccién gonocécica no complicada es el reclutamiento masivo de

neutrdfilos en el lugar de la infeccidn que conduce a la descarga purulenta.

Tras la unién de los microorganismos a la mucosa, se liberan citoquinas proinflamatorias como
interleucinas (IL-6) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a), asi como la quimiocina IL-8, lo que

lleva a un reclutamiento de los neutréfilos al sitio de la infeccion.

Durante la colonizacién, los gonococos liberan LOS y fragmentos de peptidoglucano que son
detectados en las células inmunes por los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores de tipo NOD
(dominio de oligomerizacion de nucledtidos), respectivamente. Esto contribuye a la secrecion

de citoquinas proinflamatorias adicionales (16,22).

A pesar de que el reclutamiento activo de polimorfonucleares (PMN) puede aclarar una parte
de las bacterias, N. gonorrhoeae puede sobrevivir dentro de los fagosomas a los mecanismos de
defensa tanto oxidativos como no oxidativos. Los microorganismos combaten el estrés oxidativo
mediante la expresién de diferentes enzimas como la catalasa, la citocromo C peroxidasa y la
superéxido dismutasa que descomponen las especies reactivas de oxigeno (ROS) (16,28).
Asimismo, la porina inhibe la fusién con los lisosomas (29) y la proteasa IgA1l escinde a LAMP-1,

modificando los lisosomas y permitiendo la supervivencia bacteriana (16).

3.2.3.3 Mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria

N. gonorrhoeae posee una serie de mecanismos complejos que le permiten evadir la respuesta
inmunitaria del huésped favoreciendo que las infecciones persistan y, por tanto, aumentando el

riesgo de contagio a otras personas.
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3.2.3.3.1 Resistencia al efecto bactericida del suero

La activacion de la via alternativa y clasica del complemento se produce por la presencia de
microorganismos. Respecto a la primera, se origina como consecuencia del dafo tisular no
especifico o unién al microorganismo, mientras que en relacién a la segunda, se produce a través
del depdsito de anticuerpos IgG e IgM sobre la bacteria, que conduce a su eliminacién por parte
del sistema inmunitario. La activacidn de ambas vias converge con la escisidn y activacion de la
proteina C3, la cual es crucial para mantener una cascada que finaliza con la formacidén de poros

en la superficie bacteriana causando lisis y muerte celular (22).

N. gonorrhoeae ha desarrollado una serie de mecanismos para limitar el establecimiento del
complemento en su superficie y, por tanto, permitir la supervivencia bacteriana. Por un lado, la
porina se une a C4dbp y al factor H, que son represores de la via clasica y alternativa,
respectivamente. Asimismo, la sializaciéon del LOS aumenta el depdsito de factor H en la porina,

lo que explica el aumento de la resistencia a la accidn bactericida del suero humano (28).

3.2.3.3.2 Variacion de los antigenos de superficie

N. gonorrhoeae puede modular la expresién de sus componentes superficiales ya sea por
variacion de fase o por variacién antigénica. En general, la variacién de fase se produce como
consecuencia del cambio en el marco de lectura que hace que un gen se exprese o no, mientras
que la variacion antigénica conduce a cambios en la composicidon quimica de algin componente
estructural. Por lo tanto, la variacidn coordinada de los antigenos de superficie, permite al
gonococo desarrollar estrategias adaptativas que dificultan el reconocimiento por los

anticuerpos del huésped.

Normalmente cuando el microorganismo reside en el exterior celular contiene pili en su
superficie. Estos pili presentan variacién antigénica que junto a la diversidad en la composicidon
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del LOS y su sializacion, impiden la muerte por los anticuerpos del suero facilitando el

crecimiento extracelular.

Por el contrario, la internalizacidn en las células del huésped requiere la retraccién de los pili
gue hace que las células carezcan de estos elementos. Cuando esto se combina con la variacién
de fase en la expresidon de Opa y un LOS no sializado, el gonococo puede traslocarse a través del
epitelio de la mucosa en una etapa inicial de la infeccidn y, en dltima instancia, residir dentro de

varios tipos celulares (16).

3.2.3.3.3 Inmunidad adaptativa

Los individuos que han tenido previamente una infeccidon gonocécica pueden volver a sufrirla,
ya que la gonorrea no provoca una respuesta inmune protectora ni genera memoria

inmunolégica.

Ademas de la variacion de los antigenos de la superficie gonocdcica y la evasion del sistema de
complemento, N. gonorrhoeae modula la respuesta inmune adaptativa del huésped. Por un
lado, la unién de las proteinas Opa con el receptor CEACAM-1 suprime la activacién de las células
T e inhibe la produccién de anticuerpos especificos por parte de los linfocitos B y, por otro lado,
lainternalizacién en las células dendriticas esta mediada por el LOS y, debido a que las moléculas
del LOS varian en composicidon, N. gonorrhoeae tiene una oportunidad adicional de evadir el

sistema inmune.

Por otra parte, como se ha comentado previamente, la proteasa IgA1l promueve la colonizacion

de la bacteria, ya que escinde a la IgA en 2 cadenas haciendo que pierda su actividad (16,22).
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3.3 Manifestaciones clinicas

La gonorrea es una infeccién que se transmite principalmente mediante relaciones sexuales o
por contacto perinatal de madre a hijo. Afecta a las superficies mucosas de la uretra, el cérvix,
la faringe, el recto y la conjuntiva. Los signos y sintomas varian en funcion de la localizacion

anatémica de la infeccidn y si existe coinfeccidn con otros patdgenos.

3.3.1 Infecciones urogenitales

Infeccion en hombres

La uretritis aguda es la manifestacidon clinica mds frecuente de la infeccion gonocécica en
hombres. Tras la exposicion, el periodo de incubacién suele comprender de 2 a 5 dias, aunque
este intervalo puede ser mas largo pudiendo variar generalmente entre 1y 10 dias. A pesar de
que puede ser una infeccidn asintomatica en el 10% de los casos, después del periodo de
incubacién la mayoria de los hombres desarrollan secrecidn uretral y disuria. Inicialmente, la
secrecidon uretral puede ser escasa y mucoide pero en 1 o 2 dias es claramente purulenta. En
comparacién con la uretritis no gonocécica, el periodo de incubacién de la gonorrea es mas
corto, la disuria suele ser mas prominente y la descarga habitualmente es mas profusa y
purulenta (2,25,30).

Los sintomas de la uretritis gonocdcica dependen en gran medida del tipo de serotipo de
gonococo. Los hombres que cursan sin sintomatologia suelen estar infectados por cepas del
serotipo PorBla. Probablemente, la disminucién de la prevalencia de estas cepas ha hecho que
actualmente, sobre todo haya uretritis sintomaticas (2).

Antes de la era de los antibiéticos, la mayoria de los casos de uretritis gonocdcica no tratada se
resolvian espontaneamente tras aproximadamente unas 8 semanas. En la actualidad, las
complicaciones por la diseminacién ascendente de la infeccidn son poco frecuentes, aunque
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dentro de éstas las mas comunes son la epididimitis y la prostatitis. Otras complicaciones locales
mas inusuales incluyen el edema del pene debido a linfangitis dorsal o tromboflebitis, el absceso
periuretral, la estenosis uretral, la vesiculitis seminal, las infecciones de las gldndulas de Cowper

y de Tyson y la balanitis en varones no circuncidados (2,25,30).

Infeccidon en mujeres

La cervicitis es la manifestacidn clinica mas frecuente en mujeres. La infeccidon afecta al epitelio
columnar del endocérvix aunque también puede llegar a areas mas periféricas del cuello uterino
donde el epitelio columnar confluye con el epitelio escamoso. La mucosa vaginal estd recubierta
por un epitelio escamoso estratificado y generalmente no esta infectada por N. gonorrhoeae,
salvo en el caso de mujeres con deficiencia de estrogenos como por ejemplo las nifias
prepuberes y las mujeres posmenopausicas. En la gran mayoria de los casos y debido a su

proximidad anatdmica, hay infeccidn uretral concomitante.

A pesar de que el periodo de incubacién de la gonorrea esta menos definido en las mujeres que
en los hombres, los sintomas generalmente se desarrollan dentro de los 10 dias de la infeccidon
y suelen ser mas agudos e intensos que los de la cervicitis por clamidia. Las principales
manifestaciones clinicas incluyen leucorrea, disuria, metrorragias y menorragias. En la
exploracién fisica se puede observar una secrecién cervical mucopurulenta y/o un cérvix

edematoso y friable que sangra facilmente al realizar un frotis.

En las mujeres, aproximadamente en el 50% de los casos, la infeccidn es asintomatica o con una
sintomatologia muy leve que demora la busqueda de asistencia sanitaria y facilita la
diseminacion de la enfermedad. Algunas de las complicaciones que pueden ocurrir en el
transcurso de la enfermedad son la afectacién de las glandulas de Skene y Bartolino que pueden
llegar a causar abscesos, pero sin duda, la complicacion mas grave es la enfermedad pélvica

inflamatoria (EPI).
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La EPI se produce por una infeccion ascendente y se manifiesta por combinaciones de
endometritis, salpingitis, absceso tubo-ovarico, peritonitis pélvica y perihepatitis. La EPI puede
cursar con nauseas, fiebre, leucocitosis, elevacion de la proteina C reactiva, sangrado cervical,
dispareunia y dolor hipogastrico. La cicatrizacién de las trompas de Falopio puede originar mas

secuelas, como embarazos ectépicos e infertilidad (2,25,30).

3.3.2 Infecciones extragenitales

Infeccidon anorrectal

La principal via de adquisicidn de la gonorrea rectal, tanto en mujeres como en hombres, es el
coito anal receptivo sin proteccién, sin embargo, en algunas mujeres con cervicitis gonocdcica,
la contaminacién perineal con las secreciones vaginales puede ser la responsable de la infeccidn

(2,25,30,31).

Como la mayor parte de las infecciones anorrectales son asintomaticas y no se recogen cultivos
de manera rutinaria en esta localizacion, se desconoce la prevalencia real de esta infeccién. A
pesar de que estas cifras podrian estar infravaloradas, en una revisién sobre infecciones
extragenitales (31) los autores recopilan datos de prevalencia del 0.6 al 35.8% en mujeres y del
0.2 al 24% en hombres que tienen sexo con hombres (HSH). En hombres heterosexuales se
desconoce la prevalencia, aunque esta cifra podria ser anecddtica debido al tipo de practicas

sexuales en este colectivo.

La infeccidn gonocécica rectal suele ser asintomatica en el 90% de los casos y en el resto cursa
con proctitis aguda que se manifiesta por dolor, molestia o prurito anorrectal, tenesmo,
secrecion purulenta o sangrado rectal. Asimismo, la anoscopia puede revelar edema, eritema

y/o friabilidad en la mucosa con un exudado mucopurulento (2,25,30,31).
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Infeccion orofaringea

Esta infeccidon gonocdcica se adquiere por contacto orogenital y generalmente coexiste con una
infeccidn genital. Al igual que en el caso de la gonorrea rectal, los datos de prevalencia estan

infradiagnosticados, ya que mas del 90% de las infecciones son asintomaticas (31).

La gonorrea faringea, si muestra sintomatologia, suele ser leve y en ocasiones se produce
faringitis sintomdtica con linfadenitis cervical. La mayoria de los casos se resuelven

espontaneamente (2,25,30).

El diagndstico suele realizarse de forma casual durante la realizacién de un cribado o en el
estudio de contactos (30). A pesar de que la mayoria de las infecciones son asintomaticas y que
la transmisibilidad es baja, la gonorrea faringea juega un papel fundamental en la adquisicion de
genes de resistencia, ya que es uno de los reservorios donde se producen mas transferencia

horizontal de genes con otras especies comensales de Neisseria (3).

Infeccidn ocular en el adulto

Esta infeccion se caracteriza principalmente por una conjuntivitis purulenta que se produce por
contacto directo del ojo con secreciones genitales contaminadas. La conjuntivitis gonocécica
suele ser dolorosa, con fotofobia y exudado purulento abundante que si no se trata
rapidamente, puede complicarse con queratitis y panoftalmitis que pueden causar ceguera

(2,25,30).

Infeccidon gonocdcica diseminada (IGD)

La IGD es una complicacién rara que aparece por la diseminacion hematdgena de N.
gonorrhoeae a partir de una infeccidn primaria de las mucosas. El gonococo gracias al amplio
arsenal de estrategias para evadir la respuesta inmune, persiste durante mas tiempo de manera

asintomatica, lo que le proporciona la oportunidad de poder diseminarse. Normalmente se
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produce dentro de las primeras 2 o 3 semanas después de adquirir la infeccidn y se estima que

puede aparecer hasta en aproximadamente el 3% de los casos (2,32,33).

La IGD ocurre principalmente en mujeres y en ellas se relaciona mas con la menstruacion, el
tercer trimestre del embarazo y la faringe como foco primario de la infeccion (2,25,30,32).
Asimismo, los déficits de complemento son otro factor de riesgo que predispone la diseminacion

hematdgena de la infeccién (2,25,33).

Las propiedades de N. gonorrhoeae asociadas a la IGD incluyen la resistencia a la accion
bactericida del suero humano y la infeccion asintomatica. Estas cepas son a menudo del serotipo
PorB1A, presentan sensibilidad a la penicilina y tienen requisitos nutricionales especiales de
crecimiento como el auxotipo AHU" (arginina, hipoxantina, uracilo) que hacen que el organismo

sea mas fastidioso y mas dificil de aislar (2,25).

Los pacientes con IGD pueden presentar sintomas inespecificos como escalofrios, fiebre,
malestar y mialgia, sin embargo, la triada especifica que caracteriza la IGD son las lesiones
cutaneas, la tenosinovitis y la enfermedad articular que consiste en poliartritis migratoria y

artritis séptica.

Las lesiones cutdneas, presentes en el 60% de los casos, se limitan generalmente a las
articulaciones e incluyen papulas y pustulas, a menudo con un componente hemorragico. Otras
manifestaciones cutdneas menos frecuentes son abscesos, celulitis, petequias, maculas

purpuricas, fascitis necrotizante y vasculitis (33).

La clinica articular empieza con una tenosinovitis que afecta de manera asimétrica a las
mufiecas, los tobillos y los dedos de las manos y de los pies. La artritis es la manifestacion mas
frecuente y generalmente, sobreviene en una o dos articulaciones, con mayor frecuencia en la

rodilla, el tobillo, el codo o la mufieca (30).

32



Introduccion

Si bien existen otras complicaciones mas severas de la IGD, éstas son muy poco frecuentes. Entre
ellas destacan la endocarditis, la perihepatitis o sindrome de Fitz-Hugh-Curtis, la osteomielitis y

la meningitis (30,32).

3.3.3 Infeccion en el embarazo

La gonorrea durante el embarazo puede tener graves consecuencias tanto para la madre como
para el bebé. Por ello, la deteccién y el tratamiento precoz de la infeccidn son extremadamente
importantes. Asimismo, la deteccidon temprana de la infeccion también nos ayuda a identificar
una poblacién de riesgo de contraer otras ITS, lo que nos permite realizar una vigilancia mas
profunda durante el embarazo y realizar programas de prevencién (25). Algunos estudios
recientes realizados en Japén y Kenia arrojan datos de prevalencia de infeccidén gonocécica del

1-2% en mujeres embarazas (34,35).

La gonorrea durante el embarazo se asocia con aborto espontaneo, parto prematuro, rotura
temprana de las membranas fetales, corioamnionitis, funisitis y mortalidad infantil perinatal. Las
manifestaciones clinicas son las mismas que en la mujer que no estd embaraza, a excepcién de

la EPIl 'y la perihepatitis que son infrecuentes después del primer trimestre (2,25).

3.3.4 Infeccion en la infancia

La infeccidon gonocdcica en la infancia se puede dividir por sus caracteristicas clinicas, morales y

legales en la infeccidon en el periodo neonatal y la infeccidn en nifios y nifias.

La infeccién neonatal se produce por la exposicién a las secreciones cervicales infectadas

durante el parto. Se inicia de forma aguda a los 2-5 dias de nacer. La manifestacion clinica mas
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comun de la gonorrea neonatal es la ophthalmia neonatorum y con menor frecuencia la sepsis

con artritis séptica, meningitis y neumonia.

La ophthalmia neonatorum es la conjuntivitis del recién nacido y clinicamente se manifiesta igual
gue en el adulto. Esta infeccidn se puede prevenir con la administracion al recién nacido de un
colirio de nitrato de plata al 1%, de una pomada oftalmica de eritromicina al 0,5% o bien con
tetraciclina al 1%. La profilaxis se administra en ambos ojos tanto si se trata de un parto vaginal

como de una cesarea.

Después del periodo neonatal, cualquier ITS plantea la posibilidad de abuso sexual. Aunque en
algunos casos la infeccidn genital en nifias podria ser adquirida de forma accidental en entornos
con poca higiene, la infeccion por N. gonorrhoeae en nifios prepuberes se considera una

evidencia de abusos sexuales.

Las manifestaciones clinicas varian en funcién de la localizacién anatémica. En las nifias, la
vulvovaginitis gonocdcica es la manifestacién mds comun y raramente se complica con una EPI
y en los nifios, la uretritis se manifiesta igual que en el adulto. Tanto las infecciones anorrectales

como las faringeas suelen ser asintomaticas (2,25,30).

3.4 Diagnéstico

3.4.1 Recogida, transporte y almacenamiento de la muestra

En el diagndstico microbioldgico de la infeccidn gonocdcica son especialmente importantes la
toma de la muestra, su transporte y posterior procesamiento, sobre todo en el caso del cultivo,
ya que N. gonorrhoeae es muy sensible a las condiciones ambientales. La realizacién correcta de
estos procesos, asi como la minima demora entre la recogida y el procesamiento de la muestra,

aumenta la viabilidad del microorganismo y, por tanto, el rendimiento diagndstico.
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La localizacién anatémica en la recogida de la muestra depende de la clinica del paciente, las
practicas sexuales y el método diagndstico que se vaya a utilizar. En general, en las mujeres la
mejor muestra para el cultivo es el exudado endocervical seguido de las muestras vaginales y
uretrales. Sin embargo, para el diagndstico mediante técnicas de deteccidén de acidos nucleicos
(TAANSs), la mejor muestra es el frotis vaginal o endocervical. En el caso de los varones
heterosexuales, la muestra idénea tanto para el cultivo como para la microscopia es el frotis
uretral y para las TAANSs, la orina. En HSH y en hombres y mujeres con signos clinicos y/o
practicas sexuales anales y orales, se deben anadir muestras faringeas y rectales. Por otro lado,
habrd que tener en cuenta las muestras de sangre y liquido articular ante la sospecha de

infeccidn diseminada (36).

La recogida de la muestra se debe realizar antes de instaurar el tratamiento antibidtico y debe
evitarse el uso de antisépticos, analgésicos y lubricantes, ya que inhiben el crecimiento del
gonococo. Ademas, N. gonorrhoeae es muy sensible a determinadas sustancias como el arginato
calcico, los acidos grasos presentes en torundas de algoddn o compuestos sulfurados presentes
en las torundas de celulosa. Por ello, actualmente, en la obtencion de la muestra se recomienda

utilizar hisopos de plastico o alambre flexible con punta flocada de rayén o dacrén.

Tras realizar la toma de la muestra, la situacion dptima es el procesamiento inmediato, sin
embargo, si esto no es posible es aconsejable utilizar medios de transporte, preferiblemente
liguidos, tipo Stuart o Amies con carbdn activado que prolongan la viabilidad del
microorganismo hasta un mdaximo de 48 horas. No obstante, se recomienda inocular los cultivos
antes de las 6 horas, ya que pasado ese tiempo la viabilidad de N. gonorrhoeae disminuye
notablemente (36,37). Por otro lado, durante mucho tiempo se ha pensado que la supervivencia
del gonococo era superior a temperatura ambiente en comparacién con la refrigeracién. En
estudios recientes, se ha demostrado que la conservacién y supervivencia de N. gonorrhoeae es

superior si los escobillones con medio de transporte se mantienen refrigerados (4 2C) (37).
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Ademas de lo comentado anteriormente, para la realizacion de una correcta toma de muestras
el personal debe aplicar diferentes procedimientos en funcién de las distintas localizaciones
anatémicas. A continuacién se detalla el procedimiento para la toma de las muestras mas

frecuentes:

e Uretra: en hombres se puede recoger la secrecidn directamente con una torunda. Si la
descarga no es evidente, se inserta de 2 a 3 cm un escobillén fino y se gira suavemente
durante 5-10 segundos. En las mujeres, se masajea la uretra contra la sinfisis del pubis
y se procede igual que para los hombres. Es importante que las muestras se obtengan
al menos 1 hora después de que el paciente haya orinado.

e Endocérvix: antes de obtener la muestra, se debe utilizar una esponja o torunda para
eliminar las secreciones exocervicales. Posteriormente, se debe insertar un hisopo de 2
a 3 cm en el canal endocervical que se rotara contra la pared del mismo entre 10-30
segundos.

e Vagina: se debe tomar sélo para TAANs y en el caso de nifias prepuberes o mujeres que
se hayan sometido a una histerectomia, también para cultivo. La muestra se realiza del
fornix posterior y puede ser recogida por la propia paciente.

e QOrina: se debe recoger sélo para TAANs. Es importante que al menos haya pasado como
minimo una hora desde la Ultima vez que el paciente orind y no se ha de limpiar la zona
genital. Se debe recoger de 10 a 20 mL del primer chorro en un recipiente estéril.

e Recto: se insertara la torunda pasando el esfinter anal y girdndola de lado a lado durante
10-30 segundos. Si se contamina con heces, se debe descartar la muestra y proceder a
la repeticidn de la toma con otro escobillén. En pacientes sintomaticos, se recomienda
realizar la muestra utilizando proctoscopio.

e Faringe: se frota la regién de la faringe posterior por encima del borde inferior del

paladar blando y las criptas amigdalinas.
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Para el diagndstico mediante TAANs se deben seguir las recomendaciones del fabricante en la

obtencidn, transporte y almacenamiento de las muestras (36,37).

3.4.2 Microscopia

La microscopia se considera una técnica rapida, econdmicay sencilla. En el examen microscépico
se utiliza la tincion de Gram o de azul de metileno a 1000 aumentos. En hombres sintomaticos,
la presencia de 22 PMNs por campo y diplococos Gram negativos intracelulares permite realizar
un diagndstico de uretritis gonocdcica con una buena sensibilidad (>95%) y especificidad (figura
1). Sin embargo, en hombres asintomaticos, en exudados endocervicales, rectales y faringeos,
la sensibilidad de la tincidon de Gram es baja, por lo que no es una herramienta util para descartar

la infeccion.

La microscopia esta desaconsejada en muestras extragenitales donde puede haber confusion

con flora saprofita, principalmente en el caso de las muestras faringeas. (30,36-40).

A pesar de que la tincion mas utilizada en los laboratorios es la tincidon de Gram, la tincidn con
azul de metileno tiene la ventaja de que la morfologia se observa mejor y ademas, es una tincion
mas rapida; sin embargo, posee la desventaja de no apreciarse las caracteristicas tintoriales

(36,37).

Figura 1. Tincidon de Gram de uretritis gonocdcica donde se puede observar diplococos Gram negativos intraleucocitarios.
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3.4.3 Cultivo e identificacion

3.4.3.1 Cultivo de N. gonorrhoeae

Durante mucho tiempo el cultivo ha sido considerado como el gold standard, permitiéndonos
realizar el diagndstico definitivo mediante el aislamiento y la identificacion del microorganismo.
Ademas, permite realizar estudios de sensibilidad antibidtica, esenciales para detectar y
monitorizar las resistencias antimicrobianas. Otra ventaja que presenta el diagndstico mediante
cultivo es que, en caso de ser necesario, proporciona la posibilidad de hacer estudios de
tipificacidon bacteriana y es la técnica recomendada ante infecciones persistentes o sospecha de
fracaso terapéutico. No obstante, es una técnica relativamente lenta y como se ha comentado
anteriormente, para optimizar el diagnéstico, se debe realizar una correcta metodologia desde
la recogida de la muestra hasta el cultivo, ya que N. gonorrhoeae es muy sensible a las

condiciones ambientales.

Las cepas de gonococo tienen necesidades nutricionales muy estrictas. Por esta razon, es
necesario utilizar medios de cultivo enriquecidos como el agar chocolate que, gracias a que
contiene suplementos de varias vitaminas, aminodcidos, hierro y otros factores, permite su
crecimiento. No obstante, en este tipo de medios pueden crecer también otros
microorganismos presentes en la muestra, por lo que es necesario utilizar otros medios que
ademas de estar enriquecidos, sean lo suficientemente selectivos para impedir el crecimiento
de los microorganismos saprofitos. Por ello, se recomienda el uso de medios selectivos como el
agar Thayer-Martin, Martin-Lewis o el medio New York City que permiten el aislamiento de N.
gonorrhoeae, ya que poseen antimicrobianos como la vancomicina, la colistina, el trimetoprim
y la nistatina, que inhiben las bacterias Gram positivas, Gram negativas (incluyendo casi todas

las neisserias saprofitas) y levaduras.
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Las placas se deben incubar durante 24-72 horas a una temperatura de 35-372C y con un
atmosfera al 5% de CO.. Si el cultivo es positivo se observaran colonias de color grisaceo (figura

2) a las que se les haran las pruebas de identificacion.

Figura 2. Aspecto de las colonias de N. gonorrhoeae en agar Thayer-Martin.

3.4.3.2 Identificacion presuntiva

La identificacion presuntiva se realiza observando la morfologia de la colonia (color grisaceo), la
tincion de Gram (diplococos Gram negativos) y las pruebas de la oxidasa y la catalasa positivas

(figura 3) (36-38,40).

CATALASA CATALASA OXIDASA OSIT]VA o

NEGATIVA POSITIVA R

Figura 3. Prueba de la catalasa y la oxidasa utilizadas en la identificacion presuntiva de N. gonorrhoeae.
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3.4.3.3 Pruebas de identificacion confirmatorias

La identificacién definitiva requiere, ademas de las pruebas de la identificacién presuntiva, la
realizacion de una o mas técnicas que demuestren los patrones de utilizacién de carbohidratos,

los perfiles enzimaticos o las caracteristicas inmunoldgicas de los microorganismos.

3.4.3.3.1 Pruebas bioquimicas

Tradicionalmente, en los laboratorios se ha utilizado como método de identificacion
confirmatoria, la capacidad de N. gonorrhoeae para producir dcido a partir de la utilizacién de
glucosa, pero no de otros carbohidratos (tabla 1). Para ello, se inocula la bacteria en varios
medios de cultivo semisdlidos como el agar cisteina tripticasa (CTA), que estan suplementados
cada uno de ellos con un azucar distinto y con rojo fenol como indicador de pH. A las 24 horas,
si la bacteria metaboliza ese azucar, la produccién de acido en contacto con el indicador de pH
ocasionara un cambio de color en el medio de cultivo (36). Basado en el mismo principio, con la
prueba rapida de utilizacion de carbohidratos (rapid carbohydrate utilization test, RCUT), en 4
horas se obtiene el resultado. En la RCUT se usan medios liquidos inoculados con una elevada
densidad de crecimiento, por tanto, la acidificacion del medio y posterior viraje del cultivo

depende de enzimas preformadas y no del crecimiento (36,41,42).

Del mismo modo que las RCUT, se han desarrollado pruebas rapidas de deteccién de enzimas
que hidrolizan sustratos cromogénicos. Se comercializan las pruebas Gonochek-Il (E-Y
Laboratories) y Neisseria Preformed Enzyme Test (PET; Key Scientific) que detectan la actividad
de las enzimas y-glutamil aminopeptidasa, B-galactosidasa y prolina aminopeptidasa (tabla 1).
Sin embargo, no se recomienda su uso de manera exclusiva, ya que pueden dar falsos positivos
con otras especies de Neisseria y falsos negativos, porque no todas las cepas de N. gonorrhoeae

tienen la prolina aminopeptidasa positiva (36,43). Actualmente, existen kits rapidos comerciales
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que aunan la utilizacion de carbohidratos y la deteccion de enzimas preformadas,

proporcionando una identificacién mas fiable (figura 4). Algunos ejemplos de estos kits son API-

H (bioMerieux), Vitek 2 NH (bioMerieux), MicroScan NH (Beckman Coulter) o RapID NH

(Remel). En estos kits, cada pocillo tiene asociada una puntuacion, de manera que se obtiene un

perfil numérico que, al compararlo con una base de datos, nos proporciona la identificacion del

microorganismo.

gl

FAU

ﬁ

=

Figura 4.Prueba de identificacion API NH que muestra un perfil de identificacién de Neisseria gonorrhoeae.

Caracteristicas bioquimicas

Especies

Glucosa Maltosa Lactosa Sacarosa Fructosa ONPG® GGT® PIPc
N. gonorrhoeae + - - - - R - +(-)
N. meningitidis + + - - - - +(-) - (+)
N. lactamica + + + - - + - +
N. polysaccharea + + - +/- - - - +
N. cinerea -(+) - - - - - - +
N. subflava? + + - +/- +/- - - ¥
N. sicca + + - + + - - +
N. mucosa + + - + + - - +
N. flavescens - - - - - - - +
M. catarrhalis - - - - - - - - (+)
K. denitrificans + - - - - - - +

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de diferentes especies de Neisseria y otros microorganismos Gram negativos,

oxidasa positiva.

a0NPG, o-nitrofenil-B-galactosidasa; PGGT, y-glutamil aminopeptidasa; ¢ PIP, prolina iminopeptidasa; ¢ incluye los

biovares subflava, flava, y perflava, los cuales difieren en su actividad frente a la sacarosa y fructosa; +, positivo;

-, hegativo; +/-, no es un resultado consistente para la especie; + (-), la mayoria de las cepas son positivas;

la mayoria son negativas (36).

- (+),
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3.4.3.3.2 Ensayos inmunoldgicos

Los métodos inmunoldgicos utilizados para la identificacién definitiva de N. gonorrhoeae son la

inmunofluorescencia directa (IFD) y la coaglutinacidn.

Hasta hace pocos afos, se comercializaba un test de IFD MicroTrak N. gonorrhoeae (Trinity
Biotech), que utilizaba anticuerpos monoclonales frente a la proteina de membrana PorB. Este
test presentaba el inconveniente de necesitar un microscopio de fluorescencia, limitando el
acceso a laboratorios pequeifios con menos recursos y ademas, la sensibilidad y especificidad de

la técnica era menor que con los métodos de coaglutinacidn.

Los principales ensayos de coaglutinacion son el GonoGen Il (BioConnections), que es una
prueba colorimétrica que utiliza anticuerpos monoclonales frente a la proteina PorB adsorbidos
en particulas de metal; y el Phadebact Monoclonal GC (MKL Diagnostics), que usa células
estafilocdcicas recubiertas de anticuerpos monoclonales frente a las proteinas PorB1Ay PorB1B.
El Phadebact es la técnica de diagndstico inmunolégico mds usada, ya que ademas de

diagnosticar, permite serotipar (figura 5) (36,42—44).

1 102282.-T

Phadebact®

- o282 0/m

Figura 5. Diagndstico de N. gonorrhoeae serotipo II/11l (PorB1B) mediante coaglutinacion Phadebact Monoclonal GC.
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3.4.3.3.3 MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight)

Actualmente, otro de los métodos que se utiliza en la identificacidn definitiva de N. gonorrhoeae
es el MALDI-TOF. Esta técnica basada en la espectrometria de masas permite en un tiempo muy
reducido y con una metodologia sencilla, identificar los microorganismos basdndose en el perfil

proteico de la bacteria.

De forma muy esquematica, el espectrémetro de masas genera, analiza y detecta iones en fase
gaseosa de una muestra. Al formarse los iones, éstos son dirigidos hacia el analizador de masas
(TOF), que los separa en funcién del ratio masa-carga. Posteriormente, los iones seran
detectados formando el espectro de masas. Los espectros son comparados con una base de
datos y de esta comparacidn, el software obtendrad la identificacion del microorganismo con una

puntuacion que nos indicarad la fiabilidad de dicha identificacion.

La tecnologia MALDI-TOF no esta al alcance de todos los laboratorios por el elevado coste del

equipo, sin embargo, la identificacion por muestra es muy asequible (36,45-48).

La sensibilidad de la técnica y el valor predictivo positivo estan por encima del 99% y en los
ultimos afios, a parte del uso del MALDI-TOF como herramienta diagndstica, se estan estudiando
otras aplicaciones como el tipado de cepas de gonococo y la deteccidon de resistencias

antimicrobianas (47).

3.4.4 Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos

Las TAANs se pueden utilizar para la identificacion definitiva del microorganismo a partir del
cultivo o lo mas frecuente, para la realizacion del diagndstico directamente a partir de la

muestra. Actualmente, son las técnicas recomendadas para la deteccidon de las infecciones
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urogenitales tanto en mujeres como en hombres, sintomdaticos y asintomaticos, ya que se ha

demostrado que son coste-eficaces y poseen una sensibilidad superior al 96% (40).

La ventaja de estas técnicas es que son mds sensibles que el cultivo, dado que detectan
microorganismos no viables haciéndolas menos dependientes de las condiciones de recogida,
transporte y procesamiento de las muestras. Ademas, se pueden realizar en una gama mas
amplia de tipos de muestras, lo que ha permitido su uso en muestras menos invasivas como la
primera miccidon de orina en los hombres y el frotis vaginal en las mujeres. Este hecho es
importante, ya que facilita la auto-toma de la muestra por parte del paciente y es el
procedimiento utilizado en muchos casos en el cribado de ITS. No obstante, la sensibilidad de
las TAANs en orina de mujeres, puede ser un 10% inferior que en los exudados vaginales y por

tanto, no son la muestra dptima para esta prueba.

En muestras extragenitales, las TAANs son mads sensibles que el cultivo y son la prueba de
eleccién para detectar infecciones faringeas y rectales. Sin embargo, la especificidad es menor,
pudiendo dar falsos positivos sobre todo en muestras faringeas debido a la presencia de otras
especies de Neisseria (36,37,40,49). En mayo de 2019, la Food and Drug Administration (FDA)
aprobd por primera vez el uso de dos pruebas comerciales, Aptima Combo 2 Assay (Hologic) y
Xpert CT/NG (Cepheid) para la deteccion de N. gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis en
muestras extragenitales (50), sin embargo, el Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
en 2014, ya recomendo el uso de esta tecnologia siempre que se utilizara otra TAAN con una
diana diferente para la confirmacion de los resultados positivos (49). Principalmente, se
aconseja el uso de estas técnicas ante la sospecha de la infeccién gonocécica extragenital en
HSH, aunque también se recomienda en pacientes heterosexuales debido a la transmisién por

sexo oral, practica cada vez mas extendida (36,37,40,49).

Los tiempos de respuesta con las TAANs son menores que con el cultivo y aunque presentan el

inconveniente de ser técnicas con precios mas elevados, permiten la automatizacién y la
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deteccidn simultdnea de otros microorganismos, principalmente C. trachomatis. Actualmente,

estdn irrumpiendo en el mercado kits de diagndstico sindrdmico que detectan la mayoria de los

patdgenos causantes de ITS, como por ejemplo Allplex STI (Seegene), Viasure STD Real Time PCR

Detection kit (CerTest) o STD Direct Flow Chip (Master Diagndstica), entre otros. Sin embargo,

estas técnicas todavia no estan validadas por la FDA. Asimismo, aunque han salido algunas

plataformas que permiten la deteccién de genes de resistencias, todavia no estdn del todo

optimizadas por lo que actualmente, el cultivo no puede ser sustituido por las TAANs para la

deteccién de resistencias antimicrobianas (51).

Las principales TAANs incluyen la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), la amplificacion

mediada por transcripcion (TMA) y la amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA). En la

siguiente tabla se pueden observar las diferentes TAANs aprobadas por la FDA (36,49,52).

Ensayo Fabricante Diana Tecnologia
Abbott RealTime CT/NG  Abbott Genes Opa PCR a tiempo real
APTIMA Combo 2 Assay  Hologic 16S ARNr TMA

BD MAX CT/GC/TV

Becton-Dickinson

No especificada

PCR a tiempo real

Cobas Amplicor Roche M-Ngo PII (citosina DNA metiltransferasa) PCR
COBAS 4800 CT/NG Roche Repeticidon Directa Region 9 (DR9) PCR a tiempo real
Probetec ET Becton-Dickinson PivNg (Homdgolo de la proteina invertida Pilina)  SDA
Probetec GC Qx Becton-Dickinson Pilina (Region diferente que en Probetec-ET) SDA

Xpert CT/NG Assay

Cepheid

2 secuencias cromosomicas no especificadas.

PCR a tiempo real

Tabla 2. TAANs aprobadas por la FDA para la deteccion de N. gonorrhoeae (Julio 2019).
PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; TMA, amplificacion mediada por transcripcion; SDA, amplificacion
por desplazamiento de cadena.
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3.4.5 Otros métodos diagndsticos

Existen otros métodos diagndsticos para la deteccidon de N. gonorrhoeae a partir de muestra
directa, como las técnicas de hibridacion de los acidos nucleicos (PACE 2, Hologic; Hybrid
Capture Il), las técnicas basadas en la transformacion genética (Gonostat, Sierra Diagnostics) y
el enzimoinmunoanalisis que, por su rendimiento y coste, no lo hace competitivo en
comparacién con otros métodos disponibles. Asimismo, debido a la capacidad del gonococo
para evadir la respuesta inmune, en este momento, ni las técnicas de IFD ni la serologia tienen

utilidad diagndstica.

Actualmente, el CDC sélo recomienda la microscopia, el cultivo y las TAANs como métodos
diagnésticos (49), por lo que el futuro de estas técnicas es incierto y posiblemente acabaran

desapareciendo del mercado.

3.5 Métodos de tipado

Existe una larga trayectoria en el tipado de aislamientos de N. gonorrhoeae, tanto para fines

epidemioldgicos como para el estudio de la transmision de cepas resistentes a antibidticos.

Dado que la eleccidn del método de tipado puede ser diferente en funcién del propdsito que se
quiera conseguir, es crucial elegir el método o los métodos mas efectivos para responder a las
preguntas especificas que nos planteamos. Algunas de estas preguntas podrian ser el estudio de
la filogenia y la genética de poblaciones bacterianas, la identificacion de cepas especificas que
se propagan a nivel mundial en determinadas poblaciones y/o en grupos core, en los test de
cura para la confirmacion de fallos de tratamiento o simplemente, como herramienta para

resolver problemas médico-legales como el abuso sexual.
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Si al tipado de las cepas le sumamos los datos de sensibilidad antimicrobiana, nos permitira
comprender mejor la transmisidén de cepas especificas resistentes a los antibidticos y en ultima
instancia, dicha informacion se puede aplicar para diseifar diferentes programas e

intervenciones preventivas de salud publica.

La tipificacién del gonococo se puede dividir en dos grandes grupos, los métodos fenotipicos y
los moleculares. Actualmente, se utilizan de manera exclusiva los métodos moleculares, ya que

estas técnicas son mds objetivas, reproducibles y con una mejor capacidad de discriminacion.

3.5.1 Métodos de tipado fenotipico

3.5.1.1 Auxotipificacion

La determinacidon del auxotipo es una técnica que se describid por primera vez en 1973 y que se
basa en los distintos requerimientos nutricionales en aminodacidos, purinas, pirimidinas y
vitaminas de la bacteria. Este método estd practicamente en desuso, puesto que tiene una
capacidad de discriminacién baja, consume mucho tiempo y se trata de una técnica laboriosa

gue requiere un alto nivel de experiencia técnica.

3.5.1.2 Determinacion de la serovariedad

Esta técnica estd basada en las variaciones antigénicas de la proteina PorB. Como se ha
comentado anteriormente con las técnicas diagndsticas de serotipado basadas en la
coaglutinacion, podemos clasificar las cepas de gonococos en funcidn de si poseen la proteina
PorB1A o la PorB1B. Sin embargo, con la determinacién de la serovariedad, podemos ir un paso

mas adelante clasificando estas proteinas en funcion de sus variedades antigénicas.
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Los serovares se determinan del mismo modo que el serotipo, con técnicas de coaglutinacidn,
gue nos permiten detectar interacciones entre antigenos gonocécicos y paneles de anticuerpos
monoclonales especificos. Es una técnica rapida, que no requiere un equipamiento sofisticado y
gue ademds, es facil de realizar. Por otro lado, posee una capacidad discriminatoria mas alta que

con el auxotipado.

No obstante, aunque la determinacidon de la serovariedad puede ser importante para una mejor
comprension de la respuesta inmune del huésped y, en ultima instancia, para el desarrollo de
vacunas, entre sus desventajas se incluyen: una menor capacidad discriminatoria respecto a los
métodos genotipicos, la subjetividad en la interpretacidn de los resultados que puede conducir
a problemas de reproducibilidad, la baja especificidad de algunos anticuerpos monoclonales, la
prevalencia de cepas no tipables y la aparicién de nuevos serovares por la evolucién continua
del gen porB. Sin embargo, en algunas regiones donde la caracterizacidon molecular no es posible,
esta técnica sigue siendo una herramienta valiosa como marcador primario, ya que de manera

rapida permite diferenciar los aislamientos de N. gonorrhoeae.

3.5.1.3 Combinacién Auxotipo/Serovar

Durante los afios 80 y 90, se utilizaron como método de tipificaciéon la combinacién de las
técnicas de auxotipado y la determinacidn de la serovariedad. Esta combinacidn proporciona
mayor poder de discriminacién que con la utilizacion de cada método por separado. Es
importante sefalar que con la llegada de los métodos moleculares, estas técnicas estan cayendo
en desuso debido a la mayor capacidad de discriminacién entre cepas y al menor requerimiento

de mano de obra de los métodos moleculares.
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3.5.2 Métodos de tipado molecular

Estos métodos se pueden dividir en dos grupos: los métodos basados en el andlisis de los

patrones de bandas en el gel electroforesis y los basados en el analisis de secuencias de ADN.

3.5.2.1 Métodos basados en los patrones de bandas de ADN en el gel de

electroforesis

3.5.2.1.1 Analisis del contenido plasmidico

Los plasmidos de N. gonorrhoeae se clasifican en funcién del peso molecular, el fenotipo o de
las secuencias de ADN. Se han estudiado los plasmidos cripticos, los conjugativos y los que
contienen determinantes de resistencia. Estos ultimos, son los que pertenecen a la familia de
los plasmidos productores de betalactamasas y el pldsmido conjugativo con el determinante de

resistencia a tetraciclinas, tetM.

El analisis del contenido plasmidico no se recomienda como método de tipado, puesto que
posee una capacidad discriminatoria baja y puede haber problemas de reproducibilidad, ya que

los pldsmidos pueden adquirirse o perderse con los subcultivos.

3.5.2.1.2 Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

La PFGE es una técnica que consiste en la digestién de todo el genoma bacteriano mediante
endonucleasas de restriccion de baja frecuencia de corte, como Spel o Bglll, seguido de la
separacion de dichos fragmentos de ADN en un gel de agarosa sometido a electroforesis de

campo pulsado. El tipado se realiza mediante la comparacion del patron de bandas resultante.
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Esta técnica es muy reproducible y permite el tipado de todos los aislamientos de gonococo. En
cambio, la principal desventaja es su elevada laboriosidad y el coste, ya que necesita varios dias

para su realizacidn y requiere de un alto nivel de experiencia técnica e interpretativa.

La PFGE es particularmente util, dado que permite una buena discriminacién entre aislamientos
de gonococo pudiendo diferenciar aislados no distinguibles con otros métodos de tipado como
la auxotipificacion, la determinacién del serovar, la combinaciéon auxotipo/serovar, la
secuenciacion completa del gen porB y el NG-MAST. Por ello, esta técnica se utiliza
principalmente para identificar a las poblaciones bacterianas en una regién particular, en

estudios de brotes de cepas resistentes a antibidticos y en evaluaciones forenses.

3.5.2.1.3 Ribotipado

El ribotipado es una variante del analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), basada en el analisis de los genes del ARN ribosomal. La técnica consiste en
la digestién del ADN cromosdmico con enzimas de restriccion, la separacién de los fragmentos
mediante electroforesis y su posterior identificacidn mediante hibridacién con sondas
especificas del ARN ribosomal. Este método, produce patrones de hibridacidn especificos y
reproducibles, simplificando la interpretacidn de los resultados en comparacién con el andlisis
PFGE, ya que se reducen el numero de bandas a interpretar. Sin embargo, el ribotipado no se
utiliza en N. gonorrhoeae, ya que su capacidad discriminatoria es baja. Ademas, el método es

laborioso y no es practico para su uso fuera de los laboratorios de referencia.

3.5.2.1.4 Tipado de los genes opa

Este método se basa en la amplificacién por PCR de los 11 genes opa, su posterior digestién con
las endonucleasas de restriccion Taql y Hhal, seguido de la separacién de estos fragmentos

50



Introduccion

mediante electroforesis y por ultimo, la visualizacién de los patrones de bandas resultantes. Esta
técnica de tipado tiene una elevada capacidad de discriminacion entre cepas pero, por otro lado,

comparte las mismas desventajas que el tipado por PFGE.

Debido al elevado poder de discriminacidn, el tipado de los genes opa se utiliza principalmente
en aquellas situaciones en las que se quiera realizar un analisis epidemioldgico fino, que

diferencie con mucho detalle las cepas de gonococo (53).

3.5.2.2 Métodos basados en el analisis de secuencias de ADN

Actualmente, el analisis de las secuencias de ADN es el método de eleccién para clasificar las
cepas de N. gonorrhoeae, debido a que proporciona una informacién exacta y reproducible, con
un elevado poder de discriminacidn y, asimismo, los datos de las secuencias pueden
almacenarse o compartirse electronicamente, lo que permite realizar comparaciones entre

laboratorios (54).

3.5.2.2.1 Tipificacion del gen porB

Se basa en el analisis comparativo de la secuencia de nucleétidos de la totalidad del gen porB o
de un fragmento extenso que comprende la mayoria de los segmentos polimérficos del gen. Los
inconvenientes de esta técnica de tipado son que no existe una estandarizacion internacional y
ademas, no hay una base de datos que permita realizar comparaciones entre cepas, como en el

caso del NG-MAST, por lo que actualmente no es un método de tipado muy utilizado.
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3.5.2.2.2 Multilocus sequence typing (MLST)

El MLST se basa en la secuenciacion de fragmentos de genes conservados que evolucionan de
manera lenta, los cuales son evolutivamente neutrales y se distribuyen por todo el genoma. El
MSLT se utiliza para el estudio de poblaciones de muchas especies bacterianas. El fundamento
de la técnica es el mismo, lo Unico que varian son los genes housekeeping analizados en cada
una de las especies bacterianas. En el caso de N. gonorrhoeae, se analizan secuencias de 7 genes
(abcz, adk, aroE, fumC, gdh, pdhCy pgm) a los que se les asigna un nimero de alelo y de la
combinacion de alelos en los 7 loci, se define un perfil alélico o secuenciotipo. Existe una base
de datos publica en la que se pueden caracterizar y depositar las secuencias de los aislamientos

de gonococo que se estén analizando (https://pubmlst.org/neisseria/).

El MLST es adecuado para estudios epidemioldgicos a largo plazo y de biologia de poblaciones,
sin embargo, debido a que se analizan genes altamente conservados, la capacidad de

discriminacién no es del todo dptima en la deteccidn de redes o clusters de transmision (53).

3.5.2.2.3 Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing (NG-MAST).

El NG-MAST, al contrario de lo que sucede con el MLST, consiste en la secuenciacion de un
fragmento interno hipervariable de 2 genes altamente polimaérficos, porB (490 pares de bases,
pb) y tbpB (390 pb). Estos genes, tal y como se ha comentado anteriormente, codifican para la
porina y para la subunidad B de la proteina fijadora de transferrina, respectivamente. Ambos
genes, al codificar proteinas que se encuentran en la superficie bacteriana, sufren una elevada
variabilidad genética que se acumula rapidamente por estar expuestos a la seleccién derivada

de la respuesta inmunoldgica del huésped.
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La asignacidén de los secuenciotipos se basa, al igual que en MLST, en la combinacién de nimeros
de alelos para cada gen. Esta asignacidon se realiza a través de en una base de datos publica

(http://www.ng-mast.net/).

El tipado mediante NG-MAST es util para identificar la variabilidad en las poblaciones
gonocdcicas, identificar redes de transmision e investigar fallos de tratamiento. Asimismo, el
NG-MAST también sirve para predecir fenotipos especificos de resistencia antimicrobiana

(21,53).

Como se ha mencionado previamente, las secuencias de los genes que se utilizan para la
tipificacion del NG-MAST poseen una elevada variabilidad y, por consiguiente, en una
determinada poblacién pueden coexistir cepas con secuenciotipos diferentes, pero que estan
genéticamente muy relacionadas. Por esta razén, los aislamientos de N. gonorrhoeae que
comparten uno de los alelos de NG-MAST y que muestran una similitud de al menos un 99% en
el otro alelo (diferencia de <=5pb para porBy <=4pb para tbpB) se clasifican dentro de un mismo

genogrupo, lo que permite mejorar los analisis epidemioldgicos (55).

3.5.2.2.4 Neisseria gonorrhoeae sequence typing for antimicrobial resistance (NG-

STAR)

El tipado mediante el NG-STAR sigue la misma metodologia que el MLST o el NG-MAST pero, en
este caso, para la obtencién del secuenciotipo, se utilizan las secuencias de 7 genes (penA, mtrR,
porB, ponA, gyrA, parC, y 23S ARNr) asociados con la resistencia a betalactamicos, macrdlidos y

quinolonas.

Este nuevo método de tipado surgido en 2017, se encuentra disponible on-line de manera

publica (https://ngstar.canada.ca/) aunque todavia no tiene un uso muy extendido. EI NG-STAR

53


http://www.ng-mast.net/
https://ngstar.canada.ca/

Introduccion

integra la informacion sobre genes de resistencias y permite la monitorizacion de Ia

diseminacién global de cepas de N. gonorrhoeae resistentes a los antimicrobianos (56).

3.5.2.2.5 Secuenciacion del genoma completo (SGC)

La secuenciacion del genoma completo, WGS por sus siglas en inglés (whole genome
sequencing), ofrece la informacién mas completa de una cepa bacteriana. La SGC esta
enmarcada dentro de las tecnologias de secuenciacidon de nueva generacidn (next generation
sequencing, NGS), también conocidas como secuenciacién masiva. Estas tienen la capacidad de
producir millones de reacciones de secuenciacién en paralelo, sin la necesidad de electroforesis
o clonacién bacteriana y, por tanto, ofrecen una alternativa con un elevado rendimiento y bajo

coste en comparacién con los métodos tradicionales de secuenciacion tipo Sanger.

En pocos afios han surgido diversas plataformas de secuenciacidon masiva que tienen diferentes
fundamentos. En 2005 se lanzé la plataforma 454 (Roche) que utilizaba la técnica de
pirosecuenciacion, siendo ésta la primera NGS en comercializarse. Un afio mas tarde, surgio la
plataforma de secuenciacién Solexa/lllumina basada en la amplificacion en puente y la
incorporacion de nucleétidos fluorescentes. En 2007 irrumpié la plataforma SOLID (Life
Technologies), la cual realiza la secuenciacion por ligacion de octameros de secuencia conocida
marcados con fluorescencia. Tres afios mas tarde, se incorpord al mercado lon Torrent (Life
Technologies), que se basa en la deteccidn de protones durante la polimerizacion de los
nucleétidos. Todas estas técnicas de NGS se clasifican dentro de las técnicas de secuenciacion

de segunda generacion y producen un promedio de lecturas de 300 nucledtidos.

Las técnicas de secuenciacidon masiva de segunda generacion siguen un proceso laborioso en el
que de manera esquematica, previo a la secuenciacion, se lleva a cabo la preparacién de las

librerias con los genomas. Para ello, se realiza la fragmentacion del ADN, la adicién de
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adaptadores en los extremos de las secuencias (que funcionan como cddigos de barras para
distinguir el ADN de los diferentes aislamientos secuenciados), la amplificacion clonal de las
secuencias, la normalizacién de las librerias y por Ultimo, la secuenciacién. Tras ésta, se procede
al andlisis bioinformatico de las secuencias mediante la limpieza, el ensamblaje y la anotacién

de los genomas.

En cambio, las técnicas de tercera generacién, evitan el paso de amplificacidon previo a la
secuenciacion y por tanto, se realiza la secuenciacién sobre una Unica molécula de ADN,
produciendo lecturas mas largas (>20000 nucledtidos). Sin embargo, estos secuenciadores aun
no se utilizan en el laboratorio de microbiologia clinica debido a su falta de accesibilidad y a la
menor calidad de las secuencias. Entre las NGS de tercera generacién destacan RSIl o Sequel

(Pacific Biosciences), MinlON (Oxford Nanopore) y HeliScope (Helicos BioScience) (57—-60).

Mediante la SGC se pueden realizar analisis filogenéticos mucho mas exactos que con el resto
de métodos de tipado comentados anteriormente. Esto se debe a que las comparaciones se
realizan utilizando el genoma core, es decir, para establecer las relaciones se usan los genes que
tienen en comun y estan presentes en todos los aislamientos de una especie. La principal ventaja
es que las representaciones son mas precisas, ya que se evitan las dificultades al alinear e
interpretar la evolucion de regiones gendmicas complejas y diversas (57). Asimismo, con los
datos obtenidos de los genomas completos (whole genome, wg) se puede obtener in silico el
wgNG-MAST, el wgMLST y el wgNG-STAR. Estudios recientes que compararon la SGC junto con
MLST y/o NG-MAST, ponen de manifiesto que existen discordancias entre los resultados
obtenidos, ya que hay aislados a los que se les asigné un mismo secuenciotipo y sin embargo, se

distribuyeron entre diferentes clados filogenéticos con la SGC (61).

Por otro lado, al disponer de la secuencia del genoma completo, esta técnica permite la
identificacion y caracterizacion de genes de resistencia asi como también, facilita la

identificacion de nuevas mutaciones que confieran resistencia a algun antibiético. Del mismo
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modo, la SGC se puede utilizar para identificar brotes, estudiar factores de virulencia, identificar

objetivos para vacunas, entre otras aplicaciones (62).

3.6 Sensibilidad antimicrobiana y tratamiento

3.6.1 Estudio de la sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad antimicrobiana se puede determinar mediante métodos fenotipicos que estan
basados en la actividad in vitro de un antibidtico frente a un microorganismo, o bien con
métodos genotipicos, que se fundamentan en la detecciéon de los genes y las mutaciones
implicadas en la resistencia antimicrobiana. A pesar de que los métodos genotipicos poseen una
buena correlacion con los fenotipicos, en la prdctica clinica para N. gonorrhoeae se usan de

manera exclusiva los métodos basados en el cultivo (51,63).

Los métodos para determinar la sensibilidad antimicrobiana se deben realizar partiendo de un
cultivo puro de N. gonorrhoeae de unas 20-24 horas y sembrado en un medio no selectivo, como
el agar chocolate. Posteriormente, el medio de cultivo de eleccién para la realizacion del
antibiograma es el agar GC suplementado con el 1% de IsoVitalex, que se incuba durante 20-24

horas, a una temperatura de 35-372C y con un atmésfera al 5% de CO,.

El método de referencia para la determinaciéon de la concentracién minima inhibitoria (CMI) es
la dilucién en agar. En este método se cultivan las bacterias en el medio de cultivo comentado
anteriormente, al cual se le incorpora una concentracién definida del antibiético a testar (36).
La dilucién en agar es un método que no es ideal para realizarlo de manera rutinaria, ya que es
laborioso y poco rentable si se estudian pocas cepas, por lo que se reserva principalmente para

los laboratorios de referencia. Por ende, el método cuantitativo que se usa con mas frecuencia
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para la determinacion de la sensibilidad es el epsildmetro (Etest), ya que se obtienen resultados

comparables a la dilucidn en agar y es mas sencillo de realizar (3).

El Etest consiste en una tira de papel no poroso que posee un gradiente definido del
antimicrobiano y que al ponerlo en contacto con la superficie del medio y tras la incubacion, el
antibiético difunde al medio y se puede observar una zona elipsoidal simétrica. La CMI vendra

definida por el valor obtenido en la interseccion de la elipse con la tira (figura 6).

Figura 6. Determinacion de la sensibilidad de N. gonorrhoeae por el método epsilémetro.

Ademds de la determinacién cuantitativa de la sensibilidad, se puede obtener una
determinacidn cualitativa mediante el ensayo de difusidon en disco. En este ensayo se deposita
en la superficie del medio de cultivo, previamente inoculado con el microorganismo, discos de
papel secante impregnados en concentraciones conocidas de antibidticos. El antibidtico difunde
radialmente al medio y tras la incubacién, los discos aparecen rodeados de un halo de inhibicion
que midiéndolo y comparandolo con los criterios de interpretacidén, permite clasificar a las
bacterias en las categorias: sensible, intermedio o resistente (36). Los métodos de difusion en
disco sdlo se recomiendan cuando no se puede realizar la determinacién de la CMI por ninguno
de los métodos anteriores y cualquier valor de resistencia inusual o emergente, debe
confirmarse con otro método (3).
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Existen dos sociedades cientificas que establecen los criterios de interpretacion del
antibiograma, permitiendo clasificar a los microorganismos en 3 categorias de respuesta clinica
al tratamiento: sensible (S), intermedio () o resistente (R). Estas sociedades son la Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) y European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) (64,65). Clasicamente, un microorganismo era definido como sensible por un
nivel de actividad antimicrobiana asociada con una alta probabilidad de éxito terapéutico; como
intermedio, si el efecto terapéutico era incierto; y resistente, si existia una alta probabilidad de
fracaso terapéutico. Sin embargo, en 2019, el EUCAST redefinié estas categorias haciendo
énfasis en la relacién entre la categoria clinica y el nivel de exposicion al farmaco, que sobre
todo afecta a la definicion de la categoria intermedia. De esta manera, las nuevas categorias se

redefinen como:

e Sensible, régimen de dosificacién estdndar: cuando hay una alta probabilidad de éxito
terapéutico usando un régimen de dosificacién estandar del agente antimicrobiano.

e Sensible cuando se incrementa la exposicién (antes categoria intermedia): cuando hay
una alta probabilidad de éxito terapéutico porque la exposicion al agente estd
incrementada, por ajuste del régimen de dosificacidn o por su concentraciéon en el lugar
de la infeccién.

e Resistente: cuando existe una alta probabilidad de fracaso terapéutico incluso cuando

hay un incremento de la exposicién (66).

3.6.2 Historia del tratamiento y evolucion de las resistencias

Antes de que los antimicrobianos llegaran a nuestras vidas, la infeccidn gonocdcica se combatia
fundamentalmente mediante habitos de vida saludables como una buena alimentacién, un

descanso adecuado, evitando el uso del alcohol y teniendo abstinencia sexual. A estos habitos
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también se le sumaban otros como el tratamiento sistémico con diferentes tipos de balsamos,
hipertermia, irrigaciones uretrales y compuestos quimicos como el arsénico, el antimonio, el

bismuto, el oro, la plata y el mercurio (3).

Tras la llegada de los primeros antibidticos durante la primera mitad del siglo XX, N. gonorrhoeae
ha ido adquiriendo determinantes de resistencia a cada antimicrobiano que se usaba para
combatir la infeccién. En la figura 7 (3) se puede apreciar la manera en la que se ha ido

modificando el tratamiento de eleccidn, en funcion de la adquisicidn de resistencias.
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Figura 7. Historia del tratamiento antimicrobiano y la evolucién de la aparicidén de resistencias en N. gonorrhoeae.

Sulfonamidas

Las sulfonamidas fueron los primeros antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la
gonorrea. Inicialmente curaron del 80 al 90% de los casos, sin embargo, a finales de los afios 40,
mas del 90% de los aislamientos de N. gonorrhoeae mostraban resistencia in vitro. No obstante,
el sulfametoxazol, en combinacién con el trimetoprim, se siguid utilizando en paises con pocos

recursos durante décadas.
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Penicilinas

A pesar de que la penicilina se descubridé en 1928 por Alexander Fleming, no fue hasta 1943
cuando se documentd como tratamiento eficaz de la uretritis gonocdcica. La penicilina marcé
un antes y un después tanto en el tratamiento de la gonorrea, como de otras enfermedades
infecciosas y, tanto es asi, que rdpidamente sustituyd a las sulfonamidas como tratamiento de

primera linea.

En los primeros afios de implantacién, la penicilina curaba mas del 90% de las infecciones a dosis
bajas (45 mg). Sin embargo, con el paso de los afios, la acumulacidon de resistencias
cromosémicas hizo aumentar sus CMls, incrementdndose de este modo las dosis para obtener
mayores tasas de curacién. A partir de 1946, cuando se notificaron cuatro casos de resistencia
a altas dosis (entre 0.6 y 1.6 millones de unidades) y durante las dos décadas siguientes, fue
aumentando la proporcién de cepas resistentes a penicilina. En 1976, se describieron dos tipos
de betalactamasas plasmidicas que conferian resistencia de alto nivel a la penicilina pero, a pesar
de esta situacidn, se siguid utilizando la penicilina como tratamiento de primera linea hasta que
una década después, se abandonara como consecuencia de la aparicién de resistencias
mediadas por mecanismos cromosdmicos. A dia de hoy, es frecuente aislar cepas de gonococo

con resistencia a penicilina mediada tanto por mecanismos cromosdmicos como plasmidicos.

Espectinomicina

La estructura molecular de la espectinomicina se basa en el anillo aminociclitol que actta sobre
la subunidad 30S ribosomal, y esta estrechamente relacionada con los aminoglicésidos. Este
compuesto fue sintetizado y comercializado a principios de los afios 60 como tratamiento
especifico de la gonorrea y se utilizé principalmente en los casos de resistencia de alto nivel a la
penicilina. En la década de los afios 80, se dejé de utilizar como tratamiento empirico de primera
linea, ya que desde que en 1967 se publicara en Holanda la primera cepa de gonococo resistente

a espectinomicina, se fueron sucediendo los casos de aislamientos resistentes en todo el mundo.
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Asimismo, este farmaco no alcanza concentraciones dptimas en faringe, teniendo una eficacia
en torno al 80%, por lo cual no estaria recomendado su uso en esta localizacidon. No obstante,
actualmente este compuesto no estd disponible en Espafia ni en otros paises, por lo que las tasas

de resistencia a espectinomicina permanecen bajas.

Tetraciclinas

Este grupo de antibidticos se introdujeron sobre todo en el tratamiento de la gonorrea en
pacientes alérgicos a la penicilina. Como en el caso de la penicilina, las CMIs de las tetraciclinas
se incrementaron como consecuencia de la acumulacidn de mutaciones cromosémicas, sin
embargo, no fue hasta mediados de los afios 80 cuando se detectaron a nivel internacional cepas
con alto nivel de resistencia debido a la aparicion de cepas de N. gonorrhoeae con el
determinante tetM en el pldsmido conjugativo. Este hecho fue el desencadenante de la
eliminacion de las tetraciclinas como tratamiento de la infeccién gonocdcica en las guias clinicas

de Estados Unidos y de otros paises.

Quinolonas

En la segunda mitad de los afios 80 las fluoroquinolonas, sobre todo el ciprofloxacino, se
utilizaron ampliamente para el tratamiento de la infeccién gonocdcica. En un primer momento
se utilizaban dosis bajas de 250 mg, pero en 1990 ya se habian comunicado fallos terapéuticos.
Posteriormente, la dosis se duplicd aunque rapidamente se detectaron cepas resistentes. A
finales de los afios 90, algunos paises del Pacifico Occidental de Asia fueron los primeros en dejar
de recomendar las fluoroquinolonas como tratamiento de primera linea. Las cepas de gonococo
resistentes a ciprofloxacino no tardaron en diseminarse a nivel mundial y, en 2007, las guias
clinicas del CDC dejaron de recomendar el ciprofloxacino como tratamiento de primera linea. En
la actualidad, existe una elevada prevalencia de cepas de gonococo resistentes a

fluoroquinolonas en todo el mundo.

61



Introduccion

Macrélidos

En 1980 se desarrollé la azitromicina pero, hasta esa fecha, ningln macrélido habia mostrado
eficacia en el tratamiento de la gonorrea. No obstante, a finales de la década de los 90, se
notificaron cepas con sensibilidad disminuida y resistencia a la azitromicina en América Latina,
donde este antibiodtico se habia usado con frecuencia en el tratamiento de otras ITS bacterianas.
Posteriormente y de manera alarmante, se identificaron casos de gonococo con elevado nivel

de resistencia (CMI > 256 mg/L) en Escocia, Inglaterra, Argentina, Italia, EEUU y Suecia (3).

La azitromicina en monoterapia no esta recomendada en el tratamiento de N. gonorrhoeae. Sin
embargo, se utiliza como parte del tratamiento en la terapia dual, junto con la ceftriaxona

(38,40,67).

Cefalosporinas

Las cefalosporinas de amplio espectro, recomendadas en el tratamiento de la gonorrea, son la
ceftriaxona intramuscular y la cefixima oral. En algunos paises, cuando no se disponia de la
cefixima, se utilizaron otras cefalosporinas orales como por ejemplo cefuroxima, cefditoreno,

cefpodoxima y ceftibuteno.

Las primeras cepas de gonococo resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion,
surgieron en Japon a finales de los afios 90 y de alli se propagaron por todo el mundo. Entre las
causas de la aparicion de la resistencia a las ESCs se sitla el hecho de que en Japdn, la ceftriaxona
no se aprobd para tratar esta infeccidon hasta finales de la década de 1990y, en consecuencia,
se utilizaron muchas cefalosporinas orales en dosis subdptimas, como por ejemplo cefixima de
300 mg en lugar de 400 mg, que podrian haber dado lugar a concentraciones subinhibitorias vy,
por tanto, haber seleccionado la resistencia a las cefalosporinas (68). Esto fue un caldo de cultivo
para que las CMls de cefixima y ceftriaxona fueran aumentando progresivamente, hasta ser
resistentes y comenzaran a notificarse en muchos paises fallos en el tratamiento con cefixima

(3).
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En el afno 2010, la comunidad cientifica internacional se puso en alerta ante los primeros
aislamientos de cepas extremadamente resistentes que poseian resistencias de alto nivel a
todas las ESCs. La primera cepa se aislé de la faringe de una trabajadora del sexo en Kyoto. A
esta cepa, que se le conoce como HO041, mostraba una CMI a cefixima y ceftriaxona de 8 y 2
mg/L, respectivamente (8). La segunda cepa conocida como F89, se aisl6 de un exudado uretral
en un paciente HSH de Francia. La F89 tenia una CMI a cefixima de 4 mg/L y a ceftriaxona de 2
mg/L (9). En mayo de 2011, se produjeron los primeros casos en Espafia y mas concretamente
en Catalufia, donde se aislaron las cepas de una pareja HSH. El aislamiento uretral de un paciente

y el rectal del otro, tenian una CMI a ceftriaxona de 1.5 mg/L (10).

Para mitigar la propagacion de cepas resistentes y debido a que el uso de dos antimicrobianos
con distintas dianas ralentiza la aparicion de resistencias, las guias clinicas recomendaron como
tratamiento de eleccidn la terapia dual con ceftriaxona 250-500 mg por via intramuscular junto
con una dosis Unica de azitromicina 1-2 g por via oral (38,40,67). Sin embargo, actualmente ya

se han descrito casos de fracaso a la terapia dual (11,69,70).

En el afio 2009, impulsado por la aparicién de resistencias a las ESCs en N. gonorrhoeae, se
definieron los términos de multirresistencia (multidrug-resistance N. gonorrhoeae, MDR-NG) y
de cepas extremadamente resistentes (extensively drug-resistance N. gonorrhoeae, XDR-NG).

Para ello, se clasificaron los antibidticos en 3 categorias:

e Categoria I: antibidticos que se recomiendan generalmente en el tratamiento de la
gonorrea. Se incluyen las ESC, tanto inyectables como orales, y la espectinomicina.

e Categoria ll: antibidticos que se usan con menos frecuencia o se proponen para un uso
mas extenso. Estas son las penicilinas, las fluoroquinolonas, la azitromicina, los

aminoglicdsidos y los carbapenémicos.
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e Categoria lll: antibiéticos que se han reemplazado o considerados como inadecuados.
Ejemplo de ellos son el cloranfenicol, el tianfenicol, las tetraciclinas, la rifampicina, el

trimetoprim sulfametoxazol y la eritromicina.

Las cepas MDR-NG son los aislamientos que son resistentes a un antibidtico de la categoria | y
dos o mds de la categoria Il. En cambio, las XDR-NG son resistentes a dos o mds antibidticos de

la categoria | y tres o0 mds de la categoria Il (71).

La aparicion de los gonococos XDR podria iniciar una nueva era en la cual la gonorrea no se
pudiera tratar con los antibidticos disponibles, por lo que se han puesto en marcha programas
de vigilancia antimicrobiana en muchos paises, para estudiar la epidemiologia de N.

gonorrhoeae y poder detectar la aparicidén y diseminacién de resistencias (3).

3.6.3 Mecanismos de resistencia

Como se ha mencionado anteriormente, N. gonorrhoeae posee una capacidad extraordinaria
para adquirir o desarrollar resistencia a todos los antimicrobianos utilizados en su tratamiento.

Esto lo consigue a través de cuatro mecanismos principales:

Destruccion o modificacion enzimatica del antimicrobiano.

e Modificacién de la diana terapéutica, que conduce a una disminucién de la afinidad por
el antimicrobiano.
e Disminucion de la entrada del antimicrobiano al interior de la bacteria.

e Aumento del flujo de salida del antibidtico al exterior del microorganismo.

Mientras que la resistencia a determinados antimicrobianos estd directamente relacionada con
determinantes de resistencia concretos, otros requieren de un efecto acumulativo de varios

mecanismos para lograr una resistencia clinicamente relevante (3,51).
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La mayoria de los determinantes genéticos que confieren resistencia se sitian a nivel
cromosdmico y sélo poseen un origen plasmidico los genes blawem y tetM, los cuales confieren
un alto nivel de resistencia a la penicilina y la tetraciclina, respectivamente. Por otro lado, N.
gonorrhoeae ha demostrado tener una gran capacidad de transferencia horizontal de material
genético, hecho que es muy relevante, ya que se sabe que la infeccién gonocécica faringea, que
en la mayoria de las ocasiones es asintomatica, puede actuar como reservorio de resistencias
debido a la adquisicion de genes de resistencia procedentes de otras especies saprofitas de
Neisseria de la orofaringe. Ademads, esta adquisicién de genes no afecta al fitness bioldgico del
microorganismo, por lo que las cepas multirresistentes persisten incluso en ausencia de presion
antibidtica (3,30). En la tabla 3 (3,72), se resumen todos los mecanismos de resistencia en N.

gonorrhoeae.

Resistencia a sulfonamidas

Esta familia de antibidticos de efecto bacteriostatico, son analogos estructurales del acido
paraaminobenzoico (PABA), que utilizan las bacterias en la sintesis del acido fdlico. Las
sulfonamidas compiten con el PABA en su unién a la dihidropteroato sintetesa (DHPS) (73). La
resistencia a las sulfonamidas estd mediada por dos mecanismos, la hiperproduccion de PABA
que diluye el efecto del antimicrobiano, o por mutaciones en el gen folP que codifica la DHPS.
La alteracion de esta enzima hace que disminuya de manera significativa su afinidad por las

sulfonamidas (3).
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Antibidticos

Mecanismos de resistencia

Sulfonamidas

Hiperproduccidon de PABA.

Mutaciones en folP: acumulaciéon de mutaciones puntuales o mutaciones
en mosaico.

Penicilinas

Penicilinasa plasmidica tipo TEM-1 o TEM-135.

Mutaciones en penA: acumulacién de mutaciones puntuales o
mutaciones en mosaico.

Polimorfismo de nucledtido Unico (SNP) en ponA: alelo ponA1 (L421P).
Mutaciones en mtrR: promotor (-35A) y en region codificante (A39T,
G45D y coddn de parada prematuro).

SNPs en porB/penB: G120K, G120D y A121D.

Mutaciones en pilQ, penC.

“Factor X”: determinante de resistencia no transformable desconocido.

Tetraciclinas

Plasmido TetM.

SNP en rpsJ (V57M).

Mutaciones en mtrR: promotor (-35A) y en region codificante (A39T,
G45D y coddn de parada prematuro).

SNPs en porB/penB: G120K, G120D y A121D.

Espectinomicina

SNP en 16S ARNr (C1192U).

Mutaciones en rpsE: T24P, deleccién de V25 y K26E.

Quinolonas

SNPs en gyrA: S91F, D95N y D95G.

SNPs en parC: D86N, S871/N/R, S88P y E91A/K/G.

Azitromicina

SNPs en 23S ARNr (1-4 alelos):C2611Ty A2059G.

Metilasas ermA, ermB, ermCy ermF.

Mutaciones en mtrR: promotor (-35A) y en region codificante (A39T,
G45D y coddn de parada prematuro).

Bomba de expulsion MacAB y la codificada por mef.

Mutaciones en rplD y rplV que codifican las proteinas ribosomales L4 y
L22, respectivamente.

Cefalosporinas

Mutaciones en penA: acumulacién de mutaciones puntuales (A501V/T,
G542S, P551L/S) o mutaciones en mosaico (A311V, 1312M, V316T/P,
T483S, A501V, N512Y, G545S).

Mutaciones en mtrR: promotor (-35A) y en region codificante (A39T,
G45D y coddn de parada prematuro).

SNPs en porB/penB: G120K, G120D y A121D.

“Factor X”: determinante de resistencia no transformable desconocido.

Tabla 3. Mecanismos de resistencia en N. gonorrhoeae.
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Resistencia a penicilinas

Los antibidticos betalactamicos, como las penicilinas y las cefalosporinas, bloquean la actividad
transpeptidasa a través de la unidn del anillo betalactamico con las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP), de manera que disminuye la sintesis de peptidoglucano y la bacteria muere por
efecto osmoético o digerida por enzimas autoliticas. Tiene, por tanto, efecto bactericida (3,73).

La resistencia a las penicilinas puede ser plasmidica o cromosdmica.

Parece ser que el origen de la resistencia plasmidica a penicilina en N. gonorrhoeae, proviene de
la conjugacion con Haemophilus parainfluenzae (3,74). Estos plasmidos que contienen el gen
blatemi, codifican la produccién de una betalactamasa de tipo TEM-1 que hidroliza el anillo
betalactdmico y confiere una resistencia de alto nivel a este antibidtico. A dia de hoy, no se han
descrito betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en gonococo, sin embargo, si que se ha
encontrado el gen blarem-135, que difiere en un solo nucledtido (SNP, polimorfismo de nucleédtido
Unico) de blarem-1 Y que, si acumulara un SNP adicional, podria dar como resultado una BLEE que

hidrolizaria también las ESCs (3).

La resistencia cromosdmica estd mediada por tres mecanismos: modificacion de la diana,

disminucién de la entrada y aumento del flujo de salida del antimicrobiano.

Entre las mutaciones que producen alteracidn en la diana, se encuentran las mutaciones en el
gen penA, que codifica la PBP2. Estas mutaciones fueron adquiridas por transformacién con
secuencias penA procedentes de otras especies comensales de Neisseria, las cuales poseen
entre 5 a 9 mutaciones, lo que se traduce en la modificacién de la tasa de acilacién de esta
proteina, produciendo una disminucién entre 6 a 8 veces en la sensibilidad a la penicilina.
Asimismo, en las Ultimas décadas se han descrito mutaciones en mosaico en el gen penA que
contienen entre 60-70 cambios de aminodcidos y que confieren resistencia, tanto a las

penicilinas como a las cefalosporinas.

67



Introduccion

Aunque la alteracidn de la enzima PBP2 es el principal mecanismo de resistencia cromosémica,
las cepas de gonococos que tienen un elevado nivel de resistencia a penicilina también poseen
una mutacion de cambio de sentido en el gen ponA, que codifica la proteina PBP1 con el cambio

aminoacidico Leu421Pro, reduciendo la acilacién de la penicilina.

Otros mecanismos cromosdémicos que aumentan las CMls, son el incremento de la expulsién
activa del antibidtico. En la penicilina, esto se produce por mutaciones en el gen represor mtrR
gue da lugar a una sobreexpresion de la bomba de expulsion MtrCDE. La proteina MtrCDE
pertenece a la familia de bombas RND (resistance-nodulation-cell division) y ademas de a la

penicilina, también afecta a las cefalosporinas, las tetraciclinas y los macrdlidos.

Por otro lado, la disminucién de la permeabilidad del antibidtico también contribuye a la
resistencia. En N. gonorrhoeae, mutaciones en el gen porB, también conocido como penB,
disminuye la entrada del antibiético a la célula a través de la porina PorB1lb. Del mismo modo,
las mutaciones en pilQ, que codifica para la secretina PilQ que participa en la formacion de los

pili, podrian estar asociadas al aumento de CMls.

Finalmente, parece ser que existe al menos un determinante, no transformable, de resistencia
a la penicilina que aun se desconoce, el “Factor X”, que puede aumentar las CMls entre 3 a 6

veces (3).

Resistencia a tetraciclinas

Las tetraciclinas realizan el efecto antimicrobiano mediante el bloqueo de la sintesis proteica,
uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma e impidiendo la interaccién de éste con el ARN de
transferencia (ARNt) (3,73). Al igual que en el caso de las penicilinas, la resistencia puede ser

cromosdmica o estar mediada por elementos plasmidicos.

La resistencia plasmidica es debida al determinante tetM, que se describié por primera vez en

el género Streptococcus. La proteina TetM, que posee una gran similitud con el factor de
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elongacion G (EF-G), se une a los ribosomas causando la liberacién del antibidtico y permitiendo
de esta manera que continue la sintesis proteica. La proteina TetM confiere resistencia de alto

nivel a las tetraciclinas (CMI = 16 mg/L).

La resistencia cromosémica es debida a la mutacion V57M en el gen rpsJ, que provoca que la
estructura de la proteina ribosomal S10 esté alterada y que disminuya su afinidad por las
tetraciclinas. Ademas, otros factores que aumentan la resistencia a este antibiético, al igual que
en el caso de la penicilina, son las mutaciones en los genes mtrR y porB que aumentan la salida

y disminuyen su entrada, respectivamente.

Resistencia a espectinomicina

La espectinomicina es un antibidtico bacteriostdtico que ejerce su actividad al unirse a la
subunidad ribosomal 30S, mas concretamente al 16S ARNTr, inhibiendo la elongacién peptidica,

ya que bloquea al EF-G que cataliza la translocacidn del peptidil-ARNt del sitio A al sitio P (3).

La resistencia de alto nivel (CMI > 1024 mg/L) esta causada principalmente por la mutacion
C1192U en el 16S ARNr y por una supresiéon de Val25 y una alteracidon de K26E en la proteina
ribosomal S5, codificada por el gen rpsE. Por otro lado, la alteracidon T24P en este gen confiere
resistencia de bajo nivel a la espectinomicina (figura 8). Las distintas mutaciones en rpsE

desestabilizan la unién del antibiotico al 16S ARNr (3,51,72).
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Figura 8. Principales dianas y mecanismos de resistencia a azitromicina, ciprofloxacino, espectinomicina y ESCs (72).

Resistencia a quinolonas

Esta familia de antibidticos con efecto bactericida actua inhibiendo la ADN girasa y la
topoisomerasa IV, enzimas esenciales en la replicacién del ADN. Ambas enzimas son proteinas
heterotetraméricas formadas por dos subunidades de GyrA y dos de GyrB, en el caso de la ADN

girasa, y por dos subunidades de ParCy ParE, en la topoisomerasa IV.

La resistencia a las quinolonas se produce como consecuencia de mutaciones de efecto
acumulativo que alteran el reconocimiento del antibidtico con las enzimas. Las principales
mutaciones se encuentran en las regiones determinantes de la resistencia a quinolonas (QRDR)
del gen gyrA. La mutacién no sindnima GyrA S91F, causa niveles de resistencia de bajos a
intermedios y si se produce una mutacion adicional en el codén 95, aumenta aun mas la CMI.
Para que se produzca resistencia de alto nivel, se requieren mutaciones concomitantes en el gen
parC (figura 8). Las mutaciones en los genes gyrB y parE, no parecen tener relevancia en la

resistencia a las fluoroquinolonas (3,51).
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Resistencia a azitromicina

Los macrélidos son antibidticos bacteriostaticos que actuan sobre la subunidad ribosomal 508,
liberando polipéptidos incompletos de manera que se inhibe la sintesis de proteinas. Esta familia
de antibidticos interactua con el 23S ARNTr, por lo que se evita la translocacion del peptidil-ARNt,

bloqueando el canal de salida del péptido en la subunidad 50S.

Los mecanismos asociados a la resistencia de la azitromicina se producen como resultado de la
alteracion de la diana ribosomal, bien por metilacion del 23S ARNr o por mutaciones especificas
tanto en el 23S ARNr como en los genes rp/D y rplV que codifican las proteinas ribosomales L4 y
L22, respectivamente. Asimismo, la resistencia se ve influida por un aumento del flujo de la

salida del antibiético debido a la sobreexpresién de bombas de expulsién (figura 8).

Las mutaciones especificas C2611T y A2059G en el ARNr 23S causan resistencia de bajo y alto
nivel, respectivamente. No obstante, como N. gonorrhoeae tiene cuatro alelos, la CMI de

azitromicina depende del nimero de alelos que posee esta mutacion.

Las ARNr metilasas estan codificadas por los genes erm (ermA, ermB, ermC y ermF) que se
encuentran en transposones conjugativos. En ausencia de otros mecanismos de resistencia,
confieren resistencia de alto nivel a eritromicina (CMI 4-16 mg/L) y de bajo nivel a azitromicina

(CMI 1-4 mg/L).

La CMI a la azitromicina puede aumentar por la sobreexpresion de las bombas de expulsién
MtrCDE, las MacAB (que pertenecen a la familia de las bombas ABC, ATP-binding cassette), y las

codificadas por el gen mef, que se encuentra en un transposon conjugativo (3,72,75).

Resistencia a cefalosporinas

Al igual que en el caso de la resistencia cromosémica a la penicilina, el principal mecanismo de
resistencia de N. gonorrhoeae a las cefalosporinas son alteraciones especificas en el gen penA

que codifica PBP2. En concreto, el mas implicado en la resistencia a las ESCs es el gen penA en
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mosaico, que posee entre 60 y 70 cambios aminoacidicos (figura 8). Este mosaicismo se cree
gue surgid por transformacién y posterior recombinacion de genes penA procedentes de otras
especies de Neisseria de la orofaringe como N. perflava, N. sicca, N. polysaccharea, N. cinerea
y/o N. flavescens. La adquisicion del gen penA en mosaico produce un mayor incremento de CMI

a cefixima que a ceftriaxona.

En aislamientos de gonococo con sensibilidad disminuida y resistencia a cefixima, las
alteraciones G545S, 1312M y V316T parecen estar implicadas en el aumento de CMI, sin
embargo, estas tres mutaciones necesitan de otras compensatorias para restablecer la actividad
transpeptidasa. Asimismo, se han descrito otras mutaciones como A501V, N512Y, G542S y

P551S/L, que también estan asociadas con aumentos de CMls a las ESCs.

A diferencia del alelo X en mosaico, relacionado con la mayoria de casos de resistencias y
fracasos de tratamiento con cefixima en Japdn, la cepa XDR HO41 contenia 12 cambios
aminoacidicos, aunque sélo 3 de ellos (A311V, V316P y T483S) eran los responsables del
aumento significativo de las CMls de cefixima y ceftriaxona, produciendo una disminucion en su
tasa de acilacién. Por otro lado, las cepas XDR aisladas en Francia y en Catalufia presentaban el
alelo XXXIV en mosaico, el cual contenia un cambio adicional (A501P) que provocaba cambios

en la estructura secundaria de la proteina, que impedia la unién de las cefalosporinas a la PBP2.

Ademas de las mutaciones en la PBP2, las producidas en mtrR y porB provocan un aumento del
flujo de salida y una disminucidn de la entrada de las ESCs, respectivamente. Sin embargo, en

estos casos estd mas afectada la CMI de ceftriaxona que la de cefixima.

Al contrario que para la penicilina, parece que las mutaciones en ponA (L421P) y en pilQ (E666K)
no afectan a las CMls de las cefalosporinas, aunque no se puede descartar del todo su posible
contribucion. Por ultimo, parece ser que podria existir un “Factor X” no transformable que como

para la penicilina, podria aumentar las CMls a las cefalosporinas (3,72).
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3.6.4 Regimenes de tratamiento actual

El tratamiento tiene como objetivo eliminar la infeccidn, evitar las complicaciones y reducir la
transmisién a las parejas sexuales y al recién nacido en mujeres embarazadas. Posee, por tanto,
un beneficio clinico y de salud publica, lo que justifica instaurar un tratamiento empirico ante
una sospecha de gonorrea. Ademas, es importante y recomendable realizar el tratamiento in
situ para garantizar la adherencia (30). Las actuales recomendaciones de tratamiento de las

principales guias clinicas se resumen en las tablas 4-8 (30,38,40,76-79).

Una vez suministrado el tratamiento, se recomienda realizar un control microbiolégico para
asegurar la curacién y romper la cadena de transmisién. El test de cura se recomienda en
cualquier localizacidn, aunque es prioritario realizarlo ante una infeccién faringea, persistencia
de sintomas, tratamiento de segunda linea, cuando se sospeche una mala adherencia al
tratamiento, en reinfecciones y en casos de probable adquisicion en areas de alta resistencia
como el Sudeste Asiatico. El test de cura se puede realizar 3 semanas post-tratamiento mediante
TAANs o pasados al menos 3 dias por cultivo bacteriano. No obstante, en caso de fracaso

terapéutico se debe realizar siempre cultivo y antibiograma (30).

Por otro lado, deben estudiarse las parejas sexuales del paciente de los 2-3 meses previos al
inicio de los sintomas, o en el caso de los pacientes asintomaticos, se debe tener en cuenta la
fecha de la toma de la muestra. Aunque si la Ultima pareja fue hace mas de 3 meses, también
deberd ser evaluada. La excepcidn se produce en los pacientes con uretritis sintomaticas, en las
que el estudio de contactos se puede limitar a los 15 dias previos al inicio de los sintomas, pero

si la Ultima pareja sexual fue anterior a este periodo, también ha de incluirse.

El tratamiento del contacto debera ser el mismo que el del paciente y ademds, habrd que
recordar tanto al paciente como al contacto, mantener abstinencia sexual hasta 7 dias después
de recibirlo. Para evitar tratamientos innecesarios, si las relaciones sexuales se han producido

pasadas 2 semanas, se podran tratar Unicamente en funcién de los resultados de las pruebas
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diagndsticas. Sin embargo, si el contacto sexual fue antes de las 2 semanas, se puede ofrecer a

los contactos sexuales asintomaticos tratamiento epidemioldgico, es decir, tratamiento antes

de obtener el resultado del laboratorio, ya que en ese periodo la negatividad de las TAANs puede

no descartar la infeccidn. Si estos casos no recibieran tratamiento epidemioldgico deberian

volver a ser estudiados pasado este periodo ventana (30,38,40,76). A parte del cribado de la

gonorrea, se les realizard el despistaje de otras ITS como la clamidia, la sifilis, el Virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) y las hepatitis viricas y se actualizardn en caso necesario, las

vacunas frente al Virus de la hepatitis A (VHA), el Virus de la hepatitis B (VHB) y el Virus del

papiloma humano (VPH) en poblacién de riesgo (30).

Guias Tratamiento infeccién gonocécica no complicada en uretra, cérvix o recto
clinicas
De eleccidn Alternativo
Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD 2.
Ceftriaxona 500mg im MD Ceftriaxona 500mg im MD ®.
Europea + Espectinomicina 2g im MD + Azitromicina 2g vo MD ¢.
2012 Azitromicina 2g vo MD Ciprofloxacino 500mg vo MD u Ofloxacino 400mg vo MD 9,
Azitromicina 2g vo MD e.
Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 1g vo MD 2.
Ceftriaxona 250mg im MD Doxiciclina 100mg/12h vo (7 dias)+ Ceftriaxona/Cefixima f.
¢bc + Gemifloxacino 320mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD ©.
2015 Azitromicina 1g vo MD Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD ¢
Espectinomicina 2g im MD + Azitromicina 2g vo MD ¢.
o Ceftriaxona 250mg im MD + Azitromicina Monoterapia (dependiendo de las resistencias locales).
WHO 1g vo MD. Ceftriaxona 250mg im MD.
2016 | e Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 1g vo Cefixima 400mg vo MD.
MD. Espectinomicina 2g im MD.
GESIDA Ceftriaxona 500mg im MD o Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD 2.
2017 + e Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD &.
Azitromicina 1g vo MD (2g en proctitis) ¢ Gemifloxacino 320mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD.
Ceftriaxona 1g im MD + Azitromicina 2g vo MD .
Si se conoce el antibiograma: Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD h.
BASHH ¢ Ciprofloxacino 500mg vo MD ¢ Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD he
2019 Si se desconoce el antibiograma:

e (Ceftriaxona 1g im MD

Azitromicina 2g vo MD ©.
Espectinomicina 2g im MD + Azitromicina 2g vo MD "=,

Tabla 4. Recomendaciones de tratamiento de infeccidon gonocécica no complicada en uretra, cérvix o recto.
BASHH, British Association for Sexual Health and HIV; im, intramuscular; vo, via oral; MD, monodosis. 2 En caso de

rechazo de tratamiento im o no disponibilidad de ceftriaxona.  En caso de embarazo/lactancia o no disponibilidad
de azitromicina. ¢ En alergia o resistencia a cefalosporinas. 4 Si N. gonorrhoeae es sensible a fluoroquinolonas. € Si

N. gonorrhoeae es sensible a macrélidos o en alergia a cefalosporinas. f En alergia a azitromicina. 8 En alergia a
penicilinas. " En fallos de tratamiento.
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Guias Tratamiento infeccién gonocdcica de faringe.

clinicas

De eleccion Alternativo

. ) e Ceftriaxona 500mgim MD 2.
Ceftriaxona 500mg im MD . . .
Europea R e  Ciprofloxacino 500mg vo MD u Ofloxacino 400mg vo
2012 . . MD o Azitromicina 2g vo MD ®.
Azitromicina 2g vo MD

Ceftriaxona 250mg im MD

CDC
+
2015 . L
Azitromicina 1g vo MD
eCeftriaxona 250mg im MD + Azitromicina 1g
WHO vo MD. Monoterapia (dependiendo de las resistencias locales).
2016 e Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 1g vo e Ceftriaxona 250mg im MD.
MD.
GESIDA
2017
- - - — P
Si se conoce el antibiograma: e Ceftriaxona 1gim MD + Azitromicina 2g vo MD ¢.
. . - d
BASHH « Ciprofloxacino 500mg vo MD ¢ ° Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD 9.
2019 Si se desconoce el antibiograma: e  Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD 9.

e Ceftriaxona 1g im MD e Azitromicina 2g vo MD .

Tabla 5. Recomendaciones de tratamiento de la infeccidon gonocdcica en faringe.
im, intramuscular; vo, via oral; MD, monodosis. 2 Si no hay disponibilidad de azitromicina. ® En alergia a

cefalosporinas. ¢ Si N. gonorrhoeae es sensible a fluoroquinolonas. ¢ En fallos de tratamiento. © Si N. gonorrhoeae
es sensible a macrélidos o en alergia a cefalosporinas.

Guias
lini Tratamiento infeccidn gonocdcica resistente a ESCs o en fallos de tratamiento.
clinicas
e  (Ceftriaxona 1g im MD + Azitromicina 2g vo MD.
Europea - . . .
2012 e  Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD.

e  Espectinomicina 2g im MD + Azitromicina 2g vo MD (excepto en infecciones faringeas).

e  Gemifloxacino 320mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD.
CDC 2015 e  Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD.
e  Espectinomicina 2g im MD + Azitromicina 2g vo MD (excepto en infecciones faringeas).

e  (Ceftriaxona 500mg im MD + Azitromicina 2g vo MD.
e  Cefixima 800mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD.

‘:::12 e  Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD.
e  Espectinomicina 2g im MD + Azitromicina 2g vo MD (excepto en infecciones faringeas).
GESIDA e Ceftriaxona 1g im MD + Azitromicina 2g vo MD.
2017 e Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD.
e  Ceftriaxona 1g im MD + Azitromicina 2g vo MD.
BASHH e  Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 2g vo MD.
2019 e  Gentamicina 240mg im MD + Azitromicina 2g vo MD.

° Espectinomicina 2g im MD + Azitromicina 2g vo MD (excepto en infecciones faringeas).

Tabla 6 Recomendacidn de tratamiento de la infeccion gonocdcica resistente a ESCs o en fallos de tratamiento.
im, intramuscular; vo, via oral; MD, monodosis
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Guias clinicas

Tratamiento otras infecciones gonocdcicas en adultos

Conjuntivitis

Europea 2012

» Alternativo
De eleccién

e Espectinomicina 2g/24h im 3 dias.
Ceftriaxona 500mg/24h im 3 dias. P 4

e Azitromicina 2g vo MD + Doxiciclina 100mg/12h 7 dias +
Ciprofloxacino 250mg/24h 3 dias.

CDC 2015 Ceftriaxona 1g im MD + Azitromicina 1g vo MD.
WHO 2016

GESIDA 2017

BASHH 2019 Ceftriaxona 1g im MD.

Orquiepididimitis

Europea 2012

De eleccién
500mg

Alternativo

e Ceftriaxona im MD + | e Ciprofloxacino 500mg vo MD + Doxiciclina 100mg/12h vo 10-14

Doxiciclina 100mg/12h vo 10-14 dias. dias.
CDC 2015
WHO 2016
GESIDA 2017
BASHH 2019 Ceftriaxona 1g im MD + régimen local recomendado para el tratamiento.

EPI

Europea 2012

Ceftriaxona 500mg im MD + Doxiciclina 100mg/12h vo 14 dias + Metronidazol 400mg/12h vo 14 dias.

CDC 2015
WHO 2016
GESIDA 2017

BASHH 2019

Ceftriaxona 1g im MD + régimen local recomendado para el tratamiento.

IGD

Europea 2012

e Ceftriaxona 1g/24hiv o im 7 dias.

e Espectinomicina 2g/12h im 7 dias.

(Pasar a oral tras 1-2 dias de mejoria: cefixima 400mg/12 vo o, si sensibles, ciprofloxacino 500mg/12h u
Ofloxacino 400mg/12h).

Artritis y sindrome artritis-dermatitis

De eleccién Alternativo
e Ceftriaxona 1g/24h iv o im 7 dias + | e Cefotaxima/Ceftizoxima 1g/8hiv MD 7 dias + Azitromicina 1g
Azitromicina 1g vo MD. vo MD.
CDC 2015 (Pasar a oral tras 1-2 dias de mejoria hasta un | (Pasar a oral tras 1-2 dias de mejoria hasta un total de 7 dias).
total de 7 dias).
Meningitis y endocarditis
Ceftriaxona 1-2g/12-24h iv (10-14 dias en meningitis y 4 semanas en endocarditis) + Azitromicina 1g vo MD.
WHO 2016
GESIDA 2017
e Ceftriaxona 1g/24hiv o im 7 dias.
e Cefotaxima 1g/8hiv 7 dias.
. . 12hsi . . . ias.
BASHH 2019 e Ciprofloxacino 500mg/12h si sensible a ciprofloxacino 7 dias

e Espectinomicina 2g/12h im 7 dias.
(Pasar a oral tras 1-2 dias de mejoria: cefixima 400mg/12 vo o, si sensibles, ciprofloxacino 500mg/12h u
Ofloxacino 400mg/12h).

Tabla 7. Recomendacién de tratamiento de otras infecciones gonocécicas en el adulto.
im, intramuscular; iv, intravenoso; vo, via oral; MD, monodosis
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Guias clinicas

Tratamiento infeccién gonocdcica en nifios

Ophthalmia neonatorum

Europea 2012

e Ceftriaxona 25-50mg/kg iv o im MD (max. dosis 125 mg).

CDC 2015
e Ceftriaxona 50 mg/kg im MD (max. dosis 150mg).
WHO 2016 e Kanamicina 25mg/kg im MD (max. dosis75mg).
e Espectinomicina 25mg/kg im MD (méx. dosis75mg).
GESIDA 2017
e Ceftriaxona 25-50mg/kg iv o im MD (max. dosis 125 mg).
BASHH 2010

e Cefotaxima 100mg/kg IM MD (max. dosis 1g).

Vulvovaginitis, cervicitis, uretritis, proctitis y faringitis

Europea 2012

WHO 2016
CDC 2015 Peso <45 kg Peso >45 kg
GESIDA 2017 e Ceftriaxona 25-50mg/kgiv o im e Ceftriaxona 250mg iv MD + Azitromicina 1g vo MD.
MD (max. dosis 125 mg). e Cefixima 400mg vo MD + Azitromicina 1g vo MD.
Peso <45 kg (<12 afios) Peso >45 kg (>12 afios)
e Ceftriaxona 125mg/kg im MD. e Ceftriaxona 250mg iv MD.
BASHH 2010

e Espectinomicina 40mg/kgim MD | e Cefixima 400mg vo MD.
(max. dosis 2g), excepto en faringe.

e Espectinomicina 2g im MD, excepto en faringe.

Bacteriemia y artritis

Europea 2012

WHO 2016
BASHH 2010
CDC 2015 Peso <45 kg Peso >45 kg
o Ceftriaxona 50mg/kg/24hivoim | e Ceftriaxona 1g/24hivoim 7 dias.
GESIDA 2017

(max. dosis 1g) 7 dias.

IGD y abscesos en cuero cabelludo del recién nacido

Europea 2012

WHO 2016
GESIDA 2017
BASHH 2010
e Ceftriaxona 25-50mg/kg/24h iv o im 7 dias (10-14 si meningitis).
e Cefotaxima 25mg/kg/24h iv o im 7 dias (10-14 si meningitis).
CDC 2015 g/ke/ ( gitis)

Tabla 8. Recomendacidn de tratamiento de la infeccién gonocdcica en nifios.

im, intramuscular; iv, intravenoso; vo, via oral; MD, monodosis

3.6.5 Perspectivas futuras de tratamiento

En 2017, debido a la aparicidn de resistencias y a los casos de fracaso al tratamiento de primera

linea, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) incluyé a N. gonorrhoeae entre los patégenos

con un nivel de prioridad alta para la investigacion y el desarrollo de nuevos antibiéticos (13).

Hasta que no se produzca la introduccidn de nuevos antimicrobianos, las estrategias de
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tratamiento deberdn basarse en la combinacidon de multiples farmacos, volver a utilizar
antibidticos previamente usados para tratar la infeccién y frente a los que haya disminuido el
nivel de resistencia o antimicrobianos existentes que no se hayan utilizado con el

microorganismo (80,81).

Las guias clinicas de tratamiento de la gonorrea recomiendan como tratamientos alternativos o
en casos de resistencia a cefalosporinas, las combinaciones de antibidticos como la gentamicina

o el gemifloxacino en combinacidn con azitromicina (38,40,76,77).

Aunque actualmente no existen puntos de corte para la gentamicina, este antibidtico, junto con
la doxiciclina, se han usado ampliamente desde 1993 en el tratamiento sindrémico de la uretritis
en Malawi, sin reportar un aumento en el nimero de fracasos terapéuticos (82). En el ensayo
clinico G-TOG en el que se evalud la combinacion de la gentamicina 240 mg im MD junto con la
azitromicina 1 g vo MD, se demostrd una no inferioridad terapéutica respecto al tratamiento
estandar de ceftriaxona y azitromicina (83). Ademas, se ha visto que en los pacientes a los que
se les suministraron estos farmacos, se ha logrado la cura microbiolégica en el 100% de los casos
(95% IC: 98.5—-100%). Por otro lado, las combinaciones de gemifloxacino con azitromicina, han

mostrado resultados muy similares de ratios de curaciéon (99.5%, 95% IC: 97.6—100%) (84).

El ertapenem es un carbapenem que tiene actividad in vitro contra cepas de gonococo (85,86) y
que ya ha sido utilizado para tratar casos de XDR en Reino Unido (70). Asimismo, la fosfomicina
también podria ser una buena candidata, ya que muestra una buena distribucion de CMls (87) y
ha demostrado una no inferioridad terapéutica en uretritis no complicadas, en comparacion al
tratamiento dual de primera linea (88). Dentro de las fluoroquinolonas de cuarta generacion,
sitafloxacino y sobre todo delafloxacino, muestran buena actividad in vitro (80), habiéndose

evaluado éste Ultimo en un ensayo clinico en fase Ill con buenos resultados (89).

Recientemente, se ha publicado el resultado de un ensayo clinico con solitromicina en el que los

resultados no han sido favorables (90) y actualmente, la zoliflodacina y la gepotidacina se estan
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evaluando en ensayos clinicos (80). Ademas, hay otras moléculas que muestran buena actividad
frente a N. gonorrhoeae in vitro y que podrian ser buenas candidatas para el futuro: eravaciclina

(TP-434), dalbavancina, los nuevos carbapenémicos SM-295291 y SM-369926, en otras (3,80).

Debido a la elevada incidencia de la gonorrea y al aumento de cepas con resistencias a multiples
antibidticos, existe una urgencia cada vez mayor de desarrollar una vacuna contra este
patdégeno. Sin embargo, dado que esta bacteria posee una elevada variabilidad antigénica y de
fase, hasta la fecha el desarrollo de una vacuna gonocédcica no ha tenido éxito. Sélo cuatro
vacunas han progresado a ensayos clinicos (de células completas, parcialmente autolisadas,

basadas en los pili y basadas en la porina), aunque ninguna proporciond proteccién (91,92).

Sin embargo, se ha abierto una posible via de investigacidn al realizarse un estudio retrospectivo
en Nueva Zelanda, en el que se vio que la inoculacion con la vacuna compuesta por vesiculas de
membrana externa (MeNZB) frente a Neisseria meningitidis del serogrupo B, parece estar
asociada con una probabilidad significativamente menor de contraer gonorrea en comparacion
con los no vacunados. Aunque la vacuna MeNZB ya no estd disponible, estas vesiculas de
membrana externa forman parte también de la composicién de la vacuna 4CMenB frente a N.
meningitidis del serogrupo B, distribuida en varios paises bajo el nombre comercial Bexsero.
Dichos hallazgos, proporcionan evidencia experimental de que estas vacunas podrian ofrecer
una moderada proteccién cruzada por un mecanismo desconocido de proteccidn inmunolégica
en las mucosas, lo que abre nuevas vias de investigacion y desarrollo de vacunas contra N.

gonorrhoeae (92—-94).
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3.7 Epidemiologia

La incidencia global de la gonorrea y de otras ITS es dificil de cuantificar debido a que no todos
los paises tienen sistemas de notificacidon de casos. Pese a esto, la OMS estimd que en 2016 el

nuimero de nuevos casos de gonorrea era de 86.9 millones en poblacién adulta (1).

En Espafia, la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE) articula la vigilancia
integrando la notificacion y la investigacion epidemioldgica de las enfermedades de declaracion
obligatoria. En 2016, se notificaron un total de 6456 casos de infeccién gonocécica, lo que
supone una incidencia de 13.89 casos por 100000 habitantes, superior a la de afios previos

(figura 9).

Casos por 100.000 h

T T T T T T T
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Ario de declaracién

Figura 9. Incidencia de la infeccién gonocdcica entre 2009 y 2015 en Espaiia.

Las tasas mas elevadas se registraron en Catalufia (28.97), Asturias (28.14), Madrid (23.58) y
Baleares (15.82). Las mas bajas se notificaron en Murcia (2.04), Castilla La Mancha (2.54), Melilla
(3.55) y Castillay Ledn (3.56) (figura 10). Los datos aportados por la notificacidon individualizada
muestran una mayor afectacién de las personas entre 25 y 34 afios y de los hombres (83.7%)

(95).
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Figura 10. Incidencia de la gonorrea en 2016 por comunidades auténomas.

En Europa, segln los datos del European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), en
2017 28 paises notificaron un total de 89239 casos (tasa de 22.2 por 100000 habitantes),
aumentando el nimero de casos en un 17% respecto al aifio previo. Las tasas mas elevadas
corresponden al Reino Unido (75 por 100000), que reportd el 55% de los casos, seguido de
Irlanda (47), Dinamarca (33), Islandia (29), Noruega (27) y Suecia (25) (figura 11). La infeccion
gonococica fue mas frecuente en hombres que en mujeres, con una proporcion 3.2:1y el 47%

de los casos fueron en HSH (96).

Sélo en Estados Unidos, durante 2017 se registraron un total de 170.6 casos por 100000
habitantes, lo que supone una cifra de 555608 casos anuales y un incremento del 18.6% respecto

a 2016 (97).
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Figura 11.Distribucion por paises de los casos de gonorrea por cada 100000 habitantes en Europa, 2017.

3.8 Factores de riesgo

La gonorrea al igual que el resto de ITS, se transmite y mantiene por los grupos core, que incluyen
a personas con infecciones de repeticion, con un alto nimero de parejas sexuales, que ejercen
la prostitucidon y que ademas, se concentran geograficamente. En definitiva, estos grupos en
gran medida y de manera desproporcionada, son los responsables de mantener la transmisién
en la poblacidon (98,99). Las principales caracteristicas sociales y conductuales de los pacientes
con gonorrea son:

e Género masculino.

e HSH.

e Edad comprendida entre los 20y los 35 afios (96,97,100,101).

e Ejercer la prostitucion (98,102).

e Uso de drogas recreacionales (103,104).

e Tener relaciones sexuales desprotegidas (100,101,105).

e Mdiltiples parejas sexuales (101).
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e Coinfecciones con otras ITS (101,105).

e Antecedentes de gonorreay de otras ITS (101,105,106).
Es importante detectar los grupos core dentro de la poblacidn y definir los factores de riesgo o
las caracteristicas que comparten estas personas, con el fin de poder detectar redes de
transmisioén y asi realizar programas de prevencién. Al mismo tiempo, también es importante
estudiar la asociacidén con la resistencia antibiética para poder actualizar las guias locales de

tratamiento antibidtico.
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Objetivos

4. OBIJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es obtener un conocimiento detallado de las caracteristicas de
la infeccidn gonocdcica en un centro especializado en infecciones de transmisidon sexual en
Madrid, mediante el analisis epidemiolégico, de dindmica poblacional y del perfil de sensibilidad
antibidtica de las cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas durante los meses de julio a octubre

de 2016. Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Describir las caracteristicas sociodemograficas, conductuales y clinicas de los pacientes

con infeccién gonocdcica en la poblacidn de estudio.

2. Determinar el perfil de sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de N.
gonorrhoeae a los distintos antibidticos recomendados en su tratamiento o que podrian
ser una opcién en el futuro: penicilina, cefixima, ceftriaxona, azitromicina, ciprofloxacino,
tetraciclina, espectinomicina y gentamicina; compardndose la categorizacién de los
aislados en funcidén de la interpretacion de los puntos de corte utilizados y recomendados

por EUCAST y CLSI.

3. Detectary analizar potenciales factores de riesgo asociados con la gonorrea resistente

a antimicrobianos.

4. Caracterizar los mecanismos moleculares implicados en la resistencia antimicrobiana

mediante la secuenciacion del genoma completo, SGC.

5. Estudiar la dindmica poblacional mediante las técnicas de tipado molecular NG-MAST

y las basadas en la informacién de la SGC: wgMLST, wgNG-MAST y wgNG-STAR.

6. Comparar las distintas herramientas de tipificacion molecular.

87






MATERIAL
Y
METODOS






Material y Métodos

5. MATERIALY METODOS

5.1 Diseio del estudio

Se trata de un estudio retrospectivo realizado durante julio a octubre de 2016 en el que por un
lado, la recogida de las muestras y los datos clinicos de los pacientes se realizaron en un centro
especializado en ITS y por otro lado, la parte experimental, basada en la epidemiologia molecular
y la sensibilidad antimicrobiana, asi como el analisis de los resultados, se llevé a cabo en el

Centro Nacional de Microbiologia (CNM) del Instituto de Salud Carlos Ill.

Este estudio se realizé respetando los principios y las normas éticas bdsicas que tienen su origen
en la actual revisidon de la Declaracion de Helsinki aprobada por la Asamblea Médica Mundial
(107). Asimismo, fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos del
Hospital Universitario La Princesa (Madrid) en su reunién del dia 10 de Noviembre de 2016, con

numero de registro 2923* (Anexo ).

5.2 Seleccidn de cepas

Durante el periodo de 4 meses comprendido entre julio y octubre de 2016, se diagnosticaron
mediante PCR positiva un total de 360 muestras con infeccidn gonocécica. De éstas, 211
muestras tuvieron el cultivo positivo. En el estudio, se realizéd una seleccion aleatoria en una
proporcién aproximada 1:1, de 104 aislamientos de N. gonorrhoeae procedentes de 94

pacientes atendidos en el Centro Sanitario Sandoval, en Madrid.

El Centro Sanitario Sandoval es una clinica ambulatoria, monografica y de referencia en la
prevencion, el diagndstico y el tratamiento de las ITS. Este centro da cobertura a mas de 30000
pacientes al afio y posee unas caracteristicas asistenciales peculiares que proporcionan una gran

accesibilidad, ya que funciona sin cita previa y ofrece un servicio gratuito y anénimo. Estas
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caracteristicas han facilitado el acceso a poblaciones vulnerables o grupos core y han permitido
que esta clinica se consolide como un centro centinela para la vigilancia epidemioldgica de las

ITS no sélo en la Comunidad de Madrid, sino en toda Espaia.

5.3 Caracteristicas sociodemograficas, clinicas y conductuales de los pacientes

Se incluyeron los datos sobre las caracteristicas sociodemogréficas, clinicas y conductuales de
los pacientes de los que se obtuvieron los aislamientos de N. gonorrhoeae seleccionados para el

estudio. El tratamiento de dichos datos se realizé de forma codificada.

La recogida de los datos se llevd a cabo mediante la revision de las historias clinicas y en el caso
de estar disponibles, mediante el cuestionario sociodemogréfico y de evaluacién de riesgo para
las ITS (Anexo I1). Este se realiza con el fin de establecer las pruebas analiticas y microbioldgicas
pertinentes y realizar consejo preventivo. En ninglin momento se entrevistd a los pacientes ni

existio compensacidn econdémica.

Las variables incluidas en el estudio se describen a continuacion:

Variables sociodemograficas:

Edad.

Género: masculino o femenino.

e Pais de origen.

Nivel de estudios: primarios, secundarios, superiores o desconocidos.

Variables conductuales:

e Orientacidn sexual: HSH, heterosexuales y bisexuales.
e Trabajadores del sexo: si o no.

e Usuarios de drogas inyectadas (UDI): si o no.
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e Uso de drogas recreacionales: si 0 no. En caso afirmativo, el tipo de tdxico utilizado.
e Numero de parejas sexuales en el ultimo afo: <5, 6-10, 11-20, 21-30, 31-40, 41-50, >50
y desconocido.

e Practicas sexuales protegidas o desprotegidas.

Variables clinicas:

e Fecha de la toma de la muestra.

e Localizacion de la infeccion: uretra, cérvix, faringe o recto.

e Sintomatologia: si 0 no. En caso afirmativo, el tipo de sintomas.

e Tratamiento.

e Test de cura: si 0 no. En caso afirmativo, fecha del control y resultado del mismo.

e  Seroestatus del VIH: positivo o negativo.

e Coinfeccidén con otras ITS: si 0 no. En caso afirmativo, el tipo de infeccion concomitante.

e |TS en el ultimo afio: si 0 no. En caso afirmativo, el tipo de infeccion sufrida.

5.4 Procesamiento inicial de las muestras

Las muestras fueron recogidas por el personal de enfermeria del centro. En la propia consulta
con el paciente todavia presente, se realizd una extensidn en un portaobjetos, la siembra vy la

recogida de muestras para PCR.

Las muestras se recogieron con torundas de rayon o dacrén y se inocularon inmediatamente en
placas de agar Thayer-Martin (bioMérieux). Posteriormente, se incubaron durante 48-72 horas
a una temperatura de 35-372C y con una atmdsfera himeda con 5% de CO,, revisandolas

diariamente.
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A todos los pacientes se les recogieron muestras para PCR de N. gonorrhoeae y C. trachomatis
utilizando las torundas suministradas por el kit y posteriormente, se hizo la PCR RealTime CT/NG

(Abbott).

Asimismo, sélo para las muestras genitales, se realizd una extensidn en un portaobjetos para la
realizacidon de la tincion de Gram. En el laboratorio, tras realizar la tincion, se observaron las
muestras al microscopio con aceite de inmersidn a 1000 aumentos. En exudados uretrales, la
presencia de PMNs y diplococos Gram negativos intraleucocitarios, nos proporciond un
diagndstico de uretritis gonocdcica. En el caso de los exudados endocervicales, hubo que esperar

al cultivo o a la PCR para obtener el diagndstico.

5.5 Identificacion de N. gonorrhoeae

Ante la presencia de colonias que por tamafio, forma y aspecto eran compatibles con N.
gonorrhoeae, se realizé la identificacidn presuntiva mediante la prueba de la oxidasa positiva
(Oxoid) y con la observacion al microscopio de diplococos Gram negativos realizada a partir del

cultivo. A continuacidn, se detalla la metodologia de estas pruebas:

e Deteccion de la citocromo oxidasa: se extienden 1-2 colonias sobre una tira reactiva

impregnada con N,N,N’,N-tetrametil-p-diclorofenilendiamina y tras unos segundos, si el
microorganismo posee la enzima citocromo oxidasa, se observa un color azul en la zona

inoculada (figura 3).

e Tincién de Gram:

1) En un portaobjetos, se resuspenden 1-2 colonias en solucidn salina o agua destilada y
se deja secar a temperatura ambiente.

2) Se fija la preparacidn a la llama con un mechero.
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3) Se cubre el frotis con cristal violeta durante 1 minuto y se lava con agua.

4) Se agrega como mordiente el lugol durante 1 minuto y se lava con agua.

5) Se decolora la muestra afiadiendo alcohol acetona durante 15-30 segundos y se vuelve
a lavar con agua.

6) Se agrega safranina como tincion de contraste y se incuba durante 1 minuto.

Posteriormente, lavar con agua y dejar secar.

Finalmente, la identificacidon definitiva se llevd a cabo por medio de la bateria de pruebas
bioquimicas APl NH (bioMérieux) siguiendo las instrucciones del fabricante, y tras presentar
positiva la acidificacion de la glucosa y de la prolina aminopeptidasa (perfiles 1000 y 1001),

confirmaron la identificacién de la bacteria. Seguidamente, se detalla la técnica:

e APl NH: es una galeria de 10 pocillos y 13 pruebas, que contienen sustratos
deshidratados que aportan informaciéon sobre la utilizacion de carbohidratos vy
deteccion enzimatica de la bacteria. Los pocillos de la galeria, se inoculan partiendo de
una suspension bacteriana de 4 McFarland. Alguno de ellos, se cubren ademas con
aceite de parafina. Tras la incubacién de la galeria durante 2 horas a 36122C en
atmosfera aerobia y el revelado de alguna de las cupulas, se procede a la lectura de los
resultados observando el cambio de color de los pocillos y obteniéndose un perfil

numeérico que se compara con una bases de datos.

Todas las cepas identificadas como N. gonorrhoeae, fueron almacenadas en el cepario del
laboratorio a -802C en el caldo nutritivo triptona-soja suplementado al 10% con glicerol y
posteriormente, los viales se transportaron en hielo seco al Centro Nacional de Microbiologia.
Una vez llegadas al CNM, se realizd un pase a agar chocolate para comprobar su viabilidad y

volvieron a congelarse nuevamente.
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5.6 Estudio de sensibilidad antibiodtica

El estudio fenotipico de sensibilidad antibidtica de los aislamientos de gonococo, se realizé por
difusién en placa mediante Etest (bioMérieux), utilizando el medio GC suplementado con
IsoVitalex al 1%. Se testaron los siguientes antibidticos: penicilina, ceftriaxona, cefixima,

tetraciclina, ciprofloxacino, azitromicina, espectinomicina y gentamicina.

Para la realizacién del antibiograma, a partir de un cultivo fresco de aproximadamente 24 horas
en agar chocolate se realizé, con ayuda de un nefelémetro, una suspensiéon bacteriana en
solucidn salina con una turbidez equivalente a 0.5 McFarland. Posteriormente, con una torunda,
se inocularon las placas GC extendiendo la suspensién en 3 direcciones, rotando la placa unos
60-90 grados cada vez que se cambiaba de direccidn. Por ultimo, con unas pinzas estériles, se
pusieron las tiras de Etest sobre la superficie del medio y las placas se incubaron durante 18-24

horas a una temperatura de 35-372C y con una atmdsfera himeda con 5% de CO..

Transcurrido este tiempo, se procedié a la lecturay a la interpretacion de las CMls, que se realizd
siguiendo los criterios del EUCAST y del CLSI del afio 2016 (tabla 9) (64,65). La azitromicina sélo
se interpretd con el EUCAST, ya que el CLSI no tiene establecidos los puntos de corte para este
antibidtico. Por otro lado, en el caso de la gentamicina, como ninguno de los dos comités recoge
los criterios para este antibidtico, se usaron los rangos establecidos por Brown et al. basados en
los ratios de curacidn y la comparacion de CMls: sensible, CMI<4mg/L y resistente, CMI>32mg/L

(82).
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EUCAST 2016 CLSI 2016
Antibiético CMI (mg/L) CMI (mg/L)
Sensible Resistente Sensible Intermedio Resistente

Penicilina? <0.06 >1 <0.06 0.12-1 22
Ceftriaxona <0.125 >0.125 <0.25 NA NA
Cefixima <0.125 >0.125 <0.25 NA NA
Ciprofloxacino <0.03 >0.06 <0.06 0.12-0.5 >1
Azitromicina <0.25 >0.5 NA NA NA
Tetraciclina <0.5 >1 <0.25 0.5-1 22
Espectinomicina <64 >64 <32 64 2128

Tabla 9. Puntos de corte EUCAST y CLSI 2016.
a Siempre se ha de realizar el ensayo de la betalactamasa, si es positiva, se informara penicilina resistente;
CMI, concentracidn minima inhibitoria; NA, no aplica.

5.7 Deteccidn de la resistencia plasmidica a la penicilina

La deteccién de betalactamasas plasmidicas se llevd a cabo mediante la solucién de nitrocefina
(Oxoid), que esta basada en la hidrdlisis de una cefalosporina cromogénica. Para ello, tras
agregar 1 gota del reactivo al medio de cultivo y esperar 30 minutos, si la bacteria posee
betalactamasas, hidrolizard el compuesto y se producird un cambio de color amarillo a rojo
(figura 12). Si transcurrido el tiempo de incubacidon no se produce ningun viraje de color,

entonces la cepa no sera productora de betalactamasas.

Figura 12. Deteccidn de betalactamasas plasmidicas mediante la solucion de nitrocefina.
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5.8 Cepa control

Como control interno de calidad para los medios de cultivo y las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana, se utilizé la cepa ATCC 49226.

5.9 Tipificacion

5.9.1 Serotipado

La serotipia se realizd por el método de coaglutinacion Phadebact Monoclonal GC (MKL
Diagnostics), que ademas de serotipar, permite confirmar la identificacién de las cepas de
gonococo. Basicamente, esta técnica consiste en la coaglutinacién de los aislamientos en funcién
de la proteina | o porina y de esta manera, los clasifica como serogrupo WI (proteina IA) o WII/IlI

(proteina IB).

Previamente a la coaglutinacidn, se hizo una suspensién de colonias de un cultivo de no mas de
24 horas en 0.5 mL de tampdn fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS). Posteriormente,
se introdujo en un bafio de ebulliciéon durante 5 minutos con el fin de evitar problemas de
autoaglutinabilidad y, a continuacidn, se agitdé en un vértex durante 20-30 segundos y se dejo

enfriar a temperatura ambiente.

El kit comercial presenta los antisueros en dos viales, uno con anticuerpos monoclonales frente
a la proteina IA y otro frente a la proteina IB. Ademas, proporciona unas tarjetas provistas de
pocillos para realizar la coaglutinacion. De esta manera, se aifadidé una gota de cada uno de los
dos viales en dos pocillos separados y se mezclaron con una gota de la suspensién de gonococo.
Tras esto, se realizé durante 1 minuto una suave rotacion con la tarjera y por ultimo, se observé

los anticuerpos monoclonales con los que coaglutinaban las cepas.
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5.9.2 NG-MAST

Para llevar a cabo la técnica de tipado molecular NG-MAST, se siguid el protocolo descrito por
Martin et al. (21) en el que se analizan las secuencias nucleotidicas de 2 regiones hipervariables

de los genes porBy tbpB.

5.9.2.1 Extraccion del ADN

La extraccion del ADN se realizd6 mediante choque térmico y, para ello, se partié de un cultivo
de N. gonorrhoeae en agar GC suplementado con IsoVitalex al 1% de unas 20-24 horas. A

continuacién, se detalla la metodologia empleada:

1) En un eppendorf, se hizo una suspension a partir de un asa colmada del cultivo en 500
uL de agua Milli-Q.

2) Se calenté durante 20 minutos en un bafio de agua hirviendo.

3) Se congeld 2 minutos a -202C.

4) Se centrifugd a 13000 rpm a 42C durante 10 minutos.

5) Se recogio el sobrenadante y se conservo a -202C hasta su uso.

5.9.2.2 Amplificacion de los fragmentos de los genes porB y tbpB

Se realizd la amplificacién de un fragmento de 737 pb del gen porB y de 589 pb del gen tbpB
mediante PCRs individuales, utilizando el kit comercial illustra PuReTaq Ready-To-Go (GE
Healthcare). Este kit contiene microesferas premezcladas individuales con dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, aproximadamente 2.5 unidades de PuReTaq polimerasa y tampdn de reaccién que deben
reconstituirse en un volumen final de 25 uL. Los reactivos utilizados en cada reaccién de PCR se

detallan en la tabla 10.
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Reactivo Cantidad
illustra PuReTaq Ready-To-Go 1 unidad
Primer forward (50 uM) 0.5 pL
Primer reverse (50 uM) 0.5 uL
Agua 19 uL
ADN (20 ng/uL) 5L
Volumen final 25 uL

Tabla 10. Componentes utilizados para la amplificacion mediante PCR de los genes porBy tbpB.

Las secuencias de los cebadores o primers utilizadas fueron (21):

e  Primer forward porB: 5-CAAGAAGACCTCGGCAA-3’.
e  Primer reverse porB: 5’-CCGACAACCACTTGGT-3'.
e  Primer forward tbpB: 5’-CGTTGTCGGCAGCGCGAAAAC-3'.

e  Primer reverse tbpB: 5'-TTCATCGGTGCGCTCGCCTTG-3'.

Las condiciones de cada una de las PCRs se resumen en la siguiente tabla:

porB tbpB
Pasos Temperatura Tiempo Numero Temperatura Tiempo Numero
(2C) de ciclos (2C) ciclos

Desnaturalizacién inicial 95 4 min 1 95 4 min 1
Desnaturalizacion 95 30 seg 95 30 seg

Hibridacion 58 30 seg 25 62 30 seg 25
Extension 72 1 min 72 1 min

Extension final 72 10 min 1 72 10 min 1

Tabla 11. Condiciones de PCR para la amplificacion de los fragmentos de los genes porBy tbpB.
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Los productos de amplificacion obtenidos se sometieron a una electroforesis convencional en
gel de agarosa al 1% en tampdn TAE 1%, utilizdndose como marcador de peso molecular el
marcador GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific), que posee un rango de
fragmentos de 80—10000 pb. Los geles se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta,

confirmandose la correcta amplificacién de los fragmentos de 737 y 589 pb (figura 13).

Banda de 589 pb

— e del gen tbpB

- ¢ -

Figura 13. Revelado de la PCR del gen tbpB por electroforesis en gel de agarosa.

La purificacién de los productos de la reaccidon de PCR se llevé a cabo mediante la digestion
enzimatica con el reactivo ExoSAP-IT (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del
fabricante. En este proceso se mezclaron 5 plL del producto de la PCR con 2 plL del reactivo
ExoSAP y en un termociclador, en primer lugar, se incubd 15 minutos a 379C, para degradar el
exceso de primers y de nucleétidos y, posteriormente, otros 15 minutos pero a una temperatura
de 809C, para inactivar el reactivo ExoSAP-IT. A continuacidn, las muestras se diluyeron con 25-

35 ulL de agua destilada para obtener una concentracion de ADN aproximada de 10-20 ng/pL.
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5.9.2.3 Secuenciacion

Los fragmentos internos de porB y tbpB amplificados y purificados se secuenciaron utilizando
1uL de los productos de PCR purificados, los mismos primers que los empleados en las
reacciones de amplificacién iniciales, pero una concentracion de 0.5 uM y agua destilada hasta
un volumen final de 10 pL. Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en la Unidad de
Genomica del CNM (ISCIIl), utilizando el kit BigDye versién 3.1 cycle sequencing (Applied

Biosystems) en un secuenciador ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems).

5.9.2.4 Analisis de las secuencias y determinacion del secuenciotipo (ST)

Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el programa informatico DNAStar
(DNASTAR®Lasergene™). Para definir cada uno de los alelos, se utiliza un fragmento interno de
490 pb desde la secuencia conservada -TTGAA- del gen porB y de 390 pb desde la secuencia
-CGTCTGAA- del gen tbpB. Las secuencias resultantes fueron introducidas en la base de datos

del NG-MAST disponible en internet (http://www.ng-mast.net/), donde se indica a que alelo

corresponde cada una de ellas y se asignan nuevos alelos a las nuevas variantes no descritas

previamente.

Mediante la combinacion de ambos alelos (porB y tbpB) se obtuvo el ST correspondiente para

cada uno de los aislados analizados.

5.9.2.5 Determinacion de los genogrupos

Los genogrupos engloban STs estrechamente relacionados, es decir, STs que tienen en comun
uno de los dos alelos y muestran una similitud 299% con el otro alelo (diferencia de <5pb para

porB y <4pb para tbpB) (55). Para definir los genogrupos presentes en la muestra de estudio se
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concatenaron las secuencias obtenidas de ambos genes y se determind el porcentaje de
similitud usando el test de maxima verosimilitud mediante el software Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) version X (108). Asimismo, mediante este programa también se infirio

el arbol filogenético con el método de Neighbor-Joining utilizando 1000 réplicas de bootstrap.

Los genogrupos obtenidos fueron nombrados con la letra G seguida del ST predominante dentro

de cada grupo, o, en su defecto, del ST mas antiguo (55).

5.10 Secuenciacion del genoma completo (SGC)

La secuenciacién del genoma completo de los aislamientos de N. gonorrhoeae, se realizé en la
totalidad de las muestras a excepcion de una de ellas debido a una pérdida de viabilidad

bacteriana. En total se analizaron 103 cepas.

5.10.1 Extraccion de ADN

Antes de la realizacion de las librerias de secuenciacidn, se realizé la extraccién del ADN
bacteriano mediante el kit comercial QlAamp® DNA Mini (Qiagen) que se basa en el uso de
columnas donde se retienen las moléculas de ADN, utilizando la siguiente metodologia:

1) Enun eppendorf de 2 mL, se resuspendié un asa de siembra de un cultivo bacteriano de
20-24 horas en 180 pL de la solucién ATL. A continuacidon, se homogenizé todo mediante
vortex.

2) Para lisar las bacterias, se afiadieron 20 uL de proteinasa K, se mezclé todo con el vortex
y se incubd en un bafo de agua a 562C durante 4 horas. Ocasionalmente, durante la

incubacidn se agitaron las muestras.
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3) Se adicionaron 4 uL de RNasa A, se mezcld con el vértex y se incubd durante 2 minutos

4)

5)

6)

7)

8)

9)

a temperatura ambiente.

Pasado este tiempo y con el fin de inactivar la proteinasa K y la RNasa A, se agregaron
200 pL de la solucidon AL, se mezclaron vigorosamente con el vértex durante 15 segundos
y se incubaron 10 minutos a 702C.

A continuacién, se afiadieron 200 pL de etanol absoluto, se mezclé de nuevo con el
vortex unos 15 segundos y se centrifugd brevemente para eliminar las gotas de la tapa.
La mezcla del paso anterior se transfirid a una columna QlAamp Mini Spin colocada
dentro de un eppendorf nuevo y se centrifugd a 8000 rpm durante 1min. Se desech¢ el
eppendorf con el filtrado y se transfirié la columna a un nuevo eppendorf.

Se adicionaron a la columna 500 pl del tampdn de lavado AW1 y se centrifugé 1 minuto
a 8000 rpm. De nuevo, se transfirid la columna a un tubo nuevo y se descarté el
eppendorf con el filtrado.

El procedimiento del lavado se repitid, pero esta vez con 500 uL del tampdn de lavado
AW?2, seguido de 3 minutos de centrifugacién a 14000 rpm. A continuacién, se descartd
el filtrado y se puso la columna en un nuevo eppendorf.

Para eliminar todo el etanol, se procedié a una centrifugacidn adicional de 1 minuto a

14000 rpm, colocando la columna en un nuevo eppendorf de 1.5 mL.

10) Para la elucion del ADN, se anadieron 75 puL de tampdn AE y se incubd durante 15

minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se centrifugd 1

minuto a 8000 rpm.

11) Finalmente, el eluido con el ADN extraido se almacenaron a -20 2C hasta su uso.
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5.10.2 Determinacion de la cantidad y calidad del ADN extraido.

Tras el proceso anterior, se comprobd que el ADN habia sido extraido en calidad y cantidad

suficiente. Con respecto a la calidad del ADN extraido, se llevaron a cabo andlisis de pureza e

integridad del ADN y para ello, se determinaron los ratios de absorbancia a 260/280 nm y a

260/230 nm mediante espectrofotometria, utilizando el equipo NanoDrop ND 1000 (Thermo

Fisher Scientific). Ratios por encimade 1.8y 1.8-2.2, respectivamente, son considerados buenos

indicadores de la pureza del ADN.

El NanoDrop ND 1000 es un espectrometro de amplio espectro (220-750 nm) que, gracias al

empleo de un sistema de retencidn que aprovecha la tensién superficial, forma un puente de

liguido entre los pedestales que sujetan la muestra. El pedestal superior es el extremo de una

fibra d6ptica que estd conectada a una fuente de emisién de xenén. Ambos pedestales definen

un estrecho paso 6ptico, cuya longitud varia automaticamente con la concentracion y la pureza

de la muestra, permitiendo hacer mediciones en un rango muy amplio de concentraciones sin

hacer diluciones. Asimismo, tiene un software asociado al equipo que incorpora una serie de

aplicaciones especificas para realizar distintos tipos de mediciones.

Para medir la pureza de una muestra se siguieron los siguientes pasos:

1) Se levantd el pedestal superior del equipo.

2) Se depositd 1 pL de la muestra en el pedestal inferior.

3) Se cerro el pedestal superior y se inicié la medida espectral de los ratios 260/280 nm vy

a 260/230 nm, empleando el software asociado al equipo.
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Por otro lado, la integridad del ADN se comprobd mediante electroforesis en geles de agarosa.

La cuantificacion del ADN se realizé con el kit QuantiFluor ONE dsDNA System (Promega). Este

sistema determina la concentracién con un colorante fluorescente que se une al ADN de doble

hélice y que posteriormente, se cuantifica en un fluorimetro. Para asegurar buenos resultados

de la SGC se requiere una cantidad minima de 325 ng de ADN de doble hélice y una

concentracion minima de 5ng/uL.

Para determinar la concentracidon de ADN, se mezclaron 199 ul del reactivo suministrado con el

kit con 1 L de la muestra y tras una incubacién de 5 minutos, se leyé con un fluorimetro.

5.10.3 Purificacion del ADN

La purificacion del ADN se llevé a cabo utilizando el kit AMPure XP (Beckman Coulter), mediante

de los siguientes pasos (figura 14):

A
() Agencourt

AMPure XP Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer ~ Transfer
.9 g 08%F g
Sy R4 oo & §§§§g§§ 3%@@%2
& & 7 &5 gy
s %35 ef%:% ¢ o o
T ¢
5 5 Magnet Magnet Magnet E4 L4

Figura 14. Pasos realizados en la purificacion del ADN con AMPure XP.

1) En una placa de 96 pocillos se afadié 1 pg de ADN de cada muestra, por lo que para
saber el volumen que habia que poner en cada pocillo y obtener esta cantidad, se utilizé

la siguiente férmula:
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

1000 (ng)
Concentracion de QuantiFluor (ng/pL)

Volumen a afiadir (pL) =

Posteriormente, se afiadié agua destilada hasta llegar a un volumen de 40 L, se agregd
a cada pocillo 40 pL de las bolitas magnéticas AMPure XP y se homogenizd 10 veces con
una pipeta. Para logar que se unieran al ADN, la mezcla se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

A continuacion, se coloco la placa de 96 pocillos sobre un imdn durante 2 minutos, de
manera que las bolas magnéticas junto con el ADN, se logran separar del resto de
componentes de la muestra.

Sin quitar la placa del iman, se retird el sobrenadante y se realizaron dos lavados con
etanol al 80%. Esto se hizo afiadiendo 200 pL del etanol, incubando 30 segundos y
retirando el sobrenadante.

Seguidamente, se dejo secar el precipitado durante 10 minutos y se retird la placa del
iman.

Se resuspendid el precipitado en 25 pL de agua destilada y se incubd 2 minutos a
temperatura ambiente.

Por ultimo, para retirar las bolas magnéticas se volvié a poner la placa de 96 pocillos
sobre el iman y tras una incubacién de 2 minutos a temperatura ambiente, se recogié el

sobrenadante en tubos eppendorfs de 1.5 mL.

Después de realizar la purificacidon de las muestras, se volvié a cuantificar el ADN mediante el

QuantiFluor ajustandose a una concentracion de 0.2 ng/uL en un volumen final de 400 pL.
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5.10.4 Preparacion de las librerias de secuenciacién

La preparacion de las librerias se realizé utilizando el kit comercial Nextera XT DNA LibraryPrep
(lHlumina). Para ello, se llevaron a cabo diferentes procesos, entre los cuales estan la

tagmentacion, la amplificacidn de las librerias y la purificacion de las mismas.

5.10.4.1 Tagmentacion

La tagmentacion consiste en la fragmentacion enzimatica, basada en transposasas, del ADN en
fragmentos de aproximadamente 300 pb y su etiquetado mediante la ligacidon de secuencias

adaptadoras en los extremos, tal y como se puede observar en la figura 15.

Transposomes

N f -~ ) )/ - Genomic DNA

- ‘ o
(e G
b ~ 300 bp 9 %
* Tagmentation
1111 —— —

111 — H

Figura 15. Proceso de tagmentacion del ADN.

Para realizar la reaccién de tagmentacion se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1) En una placa de 96 pocillos para PCR, se afiadieron 10 uL de la solucion Tagment DNA
buffer (TD) y 5 pyL del ADN a una concentracién de 0.2 ng/ulL. Posteriormente, se
homogenizé con una pipeta.

2) A continuacidn, se agregaron 5 uL de la solucion Amplicon Tagment Mix (ATM) a cada

pocillo y se mezcld con la pipeta.
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3) Para eliminar gotas de los reactivos sobre las paredes de los pocillos, se centrifugd a
280 g durante 1 minuto.

4) Seguidamente, se procedié a la tagmentacion y para ello, en un termociclador se
programo un ciclo de 552C durante 5 minutos y otro de mantenimiento a 102C.

5) Para neutralizar la reaccion, se afiadid a cada pocillo 5 pL de la solucién Neutralize
Tagment Buffer (NT) y se homogenizd con ayuda de una pipeta.

6) Por ultimo, se centrifugd nuevamente a 280 g durante 1 minuto y se incubd 5 minutos

a temperatura ambiente.

5.10.4.2 Amplificacion de las librerias

En este paso se amplifican los fragmentos de ADN y ademas, se les afladen unos adaptadores
que identificaran a cada muestra dentro del pool de amplicones en la SGC (figura 16). A

continuacidn se detalla el proceso de amplificacidn de las librerias:

_.\
P5 N
l‘wclcr-cz‘% | Rea Sequencing Primer

. |

Read 2 Sequencing Primer [l Inde

~P7
\ 4

Sequencing-Ready Fragment

Figura 16. Incorporacion de los adaptadores que identificaran la muestra en el proceso de secuenciacién.
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1) A partir del paso anterior, se afiadieron 5 uL de cada uno de los dos adaptadores.
2) A esta mezcla, se le afiadié 15 uL de la Master Mix incluida en el kit.
3) Tras homogeneizarlo todo, se centrifugé a 280 g durante 1 minuto.

4) Finalmente, se llevd a cabo la reaccién de PCR, cuyas condiciones se detallan en la tabla

12.

Pasos Temperatura (2C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 1 72 3 min 1
Desnaturalizacion inicial 2 95 30 seg 1
Desnaturalizacion 95 10 seg

Hibridacion 55 30 seg 12
Extension 72 30 seg

Extension final 72 5 min 1

Tabla 12. Condiciones de PCR para la amplificacion de las librerias de secuenciacion.

5.10.4.3 Purificacion y comprobacion de los amplicones de las librerias

La purificacidon del pool de amplicones se realizé con el kit AMPure XP. Se siguidé la misma

metodologia detallada en el apartado 3.10.3, con algunas modificaciones:

e Se utilizaron 50 pL del producto de la PCR y 25 pL del reactivo AMPure XP.

e Se resuspendid el producto purificado con 52.5 uL de la solucidn Resuspection Buffer

(RSB).

Una vez realizada la purificacion, se determind la concentracién del ADN con el kit QuantiFluor
ONE dsDNA System y posteriormente, se analizé la distribucion del tamafio y la concentracidn
de 1 pL de los amplicones purificados. Para ello, se realizé una electroforesis en chips de ADN

de alta sensibilidad con el equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent), como se observa en la figura 17.
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Se pueden secuenciar varias librerias con tamafios promedio de fragmentos tan pequefios como

250 pb o tan grandes como 1500 pb.
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Figura 17. Electroforesis de alta sensibilidad de una libreria de amplicones.

5.10.4.4 Normalizacidon y combinacidn de las librerias para la secuenciacion

Previo a la secuenciacién, en la Unidad de Gendmica del CNM (ISCIII) se realizé la normalizacion

de las librerias, mediante dilucién, afiadiéndose la misma cantidad de cada una de ellas en un

Unico tubo.

5.10.5 Secuenciacion

La secuenciacion de las librerias se llevd a cabo en la Unidad de Gendmica del CNM mediante la

plataforma Miseq (Illumina), generando lecturas paired-ends de 300 pb.
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5.10.6 Ensamblado de las secuencias

El ensamblado de las secuencias se realizd en la Unidad de Bioinformatica del CNM.

En primer lugar, se realizd un control de calidad con la herramienta fastqc disponible en

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/. Seguidamente, se llevé a cabo el

filtrado de las secuencias usando trimmomatic (109). Para ello, se eliminaron aquellos
nucledtidos en los extremo 3' cuya calidad phred fue menor a 10 o a una media de 15, mirando
en una ventana de 4 nucledtidos y ademas, se eliminaron las secuencias que tenian menos de

70 bases.

A continuacidn, se realizé el ensamblado de novo con SPades v 3.8 (110) y también, un control
de calidad del ensamblado utilizando QUAST (111) y el genoma de referencia Neisseria

gonorrhoeae FA 1090, NC_002946.2.

5.11 Andlisis bioinformatico

La anotacion de los genes de resistencia de los genomas completos se realizé mediante Basic
Local Aligment Search Tool nucleotide (BLASTn), con el fin de identificar variaciones alélicas y
estudiar la presencia o ausencia de determinantes de resistencia. Las bases de datos utilizadas

fueron las plataformas disponibles en Internet Pathogenwatch (https://pathogen.watch/) y

Bacterial Isolate Genome Sequence database (BIGSdb) (https://pubmlst.org/neisseria/) (112). Se

analizaron los siguientes genes asociados con resistencia:

e Betalactamicos: penA, penB, pilQ, ponA, mtrR y blarem (penicilina).
e Azitromicina: 23S ARNr, mtrR y su promotor, rpID, rplV, mef(A/B), el promotor de la
bomba de eflujo MacABy erm(A/B/C/F).

e Ciprofloxacino: gyrAy parcC.
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e Tetraciclina: penB, mtrR, rps) y tetM.
e Espectinomicina: 16S ARNr vy rpsE.

e Sulfonamidas: folP.

Asimismo, a través de la plataforma BIGSdb, también se llevé a cabo la caracterizacién in silico

de los aislamientos mediante wgNG-MAST, wgMLST y wgNG-STAR.

Asimismo, mediante la herramienta de comparacién de genomas del BIGSds, se determiné el
genoma core de los aislamientos y para la representacion grafica del arbol filogenético se usod la

herramienta iTOL (https://itol.embl.de/) (113), utilizando la cepa de N. gonorrhoeae FA 1090

como genoma de referencia.

5.12 Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el programa estadistico IBM SPSS Statistics v 23.0.

Para evaluar el grado de asociacidn entre las variables categdricas y los grupos de comparacion,
se utilizé el estadistico Chi-cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher, en el caso de que
mas del 20% de las frecuencias esperadas fueran menores de 5. Asimismo, se recurrié al test de
McNemar, para comparar los criterios de interpretacion del EUCAST y del CLSI para cada

antimicrobiano estudiado.

Por otro lado, el estudio de la relacidon entre las variables cuantitativas se realizé mediante el

test no paramétrico de la U de Mann-Whitney.

Para estudiar los factores asociados con la resistencia antimicrobiana y/o la sensibilidad
disminuida (SD), en primer lugar se realizaron analisis univariantes mediante regresion logistica

para analizar la influencia individual de las siguientes variables:

e Grupo de edad.
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e Origen.

e Nivel de estudios.

e UDL

e Usuarios de drogas recreacionales.

e Numero de parejas sexuales en el ultimo afio.
e Localizacién anatémica de la infeccidn.

e Numero de localizaciones con gonorrea.

e Sintomatologia.

e Seroestatus al VIH.

e Coinfecciones con otras ITS.

e |TS diagnosticadas en el ultimo afio.

Posteriormente, se realizd el analisis multivariante incluyendo todos los determinantes
asociados en el andlisis univariable con una p<0.1. Se calcularon las odds ratios (OR) y las odds

ratios ajustadas (aOR) junto con sus intervalos de confianza (IC) al 95%.

El nivel de significacion estadistica se establecié en p< 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes

Durante el periodo de Julio a Octubre de 2016, se obtuvieron un total de 211 aislamientos de N.

gonorrhoeae. Para llevar a cabo este estudio, se seleccionaron al azar un total de 104

aislamientos procedentes de 94 pacientes. Las principales caracteristicas sociodemograficas de

los pacientes se resumen en la tabla 13.

Caracteristicas sociodemograficas (n=94)

, 0 Masculino 84 (89.4)
Género, n (%) Femenino 10 (10.6)
Edad mediana, afios (IQR) 30.5 (24-40)

18-28 39 (41.5)
Grupo de edad, n (%) 29-39 31(33.0)
40-51 24 (25.5)
Espafia 56 (59.6)
Latinoamérica 23 (24.5)
Origen, n (%) Europa 8(8.5)
Asia 5(5.3)
América 2(2.1)
Primarios 3(3.2)

. . Secundarios 14 (14.9)

Nivel de estudios, n (%) Superiores 35 (37.2)
Desconocido 42 (44.7)

Tabla 13.Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes incluidos en el estudio.

n, nimero; IQR, rango intercuartilico.

Tal y como se observa en la tabla 13, el 89.4% de los pacientes eran hombresy el 10.6% mujeres.

El rango de edad de los pacientes incluidos en el estudio fue de 18 a 51 afios, con una edad

mediana de 30.5 afos (IQR=24-40). El grupo de edad comprendido entre los 18 y los 28 afios fue

el mas afectado, representando el 41.5% de los sujetos. Si se estratifican los datos en funcién

del género, los hombres tuvieron una edad mediana de 31 anos (IQR=24-39.75) frente a los 26.5
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afos de edad mediana de las mujeres (IQR= 21.75-43.75). En la figura 18 se representa la

distribucidn de las edades de los pacientes.

W Mujer
I I I I I II ® Hombre
;1 1l II I I “"I
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Figura 18. Distribucion de la edad de los pacientes.

Segun la procedencia de los pacientes, el 59.6% eran de origen espafiol y el 40.4% eran
extranjeros. Entre éstos, 24.5% procedian de Latinoamérica, siendo Peru y Venezuela los paises
predominantes con 5 casos cada uno. El 8.5% de los casos eran del resto de Europa (5.3% de
Europa Occidental y 3.2% de Europa del Este). Entre los pacientes, no estuvieron representados

el continente africano ni el oceanico (figura 19).
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Figura 19. Distribucidn de los pacientes incluidos en el estudio segun el lugar de origen.
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En lo referente al nivel de estudios, en 42 sujetos no se registrd dicha informacién. Sin embargo,

de los 52 pacientes en los que se obtuvieron estos datos, el 67.3% tenian estudios superiores, el

26.9% estudios secundarios y el 5.8% estudios primarios.

6.2 Caracteristicas conductuales de los pacientes

Las principales variables que describen las conductas sexuales se resumen en la siguiente tabla

(tabla 14):

Caracteristicas conductuales (n=94)

Homosexual masculino 71 (75.5)
Orientacidn sexual, n (%) Heterosexual 20(21.3)
Bisexual 3(3.2)
. Si 9(9.6)
Trabajadores del sexo, n (%) NG 85 (90.4)
<5 32(34.0)
6-10 12 (12.8)
11-20 14 (14.9)
Numero de parejas sexuales 21-30 2(2.1)
en el ultimo afio, n (%) 31-40 6 (6.4)
41-50 4 (4.3)
>50 12 (12.8)
Desconocido 12 (12.8)
Si 2(2.1)
Habitos Ul No 92 (97.9)
toxicos, . Si 61 (64.9)
| s de ot 20019
Desconocido 13 (13.8)

Tabla 14. Caracteristicas conductuales de los pacientes incluidos en el estudio.

En relacidn a la orientacidon sexual de los 84 hombres del estudio, el 84.5% (n=71) eran

homosexuales, el 11.9% (n=10) heterosexuales y el 3.6% (n=3) bisexuales. Sin embargo, todas

las mujeres eran heterosexuales. En la figura 20 se puede observar la orientacién sexual de los

sujetos incluidos en el estudio.
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Bisexuales
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Figura 20. Orientacion sexual de los pacientes.

De las 9 personas trabajadoras del sexo, 3 eran mujeres y 6 eran hombres.

Segln el numero de parejas sexuales en los 12 meses previos, mas de la mitad de los pacientes

53.2%) tuvieron mas de 5 parejas sexuales y el 12.8% mas de 50.
( ) parej y

En lo referente al consumo de tdxicos, sdlo 2 personas manifestaron tener contacto con drogas
inyectables. Sin embargo, el 64.9% (n=61) de los pacientes eran consumidores de drogas
recreacionales. Las drogas mds utilizadas fueron: el consumo excesivo de alcohol (54.3%), el
popper (25.5%), el cannabis (18.1%), la cocaina (16.0%) y el acido y-hidroxibutirico (GHB)

(14.9%); otros toxicos representaron menos del 10% de los pacientes (figura 21).
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Figura 21. Consumo de drogas recreacionales.
GHB, acido y-hidroxibutirico; LSD, dietilamida del 4cido lisérgico; HA, hongos alucinégenos.
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De los 94 pacientes incluidos en el estudio, en 7 casos (7.4%) no se recogieron datos sobre el
uso del preservativo como medida profilactica en las relaciones sexuales, siendo 2 casos en
pacientes heterosexuales y 5 en homosexuales masculinos. En el resto de los pacientes (n=87,

92.6%), los datos sobre las practicas sexuales desprotegidas se resumen en las tablas 15-17.

Practicas sexuales desprotegidas en pacientes Heterosexuales (n=18/20)

Tipo de pareja sexual (n)
Tipo de .
- Frecuencia . e
practica Sin especificar el . . .
. . Pareja estable Pareja Ocasional
tipo de pareja
Sexo oral Siempre 13 3 2
(sin preservativo) | Frecuente 2 - 1
Siempre 8 2 -
Coito vaginal Frecuente 3 1 -
(sin preservativo) | Esporadico 3 - 1
Nunca 1 - 2
No practica 15 - -
Coito anal
Siempre 2 1 -
(sin preservativo)
Nunca - - 1

Tabla 15. Practicas sexuales desprotegidas en pacientes heterosexuales.
Frecuente, en 250% de las relaciones sexuales no utilizaron preservativo. Esporadico, en <50% de las relaciones

sexuales no utilizaron el preservativo.

Los 18 pacientes heterosexuales siempre o de manera frecuente, es decir, en 250% de las
relaciones sexuales, tuvieron sexo orogenital desprotegido. Con respecto al coito vaginal,
Unicamente en 3 pacientes nunca fue de manera desprotegida, siendo en 2 casos con parejas
sexuales ocasionales. Asimismo, aunque la mayoria de los pacientes heterosexuales (n=15) no
practicaban sexo anal, sélo en 1 sujeto el coito anal era protegido con sus parejas ocasionales

(figura 22).
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Figura 22. Practicas sexuales desprotegidas en pacientes heterosexuales.

Frecuente, en 250% de las relaciones sexuales no utilizaron preservativo. Esporddico, en <50% de las relaciones
sexuales no utilizaron el preservativo.

Los 3 pacientes bisexuales del estudio, siempre tenian sexo orogenital desprotegido y en dos
tercios de los casos (66.7%), el coito vaginal, el CAl y el CAR nunca era de manera desprotegida

(tabla 16, figura 23).

Practicas sexuales desprotegidas en pacientes Bisexuales (n=3)

Numero de pacientes
Tipo de practica Frecuencia
(sin especificar el tipo de pareja)

Sexo oral (sin preservativo) Siempre 3
Coito vaginal Esporadico 1
(sin preservativo) Nunca 2
Coito anal insertivo (CAl) Esporddico 1
(sin preservativo) Nunca 2
Coito anal receptivo (CAR) No practica 1
(sin preservativo) Nunca 2

Tabla 16. Practicas sexuales desprotegidas en pacientes bisexuales.
Esporddico, en <50% de las relaciones sexuales no utilizaron el preservativo.
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Siempre Esporadico Nunca Esporadico Nunca No practica Nunca
Sexo oral Coito vaginal CAl CAR
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Figura 23. Practicas sexuales desprotegidas en pacientes bisexuales.
Esporadico, en <50% de las relaciones sexuales no utilizaron el preservativo.

Al igual que en el resto de grupos, el sexo orogenital en los pacientes homosexuales masculinos
fue siempre desprotegido. No obstante, aunque en la mayoria de este grupo las relaciones
anales eran desprotegidas, en 27 casos nunca realizaban ni el CAl, ni el CAR sin preservativo

(figura 24, tabla 17).
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Figura 24. Practicas sexuales desprotegidas en pacientes homosexuales masculinos.

Frecuente, en 250% de las relaciones sexuales no utilizaron preservativo. Esporadico, en <50% de las
relaciones sexuales no utilizaron el preservativo.
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Practicas sexuales desprotegidas en pacientes homosexuales masculinos (n=66/71)

Tipo de practica

Frecuencia

Tipo de pareja sexual (n)

Sin especificar el . Pareja
. . Pareja estable .
tipo de pareja Ocasional
Sexo oral
Siempre 24 17 40
(sin preservativo)
Coito anal Siempre 1 3 i
(sin especificar
si CAl o CAR,
. ! . Nunca 1 - 3
sin preservativo)
No practica 1 3 7
Siempre 1 8 1
CAl
Frecuente 2 1 2
(sin preservativo)
Esporadico 5 2 18
Nunca 8 5 14
No practica 2 2 6
Siempre 1 8 3
CAR
Frecuente 1 0 3
(sin preservativo)
Esporadico 5 3 16
Nunca 9 5 13

Tabla 17. Practicas sexuales desprotegidas en pacientes homosexuales masculinos.
Frecuente, en 250% de las relaciones sexuales no utilizaron preservativo. Esporadico, en <50% de las relaciones
sexuales no utilizaron el preservativo.

6.3 Caracteristicas clinicas de los pacientes

En el estudio se incluyeron un total de 104 aislamientos de N. gonorrhoeae procedentes de 94

pacientes. Como se vera mas adelante, aunque el nimero de coinfecciones por gonococo fue

mayor, tan sélo se incluyeron entre los 104 aislamientos a 9 pacientes con cultivos positivos en

varias localizaciones anatémicas. Asimismo, un paciente sufrid dos episodios diferentes de

gonorrea rectal.
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De los 104 aislamientos, 42 procedian de exudados uretrales, 35 de exudados rectales, 19 de
exudados faringeos y 8 de exudados cervicales. En la figura 25 se puede observar la proporcion

de aislamientos de N. gonorrhoeae atendiendo a su localizacién anatomica.

m Cérvix
= Faringe
= Recto

Uretra

Figura 25. Distribucidn de los aislamientos de N. gonorrhoeae segun la localizaciéon anatdmica de la muestra.

Del total de aislamientos, 91 (87.5%) se aislaron en hombres y 13 en mujeres (12.5%).

La proporcion de muestras extragenitales (51.9%, n=54) fue ligeramente superior a la de

muestras genitales (48.1%, n=50).

En las muestras aisladas de hombres, el 53.8% se aislaron de localizaciones extragenitales (38.5%
de exudados rectales y 15.3% de exudados faringeos) mientras que el 46.2% eran de muestras
genitales. En el caso de las mujeres, el 38.5% de sus muestras fueron de exudados faringeos y el
61.5% de exudados cervicales. En la figura 26 se recoge la distribucidn de los aislamientos de

gonococo en funcién del género.
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Faringe Recto Cérvix Uretra
Extragenital Genital
B Mujer 5 8
H Hombre 14 35 42

Figura 26. Distribucién de los aislamientos de N. gonorrhoeae en funcién del género.

Atendiendo a la orientacidn sexual, 23 aislamientos (22.1%) fueron de pacientes heterosexuales
y 81 de pacientes HSH (77.9%), que incluyen tanto a los hombres homosexuales como a los

bisexuales (Figura 27).

45
40
35
30
25
20
15
10

2]

Faringe Recto Cérvix Uretra
Extragenital Genital
B HSH 14 35 32

H Heterosexuales 5 8 10

Figura 27. Distribucién de los aislamientos de N. gonorrhoeae en funcion de la orientacion sexual.
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Respecto a la sintomatologia de los pacientes con infeccién gonocdcica, el 57.7% de los
individuos (n=60) tuvieron sintomasy el 41.3% (n=43) fueron asintomaticos. Unicamente en una

muestra de gonorrea rectal no se dispuso de esta informacion.

Tal y como se puede observar en la figura 28, las infecciones gonocécicas fueron sintomaticas
en todas las infecciones uretrales, en el 40% de las infecciones rectales (n=14), en el 37.5% de
las infecciones cervicales (n=3) y en ultimo lugar, en el 5.3% de los pacientes con infeccién
faringea (n=1). Las muestras de pacientes asintomaticos se recuperaron predominantemente de

sitios extragenitales (70.4%, n=38) (p <0.01).

45
40

35

30
25
B Asintomaticos
20 B Sintomaticos
15
10
0 .

Uretra Recto Faringe Cérvix

Recuento

(6]

Figura 28. Distribucion de la sintomatologia de la infeccidn gonocdcica segln la localizacién de la infeccidn.

Los principales sintomas de los pacientes con gonorrea se recogen en la tabla 18. El sintoma
principal de la uretritis, la infeccion rectal y la faringitis fue la secrecién purulenta. En el caso de

las mujeres con cervicitis, fue la leucorrea.
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Sintomatologia de la infeccién gonocdcica

Tipo de infeccion

Sintomas

Numero de
pacientes (%)

Secrecién uretral purulenta 41 (97.6)

Disuria 7 (16.7)

Uretritis (n=42) Escozor 2(4.8)
Prurito 1(2.4)

Dolor testicular 1(2.4)

Leucorrea amarillo-verdosa 3 (100)

Cervicitis (n=3) Mal olor 1(33.3)
Vulvitis 1(33.3)

Secrecion purulenta 7 (50)

Secrecion sanguinolenta 5(35.7)

Proctitis 5(35.7)

Infeccion rectal (n=14) Tenesmo rectal 4 (28.6)
Rectalgia 4 (28.6)

Fisuras anales 1(7.1)

Escozor anal 1(7.1)

Faringitis (n=1) Secrecion purulenta 1(100)

Tabla 18. Sintomatologia de los pacientes con gonorrea

En relacién al tratamiento antimicrobiano, mas de la mitad de los pacientes (53.7%, n=51)

recibieron la terapia dual recomendada (ceftriaxona mas azitromicina), mientras que la mitad

restante fue tratada sdélo con ceftriaxona (42.1%, n=40), sélo con azitromicina (2.1%, n=2) o no

recibid ningun tratamiento (2.1%, n=2). No obstante, algunos de estos pacientes también fueron

tratados con otros antimicrobianos ante la sospecha de coinfecciones (tabla 19).
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Tratamiento de los pacientes con gonorrea (n=95)?

Ceftriaxona 250 mg im MD + Azitromicina 1 g vo MD 49

Ceftriaxona 250 mg im MD 36

Ceftriaxona 250 mg im MD + Azitromicina 1 g vo MD + Penicilina G Benzatina 2.4 MU im MD 2P

Ceftriaxona 250 mg im MD + Doxiciclina 100 mg/12 horas 7 dias 2¢
Ceftriaxona 250 mg im MD + Doxiciclina 100 mg/12 horas 21 dias 14
Ceftriaxona 250 mg im MD + Claritromicina 250 mg/12 horas 6 dias 1¢
Azitromicina 1g vo MD 2f
No tratamiento 2

Tabla 19. Tratamiento recibido por los pacientes con infeccién gonocdcica.
aUn paciente tuvo dos episodios de gonorrea. ® Pacientes coinfectados con sifilis. ¢ Un paciente coinfectado con

C. trachomatis. 9 Un paciente coinfectado con Linfogranuloma venéreo (LGV) rectal. ¢ Paciente con uretritis previa
por Ureaplasma urealyticum. f2 pacientes recibieron azitromicina como tratamiento empirico antes de conocer
el agente etioldgico causante de la infeccion.

El test de cura se realizé en el 35.7% de los casos (n=37) con una mediana de 51 dias (IQR: 30-
68, rango: 8-117). El resultado del test de cura fue negativo en el 86.5% de los casos (n=32) y
positivo en el 13.5% (n=5), con una mediana de 85 dias (rango: 50-91). De éstos, Unicamente en
un caso la cepa fue conservada y pudo ser caracterizada. Este paciente tuvo dos episodios de
gonorrea en el que se obtuvieron aislados con diferentes secuenciotipos de NG-MAST. De los 4

casos restantes, 2 fueron positivos exclusivamente por PCR.

Si analizamos las infecciones concomitantes por N. gonorrhoeae en mas de una localizacion
anatdémica, el 20% de los pacientes (n=19) presentaron esta coinfeccion, siendo las infecciones

rectales y faringeas la combinacién mas frecuente (tabla 20).

N. gonorrhoeae en mas de una localizacion anatémica (n=95)?

Negativo, n (%) 76 (80)
Positivo, n (%) 19 (20)

Localizaciones, n (%)

Faringe + Recto

Uretra + Recto

9
Cérvix + Faringe 5
2
2

Uretra + Faringe + Recto

Uretra + Faringe 1

Tabla 20. Infeccién concomitante de N. gonorrhoeae en mas de una localizacidn anatémica.
aUn paciente tuvo dos episodios de gonorrea.
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A pesar de que 19 pacientes tuvieron una coinfeccidn por gonococo, sélo se pudieron incluir en
el estudio los aislamientos de todas las localizaciones de 9 de los pacientes. De los 10 pacientes
restantes, Unicamente se pudo incluir una cepa por paciente, ya que o bien no se almacenaron
los aislamientos o sdlo fueron positivos por PCR. Las caracteristicas principales de los pacientes

con infecciones concurrentes por N. gonorrhoeae se incluyen en la siguiente tabla (tabla 21):

Gonorrea  Género E«jad Orientacion Ejer.cicita’ H |T§ ITS ﬂlﬂmo
(afios) sexual prostitucion concomitantes aio
Rc+F Hombre 18 HSH - - - R
Rc+F Hombre 20 HSH + - - 42
Rc+F Hombre 23 HSH - + - -
Rc+F Hombre 23 HSH - - - 4b
Re+F Hombre 24 HSH - - - +c
Rc+F Hombre 26 HSH - - +d R
Rc+F Hombre 29 HSH - - - +¢
Re+F Hombre 41 HSH - D - -
Re+F Hombre 42 HSH - + - +b
C+F Mujer 18 HTX - - -e -
C+F Mujer 23 HTX - - -e -
C+F Muijer 29 HTX - - - _
C+F Mujer 43 HTX - D f -
C+F Mujer 46 HTX - - -8 -
U+Rc Hombre 35 HSH - + - -
U+Rc Hombre 36 HSH - - - -
U+F+Rc Hombre 24 HSH - - +d _
U+F+Rc Hombre 35 HSH + + +h _
U+F Hombre 41 HSH - - - R

Tabla 21.Caracteristicas principales de los pacientes con gonorrea en varias localizaciones anatémicas.

Rc, recto; F, faringe; U, uretra; C, cérvix; HSH, hombre que tiene sexo con hombre; HTX, heterosexual; +, positivo;
-, negativo; D, desconocido. 2 Condilomas perianales, gonorrea rectal y clamidiasis rectal. ° Sifilis. cGonorrea rectal
y faringea. 4 Clamidiasis rectal. ¢ Vaginosis bacteriana. f Flora vaginal alterada. & Candidiasis vaginal. " LGV rectal.

En relacidn al seroestatus frente al VIH, el 34% de los pacientes estaban coinfectados con el
virus, perteneciendo todos los casos positivos a hombres (p=0.047). Asimismo, en el 24.2% de
los sujetos se detectaron otras ITS simultdaneamente a la infeccion por gonorrea, predominando

1 Unico patdgeno concurrente en el 21.1% de los pacientes, principalmente C. trachomatis (tabla
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22). Por otro lado y aunque no sea una ITS, todas las mujeres con cervicitis gonocdcica

presentaron disbacteriosis en su flora vaginal (figura 29).

Coinfecciones
Seroestatus VIH, n=94 (%)

Positivo 32 (34.0)
Negativo 57 (60.6)
Desconocido 5(5.3)
Otras ITS, n=952 (%)
Negativo 72 (75.8)
Positivo 23 (24.2)
Chlamydia trachomatis 12 (12.6)°
e Recto 7(7.4)
e Faringe 3(3.2)
e Uretra 2(2.1)
e Cérvix 1(1.1)
LGV 5(5.3)
e Recto 4(4.2)
e Ulcera anal 1(1.1)
Condilomas acuminados 6 (6.3)
e Genital 3(3.2)
e  Perianal 3(3.2)
Sifilis primaria 3(3.2)
Uretritis por Ureaplasma urealyticum 1(1.1)

ITS diagnosticadas de forma concurrente (#VIH), n=95° (%)

11TS 20 (21.1)
e C. trachomatis 9(9.5)
e LGV 4(4.2)
e Condilomas acuminados 4(4.2)
e Sifilis 3(3.2)

21TS 2(2.1)
e C. trachomatis + condilomas acuminados 1(1.1)
e C. trachomatis en 2 localizaciones distintas

1(1.1)°

41Ts (11

e C. trachomatis + LGV + condilomas 1(1.1)

acuminados + U. urealyticum

Tabla 22. Descripcion de las ITS concomitantes a la infeccidn por N. gonorrhoeae.
aUn paciente tuvo dos episodios de gonorrea. ® Un paciente tuvo C. trachomatis en dos localizaciones
(faringe + recto).
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= Vaginosis bacteriana

Candidiasis

= Vaginosis bacteriana + candidiasis

= Flora vaginal alterada

m C. trachomatis + vaginosis bacteriana +
candidiasis

Figura 29. Disbacteriosis en las mujeres con cervicitis gonocdcica.

En relacién a los antecedentes de ITS durante el afio previo al diagndstico de la infeccidon

gonocdcica, aproximadamente un tercio de los sujetos (36.2%, n=34) tuvieron alguna ITS. Las

mas frecuentes fueron la gonorrea (24.5%, n=23), la sifilis (14.9%, n=14) y la clamidiasis (8.5%,

n=8) (Tabla 23).

Antecedentes de ITS en los 12 meses previos, n=94 (%)

Desconocido 1(1.1)
Negativo 59 (62.8)
Positivo 34 (36.2)
Neisseria gonorrhoeae 23 (24.5)?
e Recto 14 (14.9)
e Faringe 8(8.5)
e Uretra 6 (6.4)
Chlamydia trachomatis 8(8.5)

e Recto 7(7.4)

e Uretra 1(1.1)
LGV rectal 1(1.1)
Sifilis 14 (14.9)

e Primaria 9(9.6)

e Secundaria 3(3.2)

e Latente precoz 1(1.1)

e Latente de duracién desconocida 1(1.1)

Condilomas acuminados 4 (4.3)

e Genital 1(1.1)

e Perianal 3(3.2)
Uretritis por Mycoplasma hominis 1(1.1)
Uretritis por Ureaplasma urealyticum 3(3.2)
Herpes genital (VHS-2) 2(2.1)
Molluscum contagiosum 1(1.1)
Pediculosis pubis 2(2.1)

Tabla 23. Antecedentes de ITS en los 12 meses previos.
a5 pacientes con gonococo en distintas localizaciones.
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6.4 Sensibilidad antimicrobiana

Los porcentajes de sensibilidad antimicrobiana de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae se

muestran en la tabla 24.

o EUCAST cLsl
Antibictico S (%) I (%) R (%) S (%) I (%) R (%)
Penicilina 4.8 79.8 154 4.8 79.8 154
Cefixima 97.1 - 2.9 100 - -
Ceftriaxona 100 - - 100 - -
Azitromicina 92.3 5.8 1.9 NA NA NA
Ciprofloxacino 57.7 - 42.3 57.7 1.9 40.4
Tetraciclina 79.8 14.4 5.8 47,1 50.0 2.9
Espectinomicina 100 - - 99 1 -
Gentamicina NA NA NA NA NA NA

Tabla 24. Sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de N. gonorrhoeae.
S, sensible; |, intermedio; R, resistente; NA, no aplica.

Globalmente, el 4.8% de los aislamientos (n=5) fueron sensibles a todos los antibidticos testados

y aproximadamente un tercio, mostraron resistencia a un Unico antimicrobiano, principalmente

al ciprofloxacino. Sélo una cepa (1.0%) presentd resistencia a 3 antibidticos (penicilina,

tetraciclina y ciprofloxacino), de acuerdo con los puntos de corte del EUCAST y no se detectaron

aislamientos resistentes a cuatro o mds antimicrobianos. No se encontraron cepas de N.

gonorrhoeae MDR, ya que los aislamientos resistentes a cefixima, tan sélo fueron resistentes a

ciprofloxacino y mostraron resistencia intermedia a la penicilina (tabla 25).
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. Comite L. Resistente Intermedio n (%)
interpretacion
Penicilina - 4(3.8)
EUCAST Tetraciclina Penicilina 1(1.0)
n=32 Ciprofloxacino Penicilina 14 (13.5)
(30.8%) Ciprofloxacino Penicilina + Tetraciclina 12 (11.5)
] . Azitromicina Penicilina + Tetraciclina 1(1.0)
Resistencia -
1 Penicilina - 2(1.9)
e Penicilina Tetraciclina 2(1.9)
antibidtico o - -
CLSI Penicilina Espectinomicina 1(1.0)
n=39 Tetraciclina Penicilina 1(1.0)
(37.5%) Tetraciclina Penicilina + Ciprofloxacino 1(1.0)
Ciprofloxacino Penicilina 10 (9.6)
Ciprofloxacino Penicilina + Tetraciclina 22 (21.2)
Penicilina + Ciprofloxacino - 9(8.7)
EUCAST Pen?c?l?na + Cip.)roflo?(a.cino Azitromicina 1(1.0)
=18 Penicilina + Azitromicina - 1(1.0)
. . - . fl .
Resistencia (17.3%) Cipro .ox.acmo + Penicilina 4(3.8)
2 Tetraciclina
antibioticos Cefixima + Ciprofloxacino  Penicilina 3(2.9)
CLSI Penicilina + Ciprofloxacino - 9(8.7)
n=11 Penicilina + Ciprofloxacino  Tetraciclina 1(1.0)
(10.6%) Penicilina + Tetraciclina Ciprofloxacino 1(1.0)
Resistencia EUCAST Penicilina + Ciprofloxacino
3 n=1 + Tetraciclina i 1(1.0)
antibidticos (1.0%)
CLSI n=0 - - 0(0)

Tabla 25. Distribucion de cepas de N. gonorrhoeae con resistencia a los distintos antimicrobianos.

6.4.1 Pen

icilina

En el caso de la penicilina, el 4.8% (n=5) de los aislamientos estudiados fueron sensibles, el 79.8%

(n=83) presentd sensibilidad intermedia y el 15.4% (n=16) fueron resistentes (figura 30). Todos

los aislamientos resistentes se debieron a la produccion de betalactamasas plasmidicas.

Figura 30. Porcentaje de sensibilidad, sensibilidad intermedia y resistencia a penicilina.

79,8%

m Sensible
Intermedio

m Resistente
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La distribucion de la CMI a la penicilina en las cepas de gonococo se puede observar en la figura
31. Los rangos de CMI se encontraban entre 0.012 mg/L y >32 mg/L, con una CMlso y CMlg de

0.25 mg/Ly 8 mg/L, respectivamente.
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Figura 31. Distribucidn de la CMI de penicilina de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae.

En la figura 32 se representan los datos de sensibilidad y resistencia de las cepas de gonococo
en base a la localizaciéon de la infeccion. Todos los aislamientos procedentes del cérvix tuvieron
sensibilidad intermedia a penicilina y en el resto de localizaciones, los porcentajes de
sensibilidad fueron similares (p=0.791). Asimismo, al agrupar categorias, tampoco existen

diferencias significativas entre las localizaciones genitales y extragenitales (p=0.781).

100% !
90% i - . |
80% :

70% I

60% :

50% I

40% :

30% 1

20% :

10% 1
0% || || | | 1

Cérvix Faringe Recto Uretra :
1
1
1
1
1
1

— |
Genital Extragenital

8 8
40 43
2 3

MW Resistente 0 2 6 8
Intermedio 8 16 27 32
B Sensible 0 1 2 2

Figura 32. Distribucién de la sensibilidad antimicrobiana a penicilina en funcidn de la localizacién de la infeccién.
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6.4.2 Cefalosporinas

Segun los puntos de corte del CLSI, no se detectd resistencia ni a ceftriaxona ni a cefixima. Sin
embargo, en el caso del EUCAST, 3 cepas (2.9%) mostraron una CMI de cefixima de 0.19 mg/L,
encontrandose este valor ligeramente por encima del punto de corte (categoria resistente:

CMI>0.125 mg/L) (Figura 33).

2,9%

= Resistente

= Sensible

Ceftriaxona CLSI y EUCAST Cefixima CLSI Cefixima EUCAST

Figura 33. Porcentaje de sensibilidad y resistencia a ceftriaxona y cefixima segiin EUCAST y CLSI.

El rango de distribucién de la CMI a la ceftriaxona oscil entre valores de CMI <0.016 mg/L y de
0.094 mg/L (figura 34). La CMlso fue de <0.016 mg/L y la CMIso de 0.047 mg/L. Por otro lado, en
el caso de la cefixima el rango de CMI fue de <0.016 mg/L a 0.19 mg/L, con una CMlsp y CMlgo de

<0.016 mg/Ly 0.047 mg/L, respectivamente (figura 35).
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CMI Ceftriaxona (mg/L)

Figura 34. Distribucién de la CMI de ceftriaxona de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae.
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Figura 35. Distribucion de la CMI de cefixima de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae.

Como se ha comentado anteriormente, siguiendo los criterios de interpretacion del EUCAST hay
3 aislamientos resistentes a cefixima. Estas 3 cepas se aislaron de la uretra de un varén
heterosexual y de la faringe y el cérvix de una mujer, aparentemente sin relacién entre ambos.
En la figura 36 se representan los porcentajes de sensibilidad y resistencia en funcién de la
localizacién de la infeccidon. Para este antimicrobiano, no hay diferencias entre el tipo de

localizacién (p=0.35) ni entre las categorias “localizacion genital” y “localizacion extragenital”

(p=0.595).
100% 1
90% i
80% :
70% :
60% 1
50% :
40% :
30% 1
20% i
10% :
0% !
Cérvix Faringe Recto Uretra : Genital Extragenital
M Resistente_ EUCAST 1 1 0 1 : 2 1
B Sensible_EUCAST 7 18 35 41 : 48 53

Figura 36. Distribucion de la sensibilidad antimicrobiana a cefixima en funcién de la localizacidn de la infeccién,
siguiendo los criterios de interpretacion del EUCAST.
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6.4.3 Azitromicina

Las CMIs de la azitromicina se interpretaron exclusivamente mediante EUCAST, ya que el CLSI
no posee puntos de corte para este antibidtico.

El 1.9% de las cepas estudiadas, es decir, 2 aislamientos tuvieron una CMI dentro de la categoria
resistente (CMI 1.5 mg/Ly 2 mg/L) y el 5.8% en la categoria de sensibilidad intermedia (figura

37).

1,9%

m Sensible
Intermedio

m Resistente

Figura 37. Porcentaje de sensibilidad, sensibilidad intermedia y resistencia a la azitromicina.

Los rangos de CMI se encontraban entre 0.023 mg/Ly 2 mg/L, con una CMlsp y CMlg de 0.125
mg/Ly de 0.25 mg/L, respectivamente. La distribucidn de las CMIs de azitromicina se recoge en

la figura 38.

25

20

15
10
5
° 2
; I I :
0 | . |
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NuUmero de aislamientos

Figura 38. Distribucién de la CMI de azitromicina de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae.
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Se concentraron mas cepas de sensibilidad disminuida dentro de las localizaciones
extragenitales, no obstante, y al igual que con los antibidticos betalactdmicos, no hubo

diferencias estadisticamente significativas (p=0.209) (figura 39).

100% 1
[l [
i |
95% :
1
1
90% :
1
85% :
1
1
80% :
1
75% - : : . :
Cérvix Faringe Recto Uretra | Genital Extragenital
1
MW Resistente 0 0 1 1 | 1 1
|
Intermedio 1 3 2 0 : 1 5
H Sensible 7 16 32 41 : 48 48
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Figura 39. Distribucion de la sensibilidad antimicrobiana a la azitromicina en funcién de la localizacién de la
infeccion, siguiendo los criterios de interpretacion del EUCAST.

6.4.4 Ciprofloxacino

En el caso del ciprofloxacino, se registraron porcentajes de resistencia en torno al 40% (42.3 %

segun criterios EUCAST y 40.4% segun criterios CLSI) y de sensibilidad del 57.7% (figura 40).
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Figura 40. Porcentaje de sensibilidad, sensibilidad intermedia vy resistencia a ciprofloxacino segiin EUCAST y CLSI.
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El rango de distribucion de las CMIs fue de <0.002 mg/L a >32 mg/L, con una CMlsg y CMlgo de

0.004 mg/Ly 16 mg/L, respectivamente (figura 41).
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Figura 41. Distribucidn de la CMI de ciprofloxacino de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae.

Como puede observarse en la figura 42, si atendemos a la localizacién de la infeccidn, la Unica
diferencia existente entre los comités de interpretacion de CMls, es que mediante el CLSI hay 2
aislamientos de localizacion uretral que poseen categoria intermedia (CMIs 0.38 mg/L y 0.75
mg/L) y que EUCAST clasifica como resistentes. En el resto de localizaciones, no hubo

diferencias.
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Figura 42. Distribucidn de la sensibilidad antimicrobiana a ciprofloxacino en funcién de la localizacion de la
infeccion, siguiendo los criterios de interpretacion del EUCAST y del CLSI.

6.4.5 Tetraciclina

Por lo que refiere a las tetraciclinas, en la figura 43 se pueden observar los porcentajes de
sensibilidad, sensibilidad intermedia y de resistencia para este antibidtico. En este caso, los
porcentajes de sensibilidad variaron significativamente (p<0.01) en funcién de los criterios de
interpretacion de CMls utilizados, con tasas de sensibilidad del 79.8% en el caso del EUCAST y
del 47.1% para el CLSI. Sin embargo, aunque los porcentajes de sensibilidad y resistencia

variaron en las distintas localizaciones anatdomica en funcidn de los criterios utilizados (EUCAST
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vs CLSI) (figura 44), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ningun caso

(p=0.279 con EUCAST y p=0.498 con CLSI).
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Figura 43. Porcentaje de sensibilidad, sensibilidad intermedia vy resistencia a tetraciclina segiin EUCAST y CLSI.
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Figura 44. Distribucidn de la sensibilidad antimicrobiana a tetraciclina en funcién de la localizacién de la
infeccion, siguiendo los criterios de interpretacion del EUCAST y del CLSI.
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Para tetraciclina, la CMlsp fue de 0.38 mg/L y la CMls de 1 mg/L, con un rango de CMls entre

valores de 0.032 mg/Ly 8 mg/L (figura 45).
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Figura 45. Distribucidn de la CMI de tetraciclina de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae.

6.4.6 Espectinomicina

Para este antibidtico, no se detectd ninguna cepa con resistencia. Segun los puntos de corte del
EUCAST, los 104 aislamientos eran sensibles a espectinomicina. Sin embargo, aplicando los
criterios del CLSI, un aislamiento (1.0%) procedente de un exudado rectal mostré sensibilidad

intermedia (CMI1=48 mg/L) (figura 46).
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Figura 46. Porcentaje de sensibilidad y sensibilidad intermedia a espectinomicina segin EUCAST y CLSI.
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El rango de CMI a espectinomicina de los aislamientos de N. gonorrhoeae incluidos en el estudio
fue de 2 mg/L a 48 mg/L (figura 47). La CMlso y CMlgo fue de 6 mg/L y de 12 mg/L,

respectivamente.
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Figura 47. Distribucidn de la CMI de espectinomicina de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae.

6.4.7 Gentamicina

En el caso de la gentamicina, el rango de CMI fue de 0.5 mg/L a 8 mg/L distribuyéndose de
manera unimodal (figura 48), con una CMlso de 3 mg/L y una CMlIqo de 4 mg/L.
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Figura 48. Distribucion de la CMI de gentamicina de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae.
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Hasta el momento, las guias no establecen puntos de corte para la interpretacién de las CMIs de
gentamicina. No obstante, algunos estudios aplican los rangos establecidos por Brown et al. (82)
basados en los ratios de curacién y la comparacion de CMls, donde la categoria sensible tiene

una CMI<4 mg/Ly la resistente una CMI>32 mg/L.

Si aplicamos estos puntos de corte, el 95.2% de las cepas (n=99) fueron sensibles y el 4.8% (n=5)
tuvieron una sensibilidad intermedia. Todos los aislamientos procedentes del cérvix y la faringe

fueron sensibles y los intermedios se concentraron en las zonas uretrales y rectales (figura 49).
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Figura 49. Distribucion de la sensibilidad antimicrobiana a gentamicina en funcidn de la localizacién de la infeccion,
siguiendo los criterios de interpretacion de Brown et al. (82).

6.5 Factores de riesgo para la infeccion por N. gonorrhoeae resistente a

antimicrobianos y con sensibilidad intermedia en poblacion HSH

Debido a que 81 de los 104 aislamientos (77.9%) procedian de HSH, 78 homosexuales y 3
bisexuales, y dado que la orientacidn sexual esta correlacionada con otras variables, el andlisis

de los factores de riesgo se realizd en este colectivo.

En estas 81 cepas de N. gonorrhoeae, no se detectaron resistencias ni a la ceftriaxona, ni a la

cefixima, ni a la espectinomicina y, en el caso de la tetraciclina y la azitromicina la prevalencia
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de la resistencia encontrada fue baja. Por lo tanto, el analisis de los factores de riesgo se realizd
para la resistencia a penicilina y ciprofloxacino. Asimismo, en el caso de la tetraciclina, la
azitromicina y la penicilina, también se incluyé el andlisis para la sensibilidad intermedia. En las
tablas 26-28 se recogen los factores de riesgo que se asocian de manera significativa con la

resistencia antimicrobiana.

Para esta cohorte de pacientes, 15 aislamientos (18.5%) fueron resistentes a la penicilina y
mediante el analisis de regresién logistica univariante, se establecié una asociacién significativa
(p<0.05) entre la resistencia a este antibidtico y el nimero de parejas sexuales en el Ultimo afo
(tabla 26). Sin embargo, ninguno de los factores de riesgo incluidos en el analisis multivariante
(nuimero de parejas sexuales en el Ultimo afio, p=0.033, y seroestatus del VIH, p=0.089) se asocid
significativamente con la resistencia a penicilina. Del mismo modo, no se asocid
significativamente ningun factor de riesgo en los individuos con cepas con sensibilidad

disminuida a la penicilina (tabla 26).

El 35.8% (n=29) de los aislamientos de N. gonorrhoeae en HSH fueron resistentes a
ciprofloxacino y, aunque dentro de este porcentaje hay 2 aislamientos clasificados en la
categoria de sensibilidad intermedia aplicando los criterios del CLSI, con los puntos de corte de
EUCAST fueron clasificados como resistentes, por lo que se incluyeron en el andlisis. Para la
resistencia a este antibiotico, en el analisis univariante se observaron asociaciones significativas
con la edad (p=0.013), el uso de drogas intravenosas (p=0.04), el nimero de parejas sexuales en
el ultimo afio (p=0.051), el seroestatus al VIH (p<0.01) y el nimero de localizaciones anatdmicas
con gonococo (p=0.042). Sin embargo, soélo los pacientes con VIH (VIH positivo, aOR=5.206,
1C95%=1.704-15.905, p=0.015) y con edades comprendidas entre 29 y 39 afios (aOR=5.340,
1C95%=1.466-19.450, p=0.029), tuvieron una asociacion significativa con dicha resistencia en el

analisis de regresion multivariante (tabla 27).
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En el caso de la azitromicina, como sélo se encontraron 2 aislados con resistencia (CMI>0.5mg/L)
decidimos analizar los aislados con CMI>0.25mg/L (n=7, 8.6%) incluyéndose asi, tanto los
aislados resistentes como los que presentaban sensibilidad intermedia; la edad fue el Unico
factor de riesgo que de forma independiente se asocié significativamente (p=0.046) con este

tipo de cepas (tabla 27).

Segun los puntos de corte del EUCAST, el 3.7% (n=3) de los 81 aislamientos del colectivo HSH
fueron resistentes a la tetraciclinay el 12.3% (n=10) tuvieron sensibilidad intermedia. En cambio,
siguiendo los criterios del CLSI, sdlo 2 cepas mostraron resistencia (2.5%) a este agente y 37
sensibilidad intermedia (45.7%). El analisis de regresidon logistica univariante mostré una
asociacion significativa (p<0.05) entre el nivel de estudios y el nimero de localizaciones con
gonococo con la resistencia y sensibilidad disminuida a tetraciclina en ambos casos. La edad y el
origen, sin embargo, sdlo se asociaron significativamente al aplicar los criterios de EUCAST y
CLSI, respectivamente. En el analisis ajustado mediante regresidn multivariante, Unicamente el
haber sido diagnosticado con alguna ITS en el afio previo se asocié significativamente tanto
siguiendo los criterios EUCAST (aOR=12.706, 1C95%=1.805-89.420, p=0.038) como los CLSI
(aOR=5.816, 1C95%= 1.721-19.650, p=0.005). No obstante, como se puede observar en la tabla
28, la presencia de otros factores de riesgo fue dependiente de los puntos de corte utilizados (la
edad en el caso de utilizar los definidos por EUCAST; nivel de estudio y nimero de localizaciones

anatdémicas con gonococo en el caso de usar los definidos por CLSI).
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Caracteristicas (n)

Penicilina (R) - EUCAST - CLSI

Penicilina (I1+R) - EUCAST — CLSI

N1 (%) | OR (95% IC) | p | aOR(95%IC) p N2 (%) | OR (95% IC) | p
Grupo de edad, afos
18-28 (32) 4 (12.5) 1.00 NA 31(96.9) 1
29-39 (25) 7 (28.0) 2.722 (0.696-10.646) | 0.327 NA NA 23 (92.0) 0.371 (0.032-4.343) 0.700
40-51 (24) 4 (16.7) 1.400 (0.312-6.274) NA 23 (95.8) 0.742 (0.044-12.495)
Origen
Europa (57) 12 (21.1) 0.800 (0.076-8.397) NA 53 (93.0) 0
Latinoamérica (18) 2 (11.1) 0.375 (0.025-5.572) NA 18 (100) 1
Asia (4) 1(25.0) 1.00 0.594 NA NA 4 (100) 1 0.408
América (2) 0 NA NA 2 (100) 0.01E+10
Nivel de estudios
Primarios (4) 0 NA NA 4 (100) 1,35E+08
Secun'darlos (13) 2 (15.4) 1.00 0.349 NA NA 12 (92.3) 1 0.759
Superiores (35) 9(25.7) | 1.904 (0.353-10.283) NA 34(97.1) | 2.833(0.164-48.926)
Desconocido (29) 4(13.8) | 0.880(0.140-5.539) NA 27(93.1) | 1.125(0.093-13.636)
UDI
No (79) 14 (17.7) 1.00 NA 75 (94.9) 1
Si (2) 1(50.0) | 4.643(0.274-78.780) 0.307 NA NA 2 (100) 8,62E+07 0.651
Usuarios de drogas recreacionales
No (20) 1(5.0) 1 NA 18 (90.0) 1
Si (55) 13 (23.6) | 5.881(0.717-48.261) | 0.127 NA NA 53(96.4) | 2.944 (0.386-22.455) | 0.432
Desconocido (6) 1(16.7) | 3.800 (0.201-72.000) NA 6 (100) 1,79E+08
Numero de parejas sexuales en el tltimo afo
<5 (27) 5 (18.5) 1 Excluido 26 (96.3) 1
6-10 (12) 1(8.3) 0.400 (0.042-3.855) Excluido 10 (83.3) 0.192 (0.016-2.363)
11-20 (10) 4 (40.0) 2.933 (0.595-14.454) Excluido 9(90) 0.346 (0.020-6.127)
21-30 (2) 2 (100) 7,11E+09 Excluido 2 (100) 6,21E+07
31-40 (6) 0 NA 0.033 Excluido NA 5 (100) 6,21E+07 0.540
41-50 (5) 1(20.0) 1.100 (0.100-12.087) Excluido 5 (100) 6,21E+07
>50 (13) 2 (15.4) 0.800 (0.133-4.803) Excluido 13 (100) 6,21E+07
Desconocido (6) 0 NA Excluido 5(100) 6,21E+07
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i Penicilina (R) - EUCAST — CLSI Penicilina (I1+R) - EUCAST — CLSI
Caracteristicas (n)
N1(%) | OR (95% IC) | p aOR (95% IC) p N2 (%) | OR (95% IC) | p
Localizacién anatémica de la infeccién
Uretra (32) 8(25.0) 1 NA 31 (96.9) 1
Recto (35) 6(17.1) 0.621 (0.189-2.038) 0.307 NA NA 33 (94.3) 0.532 (0.046-6.168) 0.808
Faringe (14) 1(7.1) 0.231 (0.026-2.053) NA 13(92.9) | 0.419 (0.024-7.224)
Sintomatologia
No (33) 4(12.5) 1 NA 31(93.9) 1
Si (47) 11 (23.4) 2.215 (0.638-7.690) 0.350 NA NA 45 (95.7) 1.452 (0.194-10.863) | 0.890
Desconocido (1) 0 NA NA 1 (100) 1,042E+08
Seroestatus VIH
Negativo (43) 5(11.6) 1 1 39(90.7) 1
Positivo (35) 10(28.6) | 3.040(0.928-9.955) | 0.089 | 3.040 (0.928-9.955) | 0.066 | 35 (100) 1,66E+08 0.072
Desconocido (3) 0 NA NA 3 (100) 1,66E+08
Coinfecciones con otras ITS (# Gonorrea)
No (56) 12 (21.4) 1 NA 53 (94.6) 1
Si (25) 3(12.0) | 0.500(0.128-1.957) 0.297 NA NA 24(96.0) | 1.358(0.134-13.741) 0.791
ITS diagnosticadas en el ultimo afio
No (47) 8(17.0) 1 NA 44 (93.6) 1
Si (33) 7(21.2) | 1.312(0.424-4.060) | 0.728 NA NA 32(97.0) | 2.182(0.217-21.948) | 0.745
Desconocido (1) 0 NA NA 1 (100) 1,101E+08
Numero de localizaciones anatémicas con gonococo
1(67) 15 (22.4) NA NA 63 (94.0) 1
2(12) 0 NA NA NA NA 12 (100) 1,03E+08 0.458
3(2) 0 NA NA 2 (100) 1,03E+08

Tabla 26. Factores de riesgo asociados con la resistencia a penicilina en poblacién HSH.

n, nimero de aislamientos de N. gonorrhoeae procedentes de HSH; N;, niUmero de cepas resistentes a penicilina; N2, numero de cepas con resistencia y sensibilidad
intermedia a penicilina; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; aOR, OR ajustado; excluido, variable excluida mediante regresién logistica con el método wald hacia
atras; NA, no aplica.
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i Ciprofloxacino - (R) EUCAST — (I+R) CLSI Azitromicina (I+R) — EUCAST

Caracteristicas (n)
N1 (%) | OR (95% IC) | p | aOR(95%IC) | p [ N2(%) | OR(95%IC) | p [aOR(95%IC) | p

Grupo de edad, afios
18-28 (32) 6 (18.8) 1 1 5 (15.6) 1 Excluido
29-39 (25) 14 (56.0) 5.515 (1.681-18.095) 0.013 | 5.340 (1.466-19.450) | 0.029 0 NA 0.046 Excluido NA
40-51 (24) 9(37.5) 2.600 (0.773-8.744) 1.433 (0.372-5.519) 2 (8.3) 0.491 (0.087-2.779) Excluido
Origen
Europa (57) 19 (33.3) 1 NA 5(8.8) 1 NA
La’Flnoamerlca (18) 8 (44.4) 1.600 (0.543-4.714) 0776 NA NA 1(5.6) 0.612 (0.067-5.609) 0671 NA NA
Asia (4) 1(25.0) 0.667 (0.065-6.847) NA 1(25.0) | 3.467 (0.302-39.859) NA
América (2) 1 (50) 2.000 (0.119-33.755) NA 0 NA NA
Nivel de estudios
Primarios (4) 3(75) | 16.500 (1.088-250.176) NA 0 NA NA
Secundarios (13) 2 (15.4) 1 NA 2 (15.4) 1 NA
Superiores (35) 13 (37.1) | 3.250(0.621-17.013) 0.149 NA NA 3 (11.4) | 0.710(0.114-4.431) 0.405 NA NA
Desconocido (29) 11 (37.9) | 3.361(0.625-18.089) NA 1(3.4) | 0.196(0.016-2.392) NA
UDI
No (79) 27 (34.2) 1 Excluido 7 (8.9) 1 NA
Si (2) 2 (100) 3,111E+09 0.040 Excluido NA 0 NA 0.545 NA NA
Usuarios de drogas recreacionales
No (20) 6 (30.0) 1 NA 2 (10.0) 1 NA
Si (55) 21(38.2) | 1.441(0.480-4.331) | 0.798 NA NA | 5(9.1) | 0.900(0.160-5.057) | 0.565 NA NA
Desconocido (6) 2(33.3) 1.167 (0.166-8.186) NA 0 NA NA
Numero de parejas sexuales en el ultimo aio
<5 (27) 8(29.6) 1 Excluido 3(11.1) 1 NA
6-10 (12) 4 (33.3) 1.187 (0.277-5.098) Excluido 0 NA NA
11-20 (10) 6 (60.0) 3.562 (0.786-16.142) Excluido 3(30.0) | 3.429(0.562-20.914) NA
21-30 (2) 2 (100) 3,84E+09 Excluido 0 NA NA
31-40 (6) 1(16.7) 0.475 (0.048-4.740) 0.051 Excluido NA 0 NA 0.215 NA NA
41-50 (5) 2 (40.0) 1.583(0.221-11.361) Excluido 0 NA NA
>50 (13) 6 (46.2) 2.036 (0.518-7.995) Excluido 1(7.7) 0.667 (0.063-7.109) NA
Desconocido (6) 0 NA Excluido 0 NA NA
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i Ciprofloxacino - (R) EUCAST — (I+R) CLSI Azitromicina (I+R) — EUCAST

Caracteristicas (n)
N1 (%) | OR (95% IC) | p | aOR(95%IC) | p [ N2(%) | OR(95%IC) | p [aOR(95%IC) | p

Localizacién anatémica de la infeccion
Uretra (32) 14 (43.8) 1 NA 2 (6.3) 1 NA
Recto (35) 11 (31.4) 0.589 (0.217-1.600) 0.477 NA NA 4(11.4) | 1.935(0.330-11.363) | 0.736 NA NA
Faringe (14) 4 (28.6) 0.514 (0.133-1.991) NA 1(7.1) | 1.154 (0.096-13.877) NA
Sintomatologia
No (33) 11 (33.3) 1 NA 3(9.1) 1 NA
Si (47) 18(38.3) | 1.241(0.489-3.154) | 0.577 NA NA | 4(8.5) | 0.930(0.194-4.462) | 0.909 NA NA
Desconocido (1) 0 NA NA 0 NA NA
Seroestatus VIH
Negativo (43) 8 (18.6) 1 1 3(7.0) 1 NA
Positivo (35) 18 (51.4) | 4.632(1.680-12.777) | <0.01 | 5.206 (1.704-15.905) | 0.015 | 4 (11.4) | 1.720(0.358-8.259) | 0.601 NA NA
Desconocido (3) 3 (100) 7,068E+09 7,45E+09 0 NA NA
Coinfecciones con otras ITS (# Gonorrea)
No (56) 18 (32.1) 1 NA 5 (8.9) 1 NA
Si (25) 11 (44.0) | 1.659 (0.630-4.369) 0.307 NA NA -1 (8.0) | 0.887(0.160-4.914) 0.890 NA NA
ITS diagnosticadas en el dltimo afio
No (47) 18 (38.3) 1 NA 5(10.6) 1 NA
Si (33) 11(33.3) | 0.806(0.317-2.047) | 0.577 NA NA | 2(6.1) | 0.542(0.099-2.979) | 0.701 NA NA
Desconocido (1) 0 NA NA 0 NA NA
Numero de localizaciones anatémicas con gonococo
1(67) 25 (37.3) 1 Excluido 4 (6.0) 1 NA
2(12) 2(16.7) 0.336 (0.068-1.659) | 0.042 Excluido NA | 3(25) | 5.250(1.006-27.388) | 0.145 NA NA
3(2) 2 (100) 2,714E+09 Excluido 0 NA NA

Tabla 27. Factores de riesgo asociados con la resistencia al ciprofloxacino y con la resistencia y la sensibilidad intermedia a la azitromicina en poblacion HSH.
n, numero de aislamientos de N. gonorrhoeae procedentes de HSH; N;, nimero de cepas resistentes a ciprofloxacino por EUCAST y con sensibilidad intermedia y

resistentes con CLSI; N,, numero de cepas con resistencia y sensibilidad intermedia a la azitromicina; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; aOR, OR ajustado; excluido,
variable excluida mediante regresion logistica con el método wald hacia atras; NA, no aplica.
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i Tetraciclina (I+R) - EUCAST Tetraciclina (1+R) — CLSI
Caracteristicas (n)
N1 (%) | OR (95% IC) | p | aOR(95%I1C) | p | N2(%) | OR (95% IC) | p | aOR(95%I1c) | p
Grupo de edad, afios
18-28 (32) 2(6.3) 1 1 14 (43.8) 1 NA
29-39 (25) 8(32.0) 7.059 (1.342-37.112) 0.031 | 31.026(2.296-419.302) | 0.025 | 13 (52.0) 1.393 (0.487-3.982) 0.806 NA NA
40-51 (24) 3(12.5) 2.143 (0.329-13.960) 7.482 (0.524-106.912) 12 (50.0) 1.286 (0.445-3.719) NA
Origen
Europa (57) 8 (14.0) 1 NA 29 (50.9) 1 Excluido
LaFlnoamerlca (18) | 5(27.8) 2.356 (0.659-8.420) 0.278 NA NA 10 (55.6) 1.207 (0.416-3.501) 0.038 Echu!do NA
Asia (4) 0 NA NA 0 NA Excluido
América (2) 0 NA NA 0 NA Excluido
Nivel de estudios
Primarios (4) 3(75.0) | 16.500 (1.088-250.176) Excluido 3 (75.0) 0.900 (0.067-12.179) 0.089 (0.003-2.339)
Secun_darios (13) 2 (15.4) 1 0.036 Exclu?do NA 10 (76.9) 1 0.037 1 0.032
Superiores (35) 3(8.6) 0.516 (0.076-3.502) Excluido 12 (34.3) 0.157 (0.036-0.679) 0.073 (0.013-0.412)
Desconocido (29) 5(17.2) 1.146 (0.192-6.852) Excluido 14 (48.3) 0.280 (0.064-1.232) 0.134 (0.024-0.753)
uDI
No (79) 12 (15.2) 1 0.185 NA na |38 (48.1) 1 0.958 NA NA
Si(2) 1(50) 5.583 (0.327-95.475) ' NA 1(50) 1.078 (0.065-17.863) ’ NA
Usuarios de drogas recreacionales
No (20) 1(5.0) 1 NA 11 (55.0) 1 NA
Si (55) 11 (20.0) 4.750 (0.572-39.440) 0.227 NA NA 26 (47.3) 0.734 (0.262-2.050) 0.627 NA NA
Desconocido (6) 1(16.7) 3.800 (0.201-72.000) NA 2 (33.3) 0.409 (0.060-2.769) NA
Numero de parejas sexuales en el tultimo ano
<5 (27) 4(14.8) 1 NA 16 (59.3) 1 NA
6-10 (12) 2 (16.7) 1.150 (0.180-7.333) NA 6 (50) 0.687 (0.175-2.699) NA
11-20 (10) 1(10.0) 0.639 (0.063-6.520) NA 3 (30) 0.295 (0.062-1.395) NA
21-30 (2) 0 NA 0.668 NA NA 0 NA 0.379 NA NA
31-40 (6) 1(16.7) 1.150 (0.105-12.616) NA 2 (33.3) 0.344 (0.053-2.215) ’ NA
41-50 (5) 1(20.0) | 1.438(0.126-16.410) NA 2 (40) 0.458 (0.065-3.212) NA
>50 (13) 4(30.8) | 2.556(0.523-12.479) NA 8 (61.5) 1.100 (0.284-4.267) NA
Desconocido (6) 0 NA NA 2 (33.3) 0.344 (0.053-2.215) NA
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i Tetraciclina (I+R) - EUCAST Tetraciclina (1+R) — CLSI
Caracteristicas (n)
N1 (%) | OR (95% IC) | p |  aOR(95%IC) p | Na(%) | OR (95% IC) | p |  aOR(95%IC) p
Localizacion anatémica de la infeccion
Uretra (32) 4 (12.5) 1 NA 11 (34.4) 1 NA
Recto (35) 8(22.9) 2.074 (0.559-7.698) 0.299 NA NA 19 (54.3) 2.267 (0.845-6.084) 0.106 NA NA
Faringe (14) 1(7.1) 0.538 (0.055-5.306) NA 9 (64.3) 3.436 (0.923-12.790) NA
Sintomatologia
No (33) 6(18.2) 1 NA 20 (60.6) 1 Excluido
Si (47) 6(12.8) 0.659 (0.192-2.256) 0.125 NA NA 18 (38.3) 0.403 (0.162-1.005) 0.068 Excluido NA
Desconocido (1) 1 (100) 7,270E+09 NA 1(100) 1,050E+09 Excluido
Seroestatus VIH
Negativo (43) 4(9.3) 1 Excluido 19 (44.2) 1 NA
Positivo (35) 9(25.7) 3.375(0.940-12.115) 0.089 Excluido NA 18 (51.4) 1.337 (0.546-3.274) 0.657 NA NA
Desconocido (3) 0 NA Excluido 2 (66.7) 2.526 (0.213-30.010) NA
Coinfecciones con otras ITS (# Gonorrea)
N'o (56) 7(12.5) 1 0.193 NA A 122 (51.8) 1 0.325 NA NA
Si (25) 6 (24.0) 2.211 (0.658-7.568) NA 10 (41.7) 0.621 (0.238-1.615) NA
ITS diagnosticadas en el ultimo afio
No (47) 4(8.5) 1 1 19 (40.4) 1 1
Si (33) 9(27.3) 4,031 (1.122-14.489) 0.070 | 12.706 (1.805-89.420) | 0.038 | 20 (60.6) 2.267 (0.913-5.629) 0.075 5.816 (1.721-19.650) 0.005
Desconocido (1) 0 NA NA 0 NA NA
Numero de localizaciones anatémicas con gonococo
1(67) 11 (16.4) 1 Excluido 26 (38.8) 1 1
2(12) 0 NA 0.003 Excluido NA 11(91.7) | 17.326(2.113-142.399) | <0.01 | 29.563 (3.098-282.081) | 0.013
3(2) 2 (100) 8,224E+09 Excluido 2 (100) 2,547E+09 9,395E+09

Tabla 28. Factores de riesgo asociados con la resistencia y sensibilidad intermedia a tetraciclina en poblacidn HSH.
n, nimero de aislamientos de N. gonorrhoeae procedentes de HSH; N1, nimero de cepas resistentes y con sensibilidad intermedia a tetraciclina siguiendo los criterios de
interpretacién del EUCAST; N,, nimero de cepas resistentes y con sensibilidad intermedia a tetraciclina siguiendo los criterios de interpretacién del CLSI; OR, odds ratio;
IC, intervalo de confianza; aOR, OR ajustado; excluido, variable excluida mediante regresion logistica con el método wald hacia atras; NA, no aplica.
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6.6 Serotipia y caracterizacion molecular

Todos los aislamientos de N. gonorrhoeae se clasificaron dentro del serogrupo IB (lI/1il).

La caracterizacién molecular, mediante NG-MAST, agrupd los 104 aislamientos de gonococo
analizados en 48 STs diferentes, incluyendo 41 alelos distintos del gen porB vy 26 alelos del gen
tbpB (figura 50). De los 48 STs identificados en la poblacién de estudio, 23 de ellos estaban
representados Unicamente por 1 cepa mientras que los 25 STs restantes, albergaban el 77.9%
de los aislamientos (n=81). Los STs mas predominantes fueron: ST5441 (n=8), ST2318 (n=7),

ST12547 (n=6) y ST2400 (n=5).

El 27.1% (n=13) de los STs (ST14754, ST14758, ST14759, ST14760, ST14764, ST14765, ST14766,
ST14767, ST14768, ST14769, ST14770, ST14771 y ST15246), el 14.6% (n=6) de los alelos del gen
porB (8574, 8575, 8576, 8579, 8580y 8581) y el 7.7% (n=2) de las variantes alélicas del gen tbpB

(2466 y 2469) no habian sido descritas con anterioridad.

Las 3 cepas resistentes a cefixima pertenecian al ST13070 (n=3), mientras que las 2 resistentes
a la azitromicina se caracterizaron dentro de los STs 8241 (n=1) y 12415 (n=1). La Unica cepa
perteneciente al ST1407 fue resistente a ciprofloxacino, tuvo una sensibilidad intermedia a la
penicilina y a la tetraciclina, aunque mostré sensibilidad a las cefalosporinas (CMI ceftriaxona:

0.094 mg/L y CMI de cefixima: 0.047 mg/L).

En el estudio se incluydé a 9 pacientes con aislamientos de gonococo en varias localizaciones
anatomicas, identificandose en cada paciente aislamientos con el mismo ST en las diferentes
zonas. Asimismo, hubo un paciente con infeccidn rectal con un aislamiento perteneciente al
ST14758, que al realizar el test de cura se obtuvo un aislamiento de un secuenciotipo diferente,

el ST15246.
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Los genogrupos estdn compuestos por secuenciotipos que comparten uno de los dos alelos y
qgue poseen un porcentaje de similitud 299% con el otro alelo. En este estudio, los STs que
estaban estrechamente relacionados se agruparon en 9 genogrupos en los que se incluyen a 41

cepas de N. gonorrhoeae (39.4%), tal y como se puede observar en la figura 50.

Los genogrupos mas frecuentes fueron el G2400 (3 STs, n=10), seguido del G2992 (3 STs, n=6).
Asimismo, habia 4 genogrupos que comprendian 4 aislamientos cada uno: G4186 (2 STs), G5445
(3 STs), G5793 (2 STs) y G11461 (2 STs). Por otro lado, los menos prevalentes, cada uno con 3

aislamientos fueron: G1407 (3 STs), G5444 (2 STs) y G8517 (2 STs).

Se encontraron 2 STs, ST5441 y ST14754, que a pesar de presentar secuencias con menos de un
1% de diferencia (2pb en porBy 1pb en tbpB), no pudieron ser clasificados dentro de un mismo

genogrupo, ya que no cumplian el requisito de compartir uno de los alelos.
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STs(n) P CTX CFX T CIP A E porB thpB Genogrupo

99 ST1407 1 1 - - 1 1 - - 908 110
_99]_:5le394 1 1 - - 1 1 - - 7249 {10 G
%9 ST5622 1 1 - - 1 1 - - 3411 110
| [ ST3®w5 3 3 - - - - 1- 908 29
31 gol——sT8241 1 1 - 1 - 1 - 4953 29
ST12547 6 6 - - - 6 5136 186
12 " ———— ST13467 4 4 - - - 41- 9 2305
o _: ST5624 3 3 - - - 3 20 953
13 51 ST3395 2 2 - - -2 90 39
ST14766 1 1 - - - - - 545 2469
ST359 1 1 - - - - - - 301 29
5 ST14759 1 1 - - - - - - 8576 29
a - ST5119 1 1 - - - - - - 3104 29
49 ST2992 4 4 - - - . 2. 1808 29 G2992
78 _|:sn4771 1 1 - - - - - - 18581 29
O sT10439 2 2 - - - - 1 - 6097 29
ST387 1 - - - - - - 266 118
ST13070 3 3 - 3 - 3 - - 7595 10
2% _99|:ST12415 1 1 - - - - 1- 55 2088 oo
o ad ST5793 3 21 - - - - - - 55 39
ST14769 1 1 - - 1.1 - -55 1971
24 75 ———  ST2318 7 7 - - 15 7 - - 1053 4
" ST11461 2 2 - - 1. - 6720 18
sl [ ST14764 2 2 - - 1 - - - 8574 188
99— ST10386 2 2 - - 22 - -246 4
R ST14754 2 - - - - - - 1142 2466
77 L——sTs441 8 8 - - - - - -3 18
» ST14758 1 1 - - - - - - 875 18
z ST14765 1 1 - - - - - - 837 18
ST14760 1 - - - - - -101 1000
47— ST14767 1 1 - - - 1 - - 3042 953
v L sT5118 3 1 - - 11 - - 3042 32
99|:ST8517 2 2 - - - - - - 1142 1831 .
7 ST14768 1 1 - - - - - - 879 1531
" 499:ST4186 3 3 - - - - - - 2569 241 G186
ST9909 1 - - - - - - . 583 21
57 ———— ST7638 4 4 - - - - - - 53 894
75 _|:ST5444 2 2 - - - - - - 2700 25 G444
9% ST5268 1 i o o o o o o @9 25
ST13470 2 - - - - - - 511 263
- ST14770 1 1 - - - 1 - - 8580 137
- ST9184 |3 3 - - 1 3 - - 5475 563
9| | ST11800 2 2 - - 1 2 - - 6912 563 G2400
63— ST2400 5 5 - - 2 5 - - 1489 563
ST15246 1 1 - - - - - - 6435 1189
" ST5 1 i = = = = = = 4 33
% _|:ST1034 1 1 - - - - - - 430 33 G5445
52 ST5445 2 2! = = 1 - 1 - 1582 33

Figura 50. Dendrograma Neighbor-Joining de los diferentes STs encontrados entre los aislamientos de N. gonorrhoeae incluidos
en el estudio.
Las similitudes entre los 48 STs se analizaron mediante el test de maxima verosimilitud tras concatenar las secuencias de porBy

tbpB. En azul se muestran los STs que se agrupan en un mismo genogrupo. En amarillo aparece el nimero de aislamientos con
sensibilidad intermedia y en rojo los resistentes (EUCAST). P, penicilina. CTX, ceftriaxona. CFX, cefixima. T, tetraciclina. CIP,
ciprofloxacino. A, azitromicina. E, espectinomicina.
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Las principales caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los genogrupos y de los
secuenciotipos mas prevalentes en la poblacién de estudio, que representan aproximadamente
un tercio de los aislados (n=37, 35.6%) y de los pacientes (n=33, 35.1%), se resumen en la tabla
29. No se encontraron diferencias en cuanto al género, al origen, a la localizacién anatémicay a
la edad. Sin embargo, el genogrupo G2400 se asocid significativamente a los sujetos
heterosexuales (p<0.01). Respecto a la sensibilidad antimicrobiana, se encontraron diferencias
significativas para la resistencia a ciprofloxacino en ST2318, G2400, G2992 y ST5441 (p<0.05),

para la tetraciclina en ST2318 (p<0.01) y para azitromicina en G2992 (p=0.023).

G2400 ST5441 ST2318 ST12547 G2992
(n=10) (n=8) (n=7) (n=6) (n=6)

ST2400 (5) ST2992 (4)
STs NG-MAST (n) ST9184 (3) ST5441 (8) ST2318(7) ST12547 (6)  ST5119 (1)

ST11800 (2) ST14771 (1)
Penicilina Intermedio Intermedio Intermedio Intermedio Intermedio
Ceftriaxona Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Cefixima Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Tetraciclina Variable? Sensible Variable® Sensible Sensible
Ciprofloxacino Resistente Sensible Resistente Resistente Sensible
Azitromicina Sensible Sensible Sensible Sensible Variable®
Espectinomicina Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Infeccion Genital (%) 70 62.5 28.6 83.3 50
Pacientes (n) 8 8 6 6 5
Edad mediana, afios (Rango) 33.5(22-46) 35.5(19-50) 32.5(19-49) 37.5(22-44) 38(23-49)
Hombres (%) 75 100 100 100 80
Homosexual (%) 25 87.5 83.3 83.3 60
Europeos (%) 75 62.5 33.3 83.3 60
Espafioles (%) 75 50 33.3 83.3 40
VIH + (%) 0 25 50 50 20

Tabla 29. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los secuenciotipos y genogrupos mas prevalentes en la
poblacion de estudio.

La interpretacién de la sensibilidad antimicrobiana se realizd con criterios EUCAST. Los parametros que fueron
estadisticamente significativos (p<0.05) aparecen en negrita. 2 Variable: 60% (n=6) Sensible, 30% (n=3) Intermedio
y 10% (n=1) Resistente. b Variable: 14.3% (n=1) Sensible, 71.4% (n=5) Intermedio y 14.3% (n=1) Resistente. ¢ Variable:
66.7% (n=4) Sensible y 33.3% (n=2) Intermedio.
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6.7 Secuenciacion del genoma completo (SGC)

Del total de aislamientos de N. gonorrhoeae incluidos en el estudio, se analizaron todas las cepas
a excepcién de una de ellas debido a una pérdida de viabilidad bacteriana, por lo que finalmente,

se analizaron mediante la SGC un total de 103 aislados.

En la secuenciacion del genoma completo se obtuvo una longitud media de 2.413.517,5

+776.610,97 pb, con un contenido en GC del 52,1 +1,13 %.

La anotacién y comparacién de los genomas se llevé a cabo utilizando la herramienta “genoma
comparador” disponible en la plataforma pubMLST

(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlist neisseria_isolates&page=plugin&name=GenomeCompar

ator), utilizando como genoma de referencia el de la cepa de N. gonorrhoeae FA1090. Del total
de 1886 loci anotados en pubMLST, el 92.8% (n=1751) estaban presentes en todos los
aislamientos del estudio, el 4.9% (n=92) entre el 90 - <100% y el 2.3% restante (n=43), en menos

del 90% de los aislamientos (tabla 30).

Porcentaje de Loci presentes

aislamientos Numero Porcentaje
0-<5 4 0.2
10-<15 1 0.1
15-<20 1 0.1
20-<25 2 0.1
30-<35 3 0.2
50 -<55 2 0.1
55 - <60 6 0.3
60 - <65 1 0.1
65 - <70 4 0.2
70 -<75 3 0.2
75 - <80 2 0.1
80 - <85 5 0.3
85 - <90 9 0.5
90 - <95 9 0.5
95 - <100 83 4.4
100 1751 92.8

Tabla 30. Distribucion del nimero de loci presentes entre las de cepas de N. gonorrhoeae incluidas en el estudio.
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Resultados

6.7.1 Analisis filogenémico y caracterizacion molecular

La relacién filogendmica de los 103 aislamientos de N. gonorrhoeae incluidos en el estudio,

realizada en base a los 1751 loci del genoma core, se muestra en la figura 51.
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Figura 51. Arbol filogenémico basado en los datos de la SGC de los 103 aislamientos de gonococo incluidos en el estudio,
y su comparacion con los diferentes métodos de tipado: wgMLST, wgNG-MAST, wgNG-STAR y genogrupos
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En los 9 pacientes con infeccion concomitante de gonococo en varias localizaciones anatémicas,
se observé una relacidn estrecha de los genomas, confirmandose la presencia de la misma cepa

en las diferentes localizaciones (figura 51).

Los ensamblados de novo generados se utilizaron para inferir in silico el MLST (wgMLST), el NG-

MAST (WgNG-MAST) y el NG-STAR (wgNG-STAR).

Uno de los 103 aislados secuenciados no pudo caracterizarse mediante wgMLST, ya que no pudo
obtenerse correctamente la secuencia del alelo pgm que completa el esquema de los 7 genes
del MLST. En total, se identificaron 27 STs wgMLST diferentes y de éstos, 10 STs estaban
representados por aislamientos Unicos y 17 STs, por mas de una cepa (tabla 31). Asimismo, se
describieron 2 perfiles nuevos, el ST13148 y el ST13149, resultado de nuevas combinaciones de

alelos previamente descritos.

Numero de Secuenciotipos (STs)
aislados wgMLST wgNG-MAST (n) wgNG-STAR (n)

158 (3)

2400 (5) 933 (2)

12 7363 9184 (3) 158 (3)
11800 (1) 158 (1)

13070 (3) 710 (3)

3395 (2) 426 (2)

5624 (3) 426 (3)

10 8143 13467 (4) 426 (4)
14767 (1) 534 (1)

5441 (8) 442 (8)

10 8156 14758 (1) 442 (1)
14765 (1) 442 (1)

2318 (7) 38 (7)

8 7827 10386 (1) 38 (1)
5(1) 866 (1)

7 1584 7638 (4) 524 (4)
13470 (2) 524 (2)

5444 (2) 142 (2)

8517 (2) 142 (2)

/ 1893 14754 (2) 142 (2)
14768 (1) 142 (1)

3935 (3) 67 (3)

8241 (1) 193 (1)

6 9363 14759 (1) 63 (1)
15246 (1) 301 (1)
5 7822 12547 (5) 1387 (5)
11461 (2) 520 (2)

4 1599 14764 (2) 520 (2)
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Numero de Secuenciotipos (STs)
aislados wgMLST wgNG-MAST (n) wgNG-STAR (n)
231(2)
4 7359 4186 (3) 2171 (1)
9909 (1) 231 (1)
5793 (3) 55 (3)
4 11516 12415 (1) 55 (1)
1034 (1) 139 (1)
3 1579 5445 (2) 139 (2)
1407 (1) 90 (1)
3 1901 5622 (1) 507 (1)
12394 (1) 90(1)
2992 (1) 439 (1)
3 11864 10439 (2) 439 (2)
2 1596 5118 (2) 526 (2)
2992 (1) 63 (1)
2 9362 14771 (1) 63 (1)
2 13148 2992 (2) 63 (2)
1 1583 14769 (1) 539 (1)
1 8126 359 (1) 987 (1)
1 8135 387 (1) 729 (1)
1 10314 12547 (1) 1387 (1)
1 10317 5268 (1) 178(1)
1 10622 14760 (1) 522 (1)
1 11463 5119 (1) 63 (1)
1 12974 10386 (1) 38(1)
1 13149 14766 (1) 533 (1)
1 14299 5118 (1) 526 (1)
1 Incompleto? 11800 (1) 158 (1)

Tabla 31. Tipado MLST, NG-MAST y NG-STAR obtenido in silico de la SGC de las cepas de gonococo.
a Perfil wgMLST incompleto (alelo abcZ: 59, alelo adk: 39, alelo aroE: 67, alelo fumC: 78, alelo gdh: 148, alelo pdhC:

153, el locus pbam no se pudo obtener mediante SGC).

En general, se observd concordancia entre el andlisis filogendmico basado en el genoma core 'y
wgMLST. Cada uno de los STs MLST se distribuyé de manera uniforme dentro de un Unico clado,
a excepcion del ST7363, que ademas de ser el mas frecuente (n=12), esta distribuido en 2 clados
diferentes (figura 51). Esta diferente distribucion del ST7363, se corresponde con la resistencia
a cefixima observada; entre los 12 aislados agrupados dentro del ST7363 se encuentran los
Unicos 3 aislados detectados en el estudio con resistencia a cefixima, justo los 3 aislados que se
agrupan en un clado diferente al resto de aislados ST7363. Diferenciacion que también se
observa en el arbol filogenético realizado en base a los datos de NG-MAST, donde estos 3

aislados presentan diferente caracterizacion (figura 50).
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En relacién al tipado mediante wgNG-MAST, se obtuvieron un total de 47 STs diferentes (tabla
31) que coincidieron con los obtenidos mediante el NG-MAST realizado de manera tradicional.
En el caso de los genogrupos G1407, G2400, G4186, G5793, G8517 y G11461, la distribucién de
los STs wgNG-MAST en el arbol filogenédmico basado en el genoma core, confirma la estrecha
relacion entre los diferentes STs que conforman un mismo genogrupo, que pertenecen también
a un mismo ST-wgMLST. Esto no ocurre, sin embargo, en el caso de los genogrupos G2992,
G5444 y G5445, en los cuales los STs que los componen se encuentran repartidos en diferentes

clados y pertenecen también a diferentes STs-wgMLST (figura 51).

El NG-STAR es un método de tipado basado en el perfil alélico de 7 genes asociados con
resistencia: penA, mtrR, porB, ponA, gyrA, parCy 23S ARNr. Los aislados incluidos en el estudio
se clasificaron mediante wgNG-STAR en un total de 30 STs diferentes, siendo el ST442 (n=10), el
ST38 (n=9), el ST426 (n=9) y el ST158 (n=8) los mas predominantes (tabla 31). Se obtuvieron 8
STs que no habian sido descritos previamente (ST520, ST522, ST524, ST526, ST533, ST534, ST539

y ST987).

Entre los 4 STs wgNG-STAR mayoritarios, las cepas pertenecientes al ST442 mostraron
sensibilidad intermedia a penicilina y sensibilidad a las cefalosporinas, ciprofloxacino vy
azitromicina. Los STs 38 y 158 tuvieron un perfil de sensibilidad antibiética comun: sensibilidad
a cefalosporinas y azitromicina, sensibilidad intermedia a penicilina y resistencia a
ciprofloxacino. El ST426, a diferencia de los STs 38 y 158, posee ademas resistencia a penicilina
y presenta mayoritariamente sensibilidad a la azitromicina (sensible n=8, intermedio n=1).
Asimismo, las 3 cepas con resistencia a cefixima se clasificaron en el ST710 (n=3) y las 2 cepas
con resistencia a azitromicina en el ST193 (n=1) y en el ST55 (n=4), presentando este ultimo ST

cepas que también eran sensibles a azitromicina.
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6.7.2 Analisis de los determinantes genéticos asociados con la resistencia

antimicrobiana

6.7.2.1 Betalactamicos

A partir de la secuencia completa de los genomas se analizaron los determinantes genéticos
asociados con resistencia a betalactamicos localizados en los genes penA, mtrR, pilQ, ponA, penB

y blaTEM, cuya distribucién entre la poblacién de estudio se puede observar en la figura 52.

En relacidn a las betalactamasas plasmidicas asociadas con la resistencia a la penicilina, en el
14.6% de los aislamientos (n=15) se identificé el gen blarem. De éstas, el 33.3% (n=5) pertenecian
a las betalactamasas de tipo TEM-1 y el 66.7% (n=10) a las de tipo TEM-135 que poseen la
sustitucion aminoacidica M182T. Todos los aislamientos mostraron resistencia a la penicilina, a

excepcion de 1 de ellos.

Entre los 15 casos, en 12 se pudo determinar la secuencia completa del gen, mientras que en los
otros 3 aislamientos sdlo se obtuvo la secuencia parcial del gen, teniendo en los 3 casos una
mayor similitud con el alelo 3. Los alelos mas frecuentes fueron el 2 (n=10), seguido de los alelos
3y 6, con un aislamiento cada uno. Todas las betalactamasas de tipo TEM-135 presentaban el
alelo 2. Una de las 15 cepas con el determinante plasmidico (alelo 2), tuvo la prueba de la
nitrocefina negativa (CMI de penicilina = 0.19 mg/L) y por el contrario, también hubo un
aislamiento con la prueba positiva en la que no se identificd el gen blarem (CMI penicilina = 1

mg/L) (tabla 32).

Respecto a las resistencias cromosdémicas, 97 del total de cepas analizadas presentaron
mutaciones asociadas con la resistencia a betalactamicos, concretamente se identificaron
mutaciones asociadas con la resistencia a betalactamicos en el gen mtrR y/o en su promotor
(n=92, 89.3%), en el gen ponA (n=51, 49.5%), en pilQ (n=49, 47.6%), en penB (n=37, 35.9%) y

mutaciones en mosaico en el gen penA (n=7, 6.8%) (Tabla 32). Todos los aislados en los que se
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identificaron alguna de las mutaciones asociadas con resistencia a betalactamicos presentaban
un valor de CMI para penicilina > de 0.06 mg/L, con la excepcidn de un aislado que presentaba

la mutaciéon mtrR A39T y el alelo | para pilQ que presentaba una CMI de 0.047mg/L.

En los 3 aislamientos con CMI a cefixima de 0.19 mg/L (definidos como resistentes siguiendo los
criterios EUCAST), se identificd la mutacién L421P en el gen ponA, el alelo VI del gen pilQ con la
sustitucion N648S y el mosaico de tipo X del gen penA, que contiene las mutaciones: V316T,
D345a, F504L y G545S (alelo 14). Sélo estos 3 aislados resistentes a cefixima mostraron mosaico
tipo X del gen penA, mientras que el resto de determinantes fueron identificados también en
cepas sensibles a cefixima, por lo tanto, en nuestra poblacion de estudio Unicamente la
presencia de este tipo de alelo penA en mosaico tipo X es determinante para la aparicién de

resistencia a cefixima.

En las figuras 53-55, se puede observar la distribucién conjunta de los determinantes asociados

con la de resistencia a betalactamicos en funcién de la CMI a la penicilina, ceftriaxonay cefixima.

164



Resultados

wonizs TS
ST130NGES

STi08ING28
2ol
i2tagy
g
Pty

ling

iciy

Penjs

<

<
"Yyyyyvv 'Y
/Yaggpauns®

%,
gy
x%
g
a5,
ST5NGe
ST006NG 16
pontiriLs

egoNigLLIS

-35A mtrR MtrR-39 MtrR-45 MtrR-stop (codéninternode parada)
O Ausente OA G Ausente

@ Presente o7 D Presente

PonA-421  PorB1b-120 PorBlb-121 pilQ
G oA

<L > WT

4P K HD -V
EN > Vi

b"aTEM penA Vi

YeAusente  NM: No Mosaico |
 Presente  \: Mosaico
* Parcial

Penicilina gucastycisy Ceftriaxona Cefixima-E  Cefixima-C

I sensible (EUCASTYCLSI)  (EUCAST) {cLsi)
Intermedio M sensible M Sensible M Sensible
M Resistente Il Resistente

Figura 52. Arbol filogenémico mostrando la distribucién de los determinantes genéticos asociados con
resistencia a betalactamicos.
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Numero de mirR . ponA penB Rango CMI Rango CMI Rango CMI Penicilina
aislamientos penA -35A A39T G45D Codoén interno pilq L421P A121D A121IN  G120K bictreu Ceftriaxona (mg/L) Cefixima (mg/L) (mg/L)/(Nitrocefina)
promotor de parada
1 IINM WT Vv <0.016 <0.016 1.5/ (+)
1 INM \ \ \ 0.016 <0.016 0.5/(-)
1 Il NM Vi <0.016 <0.016 0.094/ (-)
5 IINM WT <0.016 <0.016 0.094-0.19/ ()
5 I NM v <0.016 <0.016 0.125-0.19/(-)
2 INM v WT <0.016 <0.016 0.094-0.125/ (-)
2 IINM \ WT Ve <0.016 <0.016 8/ (+)
9 INM v WT v \ <0.016 <0.016 8->32/(+)
3 IINM \ | 0.016 0.094 0.047-0.125/ (-)
9 I'NM Vv \ <0.016 <0.016-0.023 0.094-0.25/ (-)
1 IINM v \Y v v <0.016 <0.016 0.19/(-)
3 I'NM Vv Wi <0.016 <0.016 0.094-0.19/(-)
6 VNM v \l v <0.016 <0.016 0.125-0.25/ (-)
3 IXNM v \ v v v <0.016-0.032 <0.016-0.023 0.5-0.75/ (-)
4 IXNM \ WT \ 0.016-0.023 0.016-0.032 0.38-1/(-)
3 IXNM v Vil v <0.016-0.016 <0.016-0.023 0.38-0.5/(-)
3 XIII'NM \ WT \ 0.094 0.047-0.064 0.75-1/(-)
6 XIII'NM v Vil v 0.023-0.094 0.016-0.064 0.38-1/(-)
1 XIVNM WT <0.016 <0.016 0.064 / (-)
4 XIVNM v WT <0.016 <0.016 0.094-0.125/(-)
6 XIVNM v WT <0.016 <0.016 0.094-0.25 / (-)
1 XIVNM WT \ <0.016 <0.016 2/(+)
1 XIVNM VI v \ Ve <0.016 <0.016 8/ (+)
4 XV NM WT <0.016 <0.016 0.012-0.5/(-)
1 XLII NM \ Vil <0.016 0.047 1/(+)
10 XLIV NM v Vil v v v <0.016-0.064 <0.016-0.047 0.094-0.5/ (-)
1 LXIV NM v wWT 0.032 0.032 0.25/(-)
3 XM \ v 0.023-0.032 0.19 0.025-0.38/(-)
1 XXXIV M WT 0.094 0.047 0.75/(-)
2 XXXIV M Vil 0.023-0.047 0.094 0.5-1/(-)
1 XXXIVM \ | v 0.016 0.094 0.19/(-)

Tabla 32. Distribucion y caracterizacidn de los determinantes genéticos asociados con resistencia a betalactamicos en la poblacién de estudio.

aSecuencia parcial del gen blatem . V, presente. +, positiva. -, negativa. NM, no mosaico. M, mosaico. WT, wild type.
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CMI Penicilina (mg/L)

W penA XXXV M, MtrR A39T, pilQ 1, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 2.

m penA XXXIV M, -35A mtrR, pilQ VII, PonA L421P, PorBlb G120K, PorBlb A121N.

B penA XLIV NM, -35A mtrR, pilQ VII, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D.
penA XIV NM, mtrR WT, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.

H penA XIV NM, mtrR stop, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 6. *

u penA XIV NM, MtrR A30T, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.
penA XIIl NM, , -35A mtrR, MtrR G45D, pilQ VI, PonA L421P, PorB1b G120K, PorBib A121D.

W penA V NM, MtrR A39T, pilQ VII, PonA L421P, porB 1b WT.

B penA IX NM, MtrR G45D, pilQ WT, PonA L421P, porB1b WT.

B penA IX NM, -35A mtrR, pilQ VI, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D.
penA Il NM, mtrR WT, pilQ VII, ponA WT, porB1b WT.

B penA Il NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 3 parcial. *

B penA |l NM, MtrR A39T, pilQ Vi, ponA WT, porB1b WT.

m penA Il NM, MtrR A39T, pilQ V, ponA WT, PorBlb G120K, PorB1b A121N.

mpenA Il NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponA WT, porB1b A121D, blaTEM alelo 2. %

W penA Il NM, -354 mtrR, pilQV, PonA L421P, porB1b WT.

u penA XXXIV M, -35A mtrR, pilQ WT, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121N.
penA XV NM, mtrR WT, pilQ WT, ponAWT, porB1b WT.
® penA XLII NM, MtrR A39T, pilQ VII, ponA WT, porB1b WT.
W penA XIV NM, mtrR stop, pilQ WT, ponAWT, porB1b WT.
B penA XIV NM, mtrR stop, pilQ VI, ponA WT, PorB1b G120K, PorB1b A121D, blaTEM alelo 3 parcial. *
m penA Xl NM, , -35A mtrR, MtrR G450, pilQ WT, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D.
M penAX M, mtrRWT, pilQ VI, PonA L421P, porB1b WT.
W pend LXVI NM, MtrR GA5D, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.
penA IX NM, MtrR G45D, pilQ VII, PonA L421P, porB1b WT.
mpenA Il NM, mtrR WT, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 3. *
B penA ll NM, mtrR WT, pilQ V, ponA WT, PorB1b G120K, PorB1b A121N.
B penA Il NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponAWT, porB1b WT.
N penAll NM, MtrR A39T, pilQ V, ponA WT, porB1b WT.
penAll NM, MtrR A39T, pilQ |, ponA WT, porB1b WT.
m penAll NM, -35A mtrR, pilQ WT, PonA L421P, porB1b WT.

Figura 53. Distribucion de los determinantes de resistencia a betalactdmicos en funcién de la CMI a penicilina.

*: Perfiles asociados con resistencia a penicilina en nuestra poblacién de estudio.
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CMI Ceftriaxona (mg/L)
| penA XXXIV M, MtrR A39T, pilQ 1, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 2. m penA XXXIV M, -35A mtrR, pilQ WT, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121N.
B penA XXXIV M, -35A mtrR, pilQ VII, PonA L421P, PorBib G120K, PorB1b A121N. penA XV NM, mtrR WT, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.
W penA XLIV NM, -35A mtrR, pilQ VII, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D. m penA XLIII NM, MtrR A39T, pilQ VII, ponA WT, porB1b WT.
penA XIV NM, mtrR WT, pilQ WT, ponA WT, porB1lb WT. W penA XIV NM, mtrR stop, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.
m penA XIV NM, mtrR stop, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 6. m penA XIV NM, mtrR stop, pilQ VI, ponA WT, PorB1b G120K, PorB1lb A121D, blaTEM alelo 3 parcial
W penA XIV NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT. W penA XIll NM, , -35A mtrR, MtrR G45D, pilQ WT, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D.
penA XIIl NM, , -35A mtrR, MtrR G45D, pilQ VII, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D. M penA X M, mtrR WT, pilQ VI, PonA L421P, porB1b WT.
W penAV NM, MtrR A39T, pilQ VII, PonA L421P, porB1b WT. m penA LXVI NM, MtrR G45D, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.
® penA IX NM, MtrR G45D, pilQ WT, PonA L42 1P, porB1lb WT. ® penA IX NM, MtrR G45D, pilQ VII, PonA L421P, porB1b WT.
m penA X NM, -35A mtrR, pilQ VI, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D. m penA Il NM, mtrR WT, pilQ WT, ponA WT, porB1lb WT, blaTEM alelo 3.
penA Il NM, mtrR WT, pilQ VII, ponA WT, porB1lb WT. ® penA Il NM, mtrR WT, pilQ V, ponA WT, PorB1b G120K, PorB1b A121N.
m penAll NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponAWT, porB1b WT, blaTEM alelo 3 ‘parcial. m penA Il NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponAWT, porB1b WT.
W penAll NM, MtrR A39T, pilQ VII, ponA WT, porB1b WT. ® penA Il NM, MtrR A39T, pilQ V, ponA WT, porB1b WT.
mpenAll NM, MtrR A39T, pilQ V, ponA WT, PorBlb G120K, PorB1b A121N. m penA Il NM, MtrR A39T, pilQ |, ponA WT, porB1lb WT.
W penAll NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponAWT, porB1b A121D, blaTEM alelo 2. H penA Il NM, -35A mtrR, pilQ WT, PonA L421P, porB1lb WT.

m penAll NM, -35A mtrR, pilQ V, PonA L421P, porB1b WT.

Figura 54. Distribucién de los determinantes de resistencia a betalactamicos en funcion de la CMI a ceftriaxona.
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B penA XXXIV M, MtrR A39T, pilQ |, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 2.

m penA XXV M, -35A mtrR, pilQ VII, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1lb A121N.

| penA XLIV NM, -35A mtrR, pilQ VII, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D.
penA XIV NM, mtrR WT, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.

W penA XIV NM, mtrR stop, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 6.

m penA XIV NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.

penAXIIl NM, , -35A mtrR, MtrR G45D, pilQ VII, PonA L421P, PorB1b G120K, PorBib A121D.

W penA WV NM, MtrR A39T, pilQ VII, PonA L421P, porB1b WT.

H pend X NM, MtrR G450, pilQ WT, Pond L421P, porB1lb WT.

HpenAIX NM, -35A mtrR, pilQ VI, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121D.
penA Il NM, mtrR WT, pilQ VII, ponA WT, porB1b WT.

mpenAll NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 3 parcial.

® penA Il NM, MtrR A39T, pilQ VII, ponA WT, porBlb WT.

m penA Il NM, MtrR A39T, pilQ V, ponA WT, PorB1ib G120K, PorB1b A121N.

W penAll NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponA WT, porB1b A121D, blaTEM alelo 2.

m penAll NM, -35A mtrR, pilQ V, PonA L421P, porB1b WT.

CMI Cefixima (mg/L)

0,047 0,064 0,094 0,19

W penA X000V M, -35A mtrR, pilQ WT, PonA L421P, PorB1b G120K, PorB1b A121N.
penA XV NM, mtrR WT, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.

m penA XLIIT NM, MtrR A39T, pilQ VII, ponA WT, porB1b WT.

W penA XIV NM, mtrR stop, pilQ WT, ponA WT, porB1lb WT.

mpenA XIV NM, mtrR stop, pilQ VI, ponA WT, PorB1b G120K, PorB1b A121D, blaTEM alelo 3 parcial

m penA XIIl NM, , -35A mtrR, MtrR G45D, pilQ WT, PonA L421P. PorB1lb G120K, PorB1b A121D.
m penA X M, mtrR WT, pilQ VI, PonA L421P, porB1b WT. ¥

mpenA LXVI NM, MtrR G45D, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT.

W penA IX NM, MtrR G45D, pilQ VII, PonA L421P, porB1b WT.

WpenA Il NM, mtrR WT, pilQ WT, ponA WT, porB1b WT, blaTEM alelo 3.

mpenA |l NM, mtrR WT, pilQ V, ponA WT, PorB1b G120K, PorB1b A121N.

mpenA |l NM, MtrR A39T, pilQ WT, ponAWT, porB1b WT.

M penA Il NM, MtrR A39T, pilQ V, ponA WT, porB1b WT.

H penA Il NM, MtrR A39T, pilQ |, ponA WT, porB1b WT.

M penA Il NM, -35A mtrR, pilQ WT, PonA L421P, porB1b WT.

Figura 55. Distribucion de los determinantes de resistencia a betalactamicos en funcién de la CMI a cefixima.

*: Perfiles asociados con resistencia a cefixima en nuestra poblacidn de estudio.
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6.7.2.2 Azitromicina

Para llevar a cabo la caracterizacidn de los determinantes genéticos asociados con resistencia a
macrolidos, se analizaron los genes 23S ARNr, mtrR y su promotor, rplD, rplV, mef(A/B), el
promotor de la bomba de eflujo MacAB y erm(A/B/C/F). De éstos, sélo se identificaron
mutaciones en el gen mtrR y/o en su promotor, que tal y como se ha comentado previamente,
se identificaron en el 89.3% de los aislamientos analizados (figura 56). Estas mutaciones se
encontraron tanto en aislados con fenotipo sensible como con sensibilidad intermedia a la
azitromicina, sin embargo, no estuvieron presentes en ninguna de las dos cepas resistentes

(CMI=1.5mg/Ly 2 mg/L).

Los genes rplV y rplD se encontraron en todos los aislados analizados, concretamente se
identificaron 2 variantes alélicas del gen rplV (alelo 1 (n=102) y alelo 2 (n=1)) y cuatro del gen
rpID (alelo 1 (n=85), alelo 2 (n=15), alelo 3 (n=2) y alelo 4 (n=2)), sin embargo, estas variaciones

no se vieron reflejadas en la secuencia aminoacidica que fue idéntica en todos los aislados.

De los genes erm (A/B/C/F), Unicamente se detectd la presencia del gen ermB que estaba
presente en todas las cepas analizadas. Concretamente, el 51.5% presentaba el alelo 7 (n=53),
incluidos los dos aislados resistentes, seguido del 44.7% con el alelo 5 (n=46) y las cepas

restantes (n=4), contenian el alelo 149.

Entre la poblacidn de estudio, no se detectd ninguna de las dos mutaciones en el gen 23S ARNr
asociadas con el fenotipo de resistencia a azitromicina (A2059G y C2611T), ni la presencia de los
genes mef(A/E), ni la mutacion en el promotor de MacAB que produce sobreexpresion de la

bomba.

La distribucion de los determinantes asociados con la resistencia a los macrdlidos encontrados
en la poblacidn de estudio, asi como la distribucién de la CMI a azitromicina, se recogen en la

tabla 33 y en la figura 57.
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Figura 56. Arbol filogenémico mostrando la distribucién de los determinantes genéticos asociados con
resistencia a azitromicina.
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R
Numero de mtr — ermB 23S Azitromicina
aislamientos -35A A39T Gasp Codoninterno ARNr | Rango CMI (mg/L)
promotor de parada
11 v WT 0.032-2
26 \ v WT 0.032-0.5
9 v v WT 0.064-0.25
41 v \ WT 0.023-0.38
7 \ v WT 0.125-0.25
1 \ v NS 0.094
8 v v WT 0.064-0.19

Tabla 33. Distribucion y caracterizacidn de los determinantes genéticos asociados con la resistencia a azitromicina
en la poblacidn de estudio.

V, presente. WT, wild type. NS, no secuenciado.

25

20

Recuento

0,19

0,25

CMI Azitromicina (mg/L)

W 23S rRNA WT, -35A mtrR, ermB +.

m 23S rRNA WT, MtrR A39T, ermB +.

W 23S rRNA WT, mtrR WT, ermB +.

1

15
10 I
0 | I I | . .

0,023 0,032 0,047 0,064 0,094 0,125

M 23S rRNA WT, -35A mtrR, MtrR G45D, ermB +.

M 23S rRNA WT, MtrR G45D, ermB +.

m 23S rRNA WT, mtrR stop, ermB +.

MW 23S rRNA No Secuenciado, mtrR stop, ermB +.

Figura 57. Distribucidn de los determinantes de resistencia a macrélidos en funcidn la CMI a azitromicina.

172



Resultados

6.7.2.3 Ciprofloxacino

En la figura 58, se puede observar la distribucidn de los determinantes genéticos asociados con

la resistencia a fluoroquinolonas en la poblacidn de estudio.

De las 43 cepas con fenotipo resistente siguiendo los criterios de interpretacién del EUCAST (CMI
> 0.06 mg/L), 42 presentaron mutaciones en los genes gyrA y/o parC, previamente asociadas
con resistencia a ciprofloxacino (tabla 34). Sin embargo, uno de los aislados resistentes
(CMI=0.38 mg/L, CLSI: categoria intermedia) presentd un genotipo salvaje (sin mutaciones), no
pudiéndose asociar su resistencia con ninguno de los mecanismos de resistencia a quinolonas
previamente descritos. La sustitucion G410V en el gen parE, descrita en otros estudios como
contribuyente a la resistencia a fluoroquinolonas, no fue encontrada en ninguno de los aislados.
Todas las cepas con fenotipo sensible a ciprofloxacino (CMI<0.03 mg/L) (n=60, 58.3%),

presentaron genotipo salvaje.

En el caso del ciprofloxacino, se observé una alta correlacidn (99.03%) entre el fenotipo y el

genotipo.

La distribucion de los diferentes determinantes asociados con la resistencia a los

fluoroquinolonas, asi como la distribucién de la CMI a ciprofloxacino, se recogen la figura 59.
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Figura 58. Arbol filogenémico mostrando la distribucién de los determinantes genéticos asociados con resistencia
a ciprofloxacino.
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Numero de gyrA parC Ciprofloxacino
aislamientos | D95A D95G D95N S91F | D86N S871 S87R S88P : Rango CMI (mg/L)
60 <0.002-0.023
1 0.38
1 v v 0.75
9 v v v 1-2
8 v v v 1.5->32
8 v v 2->32
9 v v v 3->32
3 U U Y Y 3-8
2 v v v 12->32
2 v v v >32

Tabla 34. Distribucion y caracterizacidn de los determinantes genéticos asociados con la resistencia a
fluoroquinolonas en la poblacién de estudio.
V, presente.
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Recuento

P LFEFEPI P ML v
o o of of of of of of O O .
CMI Ciprofloxacino {mg/L)

W GyrA DI5G, GyrA S91F, ParC S871 = GyrA D95G, GyrA S91F, ParC S87R *
B GyrA DI5N, GyrA S91F, ParC S87R, ParC S88P « B GyrA DI5G, GyrA S91F, ParC D86N =
B GyrA DI5G, GyrA SO1F B GyrA DI5A, GyrA S91F, ParC S87R «
B GyrA DI5A, GyrA S91F, ParC D86N « W GyrA DI5A, GyrA S91F #

WT (GyrA-95D, GyrA-91S, ParC-86D, ParC-87S, ParC-88S)

Figura 59. Distribucién de los determinantes de resistencia a fluoroquinolonas en funcién de la CMI a ciprofloxacino.

*: Perfiles asociados con resistencia a ciprofloxacino en nuestra poblacion de estudio.
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6.7.2.4 Tetraciclina

En la figura 60, se muestra la distribucion de los determinantes genéticos asociados con la
resistencia a tetraciclinas en el genoma core de los gonococos incluidos en el estudio.

En relacion al plasmido tetM asociado con resistencia de alto nivel a tetraciclinas, Unicamente
se identificd este elemento en 2 aislamientos (1.9%) cuya CMI a tetraciclina fue de 8 mg/L.
Asimismo, estas dos cepas también poseian la sustitucién V57M en el gen rps/ y la mutacion
A39T en el gen mtrR, ambas asociadas previamente también con resistencia a tetraciclinas (tabla
35).

Respecto a las resistencias cromosdmicas, ademds de las mutaciones anteriormente
mencionadas que afectan a otras familias de antibiéticos, como las producidas en los genes mtrR
(n=92, 89.3%) y en penB (n=37, 35.9%), el 81.6% de las cepas (n=84) poseian el cambio
aminoacidico V57M en el gen rpsJ. Sin embargo, las mutaciones asociadas con la resistencia
cromosdmica a tetraciclinas se distribuyeron tanto en aislamientos resistentes como en
sensibles (tabla 35, figuras 60y 61).

Entre la poblaciéon de estudio, hubo 5 aislamientos con genotipo wild type en todos los
determinantes asociados con la resistencia a tetraciclinas estudiados, de los cuales 4 de ellos
presentaban fenotipo sensible y 1 resistencia de alto nivel a tetraciclina (CMI1=8 mg/L).

La distribucidn de los diferentes determinantes asociados con la resistencia a las tetraciclinas,

asi como la distribucion de la CMI a este antibidtico, se recoge en la tabla 35y en la figura 61.
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Figura 60. Arbol filogenédmico mostrando la distribucién de los determinantes genéticos asociados con
resistencia a tetraciclinas.
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Nimero de | rpsJ mtrR penB Tetraciclina
aislamientos | V57M -35A A39T Gasp Codoninterno i .o 0 A12IN  G120K tetM Rango CMI
promotor de parada (mg/L)
4 0.064-0.094
8
4 v 0.032-0.125
10 v 0.047-0.125
2 v 0.19-0.25
9 v v v 0.19-0.25
8 v v 0.25-0.5
7 \ \ 0.25-0.5
1 \ v \ 0.5
1 \ \ \ \ 0.5
25 v v 0.125-0.75
\ \ \ 1
9 \ \ Vv v v 0.25-1.5
13 \ \ 0.38-1.5
3 v v v 0.75-1.5
2 \ Vv Vi 8

Tabla 35. Distribucidn y caracterizacidn de los determinantes genéticos asociados con resistencia a tetraciclinas en
la poblacién de estudio.

V, presente.

25

20

15

Recuento

10

0

0,032

rps] WT, mtrR WT, porBlb WT.
rpsl WT, -35A mtrR, porBlb WT.

W Rps) V57M, mtrR stop, porB1b WT.

B Rps) V57M, MtrR G45D, porBlb WT.

M Rps) V57M, MtrR A39T, porBlb WT, tetM alelo 2.%
Rps) V57M, MtrR A39T, PorB1b G120K, PorB1b A121N.
Rps) V57M, -35A mtrR, PorB1b G120K, PorB1b A121N.

0,047

0,064 0,094 0,125 0,19 0,25

0,38 0,5

CMI Tetraciclina (mg/L)

0,75 1

rps] WT, MtrR A39T, porBlb WT.
M Rps) V57M, mtrR WT, PorB1b G120K, PorB1b A121N.
M Rps) V57M, mtrR stop, PorB1b G120K, PorB1b A121D.
mRps) V57M, MtrR A39T, porBlb WT.

Rps) V57M, MtrR A39T, porB1lb WT, tetM alelo 1.%
W Rps) V57M, MtrR A39T, PorB1b A121D.
M Rps) V57M, -35A mtrR, PorB1b G120K, PorB1b A121D.

W Rps) V57M, -35A mtrR, MtrR G45D, PorB1b G120K, PorB1b A121D. ®Rps) V57M, mtrR WT, porB1lb WT.

8

Figura 61. Distribucién de los determinantes de resistencia a tetraciclinas en funcién la CMI a tetraciclina.

*: Perfiles asociados con resistencia a ciprofloxacino en nuestra poblacion de estudio.
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6.7.2.5 Espectinomicina

En ninguno de los aislamientos de N. gonorrhoeae analizados se identificaron las mutaciones
relacionadas con la resistencia a espectinomicina en los genes 16S ARNry rpsE, lo que concuerda
con los resultados del estudio de sensibilidad, ya que ninguno de los aislados mostro resistencia

a este antibiotico (figura 62).
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Figura 62. Arbol filogenémico mostrando la distribucién de los determinantes genéticos asociados con
resistencia a espectinomicina.
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6.7.2.6 Sulfonamidas

Las sulfonamidas fueron el primer tratamiento utilizado en los pacientes con infeccién
gonocdcica pero, a pesar de que este antibidtico dejé de utilizarse hace décadas para tratar la

gonorrea, sélo el 5.8% de las cepas (n=6) mostraron genotipo wild type en el gen folP (figura 63,

tabla 36).
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Figura 63. Arbol filogenémico mostrando la distribucién de los determinantes genéticos asociados con
resistencia a sulfonamidas.
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Nimero de FolP

aislamientos F31L P68S R228S

30 v
58 )

Tabla 36. Distribucion y caracterizacidn de los determinantes genéticos asociados con resistencia a sulfonamidas en
la poblacién de estudio.
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7. DISCUSION

7.1 Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes

La incidencia global de las ITS ha aumentado notablemente en los ultimos afios y tanto es asi,
gue las ultimas estimaciones sobre la clamidiasis, la gonorrea, la tricomoniasis y la sifilis, es decir,
sobre las ITS que a dia de hoy aun se pueden curar, ponen el foco en un total de 376.4 millones
de infecciones urogenitales nuevas durante el afo 2016. Esta estimacidon corresponde
aproximadamente a 1 millén de nuevos contagios cada dia, lo que de manera mds concreta se

traduce para la infeccién gonocécica, en una incidencia anual de 86.9 millones (1).

En Espafia, durante la década de 1990 hubo un marcado descenso en el nimero de casos de
gonorrea probablemente impulsado por el miedo a contraer el VIH. Sin embargo, esta tendencia
cambid a partir de 2001, incrementandose anualmente las cifras hasta alcanzar un total de 8722
casos notificados durante 2017 (tasa de 18.74 por 100000 habitantes) (114). Este hecho, hace
que resulte importante conocer las caracteristicas de las personas diagnosticadas, con el fin de
establecer programas de prevenciéon no sélo dirigidos a la poblacion en general, sino mas
concretamente a los grupos core, que son los principales responsables del mantenimiento y la

propagacion de la infeccion.

En nuestro estudio, durante un periodo de 4 meses en el afio 2016, se analizé una muestra
aleatoria de 104 aislamientos de N. gonorrhoeae procedentes de 94 pacientes que acudieron a
las consultas de un centro monografico de infecciones venéreas en Madrid, el Centro Sanitario

Sandoval.

Las principales caracteristicas sociodemograficas de estos 94 pacientes incluyen un 89.4% de
hombres, con una edad mediana de 30.5 afios, siendo el grupo de edad comprendido entre los

18 y los 28 afios el mas afectado, con un 41.5% de los casos. Asimismo, el 59.6% eran de origen
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espanol y aunque en el 44.7% de sujetos no habia informaciéon relacionada con el nivel de

estudios, en un 37.2% constaba la realizacién de estudios superiores.

Segun los ultimos datos publicados sobre la informacidn epidemioldgica poblacional de las ITS
en Espafia obtenido a través de RENAVE, en 2017 el 83.8% de los diagndsticos de gonorrea
fueron en varones (114), por lo que al compararlos con nuestros datos, aunque éstos son
ligeramente superiores a los del conjunto nacional, observamos que las cifras son muy similares
(89.4% vs 83.8%); sin embargo, estas diferencias son algo mayores con respecto a la media
europea que se sitla alrededor del 75% (96). Las diferencias con los datos nacionales pueden
deberse a que los hombres y en particular los HSH, tienen una mayor incidencia de ITS y acuden
con mayor frecuencia a recibir asistencia especializada en clinicas monogréficas. Sin embargo,
en las mujeres al tener una incidencia menor, acuden a otros servicios asistenciales como
atencién primaria y ginecologia. Asimismo, tanto nuestros datos como los del conjunto nacional,
podrian presentar sesgos hacia el género masculino, ya que las mujeres habitualmente
presentan infecciones asintomaticas por lo que no acuden a recibir asistencia sanitaria. En este
sentido, algunos organismos como el CDC, recomiendan el cribado a las mujeres sexualmente

activas menores de 25 afios (38), por lo que quizas estas cifran podrian variar.

En relacidn a la edad, en una revisién efectuada por diversas unidades de ITS espafiolas durante
los afios 2006 a 2010, se puede observar que la mediana de edad al diagnéstico de la infeccidn
gonococica no varia respecto a nuestros datos (30.5 vs 29 afios), ni a los de la media espafiola
(30 afios) (102,114). Por otro lado, aunque el porcentaje de pacientes pueda variar ligeramente
entre los datos europeos y americanos, los diagndsticos entre la poblacidn joven, en una
horquilla de 20 a 35 afios, son los mas representados y en los que habria que realizar mayores

esfuerzos de prevencién (96,97,102,114).

Si analizamos la procedencia de los pacientes, en nuestro estudio el 59.6% de los pacientes eran

de origen espafiol, sin embargo, los datos no son homogéneos dentro del territorio espaiol, ya
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que un estudio realizado en el Pais Vasco durante los afios 2011 a 2015, tuvo mayores
proporciones de pacientes procedentes de Espafia (72.2%) (115) y en contraposicion, en Almeria
se aislé una menor proporcién de gonococos en pacientes autdoctonos (48.6%) (116). La
heterogeneidad observada en los datos a nivel nacional podria deberse, por una lado, al tipo de
centro asistencial de cada estudio, ya que en nuestro caso el elevado porcentaje de poblacién
inmigrante se debe a las caracteristicas intrinsecas del Centro Sanitario Sandoval que atiende a
grupos poblacionales especialmente vulnerables y de dificil captacidén por el sistema sanitario
normalizado. Por otro lado, también puede influir el sector econdmico principal del que se
sustenta la poblacion de cada lugar. En este sentido, una carencia tanto de este estudio como el
de la mayoria de publicaciones, es que no se dispone del dato de la ocupacién que podria ayudar

a entender la dindmica poblacional en la infeccidn gonocdcica.

Una limitacidn tanto de este trabajo como de otros realizados dentro y fuera Espafia, es que en
un elevado porcentaje de pacientes no se dispone de la informacion sobre el nivel académico
(102,105), lo que dificulta la comparacién y el andlisis de estos datos, impidiendo extraer

informacidn concluyente.

En nuestra poblacién, a pesar del bajo nimero de pacientes que, ademds, se encuentran
acotados tanto temporal como geograficamente, se pueden observar similitudes de las
caracteristicas sociodemograficas respecto de la poblacién general, lo que podria indicar un

cierto patrén de los pacientes con gonorrea.

7.2 Caracteristicas conductuales de los pacientes

Con respecto a la orientacién sexual, en nuestro estudio encontramos una elevada proporcion
de HSH (78.7%). Este porcentaje es mas elevado que los datos procedentes de los Ultimos

informes europeos y del CDC, donde en 2017 encontramos cifras del 47 y 41.7%,
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respectivamente (96,97). A nivel nacional, en los informes de la RENAVE no disponemos todavia
de los datos sobre las caracteristicas conductuales de los pacientes con gonococia (114). No
obstante, algunas comunidades auténomas poseen este registro como es el caso de Cataluiia,
qgue en 2017, aunque sélo el 31% de los casos notificados completaron la encuesta
epidemioldgica, el 44% eran HSH (117). Estas cifras son similares a las observadas a nivel global

en Europa y EEUU mencionadas anteriormente.

A pesar de que algunos estudios nacionales que no estaban realizados especificamente en
clinicas de ITS, sitdan la infeccién gonocécica en HSH en cifras inferiores al 50%
(102,105,115,117), en un estudio realizado entre 2009 y 2014 por Fuertes et al. donde la mayoria
de pacientes procedian de una unidad de ITS en Barcelona, encontraron cifras mas parecidas a
nuestros datos (73.3%)(100). Asimismo, en Francia la proporcién de HSH a nivel nacional con
infeccién gonocécica es del 71% (118), lo que pone de manifiesto que aunque las cifras puedan
fluctuar entre paises e incluso zonas dentro del propio pais, la poblacién HSH en un grupo core,

especialmente vulnerable para la infeccidn gonocdcica.

Al contrario de lo que ocurre en la mayoria de estudios donde hay un claro predominio de
muestras genitales (96,97,105,115,116), la mayor proporcidon de aislamientos incluidos en
nuestro estudio procedian de muestras extragenitales (51.9%). Como en la mayoria de ocasiones
las ITS, sobre todo de localizacién extragenital, cursan de manera asintomatica, ademas de
realizar una correcta exploracion fisica, es fundamental identificar las practicas sexuales y el uso
del preservativo en cada localizacion. De este modo, se logra determinar el riesgo individual de
cada paciente, efectuando un adecuado despistaje clinico de las ITS para asi, establecer un
consejo preventivo individualizado (119). A este respecto, la mayor proporcion de HSH en
nuestro estudio puede deberse principalmente a las caracteristicas propias del Centro Sanitario
Sandoval, que hace que lo diferencien del resto de dispositivos asistenciales, ya que la

posibilidad de anonimato que se ofrece facilita que la relacién del clinico con el paciente sea
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mas fluida y de este modo, el paciente puede expresarse con menor dificultad en la esfera

sexual, facilitando una correcta anamnesis.

Otro grupo de riesgo para la adquisicion de una ITS es el ejercicio de la prostitucidn. En nuestra
serie, el 9.6% de los sujetos eran trabajadores del sexo, siendo el 3.2% mujeres y el 6.4%
hombres. En Espafia, a pesar de que este colectivo tradicionalmente estaba muy concienciado
con el uso del preservativo en el dmbito laboral, debido principalmente al riesgo de infectarse
por el VIH (120), la proporcién de diagndsticos de ITS ha aumentado durante los ultimos afios
(121,122), por lo que los trabajadores del sexo contintdan siendo un grupo vulnerable sobre el

gue seguir haciendo hincapié en el uso de las medidas profilacticas.

En relacién a los hdabitos sexuales, nuestros datos muestran un bajo nimero de practicas
sexuales seguras, lo que refleja la falta de percepcion del riesgo a contraer una ITS. Mas de la
mitad de los pacientes tuvieron mds de 5 parejas sexuales en el Ultimo afio y a este hecho hay
gue sumarle el elevado porcentaje de practicas sexuales desprotegidas, principalmente en las
relaciones orogenitales. Respecto a este tipo de practicas, |a literatura ha mostrado controversia
sobre el grado de transmisibilidad de la infeccion a través de la saliva. Sin embargo, los ultimos
estudios apuntan a que existe un alto peso en el contagio de la gonorrea mediante el sexo oral

e incluso, cuando se utiliza la saliva como lubricante en las relaciones con preservativo (123).

Apuntando en la misma direccién que nuestros datos sobre la falta de habitos sexuales seguros,
en 2017 se llevé a cabo una encuesta europea realizada online que estaba orientada a los HSH,
donde casi el 20% de los encuestados habia sufrido algun episodio de gonorrea alguna vez en su
vida. Cuando se les pregunté sobre sus habitos sexuales, alrededor del 40% de los encuestados
manifestaron tener mds de 5 parejas ocasionales en el Ultimo afio y un 60%, tuvo alguna vez

relaciones desprotegidas con sus parejas ocasionales (124).

En lo referente a los habitos toxicos, el 64.9% eran consumidores de drogas recreacionales y de

manera anecdética, el 2.1% eran consumidores de drogas inyectables. Las drogas mas utilizadas
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fueron: el consumo excesivo de alcohol (54.3%), el poppers (25.5%), el cannabis (18.1%), la

cocaina (16.0%) y el GHB (14.9%).

Datos similares se han encontrado entre la poblacién HSH en Espafia, donde las drogas mas
consumidas fueron el cannabis, el poppers y la cocaina. Ademas, en esta poblacién los modelos
de regresidn logistica ajustados mostraron un riesgo de sexo anal no protegido 1.5 veces mayor
entre los consumidores de drogas, en relaciéon con los que no las habian consumido (125).
Apuntando en este sentido, otros estudios realizados en poblacién HSH, han mostrado que el
consumo de algunas drogas recreacionales aumenta el riesgo de tener una infeccién gonocdcica

con respecto a los HSH que no consumen (126).

Asimismo, otro dato a tener en cuenta es que las personas que se pueden beneficiar de la
profilaxis pre-exposicién (PrEP), habitualmente consumen algunas de estas drogas que pueden
tener interacciones con los farmacos antirretrovirales, aumentando su toxicidad o incluso,

llegando a tener una pérdida de eficacia de la PrEP (127,128).

Una de las limitaciones de nuestro estudio en lo que se refiere al consumo de todxicos, es que no
disponiamos de la informacidn sobre las relaciones sexuales no protegidas bajo el efecto de las
drogas y de la practica del chemsex, es decir, del consumo intencionado de drogas para tener
sexo durante un largo periodo de tiempo. Tradicionalmente, sélo la metanfetamina, la
mefedrona y el GHB eran las drogas que se incluian en la definicion de chemsex, aunque
actualmente esta definicion es mucho mas amplia, ya que se incluyen otras sustancias como la
cocaina y la ketamina (129,130). No obstante, a pesar de no contar con estos datos, en nuestra
poblacién encontramos sujetos que consumen algunas de las drogas definitorias del chemsex,

por lo que alguna parte de los pacientes también podrian tener este tipo de comportamiento.
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7.3 Caracteristicas clinicas de los pacientes

Aunque del total de los 104 aislamientos de N. gonorrhoeae el 40.4% de los gonococos se
aislaron de exudados uretrales, a nivel global, aproximadamente la mitad de las muestras
procedian de localizaciones extragenitales (51.9%), manteniéndose esta tendencia en el caso de
los hombres. Sin embargo, en las mujeres la localizacion genital juega un papel mas relevante,
recuperandose el 61.5% en exudados cervicales. Ademas, el 20% de los pacientes presenté una
infeccion gonocdécica concomitante en mds de una localizacidn anatdmica, siendo la
combinacion de las muestras de recto y faringe, las mas frecuentes. No obstante, no todas las
cepas se pudieron incluir en el estudio, ya sea o bien porque no se almacenaron o porque

Unicamente fueron positivas por PCR.

Desde 2009 y de manera anual, el ECDC lleva a cabo el European Gonococcal Antimicrobial
Surveillance Programme (Euro-GASP), un programa de vigilancia de la sensibilidad
antimicrobiana de gonococo en Europa. En su ultimo informe publicado, sobre los datos del afio
2017 en el que participaron 27 paises, el 72.8% de las cepas estudiadas procedian de muestras
genitales (131). En nuestro caso, la mayor representatividad de muestras extragenitales con
respecto al Euro-GASP 2017 y a otros estudios nacionales (100,102,105,115,116), se debe
probablemente a los protocolos que utiliza el Centro Sanitario Sandoval, ya que gracias a una
anamnesis amplia y estructurada, permiten conocer las practicas sexuales de estos pacientes, lo
que hace que se incluya la toma de las muestras extragenitales en pacientes totalmente
asintomaticos. De hecho, las muestras recogidas de pacientes asintomdticos se recuperaron
predominantemente de sitios extragenitales (p<0.01), lo que recalca la importancia de estudiar

estas muestras para romper la cadena de transmisién.

La mayoria de los pacientes (95.8%) recibieron ceftriaxona como tratamiento, con o sin
azitromicina, 2 pacientes fueron tratados Unicamente con azitromicina y en los 2 casos

restantes, los pacientes no acudieron a por los resultados, por lo que no recibieron tratamiento.

191



Discusion

La mayoria de las guias clinicas (38,40,76,77) recomiendan el uso combinado de ceftriaxona mas
azitromicina para el tratamiento de la gonorrea, sin embargo, en nuestra poblacién de estudio
no se siguieron estas recomendaciones en aproximadamente la mitad de los pacientes (46.3%),
prefiriendo el tratamiento de estos casos Unicamente con ceftriaxona (42.1%). Actualmente, se
estdn revisando las pautas de tratamiento de las ITS y, por ejemplo, la guia clinica del Reino
Unido (BASHH) sobre el manejo de la infeccién gonocdcica recomienda la monoterapia con

ceftriaxona en su ultima actualizacion de 2019 (78).

Aproximadamente en un tercio de los pacientes se efectuo el test de curay en los 5 casos en los
gue el resultado del control fue positivo, Unicamente en un paciente se pudo comprobar que la
cepa pertenecia a un secuenciotipo diferente, por lo que no se trataba de un fracaso del
tratamiento, sino de una reinfeccién con otra cepa distinta. No obstante, el resto de los
pacientes con resultados positivos del test de cura, probablemente se deban a reinfecciones, ya
que este control se llevé a cabo en un rango de 50-91 dias, siendo dificil determinar la posibilidad
de fallo terapéutico. Es por esta razon por la que las diferentes guias clinicas para garantizar la
erradicacion bacteriana, recomiendan la realizacién del control microbioldgico en un periodo de
3 semanas post-tratamiento si se utiliza las TAANs o pasados al menos 3 dias por cultivo

bacteriano (38,40,78).

En este trabajo, el 34% de los pacientes estaban coinfectados con el VIH y el 24.2% presentaba
otras ITS concurrentes a la gonorrea, predominando la infeccidn bacteriana por C. trachomatis.
Asimismo, un tercio de los sujetos tuvieron alguna ITS en el afio previo al diagndstico de la

infeccidn gonocdcica, principalmente gonorrea, sifilis y clamidia.

En Europa, los porcentajes de coinfeccion de gonococo con otras ITS, principalmente con C.
trachomatis, rondan las cifras de nuestro trabajo. Sin embargo, el porcentaje de pacientes
coinfectados con el VIH es bastante menor, practicamente la mitad al encontrado en nuestro

estudio (15.4% vs 24.2%) (131). Con todo ello, independientemente de las discrepancias en estos
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ultimos datos que pueden deberse a las caracteristicas intrinsecas de la procedencia de las
muestras, diversos estudios indican una asociacion de la infeccién gonocdcica con la transmision
sexual del VIH (132), por lo que esta interrelacion puede utilizarse para poner el foco en
pacientes que potencialmente tienen mds riesgo de adquisiciéon del VIH. Asimismo, como la
gonorrea tiene un periodo de incubacién corto, es un buen indicador de practicas sexuales de
riesgo que pueden facilitar la transmisidon no sélo del VIH, sino de otras ITS. De hecho, la
presencia de una ITS, como la sifilis, la gonorrea o el VHS, aumenta considerablemente (de dos

a tres veces en algunas poblaciones) el riesgo de contraer o transmitir la infeccién por VIH (133).

7.4 Sensibilidad antimicrobiana y determinantes moleculares de resistencia

Con el fin de poder detectar de manera precoz la aparicion de resistencias antimicrobianas en
las cepas circulantes de N. gonorrhoeae y de esta manera, contribuir a la actualizacion de las
guias clinicas de tratamiento local para llevar a cabo un adecuado manejo de los pacientes con
gonorrea y asi, realizar una vigilancia epidemioldgica activa, diversos objetivos de esta tesis
estdn encaminados al estudio de la sensibilidad antibidtica y a la caracterizacién de los

mecanismos moleculares implicados en la resistencia antimicrobiana.

En nuestra poblacidon se mantienen tasas de resistencia bajas para todos los antimicrobianos
testados (penicilina, cefixima, ceftriaxona, azitromicina, tetraciclina, espectinomicina vy
gentamicina), excepto para el ciprofloxacino. Asimismo, no encontramos diferencias

significativas entre la sensibilidad de las cepas aisladas de zonas genitales y las extragenitales.
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7.4.1 Penicilina

Desde hace décadas, debido a la aparicién de resistencias la penicilina ha dejado de ser una
opcién de tratamiento en la infeccion gonocécica. Tanto es asi, que algunos programas de
vigilancia de resistencias antimicrobianas, han dejado de aportar datos sobre la distribucion de
las CMls a este antibidtico y sélo incluyen los datos referentes a la deteccidn fenotipica de cepas

de N. gonorrhoeae productoras de penicilinasa plasmidica (PPNG) (97,134,135).

En EEUU, anualmente el CDC publica los datos de monitorizacién de resistencias a través del
programa Gonococcal Isolate Surveillance Project (GISP) y en Europa, tal y como se ha
comentado anteriormente, estos datos se recogen a través del Euro-GASP. En sus ultimos
informes, ambos sistemas de vigilancia sitian el porcentaje de cepas PPNG en torno al 15%
(97,134). Nuestro estudio estd en consonancia con estos informes, ya que el 15.4% de los
aislamientos de gonococo fueron resistentes a la penicilina, debido en todos los casos a cepas
PPNG. Estas cifras, desaconsejan volver a introducir la penicilina en el tratamiento de la

gonorrea.

En nuestro estudio, hemos utilizado la secuenciacion del genoma completo para estudiar los
mecanismos moleculares implicados en la resistencia antimicrobiana. En el caso de la penicilina,
tal y como se ha comentado en la introduccidn, la resistencia puede deberse a multiples
mecanismos como la produccién de betalactamasas plasmidicas, la alteracion de las PBPs, la

expulsion activa del antibidtico y/o la disminucién de su entrada.

Sin embargo, en la coleccion de cepas incluidas en este estudio, la resistencia a penicilina se
debe principalmente a la presencia de la penicilinasa plasmidica blarenm, presente en 15 de los
16 aislados resistentes (en uno de ellos no fue posible realizar la SGC), de los cuales el 66.7%
presentaban la variante TEM-135. Este hecho es importante, puesto que la acumulacién de una
mutacion adicional en TEM-135 podria dar lugar a una BLEE, que afectaria también a las

cefalosporinas (3). No obstante, existen diferencias geograficas en la distribucion de los
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pldsmidos, ya que por ejemplo en un estudio realizado en 2012 en Reino Unido, el 27% de sus
penicilinasas fueron del tipo TEM-135 (136) y, sin embargo, en otro estudio en Nueva Zelanda
en el que realizaron la SGC a 425 gonococos aislados durante 2014 y 2015, todas las
betalactamasas que detectaron pertenecieron al tipo TEM-1 (137). Es importante, por tanto,

seguir caracterizando molecularmente la resistencia plasmidica en N. gonorrhoeae.

A pesar de que también se detectaron mutaciones cromosdmicas en la poblacién de estudio,
éstas se encontraron principalmente en las cepas con categoria intermedia a la penicilina, por
lo que la presencia de betalactamasas plasmidicas, al igual que en otros trabajos publicados
(63,137,138), es el determinante que mas contribuye en la resistencia a penicilina. Hay que
sefalar que en dos de los aislamientos analizados se encontraron discrepancias entre el fenotipo
y el genotipo, es decir, mediante SGC identificamos la presencia de betalactamasa en un aislado
que dio negativo en la prueba de la nitrocefina, y otro aislado en el que a pesar de obtener un
resultado positivo en la prueba de la nitrocefina no se detectdé molecularmente la presencia de
betalactamasa. La CMI obtenida en el primero de los casos (SGC +, nitrocefina -) fue 0.19 mg/L,
lo que tendria concordancia con ausencia de betalactamasa y, por tanto, un resultado negativo
en la prueba de la nitrocefina; lo que indicaria que a pesar de detectarse la presencia del gen
codificante de betalactamasa ésta no ha llegado a expresarse. En el segundo de los casos
discordantes (SGC-, nitrocefina +) se obtuvo una CMI de 1 mg/L, por lo que probablemente en
este caso la no deteccién molecular se deba a una baja cobertura de esta regién génica mediante
la SGC, dificultando en esta muestra una buena resolucién del pldasmido blarem. No obstante,
estas discrepancias han sido observadas también en otros estudios (138). Aunque la mayoria de
los estudios basados en SGC de N. gonorrhoeae no incluyen la penicilina entre los antibidticos
que analizan, es importante que el andlisis de este antimicrobiano se siga realizando, ya que
ayudaria a entender mejor la posible epistasis génica que también puede afectar a la resistencia

de las cefalosporinas, tratamiento actual de la gonorrea.
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7.4.2 Cefalosporinas

Tras la aparicidn en Japdn, Francia y Espafia de los primeras cepas XDR que poseian un alto nivel
de resistencia a ceftriaxona (8-10), la OMS publicé en 2012 un plan de accién global para
controlar la propagacion y el impacto de la resistencia a los antimicrobianos en gonococo. Entre
sus directrices, recomendaba que el tratamiento empleado debia cumplir el requisito de curar
al menos el 95% de los casos y remarcaba la importancia de realizar antibiogramas para

controlar las resistencias a las ESCs (12).

Entre los gonococos testados en este estudio, cuando se utilizaron los criterios del CLSI para
interpretar las CMlIs a las cefalosporinas, todos los aislamientos fueron sensibles, tanto a la
cefixima como a la ceftriaxona. Sin embargo, al utilizar los puntos de corte del EUCAST, 3 cepas

(2.9%) fueron resistentes a la cefixima (CMI=0.19 mg/L).

En otras regiones de Espafia, como en Barcelona, Serra-Pladevall et al. publicaron que en 2013
tuvieron una tasa de resistencia a la cefixima del 8.2% y del 0.6% a la ceftriaxona, con CMIs 50 y
90 para estos antibidticos mas elevadas que nuestros resultados (139). Asimismo, en Almeria
durante los afios 2012-2014, Cobo et al. encontraron entre sus 65 gonococos aislados,
porcentajes de resistencia a cefixima y ceftriaxona del 6.1% y 4.6%, respectivamente (140). Sin
embargo, en el Pais Vasco durante 2015 no tuvieron aislamientos resistentes ni a la cefixima, ni
a la ceftriaxona (115), por lo que en este sentido y como se observa en nuestro estudio, la
resistencia a las ESCs ha ido disminuyendo en los uUltimos afios. Este hecho, también se observa
en el Euro-GASP de 2017, en el que como en afios previos, no hubo resistencia a la ceftriaxona
entre los paises Europeos aunque, en el caso de la resistencia a la cefixima, la media europea se

situd en un 1.9%, elevandose hasta el 5.5% en las cepas procedentes de nuestro pais (131).

El analisis de las mutaciones asociadas con la resistencia a las cefalosporinas reveld que a pesar
de encontrar mutaciones en el promotor y/o en el gen mtrR (n=92, 89.3%), en los genes ponA
(n=51, 49.5%), pilQ (n=49, 47.6%), penB (n=37, 35.9%) y penA (n=7, 6.8%); sélo la presencia del

196



Discusion

alelo penA en mosaico tipo X fue el responsable de la resistencia a cefixima en nuestra poblacién

de estudio.

En otros estudios en los que se analizaron los determinantes asociados con la resistencia a las
cefalosporinas en cepas de Europa, EEUU, Canada y Nueva Zelanda (141-145,137), se encontrd
que el alelo penA en mosaico tipo X estaba mds asociado con la resistencia a cefixima y el alelo
penA en mosaico tipo XXXIV, mds relacionado con la resistencia a la ceftriaxona. En nuestro
estudio, las cepas que tenian el determinante en mosaico tipo XXXIV fueron sensibles a las ESCs,

aunque sus CMls fueron mas elevadas que las cepas que no tenian alelos penA en mosaico.

En el afio 2015, se detectd en Japdn una cepa N. gonorrhoeae, conocida como FC428, con
resistencia a las ESCs y que se ha diseminado internacionalmente a China, Dinamarca, Canada,
Australia e Irlanda (146—149,70). Es importante sefialar que al contrario de lo ocurrido con los
gonococos XDRs HO41 y F89, esta cepa ha logrado expandirse de manera sostenida en el tiempo
y aunque en nuestro estudio no hemos encontrado la presencia del alelo penA en mosaico tipo
LX, responsable de su resistencia, es importante monitorizar su presencia debido al mayor

fitness bioldgico de este clon.

7.4.3 Azitromicina

En el informe Euro-GASP 2017 (131), el porcentaje de resistencia a la azitromicina para nuestro
pais fue del 5.5% y de manera global, para el conjunto de los paises participantes, alcanzé el
7.5%, cifra que se mantiene estable desde 2014. En nuestro estudio, el porcentaje de resistencia
a este antibiodtico fue del 1.9%, situdndose por debajo, tanto de los datos de la media europea

como de lo reportado anteriormente en Espafia (100,131,139,140).

Entre la poblacion de estudio, no se detectaron las mutaciones A2059G y C2611T en el 23S ARN,

responsables del fenotipo de resistencia a azitromicina en otros estudios (63,137,141,143,150).
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Asimismo, en nuestro caso al igual que lo reportado previamente por Demczuk et al. (150), la
presencia de los genes ermB y de mutaciones en mtrR no tuvieron efecto en la resistencia a este

antibidtico.

Actualmente, como se ha comentado en la introduccién, hay diferentes guias clinicas que
recomiendan la terapia dual con ceftriaxona y azitromicina para el tratamiento de la infeccién
gonocdcica no complicada (38,40,76,77). La introduccién de la azitromicina en la terapia
empirica se realizé con el fin de mejorar la eficacia terapéutica, retrasando la aparicién de
resistencias a las cefalosporinas y también, debido al elevado nimero de personas coinfectadas
con clamidia (12). No obstante, en algunos estudios ya se han observado tasas de resistencia de
C. trachomatis y M. genitalium por encima del 5% (151-153). Por otro lado, la BASHH en la
ultima actualizaciéon de las guias clinicas de tratamiento de C. trachomatis (154), desaconseja el
uso de azitromicina en monodosis para el tratamiento de las clamidiasis no complicadas. Esto se
debe, principalmente, por la menor eficacia de la azitromicina en el tratamiento de la clamidiasis
rectal en comparacion con el uso de doxiciclina y a la capacidad para seleccionar cepas de M.
genitalium resistentes a los macrélidos. Del mismo modo, esta sociedad cientifica en 2019
actualizo las guias clinicas del manejo de la gonorrea (78), cambiando el tratamiento empirico a
la monoterapia con ceftriaxona 1 gimy en caso de disponer del antibiograma, la recomendacion

que realizan es ciprofloxacino 500 mg vo monodosis.

En nuestra poblacion, ni las cefalosporinas ni la azitromicina alcanzan un nivel de resistencia del
5%, por lo que en este caso, se podria evitar el uso de la terapia dual y utilizar Unicamente la
ceftriaxona para las infecciones por N. gonorrhoeae no complicadas, evitando el uso de la
azitromicina para prevenir la aparicidn de resistencias en otras ITS bacterianas. No obstante, es
importante la monitorizacién de la sensibilidad antimicrobiana para detectar cambios en la
epidemiologia de las cepas de gonococo circulantes y asi, poder adecuar las guias locales de

tratamiento empirico.
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7.4.4 Ciprofloxacino

En 2018 Reino Unido, en su programa de vigilancia antimicrobiana de N. gonorrhoeae, publicd
una tasa de resistencia a ciprofloxacino de aproximadamente un 40%, cifras similares a las de la
media europea y a las encontradas en nuestro estudio (131,135). A pesar de estas cifras y como
se ha comentado anteriormente, las guias clinicas de este pais, con la finalidad de reducir la
presidon selectiva sobre las ESCs, recomiendan esta fluoroquinolona como tratamiento de
eleccién, siempre teniendo presente que se tiene que disponer del antibiograma (78). Sin
embargo, la Agencia Europea del Medicamento debido a las reacciones adversas
musculoesqueléticas y del sistema nervioso que producen esta familia de antibiéticos, no

recomienda su utilizacidn, si existe alternativa terapéutica (155).

En Espaiia, los datos de resistencia a ciprofloxacino recogidos en los informes del Euro-GASP de
los afios 2017 y 2016 fueron del 53.9% y 57.5%, respectivamente (131,134). Sin embargo, al
contrario que en nuestra poblacidn, la mayoria de las cepas espafiolas incluidas en el Euro-GASP
2016 se aislaron de hombres heterosexuales (21.3% vs. 72.3%), en los que se encontrd una tasa
mas alta de resistencia a este antibidtico (134). En otras regiones de Espafia (100,105), se ha
descrito la asociacion entre los hombres heterosexuales y las cepas de gonococo con resistencia
a ciprofloxacino. Este hecho también lo observamos en este estudio, en el que a pesar del bajo
numero de varones heterosexuales, las tasas de resistencias en este colectivo fueron mas altas

(70%) que en poblacién HSH, donde estas cifras cayeron a la mitad.

Al igual que en otros estudios (63,138,141), existe muy buena la correlacidn entre el fenotipo y
el genotipo para esta clase de antibidticos, estando implicados en la resistencia a ciprofloxacino
las posiciones aminoacidicas 91 y 95 del gen gyrA. Asimismo, la mayoria de cepas resistentes
presentaba mutaciones concomitantes en parC. Entre los aislamientos analizados, se observo
una correlacion del 99.03%, hallandose Unicamente una cepa en la que no se pudo asociar su

resistencia con ninguno de los mecanismos de resistencia a quinolonas descritos previamente.
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7.4.5 Tetraciclina

A pesar de que existen algunas diferencias entre los criterios de interpretacion del CLSI y del
EUCAST (64,65), sdlo encontramos diferencias significativas entre las tasas de resistencia a la

tetraciclina (p<0.01), lo que confirma los esfuerzos por armonizar los puntos de corte clinicos.

Para este antibidtico en particular, encontramos un 5.8% y un 2.9% de resistencia segun los
criterios de EUCAST y el CLSI, respectivamente. Estas cifras, son inferiores a las presentadas en
otras regiones (97,115,135,156). Sin embargo, el hecho de que existan estas diferencias entre
comités, dificulta la comparacion de los resultados de sensibilidad con otros sistemas de

vigilancia antimicrobiana.

La sustitucion V57M del gen rpsJ, asociada previamente con la reduccién de la afinidad de las
tetraciclinas con la subunidad ribosomal 30S, al igual que en otros estudios (137,156), la hemos
identificado tanto en la poblacién sensible, como en la resistente. En cambio, el pldsmido tetM,
es el que contribuye a la resistencia de alto nivel en nuestros aislamientos. Sélo una cepa que
mostraba resistencia de alto nivel a tetraciclina, no pudo asociarte ni con la resistencia

plasmidica, ni con la cromosémica.

7.4.6 Espectinomicina

Actualmente, al igual que en nuestro estudio, no se detectan cepas resistentes a
espectinomicina en Europa (134). Ademas, hay una perfecta correlacidon del fenotipo con el
genotipo, ya que no hemos identificado ninguna de las mutaciones del 16S ARNr y del gen rpsE,

relacionadas con la resistencia a este antibiotico.

La espectinomicina dejo de estar disponible en muchos paises debido a la rdpida diseminacién

de cepas resistentes y a su falta de eficacia en el tratamiento de las infecciones faringeas (3).
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Pese a esto, las guias clinicas lo recomiendan como tratamiento alternativo, sobre todo en casos

de fracaso terapéutico o en cepas con resistencia a la ceftriaxona (38,40,76,78).

7.4.7 Gentamicina

En nuestro estudio hemos obtenido valores de CMlso de 3 mg/Ly de CMlg de 4 mg/L y aunque
no existen puntos de corte clinicos oficiales para la gentamicina, basdndonos en los criterios
establecidos por Brown et al. (82) no encontramos resistencia entre nuestros aislamientos. En
el Euro-GASP de 2016 se observaron cifras ligeramente superiores a las de nuestro estudio, con

valores de CMlIso y de CMllgo de 4 y 8 mg/L, respectivamente entre un total de 1507 cepas (134).

Desde 1993 la gentamicina se ha utilizado en Malawi en el tratamiento sindrémico de las
uretritis sin que se haya reportado un aumento en el nimero de fracasos terapéuticos (157).
Este antibidtico es una opcidn mas econdmica que otros tratamientos, posee una sencilla
posologia, ya que se administra intramuscularmente y en dosis Unica, lo que conlleva que el
paciente no tenga problemas de adherencia al tratamiento. Ademads, ha dado buenos resultados
en diversos ensayos clinicos (83,84) y al igual que en el caso de la espectinomicina, este
aminoglucésido se recomienda ante fracasos terapéuticos con las cefalosporinas (40,76,78). Sin
embargo, en diversos estudios recientes se ha visto que este antibidtico no es eficaz para tratar
la gonorrea faringea (158,159), por lo que entre nuestros pacientes, debido al elevado

porcentaje de infeccién faringea, no seria una opcion terapéutica.

201



Discusion

7.5 Factores de riesgo para la infeccion por N. gonorrhoeae resistente a

antimicrobianos y con sensibilidad intermedia en poblacion HSH

En el periodo de estudio, tal y como se ha comentado anteriormente, las infecciones por N.
gonorrhoeae ocurrieron principalmente en poblacién HSH, mas concretamente el 78.7% de
nuestros pacientes tenia esta orientacidn sexual. Ademas, al igual que en otros estudios previos
(96,100,124,139,160), este colectivo se identifica como un grupo vulnerable tanto para la
infeccidon gonocdcica como para otras ITS, incluyendo la infeccidn por VIH. Pese a esto, hay pocos
estudios en los que se analicen los factores de riesgo relacionados con la resistencia
antimicrobiana en este grupo core.

Para enfocar mejor los tratamientos y llevar a cabo estrategias de intervencién en salud publica,
es necesario no soélo identificar los grupos de poblacion mds vulnerables a la infeccion
gonocdcica, sino también, aquellas personas con mayor riesgo de adquirir cepas resistentes a
los antimicrobianos. Por ello, dado que los HSH eran nuestro grupo predominante y que la
orientacién sexual se correlaciona con otras muchas variables, analizamos en estos pacientes
los factores de riesgo asociados con las cepas de gonococo resistentes y con sensibilidad
disminuida a los antibidticos testados.

En nuestro estudio encontramos una asociacién estadisticamente significativa entre los HSH con
VIH y la resistencia a ciprofloxacino. Asimismo, también se observé una asociacién con aquellos
con edades comprendidas entre los 29 y los 39 afios. En un estudio llevado a cabo en los Paises
Bajos, aunque no se analizé especificamente la poblacidn HSH, se observd que la infeccidn por
N. gonorrhoeae resistente a ciprofloxacino era mas probable en hombres VIH positivos, que en
VIH negativos, aunque esto no se pudo confirmar al realizar el analisis multivariable. Ademas,
también encontraron asociacion con los varones mayores de 35 afios (161). Por otro lado, en el

Euro-GASP 2017 y en otros estudios, sin hacer una estratificacion basada en la orientacién
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sexual, la resistencia a esta fluoroquinolona se asocid a las personas mayores de 25 afios

(131,160).

En ese mismo informe europeo (131), en 2017 la resistencia a azitromicina fue mas alta en
aislamientos de HSH (8.3%), seguido de hombres heterosexuales (7.2%) y mas baja en mujeres
(6.8%). La resistencia a la azitromicina se asocié significativamente con los pacientes menores
de 25 afios. En nuestra poblacidn, Unicamente en el andlisis univariante, también encontramos

una asociacion significativa entre la edad y la sensibilidad disminuida a la azitromicina.

En el caso de la tetraciclina, como hemos comentado anteriormente, debido a que existen
diferencias entre los criterios de interpretacion del CLSI y del EUCAST, los factores de riesgo
relacionados con las cepas de gonococo con sensibilidad intermedia y resistencia a este
antibiético varian en funcién del comité. Sin embargo, en ambos casos coincide el haber sido
diagnosticado con alguna ITS en el afio previo. Aunque en muchos estudios no analizan la
implicacién de este antibidtico, ya que actualmente no se utiliza de manera generalizada en el
tratamiento de la gonorrea, el haber tenido alglin episodio de infeccién gonocdcica en los
ultimos 12 meses, no sdélo se asocia a tener mas riesgo de sufrir otra vez una infeccién por N.

gonorrhoeae, sino también a cepas resistentes a antimicrobianos (100,106).

7.6 Caracterizacion de los aislamientos de N. gonorrhoeae

7.6.1 Serotipia

Como se ha comentado en la introduccién, la porina es un factor de virulencia en N.
gonorrhoeae. Los gonococos que expresan en su superficie bacteriana PorB1A estan asociados
con infecciones diseminadas, mientras que los que expresan la proteina PorB1B, se relacionan

con infecciones localizadas en las mucosas (2).
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En la practica clinica, el método de coaglutinaciéon phadebact se utiliza mayoritariamente para
la identificacion del gonococo y no tanto con fines de serotipado. Sin embargo, es una manera
muy util de saber las porinas que estdn expresando los aislamientos de nuestra poblacién y de
este modo, hacernos una idea de la virulencia de las cepas circulantes. En nuestro caso, no
tuvimos infecciones diseminadas y todos los aislamientos de N. gonorrhoeae pertenecieron al

serotipo IB.

7.6.2 NG-MAST

Al caracterizar las 104 cepas de gonococo con el método de tipado molecular NG-MAST,
obtuvimos 48 secuenciotipos diferentes, de los cuales aproximadamente la mitad de los STs
estaban representados Unicamente por un solo aislamiento. Este hecho podria estar relacionado
con dificultades en el manejo de las parejas sexuales de los pacientes o bien que sus contactos

hayan sido diagnosticados y tratados en otros centros asistenciales.

A pesar de la diversidad genética encontrada en nuestra poblacidn de estudio, el 77.9% de las
cepas se agruparon en 25 STs diferentes y, alrededor de un 40%, en 9 genogrupos, siendo el
G2400 y el G2992 los mds predominantes. Aunque la mayoria de nuestros aislamientos
procedian de HSH, encontramos una relacidn estadisticamente significativa entre el G2400 y los
pacientes heterosexuales, mientras que el G2992 se distribuyd aleatoriamente entre los
pacientes HSH y los heterosexuales. Al contrario que en nuestro estudio, en diversas regiones
de Espafia y en Europa han encontrado una relacion estadisticamente significativa entre estos

dos genogrupos y el colectivo HSH (55,105,115,141).

En nuestra poblacion los clones mas prevalentes, de mayor a menor frecuencia, fueron el G2400,
el ST5441, el ST2318, el ST12547 y el G2992. A pesar del tamafio relativamente pequefio de
nuestros datos, observamos una diferencia con respecto a la epidemiologia de los ultimos

informes del Euro-GASP, tanto a nivel del conjunto de Europa como a nivel nacional, ya que salvo
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los genogrupos G2400 y G2992 el resto de clones, o no estaban representados o su frecuencia

era baja (55,141).

Por otro lado, aunque el G1407 ha sido el genogrupo mas prevalente, tanto en nuestro pais
como en otras regiones (55,115,116,139,141), fue uno de los genogrupos menos representados
en nuestro estudio, con tan sélo 3 cepas. Este cambio en la epidemiologia parece observarse
también en Europa, ya que si bien el G1407 sigue siendo el clon mas frecuente, se ha observado
una reduccidn significativa de su prevalencia con respecto a afos previos (141). Este hecho es
importante, ya que este clon estd asociado no sélo con resistencia a la cefixima y a la ceftriaxona
(3,9,55,162), sino también con fracasos de tratamiento a nivel internacional (9). En nuestro
estudio, uno de los factores que podria haber contribuido a la reduccién del reservorio del clon
G1407 en nuestra area, podria ser el mayor nimero de diagndsticos de gonorrea en muestras
extragenitales en combinacién con una terapia dual apropiada. De hecho, los clones ST5441 y
ST2318, que son los STs mas predominantes, se aislaron en una gran proporciéon de muestras
extragenitales, 37.5% y 71.4%, respectivamente. Estos hallazgos ponen de relevancia la
necesidad de una monitorizacidn continua de las poblaciones de N. gonorrhoeae para identificar
los cambios temporales y la expansion de nuevos clones que podrian ocupar el nicho ecoldgico

de otras cepas.

7.6.3 Secuenciacion del genoma completo

Las técnicas de secuenciacion masiva nos permiten disponer de una mayor cobertura del
genoma bacteriano, lo que en ultima instancia, permite realizar un analisis epidemioldgico mas
exacto en comparacion con los esquemas clasicos basados en el andlisis de un nimero de genes
limitado. En nuestro estudio, se establecieron las relaciones filogendmicas en funcion de los

1751 loci que compartian todas los aislados de nuestra poblacion.
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Actualmente, la plataforma BIGSdb (https://pubmlst.org/neisseria/) dispone de un nuevo

esquema de tipado basado en el genoma core (cg) de N. gonorrhoeae que incluye un total de
1649 loci. Este esquema denominado cgMLST, se encuentra todavia en fase experimental y en
el futuro ayudard a realizar mejores comparaciones epidemioldgicas. No obstante, con el
analisis in silico de los datos de la SGC, se puede obtener la caracterizacién wgNG-MAST, wgMLST
y el wgNG-STAR que nos permiten, ademas de realizar comparaciones con otras cepas
secuenciadas mediante SGC, efectuarlas entre laboratorios que carecen de esta tecnologia. En
nuestro estudio, las cepas de N. gonorrhoeae se agruparon en 27 STs al analizar el wgMLST, 30
STs mediante wgNG-STAR y 47 STs con wgNG-MAST (48 STs NG-MAST, ya que una cepa no se
pudo incluir en la secuenciacidn masiva). El esquema MLST, debido a que se basa en el andlisis
de genes conservados, es el método de tipado con menor capacidad de discriminacién, aunque
ninguno de los tres esquemas es comparable en cuanto a la capacidad de resolucién alcanzable

con el analisis completo del genoma core.

En general, en nuestra poblacion de estudio, se observé concordancia entre el andlisis
filogendmico en base al genoma core y el MLST. Al estudiar la relacién de cada ST-MLST con la
SGC, observamos que cada uno de los ST-MLST se distribuyé de manera uniforme dentro de un
Unico clado, a excepcién del ST mayoritario, el ST7363, que lo hizo en dos clados diferentes y
alejados entre si. Esta diferente distribucion coincide con la resistencia a cefixima observada, ya
que los Unicos 3 aislados con resistencia a cefixima encontrados entre la poblacién de estudio
son justamente los que se distribuyen de manera diferente al resto de aislados de este mismo
ST, agrupandose en un clado diferente y confirmando el bajo poder de discriminacion del
esquema MLST. Al igual que en nuestro estudio, en el programa nacional de vigilancia de N.
gonorrhoeae de China de los afios 2012 y 2013 (163), los aislamientos pertenecientes al ST-MLST
7363 no se distribuian en un Unico clado y, ademas, todas las cepas de este ST contenian alelos
penA en mosaico. En nuestro estudio, en cambio, sélo estos 3 aislados (25%) contenian el alelo

penA en mosaico tipo X dentro del clon.
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En la mayor parte de los paises Europeos, incluido Espafia, el ST-MLST 1901 fue el clon mas
prevalente del Euro-GASP 2013 (141), a diferencia de lo que observamos en nuestro estudio

donde el ST1901 tuvo una baja representacién (n=3).

Al contrario de lo que sucede con el MLST, tanto el NG-STAR como el NG-MAST son métodos
de tipado que reflejan mejor la diversidad de los clones de gonococo y que permiten detectar
cambios temporales en las poblaciones. Uno de los puntos fuertes del NG-MAST es que tan sélo
con el andlisis de los fragmentos hipervariables de dos genes, el porB y el tbpB, nos permite
caracterizar la variabilidad genética de la poblacién de gonococo. Este método, si bien no realiza
de una manera directa la relacién con los genes de resistencia, ha permitido establecer la
asociacién de algunos clones no sélo con el antibiograma, sino también con otras caracteristicas

de interés epidemioldgico (55,105,115,141).

Ante la gran diversidad de STs del NG-MAST y con el fin de realizar mejores asociaciones clinico-
epidemioldgicas, en el estudio de Chisholm et al. (55) se acufié el término genogrupo para
agrupar a los STs estrechamente relacionados que, compartiendo uno de los dos alelos,
mostraban una similitud 299% en el otro alelo. Como se ha comentado anteriormente, en
nuestro estudio obtuvimos un total de 9 genogrupos, sin embargo, al comparar la distribucién
de los STs que forman parte de cada genogrupo con los datos obtenidos de las relaciones
filogendmicas del genoma core de nuestros aislamientos, hemos observados que los STs que
componen los genogrupos G5444, G5445 y G2992 se encuentran en diferentes clados. En el
estudio de Harris et al. (141), al analizar mediante SGC los aislamientos de gonococo del Euro-
GASP de 2013, observaron que aunque los genogrupos se ajustaron relativamente bien a la
filogenia de la SGC, el G1407 se distribuyd entre clados diferentes y algunos genogrupos como

el G25 y el G2992 se fusionaron en un Unico clado.

Ante estos hallazgos y debido a que actualmente aun hay muchos laboratorios clinicos que no

tienen acceso a las técnicas de secuenciacion masiva, se pone en evidencia la necesidad de
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realizar mas estudios que permitan establecer una definicidn mas precisa de los STs que
pertenecen a cada genogrupo. De esta manera, los centros con menos recursos econémicos
podrdn establecer relaciones epidemioldgicas mas fiables y, por tanto, realizar programas de
intervencidn y prevencion adecuados para su poblacién. No obstante, a medida que las técnicas
de SGC se hagan extensibles a todos los laboratorios, se obtendra un mejor conocimiento de la
dinamica poblacional de N. gonorrhoeae, lo que nos ayudara a entender mejor la diseminacidn
de los clones de gonococo facilitando, en ultima instancia, el desarrollo de estrategias de

intervencién mejor dirigidas.

La principal ventaja del NG-STAR sobre el resto de métodos, es que ademas de caracterizar
epidemioldgicamente las cepas, ofrece informacidon sobre la resistencia a betalactamicos,
macrélidos y quinolonas. Sin embargo, este método no esta muy extendido entre la comunidad
cientifica, debido a que es un método de tipado descrito recientemente, en 2017, y que ademas
al compararlo con el NG-MAST, hay que secuenciar un mayor numero de genes para obtener el
secuenciotipo. No obstante, el uso creciente de las técnicas de secuenciacién masiva ayudard a
ampliar la base de datos de este nuevo esquema de tipado, permitiendo una mejor
monitorizaciéon de la diseminacién global de cepas de N. gonorrhoeae resistentes a los

antimicrobianos.

En este sentido, los STs-NG-STAR mas prevalentes de nuestra poblacion difieren con los
obtenidos en algunos estudios realizados en Canadd, Australia y Japon (56,164,165).
Encontramos similitudes en el perfil de sensibilidad del ST63 (n=6) que no presenta resistencia
a ninguno de los antibidticos que analiza este esquema y, en cambio, el ST90 (n=2) que se ha
relacionado con sensibilidad disminuida a cefalosporinas y resistencia a quinolonas, en nuestro
estudio difiere Unicamente en las cefalosporinas, ya que los 2 aislados pertenecientes a este
clon, que a su vez pertenecian al genogrupo 1407 del NG-MAST, fueron sensibles tanto a

ceftriaxona como a cefixima (56).
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7.7 Limitaciones del estudio

Nuestro estudio fue llevado a cabo en una clinica de ITS de Madrid durante un periodo de 4
meses, por lo que al numero relativamente bajo de pacientes se le afade la
sobrerrepresentacion del colectivo HSH, por lo tanto, al no ser una muestra representativa de
la poblacidn general, nuestros hallazgos no serian extrapolables ni a otros sistemas de atencion
médica ni a otras areas geograficas. Aun asi, es importante sefalar que en Espaiia la infecciéon
gonocdcica afecta mayoritariamente a los hombres (114) y en una gran proporcién a los HSH
(100,102,105,115,117) que constituyen un grupo de riesgo especialmente vulnerable, tanto
para las clinicas monograficas de ITS como para el resto de sistemas asistenciales, lo que justifica
en gran medida la necesidad de estudios que analicen la situacién en estos grupos core

especificos.

Otra de las limitaciones de este estudio es la falta de datos sobre algunas variables
sociodemogriéficas y conductuales que son necesarias para conocer con mayor exactitud las
caracteristicas de la poblacién, como por ejemplo la ocupacidn, datos mds completos sobre el
nivel académico, la practica del chemsex o el uso de redes sociales y aplicaciones para practicar

Sexo.

Tal y como indica el dogma central de la biologia molecular, la transcripcién es el proceso
intermedio en el flujo desde la informacién del material genético hasta las proteinas, que son
los elementos responsables del fenotipo de expresidn celular. En este trabajo hemos analizado
los genes asociados con la resistencia a diferentes antimicrobianos. Sin embargo, aunque su
estudio es el primer paso, para lograr entender mejor el fenotipo de resistencia de los diferentes
aislamientos de N. gonorrhoeae, ademds de caracterizar las mutaciones implicadas a nivel
gendmico, es necesario estudiar si estos genes son transcripcionalmente activos y realizar
estudios de protedmica para lograr entender las interacciones que finalmente se producen en

el fenotipo de resistencia (57).
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8. CONCLUSIONES

1. El perfil que caracteriza a los pacientes con infeccidn gonocécica es el del vardn,
mayoritariamente HSH, de procedencia espafiola, con edades comprendidas entre los 18 y los
28 afios y con estudios superiores en un tercio de los casos. Ademas, son consumidores de
alcohol y de otras drogas recreativas y presentan hdbitos sexuales poco seguros, ya que hay un
elevado porcentaje de practicas sexuales desprotegidas, con multiples parejas sexuales, lo que

refleja la falta de percepcién del riesgo de contraer una ITS.

2. Los pacientes HSH son el principal grupo de riesgo en nuestra poblacién (78.7%) y a los que
se deben dirigir de manera preferente programas especificos de control y prevenciéon de la

infeccion.

3. La prevalencia de otras ITS concurrentes al diagndstico de la gonorrea es elevada,
predominando la infeccién por el VIH y por C. trachomatis. Asimismo, un tercio de los sujetos
tuvieron alguna ITS en el afo previo al diagndstico. Por ello, es importante realizar un completo
despistaje de otras infecciones de transmisién sexual en los pacientes diagnosticados de

gonorrea y llevar a cabo un seguimiento periddico.

4. La gonorrea extragenital cursa fundamentalmente de manera asintomatica y de manera
global, es mas frecuente que la infeccidn genital. Por consiguiente, para romper la cadena de
transmisién es importante incorporar la toma de muestras faringeas y rectales en los pacientes

con sospecha de ITS.

5. En nuestro trabajo se observan niveles de resistencia antimicrobiana mds bajos que los
reportados en otros lugares de Espafia. No se ha detectado resistencia a ceftriaxona,
espectinomicina y gentamicina. En cambio, se debe seguir evitando el tratamiento empirico con

ciprofloxacino, penicilina y tetraciclina, debido a que a pesar de que su utilizacién no estd
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recomendada en el tratamiento de la infeccién gonocdcica, se siguen observando tasas mas
altas de resistencia. La azitromicina y la cefixima muestran valores de resistencia inferiores al

3% al aplicar los puntos de corte del EUCAST.

6. En este estudio no hemos encontrado diferencias entre la sensibilidad de las cepas aisladas
de zonas genitales y extragenitales. Ante los datos presentados, la ceftriaxona continda siendo
una buena opcidn de tratamiento, pudiéndose utilizar en monoterapiay evitando la terapia dual

con azitromicina para prevenir la aparicion de resistencias en otras ITS bacterianas.

7. A pesar de la utilizacidon de los criterios de interpretacion del CLSI y del EUCAST, no se
encontraron diferencias significativas en la mayoria de los antibidticos testados, con la

excepcion de la tetraciclina.

8. En la poblacién HSH, los pacientes con edades comprendidas entre los 29 y los 39 afios, asi
como aquellos con VIH, poseen un mayor riesgo de tener una infeccién con cepas de N.
gonorrhoeae resistentes a ciprofloxacino. Asimismo, el diagndstico previo de una ITS se asocia

con aislamientos que no son sensibles a tetraciclina.

9. En nuestra poblacidn de estudio, los mecanismos moleculares principalmente implicados en
la resistencia a penicilina y a tetraciclina son los plasmidos blarem y tetM, respectivamente. El
alelo penA en mosaico tipo X es el responsable de la resistencia a cefixima y en el caso de las
fluoroquinolonas, las mutaciones en las posiciones aminoacidicas 91 y 95 del gen gyrA, junto
con cambios en los aminoacidos 86, 87 y 88 del gen parC, son los responsables del fenotipo de
resistencia. En el caso de la azitromicina, a pesar de detectarse dos cepas resistentes, no se
identificd ninguno de los determinantes moleculares de resistencia previamente descritos, lo
que sugiere la implicacién de otros factores aun no descritos cuya identificacion requiere ser

investigada en mas detalle.

214



Conclusiones

10. En comparacién con las técnicas tradicionales de tipado, el analisis del genoma core en N.
gonorrhoeae permite establecer relaciones filogendmicas mas exactas con las que se logran un
mejor analisis epidemiolégico. Asimismo, con los 3 esquemas de tipado estudiados se observa
una enorme variabilidad genética, sin embargo, el MLST posee menor capacidad de
discriminacién, mientras que el NG-STAR y el NG-MAST reflejan mejor la diversidad de los clones

de gonococo.

11. Los clones NG-MAST mas prevalentes son el ST5441, asociado con la sensibilidad a todos los
antimicrobianos testados y el ST2318, asociado con infecciones extragenitales. Estos clones
estan pocos representados en estudios previos tanto a nivel nacional como europeo. Por el
contrario, destaca la escasa presencia del genogrupo G1407, asociado con resistencia a ESC, y
descrito anteriormente como uno de los mas prevalentes. Estos datos podrian sugerir un cambio
en la poblacién gonocécica, los ST5441 y ST2318 podrian haber ocupado el nicho ecoldgico del
G1407 reducido en gran parte por una mejora en el control y la vigilancia de las infecciones

extragenitales.

12. En nuestro estudio hemos identificado 9 genogrupos. Los mayoritarios son el G2400,
asociado con pacientes heterosexuales y el G2992, que se distribuye indistintamente entre los
diferentes pacientes. Todos los genogrupos se ajustan relativamente bien a la filogenia basada
en el genoma core, a excepcion del G5444, el G5445 y el G2992, cuyos STs se distribuyen en
diferentes clados. Por lo tanto, es necesario establecer nuevos criterios para la asociacién de

secuenciotipos basados en las relaciones del genoma core.

13. Los programas continuos de vigilancia molecular y de sensibilidad antimicrobiana son
necesarios para detectar cambios en la poblacidn y proporcionar datos de calidad para adecuar

las guias locales de tratamiento empirico.
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ANEXO I: EVALUACION DE LA TESIS POR EL COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

AV

SaludMadrid

Hospital Universitario E Comunidad de Madrid
de La Princesa

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Madrid, a 14 de noviembre de 2016 El

Comité de Etica de La Investigacion con Medicamentos del
Hospital Universitario de la Princesa en su reunién del dia 10-11-16 (acta 20/16)
evalud el siguiente proyecto de investigacién:

TITULO: Caracterizacion molecular de aislamientos de Neisseria gonorrhoeae y estudio de
resistencia antibidtica.

TIPO: Proyecto de investigacidn de tesis doctoral

CODIGO: N/A

N2 EudraCT: N/A

N2 de Registro: 2923*

Investigador Principal: Maria Dolores Guerrero Torres (Residente de Microbiologia y
Parasitologia clinica, 42 afio, H.U. La Princesa), Tutora (Dra. Teresa Alarcdn, Servicio de
Microbiologia y Parasitologia clinica del H.U. La Princesa)

Promotor: N/A

CEIm: N/A

Decisién tomada: Aprobacién (10-11-16)

Este Comité de Etica de La Investigacién con Medicamentos considera que el
proyecto de investigacién es ética y metodolégicamente aceptable. Asimismo, considera
que los investigadores son competentes para llevar a cabo este proyecto que esta
enmarcado dentro de las lineas de investigacion prioritarias del Hospital Universitario de
La Princesa.

Fdo: Ortega Gomez

Secretaria del C.E.[.M.
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ANEXO II: CUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO Y DE EVALUACION DE
RIESGO PARA LAS ITS

Fecha nacim. Pais origen
Sexo: Hombrell MujerC] Transexual]l Estado civil Provincia residencia
Trabaja: Not! Sitl Actividad: N° hijos GIA.

Nivel estudios: Ninguno() Primar.C MediosO Sup.ll Edad 1° relac. sex.: N° parejas sex/vida:
Antecedentes de ITS: NuncaD  SiO Tipo, n® episodios y afio

Alergias a medicamentos?: NolJ; Sill: jcuales?:
Otros antecedentes clinicos: NoJ; SiCl:  jcudles?:
Medicacion actual?: No(J; S0 ;Cuél?
Donante de sangre?: Nuncall SiC: N° de veces: Fecha Gltima donacién
Test VIH previos 7: Nuncal?; Sifl: N° veces Fecha (it VIH (-) Fecha primer VIH (+)
Diagnosticad@ de Hepatitis: Nol; Siit ;Cual?. VHALL, VHBLL VHCL; Nosabel!
Vacunad@ de Hepatitis B: No ), Si), Nosabel); Vacunad@ de Hepatitis A: Noi), SilJ; No sabel]

NParcjassexiG [N Relaciones Sexusles/Semans (nediaGalf |
Pareja estable (0.a.): No(J; SiCl: desde: Sexo:Hombre(J; Mujer(J; Trans.[0; Serol. PE: VIH+[; VIH(-) 7. VIH desc.(]
Parejas ocasionales ((.a.): No[J, SiC): Sexo: HombxesD, Mujeres(; Transexualesl

ITS actual: No[); SiD ; Cual?
Nueva ITS desde la Gltima revision: No procedeD), NoOJ; Si0 ;Cual?
Ejercicio prostitucion: Nuncal Si0 Desde Hasta . Cliente prostitucién (Ga): NoO, SiO
Métodos anticoncep. 6 prevent. ((a.): NoD; SIC: Preserval; ACHL; Interruptusty; Ligad/Vasect.s); DIUC); Oftros

T

s a2lp
Consumo drogas inyectadas (UDI): Nuncall SiD): desde (afio 1° vez): hasta (afio Gltima vez):
Consumo excesivo de aleohol (ia): NoD, SiC1: Ocasionall] Frecuentel:  veces/mes. Tabaco ((a): NoCJ SICI n® cig./dia;

Consumo drogas ne inyectadas (Ua): No_! Sil jCualles?
Mcbnoumludoringobdoloc'dmdoldoohovdmn(ﬁu): NoL! Si(l: Especificar sustancias:

Otros factores: Tatuajes”] Piercing’); RTSC); Exposicion sexual accidentalll; PPEL); Gestante(J; Otros [
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ANEXO lII: ARTICULO CIENTIFICO DERIVADO DE LA TESIS

Epidemiology, molecular characterisation and
antimicrobial susceptibility of Neisseria
gonorrhoeae isolates in Madrid, Spain, in 2016

M. D. Guerrero-Torresb* {2, M. B. Menéndez?, C. S. Guerras?, E. Tello?,
J. Ballesteros?, P. Clavo?, T. Puerta?, M. Vera?, O. AyerdiZ, J. C. Carrio?, |. Mozo?,
J. Del Romero?, J. A. Vazquez! and R. Abad!

INeisseria Reference Laboratory, National Centre for Microbiology, Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda,
Madrid, Spain and “Centro Sanitario Sandoval, Instituto de Investigacion Sanitaria San Carlos (IdISSC), Madrid,
Spain

Abstract

With the aim to elucidate gonococcal antimicrobial resistance (AMR)-risk factors, we
undertook a retrospective analysis of the molecular epidemiology and AMR of 104
Neisseria gonorrhoeae isolates from clinical samples (urethra, rectum, pharynx and cervix)
of 94 individuals attending a sexually transmitted infection clinic in Madrid (Spain) from
July to October 2016, and explored potential links with socio-demographic, behavioural
and clinical factors of patients. Antimicrobial susceptibility was determined by E-tests,
and isolates were characterised by N. genorrhoeae multi-antigen sequence typing.
Penicillin resistance was recorded for 15.4% of isolates, and most were susceptible to tetra-
cycline, cefixime and azithromycin; a high incidence of ciprofloxacin resistance (~40%) was
found. Isolates were grouped into 51 different sequence types (§Ts) and 10 genogroups (G),
with G2400, ST5441, ST2318, ST12547 and G2992 being the most prevalent. A significant
association (P=0.015) was evident between HIV-positive MSM individuals and having a
ciprofloxacin-resistant strain. Likewise, a strong association (P =0.047) was found between
patient age of MSM and carriage of isolates expressing decreased susceptibility to azithro-
mycin. A decrease in the incidence of AMR gonococcal strains and a change in the strain
populations previously reported from other parts of Spain were observed. Of note, the
prevalent multi-drug resistant genogroup G1407 was represented by only three strains in
our study, while the pan-susceptible clones such as §T5441, and ST2318, associated with
extragenital body sites were the most prevalent.

Introduction

Sexually transmitted infection (STI) caused by Neisseria gonorrhoeae is a major
public health problem with a high global incidence. In 2012, the World Health
Organization (WHO) estimated 78 million new cases of gonorrhoea infections among
adults worldwide [1].

Between 2009 and 2011, the first strains with high-level resistance to all extended-
spectrum cephalosporins appeared in Japan, France and Spain [2-4]. To mitigate the spread
of resistant strains, several clinical guidelines were published in 2012, 2015 and 2016 which
recommended dual therapy with ceftriaxone 250-500 mg intramuscularly as a single dose
plus azithromycin 1-2 g as single oral dose [5-7]. However, high rates of azithromycin
resistance were reported [8] and the failure of dual therapy was observed in a number of
studies [9-12].

In response to this emergent public concern, action plans to detect and prevent the emer-
gence and spread of antimicrobial resistance (AMR) in N. gonorrhoeae have been recom-
mended by both the WHO [13,14] and the European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) [15]. In this way, monitoring of strain populations by molecular techniques
and determination of antimicrobial susceptibility of N. gonorrhoeae isolates became impera-
tive, as well as gathering of data on clinical and social risk factors associated with AMR in
order to identify at-risk patient groups and provide evidence-based data for the implementa-
tion of public health control programmes [16].

With the aim of further elucidating gonococcal AMR-risk factors, we carried out a retro-
spective analysis of the molecular epidemiology and antimicrobial susceptibility of N. gonor-
rhoeae isolates obtained from patients attending an STI reference clinic in Madrid (Spain)
over a 4-month period in 2016, and potential links with socio-demographic, behavioural
and clinical factors of the patients.

Downloaded from https://www.cambridge.org/core. IP address: 84.76.179.223, on 24 Sep 2019 at 10:00:34, subject to the Cambridge Core terms of use, available at
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237



Anexos

Material and methods
Patients and sample collection

This was a retrospective study among patients attending the STI
outpatient clinic Centro Sanitario Sandoval, in Madrid. This cen-
tre works as a walk-in clinic and offers free and anonymous ser-
vices to more than 30000 patients/year. A total of 360 patient
samples, positive for N. gonorrhoeae by PCR, between July and
October 2016 were collected; 211 of these were also culture posi-
tive. A randomly selected panel of 104 N. gonorrhoeae isolates
(cervix (n=8), pharynx (n=19), rectum (n=35) and urethra
(n =42)) from 94 patients were included in the study.

Data on patient socio-demographic, behavioural and clinical
factors were collected from standardised questionnaires and clin-
ical histories.

The study was approved by the Ethics Committee of University
Hospital La Princesa, in Madrid, Spain (reference number 2923*).

Bacterial strains

All samples were cultured on Thayer-Martin medium and incu-
bated for 48 h at 35-37°C in a 5% CO, atmosphere. N. gonor-
rhoeae isolates were identified by colony morphology, Gram
staining, the oxidase test, biochemical tests (API NI;
bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) and PCR (RealTime CT/NG;
Abbot, Des Plaines, 1L, USA). Isolates were stored at —80 °C in
trypticase soy broth with 10% glycerol and transported to the ref-
erence laboratory at the National Centre for Microbiology (Institute
of Health Carlos 111, Spain) for antimicrobial susceptibility testing,
serotyping and molecular characterisation.

Antimicrobial susceptibility testing

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of penicillin,
ceftriaxone, cefixime, azithromycin, ciprofloxacin, tetracycline,
gentamicin and  spectinomycin  were determined by E-test
(bioMérieux) on GC agar base supplemented with 1% IsoVitalex,
according to the manufacturer’s instructions. MIC (mg/l) values
were interpreted according to the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2016 breakpoints [17,
18]. All isolates were tested for penicillinase production using
nitrocefin solution (Oxoid, Hampshire, UK). The ATCC N. gonor-
rhoeae strain 49 226 was used as an internal control.

Serotyping and molecular characterisation

All isolates were serotyped with Phadebact” Monoclonal GC Test
(MKL Diagnostics, Sollentuna, Sweden) and characterised by the
N. gonorrhoeae multi-antigen sequence typing (NG-MAST) sys-
tem as previously described [19].

NG-MAST genogroups were defined by clusters of tightly asso-
ciated sequence types (STs) that shared one of the two alleles with
the other showing >99% similarity (<5 bp difference for porB and
<4 bp for thpB). Genogroups were designated G followed by the
predominant ST within each group [20] or by using the lowest fre-
quent ST when the genogroup had the same proportion of STs. For
analysis of genogroups, the porB and thpB sequences were conca-
tamerised and their similarities determined using the maximum
likelihood test. The tree was inferred using the Neighbor-Joining
method by the Molecular Evolutionary Genetics Analysis version
7 (MEGA?7) software [21].

M. D. Guerrero-Torres et al.

Statistical analysis

Categorical data were compared using z2 Fisher exact or
McNemar test, and continuous variables with Mann-Whitney
U test. Determinants associated with AMR and/or decreased sus-
ceptibility (DS) were assessed by logistic regression analyses.
Multivariable analysis was performed including all determinants
associated in the univariable analysis (P <0.1) and using back-
ward selection. Statistical analysis was performed with SPSS statis-
tics v23.0 and significance was set at P < 0.05.

Results

A total of 211 N. gonorrhoeae isolates were collected in the study
period; from these, a randomly selected panel of 104 isolates
from 94 patients was studied further. Nine patients had N.
gonorrhoeae-positive cultures in two anatomical sites (four phar-
ynx and rectum, three pharynx and cervix, two pharynx and
urethra), and one patient had two different episodes of gonorrhoea.

Clinical and epidemiological data

The demographic and behavioural characteristics of the 94 study
patients are summarised in Table 1. The median age was 30.5
years, 84 were male, 71 of which had sex with men (MSM) and
56 were of Spanish origin. The majority (61) reported being rec-
reational drug users. The most commonly used drugs were: alco-
hol (excessive consumption 54.3%), poppers (25.5%), cannabis
(18.1%), cocaine (16.0%) and y-hydroxybutyric acid (14.9%);
other narcotics accounted for <10% of users.

Gonococcal infections were symptomatic in all 42 patients pre-
senting with urethral infections (Table 2); symptomatic rates for
other infection sites were 40% of rectal, 37.5% of cervical and
one of 19 patients with pharyngeal infection. Positive samples
from asymptomatic patients were predominantly recovered from
extragenital sites (70.4%) (P <0.01).

Only half of the patients (53.7%) received the recommended
dual therapy (ceftriaxone plus azithromycin), while the remaining
half were treated only with ceftriaxone (40%) or azithromycin
(2%), or did not receive any treatment (2%).

The therapeutic cure rate was 35.6% of cases with a median of
51 days (range: 8-117). Of these, five cases were N. gonorrhoeae
PCR-positive (median 85 days, range: 50-91), but only in one
of them, the strain proved to be of a different ST different from
the primary isolate.

Twenty per cent of patients presented with gonococcal infec-
tions in more than one body site with rectal and pharyngeal infec-
tions being the most frequent combination. Only 28 isolates from
these patients could be included in the study; in five cases, the iso-
lates were not stored, and in seven cases, although positives by
PCR, an isolate could not be obtained. Thirty-two patients were
co-infected with human immunodeficiency virus (HIV), all of
them males (P=0.047). Other different HIV and gonorrhoea
STIs were also presented in 23 of the total patients, half of
them (13) co-infected with Chlamydia trachomatis (Table 2).

Antimicrobial susceptibility

The antimicrobial susceptibility of isolates is summarised in Table 3.
All penicillin-resistant isolates (n = 16) were positive for S-lactamase
production. According to CLSI breakpoints, no resistance to ceftri-
axone or cefixime was detected. However, three isolates showed

Downloaded from https://www.cambridge.org/core. IP address: 84.76.179.223, on 24 Sep 2019 at 10:00:34, subject to the Cambridge Core terms of use, available at
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Table 1. Demographic and behavioural characteristics of the study population

Epidemiological characteristics (n=94)

Gender, n (%)

Male 84 (89.4)
Female 10 (10.6)
Median age, years (range) 30.5 (18-51)
Age group, n (%)
18-28 39 (41.5)
29-39 31 (33.0)
40-51 24 (25.5)
Origin, n (%)
European 64 (68.1)
Latin American 23 (24.5)
American 2 (2.1)
Asian 5 (5.3)
Education Level, n (%)
Elementary 3(3.2)
Secondary 14 (14.9)
Higher 35 (37.2)
Unknown 42 (44.7)
Sexual behaviour, n (%)
MSM 71 (75.5)
Heterosexual 20 (21.3)
Bisexual 3(3.2)
Sex workers, n (%)
Yes 9 (9.6)
No 85 (90.4)
Toxic habits
IDU, n (%)
Yes 2 (2.1)
No 92 (97.9)
Recreational drug users, n (%)
Yes 61 (64.9)
No 20 (21.3)
Unknown 13 (13.8)
Sex partners in the previous year, n (%)
<5 32 (34.0)
6-10 12 (12.8)
11-20 14 (14.9)
21-30 2(21)
31-40 6 (6.4)
41-50 4(43)
>50 12 (12.8)
Unknown 12 (12.8)

N, number; MSM, men who have sex with men; IDU, injecting drug users.

cefixime MICs of 0.19 mg/l which is slightly above the EUCAST
resistant breakpoint of >0.125 mg/l. Likewise, all isolates were sus-
ceptible to spectinomycin but one showed intermediate susceptibility
(MIC =48 mg/l) by CLSL Only two isolates showed azithromycin
resistance (MIC = 1.5 and 2 mg/l), and six were classified as inter-
mediate susceptible (MIC range = 0.38-0.5 mg/l).

A high rate of resistance to ciprofloxacin (42.3%/40.4%;
EUCAST/CLS], respectively) was recorded, whereas resistance to
tetracycline was relatively uncommon. Gentamicin MICs ranged
between 0.5 and 8 mg/l, distributed as a unimodal curve (data not
shown); the MICs5y and MICqy were 3 and 4 mg/l, respectively.
Only five isolates were susceptible to all antimicrobials tested.
Overall, most isolates showed resistance to a single antimicrobial,
mostly to ciprofloxacin (25.0% and 30.8% EUCAST/CLSI), and gen-
erally expressed intermediate susceptibility to penicillin. Eighteen
isolates were resistant to two antimicrobials by EUCAST and 11 iso-
lates by CLSI, most of them showing resistance to penicillin and
ciprofloxacin (9.6%). Only one isolate was resistant to three antimi-
crobials (penicillin, tetracycline and ciprofloxacin) according to
EUCAST breakpoints. Notably, all cefixime-resistant isolates were
also resistant to ciprofloxacin and intermediate resistant to penicil-
lin. Of all antimicrobials tested, only for tetracycline were significant
differences evident between EUCAST and CLSI breakpoints criteria
(P<0.01).

Risk factors for antimicrobial resistance and/or decreased
susceptibility in MSM.

Since 78 of the 104 isolates originated from MSM, and sexual
orientation is highly correlated with many other variables, risk
factors analysis was only performed for MSM.

No resistance to ceftriaxone, cefixime or spectinomycin was
detected in any of the 78 isolates, and as the prevalence of other
AMR in our population was low, the analysis of risk factors was
focused on those individuals harbouring isolates clearly resistant
to penicillin and ciprofloxacin, and those isolates with DS to tetra-
cycline and azithromycin (Supplementary Tables S1-S3).

Only 15/78 (19.2%) isolates from this patient cohort were fully
resistant to penicillin. Nevertheless, univariable logistic regression
analysis showed a significant association (P < 0.05) between peni-
cillin resistance and the number of sexual partners in the previous
year. However, by multivariable analysis, none of the other risk
factors (number of sexual partners in the previous year, P=
0.04, and HIV status, P=0.08) was significantly associated with
penicillin resistance (Table 4). Likewise, none of the foregoing
risk factors proved to be significant for individuals harbouring
an isolate with DS to penicillin (Table S1).

By univariate analysis, significant associations (P <0.05) with
age, educational level, history of intravenous drug use, HIV status
and number of gonococcal-infected sites were observed for
MSM with ciprofloxacin-resistant isolates (28/78). However, only
HIV-positive patients remained significantly associated with such
resistance on multivariable regression analysis (adjusted odds
ratio (aOR) =5.415; 95% confidence interval (CI) 1.733-16.922;
P=0.015) (Table 4, Table S2).

Of the 78 MSM isolates, only three and two (EUCAST/CLSI
breakpoints, respectively) showed tetracycline resistance; and 10
(12.8%) and 37 (47.4%) isolates exhibited DS to this agent.
Educational level, other STI in the previous year and number of
gonococcal-infected sites were independent factors significantly
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Table 2. (Continued.)

Clinical characteristics

Anatomical site, n =104 (%) Perianal 3(32)
Urethra 42 (40.4) Primary syphilis 3(32)
Rectum 35 (33.7) Urethritis due to Ureaplasma urealyticum 1(L1)
Pharynx 19 (18.3) Other STl in the previous year, n=94 (%)

Cervix 8 (1.7) Unknown 1(11)

Symptomatology, n= 104 (%) Negative 59 (62.8)
Yes 60 (57.7) Positive 34 (36.2)
No 43 (41.3) Neisseria gonorrhoeae 238 (24.5)
Unknown 1(L0) Rectal 14 (14.9)

Treatment for gonorrhoea, n=95* (%) Pharyngeal 8 (8.5)
Ceftriaxone® + azithromycin® 51 (53.7) Urethral 6 (6.4)
Ceftriaxone® 40 (42.1) Chlamydia trachomatis 8 (8.5)
Azithromycin® 29 (2.1) Rectal 7 (7.4)
No treatment 2(21) Urethral 1(L1)

Test of cure, n=104 (%) LGV rectal 1(L1)
Yes 37 (35.6) Syphilis 14 (14.9)
No 67 (64.4) Primary 9 (9.6)

Co-infections Secondary 3(32)

Gonorrhoea in others sites, n=95" (%) Early latent syphilis 1(L1)
Negative 76 (80.0) LSUD 1(11)
Positive 19° (20.0) Condylomas 4(43)
Pharyngeal + rectal 9 (9.5) Genital 1(11)
Cervical + pharyngeal 5(5.3) Perianal 3(32)
Urethral + rectal 2(21) Urethritis due to Mycoplasma hominis 1(11)
Urethral + pharyngeal + rectal 2(21) Urethritis due to Ureaplasma urealyticum 3(3.2)
Urethral +pharyngeal 1(11) Genital herpes (VHS-2) 2 (21)

HIV status, n =94 (%) Molluscum contagiosum 1(L1)
Positive 32 (34.0) Pediculosis pubis 2 (21)
Negative 57 (60.6) N, number; HIV, human immunodeficiency virus; STI, sexually transmitted infections; LGV,

Lymphagranuloma venereum; LSUD, latent syphilis of unknown duration.
Unknown 5(53) 20ne patient had two episodes in the period of study.
bCeftriaxone 250 IM in a single dose.
. e
Other STI different from gonorrhoea, n =95 (%) “Azithromycin 1 g orally in a single dose.
Negative 72 (75.8) “Two p‘at'\em‘s received azithromycin asan empirical tregtmem before learning the aetiology
of the infection. Subsequently, they did not go to receive the correct treatment.
Positive 23 (24_2) “There were 19 patients with N. gonorrhoeae infection in several anatomical sites, 12 isolates
were not included in this study due to seven strains were only positive by PCR and the
Chlamydia trachomatis 12" (12.6) remaining five isolates could not be conserved.
fone patient had C. trachomatis in two localisations.
Rectal 7 (7.4) EFive patients had N. gonorrhoeae infection in several anatomical sites.
Pharyngeal 3(3.2)
Urethral 2(2.1) associated (P < 0.05) with the latter. Notably, age was also signifi-
Cervical 1(11) cantly associated with EUCAST breakpoint alone; tetracycline
= 5 (5.3) decreased susceptible isolates, by both breakpoint criteria, were sig-
nificantly associated in the adjusted analysis with having had an STI
Rectal 442 in the previous year (aOR =5.108/6.243; 95% CI 1.242-21.005/
Anal ulcer 1(11) 1.797-21.686; P=0.024/0.004 EUCAST/CLSI). The 29-39 age
Condylomas oS group was also .ﬂgmhczpmtlyj ass:)cmt:‘d with tetracycline DS
(EUCAST aOR=9.196; 95% CI 1.577-53.639; P=0.03); and two
Genital 3(32) gonorrhoea-infected sites with CLSI tetracycline (aOR = 27.589;
(Continued)  95%CI 2.865-265.686; P =0.016) (Table 4, Table S3).
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Table 3. Antimicrobial susceptibility of Neisseria gonorrhoeae isolates
EUCAST® cLsi®

Antimicrobial MIC range (mg/l) MICs, (mg/l) MICgo (mgfl) S (%) 1 (%) R (%) S (%) 1 (%) R (%)
Penicillin 0.012->32 0.25 8 4.8 79.8 €15.4 4.8 79.8 15.4°
Cefixime <0.016-0.19 <0.016 0.047 97.1 - 29 100 - -
Ceftriaxone <0.016-0.094 <0.016 0.047 100 = = 100 = =
Azithromycin 0.023-2 0.125 0.25 923 58 1.9 NA NA NA
Ciprofloxacin <0.002->32 0.004 16 ST - 423 oIk 19 40.4
Tetracycline 0.032-8 0.38 1 79.8 144 5.8 47.1 50.0 29
Spectinomycin 2-48 6 12 100 - - 99 1 -
Gentamicin 0.5-8 3 4 NA NA NA NA NA NA

MIC, minimum inhibitory concentration; MICs, and MICso, minimum inhibitory concentration of an antibiotic at which 50% and 90% of the isolates were inhibited, respectively; S,

susceptibility; I, intermediate susceptibility; R, resistance; NA, not applicable.

PEUCAST 2016 MIC breakpoints: penicillin: susceptible (S) < 0.06, resistant (R) > 1; ceftriaxone: § < 0.125, R > 0.125; cefixime: § < 0.125, R >0.125; azithromycin: § < 0.25, R> 0.5; ciprofloxacin: §

<0.03, R>0.06; tetracycline: $<0.5, R > 1; spectinomycin: S < 64, R>64.

PCLSI 2016 MIC breakpoints: penicillin: susceptible (S) < 0.06, resistant (R) = 2; ceftriaxone: S < 0.25; cefixime: S< 0.25; ciprofloxacin: S<0.06, R > 1; tetracycline: S<0.25, R>2;

spectinomycin: S < 32, R>128.
CAll penicillin-resistant isolates produced p-lactamase.

Age was the only independent factor significantly associated with
azithromycin decreased susceptible isolates (P =0.047) (Table S2).

Serotyping and molecular characterisation

All isolates were serotype IB. Although 51 different STs were
found by NG-MAST (Fig. 1), representing 42 and 28 different
porB and tbpB alleles, most of the isolates (74.0%) fell into 24
STs; the remaining 27 ST's each representing a single strain. The
most predominant STs were ST5441 (n=38), ST2318 (n=7),
ST12547 (n=6), ST2400 (n=5) and ST7638 (n=4). Sixteen
STs (ST14754, ST14757, ST14758, ST14759, ST14760, ST14761,
ST14762, ST14764, ST14765, ST14766, ST14767, ST14768,
ST14769, ST14770, ST14771 and ST15246), seven porB alleles
(8574, 8575, 8576, 8577, 8579, 8580 and 8581) and four tbpB
alleles (2466, 2467, 2468 and 2469) had not been previously
described.

Closely related ST's were clustered into 10 genogroups (Fig. 1)
encompassing 44 of the 104 isolates; the most frequent were
G2400 (three STs, ten strains) followed by G2992 (four STs, six
strains). There were four genogroups each comprising four iso-
lates, G4186 (two STs), G5445 (three STs), G5793 (two STs)
and G13467 (two STs). The less prevalent genogroups, each
with three isolates, were G1407 (three STs), G5444 (two STs),
G8517 (two STs) and G11461 (two STs).

STs 5441 and 14754 do not meet the requirements to be clas-
sified as a genogroup due to the fact that do not share either porB
or thpB alleles. However, these STs differ by <1%, i.e. only 2 bp in
porB alleles and 1 bp in tbpB alleles.

Cefixime-resistant strains belonged to ST13070, and the
azithromycin-resistant strains were characterised as ST8241 and
ST12415. The single ST1407 strain was resistant to ciprofloxacin,
showed DS to penicillin and tetracycline, but was ceftriaxone and
cefixime susceptible (MICs 0.094 and 0.047 mg/l, respectively).

The analysis of the more prevalent genogroups and STs,
accounting for approximately one-third of the isolates and indi-
vidual patients, is summarised in Table 5. There were no ditfer-
ences in gender, origin, anatomical site and age among the
patients harbouring the more prevalent genogroups and STs,

but G2400 was significantly associated with heterosexual subjects
(P<0.01). In this cohort, significant differences were found for
ciprofloxacin resistance in ST2318 (P=0.031), G2400 (P <0.01),
G2992 (P<0.01) and G5441 (P<0.01); for tetracycline in
S§T2318 (P <0.01) and for azithromycin in G2992 (P =0.023).

Discussion

A randomly selected sample of 104 N. gonorrheeae isolates recov-
ered from patients attending an STI outpatient clinic in Madrid
over a 4-month period in 2016 was investigated to determine
their antimicrobial susceptibility and molecular epidemiology,
and explore statistical associations of isolate characteristics with
socio-demographic, behavioural and clinical factors of patients.

We detected resistance to penicillin (15.4%), ciprofloxacin
(42.3%/40.4% EUCAST/CLSI criteria), tetracycline (5.8%/2.9%
EUCAST/CLSI), cefixime (2.5% EUCAST) and azithromycin
(1.9%). According to the 2015 European Gonococcal Antimicrobial
Surveillance Programme (Euro-GASP) [8], the observed rates
were similar to the European average, except for azithromycin
(7.1%), and to the overall average for Spain, except for ciprofloxa-
cin (65.3%). Contrary to our study, most of the Spanish strains
included in 2015 Euro-GASP were isolated from heterosexual
men (21.3% vs. 60%) in which the highest ciprofloxacin resistance
rate was found [8]. A significant association between heterosexual
men and ciprofloxacin resistance has been previously described in
other Spanish regions [22, 23], and this was confirmed in the pre-
sent study with ciprofloxacin resistance being highest in hetero-
sexual males (70%), but was half as frequent in MSM.

In our study, resistance to azithromycin was rare (1.9%), well
below the previously observed European average in 2015 (7.1%),
and lower than previously reported from Spain for 2009-2014
[8, 23, 24]. Azithromycin resistance in Spain averaged 3% in
2015, and showed a continued decline compared to previous
years [8], which was also found in our study sample.

If CLSI criteria are applied, all isolates tested were susceptible to
cefixime and ceftriaxone, whereas according to EUCAST criteria,
three strains (2.9%) were cefixime-resistant (MIC=0.19 mg/l).
Comparing with other Spanish regions, Serra-Pladevall et al. [25]
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Table 4. Epidemiological and clinical characteristics associated with gonococcal antimicrobial resistance and/or decreased susceptibility by logistic regression
analysis, in MSM (n=78)

Characteristics (n) N (%) OR (95% Cl) P a0oR (95% Cl) P

Penicillin (R) - EUCAST - CLSI

Sex partners in the previous year

<5 (26) 5(19.2) 1 0.044 Excluded NA
6-10 (12) 1(83) 0.382 (0.040-3.687) Excluded
11-20 (10) 4 (40.0) 2.8 (0.567-13.833) Excluded
21-30 (2) 2 (100) 0.68E+ 10 Excluded
31-40 (5) 0 NA Excluded
41-50 (5) 1 (20.0) 1.050 (0.095-11.558) Excluded
>50 (13) 2 (15.4) 0.764 (0.127-4.596) Excluded
Unknown (5) 0 NA Excluded

Ciprofloxacin (R) - EUCAST - CLS/

Age group
18-28 (31) 6 (19.4) 1 0.024 1 0.059
29-39 (24) 13 (54.2) 4.924 (1.484-16.340) 4.607 (1.245-17.044)
40-51 (23) 9 (39.1) 2.679 (0.789-9.098) 1.436 (0.367-5.613)

Educational level

Elementary (3) 3 (100) 0.89E+ 10 0.031 Excluded NA
Secondary (13) 2 (15.4) 1 Excluded
Higher (35) 13 (37.1) 3.250 (0.621-17.013) Excluded
Unknown (27) 10 (37.0) 3.235 (0.593-17.658) Excluded

IDU
No (76) 26 (34.2) 1 0.041 Excluded NA
Yes (2) 2 (100) 0.31E+10 Excluded

HIV status
— (40) 7 (17.5) 1 0 1 0.015
+(35) 18 (51.4) 4.992 (1.745-14.278) 5.415 (1.733-16.922)
Unknown (3) 3 (100) 0.76E+ 10 0.77E+ 10

Number of anatomical sites with gonorrhoeae

1 (64) 24 (37.5) 1 0.042 Excluded NA
2(12) 2 (16.7) 0.333 (0.067-1.652) Excluded
3(2) 2 (100) 0.27E+10 Excluded

Tetracycline (I +R) - EUCAST

Age group
18-28 (31) 2 (6.5) 1 0.029 1 0.030
29-39 (24) 8(33.3) 7.250 (1.371-38.335) 9.196 (1.577-53.639)
40-51 (23) 3 (13.0) 2.175 (0.333-14.221) 2.161 (0.313-14.939)

Educational level

Elementary (3) 3 (100) 0.89E+ 10 0.005 Excluded NA
Secondary (13) 2 (15.4) 1 Excluded
Higher (35) 3 (8.6) 0.516 (0.076-3.502) Excluded
Unknown (27) 5 (18.5) 1.250 (0.208-7.505) Excluded

Other STI in the previous year

(Continued)
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Table 4. (Continued.)

Characteristics (n) N (%) OR (95% CI) P aOR (95% CI) P
No (46) 4 (8.7) 1 0.020 1 0.024
Yes (31) 9 (29.0) 4.295 (1.187-15.539) 5.108 (1.242-21.005)

Unknown (1) 0 NA NA

Number of anatomical sites with gonorrhoeae
1 (64) 11 (17.2) 1 0.003 Excluded NA
2 (12) 0 NA Excluded
3(2) 2 (100) 0.78E + 10 Excluded

Tetracycline (1 +R) - CLSI

Educational level
Elementary (3) 3 (100) 0.05E + 10 0.009 0.01E +10 0.031
Secondary (13) 10 (76.9) 1 1
Higher (35) 12 (34.3) 0.323 (0.072-1.440) 0.071 (0.012-0.405)

Unknown (27) 14 (51.9) 0.157 (0.036-0.679) 0.158 (0.028-0.897)

Other STI in the previous year
No (46) 19 (41.3) 1 0.045 1 0.004
Yes (31) 20 (64.5) 2.584 (1.008-6.622) 6.243 (1.797-21.686)

Unknown (1) 0 NA NA

Number of anatomical sites with gonorrhoeae
1 (64) 26 (40.63) 1 0.001 1 0.016
2 (12) 11 (91.7) 16.077 (1.955-132.211) 27.589 (2.865-265.686)

3(2) 2 (100) 0.24E + 10 6243

n, number of N. gonorrhoeae strains isolated from MSM; MIC, minimum inhibitory concentration; Penicillin (R) - EUCAST - CLSI, penicillin resistance (MIC > 1 mg/|) according to EUCAST and
CLSI breakpoints; Ciprofloxacin (R) - EUCAST - CLSI, ciprofloxacin resistance (MIC >0.06 mg/|) according to EUCAST and CLSI breakpoints; Tetracycline (I +R) - EUCAST, tetracycline decreased
susceptibility (MIC> 0.5 mg/l) according to EUCAST breakpoints; Tetracycline (I +R) - CLS, tetracycline decreased susceptibility (MIC>0.25 mg/|) according to CLSI breakpoints; N, number of

penicillin-resistant strain

ip in-resistant strains/tetracycline decreased susceptible isolates; OR, odds ratio; Cl, confident interval; aOR, adjusted OR; NA, not applicable; Excluded,

variable excluded by backward method in logistic regression analysis. P <0.05 are shown in bold.

reported a cefixime resistance rate of 8.2% among gonococcal iso-
lates during 2013 in Barcelona and 0.6% resistance to ceftriaxone.
Likewise, Cobo ef al. found the rates of cefixime and ceftriaxone
resistance were 6.1% and 4.6%, respectively, in 65 isolates collected
during 2012-2014 in southern Spain [24]. In this sense, as is
observed in our study, the resistance to extended spectrum cepha-
losporins appears to have been decreasing in recent years. Indeed,
the 2015 Euro-GASP report [8] gave an average of 2.4% in Spain
with no resistance to ceftriaxone.

Even though there remain some differences between EUCAST
and CLSI criteria [17, 18], we only found significant differences
between tetracycline resistance rates (P <0.01), thus confirming
efforts to harmonise the clinical breakpoints.

European guidelines recommend the use of dual therapy with
ceftriaxone and azithromycin for uncomplicated gonorrhoea [5]
in order to improve therapeutic efficacy and slow the emergence
of resistance to cephalosporins. Moreover, the use of dual therapy
is justified by the high number of people co-infected with gonor-
rhoea and chlamydia [13], although rates of azithromycin resist-
ance above 5% of threshold in C. trachomatis and Mycoplasma
genitalium infections have been observed in some studies
[26-28]. According to our data, neither cephalosporins nor azith-
romycin reaches a resistance threshold of 5% in our specific popu-
lation, so, perhaps dual therapy should not be recommended for
uncomplicated gonorrhoea infections in order to prevent the

emergence of increased resistance to azithromycin in other bac-
terial STIs.

Most of the patients (95.7%) were administered ceftriaxone with
or without azithromycin as treatment, two patients were treated
only with azithromycin and treatment was unknown for the
remaining two. Clinical cure was achieved in over a third of
patients although five cases again became culture-positive; however,
in the latter cases, test of cure was performed over a range of 60—
120 days, so these most likely represent reinfections rather than
treatment failures. Test of cure is recommended in all gonorrhoea
cages to ensure effective eradication, especially for pharyngeal infec-
tion which is substantially harder to treat than genital and rectal
infections, and identify emerging resistance [5, 6].

Some guidelines recommend the use of gentamicin when treat-
ment failures with cephalosporins are suspected [5, 6].
Gentamicin was first introduced for syndromic management of
urethritis in Malawi in 1993, and there has been no reported
increase in the number of therapeutic failures [29]. Moreover, a
clinical trial showed that gentamicin was no clinically worse
than ceftriaxone for gonorrhoea treatment [30] and a microbio-
logical cure was achieved for all patients who received gentamicin
240 mg intramuscularly plus azithromycin 2g orally [31].
Although there are no official clinical breakpoints for gentamicin,
high rates of in vitro susceptibility have been shown in Europe
[32]. According to the Malawi established breakpoints [33],
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Table 5. Epidemiological and clinical characteristics of the more prevalent genogroups and STs

62400 (n=10) ST5441 (n=8) ST2318 (n=7) ST12547 (n=6) 62992 (n=6)
ST2992 (n=3)
ST2400 (n=5) ST5119 (n=1)
ST9184 (n=3) ST14761 (n=1)
NG-MAST ST (n) ST11800 (n=2) ST5441 (n=8) ST2318 (n=7) ST12547 (n=6) ST14771 (n=1)
Penicillin Intermediate Intermediate Intermediate Intermediate Intermediate
Ceftriaxone Susceptibility Susceptibility Susceptibility Susceptibility Susceptibility
Cefixime Susceptibility Susceptibility Susceptibility Susceptibility Susceptibility
Tetracycline Variable® Susceptibility Variable® Susceptibility Susceptibility
Ciprofloxacin Resistance Susceptibility Resistance Resistance Susceptibility
Azithromycin Susceptibility Susceptibility Susceptibility Susceptibility Variable®
Spectinomycin Susceptibility Susceptibility Susceptibility Susceptibility Susceptibility
Genital infection (%) 70 62.5 28.6 83.3 50
Subjects (n) 8 8 6 6 5
Median age, years (range) 335 (22-46) 35.5 (19-50) 32.5 (19-49) 37.5 (22-44) 38 (23-49)
Males (%) 75 100 100 100 80
Homosexual (%) 25 87.5 833 833 60
European (%) 75 62.5 33.3 83.3 60
HIV+ (%) 0 25 50 50 20

N, number. Antimicrobial susceptibility values were interpreted in accordance with EUCAST. Parameters in which significant differences were found are shown in bold.

“Variable: 60% (n=#6) susceptibility, 30% (n =3) intermediate and 10% (n =1) resistance.
“Variable: 14.3% (n=1) susceptibility, 71.4% (n =5) intermediate and 14.3% (n=1) resistance.
“Variable: 66.7% (n =4) susceptibility and 33.3% (n=2) intermediate.

none of the isolates studied here showed gentamicin resistance
(MIC > 32 mg/l); the great majority (95.2%) were gentamicin sus-
ceptible (MIC <4 mg/l), and only five isolates were classed as
intermediate susceptible (MIC = 6 mg/l, 4; and MIC = 8 mg/l).

As in other countries such as Germany and the UK, no
spectinomycin-resistant isolates [34, 35] were found. This anti-
microbial is not available in many countries so its limited use
might explain the lack of resistance. Overall, with the exception
of ciprofloxacin, relatively low AMR was evident in our popula-
tion. Nevertheless, continuous antimicrobial surveillance is neces-
sary to monitor the prevalence and distribution of changes in
resistance in order to provide quality data for appropriate local
treatment guidelines.

Despite the genetic diversity (51 STs) of N. gonorrhoeae strains
in our study population, just over half of them represented single
strains. Most (74%) fell in to 24 different STs, which were clus-
tered in 10 genogroups, with G2400 and G2992 being the most
predominant. Contrary to our results, a statistically significant
relationship between the latter genogroups and MSM has been
previously reported [20, 22]. Although three-quarters of our iso-
lates were recovered from MSM, we found a statistically signifi-
cant relationship between G2400 and heterosexual patients,
while G2992 seemed arbitrarily distributed between MSM and het-
erosexual subjects. It is also noteworthy that G1407, the most
prevalent genogroup seen in the previous studies [20, 22, 24],
was one of the less prevalent genogroups found here and repre-
sented only by three strains. G1407, which is widely disseminated,
has been associated with cefixime and ceftriaxone resistance [3, 20,
36], and specifically with cephalosporin treatment failures inter-
nationally [3]. An increase in the testing of extragenital samples

combined with appropriate dual therapy (ceftriaxone + azithro-
mycin) may have contributed to reducing the G1407 reservoir
in our region. Despite the relatively small size of our study dataset
which might not be representative of the general STI population,
our data do showa difference to previously reported epidemiology
in that the four most prevalent clones (G2400, ST5441, ST2318
and §T12547) were poorly represented in the last Euro-GASP sur-
vey at both a European and Spanish level [20]. We observed a
decrease in the prevalence of G1407, and an increase in ST5441
and ST2318. Since 71.4% and 37.5% of the ST2318 and ST5441
strains, respectively, were isolated from extragenital samples,
these STs could have occupied the G1407 ecological niche.
These findings emphasise the need for continuous monitoring
of gonococcal strain populations to identify temporal changes
and expansion of new clones.

Identification of gonococcal transmission networks, as well as
those individuals with a higher risk for acquiring AMR N. gonor-
rhoeae, is needed to focus on treatments and underpin public
health intervention strategies. Our study sample was mainly
derived from young people (18-28 years) and who were MSM.
It is also notable that one-third of the subjects had a higher
level of education. In accordance with the previous studies [8,
23-25, 37], in which MSM is generally identified as an increased
vulnerable population for both STT and HIV infections, the high-
est gonococcal positivity rate was for males (89.4%), and particu-
larly from MSM (75.5%). Moreover, significant proportions of
our MSM patients were HIV-positive (45.1%), also presented
with STI other than gonorrhoea (32.4%), and had had another
STI in the previous year (40.8%). Since MSM were predominant,
and sexual orientation is highly correlated with many other
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variables, we analysed the risk factors for AMR and decreased sus-
ceptible isolates from MSM. There was a significant association
between HIV-positive MSM and carriage of a ciprofloxacin-
resistant gonococcal strain. In a previous study in the
Netherlands [38], it was observed that infection with N. gonor-
rhoeae  resistant to ciprofloxacin  was more likely in
HIV-positive men than in HIV-negative men, although this was
not confirmed by multivariable analysis. However, they did not
specifically analyse the MSM population, as performed here. We
also found a significant association between age and being carriers
of decreased susceptible isolates to azithromycin in MSM, in
agreement with the previous studies reporting this significant
association with any AMR strain [19, 37, 39].

The relatively low number of patients in this cohort, which was
conducted at one STI clinic, and the over-representation of MSM,
are the main limitations of our study, and thus may not be a rep-
resentative sample of the general population.

In conclusion, we found a decrease in the rate of AMR gonococ-
cal isolates which contrasts with some previously reported studies
and confirmed the validity of both EUCAST and CLSI breakpoints
for the classification of resistance phenotypes. The widely dissemi-
nated multi-drug resistant genogroup, G1407, was quite rare, while
more susceptible clones such as ST5441, associated with suscepti-
bility to all antimicrobials tested, and ST2318, associated with
extragenital locations, were the most prevalent. Continuous
molecular and antimicrobial surveillance programmes are neces-
sary to detect population changes and to provide quality data to
support treatment guidelines.

Supplementary material. The supplementary material for this article can
be found at https:/doi.org/10.1017/8095026881900150X.
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Carta cientifica

¢Es la fosfomicina una buena alternativa )
terapéutica para la gonorrea en nuestro medio? =

Is fosfomycin a good alternative drug for gonorrhoea treatment
in our setting?

El27 defebrero de 2017 laOMS publicé lalista de los 10 microor-
ganismos resistentes a los antibiéticos prioritarios en la blisqueda
de soluciones terapéuticas!. Neisseria gonorrhoeae resistente a las
cefalosporinas y quinolonas es uno de ellos. Aunque las tasas de
resistencia de N. gonorrhoeae a ceftriaxona siguen siendo muy bajas
en Europa?, en el articulo de Fuertes de Vega et al. un 9,1% de cepas
de gonococo aisladas de un hospital de tercer nivel en Barcelona
fueron resistentes a cefotaxima, y un 17,3% resistentes/intermedias
a azitromicina®. La creciente resistencia a los antibiéticos disponi-
bles, unido al retraso en el desarrollo y comercializacién de nuevos
antibidticos activos, han despertado el interés por la reintroduccién
de «viejos» antibiéticos como la fosfomicina.

Hemos  estudiado la  sensibilidad a  fosfomicina
de cepas de gonococo aisladas en pacientes de 5 comarcas de
la provincia de Barcelona: Anoia, Alt Penedés, Garraf, Baix Llo-
bregat y Barcelonés. Se han incluido prospectivamente las cepas
aisladas en frotis uretral (96), vaginal (3), endocervical (2), balano-
prepucial (1) y semen (1) desde enero de 2017 hasta marzo de
2018. La tincién de Gram demostré la presencia de diplococos
Gram negativos en 100/101 de muestras con tincién realizada. Para
el aislamiento de gonococo las muestras se sembraron en medios
de agar chocolate y agar Thayer-Martin (bioMérieux). La identifi-
cacion de N. gonorrhoeae se ha realizado mediante MALDI-ToF-MS.
Para el estudio de sensibilidad mediante tiras de gradiente (E-test)
se ha usado el medio CG II agar (Becton Dickinson), ajustando el
inoculo a una turbidez equivalente al 0,5 de la escala de MacFar-
land en suero fisiolégico. Las placas se han incubado a 35°C, en
atmosfera con 5-7% de CO, durante 20-24 horas antes de realizar la
lectura. Los resultados se interpretaron de acuerdo con los puntos
de corte de European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST), Versién 8.1, 2018-05-15, para enterobacterias.
Ningtn aislamiento presenté resistencia a ceftriaxona, pero si al
resto de antibidticos testados (tabla 1). La deteccién molecular
de Chlamydia trachomatis y N. gonorrhoeae se ha realizado en
48 pacientes con cultivo positivo, siendo positiva para gonococo
en todos los casos, resaltando una excelente sensibilidad del
método molecular comparado con el cultivo. La coinfeccién con
C. trachomatis se ha detectado en 11/48 casos (22,9%). El elevado
porcentaje de coinfecciones con clamidia confirma la necesidad de
anadir el segundo antibidtico al tratamiento con fosfomicina en el
caso de sospecha de uretritis gonocécica.

A lo largo del tiempo N. gonorrhoeae ha ido adquiriendo resis-
tencias a los principales antibiéticos empleados?. Actualmente el
tratamiento recomendado es la combinacién de ceftriaxona con
azitromicina®. La aparicién de cepas resistentes a las cefalosporinas
de tercera generacion, o incluso a la combinacién de 2 firma-
cos, ha despertado las alertas sobre encontrarnos ante casos de
gonorrea intratable. La fosfomicina utilizada en el pasado como una

Tabla1
Sensibilidad antibiética en N. gonorrhoeae

% (n.°) de cepas % (n.”) de cepas % (n.°) de cepas

sensibles intermedias resistentes
Penicilina 11.6(12) 67 (69) 214(22)
Ceftriaxona 100(103) - -
Ciprofloxacino 35(36) - 65(67)
Tetraciclina 62,1(64) 15,6 (16) 223(23)
Fosfomicina 94,2% (97) 5.8 (6)

2 CMI =32 mg/l (punto de corte de EUCAST para enterobacterias).
b CMI>32 mg/l.

alternativa para el tratamiento® permite mejor biodisponibilidad
del farmaco con sus formulaciones actuales. En su estudio Yuan
et al. demostraron la no-inferioridad entre la pauta de fosfomicina
trometamol 3 g diarios en los dias 1,3 y 5 comparada con la pauta de
ceftriaxona més azitromicina’. La mayoria de las cepas en nuestro
estudio presentaron una CMI <32 pg/ml para la fosfomicina, punto
de corte de sensibilidad propuesto para otros microorganismos por
EUCAST. Si consideramos la sensibilidad segtin los puntos de corte
de Clinical and Laboratory Standards Institute (sensible <64 mg/l,
intermedio =128 mg/l y resistente > 256 mg/l), solo una cepa fue
resistente y una presenté una sensibilidad intermedia. A pesar de
su eficacia en monoterapia, es mas probable que fosfomicina se use
en tratamiento combinado. Barbee et al. han estudiado la combi-
nacion de cetriaxona con fosfomicina, y pese a no haber sinergia
se ha observado un indice de concentracién inhibitoria fraccionada
més bajo (0,96) comparado con otras combinaciones estudiadas®.
Otro estudio tampoco demostré sinergia de las combinaciones de
fosfomicina con azitromicina o ceftriaxona®. Asimismo, se necesi-
tan mas estudios para asegurar las concentraciones adecuadas de
fosfomicina en el foco de infeccién. Recientemente Wijma et al.
han demostrado una importante variabilidad en farmacocinética
de fosfomicina entre los voluntarios sanos, lo que podria explicar
fallos terapéuticos de tratamiento de ITU no complicada con el régi-
men recomendado de 3 g de fosfomicina oral en dosis tinica'®. Aun
asi, los datos disponibles posicionan a fosfomicina como una alter-
nativa terapéutica prometedora para los casos no complicados de
localizacién genital.
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