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“Lo unico constante es el cambio”

Heraclito de Efeso

"The thoughtless person playing with penicillin treatment is morally
responsible for the death of the man who succumbs to infection with the

)

penicillin-resistant organism.’

Alexander Fleming
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1.1. NEISSERIA GONORRHOEAE

1.1.1. Consideraciones iniciales

Las Infecciones de Transmision Sexual (ITS) constituyen un problema real de
salud publica a nivel mundial debido, fundamentalmente, a la alta prevalencia asi
como al aumento persistente de su incidencia en las Ultimas décadas. Las
complicaciones y secuelas que acarrean son especialmente graves si no se

diagnostican y tratan rapiday correctamente.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimo que, tan solo en el afio 2016,
se produjeron mas de 376 millonesde nuevas ITS, lo que supone que, cada dia, mas de
1 milléon de personas contraen una infeccion de transmisién sexual (1). Por este
motivo, en la 692 Asamblea Mundial de la Salud organizada por la OMS, se adoptaron
importantes estrategias mundiales aplicadas durante el periodo comprendido entre los

afios 2016 y 2021 con el objeto de controlary disminuir el conjunto de ITS (2).

Existen mas de 30 bacterias, virus y pardsitos que se transmiten por contacto
sexual, aunque tan solo 8 de estos patdgenos son causantes de la mayoria de las ITS
gue se reportan en el mundo. Asi pues, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Treponema pallidum y Trichomonas vaginalis producen infecciones curables (3),
mientras que el virus de la hepatitis B (VHB), el virus del herpes simple (VHS), el virus
de lainmunodeficienciahumana(VIH) y el virus del papiloma humano (VPH), producen

infecciones que, a dia de hoy, se consideran incurables.

En el caso concreto de la gonorrea, esta supone la segunda ITS de etiologia
bacteriana mas prevalente, estimandose en 86 millones los nuevos contagios
producidos en el afio 2016 (4) frente a los 78 millones reportados por la OMS en el afio
2012 (5), confirmandose asi el persistente y alarmante aumento de su incidencia en
todo el mundo. Dichas cifras, en adicién, pueden estar infraestimadas debido al
desconocimiento del numero real de personas infectadas que permanecen

asintomadticas, las cuales contribuyen a la continua diseminacidon de la infeccidn
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gonocdcica. Tan solo en Estados unidos, en el afio 2017 se produjeron 555.608 nuevos
casos de infecciones por Neisseria gonorrhoeae, dato que supone un incremento del

18,6% respecto al afio 2016, y un aumento del 75,2% respecto al ailo 2009 (6).

Neisseria gonorrhoeae posee unas caracteristicas innatas que le han permitido
desarrollar, a lo largo de la historia, resistencia a todos los antimicrobianos utilizados
para combatir su infeccién (7). En este sentido, en los ultimos afios se han
documentado fracasos terapéuticos a los antibiéticos considerados hasta el momento
de “primera linea”, las cefalosporinas de amplio espectro de accién (ESC), como son la
ceftriaxonay la cefixima (8)(9)(10)(11). Este hecho es sintoma inequivoco de que estan

apareciendo cepas circulantes de Neisseria gonorrhoeae resistentes a las mismas.

Por esta razdn, las sociedades americana (12), europea (13) e inglesa (14) entre
otras, recomiendan en sus guias actualizadas para el tratamiento empirico de la
infeccion gonocécica la utilizacién de una terapia combinada, basada en una
cefalosporina de tercera generacion (C3G), cefixima o ceftriaxona, junto con un
macrélido de segunda generacidn, la azitromicina. Ello esdebido a que la asociaciéon de
farmacos con diferente mecanismo de accién es considerada una estrategia eficaz en

la erradicacion de microorganismos altamente resistentes.

No obstante, y de forma similar a lo ocurrido en el pasado, en el afio 2018 se
detectaron los primeros fracasos terapéuticos a dicha terapia combinada limitando,
cada vez mas, el arsenal terapéutico del que disponemos en la actualidad para
combatir el gonococo (15)(16)(17). Asi pues, esta terapia dual podria no ser efectiva en
un futuro no muy lejano, convirtiendo al agente causal de la gonorrea en un
microorganismo polifarmacorresistente y pasando a considerarse la gonococia, por

tanto, unainfeccion incurable.

En adicidn, el abuso en la utilizacién de antibidticos tanto en animales como en
humanos favorece la disminucién de la eficacia del régimen actual establecido. En el
caso concreto de Espafia, y a pesar de los esfuerzosrealizados en los Ultimos afos para
la disminucién del consumo de antimicrobianos, este sigue siendo uno de los paises

occidentales que mas antibidticos consume en todo el mundo (18). Por otro lado, el
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hecho de que dicho tratamiento combinado no siempre esta disponible en los paises
en vias de desarrollo, donde |la gonorrea tiene una mayor prevalencia y los recursos
para la educacion y vigilancia epidemioldgica de las ITS son escasos, condiciona

también el desarrollo de las temidas resistencias antibidticas.

El surgimiento de cepas multirresistentes (MDR) de Neisseria gonorrhoeae,
actualmente catalogada como “superbacteria”, conllevara la aparicion cada vez mas
frecuente de nuevos fracasos terapéuticos. Este escenario, sumado a la ausencia de
vacunas efectivas, nos obliga a buscar métodos de diagndstico fiables y accesibles asi

como nuevos agentes y regimenes de tratamiento eficaces contra el gonococo,

proceso que requiere de un elevado coste econémico.

Por todo ello, es necesario establecer programas de control de la gonorrea con el
fin de poder monitorizar los patrones de sensibilidad antibidtica en diferentes areas
geograficas del mundo. Solo asi, serda posible mantener actualizadas las guias de

tratamiento en los diferentes lugares en funcidn de las cepas alli encontradas.

Estudiar los mecanismos fenotipicos y genotipicos de sensibilidad antibidtica es
por tanto una herramienta necesaria para combatir dicha infeccidn, anticiparse a la
generacion de aislados resistentes y determinar dianas terapéuticas que posibiliten

encontrar nuevos farmacos efectivos.

Los estudios de epidemiologia molecular nos proporcionaran informacién valiosa
para entender los mecanismos de transmision de N. gonorrhoeae asi como la
transferencia de dicho patdgeno entre la poblacion, hecho especialmente importante
en aquellas redes de alto riesgo. Todo ello con el objeto de establecer planes de

actuacion que nos permitan intervenir en la idiosincrasia de estos mecanismos y asi

evitar su diseminacién incontrolada.

Es por ello que, en el presente estudio, se pretende analizar los patrones de
sensibilidad antibiética de Neisseria gonorrhoeae, asi como caracterizar
molecularmente los aislados obtenidos en diferentes hospitales representativos de la

Comunidad Valenciana durante el periodo 2013 —2018.
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1.1.2. Historia de la enfermedad gonocécica

La gonorrea, enfermedad producida por N. gonorrhoeae, conocida también con
los nombres de "blenorragia", "purgaciones" o "gota militar", constituye una infecciéon
persistente desde inicios del siglo XIX, con incrementos y disminuciones periddicas en
su epidemiologia, considerandose en la actualidad una de las enfermedades
bacterianas mas prevalentes en los seres humanos. Esta entidad que data desde la

antigliedad, es hoy una de las ITS que afecta a mds personas cada afio a nivel mundial.

La gonorrea fue estudiada ya en tiempos de Galeno (siglo Il a.C.), quien la
denomind con las palabras griegas gonor (“semen”) y rhoia (“flujo”), para sugerir que
la enfermedad estaba relacionada con el flujo de semen. También se encontraron
referencias a esta infeccidén en el Antiguo Testamento y en historias escritas de varias

culturas. Aunque fue reconocida como ITS en el siglo XllI, la gonorrea no se distinguid

de lasifilis hasta mediados del siglo XIX.

En 1897, Albert Neisser, médico y bacteriélogo de la Universidad de Breslau,
Alemania, observd por primera vez Neisseria gonorrhoeae, el agente etiolédgico de la
gonorrea, en exudados purulentos del aparato genital y de la conjuntiva. El aislamiento
previo del microorganismo, la inoculacién en voluntarios humanos y su reaislamiento
por Bumm en el afio 1885, permitieron establecer la relaciéon causal entre el

microorganismo y la enfermedad.

1.1.3. Taxonomia

La clasificacion taxondmicade Neisseria gonorrhoeae ha variado desde que fuera

publicada por primera vez en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology en 1984

(19).
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Actualmente, Neisseria gonorrhoeae se ubica en el Dominio: Bacteria; Filo:
Proteobacteria; Clase: Beta Proteobacteria; Orden: Neisseriales; Familia: Neisseriaceae;

Género: Neisseria; Especie: Neisseria gonorrhoeae (20).

Tres géneros con relevancia médica se hallan en la familia Neisseriaceae:
Neisseria, Eikenella y Kingella. Los restantes géneros incluidos en esta familia raravez

originan enfermedad en el ser humano.

El género Neisseria engloba 28 especies, con 12 especies detectadas en el ser
humano, dos de las cuales, Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis, son
patdgenas estrictas del ser humano (21) tal y como se muestra en la Figura 1. Es por

ello que, la presencia de estas dos bacterias en una muestra clinica siempre se

considera significativa.

N. elongata _
N. lactamica
N. bacilliformis N. cinerea
N. gonorrhoeae
N. shayeganii
N. canis N. meningitidis
N. wadsworthi
N. weaveri

N. animaloris N. polysaccharea

N. zoodegmatis / N. bergeri

N. musculi N. dentiae N. subflava

N.iguanae N.animalis

N. mucosaand N.oralis
N. sicca

Human pathogens
Human commensals
Animal species

Figura 1. Arbol filogenético de las relaciones existentes dentro del género Neisseria (22).

1.1.4. Fisiologia y estructura

1.1.4.1. Caracteristicas microbiolégicas

Las especies de Neisseria son bacterias Gram negativas aerobias, normalmente
con forma cocoide (didametro comprendido entre 0,6 y 1 um), que se disponen en
parejas (diplococos) cuyos lados adyacentes se aplanan para adoptar una morfologia

semejante a la de un grano de café. Todas las especies son oxidasa positiva, y casi
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todas sintetizan catalasa, enzima que degrada el perdxido de hidrégeno (H,0;) en
oxigeno (0,), propiedades que, junto a la morfologia en la tincién de Gram, hacen

posible la identificacion rdpida ante la sospecha de su presencia en una muestra

clinica.

Neisseria gonorrhoeae es un microorganismo aerobio o anaerobio facultativo,
inmovil, no capsulado y que no produce esporas. Entre otras caracteristicas referentes
al metabolismo de los hidratos de carbono cabe destacar que dicha bacteria produce
acido tras la oxidacién de la glucosa, a diferencia de levaduras y bacterias anaerobias
qgue lo hacen por fermentacion. Otros carbohidratos no son oxidados por dicha
especie, por lo que dicho patréon de utilizacién de carbohidratos es util en la

diferenciacién de las cepas patégenas de otras especies de Neisseria.

Las especies no patdgenas de Neisseria crecen en agar sangre y agar nutriente
(medio general para bacterias sin requerimientos nutricionales exigentes) incubado a
una temperatura de 352C a 379C. Por el contrario, N. gonorrhoeae no crece en este
medio ya que posee unos requerimientos nutricionales complejos. Todas las cepas de
N. gonorrhoeae requieren cistinay una fuente de energia (como por ejemplo glucosa,
piruvato o lactato) y muchas cepas han de ser complementadas con medios
enriquecidos con aminodcidos, purinas, pirimidinas y vitaminas. También se afiade
almidoén soluble a dichos medios de cultivo con el fin de neutralizar el efecto toxico de

los acidos grasos.

Por tanto, N. gonorrhoeae no crece en el agar sangre, pero si lo hace en el agar
chocolate y otros medios de cultivo complementados. La temperatura éptima de
crecimiento oscila entre 352C y 379C, resultando dicho proceso complejo a
temperaturas inferiores. Una atmdsfera complementada con diéxido de carbono al 5%

es necesaria para el crecimiento de N. gonorrhoeae, o lo favorece.

Aunque la naturaleza exigente de este microorganismo hace dificil su

recuperaciéon de las muestras clinicas, su transmision por via sexual de una personaa

otra es extremadamente sencilla.
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1.1.4.2. Estructuras de superficie

Las siguientes estructuras estan relacionadas con la adherencia, la penetracién
tisular y celular, la citotoxicidad y la evasion del sistema inmunitario del hospedador

(23)(24).

Membrana externa

La conformacién de la pared celular de N. gonorrhoeae es la habitual de las
bacterias Gram negativas, ya que incluye una envoltura celular compuesta por tres
capas; la membrana citoplasmatica, la pared celular formada por el peptidoglucano y
una membrana externa constituida por el lipooligosacarido (LOS), fosfolipidos vy

diversas proteinas.

Este LOS conforma un antigeno destacado de la pared celular del patégeno, el
cual se compone de lipido A y de una regién central del oligosacarido. No obstante,
dicho LOS carece del antigeno polisacarido O habitualmente presente en bacilos Gram
negativos, el cual es denominado LPS. La adicién de acidos sidlicos a los glucidos del
nucleo del LOS protege los epitopos tanto de este como de las porinas presentes en el
gonococo, caracteristica que confiere resistencia frente a los anticuerpos bactericidas.
En adicidn, estos glucidos sufren con frecuencia variaciones antigénicas que pueden
contribuir a la patogenia de la infeccién. El grupo del lipido A posee actividad de

endotoxina.

N. gonorrhoeaeliberade manera espontaneaporciones de la membrana externa
durante su crecimiento rdpido. Estas porciones contienen LOS y proteinas de
superficie, y pueden favorecer la toxicidad mediada por la endotoxina y proteger a las
bacterias en fase de replicacion mediante la captacion de anticuerpos frente a

proteinas.
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La superficie externa de N. gonorrhoeae no se encuentra recubierta de una
verdadera capsula de carbohidratos. Sin embargo, la superficie celular de N.

gonorrhoeae tiene una carga negativa de tipo capsular.

Pilis.

Las cepas patdgenas y no patdgenas de Neisseria poseen pilis que se extienden
desde la membrana citoplasmatica hacia la membrana externa. Estos pilis estan
compuestos por subunidades proteicas repetidas (pilinas), cuya expresion estd

controlada por el conjunto de genes pil.

Este pili o fiambriae interviene en diversas funciones, como la unién alas células
del hospedador, la transferencia de material genético y la movilidad, siendo las mas
importantes las fimbrias tipo IV. La presencia de estas estructuras en N. gonorrhoeae
parece revestir una gran importancia en su capacidad patdgena. Asi pues, la expresion
de los pilis se asocia a la virulencia de dicho microorganismo, ya que estos intervienen
en la adhesion a las células epiteliales no ciliadas a la vez que proporcionan un

mecanismo de resistencia ante la destruccién mediada por los neutrofilos.

Las pilinas son proteinas que tienen una region conservada en el extremo
aminoterminal y una regidn hipervariable en el extremo carboxiterminal expuesto. La
porcién carboxiloterminal de las pilinas puede fosforilarse y glucosilarse, asociandose a
una segunda proteina denominada PilC. Esta ultima, favorece la generacion de

diversidad antigénica de las pilinas presentes en el gonococo.

Dicho proceso, conocido como variacién antigénica de fase, contribuye a burlar
el sistema inmunoldgico del hospedador (25). Esta heterogeneidad en las pilinas del
gonococo dificulta la posibilidad de desarrollar una vacuna eficaz frente a N.

gonorrhoeae.

Porinas.

En la membrana externa se localizan otra importante familia de proteinas, las
porinas. Con un peso molecular de 32 a 36 kD, representan un grupo de proteinas

integrales de dicha membrana externa de naturaleza hidréfoba que forman poros o
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canales para permitir el paso de nutrientes al interior de la célula, asi como para

facilitar la salida de los productos de desecho.

N. gonorrhoeae posee dos genes que codifican para estas porinas, porAy porB,
siendo sus productos génicos las proteinas porA y porB, respectivamente. Ambas
proteinas se expresan en Neisseria meningitidis, no siendo asi en el caso de N.

gonorrhoeae, cuyo gen porA se encuentra silenciado.

En consecuencia, porB conforma alrededor del 60% de las proteinas de la
membrana externa del gonococo, constituyendo la principal proteina de dicha
membrana externa. Es por ello que N. gonorrhoeae requiere que la porina porB

funcione correctamente para permitir su supervivencia.

A primera vista, esta peculiaridad podria ser una diana ldgica para conseguir
desarrollar una vacuna eficaz contra el gonococo. Sin embargo, porB se expresa en
forma de dos clases diferentes de antigenos, conocidos con los nombres de porB1Ay
porB1B, hecho que confiere un gran nimero de variantes serolégicas y dificulta

enormemente este propdsito.

Por su parte, las cepas que expresan porB1A se han relacionado con mayor
capacidad de resistencia del gonococo al efecto bactericida del suero humano vy,

consecuentemente, mayor capacidad de generar bacteriemia.

Por tanto, aunque todos los gonococos expresan la proteina porB y esta podria
constituir una de las principales dianas para el desarrollo de la vacuna antigonocdcica,
la gran cantidad de variantes antigénicas posibles en dicho polipéptido obstaculizan el
uso de esta proteina en el desarrollo de inmunidad artificial que nos permita

protegernos frente al gonococo.

Asi mismo, porB representa un componente destacado en la capacidad de
virulencia de N. gonorrhoeae, ya que esta proteina bloquea la desgranulacion de los
leucocitos polimorfonucleados del huésped. Esto significa que se opone ala fusién del

fagolisosoma que comportaria la destruccién de las bacterias intracelulares, hecho que
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confiere proteccion al microorganismo frente a la respuesta inflamatoria del

hospedador.

Ademas, la proteina porB junto con otras adhesinas facilita la invasion de las
células epiteliales y, algunos antigenos aqui expresados, inhiben también la

destruccion sérica del gonococo mediada por el sistema del complemento.
Proteinas Opa

Las proteinas Opa o de opacidad, son una familia de proteinas con un peso
molecular de 20 a 28 kD insertadas en la membrana externa del gonococo. Intervienen
en la unién con las células epiteliales y las células fagociticas, y desempefan una

importante funcién en la sefalizacidn intercelular y evasién del sistemainmune.

El nombre de dichas proteinas deriva del caracteristico aspecto opaco que
muestran las cepas de N. gonorrhoeae que expresan dichas proteinas Opa. Las colonias
opacas se presentan con mas frecuencia en pacientes con enfermedad localizada
(como endocervicitis, uretritis, faringitis, proctitis) mientras que las colonias
transparentes se asocian principalmente a enfermedad inflamatoria pélvica y a

infecciones diseminadas.
Proteinas Rmp

El siguiente grupo de proteinas presentes en la membrana externa del gonococo
son unas moléculas altamente conservadas, las proteinas Rmp o proteinas de
reduccion modificable. Estas proteinas inhiben los anticuerpos bloqueantes presentes
en el huésped, evitando su actividad bactericida frente a las neisserias patégenas. Se
cree que pueden estar relacionadas con los fendmenos de reinfeccién con N.

gonorrhoeae que se producen en algunos pacientes.
Proteinas para la captacion de hierro

El gonococo presenta requerimientos nutricionales complejos. Ademas de zincy

manganeso, el hierro es un elemento fundamental en el desarrollo y metabolismo de
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N. gonorrhoeae, pues su carencia provoca disminucién de la respiracion celular asi

como problemas en la replicacion del DNA.

Para conseguir dicho mineral, este patégeno es capaz de competir con el
hospedador por sus reservas de hierro. Este proceso lo lleva a cabo adhiriéndose ala
transferrina humana mediante ciertos receptores presentes en la superficie
bacteriana, y utilizando como nexo las proteinas tbpA y tbpB (26). Es probable que la
especificidad de unién ala transferrina del huésped constituya el motivo principal por
el cual N. gonorrhoeae es un patégeno estricto del ser humano. Dicho requerimiento,
exclusivo de este patégeno, no lo es sin embargo en otras bacterias capaces de
sintetizar pequeias moléculas denominadas sideréforos, las cuales permiten obtener

el mineral mediante un proceso de quelacién de atomos de hierro.

Ilgualmente, los gonococos poseen un amplio abanico de receptores superficiales
especificos asi como proteinas capaces de obtener hierro del hospedador que le

permiten unirse a la lactoferrina (IbpA, IbpB), ala hemoglobina (hmbR) o al complejo

hemoglobina - haptoglobina (hpuAB).
Proteasas

N. gonorrhoeae sintetiza un enzima denominado proteasa de IgA4, cuya funcion
es la destruccion de dicha inmunoglobulina. La IgA; es un anticuerpo abundante en
mucosas, lugar de infeccion del gonococo, que forma parte del sistemainmunitario del
huésped en el proceso de defensa frente a dicho patégeno. La funcién de esta

proteasa es escindir la regién bisagra de la IgA4, generando fragmentos Fc y Fab

inmunoldégicamente inactivos.

Algunas cepas de N. gonorrhoeae también poseen B-lactamasas obtenidas

mediante transmisién plasmidica, las cuales son capaces de degradar antibidticos B-

lactamicos como la penicilina.
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1.1.5. Patogenia e inmunidad

Conocer los mecanismos que utiliza el gonococo para interactuar y evadir el
sistema inmune del hospedador resulta imprescindible en la prevencién de nuevas
infecciones, asi como para controlar su diseminacién en diferentes areas geograficas,

implementar nuevos métodos diagndsticos y desarrollar vacunas o tratamientos

eficaces (27).

Neisseria gonorrhoeae, a diferencia de Neisseria meningitidis, requiere de
contacto directo para su transmisién. Como se ha comentado, se trata de un patégeno
primario, exclusivamente humano, y que causa fundamentalmente uretritis en
hombres y cervicitis en mujeres. Esto es debido a que muestra preferencia por las
mucosas genitales, aunque es capaz de infectar otras localizaciones anatémicas como

el recto, la faringe o la conjuntiva (28)(29)(30).

Tras un contacto sexual con una persona infectada, el riesgo de desarrollar la
infeccién es mayor en mujeres que en hombres, hecho que se debe alas diferencias
anatémicas entre ambos sexos (31)(32). En el caso de las mujeres, la probabilidad de
adquirir la infeccion después de un uUnico contacto con un hombre infectado es del
50%, mientras que los hombres presentan un riesgo de contraer la infeccién
gonocodcica de alrededor del 20% tras tener un Unico contacto con una mujer

infectada. No obstante, dicho porcentaje aumenta hasta el 80% tras cuatro

exposiciones.

El principal reservorio del gonococo son las personas que presentan infecciones
asintomaticas. En algunas ocasiones, los sintomas ceden en el transcurso de unas
semanas en aquellosindividuos con enfermedad no tratada, estableciéndose entonces
el estado de portador asintomatico. Dicho patdgeno es capaz de fijarse a los
espermatozoides, hecho que facilita su diseminacién mediante el eyaculado masculino
(33). La localizacion de la infeccion también condiciona el desarrollo de la infeccién

indolente, siendo la gonorrea rectal y faringea mas frecuentemente asintomatica que

la genital.
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La infeccidon por N. gonorrhoeae suele serlocalizada, y en hombres da lugar a una
intensa respuesta inflamatoria asociada a una secrecidn purulenta caracteristica de la
uretritis gonocdcica. En cambio, debido a diferencias anatémicas, la infecciéon en
mujeres resulta asintomatica en un mayor nimero de ocasiones. No obstante, y al
contrario de lo que se pensaba, recientes estudios demuestran que la gonorrea

asintomatica es prevalente en ambos sexos (34)(27)(35).

Asi pues, una vez contraida lainfeccidn, los gonococos se adhiereny penetran en
las células mucosas, son internalizados en vacuolas fagociticas donde son capaces de
evitar la muerte intracelular, replicarse y posteriormente migrar a los espacios
subepiteliales. Tantolos pili tipo IV, el LOS, como las proteinas Opay porB, intervienen
en lafijacién y la penetracion del patdgeno en las células del hospedador. Las fases de

la infeccidon provocada por Neisseria gonorrhoeae se resumen en la Figura 2.

Por su parte, el LOS gonocdcico estimula la respuesta inflamatoriay la liberacién
del factor de necrosis tumoral a (TNF-a), el cual es responsable de la mayoria de los
sintomas que se asocian a la enfermedad gonocdcica. También se liberan citoquinas de
caracter proinflamatorio, como la IL-6 e IL-8, que contribuyen enormemente en la

generacion de dicho ambiente inflamatorio.

La IgG;s esel principal anticuerpo que se forma en el hospedador para combatir la
infeccién gonocdcica. Aunque la respuesta humoral contra la proteina porB es minima,
se detectan con facilidad anticuerpos séricos frente a la pilina, la proteina Opa y el LOS.
Los anticuerpos que atacan a esta ultima molécula pueden activar el complemento,
liberando el componente C5a del mismo, el cual ejerce un efecto quimioatrayente
sobre los neutrdfilos. Sin embargo, los anticuerpos I1gG e IgA secretados y dirigidos

contra la proteina Rmp pueden inhibir el desarrollo de la infeccién.
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Figura 2. Fases de la infeccion causada por Neisseria gonorrhoeae (27).

En primer lugar, el gonococo se adhiere a las células epiteliales del huésped a
través de las proteinas Opa y los pilistipo |V, momento en el que se replicay comienza
a formar microcolonias y biofilms compitiendo con la microbiota residente. Durante

este proceso, invade y traspasa el epitelio mediante transcitosis.

En este punto, comienzan a liberarse fragmentos de peptidoglucano,
lipooligosacdrido (LOS) y vesiculas de membrana externa (OMV). Este proceso activa
receptores Toll-like (TLR) y proteinas con dominio de oligomerizacion de nucleétidos
(NOD) que favorecen la secrecion de citocinas proinflamatorias. Se inicia la liberacién
de heptosa-1,7-bisfosfato (HBP) y se activa la interaccidn entre proteinas con dominios
asociados al receptor del TNF (TRAF) y relacionados con el sistema inmune (TIFA) en
células epiteliales y macréfagos. Comienza entonces a reclutarse grandes cantidades

de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en el lugar de infeccion, que interactdan y

fagocitan a N. gonorrhoeae.

Finalmente, se produce la salida de los PMN, constituyendo estos el exudado

purulento caracteristico de la gonorrea y que actua facilitando la transmision (27).
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1.1.5.1. Desarrollo de vacunas

En el afio 2014, la OMS establecid un plan para el desarrollo de vacunas frente a
las principales ITS a nivel mundial (36). Los esfuerzos dedicados a la obtencion de una

vacuna antigonocdcica son cada vez mayores, dada la amenaza creciente de las cepas

de gonococo multirresistentes.

A pesar de la intensa respuesta inflamatoria que caracteristicamente produce la
infeccion por N. gonorrhoeae en el hospedador, el organismo no adquiere un
mecanismo inmunitario de forma natural contra dicho microorganismo. Ello dificulta la

comprensiondel tipo de respuestainmune que podria protegernos frente al gonococo.

Esta falta de inmunidad protectora se debe, principalmente, a la gran diversidad
antigénica existente entre diferentes cepas gonocdcicas. Este hecho explica también

gue, las personas con conductas sexuales de riesgo puedan padecer multiples

reinfecciones.

Entre las posibles opciones para el desarrollo de una vacuna frente al gonococo,
se ha estudiado el uso de anticuerpos originados contra los antigenos de los pili, en
concreto frente a laregidn variable del extremo carboxiterminal de las pilinas, porciéon
inmunodominante de la molécula. Estos anticuerpos protegen de una posible

reinfeccidon por una cepa homéloga, pero la gran diversidad antigénica que presentan

estas proteinas en distintas cepas conlleva una baja eficacia en este tipo de vacunas.

Otras estructuras de superficie contempladas como posibles candidatas son las
porinas porB1A y porB1B. Estas se consideran lo suficientemente antigénicas como
para desarrollar una vacuna (37). No obstante, a dia de hoy no somos capaces de

detectar anticuerpos frente a estas proteinas, como tampoco frente al

lipooligosacarido (LOS) del gonococo.

Por otro lado, se estdn probando vacunas relacionadas con los sistemas de

adquisicion de nutrientes, tales como los receptores de las transferrina (tbpA y tbpB) o

de la lactoferrina (IbpAy IbpB) relacionados con el metabolismo del hierro.
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Otra alternativa son estructuras altamente conservadas de los sistemas que
posee el gonococo para evadir la respuesta inmune. Ejemplo de ello es la bomba de
expulsién MtrC-D-E o el enzima a-2,3-sialiltransferasa (Lst) encargado de sializar el LOS
del gonococo, mecanismo que permite que este sea menos sensible ala accion de los

leucocitos PMN del hospedador (38).

Otra posible diana es la nitrito reductasa (AniA) necesaria para la formacion del

biofilm y que permitiria al gonococo su supervivencia en condiciones anaerobias (39).

Estudios recientes sugieren que existe evidencia epidemiolégica que demuestra
gue las vacunas contra Neisseria meningitidis serogrupo B, las cuales basan su

mecanismo de inmunizacién en el uso de las vesiculas de la membrana externa (OMV),

podrian ser también Utiles para este propdsito (40)(41).

La obtencién de una vacuna contra el gonococo seria especialmente interesante
para abordar el problema de la infeccion gonocdcica en poblaciones de alta
prevalencia, como son los paises en vias de desarrollo o grupos sociales con elevado
riesgo de contraer la infeccidn, disminuir las comorbilidades asociadas tales como la
infertilidad originada por la enfermedad inflamatoria pélvica, e impedir la alarmante

diseminacion de las cepas multirresistentes.

1.1.6. Sintomatologia gonocoécica

Como se ha explicado, lainfeccién por Neisseria gonorrhoeae se produce casi de
forma exclusiva por contacto sexual o perinatal, afectando sobre todo a las mucosas
de la uretra y del cuello uterino y, con menor frecuencia, al recto, orofaringe y

conjuntiva.

Los sintomas y signos de la infeccidn varian segun la localizacién de la infeccién
asi como del estado de salud del paciente, ademas de si este presenta coinfeccion con

otros microorganismos causantes de ITS.
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Uretritis

La infeccidn genital en el hombre se restringe principalmente ala uretra. Tras un
periodo de 2 a 8 dias de incubacidn, aparece un exudado uretral caracteristico
acompafado de disuria, resultando sintomaticos hasta el 90% de los hombres. Dicha
secrecion uretral de inicio agudo es purulenta hasta en el 80% de la infecciones,
diferenciandose de esta manera de las uretritis causadas por otros microorganismos.
Aunque las complicaciones son infrecuentes, puede darse epididimitis, linfangitis,

prostatitis y abcesos periuretrales (42).

En la exploracién, ademas del exudado, se suele observar eritema y edema del
meato uretral, y en varones no circuncidados puede apreciarse balanitis. La secrecién
uretral es mds evidente cuando han pasado al menos 2 horas desde la ultima miccién,
que es el tiempo minimo indicado para la adecuada toma de muestra. Si en la
exploracidon no se observa exudado, este se puede obtenertras comprimir suavemente
la uretra (43). No obstante, la sintomatologia puede variar en funcién de factores
dependientes tanto del microorganismo como del hospedador. Por ejemplo, algunas

serovariedades porBlA se han asociado con mayor frecuencia a infecciones

asintomaticas en hombres.
Cervicitis

El principal lugar de infeccién en mujereses el cuello uterino, consecuencia de la
adhesiéon de la bacteria a las células del epitelio cilindrico del endocérvix. Tras un
periodo de incubacién de 8 a 10 dias, se puede producir un exudado cervicovaginal
moderado, sangrado vaginal y/o dolor abdominal o pélvico. En contraposicion, el
microorganismo no puede infectar a las células del epitelio escamoso que recubre la

vagina de las mujeres que han pasado la pubertad.

Entre el 50% y el 95% de las infecciones gonocdcicas en mujeres pueden ser
asintomaticas (44), y la no deteccidon o el tratamiento inadecuado puede provocar
complicaciones importantes. Las pacientes sintomaticas experimentan generalmente
flujo vaginal, disuria y dolor abdominal, siendo estas manifestaciones de caracter mas

agudo e intenso que las causadas por Chlamydia trachomatis.
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Hasta en un 14% de los casos no tratados en mujeres, la infeccion puede
extenderse en sentido ascendente y originar enfermedad pélvica inflamatoria (EPI),
gue incluye endometritis, salpingitis y peritonitis, muchas veces simultdneas e
indiferenciables clinicamente entre si, causando leucorrea, metrorragias, menorragias,

dolor hipogastrico, fiebre y leucocitosis (45).

Ademads, puede propiciar problemas relacionados con la gestacion como el

aborto espontaneo, corioamnionitis, parto prematuro o afectacion del feto. La

infeccidon gonocdcica favorece la transmision de otras ITS, incluyendo el VIH.
Infecciones anorectales

Producen prurito anal, dolor rectal, exudado purulento y tenesmo rectal, siendo
la poblacién de mayor prevalencia la de hombres que mantienen sexo con hombres
(HSH). No obstante, tanto en hombres como en mujeres, mas de la mitad de las

infecciones rectales por Neisseria gonorrhoeae son asintomaticas, las cuales pueden

dar lugar, en caso de no tratarse, a proctitis sintomaticas (46).
Infecciones faringeas

Alrededor del 90% de estas infecciones pueden ser asintomaticas v,
aproximadamente el 20% de las mujeres con gonorrea cervical, presentan coinfeccién
con gonorrea faringea. Esta infeccién también es frecuente en HSH y pacientes VIH

positivos. Los sintomas incluyen eritema orofaringeo, exudados y linfoadenopatias

cervicales.

La afectacion faringea puede remitir, pero también se ha relacionado con la
diseminacién hematdgena de la infeccidn. El diagndstico suele realizarse de forma

casual durante la realizacién de un cribado de ITS o en el estudio de contactos de un

caso de gonococia (47).
Gonococcemia

Las infecciones diseminadas o septicemias junto con las infecciones de la piel y

de las articulaciones son afecciones poco frecuentes que se observan entre el 1%y 3%
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de los pacientesinfectados con Neisseria gonorrhoeae (44), aunque constituye la causa
mas frecuente de artritis infecciosa en pacientes sexualmente activos previamente
sanos. La mayor proporcién de las septicemias se producen en mujeres debido ala
asintomatologia de algunas infecciones que padecen, y se relaciona con la
menstruacion, el tercio final del embarazo y la localizacién faringea de la infeccidn

(48).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad diseminada son fiebre, artralgias
migratorias, artritis supurativa de munecas, rodillas y tobillos y un exantema pustular
sobre una base eritematosa en las extremidades, ausente en cabeza y tronco. Las
lesiones cutdneas tales como petequias, maculas, papulas y vesiculas estan presentes

hasta en el 75% de los pacientes con bacteriemia por gonococo.

Las articulaciones mas frecuentemente afectadas son las mufiecas, tobillos,
manos y pies. Muy raramente puede evolucionar a perihepatitis (sindrome de Fitz-

Hugh-Curtis), meningitis o endocarditis (46).

Infeccidn gonocdcica en neonatos

La infeccidon neonatal se produce como consecuencia de la exposicidn del feto al
cérvix infectado de la madre, siendo las complicaciones mads frecuentes la sepsis,

conjuntivitis, meningitis y artritis (12), aunque también puede manifestarse como

faringitis, rinitis, uretritis y raramente como neumonia.

La ophthalmia neonatorum es una conjuntivitis del recién nacido que este
adquiere a su paso por el canal del parto. Se manifiestaalos 2 - 5 dias del nacimiento

con un exudado purulento abundante, inflamacién palpebral, celulitis periorbitaria,

gueratitis y perforacion del globo ocular que puede llevar a la ceguera.

La profilaxis consiste en administrar al recién nacido una aplicacién de colirio o
pomada oftalmica de eritromicina al 0,5% (o bien pomada oftalmica de tetraciclina al
1% o colirio de nitrato de plata al 1%) en cada ojo, tanto tras un parto vaginal como

tras una cesarea (43).
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1.1.7. Diagnéstico de laboratorio

1.1.7.1. Toma de muestra

La obtenciéon de la muestra, su transporte y procesamiento revisten especial
importancia en el diagnéstico de la infeccidn gonocédcica, especialmente cuando se

realiza el cultivo, ya que Neisseria gonorrhoeae es muy sensible a las condiciones

ambientales.

Dicho proceso dependera de la clinica que presente el paciente, asi como de sus
practicas sexuales y posible via de infeccién. Por ello, en todos los casos debera
recogerse una muestra del tracto genital asi como una segunda muestra si el paciente
lleva a cabo practicas sexuales orogenitales o anogenitales. En el caso de que exista

sospecha de infeccidn sistémica sera necesario tomar una muestra sanguineay realizar

un hemocultivo (24).

Si se obtienen varias muestras de una misma localizaciéon anatomica, las
torundas destinadas al cultivo deben recogerse en primer lugar con el objeto de
obtener la maxima carga bacteriana posible. Actualmente se dispone de diversos
hisopos comerciales con el medio de transporte adecuado para mantener la viabilidad
del microorganismo hasta su procesamiento, aunque los escobillones flocados en
medio de transporte liquido tipo Stuart-Amies presentan un alto porcentaje de
recuperaciéon debido a que las cortas fibras dispuestas de forma perpendicular

garantizan una absorcién maxima de la muestra y una buena elucién en el medio

liguido de transporte.

Dichas torundas han de introducirse de 2 a3 cm en la uretra masculinayde 1a2
cm en el canal endocervical. Acto seguido, se han de rotar de 2 a 3 veces. Aunque el
endocérvix es la zona mas frecuente de infecciéon en las mujeres, los cultivos rectales
pueden ser las Unicas muestras positivas en mujeres portadoras de infecciones

asintomaticas, sucediendo de igual manera en hombres homosexuales o bisexuales.
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Las condiciones de transporte pueden variar en funcién de la localizacién y el
clima, por lo que la validaciéon local de dichos requisitos de envio es necesaria para
asegurar el correcto procesamiento de la muestra. No obstante, recientemente se ha
demostrado que la conservacién y supervivencia del gonococo es muy superior si los

escobillones con medio de transporte se mantienen refrigerados a 42C (49).

Es fundamental prestar atencién a la obtencién de dicha muestra, ya que el
cometido del laboratorio consistira en la deteccidn del agente causal de la gonorrea en
los especimenes genitales o extragenitales, bien a través de la deteccidn directa del
microorganismo tefiido bajo el microscopio, tras la siembra en los medios de cultivo
adecuados, o mediante la identificacion de su material genético empleando técnicas

de amplificacidn de los dcidos nucleicos (TAAN).

El Centers of Diseases Control and Prevention (CDC) recomienda en mujeres el
frotis vaginal para el diagndstico mediante TAAN, ya que presenta la misma
sensibilidad y especificidad que el exudado endocervical y permite la toma de la
muestra por el propio paciente (50). En mujeres que, por su sintomatologia se requiera
un examen pélvico, el exudado endocervical tomado por el clinico serda el mas
indicado. También es posible utilizar la parte inicial de la miccién, aunque esta posee
una sensibilidad un 10% inferior en comparacién ala mostrada en muestras vaginales
o endocervicales (43). En hombres, tanto la porcion inicial de la miccién como el
escobillén uretral presentan rendimientos diagndsticos similares. Estas muestras, al no

serinvasivas, facilitaran su recogida por parte del propio paciente.

1.1.7.2. Diagnéstico cldsico

Microscopia

La observacion en el exudado uretral de leucocitos PMN con diplococos Gram
negativos intracelulares posee una elevada sensibilidad (>90%) y especificidad (98%)
en la deteccion de las infecciones gonocdcicas en hombres con uretritis purulenta

cuando la lleva a cabo un observador experto. Sin embargo, su sensibilidad para
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detectar la infeccién en los hombres asintomaticos es igual o menor al 60%. De la
misma manera, esta prueba presenta un porcentaje de sensibilidad de entre el 40% y
60% en la deteccion de la cervicitis gonocdcica tanto en mujeres sintomaticas como
asintomaticas, aunque se considerafiable un resultado positivo si el microscopista con

experiencia visualiza diplococos Gram negativos en el interior de los PMN.

Por tanto, la tincién de Gram se puede utilizar para diagnosticar de forma fiable

las infecciones en los hombres con uretritis purulenta, mientras que todos los

resultados negativos en mujeres y en hombres asintomaticos se deben confirmar.

La tincién de Gram también es util en el diagndstico precoz de la artritis
purulenta, pero carece de sensibilidad para la deteccién de N. gonorrhoeae en los
pacientes con lesiones cutaneas, infecciones anorrectales o faringitis. Las especies
comensales de Neisseria de la orofaringe y las bacterias morfolégicamente parecidas

gue residen en el aparato digestivo se pueden confundir con N. gonorrhoeae.

Cultivo

A pesar de que N. gonorrhoeae posee requerimientos nutritivos complejos,
puede aislarse facilmente a partir de muestras genitales cuando estas se obtieneny
procesan de manera cuidadosa. Debido a que otros microorganismos comensales
colonizan habitualmente las mucosas, todas las muestras genitales, rectalesy faringeas
se deben inocular tanto en medios no selectivos (agar chocolate) como en medios
selectivos (Thayer-Martin, Martin-Lewis o New York City), los cuales contienen agentes
antimicrobianos como vancomicina, colistina y nistatina entre otros, que actian

inhibiendo el crecimiento de hongos y distintas bacterias contaminantes (51).

Es necesario utilizartambién medios no selectivos debido a que algunas cepas de
gonococo que necesitan para su crecimiento arginina, hipoxantina y uracilo, son
inhibidas por la vancomicina o trimetropim presente en la mayor parte de los medios
selectivos. El desarrollo de estos microorganismos se ve dificultado, igualmente, por
los acidos grasos y por los restos de metales presentes en dichos acidos grasos, en los
hidrolizados de peptona y en el agar de los medios de crecimiento habituales (agar

sangre, agar nutritivo).
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Los gonococos, altamente l|adbiles a las condiciones externas, mueren muy
rdpidamente si las muestras se dejan secar. Por tanto, se debe evitar la desecaciény
las bajas temperaturas realizando la inoculacién directa de la muestra en un medio
atemperado en el momento en que se recoge la muestra, o mediante la conservacién
en los medios tipos Stuart-Amies anteriormente mencionados. Las muestras se deben
incubar a 35 - 372C durante 48 - 72 horas en microaerofilia y en atmdsfera al 5% de
CO,. No debe prolongarse la incubacidn mas de 72 horas ya que las colonias pueden

desaparecer al tercer dia por autolisis.

En los pacientes con enfermedad diseminada, los hemocultivos suelen ser
positivos para N. gonorrhoeae Unicamente durante la primera semana de la infeccién.
Ademds, las muestras de sangre han de ser procesadas de un modo especifico con el
fin de asegurar la recuperacién correcta de los gonococos, debido a que los
conservantes habitualmente presentes en los medios de los hemocultivos pueden ser

toxicos para Neisseria.

Los cultivos de muestras articulares son positivos para gonococo si estas se

recolectan en el momento en que aparece la artritis. Los cultivos de muestras

dermatoldgicas acostumbran a ser negativos.

Como conclusién, el cultivo de N. gonorrhoeae es econdmico, altamente
especifico y sensible, siempre y cuando las condiciones de toma y transporte de la
muestra sean las adecuadas. Su principal ventaja, como después desarrollaremos, es
gue permite el estudio de la sensibilidad antimicrobiana asi como la caracterizacién

molecular si fuera necesaria.

1.1.7.3. Identificacion

El gonococo puede crecer formando colonias con diferente morfologia. Una vez

aislado el microorganismo, la identificacion presuntiva se realiza mediante la
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observacién en la tincion de Gram de diplococos Gram negativos, los cuales resultan

positivos en las pruebas de la citocromo oxidasa y catalasa.

No obstante, la identificacion definitivarequiere el estudio bioquimico basado en

el patrén de oxidacién de los carbohidratos y otras pruebas seleccionadas (Tabla 1).

Acid from
Nitrate Polysaccharide

Species Glucose Maltose Sucrose Fructose Lactose reduction from sucrose Superoxol
Neisseria gonorrhoeae +* -t - - - - - Strong (4+) positive “explosive’
Neisseria meningitidis + + - - - - - Weak (2+) positive
Kingella denitrificans + - - - - + - -
Neisseria cinerea - - - - - - - Weak (2+) positive
Neisseria subflava biovar subflava + + - - - - - Weak (2+) positive
Neisseria subflava biovar flava + + - + - - - Weak (2+) positive
Neisseria subflava biovar perflava  + + + + - - + Weak (2+) positive
Neisseria sicca + + + + - - + Weak (2+) positive
Neisseria mucosa + + + + - + + Weak (2+) positive

)

Neisseria flavescens - - - -

Weak (2+) positive

*+ most strains positive; - most strains negative

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de microorganismos Gram negativos, oxidasa positivos (51).

Desde hace unos afios, es posible utilizar la espectroscopia de masas conocida
como Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF) para
identificar las bacterias como N. gonorrhoeae tomando colonias directamente del
medio de cultivo. El resultado obtenido se considera la “huella dactilar” espectral

determinada de un solo microorganismo.

Dicho método ha sido aceptado para la identificacién del gonococo (52)
demostrando un valor predictivo positivo (VPP) del 99,3% (53). No obstante, los
resultados han de interpretarse con cautela debido a las similitudes entre el agente

etioldgico de la gonorrea y las especies comensales de Neisseria aisladas en zonas

extragenitales, especialmente aquellas presentes en la orofaringe (54).

Pruebas basadas en los acidos nucleicos (TAAN)

Se han desarrollado pruebas de amplificacion de los acidos nucleicos (TAAN)

especificas de N. gonorrhoeae para su deteccidn directa en muestras clinicas, basados

en lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Las pruebas de este tipo son altamente sensibles (>95%) y especificas (>99%),
ademas de rapidas, ya que los resultados estdn disponibles en 1 0 2 horas. Ademas, tal
y como se muestra en la Tabla 2, existen gran cantidad ensayos de TAAN comerciales
aprobados por la FDA que detectan Neisseria gonorrhoeae en una sola reaccion.
También existen actualmente ensayos PCR multiplex que permiten, simultdneamente,

la deteccion de los agentes causales de las ITS mas prevalentes (55).

Assay (Company) Ng Targets Cleared Specimen Types
Abbott RealTime CT/NG Women: urine, swabs (vaginal,
a gene endocervica
(Abbott) Opa g d D
Men: urine, urethral swab
cobas CT/NG Two different targets in Women: :;;ti;ﬁil;; (vaginal,
(Roche) the DR 9 region .
Men: urine
urine
. 165-r swabs (vaginal, endocervical, urethral,
APTIM?I_;Z(;mbo)Z Assay SrRNA bs (vaginal, end | hral
Ol081C rectal, pharyngeal)
BD MAX GC urine (20-60mL of first morning urine
BD MAX CT/GC OpcA gene recommended),
BD MAX CT/GC/TV swabs (vaginal endocervical)
BD ProbeTec Neisseria gonorrhoeae Pilin-gene inverting Women: :;;2;&2; (vaginal,
(GC) Qx Amplified DNA Assay protein homologue Men: urine, urethral swab
BDProbeTe.c ET Chla.myd.la Pilin-gene inverting Women: urine, endocervical swab
trachomatis and Neisseria tein h ) Men: uri thral b
gonorrhoeae Amplified DNA Assays profefit homoogue ef: urine, uretiral swa
_— urine
Xpert CT./NG Two distinct swabs (vaginal, endocervical, rectal,
(Cepheid) chromosomal targets
pharyngeal)
bmxﬂl}oﬁi’l’@ (fﬂf;ssay Not specified vaginal swabs

Tabla 2. Técnicas deamplificacién de dcidos nucleicos actualmente aprobadas por la FDA para la
identificacién de Neisseria gonorrhoeae (55).

Recientes estudios han demostrado que los TAAN son métodos sensibles y
robustos (56)(57)(58). Estas técnicas poseen una serie de ventajas respecto al cultivo.
La primera es que el transporte y conservacién de la muestra es mas sencilla, ya que

no necesitan que el microorganismo sea viable para el diagnéstico.

La segunda es que son técnicas que se pueden automatizar, por lo que el tiempo
de respuesta es muy inferior y permiten la deteccidén simultdnea de varias dianas en

una sola reaccién. La tercera es que gracias a la alta sensibilidad, se pueden utilizar en

Introduccion 44



muestras no invasivas como es la orina o los exudados. Por todas estas razones, el CDC
recomienda estas técnicas para el diagndstico tanto de las infecciones que presentan

sintomas como de aquellas asintomaticas.

No obstante, la principal desventaja en el diagndéstico de N. gonorrhoeae
mediante las TAAN reside en la imposibilidad de monitorizar las resistencias
antibiéticas de los patdgenos identificados. Por ello, en aquellos lugares donde se
utilicen como método rutinario de diagndstico, serd necesario realizar el cultivo en
pacientes en los que se produzca un fracaso terapéutico con la pauta dual establecida
actualmente. Por otro lado, el tiempo requerido para repetir el analisis y comprobar la
curacion del paciente no estd establecido (43). También cabe tener en cuenta que
existen diferentes ensayos comerciales que presentan diferentes porcentajes de
sensibilidady, sobre todo, de especificidad en la deteccionde N. gonorrhoeae debido a
las especies saprofitas del género Neisseria que se encuentran en la faringe, recto e
incluso en el tracto urogenital. Estas especies comensales pueden originar reacciones
cruzadas proporcionando resultados falsamente positivos y disminuyendo el valor
predictivo positivo (VPP) en poblaciones con baja prevalencia de infeccién gonocdcica

(13)(59)(60).
Pruebas basadas en la deteccion de antigenos

Las pruebas antigénicas para la deteccidon de N. gonorrhoeae forman parte de
algunos dispositivos Point of Care (POCT), los cuales poseen menor sensibilidad y
especificidad que los cultivos o las TAAN. Ademas, estos valores de sensibilidad y
especificidad varian ampliamente en funcidon del dispositivo comercial empleado
(61)(62). Por ello, tan solo se recomiendan en paises en vias de desarrollo donde

carezcan de técnicas de referencia como el cultivo o las TAAN (55).
Pruebas de Inmuno-fluorescencia directa (IFD)

Se utilizan anticuerpos monoclonales que reconocen epitopos de la membrana
externade N. gonorrhoeae. Después de realizarse la tincidn, la preparacion se observa

bajo el microscopio de fluorescencia. No obstante, algunas cepas de gonococo no se
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tifnen adecuadamente, hecho que condiciona una disminucion de la sensibilidad y

desaconseja dicha técnica para la identificacion del gonococo.

Existen también pruebas seroldgicas y de enzimoinmunoanalisis, pero que hoy

en dia carecen de utilidad para el diagndstico de la infeccion gonocdcica.

1.1.8. Estudio de sensibilidad antibidtica

El método de la dilucidn cuantitativa en agar para determinar la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) es considerado el Gold standard y es el recomendado por la

OMS. No obstante, se trata de una técnica laboriosa y poco idénea para el estudio de

rutina de la sensibilidad antimicrobiana.

Por ello, el método de difusién mediante E-test para la determinacion de esta

CMI se considera comparable al método de dilucidn en agar, resultando en un proceso

mds sencillo que propicia que su uso sea mucho mas frecuente.

Por otro lado, el método de difusion mediante discos solamente esta

recomendado cuando la CMI no se puede determinar mediante tiras de E-testdebidoa

la falta de recursos.

Por tanto, ante cualquier aislado sospechoso de presentar un determinado perfil

de resistencia sera necesario recurrir a alguno de los métodos anteriormente citados.

Respectoa lainterpretacion del antibiograma, los puntos de corte son utiles para
traducir los datos numéricos (diametros del halo de inhibicién o CMI) en categorias
clinicas que indican la probabilidad de respuesta de un microorganismo ante la

presencia de un antibidtico concreto a las dosis recomendadas para esta localizacion.

Existen diferentes sociedades que establecen dichos puntos de corte teniendoen
cuenta factores como la distribucion de las CMI, la presencia o ausencia de
mecanismos de resistencia conocidos, factores farmacocinéticos y farmacodinamicos

(PK/PD) y su correlacién con la clinica.
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Las principalessociedades que establecen dichos breakpoints son el “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI) (63) y el “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing” (EUCAST) (64). Cabe sefialar que, los puntos de corte propuestos
por ambas sociedades no coinciden en ciertos antibidticos, generando estas

divergencias diferencias en la clasificacién de algunas cepas de gonococo.

1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA GONORREA Y COMPARACION
CON OTRAS ITS

Desde principios de los afios 90, se ha documentado un notable incrementoen el
numero total de casos de ITS declarados a nivel mundial debido, entre otras causas, a

un aumento en los comportamientos sexuales de alto riesgo.

1.2.1. Global

En el informe emitido porla OMS en el afio 2016, esta organizacion estimé que
anualmente se contraen 376 millones de nuevas ITS en todo el mundo, siendo las
principales las causadas por Chlamydia trachomatis (127 millones), Neisseria
gonorrhoeae (87 millones), Treponema pallidum (6 millones) y Trichomonas vaginalis

(156 millones).

La OMS haimplementado diversas estrategias para el control de las principales
ITS, fijando como objetivo prioritario reducir la incidencia de la gonorrea en un 90% en

el afo 2030 (Figura 3), partiendo del dato de la incidencia estimada calculada en el afio

2018 (86,9 millones) (65).
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Figura 3. Objetivo estratégicodela OMS paralareduccion delaincendia de lagonorrea en un 90%en el
afno 2030 (www.who.int).

La prevalencia estimada de clamidia, gonorrea, sifilis y tricomoniasis difirio
ampliamente segun las areas geograficas. A continuacion, se muestra la prevalencia
estimada de estas ITS basada en datos recogidos por la OMS entre los afos 2009 y
2016, estratificada por regiones y en hombres (Figura 4) y mujeres (Figura 5) con

edades comprendidas entre los 15y 49 afios de edad (4).

16 M Chlamydia M Gonorrhoea
14 M Trichomoniasiz W Syphilis
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Figura4. Prevalencia estimada en hombres delas ITS mas frecuentes en el mundo (www.who.int).
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Figura 5. Prevalencia estimada en mujeres de las ITS mas frecuentes en el mundo (www.who.int).

En el caso de la gonorrea, la prevalencia global estimada en el afio 2012 fue de

0,8% (0,6 — 1,0%), fluctuando ampliamente de unas regiones a otras (de 0,3% a 1,7%)

(3).

1.2.2. Europa

Segun los datos informados por el “European Centre for Disease Prevention and
Control”, en el afio 2017 se notificaron 89.239 casos nuevos de infeccidn por Neisseria
gonorrhoeae en los 27 paises participantes de la Union Europea (66). Este dato supone

un incremento de mas del 50% en los casos de gonorrea notificados en contraste con

los 47.387 casos declarados en su mismo informe del afio 2012 (67).

El mayor niumero de resultados positivos (49.156) se obtuvo en el Reino Unido
(55%) representando de forma global una tasa de 74,7 casos por cada 100.000
habitantes, seguido de Irlanda (46,9), Dinamarca (33,3), Islandia (29,3), Noruega (26,6)
y Suecia (25,2).
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Las tasas mds bajas (<1/100.000 habitantes) se registraron en Chipre (0,2),
Polonia (0,4), Croacia (0,7) y Bulgaria (0,9). En Espafia, dicha tasa de incidencia en el

afio 2017 fue de 17,6 casos nuevos de gonorrea por cada 100.000 habitantes,

produciéndose un incremento de esta cifra durante cada ano de estudio.

En la Tabla 3 se detallan los casos de gonorrea notificados durante los afios 2013

a 2017 en los 27 paises europeos participantes.

Country Confirmed Confirmed Confirmed Confirmed Confirmed Reported
cases cases cases cases cases cases

Austria 1148 - . < B s .
Belgium 1011 - 1119 - 1368 - 1997 - 2271 - 2271
Bulgaria 96 1.3 170 2.3 119 1.7 115 1.6 67 0.9 67
Croatia 14 0.3 22 0.5 18 0.4 12 0.3 30 0.7 32
Cyprus 2 0.2 4 0.5 1 0.1 1 0.1 2 0.2 2
Czech Republic 1 407 13.4 1394 13.3 1459 13.8 1 444 13.7 1377 13.0 1377
Denmark 816 14.6 1140 20.3 2787 49.2 2 007 35.2 1916 333 1916
Estonia 133 10.1 139 10.6 118 9.0 96 7.3 56 4.3 56
Finland 267 4.9 286 5.2 281 5.1 416 7.6 598 10.9 598
France 4 884 - 5211 - 6 228 - 7 849 - 9177 - 9177
Germany ‘ : 5 § i 3 : J

Greece 219 2.0 245 2.2 237 2.2 202 1.9 . . )
Hungary 1526 - 1620 16.4 1246 12.6 1176 12.0 1030 10.5 1030
Iceland 19 5.9 38 11.7 45 13.7 95 28.6 99 29.3 99
Ireland 1274 27.6 1314 28.3 1281 27.4 1954 41.3 2 245 46.9 2 245
Italy 537 0.9 635 1.0 649 1.1 760 1.3 850 1.4 851
Latvia 554 27.4 367 18.3 288 14.5 177 9.0 173 8.9 173
Liechtenstein ‘ s . . . 5 F s . . s
Lithuania 190 6.4 165 5.6 194 6.6 119 4.1 70 2.5 70
Luxembourg 4 0.7 6 11 14 2.5 9 1.6 12 2.0 12
Malta 62 14.7 51 11.9 66 15.0 76 16.9 104 22.6 104
Netherlands 4171 - 4 632 - 5420 - 6129 - 6 794 - 6 794
Norway 506 10.0 682 13.4 851 16.5 1 096 21.0 1399 26.6 1399
Poland 549 1.4 495 1.3 500 1.3 437 1.2 138 0.4 321
Portugal 105 1.0 188 1.8 277 2.7 338 3.3 391 3.8 590
Romania 340 1.7 178 0.9 90 0.5 114 0.6 77 0.4 77
Slovakia 378 7.0 426 7.9 341 6.3 278 5.1 379 7.0 379
Slovenia 62 3.0 61 3.0 73 3.5 81 3.9 113 5.5 113
‘Spain 3315 7 4 562 9.8 5 006 10.8 6 816 14.7 8 200 17.6 8 200
Sweden 1110 11.6 1346 14.0 1671 17.1 1783 18.1 2 515 25.2 2 515
United Kingdom 34 286 53.7 40 575 63.1 45 342 69.9 40 499 61.9 49 156 74.7 49 156
EU/EEA 58 985 14.5 67 071 17.0 75 970 19.1 76 076 18.2 89 239 22.2 89624

Tabla 3. Niumerode casos confirmados y ratio por cada 100.000 habitantes registrados en el conjunto de
paises europeos. Periodo 2013 —2017 (www.ecdc.europa.eu).

A continuacién, se muestra en la Figura 6 las distintas tasas de incidencia por

cada 100.000 habitantes obtenidas en estos paises europeos durante el afio 2017.
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Figura 6. Numero de casos de gonorrea detectados en Europa porcada 100.000 habitantes, afio 2017
(www.ecdc.europa.eu).

Tal y como se extrae de los datos mostrados en la Tabla 2, el nUmero de casos
confirmados de gonorrea y el ratio de infecciones por cada 100.000 habitantes, ha
aumentado progresivamente cada ano. De esta manera, en Europa en el afio 2013 se
confirmaron 58.985 casos de gonorrea, correspondiendo a una tasa de infeccién de
14,5 personas cada 100.000 habitantes, mientras que en el afo 2017 se confirmaron
89.239 casos, suponiendo una tasa de 22,2 personas por cada 100.000 habitantes.
Dichas cifras suponen un aumento del 17% respecto al dato obtenido en el afio 2016.
Como se ha comentado, Espafia también presentauna tendenciaascendente, pasando
de 3.315 infecciones y un ratio de 7,1 por cada 100.000 habitantes en el afio 2013, a
8.200 infecciones y unatasa de 17,6 por cada 100.000 habitantes en el aiio 2017.

La Figura 6 muestra la tasa de infeccion gonocécica en el afio 2017 en diferentes
paises europeos participantes en el estudio europeo para la vigilancia de la
susceptibilidad del gonococo, denominado Euro-GASP. Como puede apreciarse, Espaiia

posee uno de los mayores ratios de infeccién, siendo este superior a 10 personas por
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cada 100.000 habitantes, junto con otros paises como Inglaterra, Irlanda, Dinamarca,
Islandia, Noruega, y Suecia. Estos datos contrastan con los ratios mas bajos (<1

infectado por cada 100.000 habitantes) encontrados en Bulgaria, Croacia, Chipre,

Poloniay Rumania.

Asi mismo, se observaron grandes diferencias en el numero de infecciones
reportadas en el afio 2017 entre ambos sexos (Figura 7). En el caso de pacientes de
sexo masculino el ratio de infeccién fue de 35 casos por cada 100.000 hombres (61.390
casos), mientras que en pacientes de sexo femenino fue de 11 casos por cada 100.000

mujeres (19.320 casos).

A partir de este dato se calculé el promedio en larelacién de casos de infeccién
gonocécica entre ambos sexos, resultando este de 3,2 hombres positivos por cada
mujer infectada (Figura 7). Dicho resultado fue muy superior en paises como Polonia
(14:1), Croacia (14:1) y Rumania (12:1). Las menores diferencias en la razén de

hombres y mujeres con gonorrea se obtuvo en Letonia (1,7:1), Dinamarca (1.6:1) y

Estonia (0,6:1). Este dato no estuvo disponible en el caso concreto de Espaiia.
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Figura7.Ratio hombres -mujeres coninfeccion gonocdcica por paises, afio 2017 (www.ecdc.europa.eu).
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El aumento de casos de gonorrea desde el afio 2008 hasta el 2017, diferenciados
por sexo, se muestra en la Figura 8. Entre los afios 2015 y 2016 se observa una
disminucidn de los casos informados en varones, no obstante, a partir del afio 2016
este dato vuelve a repuntar. Se advierte, en global, el claro aumento de laincidencia

de dicha infeccién en el periodo mostrado.
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Figura 8. Evolucién delatasadeinfeccionen Europa porcada 100.000 habitantes, periodo2008 —2017
(www.ecdc.europa.eu).

Respecto a la edad de aparicion de la gonorrea, este informe concluye que el
grupo con edades comprendidas entre 25y 34 afios fue el mayoritario, representando
el 37% del total de casos informados, seguido del grupo de entre 17y 24 afios, el cual
supuso un 36%. A partir de los 35 afios se observa una disminucién en el nUmero de

infecciones reduciéndose mas en poblacion mayor de 45 afios. No obstante, el grupo

etario con inferior casos de gonorrea fue el de menores de 15 afios.

Al analizar la tasa de incidencia por sexo y edad (Figura 9), se aprecia que el
mayor porcentaje de mujeresinfectadas con gonococo se sitla en el grupo con edades

comprendidas entre los 20 y 24 afios, mostrando cifras similares lamujeres con edades
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entre 15 y 19 afos, pero registrdndose en este ultimo grupo tasas de infeccion mas
elevadas que en hombres.
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Figura 9. Casos por cada 100.000 habitantes por grupo de edad y sexo (www.ecdc.europa.eu).
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Respecto a la orientacion sexual de los pacientes, en el afio 2017 la informacién
sobre la categoria de transmisidn estuvo disponible en 17 paises. El mayor grupo fue el
constituido por hombres que practican sexo con hombres (HSH) suponiendo el 47% de
pacientes infectados, seguido del de mujeres heterosexuales (22%) y hombres
heterosexuales (22%). En el 9% de los casos no se dispuso de esta informacién (Figura
10).

Others and unknown, 5 978, 9%

Heterosexual females, 15 306, 22%

Men who have sex with men,
31 863, 47%

Heterosexual males, 15 289, 22%

Figura 10. Porcentaje de casos por género y categoria de transmisién (www.ecdc.europa.eu),
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1.2.3. Espana

Segun datos recogidos por la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica de
Espafia (RENAVE), en el 2018 se declararon 11.044 casos nuevos de infeccidon
gonocécica, lo que representa una incidencia de 24,2 casos por cada 100.000
habitantes (68). Ello supone un aumento respecto al dato del afio 2017 (8.722 casos,
18,74 infecciones por 100.000 habitantes) (69) y a los reportados por el ECDC (8.200
casos, 17,6 infecciones por cada 100.000 habitantes) en nuestro pais ese mismo afio

(66).

Tal y como se puede apreciar en la Figura 11, desde el afio 2001 se comprueba la
tendencia ascendente de la infeccion gonocdcica. En el primer periodo (1995-2001), la
tendencia fue descendente con porcentaje anual de cambio del -26,9% (1C95%: -29,8; -
23,9). A partir de ese afio, la tendencia es creciente: en el segundo periodo (2001-
2013) el porcentaje anual de cambio fue del 11,6% (1C95%: 9,5; 13,8) y entre 2013y
2018 esta aumento se agudizé resultando del 27,3% (1C95%: 23,5; 31,2).
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Figura 11.Numero de casos notificados de gonocociay tasa deinfeccion por cada 100.000 habitantes en
Espafiaduranteel periodo 1995 —2018. Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE) (68).
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El 82,7% (9.135 casos) fueron varones y la razén hombre-mujer resulté de 4,8. La
mediana de edad al diagndstico fue de 30 afios con un rango intercuartilico (RIC) de 24
a 38 afios, siendo las mujeres (promedio 27 afios, RIC: 21 — 36 afios) mas jovenes que
los hombres (promedio 30 afios, RIC: 25 — 38 afios). La distribucién de los casos por

edad y sexo se muestra en la Tabla 4.

Grupos de edad
<15 afios 5(0,1) 16 (0,8) 21(0,2)
15-19 afios 456 (5,0) 282 (14,8) 738 (6,7)
20-24 afios 1.739 (19,0) 487 (25,5) 2.226 (20,2)
25-34 afios 3.672 (40,2) 583 (30,6) 4.255 (38,6)
35-44 afios 2.177 (23,8) 318 (16,7) 2.495 (22,6)
45 o mas afios 1.080 (11,8) 222 (11,6) 1.302 (11,8)
TOTAL 9.129 (100) 1.908 (100) 11.037 (100)

Tabla 4. Distribucion poredady sexo dela poblacién espaiolainfectada de gonococo en el afio 2018.
No seincluyd 1 caso sin informacién sobre sexo ni 6 casos en los que la edad fue desconocida. Red
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE) (68).

Al clasificar los casos por edad y sexo, en Espafia en el afio 2018 la tasa de
incidencia de la infeccién gonocdcica en hombres fue superior a la observada en

mujeres en todos los grupos de edad, tal y como se observa en la Figura 12.

El mayor nimero de casos positivos en ambos sexos se registraron entre los 20y

24 aios, halldndose en este grupo una tasa de incidencia de gonorrea de 152,66 casos

por cada 100.000 hombresy de 44,61 casos por cada 100.000 mujeres.

El segundo grupo mas frecuentemente afecto difirié en funcién del sexo, siendo
el constituido por pacientes varones el de edades comprendidas entre 25y 34 afios
(140,03 casos por cada 100.000 hombres) y en el caso de las mujeres aquel con edades

de entre 15 y 19 afios (28,80 casos por cada 100.000 mujeres).
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Figura12. Distribucidndelos casos degonorreaen Espafiaen el afio 2018 por grupos de edad y sexo.
Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE) (68).

En el afio 2018, se constataron importantes diferencias en la incidencia de la
infeccion gonocdcica entre las distintas comunidades auténomas, con un rango
comprendido entre 2,36 y 61,21 casos por cada 100.000 habitantes. Las tasas mas
elevadas se registraron en Catalufia (61,21), Baleares (40,96) y Madrid (39,73), y las
mas bajas se notificaron en Melilla (2,36), Ceuta (3,53), Murcia (3,99), Castilla y Leén
(4,44) y Extremadura (5,62). La Comunidad Valenciana presentd una alta incidencia,

resultando esta superior a los 18,67 casos por cada 100.000 habitantes (Figura 13).
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Figura13.Incidenciadela infecciéngonocécica en Espafia por Comunidades Auténomas durante el afio
2018. Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE) (68).
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1.3. TRATAMIENTO Y RESISTENCIA ANTIBIOTICA

1.3.1. Tratamiento actual de la infeccion gonocécica

Un régimen antibidtico eficaz, precoz y accesible en el tratamiento de la
gonococia es esencial para evitar las complicaciones y secuelas que pueden
desarrollarse, asi como para romper la cadena de transmisidony reducir el periodo enel
gue el gonococo posee una gran capacidad de transmisidn entre las parejas sexualesy
al recién nacido en mujeres gestantes. Todo ello posee un beneficio tanto clinico como
en el dmbito de la salud publica, hecho que justifica el inicio del tratamiento empirico
ante el diagndstico de uretritis gonocdcica, basado en la sintomatologia y los
resultados del laboratorio. Dicho tratamiento deberia ser efectivo frente al gonococo y

la clamidia, constituyendo ambos los principales agentes causales de uretritis.

En cuanto a la pauta inicial recomendada, la sucesiva aparicién de resistencias
antibidticas ha obligado a realizar modificaciones frecuentes de las guias terapéuticasa
nivel mundial. La susceptibilidad reducida de Neisseria gonorrhoeae a penicilina y el
desarrollo de resistencias a otros grupos de antibidticos, como sulfonamidas,
tetraciclinasy fluorquinolonas, imposibilita su uso en el régimen inicial de la infeccidn

gonocdcica.

Durante un largo periodo de tiempo, las cefalosporinas de tercera generacién
(C3G) se han considerado el tratamiento de eleccidn en los casos de infeccién por
Neisseria gonorrhoeae. No obstante, el continuo aumento de aislados con alta
resistenciatanto cefiximacomo a ceftriaxona ha desaconsejado el uso en monoterapia
de las mismas. En los ultimos afos se han notificado en todo el mundo fracasos
terapéuticos relacionados con dichas C3G en el tratamiento de la gonorrea
(70)(71)(13)(72). De la misma manera, numerosas publicaciones de diferentes paises
han descrito fallos en el tratamiento de la gonorrea de origen faringeo con ceftriaxona,

C3G de administracién intramuscular (73)(74)(75).
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Actualmente, también se desaconseja el uso de azitromicina en monoterapia,
debido al constante aumento de cepas con baja sensibilidad a dicho macrélido
(76)(77)(78). Por un lado, dosis de 1 g pueden ser insuficientes para eliminar la
infeccidon gonocdcica, mientras que dosis de 2 g, ademas de tener una peor tolerancia
gastrointestinal, podrian ser inefectivas frente a aquellas cepas de gonococo con alta
resistencia a azitromicina. En adicién, existen datos que indican que el uso de
azitromicina puede inducir y propagar resistenciaa Treponema pallidum y Mycoplasma

genitalium (43).

Todo ello ha desembocado en una revision de las guias internacionales para el
tratamiento y manejo de la enfermedad. De esta manera, el clasico tratamiento en
monoterapia con una cefalosporina de tercera generacion (como cefixima o
ceftriaxona) ha sido relegado a un tratamiento combinado que incluye ademas
azitromicina. Asi pues, desde el afio 2011 la mayoria de las guias recomiendan una
terapia dual con estas dos familias de antibiéticos, las cuales exhiben un mecanismo de

accion diferente consiguiendo de esta manera aumentar la eficacia del tratamiento.

Aungue las pautas varian ligeramente entre diferentes organismos y sociedades
cientificas tanto nacionales como internacionales, se establece para el tratamiento de
la gonorrea no complicada el uso de ceftriaxona intramuscular junto a azitromicina
oral, ambas en dosis Unica como terapia empirica de eleccidn. Se prefiere el uso de
ceftriaxona a cefixima, debido a que esta ultima C3G de administracidn oral presenta
mayor facilidad en la generacién de resistencias, tal y como se ha notificado en

diversos estudios en los ultimos afios (79)(80).

La dosificaciéon de dichos antimicrobianos puede variar en funcién de la
epidemiologia de las resistencias antibiéticas observadas en el entorno y de la
tolerancia gastrointestinal a la azitromicina. Asi, el Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) recomienda dosis menores de C3G, debido a que la sensibilidad de
las mismas en Estados Unidos es mayor que la observada tanto en Europa como en

Espafia (81)(82)(83). La pauta inicial aconsejada por este organismo es ceftriaxona
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intramuscular (250 mg) y azitromicina oral (1 g) para el tratamiento de la gonorrea no

complicada (84).

La OMS, en sus recomendaciones establecidas en el afio 2016, propone el mismo
tratamiento para la gonorrea genital o rectal no complicada que el CDC (5) de la misma

manera que la guia Canadiense en su actualizacion del afio 2018 (85).

En cambio, en el régimen planteado en la guias europeas se recomienda una
dosis superior de ceftriaxona (500 mg) junto con una dosis también superior de
azitromicina (2 g) (13). La guia britanica del afio 2011 recomienda, sin embargo, la

asociacion de 500 mg de ceftriaxona mas 1 g de azitromicina (14).

La finalidad del tratamiento dual para combatir la infeccién gonocdcica es, por
tanto, evitar la seleccion de cepas con sensibilidad disminuida a las cefalosporinas.
Esto se debe a que el gonococo, al igual que otras bacterias, presenta dificultad para
desarrollar resistencias a dos clases diferentes de antimicrobianos. De esta manera se
crea una barrera farmacoldgica que evita la disminuciéon de la susceptibilidad a uno de

los componentes del tratamiento combinado (43).

La OMS y el resto de sociedades cientificas detallan sus recomendaciones en el
tratamiento que proponen atendiendo a las caracteristicas especificas de lainfeccion
causada por N. gonorrhoeae, como es el caso de pacientes coinfectados con el VIH,
poblaciones de alto riesgo como trabajadores sexuales, hombres que tienen sexo con
hombres (HSH), personas transgénero y mujeres embarazadas. También se
proporcionan recomendaciones para la profilaxisy tratamiento de la oftalmia neonatal

causada por N. gonorrhoeae (5).

1.3.2. Evolucion del tratamiento de la gonorrea a lo largo de la historia

Desde que a principios del siglo XX se introdujera el uso de los antimicrobianos

para el tratamiento de la gonorrea, Neisseria gonorrhoeae ha ido desarrollando

resistencia a todos los antibidticos utilizados a lo largo de la historia (86).
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La disminucién gradual de la sensibilidad antibiética del gonococo es resultado

del efecto aditivo de multiples mutaciones cromosdmicas desarrolladas a lo largo de

estos afos.

Dichos sistemas actian en la modificacion o destrucciéon de la molécula
antimicrobiana bien mediante procesos enzimaticos, alterando la diana terapéutica,
disminuyendolapenetracidon del antibiéticoen el interiorde la célula o aumentando la

expulsién de este hacia el exterior de la misma.

En la Figura 14, se resume la evolucion en los regimenes instaurados para el
tratamiento de la infeccion gonocdcica desde el afio 1936, asi como la evolucién de las
resistencias generadas por N. gonorrhoeae frente a cada uno de ellos, incluyendo
aquellos determinantes genéticos que propiciaron esta disminucion de sensibilidad
(86).
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Figura14.Cronologia del desarrollo de resistencia a antibidticos. Desde el inicio del tratamiento
antibidtico de la gonorrea con sulfonamidas en la década de 1930, N. gonorrhoeae ha adquirido
determinantes deresistencia genética frente a todos los antimicrobianos que se han utilizado como

tratamiento de primera linea (86).
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Ademas, y como después se desarrollard, el gonococo ha demostrado una gran
capacidad de transferencia horizontal del material genético. Este hecho es
especialmente relevante en el caso de la infeccién gonocécica faringea, ya que
especies saprofitas de Neisseria presentesen la orofaringe pueden actuar como fuente
de resistencias debido a la adquisicién del gonococo de genes que codifican para estos

mecanismos (87).

Como se observa en la Figura 14, las sulfonamidas fueron los primeros
antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la gonorrea. En concreto, la
sulfanilamida fue la mas empleada, resultando efectiva en el 80% de los casos y
utilizandose lasulfapiridinaen los pacientes en los que esta no fue efectiva. Mas tarde
se comenzd a utilizar el sulfatiazol, el cual presentaba la misma efectividad y menos
reacciones adversas. No obstante, a finales de los afios 40, el 90% de los aislados de N.
gonorrhoeae exhibian resistencia in vitro a este grupo de antibidticos. Aun asi, el
sulfametoxazol combinado con trimetroprim se siguidé utilizando en paises con pocos

recursos.

En 1943, |a penicilina reemplazé el uso de las sulfonamidas como tratamiento de
primera linea para la gonorrea. Dicho compuesto, descubierto accidentalmente por
Alexander Fleming en 1928 resultd, en aquel entonces, util en el tratamiento de la
uretritis gonocdcica, ya que con dosis de 45 mg se conseguian porcentajes de curacién
superiores al 95%. Sin embargo, con el paso del tiempo las CMI para este antibidtico
fueron aumentando debido al acimulo de determinantes genéticos de resistencia,
obligando a aumentar progresivamente las dosis requeridas. A pesar de que en 1946
se comenzaron a documentar cada vez mas casos de resistencia a este farmaco, este
agente fue utilizado durante décadas. En 1976 se detectaron cepas productoras de B-
lactamasas plasmidicas en todo el mundo, aunque no fue hasta el descubrimiento de
los mecanismos de resistencia cromosémicos a la penicilina cuando esta se dejo de
utilizar como tratamiento de primera linea. En la actualidad, las cepas resistentes a la
penicilina tanto mediante mecanismos plasmidicos como cromosémicos son

frecuentes a nivel global, imposibilitando su uso en todo el mundo.
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En un inicio, la tetraciclina se utilizé fundamentalmente en aquellos pacientes
alérgicos a la penicilina. De la misma manera que sucedié anteriormente, las CMI
fueron aumentando paulatinamente como consecuencia de la existencia cada vez mas
frecuente de mecanismos cromosdmicos de resistencia. La deteccion a mediados de
los afios 80 de cepas con el plasmido tetM, que origina una resistenciade alto nivelala
misma, conllevé la eliminacidon de este farmaco de las guias de tratamiento de los

Estados Unidos asi como en otros paises.

La espectinomicina, aminociclitol administrado por via intramuscular en dosis de
2 g, se comenzo a utilizar a principio de los afios 60 como un antimicrobiano especifico
en el tratamiento de la gonorrea, principalmente tras la aparicidn de las resistencias
plasmidicas a la penicilina. Sin embargo, a partir de 1980 se empezaron a detectar
casos de resistencia a este compuesto en todo el mundo, dejdndose por tanto de
utilizar como tratamiento empirico de primera linea. Actualmente, casi el 100% de las
cepas de Neisseria gonorrhoeae son sensibles a dicho agente. No obstante, este
antimicrobiano no es eficaz para el tratamiento de la gonorrea faringeay, ademas, no

esta disponible en la mayoria de paises.

En lo que respecta a las quinolonas, en concreto al ciprofloxacino, este fue
ampliamente utilizado en el tratamiento de la gonorrea a partir de los afios 80.
Inicialmente se empled a dosis bajas de aproximadamente 250 mg, pero a principios
de los afios 90 se comenzaron a documentar fracasos terapéuticos. Por este motivo, se
incrementaron estas dosis hasta los 500 mg, desarrollando el gonococo de nuevo y de
forma rapida resistencia a este agente. Estas cepas resistentes a ciprofloxacino
aparecieron inicialmente en paises asidticos y se diseminaron en poco tiempo a nivel
mundial, precipitando su abandono como tratamiento de primera linea a mediados de
los afios 90. En el afio 2007, las fluorquinolonas se eliminaron finalmente tanto de las
guias de tratamiento del CDC como de las europeas. En la actualidad, existen
numerosas cepas a nhivel mundial con alto nivel de resistencia a las quinolonas, por lo
gue no pueden ser usadas en el tratamiento inicial de la gonococia sin un antibiograma

previo que confirme la sensibilidad a las mismas.
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En lo que se refiere a los macrélidos, los datos clinicos e in vitro revelaron que la
eritromicina no era lo suficientemente efectiva para el tratamiento del gonococo. La
azitromicina, por el contrario, demostrdé poseer una actividad superior contra dicho
patégeno. A pesar de ello, a finales de los aflos 90 se comenzaron a informar casos
tanto de cepas con sensibilidadintermedia como resistentes en Sudamérica, donde ya
se empleaba ampliamente dicho antimicrobiano para el tratamiento de las ITS. La
resistencia a este agente comenzé a diseminarse rapidamente y aparecieron aislados
con alto nivel de resistencia (CMI 256 mg/L) en paises como Escocia (88), Inglaterra
(89), Italia (90), Estados Unidos (91) y Suecia (92). Hoy en dia, se desaconseja el
tratamiento de la gonorrea con azitromicina en monoterapia, utilizandose esta de

forma combinada con las C3G en la actual terapia dual recomendada.

Las cefalosporinas empleadas para el tratamiento de la gonorrea son las de
tercera generacién (C3G), ceftriaxona intramuscular y cefixima oral. No obstante, las
cefalosporinas orales tales como cefditoreno, cefuroxima, cefpodoximay ceftibuteno
se han utilizado en areas geograficas en las que la cefixima no esta disponible.
Concretamente en Japon, en la década de los 90, estaban disponibles diversas
cefalosporinasorales, las cuales presentan una clara ventajafrente a las cefalosporinas
administradas por via parenteral. No obstante, la dosificacién empleada resultd ser
subdéptima, utilizando en el caso de la cefixima dosis de 300 mg en lugar de los 400 mg
recomendados en las diferentes guias. Esta infradosificacion propicié ladisminuciénde
la susceptibilidad de la misma hasta en un 30% (80)(79). Durante las ultimas dos
décadas, la sensibilidad de las cefalosporinas de espectro extendido (ESC) ha ido
disminuyendo (13)(70)(71) documentandose fracasos terapéuticos en todo el mundo

(93)(94)(95)(73)(72).

Ante la amenaza de que Neisseria gonorrhoeae desarrolle de nuevo resistencia a
la ultima opcidn de la que disponemos, se decidid establecerla actual terapia dual para
el tratamiento empirico de la gonorrea. Es por ello que, las guias de las principales
asociaciones cientificas recomiendan en la actualidad asociar ceftriaxona
intramuscular a dosis de 250 mg (84)(85) o 500 mg (14) junto con azitromicina oral a

dosisde 1g (84)(85) (14) o 2 g (13).
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1.3.3. Mecanismos de resistencia antibidtica

El agente causal de la gonorrea, Neisseria gonorrhoeae, es capaz de desarrollar
resistencia a antibidticos de diferentes familias mediante todos los mecanismos

fisiolégicos conocidos.

En primer lugar, posee la capacidad de modificar o destruir la molécula
antimicrobianaa través de procesos enzimaticos. También puede disminuirsu afinidad
por estas sustancias, modificando la diana terapéutica de las mismas. Ademas, es
capaz de disminuirlaentrada del antibidticoal interiorde la célulao expulsarel mismo
hacia el exterior. En la Figura 15 se muestran los principales mecanismos de resistencia

descubiertos en el gonococo (86).
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Figura15.Resumen delos mecanismos de resistencia antibidtica presentes en Neisseria gonorrhoeae.
La proteina de unidén a la penicilina 2 (PBP2) codificada por el gen penA, es una transpeptidasa
periplasmicay el principal objetivodelas cefalosporinas. Mutaciones en mosaico del gen penA confieren
resistenciaa las mismas. La bomba de eflujo MtrC—MtrD-MtrE y su represor MtrR contribuyen a la
resistencia del gonococo a través del eflujode diferentes antimicrobianos. La proteina principal dela
membrana externa, la porina PorB, codificada porel gen porB, es un determinante de resistencia que
requiere de la mutacién conjunta de MtrR (86).
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Aunque la inmensa mayoria de mecanismos de resistencia que posee N.
gonorrhoeae son cromosdémicos, presenta también otros de origen plasmidico, los
cuales estan codificados por los genes blarsy vy tetM. Estos determinantes por si
mismos pueden dar lugar a altos niveles de resistencia tanto in vitro como in vivo. No
obstante, en otras ocasiones, es necesario un acumulo de diferentes mecanismos para

que el fenotipo de resistencia tenga significado clinico.

Como se ha comentado anteriormente, el gonococo es capaz de adquirir
material genético externo a través de sistemas de transferencia horizontal
relacionados con neisserias saprofitas de la faringe, las cuales puede actuar como

reservorio de genes de resistencia (87), proceso mostrado en la Figura 16.

HUMAN MUCOSA
Commensal Neisseria Pathogenic Neisseria

DNA release /Z

Figura 16. Transferencia horizontal de genes entre especies comensales y patdgenas de Neisseria.

Donaciénde DNApor partedelas bacteriascomensales porautolisis y captacion mediante pilis de las
bacterias patogénicas (87).

Esto se debe a que, en la gonorrea faringea que resulta asintomatica en la
mayoria de los pacientes, N. gonorrhoeae puede convivir con neisserias comensales
durante largos periodos de tiempo, incorporando y expresando material genético de
estas mediante un proceso denominado trasformacidn. En este momento, estos genes
también tienen la capacidad de transmitirse entre las diferentes cepas de gonococo

tanto por procesos de transformacion como de conjugacion.

En el caso de Neisseria gonorrhoeae, la mayor parte de los mecanismos de

resistencia no provocan una disminucidn del rendimiento bioldgico de la bacteria
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probablemente debido a mutaciones compensatorias, generando por tanto cepas

multirresistentes incluso en ausencia de presidn antibidtica.

A continuacién, se describen los diferentes mecanismos que el gonococo ha
disefiado para evadirlos efectos de los distintos antibidticos utilizados a lo largo de los

afios para el tratamiento de la infeccion que este microorganismo produce.

Sulfonamidas: su mecanismo de accidn consiste en inhibir la sintesis de acido
folico mediante el bloqueo del enzima dihidropteroato sintetasa (DHPS). En este caso,
la mutacién del gen folP, el cual codifica parala DHPS, disminuye la afinidad entre las

sulfonamidas y su diana terapéutica.

Penicilina: los antibidticos B-lactamicos bloquean la sintesis de peptidoglucano,
constituyente fundamental de la pared bacteriana, mediante la unién del anillo B-

lactamico e inhibicion de las Penicilin Binding Proteins (PBPs).

Durante los afios en los que dicho B-lactamico ha sido empleado, el gonococo ha
generado resistencia al mismo tras acumular mutaciones cromosdmicas en diferentes
genes relacionados con la biosintesis de la pared celular (penA y ponAl), o con
estructuras que afectan a la concentracién periplasmatica del farmaco (penB, penCy

mtrR) (96).

Los genes ponA y penA codifican para las PBP1y PBP2, respectivamente, cuyas
alteraciones afectan principalmente a la actividad de las penicilinas, aunque también
se han relacionado modificacionesen la PBP2, como genes en mosaico, con resistencia
a las cefalosporinas orales y disminucion de la sensibilidad a la ceftriaxona. El acimulo
de entre 5 y 9 mutaciones enel gen penAdisminuye lasensibilidad ala penicilinaentre
6 y 8 veces. Estas mutaciones de penA se deben a la adquisicién, mediante procesos de
transformacidn, de secuencias procedentes de neisserias comensales que poseen PBP2
modificadas. Modificaciones en ponA disminuyen la acilacion, entre 3y 4 veces, de la

PBP1, alterando asi la diana y reduciendo su efectividad.

El sistema multiple transferable resistance (mtr) codifica proteinas implicadas en

diferentes bombas de expulsion como la MtrC-D-E, cuya hiperexpresion favorece la
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resistencia a penicilina, macrélidos, tetraciclina y quinolonas (97) y puede estar

también implicada en la disminucién de sensibilidad a cefalosporinas.

Mutaciones en el gen porB, conocidas como penB, conllevan alteraciones en la
porina porB1B que también causa resistencia a familias de antibidticos B-lactdmicos,
tetraciclinas, asi como una disminucién en la sensibilidad a las quinolonas (98).
Posteriores estudios han demostrado que esta resistencia se produce solo cuando
existe una sobreexpresidon de la bomba de eflujo MtrC-MtrD-MtrE, funcionado como
un posible efecto sinérgico (99). Por su parte, pilQ es un importante componente de la
membrana externa del gonococo relacionado en la formacién de los pilis tipo IV.
Mutaciones en pilQ (conocidas también como pilQ2 o penC) originan resistencia a la

penicilina al incapacitar la entrada de dicho farmaco al interior del gonococo (100).

Ademas de los mecanismos cromosdmicos descritos, el aumento de las CMI a la
penicilina (CMI 128 mg/L) se desencadena por la produccién de una B-lactamasa
plasmidica (bla) de tipo TEM (bla-1¢y), aislados denominados penicillinase-producing N.
gonorrhoeae (PPNG). Estas cepas poseen enzimas que hidrolizan dicho anillo B-
lactamico e inactivan el antibidtico, provocando resistencias de alto nivel. Las cepas
PPNG fueron descritas en los afios 70 (101), siendo dichos plasmidos similares
genéticamente pero presentando pequefias diferencias de tamaiio relacionadas con
distintas inserciones y delecciones. Estos plasmidos se nombran en funcidn del area

geografica donde se descubrieron (102).

Tetraciclinas: estos antimicrobianos impiden la sintesis proteica bacteriana a
través de lainhibicidn del proceso de traduccién, concretamente bloqueando la unién

del aminoacil-tRNA al ribosoma mediante su unién a la fraccion 30S del ribosoma.

En este caso, existe una resistencia plasmidica de alto nivel mediada por
plasmidos (CMI 24 — 32 mg/L) a través de la modificacion de la proteina tetM (103).
Esta proteina, que posee similitud con el factor de elongacién G (EF-G) involucrado en
la traduccion proteica, se une a la subunidad 30S del ribosoma desplazando al

antimicrobiano. Ademas, tetM posee actividad GTPasa.
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La resistencia cromosdmica a este antimicrobiano se debe a mutaciones que
modifican la estructura de la proteina ribosomal (alelo rps)), la cual actia
conjuntamente con otros determinantes que aumenten la expulsion (mtrR) y

disminuyen la penetracion (penB) de la tetraciclina.

Espectinomicina: se trata de un antibidtico bacteriostatico que se une a la

subunidad 30S del ribosoma, especificamente al RNAr 16S, e inhibe la traduccién

proteica.

En el caso del gonococo, la resistencia de alto nivel a la espectinomicina (CMI
>1024 mg/L) se debe al cambio en la region de union del RNAr 16S, concretamente a

una deleccién Val25y una mutacion K26E en la fraccién 30S ribosomal.

Quinolonas: alteran la actividad de la DNA girasa y topoisomerasa 1V, siendo
ambas topoisomerasas esenciales para la replicacion, transcripcion, recombinacién y
reparacion del DNA. Su mecanismo de accion se basa en la formacién de un complejo
compuesto por el farmaco-enzima-DNA que impide la rotura de la doble hélice del
DNA en los procesos anteriormente mencionados (104). Dicha DNA girasa esta
formada por dos subunidades GyrA y dos subunidades GyrB. En el caso concreto del

gonococo, la resistencia a estos antibidticos se debe a mutaciones en el gen gyrA.

La topoisomerasa IV es un tetramero formado por dos subunidades ParC y dos
ParE. Este enzima también se puede inhibir por accion de las quinolonas, aunque la
concentracion de antibidtico requerida es superior a la necesaria para inhibir la DNA
girasa. Si las mutaciones se producen tan solo en gyrA, puede conllevar resistencia de
bajo nivel o intermedio, pero para desarrollar resistencia de alto nivel son necesarias

mutaciones concomitantes en parcC.

Macrdlidos: son agentes bacteriostaticos que inhiben la sintesis proteica al
unirse a la subunidad 50S del ribosoma. Diferentes mecanismos se han descrito en la
disminucidn del efecto de la azitromicina, como es el caso de la bomba de eflujo Mtr-
C-D-E (105) tratada anteriormente. Mutaciones en la proteina L4 ribosomal, cuyo

cambio afecta a la conformacion del RNA 23S, permiten un aumento de las CMI del
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gonococo a dicho farmaco (105)(106). En la actualidad se han descubierto alteraciones
directas en el RNA 23S del gonococo que afectan también a su susceptibilidad

(78)(107).

Cefalosporinas: las cefalosporinas de espectro extendido (ESC), consideradas

hasta el afio 2011 como el tratamiento de primera linea en la infeccién gonocécica en
la mayoria de paises, fundamentan su accién en la inactivacion de la PBP2,
constituyendo esta su principal diana (70). Alteraciones en penB, mtrR, y penC, que
favorecen el incremento de la expulsion de estos farmacos o la disminucién de la
penetracion de las cefalosporinas al interior de la célula, junto con mutaciones en el
gen penA, el cual codifica para dicha PBP2, parecen constituir los mecanismos de

resistencia a estos agentes (86)(108).

Entre todos ellos, el principal determinante de resistencia del gonococo a las
cefalosporinasson las alteraciones especificas en el gen penA que afectan ala PBP2, el
objetivo fundamental de las cefalosporinas. En este sentido, se han descrito el gen
penA varias mutaciones en mosaico que presentan entre 60 y 70 cambios de
aminodacidos. Se cree que estas alteraciones se produjeron por transformacion y
recombinacion con otros genes penA procedentes de neisserias comensales de la
orofaringe, como Neisseria perflava, Neisseria sicca, Neisseria polysaccharea, Neisseria
cinerea y Neisseria flavescens. Esta adquisicion de alelos en mosaico incrementan las
CMI de la cefixima en mayor medida que las de la ceftriaxona. En cepas resistentes a
cefixima con el alelo penA en mosaico, se han detectado tres alteraciones
aminoacidicas especificas (G545S, 1312M y V316T). Algunos cambios puntuales en la
PBP2, como G542S, P551S y P551L, también se han asociado de forma estadistica con

CMI elevadas a ceftriaxona.

En lo que respecta a las primeras cepas con resistencia de alto nivel a las
cefalosporinas, inicialmente se aislé un aislado en Japdén (93) que presentd el alelo
penA en mosaico, el cual mostré diferencias al compararse con el alelo X, alelo
encontrado en diversas cepas resistentes a cefixima que se relacionaron con casos de

fallos en el tratamiento.
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La cepas resistentes aisladas en Francia (94) y Espafia (109) contienen el alelo en
mosaico XXXIV con una alteracién adicional A501P. Esta mutacion se ha demostrado
gue cambia la estructura secundaria de la PBP2 e impide la unién de la ceftriaxonay la

cefiximaala PBP2.

Aunque el principal mecanismo de resistencia son las alteraciones en la diana
terapéutica de estos farmacos, el aumento de la expulsidn y la disminucién de la
penetracion de las cefalosporinas a través de los determinantes mtrR y penB,
respectivamente, aumentan las CMI tanto de ceftriaxonacomo de cefixima, resultando
el efecto superior en el caso de la ceftriaxona. Por otro lado, mutaciones en ponA'y
pilQ, determinantes de resistencia a la penicilina, parecen no afectar en las CMI de las

cefalosporinas.

Como se ha detallado, existen mecanismos que pueden afectar a las CMIs de
varias familias de antibidticos, independientemente de su mecanismo de accién, y que
se engloban dentro de los sistemas de expulsién o de los sistemas que impiden la

entrada del farmaco.

En el gonococo se han identificado 4 sistemas de expulsién denominados MtrC-
D-E, MacAB, NorM y FarAB, que pertenecen a las familias RND (resistance nodulation-
cell division), ABC (ATP-binding cassette), MATE (multidrug and toxic compound
extrusion) y MF (major facilitator), respectivamente. La bomba MtrC-D-E, una de las
mas estudiadas, puede expulsardiferentes antimicrobianos hidrofébicos, como son los
macrdélidos, B-lactdmicos, ciprofloxacino y tetraciclina. Las cepas de gonococo con
resistencia intermedia a diferentes moléculas hidrofébicas suelen presentar
mutaciones en el dominio de unidn al DNA del gen mtrR. La bomba NorM exporta

fluorquinolonas y la MacAB macrélidos.

En loreferente a la penetracién de los antimicrobianos al interior de la célula, las
cepas de gonococo que expresan porB1B son mas sensibles a la penicilina y
tetraciclina, mientras que cambios en los aminodcidos de esta porina disminuyen la
sensibilidad del gonococo a penicilina, tetraciclina y cefalosporinas. La penicilinay la

ceftriaxona se ven mas afectadas que la cefixima, lo cual sugiere que la cefixima no
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difunde al espacio periplasmico a través de la porina porB1B, o que la difusiénno se ve
afectada por mutaciones en penB. Aun asi, este determinante de resistencia necesita
la accidn sinérgica de otros mecanismos para expresar fenotipicamente el aumento de

las CMI.

En general, las cepas bacterianas que presentan resistencias antimicrobianas
tienen una ventaja tanto in vitro como in vivo, ya que perviven en presencia del
antibiético al que son resistentes. No obstante, en ausencia del antibiético, el
rendimiento biolégico de estas cepas acostumbra a ser inferior que el de las cepas
sensibles. Aun asi, hay mutaciones estabilizadoras o compensatorias que restablecen

dicho fitness o rendimiento bioldgico manteniendo la resistencia antimicrobiana.

Concretamente, en el gonococo, los mecanismos de resistencia no parecen
provocar una disminucién del rendimiento biolégico de la bacteria, hecho que se
evidencia al seguir detectandose cepas multirresistentes incluso en ausencia de

presion antibidtica.

1.3.4. Sistemas de vigilancia de las resistencias

Ante el alarmante incremento de cepas de Neisseria gonorrhoeae
multirresistentes, la OMS ha recomendado a todos los Estados Miembros fortalecer la
vigilancia, implementar dia a dia la capacidad de deteccidn de los nuevos casos desde
el laboratorio, proporcionar el tratamiento mas adecuado de forma individualizada e
identificar las poblaciones de alto riesgo. Ademas, insiste en que la prevencion y el
buen manejo de la infeccién constituyen una medida esencial para mitigar la

resistencia a los antimicrobianos.

En este sentido, la vigilancia epidemiolégica constituye un componente clave en
las estrategias internacionales de prevencion y control de resistencias a
antimicrobianos. Asi pues, existen diversas organizaciones con programas de vigilancia

gue realizan dicha funcion.
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En primer lugar, el programa mundial de vigilancia de antimicrobianos para la
gonorrea dependiente de la OMS (GASP-WHO) se organiza mediante una red global de
laboratorios de referencia que colaboran entre si. Esta organizacion fue creada en

1990 con el objeto de vigilar a nivel mundial las cepas MDR de N. gonorrhoeae.

Dada la magnitud del problema y las diferencias en cuanto al perfil de
sensibilidad antibidticade las cepas encontradas en cada pais, existe una gran cantidad
de programas de vigilancia nacionales que recogen datos y elaboran informes de
forma periédica, entre los que destacan el programa Europeo de vigilancia
antimicrobiana del gonococo (Euro-GASP) (81), el programa americano (GISP) que
actua en conjuncién con el CDC (110), el programa canadiense (Canadian GASP) (111),
el programa argentino (GASSP-AR) (112), el programa de Reino Unido (GRASP) (113) y

el programa australiano (AGSP) (114).

Con elfin de que lainformacién obtenida sea intercomparable, es necesario que
estén estandarizados todos los aspectos relevantes referentes a la correcta obtencién
de los datos, como es el caso de la recoleccién y transporte de muestras, cultivo,
preservacion de cepas, metodologia realizada en el estudio de la sensibilidad
antibidtica o de caracterizacion molecular de los asilados. Todo ello es controlado
mediante un sistema de calidad desarrollado a través del programa mundial de
vigilancia de antimicrobianos para la gonorrea dependiente de la OMS (GASP-

WHO)(115).
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1.4. CARACTERIZACION MOLECULAR

Tanto las caracteristicas fenotipicas como genotipicas de los aislados de Neisseria
gonorrhoeae varian de forma constante en todo el mundo. Por tanto, la tipificacion
fidedigna de estas cepas es esencial para entendersu relacién con los distintos perfiles
de susceptibilidad antibidtica, los grupos poblacionales asociados, asi como sus

mecanismos de diseminacion.

La aparicién de cepas de gonococo multirresistentes en multiples lugares ha
obligado a introducir, en los programas de control nacionales e internacionales,
métodos de caracterizacion molecular. Esta informacidn obtenida es imprescindible a
la hora de comprender la epidemiologiay la dindmica poblacional. Para el estudiode la
genética poblacional reviste especial importancia en el entendimiento de la historia

evolutiva del microorganismo.
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Figura17.Genoma circular de Neisseria gonorrhoeae. Cepa FA1090 compuesta por2.153.944 pares de
bases (116).
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Actualmente, y aunque existen varios métodos para llevar a cabo dicho
cometido, destacan el Multilocus sequence typing (MLST) y el N. gonorrhoeae multiantigen
sequence typing (NG-MAST), siendo este ultimo el mas utilizado y, por tanto, el que
mayor posibilidad de intercomparacién de resultados permite entre cepas de

diferentes areas geograficas.

1.4.1. Caracterizacion del gen porB

Esta técnica se realiza mediante el analisis comparativo de la secuencia de
nucleétidos de este gen, el cual presenta los alelos porB1A y porB1B que codifican para
las porinas del gonococo porB1A y porB1B respectivamente (117). Esta ultima porina
se considera clave en la adhesion del gonococo al epitelio del hospedadory por tanto

esta implicada en la patogenicidad del aislado.

Dicha técnica posee un elevado poder discriminatorio y presenta los datos en un
formato comparable con los resultados obtenidos en la serotipificacion (118). Aun asi,
la secuenciacion completadel gen porB es un proceso laborioso y la mayor parte de las
mutaciones de este gen se pueden detectar secuenciando fragmentos internos
altamente variables, los cuales proveen de informacidn suficiente para clasificar y
discriminar entre diferentes cepas. Esta ultima posibilidad de andlisis molecular

corresponde técnica NG-MAST.

1.4.2. NG-MAST (N. gonorrhoeae multiantigen sequence typing)

Actualmente, se considera el método mas util para la caracterizacion molecular
de N. gonorrhoeae (37). Esta técnica se basa en la secuenciacion de fragmentos
internosde los genes hipervariables porBy tbpB, los cuales codifican para antigenos de
superficie y que estan bajo seleccion positiva. Existe una base de datos on-line

(www.ng-mast.net) la cual permite realizar un anadlisis comparativo con los

aislamientos obtenidos en diferentes regiones del mundo. Ademas, es una
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herramienta eficiente para estimar la variabilidad genética de una poblacidn
determinada y detectar redes de transmision (119). En adicién, varios estudios han
permitido establecerasociaciones entre secuenciotipos (STs) obtenidos mediante NG-

MAST y determinados patrones de resistencia antibidtica (120)(121).

Dicho método, aunque generalmente se lleva a cabo a partir del DNA extraido de
forma directa del cultivo en el que el gonococo se encuentra aislado, puede realizarse
con éxito a partir de muestras que no han sido sembradas previamente como
especimenes clinicos (122) o incluso piezas de ropa (123). Algunos estudios
demuestran de que se trata de un método util en muestras urinarias, de cérvix o
vagina, aunque en el caso de muestras faringeas pueden presentarse reacciones

cruzadas debido a la presencia de neisserias saprofitas de la orofaringe (118).

1.4.3. MLST (Multilocus sequence typing)

Se trata de otra herramienta de caracterizacién molecular del gonococo, cuyo
fundamento es el opuesto al de la técnica de NG-MAST. Dicha técnica esta basada en
el andlisis de genes altamente conservados del gonococo. Estos se caracterizan por la
lenta acumulacion de mutaciones y reflejan la evolucién natural de la poblacién

microbiana. La base de datos publica de MLST (http://pubmlst.org/neisseria) permite

comparar las poblaciones de gonococo a nivel mundial.

Con frecuencia, los programas de vigilancia de N. gonorrhoeae dependen de los
métodos utilizados para la identificacién y tipificacion molecular de los aislados
clinicos. No obstante, y aunque los estudios acerca de estos métodos de
caracterizacion concluyen que la técnica de NG-MAST es la mas iddnea, existen

discrepancias en su uso y falta de experiencia en su aplicacién.

Estas discrepancias conllevan que, a dia de hoy, no esté establecido un método

Unico que utilizado por toda la sociedad cientifica permita identificar diferentes cepas
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relacionadas entre si. No obstante, existen varios estudios que determinan el poder

discriminatorio de cada una de estas técnicas.

llina et al. (118) evaluaron los diferentes métodos para la tipificacion del
gonococo, incluyendo las técnicas anteriormente mencionadas (porB, NG-MAST,
MLST) y otros como la serotipificacion con aislados de N. gonorrhoeae obtenidos en

diferentes regiones de Rusia geograficamente no relacionadas.

Entre sus hallazgos destaca que el poder discriminatorio de la serotipificacion
tradicional fue de 0,82, resultado inferior al 0,90 establecido como valor deseable para

poder considerar fiable una técnica de caracterizacion de las cepas (124).

Por el contrario, los métodos basados en el estudio de los acidos nucleicos
demostraron un poder discriminatorio muy superior. El tipaje de los genes utilizado
por NG-MAST obtuvo un resultado superior al 0,95, valor recomendado por la
“European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases” (ESCMID) para los
métodos de caracterizacion molecular (125). En cuanto a la técnica MLST, el poder
discriminatorio obtenidofue de 0,91 y por tanto inferioral obtenido con el método del

NG-MAST.

Este grupo concluye que los métodos basados en la caracterizacion de los acidos
nucleicos son los mas adecuados. Concretamente, el NG-MAST se considera el mas util
para la monitorizacién, a corto plazo, de los patrones de transmisién y es el mas

apropiado para lainvestigacion de brotes surgidos a nivel local.

En otro estudio, Bilek et al. (119) analizaron la utilidad de NG-MAST como
herramienta para el estudio de contactos. Sus resultados afirman que dicho método es
el mdas adecuado, comparado con la tipificacion del gen Opa, ya que presenta un
porcentaje de concordancia superior, la técnica es mds robustay facil de realizary los

resultados obtenidos son mas precisos y no presentan ambigtiedad.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis y Objetivos
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El aumento constante de los casos de infeccidon gonocdcica asi como la capacidad
innata de Neisseria gonorrhoeae para evadir la accién de todos los antibidticos
empleados en su tratamiento convierten, al agente causal de la gonorrea, en una
amenaza para la salud publica a nivel mundial. Por estas razones, la adecuada
deteccion, estudio de la sensibilidad antibiotica, caracterizacion molecular de los
aislados y analisis de las caracteristicas demograficas de los pacientes afectos,
constituyen etapas clave para el entendimiento de su evolucién y elaboracién de

programas de vigilanciay control epidemiolégico eficaces.

2.1. OBJETIVOS PRINCIPALES

- Monitorizar las resistencias frente a 7 antibidticos en cepas de Neisseria
gonorrhoeae recogidas en el area geografica de la Comunidad Valenciana
durante el periodo 2013 - 2018 y englobadas en el proyecto GONOvig, asi

como estudiar lainformacién demografica de los pacientes.

- Tipificar molecularmente los aislados analizados durante el proyecto
GONOvig mediante la técnica NG-MAST vy clasificar los mismos en los
diferentes secuenciotipos (STs) y genogrupos (G) atendiendo a las secuencias

de sus alelos porB y tbpB.

- Determinar el patrén de susceptibilidad antibidtica frente a 9 antibidticos en
todos los aislados de gonococo reportados a la Red de Vigilancia
Microbioldgica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA) durante el periodo
2013 — 2019, asi como el estudiar los datos demograficos de los pacientes y

las técnicas diagndsticas empleadas en los casos positivos.

- Estimar la tasa de incidencia de la infeccion gonocécica en la Comunidad
Valenciana y en las provincias de Valencia, Alicante y Castelldn, asi como su

evoluciéon durante los afios 2013 — 2019 a partir de las cepas obtenidas de

RedMIVA.
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2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Comparar los resultados de sensibilidad antimicrobiana estudiados en las
cepas de gonococo recogidas durante el proyecto GONOvig con los datos
antibidticos obtenidos de RedMIVA correspondientes al periodo 2013 — 2018,

todos ellos pertenecientes al drea geografica de la Comunidad Valenciana.

- Establecer relaciones entre el patron de resistencia antimicrobiana y los
secuenciotipos y genogrupos obtenidos enla caracterizacion molecularde las

cepas estudiadas en el proyecto GONOvig.
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3. MATERIAL Y METODOS

Material y Métodos
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3.1. AMBITO DEESTUDIO Y POBLACION

La Comunidad Valenciana es una comunidad autdnoma espafiola constituida en
el afio 1982 que comprende las provincias de Valencia, Alicante y Castelldn. Se situa
entre el este y sureste de la Peninsula Ibérica, en el litoral del mar Mediterraneo.
Posee una extensién de 23.255 Km?, suponiendo la octava de las diecisiete
comunidades auténomas espafiolas en superficie y representando el 4,6% de toda la

extension nacional (126).

Estda conformada por un total de 33 comarcas y 542 municipios, 266 de los
cuales corresponden a la provincia de Valencia, 141 a la de Alicante y 135 a la de
Castellén (126). En su territorio, con capital en Valencia, habitan actualmente
5.003.769 personas (127), lo que representa un 11% de la poblacién de Espafia y la
convierte en la cuarta region del pais por nimero de habitantes. Su poblacién se
encuentra desigualmente distribuida, estando mas concentrada en la franja costera, y

presenta una densidad media de 215 habitantes/Km? (128).

Respecto a la edad de la poblaciéon en el afio 2019, el 15,8% correspondio a
menores de 16 afios, el 14,1% poseyo una edad comprendida entre los 16 y 29 afios, el

50,8% entre los 30y los 64 afios y el 19,2% de los residentes resultéd mayor de 64 afos

(128).

En cuanto a la distribucion de dicha poblacién por provincias, la mayor
concentracion demografica de la Comunidad Valenciana se situd en la provincia de
Valencia, alcanzando los 2.565.124 habitantes, lo que supone aproximadamente el
51% de la poblacién de toda la comunidad. En segundo lugar, se situd la provincia de
Alicante con 1.858.683 residentes, constituyendo el 37% de la poblacién aqui incluida.
En ultimo lugar se encuentra la provincia de Castellén, con 579.962 habitantes,

constituyendo el 12% del conjunto de habitantes de la Comunidad Valenciana (128).

Actualmente, la Comunidad Valenciana estd repartida en veinticuatro
departamentos de salud (DS), numerados del 1 al 24 (Resolucién de 10 de marzo de

2010, DOGV num. 6289 de 15 de junio), con una poblacion media de unos 223.000
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habitantes por departamento y 241 zonas basicas de salud (129). Estos departamentos

de salud estan distribuidos geograficamente de la siguiente forma (Figura 18):

O La provincia de Castelldn se divide en tres departamentos correspondientes a:

=  Hospital de Vinaroz (Departamento 1).
= Hospital General de Castelldn (Departamento 2).

= Hospital de La Plana (Departamento 3).

O La provincia de Valencia esta distribuida en once departamentos:

= Hospital de Sagunto (Departamento 4).

=  Hospital Clinico — la Malvarrosa (Departamento 5).

=  Hospital Arnau de Vilanova — Liria (Departamento 6).

=  Hospital La Fe (Departamento 7).

= Hospital de Requena (Departamento 8).

= Hospital General (Departamento9).

=  Hospital Doctor Peset (Departamento 10).

=  Hospital Universitariode La Ribera (Departamento 11).
= Hospital de Gandia (Departamento 12).

= HospitalesJativa - Onteniente (Departamento 14).

» Hospital de Manises (Departamento 24).

O La provincia de Alicante se divide en diez departamentos:

= Hospital de Denia (Departamento 13).

= Hospital de Alcoy (Departamento 15).

= Hospital Marina Baixade Villajoyosa (Departamento 16).
= Hospital de Sant Joan (Departamento 17).

» Hospital de Elda (Departamento 18).

» Hospital General de Alicante (Departamento 19).

= Hospital General de Elche (Departamento 20).
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= Hospital Vega Baja de Orihuela (Departamento 21).
= Hospital de Torrevieja (Departamento 22).

= Hospital Elche - Crevillente (Departamento 23).

D. Vinarés

D. Castelio

D. Valéncia-Armau
de Vilanova-Lliria

D. Valéncia.Clinic.la Malva.rosa
D.Valénciada Fe

BV 3 D. Valéncia- Doctor Peset
D.Manises 0ol

D.la Marina Baixa

D. Alacant-SantJddan d'Alacant

D. Alacant-Hospital G*

<

D. Eb¢Hospital G*
D. To eja

aent

Figura 18. Mapa sanitariodela Comunidad Valenciana. Fuente: Conselleria de Sanitat Universal y Salud
Publica (disponible en http://www.san.gva.es/web/comunicacion/organizacion-territorial).
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A continuacién, en la Tabla 5 se muestra el numero de habitantes
pertenecientes a cada uno de los 24 DS en el afio 2018, datos obtenidos de la

Generalitat Valenciana de Salud (129).

Hospital (Departamento Salud) Poblacion afio 2018
Hospital de Vinaroz (1) 90.675
Hospital General de Castelldn (2) 281.200
Hospital de La Plana (3) 186.572
Hospital de Sagunto (4) 151.274
Hospital Clinico — la Malvarrosa (5) 344.538
Hospital Arnau de Vilanova— Liria (6) 316.981
Hospital La Fe (7) 285.066
Hospital de Requena (8) 51.746
Consorcio Hospital General (9) 360.488
Hospital Doctor Peset(10) 278.345
Hospital Universitario de La Ribera (11) 258.394
Hospital de Gandia (12) 176.957
Hospital de Denia (13) 168.808
HospitalesJativa - Onteniente (14) 194.740
Hospital de Alcoy (15) 136.788
Hospital Marina Baixa, Villajoyosa (16) 181.908
Hospital Sant Joan (17) 220.965
Hospital de Elda (18) 189.573
Hospital General de Alicante (19) 274.122
Hospital General de Elche (20) 166.692
Hospital Vega Baja, Orihuela(21) 167.546
Hospital de Torrevieja(22) 182.739
Hospital de Manises (24). 205.202
Hospital Elche - Crevillente (23) 155.311

Tabla 5. Numerototal de habitantes en los 24 departamentos de salud de la Conselleria de Sanitat
durante el afio 2018. Fuente: Conselleria de Sanitat Universal y Salud Publica.
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3.2. DISENO DEL ESTUDIO - PROYECTO GONOVIG

El proyecto GONOvig se plantea como un estudio prospectivo y multicéntrico
para la vigilancia de las resistencias antibidticas de Neisseria gonorrhoeae en aislados
circulantes en la Comunidad Valenciana durante el afio 2013. No obstante, tras los
datos obtenidos, se decide continuar con la recogida de cepas hasta la finalizacidn del
aflo 2018, con el propdsito de estudiar la evolucidn de la sensibilidad antibidtica asi
como llevar a cabo la caracterizacion molecular de las mismas, objetivos

fundamentales de la presente Tesis.

Para conseguir dicha meta, se establecié durante todo el proyecto un circuito
gue requirié la colaboracion de los Servicios de Microbiologia y Parasitologia de
diferentes hospitales enmarcados en la Comunidad Valenciana, los cuales estuvieron

distribuidos en las 3 provincias que la componen.

Se considerd caso a cualquier aislamiento bacteriano de Neisseria gonorrhoeae
obtenido a partir del cultivo de muestras bioldgicas de pacientes distintos. Dichas
muestras pudieron provenir de cualquier localizaciéon anatémica, ya sea uretral,

cervical, anorectal, faringea u otras.

Asimismo, se recogieron los datos demograficos y clinicos referentes a los
pacientes, los métodos diagndsticosy de estudio de la sensibilidad utilizados, asi como

los resultados microbioldgicos de los hospitales de los que provinieron dichos aislados.
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3.3. SOLICITUD DE CEPAS

Cada centro participante se comprometio a la recogida y posterior envio de las

cepas bacterianas al Servicio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Universitario

de La Ribera (Alzira, Valencia), el cual actué como centro de referencia.

Para poder participar en dicho proyecto, se considerd necesario aportar un

minimo de 3 aislados con presencia del microorganismo a estudio. No se incluyeron en

el estudio muestras duplicadas de un mismo paciente tomadas durante un mismo

episodio.

Finalmente y tras el periodo de andlisis, se recogieron 230 cepas de Neisseria

gonorrhoeae provenientes de 13 hospitales representativos de la Comunidad

Valenciana. Estos centros, clasificados en orden decreciente segln el nimero de cepas

aportadas, fueron los siguientes:

Hospital Universitario de La Ribera (Valencia).

Hospital Clinico (Valencia).

Hospital Marina Baixa, Villajoyosa (Alicante).

Hospital General (Castelldn).

Hospital de Manises (Valencia).

Hospital Comarcal de Vinaroz (Castelldn).
Hospital General (Valencia).

Hospital de Denia (Alicante).

Hospital Arnau de Vilanova - Liria (Valencia).

Hospital de Sagunto (Valencia).
Hospital Vega Baja, Orihuela(Alicante).
Hospital Lluis Alcanyis, Jativa (Valencia).

Hospital de La Plana (Castelldn).
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3.4. CENTROS PARTICIPANTES

El proceso referente a la toma de muestra, transporte y conservaciéon de la
misma, fue especialmente importante al tratarse de Neisseria gonorrhoeae,
microorganismo labil y sensible a las circunstancias ambientales. Tal y como se ha
tratado en la parte introductoria, las condiciones como la temperatura, luz
ultravioleta, humedad y desecacidn dafan de manera importante al agente etioldgico

de la gonorrea.

Esto hecho afecta fundamentalmente ala viabilidad del aislado y, por tanto, a su
crecimiento en los medios adecuados. Es por ello que se prestd especial atencién al
cuidado de estosrequerimientos especificos para garantizar la posterior supervivencia

de las cepas.

3.4.1. Toma de muestra

Las muestras clinicas recogidas y empleadas en el cultivo fueron el exudado
uretral en el varén y el endocervical en la mujer. No obstante, también entraron a

estudio exudados faringeos y muestras anales.

A continuacidn, se detalla el proceso para la correcta recogida de la muestra en

funcion de su localizacion anatémica.

- Muestras endocervicales: antes de obtener la muestra, se debe utilizar una

esponja o torunda para eliminar todas las secreciones exocervicales.
Posteriormente, se inserta una torunda de 1a 2 cm en el canal endocervical,
rotdndose contra la pared del mismo 2 o mds veces durante un periodo de
entre 10 - 30 segundos. Para recoger adecuadamente estas muestras, es
importante que la torunda se retire sin tocar la superficie vaginal y se
introduzca, acto seguido, en un medio de transporte etiquetado con los

datos del paciente.
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- Muestras uretrales: preferiblemente se debe obtener |la muestra antes de

orinar o dos horas después de la ultima miccién. Se debe insertar la torunda

enlauretrade 2 a4 cm y rotarse un minimo de 2 ocasiones.

- Muestras anales: se insertara la torunda pasando el esfinter anal, girandola

de lado a lado y dejandola de 10 a 30 segundos antes de extraerla. Si esta se

contamina con heces, se descartard y repetira la toma con otra torunda.

- Muestras faringeas y de zonas estériles seguirdn las normas de recogida,

transporte y procesamiento general de muestras tomadas en el laboratorio

de microbiologia.

3.4.2. Procesado de la muestra

En primer lugar, los centros participantes procesaron las muestras obtenidas en
sus respectivos servicios clinicos, identificando y aislando el gonococo para

posteriormente realizar los estudios de sensibilidad antibidtica pertinentes.

Para este fin, se utilizaron métodos convencionales como son la tincion de
Gram, prueba de la citocromo-oxidasa, produccién de catalasa y perfil bioquimico.
Algunos centros llevaron a cabo este proceso mediante la técnica espectrométrica

MALDI-TOF.

Una vez identificado el microorganismo como Neisseria gonorrhoeae, se
procedid a su siembra en medios convencionales y selectivos, asi como a la realizacion

del estudio de sensibilidad antibidtica frente a los diferentes antimicrobianos.
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3.4.3. Transporte de la muestra

Tras llevar a cabo el procesado, identificacion y estudio de sensibilidad de la
cepa, cada centro participante contactd con el hospital de referencia mediante via
electrénica o telefdnica. Dicho contacto se realizé directamente con el doctorando o
con el personal facultativo del laboratorio de microbiologia del Hospital Universitario
de La Ribera incluido en el grupo de investigadores del proyecto GONOvig. De esta
manera, se acordd el horario de entrega y se aseguraron las condiciones necesarias de

transporte para la correcta recepcidn de las cepas.

Con el fin de obtener el maximo rendimiento de cada muestra y asegurar la

viabilidad del aislado, cada centro participante incluyé en el envio:

- El hisopooriginal, a partir de la cual se obtuvo la muestra.
- La placa de agar chocolate, convenientemente sellada, enlaque se aisld el
microorganismo. Tambiénse envid el cultivo en agar selectivo, en caso de

disponerse.

- Un nuevo hisopo, recogiendo colonias de la placa primaria.

Para este Gltimo cometido, se acordd utilizar escobillones flocados en medio de
transporte liquido tipo Stuart-Amies con carbdén activado. Dichos escobillones
contienen cortas fibras dispuestas de forma perpendicular que permiten la adecuada
conservacion del patégeno. Ademads, estas estructuras garantizan una absorcién
maxima de la muestra asi como una buena elucién en el medio liquido de transporte,
con un nivel de recuperacién del gonococo a temperatura ambiente del 100% a las 12

horas y de mas del 90% tras 24 horas (130).

Dichos escobillones con medio de transporte se mantuvieron refrigerados a 42C
hasta el momento del envio, temperatura a la cual se ha demostrado que la
supervivencia del gonococo es muy superior (130). Los medios de siembra, sin
embargo, se conservaron a temperaturas de entre 35y 372C, y en un ambiente del 5%

de CO, recomendado por las diferentes sociedades cientificas.
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3.4.4. Envio de la muestray documentaciénidentificativa

El envio de la cepa, tras realizarse el contacto entre el centro participante y el
centro de referencia, se llevd a cabo a temperatura ambiente y en el menor tiempo
posible para garantizar la viabilidad del microorganismo. En este sentido cabe resaltar
gue el intervalo transcurrido desde el momento en que se realizd la identificacién de
N. gonorrhoeae hasta la recepcion del aislado en el centro de referencia siempre se
llevé a cabo en un periodo inferior a 48 horas. No entraron a estudio muestras que por

motivos laborales u organizativos no cumplieran con dichas premisas.

A continuacién, en la Figura 19 se muestra un esquema del flujo de trabajo
coordinado entre los diferentes centros participantes del proyecto GONOvig y el
centro que actud de referencia, indicando las acciones realizadas en cada uno de ellos,
asi como los medios y condiciones requeridas para el correcto transporte de la

muestra.

La Figura 20 muestra el anexo que requirié ser debidamente cumplimentado y
adjuntado para cada una de las muestras enviadas. La informacion solicitada recoge
los datos personales del propio paciente como son el nimero de historia clinica,
iniciales de su nombre y apellidos, edad, sexo y nimero de identificacion del
laboratorio de origen. Estas referencias impidieron conocer al paciente en
circunstancias ajenas al dmbito hospitalario y se mantuvieron en la mas estricta

confidencialidad.

Por otro lado, también se requirid informacién relativa al hospital de
procedencia asi como al tipo de muestra obtenida. Finalmente, se precisaron los datos
relativos al lugar geografico de adquisicion de la infeccién, marcas comerciales
utilizadas en la identificacién del microorganismo y técnicas empleadas para la

obtencion de la sensibilidad antibidtica, asi como los resultados de |la misma.

Todas estas referencias fueron recogidas en una base de datos para la posterior

explotacion de las mismas, junto con el resto de variables relacionadas con la
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sensibilidad y las caracteristicas moleculares de la cepa desarrolladas principalmente

en el Hospital Universitario de La Ribera, centro coordinador del proyecto GONOVvig.

Proyecto GONOvig

Centro Participante

- Toma de muestra.

- Tincion Gram.

- Cultivo.

- Identificacion

- Estudio sensibilidad.

Transporte

= Temperatura ambiente.
{ = Menos de 48 horas
! desde identificacion.

Centro de Referencia
Hospital Universitario
de La Ribera

Centro de Referencia

- Recepcion de muestra.

- Recopilacion datos.

- Cultivo.

- Identificacion.

- Estudio sensibilidad.

- Caracterizacion molecular.

Figura 19.Flujo de envio delas cepas estudiadasen el Proyecto GONOvig desde cada centro participante
al centro dereferencia, asi como las acciones realizadas en cada uno de ellos.
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ANEXO HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

] Datos relacionados con el paciente:

- Numero de registro del laboratorio de origen:

- Numero de historia del paciente (para evitar duplicados):

- Iniciales del paciente (p.e. José Pérez Garcia =J-PG):

- Sexo (M = masculino; F =femenino): ......... Edad (en anos): .........

] Datos relacionados con el Centro y la muestra:

- Centro (Hospital) de procedencia:

- Tipo de muestra (uretral, cervical, vaginal, faringea, anal, otros):

] Datos relacionados con la cepa bacteriana de N. gonorrhoeae:

- Lugar de adquisicidn de la infeccion (Com. Valenciana, otros [especificar]):

- Método o marca de identificacion (Vitek, Api NH, MicroScan, etc):

- Método utilizado para el antibiograma (disco-placa, microdilucion, E-test, etc):

- Marca (Sensititre, Microscan, Wider, etc):

- Resultados del antibiograma:

Antibidtico
Testado - Método

Resultado cuantitativo
(Didmetro del halo, CMI)

Resultado cualitativo
(Sensible, Resistente)

Figura 20. Anexo con datos identificativos del paciente, centro participante, técnicas y resultados
obtenidos de las mismas, cumplimentado para cada aislado a estudio.
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3.5. CENTRO DE REFERENCIA

Tras la recepcion de la cepa en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario de La Ribera, se procediod a su reprocesamiento como si se tratase de una

muestra del propio hospital.

El desarrollo de los pasos que a continuacidon se describen, se realizaron con
cada aislado incluido en este estudio con el objetivo de asegurar la veracidad y

comparabilidad de los resultados obtenidos en su posterior andlisis.

3.5.1. Recogidade datos

Simultaneamente, se complementé la base datos (Excel, Microsoft) con la
informacion demografica del paciente y los datos anteriormente expuestosen el anexo
mostrado en la Figura 20. Ante la falta de cualquier informacién aqui contenida se

contacto con el laboratorio de origen para completar la totalidad de los campos.

Dicha base de datos tuvo varias funciones; recoger los datos referentes a cada
muestra, clasificar a los pacientes y evitar duplicidades en el posterior estudio de los

resultados. En dicha base de datos se incluyod la siguiente informacién:

- Datos del paciente: SIP, NHC, iniciales del nombre y apellidos, edad y sexo.

- Datos del centro participante: hospital y fechade recogida del aislado, métodos

utilizados en el estudio de la sensibilidad asi como resultados de |os mismos.

- Resultados de sensibilidad antibidtica obtenidos en el centro de referencia a
partir de la concentracién minima inhibitoria (CMI) hallada para cada uno de los
7 antibidticos testados, clasificacion de la cepa segun criterios CLSI y EUCAST,

produccién de B-lactamasa.

- Resultados del estudio molecular de cada aislado mediante la técnica NG-

MAST, nimero de alelo porB y tbpB asi como secuenciotipo obtenido.
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3.5.2. Cultivo

El cultivodel gonococo se realizdé en dos medios distintos y de forma paralela tal

y como indican las guias cientificas (50):

- En un medio no selectivo, en concreto en agar chocolate enriquecido con un

suplemento de vitaminas, aminoacidos y otros factores nutritivos.

- En un medio selectivo, como es el agar Thayer-Martin, el cual posee
antimicrobianos que impiden el crecimiento de organismos Gram positivos,
determinados Gram negativos y hongos, restringiendo por tanto el

crecimiento a las especies del género Neisseria.

Ambas placas se incubaron a una temperatura de 372C y con una atmdsfera del
5% de CO,. Se revisd el crecimiento del microorganismo cada 24 horas, durante al

menos 72 horas (131).

3.5.3. Identificacion

La identificacidn incorrecta del gonococo, bien por omisidon de su presencia
como por confusién con otros microorganismos, puede acarrear graves consecuencias

para el paciente.

Por este motivo, existentres niveles para filiar correctamente a dicho patégeno,
basados en hallazgos clinicos y resultados obtenidos en el laboratorio, que permiten la

correcta identificaciéon N. gonorrhoeae en muestras clinicas (132).

Identificacion sugestiva

Es la que se lleva a cabo por parte de los clinicos de forma previa alatomade la
muestra. La observacién del exudado purulento cervical o uretral tras la examinacion

fisica del paciente, asi como la exposicion de riesgo del mismo a una persona infectada
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con gonococo conforma la base de la misma. No se desarrollara por tratarse de un

proceso externo al laboratorio.

Identificacion presuntiva

Tras la siembray una vez completado el periodo de incubacién y crecimiento, se
desarrollé dicha identificacidon presuntiva en el centro de referencia de la siguiente

manera.

Se efectud, en primer lugar, una observacién visual de la morfologia de las
colonias. Las colonias caracteristicas del gonococo presentan pequeio tamanio, ligera
elevacioén, aspecto brillante y color grisaceo. Cabe sefialar que el tamafio y apariencia
de las colonias dependera de las horas de incubacidn del aislado, hecho por el cual se
realizdé una inspeccién visual del cultivo al menos cada 24 horas. A partir de las 48
horas, estas colonias presentan una coloracién marrén debida a la autolisis de las

células.

Una de las particularidades propias de N. gonorrhoeae es que se trata de un
patégeno altamente pleomdrfico, por lo que con frecuencia aparecen colonias con
morfologia diferente provenientes de la misma cepa. La presencia de B-lactamasa de
origen plasmidico también afecta al color de dichas colonias (133), tal y como se

muestra en la Figura 21.

Figura 21. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias de N. gonorrhoeae tras 24 y 48 horas de

crecimiento, en colonias con resultado negativo y positivo para la prueba de la B-lactamasa. Fuente:
Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Disponible en
https://www.cdc.gov/std/gonorrhea/lab/ngon.htm.
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En este punto, se llevo a cabo la confirmacién mediante el resultado positivo en
las pruebas de la Citocromo-C-oxidasa (Pathotec, Thermo Scientific, EEUU) y de la

catalasa (perdxido de hidrégeno al 3%) (24).

En el caso de muestras obtenidas en el Hospital Universitario de La Ribera,
centro de referencia, ademas de los pasos previamente descritos se realizd la tincidn
de Gram para la visualizacidn de los diplococos Gram negativos dispuestos en grano de

café y situados habitualmente en el interior de células polimorfonucleadas (134).

Identificacion definitiva

El proceso identificativo concluyd mediante el uso de técnicas fundamentadas
en el estudio de los patrones de utilizacién de carbohidratos. Para ello, se empled el
sistemaVitek-2 (bioMérieux, Espafia), el cual utiliza tarjetas Neisseria-Haemophilus NH

(bioMérieux, Espaia) de 64 pocillos.

El método se basa en tecnologia colorimétrica e incluye 30 pruebas bioquimicas
para la identificacién del microorganismo; 11 pruebas de glucosidasa y peptidasa, 10

pruebas de acidificacion, 5 de alcalinizacién y 4 miscelaneas (135).

Este proceso de identificacién bioquimica se desarrollé de la siguiente manera:

- Cada aislado, se resuspendié en solucién salina al 0,5%, y se prepard una
disolucion bacteriana de turbidez 3 McFarland mediante el sistema VITEK 2
DensiCheck (bioMérieux, Espafia). El periodo de tiempo desde la preparacién

del indculo hasta la carga de la tarjeta fue inferior a 30 minutos.

- La tarjeta fue colocada en la bandeja del sistema VITEK 2 y se procesd

automaticamente en una camara de vacio, incubandose a 35,5 ° C.

- En este momento, el sistema realizé la lectura de los 64 pocillos de forma
intermitente cada 15 minutos y durante 6 horas. En funcién de los resultados

obtenidos y mediante el algoritmo presente en la base de datos del equipo
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VITEK 2, este emitié un resultado definitivo asociando el porcentaje de éxito

obtenido durante el proceso identificativo (136).

Finalmente, el crecimiento y aislamiento del gonococo en medios selectivos
como Thayer-Martin junto con el aspecto de las colonias presentes y los resultados
bioquimicos, confirmaron dicha identificacién definitiva corroborando que el

microorganismo aislado se trataba de N. gonorrhoeae.

3.5.4. Estudio de sensibilidad antibidtica

El estudio de susceptibilidad antibidtica se realizdé mediante el método
fenotipico de difusién en agar, haciendo uso de tiras de E-test y siguiendo las

recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (63).

Dichas tiras de E-test presentan un gradiente estable de 15 diluciones seriadas
del farmaco a estudio. A partir del halo de inhibicidon bacteriana que producen se
obtiene la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), siendo esta la concentracion mas
baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento del microorganismo tras su

incubacion (137).

Preparacion del inéculo

Se utilizé el método de suspensidn directa de colonias. Se realizé un subcultivo

en agar chocolate y se incubd durante un periodo de 18 a 24 horas.

Pasado este tiempo, se tomaron de 2 a 3 colonias con un asa estéril y se
resuspendieron en solucidn salina hasta conseguir una disoluciéon con una turbidez
equivalente a 0,5 McFarland, indicada en los protocolos como la adecuada para la
realizacion de la determinacion de la susceptibilidad antibidtica (138). Esta suspensién

contuvo, aproximadamente, entre 1y 2 x 108 UFC / mL.
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Inoculacién de placas

A continuacién, se sumergio una torunda estéril en dicha disolucién, haciéndose
rodar firmemente varias veces contra la pared interna superiordel tubo. De este modo

se evit6 el exceso de indculo dispensado en la placa de cultivo.

Seguidamente y con dicha torunda, se inocularon las placas de agar chocolate
enriquecido con PolyVitex (bioMérieux, Espafa), nutriente adecuado paralasiembra

de microorganismos de crecimiento dificultoso (139).

La inoculacidonde la placa se llevd a cabo asegurandose de que se realizabaen su
totalidad, sin dejarninguna zona libre. Esto se consiguio deslizando el escobillon por la
superficie del agar tres veces, rotando la placa unos 602 cada vez y pasandola por

ultimo por la periferia del agar para conseguir una siembra uniforme.

Se volvié a colocar la tapa de la placa y se mantuvo a temperatura ambiente
durante un periodo de 15 minutos, con el fin de permitir que la humedad de la

superficie se absorbiese.

Dispensacion de las tiras

En primer lugar, se comprobé que la superficie del agar estuviese
completamente seca. A continuacién, se aplicaron las tiras de E-test (bioMérieux,
Espaia) (Liofilchem, Italia) mediante el uso de pinzas estériles. En este punto se presté

atencion en los siguientes aspectos;

- La escala de CMI se orientd hacia arriba, con la concentracion maxima cercana

al extremo de la placa.

- Se comprobé que la tira contactase completamente con la superficie del agar.
En caso necesario, se eliminaron las gotas de aire que pudiesen encontrarse

por debajo de la tira presionandola ligeramente con las pinzas.

- Tras la colocaciéon de las tiras, no se movieron con el objeto de no

comprometer la correcta difusion del antibidtico.
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Se estudiaron 7 antibidticos diferentes frente al conjunto de cepas de Neisseria
gonorrhoeae. Para ello, se prepararon 4 placas de agar chocolate siguiendo el

procedimiento anteriory se testé encada una de ellas dos antimicrobianos diferentes.

Antibiético Rango Concentracion (mg/L)
Azitromicina 0,016 - 256
Espectinomicina 0,064 - 1024
Cefixima 0,016 - 256
Ceftriaxona 0,002 - 256
Ciprofloxacino 0,002 - 32
Penicilina 0,002 - 32
Tetraciclina 0,016 - 256

Tabla 6. Antibidticos testados frente a Neisseria gonorrhoeae y rangos de concentraciones presentes en
la tiras de E-test.

Incubacion

Una vez dispensadas las tiras, se invirtieron e incubaron las placas durante 24

horas, a 37°C en atmdsfera aerobia enriquecida con didxido de carbono al 5%.

Lectura de los resultados

Transcurridas 24 horas, se realizd la lectura e interpretacion de los
antibiogramas. Asi pues, se procedié aleerla CMl en el punto de interseccion entre el

extremo de inhibicion de la elipse y la tira de E-test (134).

Este proceso de lectura e interpretacién de los resultados fue siempre realizado
de forma independiente por al menos dos facultativos del Servicio de Microbiologiay
Parasitologia, repitiendo dicho procedimiento en caso de obtener resultados

discordantes.

Material y Métodos 100



Se tuvieron las siguientes consideraciones en el momento de la lectura:

- Cuando el crecimiento tuvo lugar a lo largo de toda la tira y no se observé la
formacién de la elipse de inhibicién, la CMI se informd como superior al valor
maximo de la escala de lectura.

- Por el contrario, cuando la elipse de inhibicidn se situd por debajo de la tira, se
informd como inferior al valor minimo de la escala de lectura.

- Cuando la CMI coincidié entre dos marcas de la tira, se informoé el resultado
correspondiente al valor superior.

- Siseobservaron interseccionesdiferentes del crecimiento bacteriano enambas
partes de la tira, se informé el valor de CMI mas alto.

- Enlalectura de la CMI de los antibiéticos de tipo bacteriostatico, se calculé el

80% del valor del punto de corte.

Control de Calidad

Para el control de calidad se empled, con cada lote nuevo de antimicrobianos, la
cepa Neisseria gonorrhoeae 49226 ATCC (American Type Culture Collection). No se
validdo ningun resultado de sensibilidad hasta comprobar que las CMI de los
antibidticos utilizados se encontrasen dentro de los rangos de normalidad establecidos

por CLSI mostrados en la Tabla 7 (63).

Antibiodtico Rango Concentracion (mg/L)
Azitromicina 0,125 -0,5
Espectinomicina 8,0-32,0

Cefixima 0,004 —0,03
Ceftriaxona 0,004 —0,015
Ciprofloxacino 0,001 —0,008
Penicilina 0,25-1,0
Tetraciclina 0,25-1,0

Tabla 7. Antibiéticos testados y rangos de CMI establecidos para el control de calidad realizado
mediante la cepa Neisseria gonorrhoeae 49226 ATCC (140).
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Interpretacion de los resultados de CMI

El analisis de los resultados de CMI constituye un paso fundamental en el
estudiode la sensibilidad antimicrobiana. Dicho estudio se realiz6 atendiendo a valores
establecidos en el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (63) asi como a los
puntos de corte considerados por el European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (64), con el propdsito de comparar ambas

clasificaciones y evaluar las diferencias interpretativas que se originan.

Estos comités determinan los puntos de corte normalizados basados en
propiedades microbioldgicas, farmacocinéticasy de eficaciaclinica, para definirel éxito
o fracaso terapéutico de las diferentes especies bacterianas a cada antimicrobiano. De
esta manera, la interpretacidon de los resultados obtenidos para los antibidticos
espectinomicina, cefixima, ceftriaxona, ciprofloxacino, penicilina y tetraciclina,
permitid clasificar a cada aislado en categorias clinicas. Estas categorias fueron

sensible, intermedio o resistente en el caso de CLSI, y sensible o resistente en el caso

de EUCAST.

En la Tabla 8, se representan los puntos de los corte clinicos establecidos en las
guias actualizadas de EUCAST (v10.0) (64) y CLSI (M100 Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 30" edition) (63) a los antibidticos testados en

nuestro estudio, asi como la categoria clinica asociada a cada valor de CMI obtenido.
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CLSI (2020) (63) EUCAST (2020) (64)
Sensible Intermedio | Resistente | Sensible | Resistente

Antibiotico (mg/L) (mg/) | (mg/) | (mg/) | (mg/y
Espectinomicina <32 64 2128 <64 >64
Cefixima <0,25 - - <0,125 >0,125
Ceftriaxona <0,25 - - <0,125 >0,125
Ciprofloxacino <0,06 0,12 -0,5 21 <0,03 >0,06
Penicilina <0,06 0,12 -1 22 <0,06 >1
Tetraciclina <0,25 05-1 >2 <0,5 >1

Tabla 8. Puntos de corte delos diferentes antimicrobianosy clasificacién de los aislados de Neisseria
gonorrhoeae en funcidn de su CMI, atendiendo criterios CLSI y EUCAST.

En el caso concreto de la azitromicina, las Ultimas guias tanto de CLSI como de
EUCAST no disponen de puntos de corte clinicos, sino que establecen un punto de
corte epidemioldgico (epidemiological cutoff value o ECV). Dicho ECV es utilizado para

determinar la presencia y evolucién de cepas no salvajes (63)(64).

Aquellas cepas con una CMI inferior a 1 mg/L son consideradas salvajes o sin
mecanismos de resistencia (wild-type o WT) mientras que aquellas con una CMI
superior a dicho ECV se consideran no salvajes o que han adquirido mecanismos de

resistencia mutacional (non-wild-type o NWT) (141).

Estudios recientes demuestran que dicho macrélido bacteriostatico, cuyo
mecanismo de acciéon se basa el bloqueo de la sintesis proteica bacteriana, puede
exhibir altas CMlIs frente al gonococo cuando este presenta mutaciones en los genes
gue codifican el RNAr 23S. Este cambio se relaciona con una menor sensibilidad y

conlleva fracasos terapéuticos en el tratamiento en monoterapia con azitromicina.
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Por esta razon, tanto CLSI como EUCAST recomiendan en el tratamiento
empirico de la gonorrea utilizar este agente siempre en combinaciéon con una

cefalosporina de tercera generacién (C3G).

CM|50 VCM|90

Adicionalmente, se calculd la CMlsg y la CMgg de los antimicrobianos utilizados
en la terapia empirica actualmente recomendada. Estos parametros, reflejan la
concentracion minima del antibidtico que inhibe el crecimiento bacteriano en un 50%
y 90% de las cepas, y se consideran un buenindicador de la evolucién de la sensibilidad

antibiética de un determinado antimicrobiano durante el paso de los afos.

La deduccién de estos valores para la azitromicina, cefixima y ceftriaxona, se

realizé para cada uno de los dos periodos de estudio anteriormente citados.

Produccion de B-lactamasas

Se llevd a cabo la prueba cromogénica de la nitrocefina, con el objetivo de
detectar aquellas cepas con resistencia plasmidica a los antibiéticos B-lactamicos,

cepas denominadas PPNG (penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae).

Para este propdsito, se utilizaron discos impregnados en nitrocefina (BD BBL™
Cefinase paper disc). Dicha sustancia es hidrolizada por las enzimas de tipo B-

lactamasa presentes en ciertos aislados del gonococo.

Con un asa se colocaron colonias tomadas del cultivo primario sobre este disco
situado sobre la superficie de un portaobjetos. En caso tratarse de una cepa PPNG, se
originé una reacciéon y se produjo el cambio de color del disco de amarillo a rojo

oscuro, permitiendo su deteccién a los pocos segundos.
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3.5.5. Tipificacion molecular

Para el tipado de los gonococos a estudio, se empleé el Neisseria gonorrhoeae
multi-antigen sequence typing (NG-MAST), método molecular mas utilizado para la
caracterizacién de las cepas de Neisseria gonorrhoeae (118). Esta técnica permite
identificar grupos de individuos vinculados a un mismo aislado asi como llevar a cabo
asociaciones epidemioldgicas (37). En adicidn, es posible establecer relaciones entre

las caracteristicas moleculares de cada aislado y su patrén de sensibilidad antibidtica.

Este sistema de genotipado estd basado en la secuenciacidn de los genes porBy
tbpB del gonococo, los cuales presentan gran variabilidad y codifican para dos
proteinas que, si se ven modificadas, puedan tener implicacidon sobre los distintos
mecanismos de resistencia antibidtica exhibidos por Neisseria gonorrhoeae. Por tanto,
la secuenciacion de fragmentos internos de estos dos genes altamente polimérficos

constituye una forma muy precisa de tipificar los aislados de dicho patdgeno.

Estos dos genes y las proteinas de membrana expresadas se describen a

continuacion:

- Gen porB, el cual codifica para la proteoporina B (porB) que forma parte de un
canal transmembrana del gonococo, permitiendo la entrada y salida de los

diferentes farmacos.

- Gen tbpB, el cual codifica para la subunidad B de la transferrina (tbpB),
componente expuesto enla membrana externa de dicha proteina, cuya funcién
es unirse a la transferrina humana y obtener hierro, mineral imprescindible

para la supervivencia del gonococo.

Una vez analizadas las secuencias porB y tbpB de cada cepa, estas se
introdujeron enla base de datos de NG-MAST (142) obteniéndose un nimero concreto
para cada uno de dichos alelos. La combinacidon de ambos alelos asigné a cada aislado

un determinado secuenciotipo (ST).
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A dia de hoy, se han descrito mas de 12.340 alelos porB y 3.080 alelos tbpB,
conformando aproximadamente un total de 20.117 secuenciotipos existentes en la
base de datos de NG-MAST. No obstante, y debido a la continua evolucién del
gonococo y los cambios que se producen en las secuencias de estos genes, aparecen

de forma constante nuevos ST que deben ser introducidos en dicho sistema.

Recuperacidon de las cepas

Los aislados de Neisseria gonorrhoeae obtenidos del cultivo primario se
resuspendieron en caldo glicerol y se mantuvieron almacenados en congelacién a
temperaturas de -80°C. Tras su descongelacion, se sembraron en agar chocolate
(bioMérieux, Espafia) manteniéndose a 372C y con una atmésfera de 5% de CO,

durante un periodo de 24 a 48 horas.

Extraccion de DNA

A continuacién y una vez crecido el microorganismo, se tomaron entre 5y 10
colonias y se procedid a extraer el DNA utilizando el kit QIAamp DNA mini (Qiagen,

Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Condiciones de la PCR y amplificacion de DNA

El proceso de amplificacidon se llevd a cabo en las instalaciones de la Fundacidn
para el Fomento de la Investigacidn Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Valenciana

(FISABIO).

El termociclador utilizado fue el Mastercylcer (Eppendorf, Alemania), los
reactivos necesarios para dicha PCR fueron suministrados por Biotools (B&M Labs,

Espaiia) y los primers se obtuvieron de Metabion (Martinsried, Alemania).

Las condiciones utilizadas para la amplificacion de ambas secuencias alélicas se
desarrollaron siguiendo las pautas establecidas por Martin et al. (37), articulo de
referencia para la técnica de NG-MAST. Las temperaturas y tiempos requeridos en la

amplificaciéon de los genes porB (Tabla 9) y tbpB (Tabla 10) se resumen a continuacion.
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Desnaturalizacién 952C 4 minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion 952C 30 segundos
Hibridacion 582C 30 segundos 25 ciclos
Extension 72°C 1 minuto
Extension 72°C 1 minuto .

1 ciclo
Mantenimiento 49C -

Tabla 9. Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacién del gen porB (37).
Desnaturalizacion 95¢C 4 minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion 952C 30 segundos
Hibridacion 692C 30 segundos 25 ciclos
Extension 72°C 1 minuto
Extension 72°C 10 minutos )

1 ciclo
Mantenimiento 49C -

Tabla 10. Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacion del gen thpB (37).

Secuenciacion de DNA

Los fragmentos de DNA amplificados fueron secuenciados mediante el método
de Sanger. Dicho proceso de secuenciacion se llevd a cabo en el Servicio Central de
Soporte a la Investigacion Experimental de la Universidad de Valencia (SCSIE - UV)

(143).

Edicion de secuencias

Caracteristicamente, la secuencia porB posee una longitud de 490 pares de

bases (pb), empezando por la secuencia altamente conservada TTGAA.
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La secuencia tbpB posee una longitud de 390 pb, comenzando por la secuencia

altamente conservada CGTCTGAA.

Atendiendo a estas premisas, posteriormente las secuencias obtenidas se
alinearon y se editaron con el software ChromasPro versién 2.0, tanto en la direccion
hacia delante (forward) como hacia detras (reverse), ajustandose estas a la longitud

correcta.

Estudio de los secuenciotypes (STs)

Finalmente, utilizando la pagina web de NG-MAST (http://www.ng-mast.net/),

se introdujeron las secuencias de cada cepa, obteniéndose un numero de alelo para
cada alelo. La combinacion de ambos alelos asignd a cada aislado un secuenciotipo (ST)

determinado.

Aquellos alelos o combinacion de los mismos no presentes en dicha base de

datos se clasificaron como nuevos secuenciotipos.

Estudio de los genogrupos

A su vez, estos STs pueden englobarse en asociaciones mayores denominadas
genogrupos (G). Estas agrupaciones vienen definidas por un ST principal que dara
nombre a dicho grupo. Los STs se clasifican en un mismo genogrupo cuando varios
secuenciotipos presentan, respecto al ST caracteristico, un alelo idéntico y el otro con
una similitud en su secuencia superior al 99%, siendo esta <5 pb en el caso del alelo

porB y <4 pb en el alelo tbpB, tal y como describen Chisholm et al. (144).

Para ello, se alinearon las secuencias a comparar de los STs que presentaron alto
grado de similitud y, mediante el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) software, se determind cuales de ellos cumplian los requisitos anteriormente

expuestos para formar parte del mismo genogrupo.
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3.6. RED DE VIGILANCIA MICROBIOLOGICADE LA
COMUNIDAD VALENCIANA (RedMIVA)

La Red de Vigilancia Microbioldgica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA) es
un sistema de informacion de la Consejeria de Sanidad de Valencia orientado a la
vigilancia y la investigacidon de poblaciones bacterianas que requieren un estrecho

control (145).

Su funcién principal se basa en recoger diariamente todos los resultados
obtenidos de los servicios y unidades de microbiologia de los centros sanitarios
ubicados en el marco de la Comunidad Valenciana, almacenarlos y analizarlos en un
sistema centralizado para posteriormente difundir la informacidn generada y asi poder

ser estudiada.

Otro de los objetivos fundamentales de la presente Tesis fue analizar la
casuistica de dicha infeccién en nuestra comunidad, asi como sus patrones de
sensibilidad. Debido a que la gonorrea es una enfermedad de declaracién obligatoria
(EDO) se realizd la consulta de todos los datos existentes en referencia a los casos

reportados de infeccién gonocdcica durante los afios 2013 — 2019.

Estos datos incluyeron la sensibilidad antibidtica obtenida frente a los siete
agentes testados en el proyecto GONOvig, asi como otros antimicrobianos en estudio
considerados como un posible tratamiento futuro de la gonorrea resistente a otros
agentes, destacando en este aspecto la fosfomicina y la gentamicina. De la misma
manera, se obtuvieron los datos demograficos como sexo, edad, y municipio de cada

paciente, asi como las técnicas empleadas en el diagndstico.

Tras analizar dicha informaciéon, se realizd la comparacion de todos estos
resultados con los obtenidos durante el proyecto GONOvig ademads de estudiar los
datos relativos al aiflo 2019, con el propdsito de evaluar la tendencia en el patrén de

susceptibilidad antibiética que siguié el gonococo durante este ultimo periodo.
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Por otro lado, se calculé la incidencia de la gonococia en la Comunidad
Valenciana durante el intervalo 2013 — 2019, atendiendo al nimero total de casos
positivos aqui reportados y a la poblacién censada en dicha comunidad por cada uno
de estos afos. Dichos resultados permitieron estudiar la tendencia que sigue la

incidencia de esta ITS en nuestra comunidad.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados descriptivos de las variables cuantitativas se representan como
media y desviacion estandar (DE), incluyéndose en algunos casos el rango (minimo —
maximo). Con el fin de verificar la normalidad de la distribucion de las variables

cuantitativas se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se considerd el resultado estadisticamente significativo con un nivel de
confianza del 95% (IC 95%) siempre que el P-valor de la prueba estudiada fuese inferior

a 0,05 (p <0,05).

Para establecer relaciones entre variables cualitativas como la sensibilidad
antibidtica (sensible, intermedia o resistente) y las caracteristicas moleculares de las
cepas (secuenciotipos) se realizaron tablas de contingenciay se llevd a cabo |la prueba

exacta de Fisher.

Se analizdé también la relacidn entre variables cuantitativas como la edad, y
variables cualitativas como los secuenciotipos u hospital de procedencia. Para
comprobar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre el valor
medio de la variable cuantitativa edad y los diferentes grupos de ST mayoritarios se

llevd a cabo el test de independencia de Kruskal Wallis.

Los cdlculos estadisticos se desarrollaron con la ayuda del programa SPSS

Software (IBM, Armonk, Estados Unidos).
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3.8. CONSIDERACIONES ETICAS

Al tratarse de un estudio descriptivo, se recopild la informacidn clinica de los
pacientes asi como los resultados microbiolégicos y moleculares de las cepas
anteriormente descritos, sin que esto supusiera una intervenciéon sobre el propio

paciente.

Toda la informacion seleccionada se ha tratado de forma estrictamente
confidencial, utilizdndose Unica y exclusivamente en el dmbito sanitario y de la

investigacion.

El comité ético del Hospital Universitario de La Ribera, tras evaluar todos los
aspectos éticos del proyecto GONOvig, otorgd permiso a los investigadores de dicho
proyecto para poder acceder alas historias clinicas de los pacientes incluidos, asi como

al posterior estudio y analisis de los datos que se exponen en la presente Tesis.
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4. RESULTADOS

Resultados 112



4.1. PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Al tratarse de un estudio multicéntrico, se recibieron cepas de N. gonorrhoeae de
13 hospitales distintos, situados en tres provincias diferentes y representativos del

mapa sanitario de la Comunidad Valenciana.

Atendiendo al origen de las muestras enviadas por cada centro colaborador,
estas se clasificaron por provincias y se calculé el porcentaje de cepas que aporté cada

uno de ellos, asi como el total por provincia (Tabla 11).

Hospital Cepas Recibidas Total cepas (%)
La Ribera 70 30,4
Clinico 57 24,8
Manises 11 4,8
General 9 3,9
Arnau de Vilanova 8 3,5
Sagunto 6 2,6
Lluis Alcanyis 3 1,3
Total Valencia 164 71,3
Villajoyosa 22 9,7
Denia 8 3,5
Vega Baja 3 1,3
Total Alicante 33 14,3
General 21 9,3
Vinaroz 9 3,9
La Plana 3 1,3
Total Castellén 33 14,3
Total GONOvig 230 100

Tabla 11. Cepas aportadas por cada centro participante del proyecto GONOvig.
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Figura22. Distribucidndelosaislados analizados obtenidos en | os hospitales de la provincia de Valencia.
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Figura 23. Distribucidndelosaislados analizados obtenidos en | os hospitales de la provincia de Alicante.
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Figura24.Distribuciéon de los aislados analizados obtenidos en los hospitales de la provincia de
Castellon.

En cuanto al andlisis de las cepas detallado por provincias, el 71,3%
pertenecierona la provincia de Valencia, en la que participaron 7 centros hospitalarios
diferentes. El Hospital Universitario de La Ribera (HULR), centro coordinador del
proyecto GONOvig, aportd 70 cepas conformando el centro mas participativo de esta
provincia (42,7%) asi como de todo el estudio (30,4%). Asimismo, el Hospital Clinico
Universitario de Valencia proporciond 57 cepas, constituyendo el 24,8% del total de

cepas estudiadas (Figura 22).

El 14,3% del total de cepas analizadas provinieron de la provincia de Alicante,
participando, en este caso, 3 centros hospitalarios. El Hospital de Villajoyosa (22 cepas,
9,6% del total) fue el que mas aislados proporcioné al estudio en dicha provincia

(Figura 23).

Finalmente, en la provincia de Castellon se analizaron el 14,3% de cepas
restantes recibidas de 3 hospitales distintos. Del Hospital General de Castelldn se
recibieron un total de 21 aislados (9,1% del total), siendo este el centro mas

participativo de esta provincia (Figura 24).
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4.2. PERIODO DE ESTUDIO

El proyecto GONOvig se planted, inicialmente, como un estudio multicéntrico
para la vigilancia de la sensibilidad antibiética de cepas de Neisseria gonorrhoeae
circulantes en la Comunidad Valenciana durante el ano 2013. No obstante, y tras los
resultados obtenidos, se propuso continuar con el estudio y con la recogida de
muestras hasta finalizar el afio 2018. De esta manera, se pudo realizar un seguimiento
en la evolucién de dicho microorganismo, investigando los patrones de sensibilidad
antibidtica y estudiando sus caracteristicas moleculares. Finalmente, las 230 cepas de
gonococo analizadas fueron obtenidas durante el periodo de tiempo comprendido

entre los afios 2013 y 2018.

Debido a la diferenciaexistente en el nimero de aislados entre ambas etapas del
proyecto, se decidid dividir el total de cepas en dos periodos de estudio. El primerode
ellos correspondio a la fase inicial llevada a cabo el afio 2013, en la que se recogieron
90 cepas (39,1% del total), mientras que el segundo correspondié al periodo
comprendido entre los afios 2014 y 2018, en el que se obtuvieron 140 aislados (60,9%

del total) tal y como se describe en la Figura 25.
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Figura 25. Distribucidnpor afios de los aislados recogidos durante | os dos periodos de estudio. El primer
periodo, representadode color azul, corresponde al afio 2013. El segundo periodo, de color naranja,
engloba los afos 2014, 2015, 2016, 2017 y 2018.
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4.3. POBLACION DE ESTUDIO

Finalmente, se estudiaron 230 cepas de Neisseria gonorrhoeae procedentes de
227 pacientes distintos. Sobre este total, 216 provinieron de hombres (93,9%)
mediante toma del exudado uretral y 11 de mujeres (6,1%), mediante toma vaginal-
cervical (Figura 26). No se contabilizaron en el analisis poblacional las cepas

pertenecientes al mismo paciente.

Sexo de los pacientes

11

216

Hombres Mujeres

Figura 26. Sexo de los pacientes.

En nuestra experiencia, la infeccion resultdé ser mucho mas prevalente en
pacientes de sexo masculino, obteniéndose una ratio de 19 hombres por cada mujer

infectada.

La edad media de la poblacién estudiada fue de 30,7 afos (+9,4 afios) con un
rango comprendido entre los 17 y los 79 anos. Atendiendo a la edad de los pacientes,
estos se clasificaron en cinco grupos y se separaron por sexo tal y como se muestra en

la Figura 27.
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Figura 27. Distribucidn de la poblacidn estudiada por rangos de edad y sexo.

La mayor prevalencia de gonorrea se presentd en el grupo etario comprendido
entre los 25 y los 34 afios de edad. En concreto, aqui se incluyeron 98 aislados de
Neisseria gonorrhoeae que supusieron el 43,2% del total de cepas estudiadas. De ellas,
95 cepas fueron aisladas de pacientes varones (44% del total de aislados en varones) y

3 cepas se obtuvieron en mujeres (27,3 % del total de aislados en mujeres).

El segundo grupo mas numeroso fue el de pacientes con edades de entre 20y 24
afios, en el cual se recogieron 50 aislados (21,7%), seguido de aquellos que
presentaron edades de entre 35y 44 afios (36 aislados, 15,9%) y 45 afios o mas (22
aislados, 9,7%). El grupo que presentd la tasa de infeccion mas baja fue el de menor
edad, de 15 a 19 afios, con 21 aislados (9,2%). No se obtuvo ninguna muestra de

pacientes con edad inferior a 15 afios.

La menor diferencia entre sexos fue observada en la agrupacion de adultos con
edad igual o superiora 45 afios. Aqui, el nUmero de casos registrados de varonesfue el
mas bajo (18 aislados, 8,3%) y el de mujeres el mas numeroso (4 aislados, 36,4%). Este
grupo, por tanto, mostré el ratio de infeccién entre mujeres y hombres mas bajo,

siendo la proporcién de 4,5 hombres afectos por cada mujer infectada.
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4.4. SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA

Con el propédsito de monitorizar la sensibilidad antibidtica de Neisseria
gonorrhoeae, se testaron los aislados obtenidos frente a siete antimicrobianos
diferentes. Estos fueron azitromicina, cefixima, ceftriaxona, ciprofloxacino, tetraciclina,
espectinomicina y penicilina. Adicionalmente, se realizo la prueba de la cefinasa para

caracterizar aquellas cepas productoras de penicilinasa (PPNG). A continuacion, se

detallan los resultados obtenidos.

4.4.1. Azifromicina

Las ultimas guias de CLSI y EUCAST para el tratamiento de la gonorrea ya no
establecen, para dicho macrdlido, los clasicos puntos de corte clinicos que catalogan la
cepa como sensible, intermedia o resistente. Esto se debe a que en el tratamiento
empirico actual de la gonorrea la azitromicina debe asociarse a una cefalosporina de

tercera generacion (C3G).

En el caso concreto de la azitromicina, ambas sociedades establecen el
epidemiological cutoff value o punto de corte epidemiolégico (ECV) en 1 mg/L. De esta
manera, los aislados de Neisseria gonorrhoeae con CMI a azitromicina <1 mg/L se

consideran de fenotipo salvaje (wild-type) y, por tanto, sin mecanismos de resistencia.

Por el contrario, aquellas cepas de gonococo con CMI a azitromicina >1 mg/L se
clasifican como fenotipo no salvaje (non-wild-type), pudiendo presentar mecanismos
de resistenciamutacional. En la Figura 28, se representala frecuenciade las diferentes

CMI de azitromicina observadas frente a 201 cepas de gonococo.
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Figura 28. Distribucién de las CMI observadas frente a azitromicina. Tanto CLSI como EUCAST
establecen, paradicho antimicrobiano, un punto de corte epidemioldgico (ECV) de 1 mg/L, clasificando
los aislados en salvajes (WT) y no salvajes (NWT).

En primer lugar, el 29,9% de los aislados obtuvo una CMI igual a 0,25 mg/L,
siendo esta por tanto la CMI mas frecuente de todo el estudio. Por el contrario, la CMI
de 8 mg/L resultd la de menor frecuencia (0,5%), constituyendo esta CMI en nuestra
experiencia la mas elevada. No se encontraron cepas de gonococo con alta resistencia

a la azitromicina (CMI 2256 mg/L).

Atendiendo al punto de corte epidemioldgico (ECV) establecido, el 94% de las
cepas estudiadas presentaron una CMI igual o inferior a 1 mg/L, por lo que se
clasificaron como de fenotipo salvaje (WT). En contraposicion, el 6 % de los aislados
presentaron una CMI a azitromicina superior a 1 mg/L, por lo que se consideraron
como fenotipo no salvaje (non-wild-type) y con posibilidad de poseer mecanismos de
resistencia. Se encontraron 12 aislados non-wild-type sobre el total de cepas

analizadas en el proyecto GONOvig. En la Figura 29 se muestra una de estas cepas.
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Figura 29. Cepa non-wild-type (CMI de 6 mg/L).
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Figura30. Porcentajedeaislados salvajes (WT) y no salvajes (NWT) frente a azitromicina obtenido en
cada periodo de estudio.
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En la Figura 30 se describe el porcentaje de cepas wild-type y non-wild-type
observado en el periodo 2013y en el periodo 2014 - 2018. Se evidencia un aumento de
cepas resistentes a azitromicina (aislados con CMI >1 mg/L) entre el primer periodo
(5,1%, 4 cepas) y el segundo (6,5%, 8 cepas). De estas 8 cepas NWT encontradas en el

segundo periodo, 4 de ellas fueron aisladas en el afio 2018.

Respecto al calculo de la CMIsp y CMIgy de cada periodo se extrajeron los
siguientes resultados (Figura 31). Tanto la CMlso como la CMlgg experimentaron un
aumento durante los seis afios de estudio. Asi pues, la CMls5g incrementd de 0,19 mg/L

en el periodo 2013 a 0,25 mg/L en el periodo 2014 — 2018. La CMlgo aumento de 0,75

mg/L en el primer periodo de estudio a 1 mg/L en el segundo.
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Figura 31. Evolucion de la CMIs, y CMIg, de azitromicina durante ambos periodos de estudio.

Como conclusién, tanto el porcentaje de cepas resistentes a dicho macrélido
como los valores de CMlsg y CMlgg fueron en aumento durante los afos 2013 — 2018

mostrando, las cepas estudiadas, una disminucion de la sensibilidad a azitromicina.

Resultados 122



4.4.2. Cefixima

A continuacién se representan las CMI obtenidas en 205 aislados de gonococo
frente a cefixima, separadas a su vez en ambos periodos de estudio. De la misma

manera, se indican los puntos de corte establecidos por EUCAST y CLSI que clasifican a

los aislados como sensibles o resistentes (Figura 32).
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Figura32. Distribucidndelas CMI obtenidas frente a cefixima durante los dos periodos de estudio.

Como puede apreciarse, aunque la distribucion de dichas CMI durante los dos
periodos de estudio son similares, estas muestran algunas diferencias. En ambos casos,
la CMI predominante fue <0,016 mg/L, representando el 57,1% del total de los aislados
en el periodo 2013, aumentando ligeramente hasta el 59,4% en el periodo 2014 —

2018.

En el extremo opuesto, se advierte que las cepas con CMI elevada frente a
cefixima son las menos frecuentes. En este caso, se produce una disminucién de las
mismas entre el primer y el segundo periodo, no observandose durante el periodo

2014 - 2018 cepas con CMI 20,25 mg/L.
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Debido a que los puntos de corte clinico fijados por ambas sociedades cientificas
para la cefixima son diferentes, en algunos aislados se origina una discrepancia en el
momento de su clasificacién como sensibles o resistentes. Asi pues, EUCAST establece
como sensibles aquellas cepas con un punto de corte <0,125 mg/L mientras que CLSI lo
establece en <0,25 mg/L. Por ello, la estratificacién de las mismas difiere tanto entre

los dos periodos de estudio (Figura 33) como en cémputo global (Figura 35).
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Figura33.Porcentajedeaislados resistentes frente a cefixima durante los dos periodos de estudio,
segun criterios CLSI y EUCAST.

Tal y como se muestra en la Figura 33, durante el periodo 2013 el 1,3% de las
cepas (1 aislado) presentd resistencia segun criterios CLSI, mientras que el 6,5% de las

cepas (5 aislados) fueron resistentes siguiendo criterios EUCAST.

Durante el periodo 2014 — 2018 ninguna cepa presento resistencia atendiendo
criterios CLSI, mientras que el 55 % de las cepas (7 aislados) fueron resistentes
siguiendo criterios EUCAST. Cabe resaltar que dichos aislados resistentes a cefixima
encontrados durante el segundo periodo se obtuvieron en los afios 2014 (2 aislados),

2015 (3 aislados) y 2017 (2 aislados).
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En la Figura 34 se muestra el aislado que presentd la mayor CMI a dicha C3G oral

durante todo el estudio, el cual fue recogido el afio 2013.

Figura 34. Cepa resistente a cefixima (CMI de 0,5 mg/L).
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Figura35. Numero total deaislados sensibles y resistentes frente a cefixima durante todo el estudio,
segun criterios CLSI y EUCAST.
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Tal y como se muestra en la Figura 35, al analizar los seis afos de estudio se
encontrd 1 aislado resistente (0,5%) segun criterios CLSI, y 12 aislados resistentes a

cefixima (5,9%) siguiendo criterios EUCAST.
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Figura 36. Evolucion de la CMIs, y CMlg, de cefixima durante los dos periodos de estudio.

Tanto la CMlgg (0,125 mg/L) como la CMlsq (0,016 mg/L) calculadas para cefixima,

se mantuvieron constantes durante todo el periodo de estudio (Figura 36).

Estos datos demuestran una disminucidn del porcentaje de cepas resistentes a
cefixima entre ambos periodos de estudio y una disminucién de las cepas que
mostraron altas CMI a dicha C3G. Por su parte, el calculo de la CMIsp y la CMigg

permanecié invariable entre ambos periodos.
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4.4.3. Ceftriaxona

Respecto a la ceftriaxona, C3G de administracion parenteral, la distribucién de

las CMI observadas en las 205 muestras estudiadas fue la siguiente (Figura 37).
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Figura37. Distribucidndelas CMI obtenidas frente a ceftriaxona durante los dos periodos de estudio.

De la misma manera que ocurria con cefixima, el patréon de sensibilidad
antibiética del total de cepas analizadas resulté similar en ambos periodos. El 66,2%
(periodo 2013) y el 71,7% de los aislados (periodo 2014 — 2018) presentaron una alta
sensibilidad a dicha C3G (CMI £0,016 mg/L).

Respecto al porcentaje de cepas con CMI elevadas frente a ceftriaxona, estas
fueron menores que las observadas para la cefixima aprecidandose también una ligera

disminucidn de las mismas a lo largo del estudio.

Se registraron, durante los 6 aflos de estudio, 27 cepas (13,2%) con CMI >0,032y

<0,125, consideradas como aislados con sensibilidad disminuida a la ceftriaxona.
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En este caso, y debido a la discrepancia en los breakpoints establecidos, se
produjeron pequefias diferencias en la clasificacion en funcién de los criterios

atendidos. No obstante, estas fueron menos significativas en comparacién a las

observadas en la cefixima (Figura 38).
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Figura38.Porcentaje deaislados sensiblesy resistentes frente a ceftriaxona durante los dos periodos de
estudio, segun criterios CLSI y EUCAST.

Durante el periodo 2013, el 1,3% de las cepas (1 aislado) presentd resistencia
segun criterios CLSI, mientras que el 2,6% de las cepas (2 aislados) fueron resistentes

siguiendo criterios EUCAST.

Durante el periodo 2014 — 2018, el 1,6% de los aislados (2 cepas) presentaron
resistencia segun criterios CLSI, mientras que el 2,3% de los aislados (3 cepas) fueron
resistentes siguiendo criterios EUCAST. Estos resultados reflejan que la resistencia

mostrada a ceftriaxona fue similar en ambos periodos de estudio.
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En la Figura 39 se muestra una de las dos cepas que presentaron la CMI mas
elevada observada frente a ceftriaxona (CMI de 0,75 mg/L). La primera de ellas se

obtuvo en el afio 2013, y la segunda fue recogida en el afio 2017.

Figura 39. Cepa resistente a ceftriaxona (CMI de 0,75 mg/L).
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Figura40.Numero total deaislados sensibles y resistentes frente a ceftriaxona durantetodo el periodo
de estudio, segun criterios CLSI y EUCAST.
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A lo largo del estudio se encontraron 3 aislados resistentes (1,5%) segun criterios
CLSly 5 cepas resistentes (2,4%) siguiendo criterios EUCAST a dicha C3G, sobre un total

de 205 cepas analizadas (Figura 40).
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Figura 41. Evolucion de la CMIsy CMlg, de ceftriaxona durante los dos periodos de estudio.

Tal y como se observa en la Figura 41, la CMIlg, de ceftriaxona se mantuvo
constante durante todo el estudio (0,047 mg/L) mientras que la CMlsy aumentd

ligeramente, pasando de 0,012 mg/L a 0,016 mg/L.

Los resultados obtenidos tanto en el porcentaje de cepas resistentescomo en los
valores de CMIso y CMlgg entre los dos periodos de estudio, demuestran que los niveles
de resistencia a ceftriaxona son bajos y se han mantenido estables durante los seis

afnos de estudio.
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4.4.4. Ciprofloxacino

En la Figura 42 se representan las CMI observadas frente a ciprofloxacino tras el

analisis de 204 cepas.
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Figura42. Distribuciéndelas CMI obtenidas frente a ciprofloxacinodurante los dos periodos de estudio.

Como se aprecia en la Figura 42, ambos periodos de estudio presentaron un
perfil similar. Las cepas de Neisseria gonorrhoeae mostraron frente a dicha quinolona
dos grandes poblaciones claramente diferenciadas; una de alta sensibilidad (CMI

<0,016 mg/L) y otra de alta resistencia (CMI >1 mg/L).

Durante el periodo 2014 — 2018 se observd un sutil aumento de los aislados con

CMI elevadas, en detrimento de aquellas cepas con CMl inferiores.

Resultados 131



Ciprofloxacino - CLSI

60
7 J PP P PPy P77 YL TTLELLL LA A
40

30

20 43,4 43,8

10 6

Aislados N.gonorrhoeae (%)

3,8

2013 2014-2018
Sensibilidad antibidtica

Sensible Intermedio I Resistente  eeceeeee Lineal (Resistente)

Figura43. Evoluciéon delasensibilidad antibidtica frente a ciprofloxacino entre los dos periodos de
estudio, segun criterios CLSI.

En la Figura 43, se representa el porcentaje de cepas sensibles, intermedias y
resistentes a ciprofloxacino segun criterios CLSI durante ambos periodos de estudio.

Estos porcentajes resultaron similares, manteniéndose casi constante la tasa de

resistencia desde el periodo 2013 (50,6%) al periodo 2014 — 2018 (52,3%).
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Figura44.Evoluciéon delasensibilidad antibidtica frente a ciprofloxacino entre los dos periodos de
estudio, segln criterios EUCAST.

En la Figura 44, se representa el porcentaje de cepas sensibles y resistentes a
ciprofloxacino segun criterios EUCAST para ambos periodos de estudio, observandose

un porcentaje de resistencia a dicho antimicrobiano muy similar entre ellos.

De forma global, los resultados expuestos demuestran que la sensibilidad del
ciprofloxacino se ha mantenido relativamente constante, presentado en ambos casos
un porcentaje de cepas resistentes superior al 50% sobre el total de aislados

estudiados.
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4.4.5. Espectinomicina

A continuacién se muestra la distribucién de las CMI para espectinomicina

(Figura 45).
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Figura45. Distribucidnde las CMI obtenidas frente a espectinomicina durante los dos periodos de
estudio.

Ninguna de las 166 cepas testadas frente a espectinomicina mostro resistencia a
dicho aminoglucdsido, siendo el punto de corte establecido para CLSI (CMI >128 mg/L)

mas elevado que el considerado por EUCAST (CMI >64 mg/L).

La CMI mas prevalente fue de 6 mg/L, aumentado levemente la proporcion de
aislados aqui incluidos entre el periodo 2013 (46,3%) y el 2014 - 2018 (50,6%). De la
misma manera, se incrementaron las cepas con CMI de 8 mg/L del primer periodo

(18,8%) al segundo (33,8%).
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4.4.6. Tetraciclina

Respecto a la tetraciclina, y tras analizar 165 aislados, la distribucion de CMI

observada fue la siguiente (Figura 46).
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Figura46. Distribuciondelas CMI obtenidas frente a tetraciclina durante los dos periodos de estudio.

La CMI mas frecuentemente encontrada fue la comprendida entre 0,3 y 0,5

mg/L, tanto en el periodo 2013 (28,6%) como durante el 2014 — 2018 (27,3%). No se

observaron grandes cambios en la distribucién del resto de CMis.
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Figura47.Evolucion delasensibilidad antibidtica frente a tetraciclina entre los dos periodos de estudio,
segun criterios CLSI.

Aplicando criterios CLSI, se percibié una reduccidn de las cepas resistentes a
tetraciclina (22 mg/L), pasando del 43% observado en el primer periodo al 33,7%

observado en el periodo 2014 - 2018.

No obstante, las cepas de sensibilidad intermedia aumentaron
considerablemente (del 21,5% al 43%) y los aislados sensibles disminuyeron (del 35,4%

al 23,3%) entre ambos periodos, tal y como se puede observar en la Figura 47.
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Figura48. Evolucion delasensibilidad antibidtica frente a tetraciclina entrelos dos periodos de estudio,
segln criterios EUCAST.

En el caso de EUCAST, se establece un Unico punto de corte (>1 mg/L) a partir del
cual se consideran las cepas como resistentes. Durante el primer periodo, el 54,4% de
las cepas fueron clasificadas en resistentes. Sin embargo, en el segundo periodo dicha

tasa de resistencia disminuyé hasta el 47,7%.

Como conclusién, e independientemente de los criterios de clasificacion
utilizados, la tasa de resistencia a tetraciclina continla siendo alta a pesar de
experimentar, en nuestro estudio, una pequeia reduccién en el porcentaje de cepas
resistentes a la misma entre el periodo 2013 y el comprendido entre los afios 2014 -

2018.
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4.4.7. Penicilina

A continuacién, se representan las CMI observadas tras evaluar 205 cepas frente

a penicilina (Figura 49).
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Figura49. Distribucidndelas CMI obtenidas frentea penicilina durante los dos periodos de estudio.

Durante el afio 2013, la CMI mas frecuente estuvo comprendida entre 0,6 y 1
mg/L (76,8% de los aislados). No obstante, en el segundo periodo, el mayor porcentaje
de cepas (69%) presentd una CMI inferior, comprendida entre 0,016 y 0,5 mg/L. Las
cepas con CMI mas elevada a dicho B-lactdmico (>2 mg/L) también disminuyeron,

pasando del 8,5 % al 2,4%.

Al analizar la evolucion de las cepas testadas frente a la penicilina se observa
que, tanto atendiendo a criterios CLSI (Figura 50) como EUCAST (Figura 51) y durante
todo el estudio, la gran mayoria de los aislados se englobaron en la categoria de
sensibilidad intermedia (aproximadamente el 80% del total de las cepas). Entre ambos
periodos se observa, no obstante, una ligera disminucién de las cepas resistentes y un

aumento de las sensibles.
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Figura 50. Evolucién delasensibilidad antibidtica frente a penicilina entrelos dos periodos de estudio,

segun criterios CLSI.
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Figura51. Evolucion delasensibilidad antibidtica frente a penicilina entrelos dos periodos de estudio,
segln criterios EUCAST.
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4.4.8. Produccion de B-lactamasa
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Figura 52. Porcentaje de cepas productoras de B-lactamasa.

En nuestra experiencia, el porcentaje medio de cepas con resistencia a la
penicilina mediada por B-lactamasa (PPNG) presentando resistencia plasmidica a la
misma, fue del 5,6%. Al comparar ambos periodos, la proporcién de PPNG disminuyé

del 6% observado en el aifio 2013 al 4,9% registrado en los afios 2014 — 2018.

4.4.9. Mullirresistencia

Finalmente, se estudid el porcentaje de cepas resistentes a las siguientes
combinaciones de antimicrobianos. Se compararon dichas tasas de multirresistencia
atendiendoalos puntos de corte establecidos porambas sociedades cientificas (Figura

53).

No se encontraron, durante los seis afios del proyecto GONOvig, aislados
resistentes a azitromicina y cefalosporinas de tercera generacion (C3G) de forma

simultanea.
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Figura53.Tasaderesistenciacombinada observada a diferentes asociaciones de antimicrobianos,
atendiendocriterios CLSly EUCAST. Los farmacos asociados en cada casosedescriben a continuacion.

Del total de cepas analizadas, la resistencia combinada a ciprofloxacino y
penicilina (asociacién 1) fue la mas frecuente. De esta manera, el 7,5% (12 cepas) y el
13% de los aislados (21 cepas), mostraron resistencia a ambos antimicrobianos

siguiendo criterios CLSI y EUCAST, respectivamente.

Al estudiar las cepas resistentes a ciprofloxacino, penicilina y tetraciclina
(asociacion 2) se observé que el 6,5% (10 cepas) y 11,5% de los aislados (17 cepas)

mostraron resistencia a los tres fdrmacos, segun criterios CLSI y EUCAST.

La tasa deresistenciasimultdneaobservada frente a ciprofloxacino, tetraciclinay

azitromicina (asociacién 3) fue del 3,9 % (6 cepas) tanto segin CLSI como EUCAST.

Respecto a la resistencia de las C3G, tan solo se encontrd en una cepa (1,9%) con
resistencia a ciprofloxacino, penicilina, tetraciclina y cefixima (asociacién 4) siguiendo
criterios EUCAST. Sin embargo, no se encontraron aislados con resistencia multiple ala
combinacién anterior atendiendo criterios CLSI. Cabe sefialar que no se registraron
cepas multirresistentes a ceftriaxona, pero si un aislado que resultd, segln criterios
EUCAST, resistente a cefixima (CMI de 0,5 mg/L) y a ceftriaxona (CMI de 0,25 mg/L), el

cual fue recogido en el afio 2013.
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4.5. CARACTERIZACION MOLECULAR

Se realizo la tipificacidn molecular mediante la técnica NG-MAST de 175 aislados
obtenidos durante los anos 2013 - 2018 englobados en el proyecto GONOvig. Del total

de cepas caracterizadas molecularmente, 77 aislados pertenecieron al periodo 2013

(44%) y 98 aislados al periodo 2014 — 2018 (56%).

4.5.1. Secuenciotipos y genogrupos encontrados

Se identificaron, haciendo uso de la base de datos de la plataforma online

dispuestapara ello (www.ng-mast.net), untotal de 86 Secuenciotipos (STs) diferentes.

Del conjunto de cepas caracterizadas, 9 aislados no pudieron ser clasificados debido a

presentar secuencias nuevas o combinaciones alélicas no incluidas en el sistema.

A continuacidn, en la Tabla 12 se muestran los 86 secuenciotipos encontrados,

entre los cuales se incluyeron 73 alelos porB y 36 alelos tbpB distintos.

Del total de secuenciotipos estudiados, 51 de ellos (59,3%) fueron encontrados
en tan solo 1 aislado, 20 STs (23,3%) se observaron en 2 aislados, 9 Secuenciotipos
(10,5%) fueron encontrados en entre 3y 4 aislados, y 6 STs (7%) estuvieron presentes

en 6 o mas aislados.
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Tabla 12. Secuenciotipos y nimero de aislados en los que fueron identificados, frecuencia y alelos que

los componen.
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En la Tabla 13 se muestran los secuenciotipos mds prevalentes en nuestra

experiencia, sufrecuencia, alelos que los conforman y afios en que fueron detectados.

- Aislados (n) - 9 Alelo porB Alelo tbpB “

2992 (13) - 7,4% 1808 2013 - 2014, 2018
3378 (12) - 6,9% 2043 110 2013 - 2014
13288 (12) - 6,9% 4991 10 2013 - 2014
2400 (8)- 4,6% 1489 563 2013 - 2014, 2016
5441 (6)—3,4% 30 18 2015 - 2016, 2018

Tabla 13. Secuenciotipos mas frecuentes encontrados en el proyecto GONOvig.

El ST2992 fue el mds prevalente en nuestro andlisis, detectdandose en 13 aislados
y suponiendo un 7,4% del total de las cepas estudiadas. Estas cepas fueron recogidas

mayoritariamente en el ailo 2013, ademas del afio 2014 y 2018.

Tanto el ST3378 como el ST13288 estuvieron presentes en 12 cepas, suponiendo
en ambos casos el 6,9% del total de los aislados. Las cepas englobadas en ambos STs se

tomaron en los afios 2013 y 2014.

Por su parte, el ST2400 fue hallado en 8 aislados (4,6%) obtenidos

principalmente en el ailo 2013, ademds de en los afios 2014 y 2016.

Finalmente, el ST5441 se determiné en 6 aislados (3,4%). Estas cepas, sin

embargo, pertenecieron a los afios 2015, 2016 y 2018 de nuestro estudio.

A su vez, estos STs pueden englobarse en asociaciones mayores denominadas
genogrupos. Ello es posible cuando varios secuenciotipos presentan un alelo idéntico y
el otro posee una similitud en su secuencia superior al 99% (144). Dichos genogrupos
se nombran usando la letra G seguida del nimero del ST predominante en cada grupo.
El G1407, cuyo secuenciotipo predominante es el ST1407, resultd mayoritario en

nuestra experiencia (13,1%), seguido del G2992 (10,3%), G2400 (6,3%) y G387 (3,4%).
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En la Tabla 14 se describen los cuatro genogrupos principales observados
durante el estudio. Para cada uno de ellos, se muestra el ST representante y el nimero
de cepas encontradas, los alelos porB y tbpB que lo conforman, los STs encontrados en
nuestro analisis con los que comparten alelos y aquellos que ademas presentan una

homologia del 99% en su otro alelo, incluyéndose de esta manera dentro de dicho

genogrupo.

Genogrupo ST predominante | Alelo porB / STs con Alelo tbpB / STs con
N (%) (n) idéntico porB idéntico tbpB

110/ 3128, 3149, 3378,
1407 (2) 908 / 7574 4120, 4936, 5619, 8921,
13123, Nuevo ST

G1407
23 (13,1%)

G2992 29 /995, 5119, 5230, 6765,
18 (10,3%) 2992 (13) 1808 / 5476, 4244 7636, 8241, Nuevo ST
T 563 / 7574, 8419, 9184,
2400 (8) 1489 / - 11800, 12001, 13780, Nuevo
11 (6,3%)
ST
T/ 387 (4) 266 / - 118 / 1945, 5743

6 (3,4%)

Tabla 14. Genogrupos principales encontrados durante el estudio. Se subrayan aquellos secuenciotipos
que, respecto al ST principal, presentanun alelo idéntico y el otro posee una homologia 299%, por lo
que son clasificados dentro del mismo genogrupo.

Finalmente se estudiaron, del total de 175 aislados de Neisseria gonorrhoeae
tipificados, 9 cepas cuyas secuencias alélicas no pudieron ser clasificadas mediante la

base de datos del NG-MAST.

En tres de ellas, la combinacion de ambos alelos no resultd en ningin ST
registrado. En seis ocasiones, el alelo porB presentd una ligera diferencia (del 1 al 8%)
respecto la secuencia de bases de un alelo porB determinado, no teniendo por tanto

un secuenciotipo asignado (Tabla 15).
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Alelo porB — (coincidencia %) Alelo tbpB mmm

3336 - (99) M Clinico
3957 - (100) 60 M 47 Clinico
5136 - (100) 6 M 28 Ribera
9776 - (92)* 18 M 36 Ribera
9400 - (99) 26 M 18 Clinico
4508 - (99) 563 M 20 Ribera
8506 - (99) 110 M 31 Clinico
4952 - (100) 29 M 26 Ribera

Tabla 15. Resultados obtenidos de |a caracterizacidn moleculardelas cepas no clasificables segun |a
basededatosde NG-MAST, asi comosexo, edady hospital de procedencia delos pacientes. *Dos cepas
compartieron la misma secuencia alélica ausente en el sistema de clasificacidn.

Cinco de estos aislados se obtuvieron en el Hospital Universitario de La Ribera,
dos de los cuales mostraron la misma secuencia, mientras que los cuatro restantes se
recogieron en el Hospital Clinico de Valencia. Todas estas cepas se aislaron durante el
segundo periodo de estudio, provinieron de pacientes de sexo masculino y con edades

comprendidas entre los 18y los 47 afios, con un promedio de 29 afos de edad.

4.5.2. Relacién entre sensibilidad antibiética y caracteristicas demogrdficas de

los secuenciotipos mds prevalentes

A continuacién, en la Tabla 16 se estudia la relaciéon entre las cepas
pertenecientes a los 5 STs mas frecuentes en nuestro entorno, la susceptibilidad

antibidtica mostrada, asi como el sexo y edad del paciente, hospital y afo de recogida.

Se han excluido los resultados de espectinomicina y cepas PPNG, puesto que
todas las cepas aqui incluidas resultaron sensibles y negativas a dichas
determinaciones, respectivamente. Se han remarcado las cepas resistentes segun
criterios EUCAST, sombreandose de color amarillo aquellas en las que se observd

resistencia a los agentes utilizados en el tratamiento empirico actual.
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s Loam [ cro Lcr e e i secol ol L s

2992 Vinaroz 2013
2992 WT S S S S I 25 M Vinaroz 2013
2992 WT S S S S [ 31 M Ribera 2013
2992 WT S S S R I 25 M Ribera 2013
2992 WT S S S R I 46 M Clinico 2013
2992 WT S S S S I 32 M Clinico 2013
2992 WT S S S S I 40 M Clinico 2013
2992 WT S R S S I 31 M Clinico 2013
2992 WT S S S R I 24 M Clinico 2013
2992 WT S S S R I 32 M Clinico 2013
2992 WT S S S R I 24 M Clinico 2013
2992 WT S S S S [ 33 M Ribera 2014
2992 WT S S S S [ 25 M Clinico 2018
3378 WT S S R R I 27 F General (V) 2013
3378* - - - - - - 43 M Sagunto 2013
3378 WT S S R S I 39 M General (C) 2013
3378 WT S S R R [ 31 M General (C) 2013
3378 WT S S R S I 27 M Manises 2013
3378 WT S S R S [ 37 M Manises 2013
3378 WT S S R R I 31 M De la Plana 2013
3378 WT S S R S I 34 M Sagunto 2013
3378 WT S S R S I 35 M Clinico 2013
3378 WT R S R R R 29 M Ribera 2014
3378 WT S S R R I 17 M Ribera 2014
3378 NWT S S R R I 24 M General (C) 2014
13288 WT S S R S I 43 M General (V) 2013
13288 WT S S R S I 26 M Ribera 2013
13288 WT R S R S I 30 M Manises 2013
13288 WT R S R S I 36 M Manises 2013
13288 WT S S R S [ 33 M Clinico 2013
13288 WT S S R S I 25 M Clinico 2013
13288 WT S S R S I 18 M Clinico 2013
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13288 WT R S R R I 40 M Clinico 2013
13288 WT S S R S I 29 M Clinico 2014
13288 WT S S R R I 38 F Clinico 2014
13288 WT S S R R I 32 M Clinico 2014
13288 WT S S R R I 29 M Clinico 2014
2400* - - - - - - 37 M Ribera 2013
2400 WT S S R R I 20 M General (V) 2013
2400 WT S S R R I 29 M Manises 2013
2400 WT S S R R I 26 M Manises 2013
2400 WT S S R R I 21 M Manises 2013
2400 WT S S R R I 25 M Clinico 2013
2400 WT S S R R I 30 M Clinico 2014
2400 WT S S R S S 17 M Vilanova 2016
5441 WT S S S S I 21 M Ribera 2015
5441 WT S S S S I 19 M Ribera 2015
5441 WT S S S S I 29 M Ribera 2015
5441 WT S S S S I 22 M Ribera 2016
5441 WT S S S S S 28 M Vilanova 2016
5441 NWT S S S S I 29 F Clinico 2018

Tabla 16. Sensibilidad frente a azitromicina (AZM), cefixima (CFM), ceftriaxona (CRO), ciprofloxacino (CIP),
tetraciclina (TE), penicilina (P), sexo masculino (M) o femenino (F), hospital y afiode recogida de aquellos
aislados pertenecientes a | os secuenciotipos mas frecuentes en nuestro estudio. *Dos cepas, una con
ST3378 y otra con ST2400, resultaronno viables por o que no se puedo estudiar su perfil antibidtico.

Del total de cepas mostradas en la Tabla anterior, 7 de ellas (14,3%) fueron resistentes a
alguno de los agentes empleados en el régimen inicial de la gonorrea, predominando la
resistencia a cefixima (4 aislados, 8,2% del total), seguida de azitromicina (2 aislados,
4,1% del total) y ceftriaxona (1 aislado, 2% del total). Ninguna cepa presentd resistencia

simultdnea a cefalosporinas y azitromicina.

Respecto al resto de antimicrobianos, 30 aislados fueron resistentes a ciprofloxacino
(61,2%), 21 a tetraciclina (42,8%) y 47 presentaron sensibilidad intermedia o resistencia

a penicilina (95,9%).
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Al analizar secuenciotipos concretos destacd que, de las 12 cepas pertenecientes al
ST13288, 3 fueron resistentes a cefixima siendo esta asociacion estadisticamente
significativa (p = 0,032) y todas ellas fueron resistentes a ciprofloxacino (p <0,01). La
totalidad de estos aislados se recogieron en 4 hospitales distintos situados en la

provincia de Valencia y durante los primeros afos de estudio.

En nuestra area, el ST2992 fue el secuenciotipo mayoritario, ST que presentd una cepa
resistente a ceftriaxona. Estos 13 aislados pertenecieron mayoritariamente a muestras
tomadas en la provincia de Valencia, aunque dos de ellas provinieron de la provincia de

Castelldn. Destaca que 11 de estas cepas se recogieron en el afo 2013.

Entre las 12 cepas encontradas englobadas en el ST3378, secuenciotipo incluido dentro
del genogrupo G1407, se observd 1 aislado resistente a cefixima y 1aislado con CMI >1
mg/L frente azitromicina. Todos las cepas fueron resistentes a ciprofloxacino (p =0,02).
Cabe resaltar la diversidad en su origen, puesto que dichas cepas fueron aisladas en 6

hospitales diferentes situados en las provincias de Valencia y Castellén.

Respecto al ST2400, dicho secuenciotipo estuvo relacionado con resistencia a
ciprofloxacino (p = 0,017) y tetraciclina (p = 0,048). También destaco que la edad media
de los 8 pacientes que presentaron cepas con este ST fue de 24 aios (p =0,033), inferior
al promedio del total de cepas estudiadas. Se obtuvieron en 4 hospitales de la provincia

de Valenciay principalmente durante el afio 2013.

Finalmente, entre las 6 cepas pertenecientes al ST5441 se encontrd una clasificada
como non-wild-type frente azitromicina tomada de un paciente de sexo femenino. Los 5
aislados se recogieron durante el segundo periodo de estudio y todos ellos en la

provincia de Valencia. La cepa resistente a azitromicina en particular, se obtuvo en el

ano 2018.

La edad media de estos 51 pacientes fue de 29,4 afios, 48 fueron hombres (94,1%) y 3
mujeres (5,9%). Sobre el total de cepas pertenecientes a estos STs, 34 se recogieron en
el afio 2013 (66,7%), 9 en el 2014 (17,6%), 3 en el 2015 (5,9%), 3en el 2016 (5,9%) y 2 en
el 2018 (3,9%). Respecto a su origen, 45 aislados procedieron de hospitales situados en

Valencia (88,2%) y 6 cepas de centros ubicados en la provincia de Castellén (11,8%).
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4.5.3. Relacién entre caracteristicas moleculares y cepas resistentes

A continuacién, se describen los secuenciotipos de aquellas cepas resistentes a

cada uno de los 7 antibidticos testados, encontradas al atender criterios EUCAST.

4.5.3.1. Azitromicina
Tras el analisis molecularde los aislados resistentes frente a azitromicina (CMI >1

mg/L) se encontraron los siguientes resultados (Figura 54).

Azitromicina

35,0 33,3
30,0
25,0
20,0
16,6
15,0

10,0 8,3 8,3 8,3 8,3 8,3 8,3

5,0

Aislados N.gonorrhoeae NWT (%)

0,0
4809 4186 3378 5441 7636 5230 6765 nuevo

Secuenciotipos

Figura 54. Distribucién de secuenciotipos observados en cepas non-wild-type (NWT) frente a la
azitromicina (CMI >1mg/L).

De las 12 cepas NWT estudiadas, 4 de ellas (33,3 %) pertenecieron al ST4809.
Dichos aislados tuvieron CMlIs superiores a 3 mg/L frente a dicho macrdlido, y

mostraron ademas resistencia a tetraciclina, ciprofloxacino y penicilina.

En 2 cepas se obtuvo el ST4186 (16,6%) y en una cepa el ST3378 (8,3%), el cual

fue uno de los mas prevalentes en nuestro estudio tal y como se ha indicado
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anteriormente. Dichos aislados también presentaron resistencia combinada a

tetraciclina, ciprofloxacino y penicilina.

El ST5441, quinto secuenciotipo mds prevalente en nuestra experiencia, fue

hallado en un aislado.

También se encontré una cepa cuya combinacién del alelo porB (4952) y tbpB
(29) no resultdé en ningln ST existente en la base de datos, clasificandose por tanto

COMO un nuevo secuenciotipo.

45.32. Cefixima

A continuacién, se muestran los STs observados en aquellas cepas con CMI

>0,125 mg/L frente a cefixima (Figura 55).
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Figura55. Distribuciéndelos secuenciotipos observados en cepas con resistencia frente a cefixima.

En el caso de esta C3G, se tipificaron 7 cepas clasificadas como resistentes segun
criterios EUCAST (CMI >0,125 mg/L). Entre dichos aislados destacaron 3 incluidos en el
ST13288, constituyendo estos el 42,9% de todos los aislados resistentes a esta C3G.

Dicha asociacion resultd estadisticamente significativa (p =0,032).
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También se identificaron 2 cepas pertenecientes al ST1407 y ST3378, ambas dos
estrechamente relacionadas por sus caracteristicas moleculares y clasificadas dentro

del genogrupo G1407.

Finalmente, se encontrd una cepa con ST1034 y otra con ST11547.

Por otro lado, y al analizar los alelos que componen las cepas anteriormente
detalladas, se aprecié cierta similitud en el alelo tbpB presente en los aislados
estudiados con resistencia a esta cefalosporina oral. Dicha secuencia alélica codifica
para la transferrina tipo B implicada en el metabolismo del hierro, oligoelemento

esencial para la supervivencia del gonococo (Figura 56).

Alelo tbpB

=10
m 110
m33

Figura 56. Distribucion de los alelos tbpB observados en cepas con resistencia frente a cefixima.

De esta manera, se encontraron tan solo 3 alelos tbpB distintos en las 7 cepas

anteriormente tipificadas. Destacé el alelo 10, el cual estuvo presente en el 57% de los

aislados, seguido del 110 (29%) y del 33 (14%).
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4.533. Ceftriaxona
En la siguiente figura se detallan los secuenciotipos encontrados en aquellos

aislados con una CMI >0,125 mg/L frente a ceftriaxona (Figura 57).

Ceftriaxona

30,0
25,0 25,0 25,0 25,0
25,0
20,0
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%Aislados N.gonorrhoeae CMI>0,125 mg/L

1034 2992 12547 13252
Secuenciotipos

Figura57. Distribucidndelos secuenciotipos observados en cepas conresistencia frente a ceftriaxona.

En este caso, se estudiaron 4 cepas con resistencia a ceftriaxona segun criterios

EUCAST, no obteniéndose ningun ST idéntico.

Se encontr6 una cepa con ST2992, perteneciente al genogrupo G2992,
secuenciotipo mas frecuente y segundo genogrupo mas prevalente en nuestra

experiencia.

Por otro lado, se observd una cepa con ST1034, aislado que resulto

simultaneamente resistente a cefixima.

Las dos cepas restantes se tipificaron con el ST12547 y el ST13252.
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4.5.34. Ciprofloxacino

Se tipificaron 82 aislados que presentaron resistencia a este antibidtico (CMI
>0,06 mg/L). Debido a la alta prevalencia de cepas de Neisseria gonorrhoeae
resistentes a estaquinolona, se obtuvieron un total de 57 secuenciotipos diferentes. A
continuacion, en la Figura 58, se han representado aquellos STs mayoritarios presentes

en 4 o mas aislados.

Ciprofloxacino

160 14,6

14,0 13,4
12,0

10,0
8,5

8,0
6,1
6,0 4,9 4,9

4,0
2,0

0,0

% Aislados N.gonorrhoeae CMI> 0,06 mg/L

13288 3378 2400 Nueva 4809 437

Secuenciotipos

Figura 58. Distribucidndelos secuenciotipos mas frecuentemente observados en cepas conresistenciaa
ciprofloxacino.

En la Figura 58 se representan los secuenciotipos que engloban 34 cepas
resistentes a dicha quinolona. El mas frecuente fue el ST13288 (p <0,01) que supuso el
14,6% de los casos, seguido del ST3378 (p = 0,02) encontrado en el 13,4% de estos
aislados y del ST2400 (p =0,017) obtenido en el 8,5% de los aislados.

Ademas, se encontraron 5 cepas nuevas (6,1%) no clasificables en la base de
datos, 4 aislados (4,9%) pertenecientes al ST4809 y tambiénrelacionado con altas CMIs

frente a azitromicina, y 4 cepas (4,9%) identificadas con el ST437.
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4.5.35. Tetraciclina

Se caracterizaron 58 aislados resistentes frente a tetraciclina (CMI >1 mg/L).
Entre estas cepas se obtuvieron 31 secuenciotipos diferentes, mostrandose los mas

frecuentes (n 24 aislados) en la Figura 59.

Tetraciclina
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Figura59. Distribucidndelos secuenciotipos mas frecuentemente observados en cepas conresistenciaa
tetraciclina.

Destacan el ST2400 (p = 0,048) y el ST3378 como los mas abundantes (10,3% en
ambos ST), seguidos del ST2992 (8,6%), ST13288, ST4809 y ST437 (6,9% cada uno de

ellos).

Todos ellos, a excepcion del ST2992, también resultaron ser secuenciotipos
altamente relacionados con resistencia a ciprofloxacino. Este hecho condiciona que
muchas cepas de gonococo analizadas durante nuestro estudio compartiesen

resistencia a estos dos antimicrobianos.

Resultados 156



4.5.3.6. Penicilina

Se tipificaron un total de 122 aislados de Neisseria gonorrhoeae con sensibilidad
intermedia o resistente a la penicilina. En este caso, se obtuvieron 55 secuenciotipos

diferentes, mostrandose enla Figura 60 aquellos STs que contuvieron 6 0 mas aislados.

Penicilina
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Figura 60. Distribuciéndelos secuenciotipos mas frecuentemente observados en cepas conresistencia o
sensibilidad intermedia a penicilina.

En la Figura 60 se muestran los ST de cepas intermedias o resistentes a

penicilina. El primer lugar destaca el ST2992, que estuvo presente en 13 de estos

aislados y supuso el 10,6% sobre el total de cepas aqui clasificadas.

Le siguieron el ST13288 (9,8%), el ST3378 (9%) y el ST2400 (4,9%).

Nuevamente, la gran mayoria de los secuenciotipos mas abundantes en nuestra
experiencia mostraron resistencia frente a penicilina, hecho que explica la baja

sensibilidad actual de la cepas circulantes de gonococo a la penicilina.
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4.5.3.7. Cepas PPNG

Por otro lado, se tipificaron 8 cepas con resistencia a la penicilina y prueba
positiva de la B-lactamasa. El resultado de la caracterizacién molecular de estas cepas

PPNG se muestra en la Tabla 17.

5624* 90 953
6902 3740 137
8329 4989 33
8718 5162 39
12792 7448 4
13476 90 188
14048 8108 2391

Tabla 17. Secuenciotipos encontrados en cepas con resistencia plasmidica a la penicilina (PPNG). * El
ST5624 se encontrd en dos aislados productores de B-lactamasa.

A excepcidndel ST5624, secuenciotipo encontradoen 2 aislados con resultado positivo
para la prueba de la cefinasa, el resto de cepas aqui incluidas presentaron
caracteristicas moleculares diferentes.
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4.5.3.8. Nuevos Secuenciotipos.
A continuacion, se muestra en la Figura 61 la sensibilidad observada en los 9

secuenciotipos no identificados en la base de datos de NG-MAST.

Nuevos Secuenciotipos
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Figura 61. Sensibilidad antimicrobiana de los nuevos secuenciotipos analizados.

Se encontrd 1 nuevo secuenciotipo (11,1%) con una CMI frente a azitromicina de
3 mg/L y, por tanto, clasificado como non-wild-type. Ninguno de estos aislados sin

embargo fue resistente a cefixima o a ceftriaxona.

Se obtuvieron 5 aislados (55,6%) que presentaron resistencia a ciprofloxacino.

Todas las cepas fueron negativas a la prueba de la B-lactamasa.
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4.6. RED DE VIGILANCIA MICROBIOLOGICA DE LA
COMUNIDAD VALENCIANA

Otro objetivo de la presente Tesis fue el andlisis de la informacién recabada por
la Red de Vigilancia Epidemiolégica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA) de todos
aquellos pacientes con sospecha de resultar positivos para N. gonorrhoeae, datos

recogidos entre los afios 2013 y 2019 en dicha comunidad.

Se analizd la procedencia de las muestras, la informacién demografica de los
pacientes, los distintos tipos de especimenes y técnicas diagndsticas empleadas, los
resultados de sensibilidad obtenidos frente atodos los antibidticos testados durante el
proyecto GONOvig, asi como las CMI de gentamicinay fosfomicina, y se extrajeron las

siguientes conclusiones.

4.6.1. Procedencia de las muesiras

Las 103.926 muestras analizadas provinieron de 75.294 pacientes distintos. Estas
muestras fueron tomadas en la Comunidad Valenciana durante el periodo 2013 - 2019,
y procedieron de centros sanitarios de diferentes niveles ubicados en las provincias de

Valencia, Alicante y Castellon.

Ademads de en las correspondientes capitales de provincia, se analizaron cepas
originarias de 244 municipios valencianos, 120 municipios alicantinos y 86 municipios
castellonenses, estableciéndose un retrato completo de la situacidon actual de la

gonorrea en dicha comunidad.

Del conjunto de muestras investigadas, se obtuvieron 4.887 resultados positivos
para N. gonorrhoeae (4,7% sobre el total), de los cuales 2.636 se produjeron en la
provincia de Valencia (53,9%), 1.188 en Alicante (24,3%) y 345 en Castellon (7,1%). En

718 casos (14,7%) se desconocid el lugar de origen (Figura 62).
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Figura62.Procedencia delas muestras estudiadas de RedMIVA conresultado positivopara gonococo y
analizadas durante el periodo 2013 - 2019.

4.6.2. Poblacidon de estudio

El sexo de los pacientes con resultado positivo para Neisseria gonorrhoeae

resultd muy desigual, tal y como se muestra en la Figura 63, siendo muy superior el

porcentaje de gonococia en pacientes varones.
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Figura 63. Distribucidn de pacientes con gonorrea por sexo.
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El 74,3% de los pacientes (3.633 casos positivos) fueron hombres y el 19,3%
mujeres (941 casos positivos), mientras que en el 6,4% de las ocasiones (313 casos

positivos) no se obtuvo este dato.

En 4.816 aislados positivos se dispuso de la edad de los pacientes con infeccién

por Neisseria gonorrhoeae, constatandose los siguientes datos en relacién al sexo

(Tabla 18).

31,2 10,1 0-84 3583

31,9 13,1 0-86 932

31,8 10,2 0-68 301
TOTAL 31,4 10,8 0-86 4816

Tabla 18. Edadmedia, desviacidnestandar (SD), rango de edades y total de pacientes analizados en
funcion del sexo, asi como en conjunto.

La edad media global de los pacientes con aislados positivos fue de 31,4 afios

(10,8 afios) con un rango de edades comprendidas entro los 0 y los 86 afos.

Aunque dicha edad promedio fue muy similar en todos los grupos analizados,
resulté ligeramente superior en mujeres (31,9 afios) respecto a la de los hombres (31,2

afos).

En referencia a las muestras analizadas, se estudiaron mas de 10 tipos distintos
de especimenes con resultado positivo para N. gonorrhoeae. La proporcién de cada

una de ellas se resume en la Figura 64.
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Desconocido | 0,68 Tipos de Muestras
Esputo 0,04
Conjuntival | 0,18
Liquidos biolégicos | 0,20
Cutdnea | 0,20
Semen | 0,68

Orina
Orofaringeas
Rectal
Cervical-Vaginal

Uretral 67,16

Figura 64.Tipos de muestrasy porcentajedelas mismas conresultado positivo para N. gonorrhoeae.

La muestra mas habitual fue la uretral (67,2%) seguida de la cervical-vaginal
(18%). También resultaron positivas muestras rectales (5,9%), procedentes de la
orofaringe (5,3%), de orina (1,6%) y de semen (0,7%), cutdneas (0,2%), diversos

liguidos bioldgicos (0,2%) y conjuntivales entre otras.

4.6.3. Pruebas diagnésticas, evolucion de resultados positivos e incidencia

de la gonorrea en la Comunidad Valenciana

Las técnicas empleadas para la identificacién de pacientes con gonorrea se
englobaron en dos grandes grupos: el cultivo tradicional, y la deteccién del material
genético del microorganismo, bien mediante PCR tradicional o empleando la variante

Real Time PCR (RT-PCR).

En la Figura 65 se representa el niumero total de resultados positivos obtenidos

mediante estas técnicas por cada afio de estudio.

Resultados 163



Técnicas diagnosticas

404

O
(@}
~N S

154

49

54
I 933

E— )/4)
65
143

546
. 113
51
43
I 5/

<
0
<
i
~
< on
~
~
o ~
(s I0s) O o M~
o <
nod —o o™ B
— [ |

2013 2014 2015 2016

N
o
=
~
N
o
[
(o]
N
o
[
o

W Cultivo ™ PCR RT-PCR Desconocido

Figura 65. Casos positivos y pruebas diagndsticas utilizadas durante los afios 2013 - 2019.

En primer lugar, se observa que el cultivo constituye la prueba mas utilizada con
este fin durante todos los afios de estudio, identificando durante el periodo 2013 -

2019 en conjunto 3.666 casos de gonorrea (75% del total) mediante este método.

Cabe sefalar que, en el afio 2019, en 619 casos con resultado positivo (44,8% del
total anual) los datos analizados registraron, para un mismo paciente y en la misma
fecha, un resultado positivo mediante la técnica de cultivo y de PCR. En el afio 2018
esto sucedié en 410 casos, suponiendo un porcentaje similar al anterior (45% del

total).

Por otro lado, las técnicas moleculares basadas en la deteccién del material
genético del gonococo experimentaron un notable aumento. En el afio 2013 tan solo
se diagnosticaron 5 casos mediante PCR, sin embargo en el afio 2019 se obtuvieron
242 casos positivos de gonorrea. Utilizando la técnica PCR, se identificd durante todo
el periodo de estudio un total de 647 casos (13,2% del total). Por su parte, la RT-PCR
comenzd a utilizarse con posterioridad a partir del 2016, detectdndose 29 casos este

mismo ano y 194 casos (4% del total) durante todo el estudio.
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Finalmente, se detectaron otros 380 casos (7,8% del total) durante dicho periodo

mediante técnicas moleculares en las que se desconocid el método concreto utilizado.

En la Figura 66 se desglosa, por afio de estudio, el total de 4.887 casos de
infeccién gonocdcica detectados en el periodo 2013 - 2019. La tendencia de la linea
ascendente trazada refleja el incremento constante de los mismos en la Comunidad

Valenciana durante cada uno de los afios de estudio anteriormente citados.
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Figura66. Evolucion de los casos positivos de gonorrea detectados en la Comunidad Valenciana.

Asi pues, se obtuvieron 305 casos positivos (6,2% del total) durante el afio 2013,
423 casos (8,6%) en el 2014, 476 casos (9,7%) en el afio 2015, 636 infecciones (13%) en
el 2016, 753 nuevos casos (15,4%) en el 2017, 911 resultados positivos (18,6%) en el

2018 y 1.383 nuevos casos (28,3%) durante el pasado afio 2019.

Atendiendo al nimero de resultados positivos asi como a la poblacién censada
en la Comunidad Valenciana, se obtuvo la incidencia de la infecciéon gonocdcica
expresada como tasa de pacientes infectados por cada 100.000 habitantes. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 19y Figura 67.
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2013 5.113.815 5,96
2014 423 5.004.844 8,45
2015 476 4.980.689 9,56
2016 636 4.959.968 12,82
2017 753 4.941.509 15,24
2018 911 4.963.703 18,35
2019 1.383 5.003.769 27,64

Tabla 19. Nimero de casos positivos, poblacién y tasa deincidencia estimada por cada 100.000
habitantes y por afio de estudio en el conjunto de la Comunidad Valenciana.
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Figura67.Evoluciéon delaincidenciade lainfeccidngonocécica en la Comunidad Valenciana durante el
periodo 2013 —2019.

Dicha tasa de incidencia ha seguido una tendencia ascendente paralela al
aumento de los casos de gonorrea detectados durante los 7 afios analizados. Asi pues,
la tasa en el afio 2013 fue de 5,96 casos por cada 100.000 habitantes, mientras que en
el afno 2019 estd cifra ascendid a 27,64 casos por cada 100.000 habitantes. El mayor

incremento se observo en el Ultimo afo de estudio.
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Incidencia por Provincias
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Figura68. Evolucion delaincidencia de lainfeccidngonocdcica desglosada por provincias durante el
periodo 2013 —2019. De color rojo se muestran el conjunto de datos obtenidos en la Comunidad
Valenciana (CV).

Al analizar la incidencia de gonorrea por provincias durante todo el periodo de
estudio se observd en las 3 provincias una clara tendencia creciente. En todas ellas, el

incremento mas notable se produjo en el afio 2019.

La provincia de Valencia fue la que presentd una mayor tasa de infeccién por
cada 100.000 habitantes, con un perfil muy similar al obtenido en el conjunto de la

Comunidad Valenciana.

La provincia de Alicante mostré una incidencia menor, aunque con un perfil

ascendente y unos resultados que incrementaron cada afio de estudio.

La provincia de Castellén exhibié un patrdn distinto al resto, con un incremento
de laincidencia hasta el afio 2015, una estabilizacidon e incluso disminucién durante los
siguientes cuatro anos, y un repunte en el afio 2019 igual al ocurrido en los casos

anteriores.
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4.6.4. Sensibilidad antibidtica

La evolucion en la susceptibilidad de los antimicrobianos estudiados se describe

a continuacion.

4.6.41. Azifromicina

Se analizé el periodo 2014 — 2019 debido a la falta de datos del afio 2013. Tras el
analisisde 1.268 muestras testadas frente a este macrdélido, se encontraron un total de
121 cepas con una CMI superior a 1 mg/L. Este dato supone una resistencia media a

azitromicina durante todo el periodo de estudio del 9,5%.
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Figura 69. Evolucidn de la resistencia a azitromicina durante los afios 2014 —2019.

Al analizar la variacién de los aislados resistentes por afio (Figura 69) se observa
en el transcurso de los afos 2014 — 2016 que la tasa de resistencia se mantuvo
relativamente estable. No obstante, a partir de este momento y durante el periodo
2017 — 2019, se detecta un claro aumento de las cepas resistentes a dicho agente y

clasificadas por tanto como non-wild-type.
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Se estudiaron 10 cepas de gonococo con alta resistencia a azitromicina (CMI
>256 mg/L) obtenidas durante los afios 2016 (2 aislados), 2017 (2 aislados), 2018 (1

aislado) y 2019 (5 aislados), provenientes todas ellas de pacientes varones.

Respecto al origen de estas muestras, 8 fueron uretrales, 1 faringea y 1 anal. El
80% de estas cepas se obtuvo en la provincia de Valencia y el 20% restante en la

provincia de Alicante.
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Figura 70. Evolucidn de la CMlg, y CMlq (mg/L) de azitromicina durante los afios 2014 —2019.

Durante los aflos 2014 — 2016 tanto la CMlsq como la CMlgy de azitromicina se
mantuvieron estables. No obstante, a partir del afio 2017 se aprecia un alarmante
incremento de ambas resultando, a nivel global durante los siete afios de estudio, en

una CMlsq de 0,25 mg/Ly una CMIg de 1,5 mg/L.

Resultados 169



46.42. Cefixima
En este caso, se analizd la susceptibilidad de cefixima frente a 988 muestras
recogidas durante el periodo 2015 - 2019, obteniéndose los siguientes porcentajes de

resistencia durante dichos afios de estudio (Figura 71).
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Figura 71. Evolucion de la resistencia a cefixima durante los afios 2015 —2019.

Durante este periodo, se encontraron en total 51 aislados resistentes a dicha

C3G oral, estableciéndose un porcentaje de resistencia promedio del 5,2%.

Desde el ano 2015, en el que se detectaron las mayores tasas de resistencia a
esta C3G oral, se ha constatado una disminucién progresiva de las cepas de gonococo

resistentes a cefixima.

Asi pues, en el afio 2015 se detectaron 13 cepas (13,8%) con una CMI superior a
0,125 mg/L sobre un total de 94 muestras con resultados frente a esta cefalosporina.

Sin embargo, durante el pasado afio 2019 tan solo se observaron 4 cepas resistentes

(1,1%) de 356 muestras analizadas.
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Se identificaron 3 aislados con alta resistencia a la cefixima (CMI 22 mg/L). El
primero de ellos presenté una CMI de 2 mg/L y también fue resistente a ceftriaxona.
Los dos restantes exhibieron un valor de CMI de 4 mg/L, fueron recogidos en varones
mediante toma uretral y resultaron resistentes a ceftriaxona, tetraciclina vy

ciprofloxacino.

Uno de ellos, obtenido en el aiio 2019, resultd ser resistente simultaneamente a
dicha C3G y a azitromicina, mostrando en adicion alta resistencia a la misma (CMI >256

mg/L).

La evolucion de la CMIsg y CMlgg encontradas en estos afios se muestran en la

siguiente Figura 72.
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Figura 72. Evolucidn de la CMlg, y CMlg (mg/L) de cefixima durante los afios 2015 —2019.

Como se puede apreciar, la CMIsg y especialmente la CMlgg experimentaron una
notable reduccion desde el aiio 2015. La CMlsg permanecio estable en valores minimos

desde el afio 2017 (<0,016 mg/L).

En conjunto, en valor de CMIsq promedio durante todo el periodo fue de <0,016

mg/Ly el valor de CMlgy, fue de 0,125 mg/L.
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4.6.43. Cefiriaxona
Los datos de resistencia registrados para ceftriaxona durante los afios 2015 —

2019 tras el analisis de 1.465 resultados se muestran a continuacién (Figura 73).
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Figura 73. Evolucidn de la resistencia a ceftriaxona durante los afios 2015 —2019.

En el caso de esta C3G, la tasa de resistencia experimentd una reduccién
continua desde el afio 2015, con un porcentaje de resistencia del 3,5% (6 cepas
resistentes de 173 analizadas) hasta el afio 2019 con una tasa de resistencia del 0,6%
(3 cepas resistentes de 508 analizadas), presentando un pequefio repunte en el afio
2017 (2,7%). En conjunto, se encontraron 23 cepas resistentes a ceftriaxona que

resultaron en una tasa de resistencia media global del 1,6%.

Se identificaron 2 cepas con alta resistencia a la ceftriaxona (CMI 22 mg/L). La
primera se aisld en una muestra uretral tomada el afio 2015, la cual fue resistente
también a cefixima (CMI 0,25 mg/L), tetraciclina (CMI 3 mg/L) y ciprofloxacino (CMI 32
mg/L). El segundo caso se aislé en una muestra orofaringea en el afio 2017 y presento

una CMI de 3 mg/L.

Por otro lado, el 14,2% de las cepas estudiadas (208 aislados) presentaron

sensibilidad disminuida (CMI >0,032 y <0,125 mg/L) a dicha cefalosporina.
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La evolucion de la CMIsg y CMlgg encontradas para la ceftriaxona durante estos

afios se muestra a continuacién en la Figura 74.
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Figura 74. Evolucion de la CMIg, y CMIgo (Mg/L) de ceftriaxona durante los afios 2015 —2019.

La CMlsg (£0,016 mg/L) permanecio estable durante el andlisis, y la CMlgg
experimenté un ligero repunte durante los anos 2016 y 2017. En cémputo global y
durante este periodo 2015 - 2019, la CMlsofue <0,016 mg/Ly la CMlgo media resultd en
0,047 mg/L.
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4.6.44. Ciprofloxacino
Tras el andlisis de 1.415 resultados frente a ciprofloxacino, en la Figura 75 se
muestran las tasas de resistencia registradas a esta quinolona durante los siete afios

de estudio.
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Figura 75. Evolucion de la resistencia a ciprofloxacino durante los afios 2013 —2019.

Como puede observarse, la tasa de resistencia a ciprofloxacino se ha mantenido
relativamente estable. Este porcentaje resultd superior al 50% de las cepas analizadas
durante el periodo 2013 — 2016, momento a partir del cual se produjo una disminucién
de las mismas suponiendo una tasa de resistencia menor durante los afios 2017 —

20109.

En este periodo de tiempo se encontraron un total de 699 cepas con una CMI
superior a 0,06 mg/L frente a ciprofloxacino, dato que supuso una tasa media de

resistencia a dicha quinolona del 49,4%.
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4.6.45. Espectinomicina
Todas las cepas fueron sensibles a dicho aminoglicésido. En la Figura 76, se

representa las diferentes CMI obtenidas frente a dicho agente.
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Figura76. Distribucién de las CMI obtenidas en 398 cepas de gonococo frente a espectinomicina.

En 152 aislados se obtuvo una CMI de 8 mg/L (38,2%), constituyendo esta la

concentracion minima inhibitoria mas frecuentemente observada.

No se detectd ninguna cepa resistente a espectinomicina (CMI >64 mg/L), siendo

la CMI mas elevada identificada de 24 mg/L y obtenida en 3 aislados (0,75%).
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4.6.46. Tetraciclina
A continuacidn, en la Figura 77 se muestra la resistencia observada a tetraciclina

sobre 714 cepas.
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Figura 77. Evolucion de la resistencia a tetraciclina durante los afios 2013 —2019.

Como se puede observar, y de forma a similar a lo ocurrido en el caso del
ciprofloxacino, los niveles de resistencia a tetraciclina fueron superiores durante el
periodo 2013 — 2015, produciéndose un pico en el afio 2014. Por el contrario, en los
afios posteriores este porcentaje disminuyd, manteniéndose estable y cercano al 38%

durante los afos 2018 y 2019.

En total, se identificaron 279 cepas resistentes lo que conllevd una tasa media de

resistencia a tetraciclina del 39,1%.
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4.6.47. Penicilina
Se analizé la susceptibilidad a dicho B-lactdmico frente a 1.904 cepas, y se
obtuvieron los siguientes porcentajes de resistencia durante todo el periodo de

estudio (Figura 78).
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Figura78. Evolucion delas cepas resistentes e intermedias frente a penicilina durante los afios 2013 —
2019.

Tal y como se observa en la Figura 78, los porcentajes de cepas clasificadas como
resistentes o intermedias frente a penicilina (CMI >0,06 mg/L) resultaron muy

elevados, cercanos al 80% y constantes durante los 7 afios de estudio.

En computo global, se detectaron 1.600 cepas clasificadas como de sensibilidad
intermedia o resistentes a este B-lactdmico, porcentaje que supuso el 84% del total de

aislados estudiados.
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4.6.48. Gentamicina

Debido a que no existen puntos de corte clinico para este aminoglucdsido, se
realizé una clasificaciéon de las 197 cepas de N. gonorrhoeae testadas frente a

gentamicina atendiendo a las diferentes CMI obtenidas (Figura 79).
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Figura 79. Distribucién de las CMI obtenidas en 197 cepas de gonococo frente a gentamicina.

La CMI mayoritaria fue la comprendida entre 3y 4 mg/L (36,5%) y la minoritaria
la comprendida entre 12 y 16 mg/L (2%). No se encontrd ningun aislado con CMI >16

mg/L.
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4.6.49. Fosfomicina

De forma similar a lo ocurrido con la gentamicina, no existen breakpoints
establecidos para fosfomicina. A continuacién, se describe la distribuciéon de CMI

observadas en 170 aislados de N. gonorrhoeae frente a fosfomicina (Figura 80).
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Figura 80. Distribucion de las CMI obtenidas en 170 cepas de gonococo frente a fosfomicina.

Las CMI comprendidas entre 12 y 16 mg/L fueron las mas frecuentemente
encontradas (34,7%) en contraste con aquellas que presentaron una CMI <1mg/L

(0,6%). Se observaron 9 aislados (5,3%) con CMI >256 mg/L.

En adicidn, se calculd el valor de CMlso y CMlg, resultando en 12 mg/Ly 32 mg/L

respectivamente.
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4.6.4.10. Multiresistencia

Se estudid el porcentaje de cepas resistentes a distintas combinaciones de
antimicrobianos. Se analizaron dichas tasas de multirresistencia atendiendo a los

puntos de corte establecidos por EUCAST.

Del total de cepas procedentes de RedMIVA, la resistencia combinada a
ciprofloxacino y penicilina resulté la mas frecuente. De esta manera, el 8,7% (119

cepas) de los aislados, mostraron resistencia a ambos antimicrobianos.

Al estudiar las cepas resistentes a ciprofloxacino, penicilina y tetraciclina se
observd que el 5,7% (36 cepas) de los aislados resultaron resistentes a estos tres

farmacos.

La tasa de resistencia simultanea a ciprofloxacino, tetraciclina y azitromicina fue

del 1,4% (5 cepas).

Respecto a la resistencia a las C3G, se encontraron 2 cepas con resistencia a
ciprofloxacino, penicilina, tetraciclina y cefixima, y otras 2 cepas con resistencia a

ciprofloxacino, penicilina, tetraciclina y ceftriaxona.

Finalmente, se identificaron 2 cepas resistentes simultdneamente a azitromicina

y cefixima, y 1 un aislado resistente a azitromicina y a ceftriaxona.
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5. DISCUSION
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5.1. NEISSERIA GONORRHOEAE, UNA SUPERBACTERIA EN
CONSTANTE TRANSFORMACION

El agente causal de la gonorrea, en su continua evolucidn, se ha convertido en
una superbacteria insensible a todos los antibidticos utilizados a lo largo de |a historia
gue, a dia de hoy, sigue progresando para mostrar resistencia al ultimo régimen
establecido para su tratamiento. La infeccién gonocdcica es un problema de salud
publica cada vez mas preocupante, por su alarmante incremento en las dos ultimas

décadas y por las causas que subyacen a ese aumento.

La extraordinaria capacidad innata del gonococo para desarrollar y conservar
mecanismos de resistencia antibidtica, explicada por el propio proceso natural de
supervivencia, ha sido acelerada por el consumo exagerado e inadecuado de
antibiéticos tanto en seres humanos como en animales destinados a la ganaderia. En
este Ultimo caso, los antimicrobianos usados a dosis bajas y constantes tienen por
objetivo que el ganado pueda resistir las duras condiciones de vida a las que es
sometido, promocionando en este entorno su crecimiento. Esta presién antibiotica
mantenida conlleva un aumento de las bacterias multirresistentes presentes en estos

animales que, posteriormente, son trasmitidas a humanos (146)(147).

En la medicina actual, procedimientos habituales como son las operaciones
invasivas, la administracion de tratamientos antineopldasicos o el trasplante de érganos
no podrian llevarse a cabo sinla ayuda de los agentes antimicrobianos. El incontrolable
aumento de las resistencias antibidticas lleva asociado un incremento de los fracasos
terapéuticos acontecidos en multitud de dmbitos médicos. El European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC) estipuldé que la disminucion de la
susceptibilidad bacteriana a los regimenes actuales causd, tan solo en el afio 2018,
aproximadamente 33.000 muertes en paises de la Unién Europea (148), cifra que
aumenta hasta las 700.000 a nivel mundial. Mirando al futuro, la OMS pronostica 10
millones de fallecimientos anuales en el afio 2050 relacionados con el aumento de las
bacterias superresistentes (149). Este dato supone mds muertes de las que

actualmente se producen por enfermedades como el cancer.
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El desarrollo de farmacos antibidticos, sin embargo, se ha ralentizado en
contraste al ritmo cada vez mayor de generacidn de resistencias bacterianas. Desde el
afio 2017, apenas 8 nuevas moléculas han sido aprobadas con este fin y, la inmensa
mayoria, no presentan grandes ventajas clinicas respecto a los farmacos ya
disponibles. El enorme coste econémico, tiempo y recursos que ello conllevay la poca
rentabilidad financiera que supone para las empresas farmacéuticas el desarrollo de
estos agentes usados durante cortos periodos de tiempo, ha propiciado cambios en
algunos gobiernos y en los modelos que rigen este mercado, proporcionando mayores

beneficios para aquellasempresas que apuesten por el desarrollo de los mismos (150).

Las razones anteriormente citadas junto con la falta de programas de vigilancia
antibidtica y la lenta actualizacién de los regimenes empiricos utilizados en distintas
localizaciones geograficas, nos acercan a una era postantibidticaen la que se producira
inexorablemente un agravamiento del problema actual. En el caso concreto de la
gonorrea, y como se discutird a continuaciéon, corremos el serio peligro de que

finalmente se convierta en una enfermedad intratable.

En este sentido, el arsenal terapéutico del que disponemos para el tratamiento
de la infeccion gonocdcica es cada vez mas limitado, amenazando los tratamientos
actualmente establecidosy exigiendo un esfuerzo constante en la busqueda de nuevos
agentes y combinaciones eficaces contra el gonococo. Actualmente, tan solo 3 nuevos
antibiéticos se encuentran en diferentes fases de estudio como posibles farmacos

utiles frente a este patégeno (150).

Asi mismo, Neisseria gonorrhoeae posee un papel coadyuvante en la
transmisidn de otras enfermedades, como es el caso de la infeccidn por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (151)(152). Tras la aparicion de la epidemia del VIH
en los afios 90, la implantaciéon de medidas preventivas eficaces propicié una
disminucién en el niumero de casos confirmados. En los ultimos afios, sin embargo,
estamos asistiendo de nuevo a un aumento de estas infecciones probablemente
debido a una relajacién de dichas medidas (153). La mejora de la esperanza de vida, la
disminucién de pacientes con deterioro fisico y la normalizacién de la infeccién por

VIH, han contribuido a la pérdida del miedo en las relaciones sexuales sin proteccién.
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Nuevos casos de infeccion urogenital y anorectal ocasionados por Neisseria
meningitidis y transmitidos por via sexual se estan relacionando con posteriores
infecciones diseminadas causadas por cepas altamente virulentas en hombres que
practican sexo con hombres (HSH) (154). La similitud entre el meningococo y el

gonococo hace posible que este hecho pueda acentuarse en un futuro.

Por otro lado, la incidencia de la gonorrea continda en aumento. Segun datos
informados por el ECDC, en el afio 2017 se confirmaron 89.239 casos nuevos de
infeccidon por Neisseria gonorrhoeae en Europa (66). Este dato supone unincremento
superior al 50% en contraste con los 47.387 casos declarados en su mismo informe del
aflo 2012. En Espafia, Segun la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y el Instituto
Carlos lll, los casos de gonococia desde el afio 2001 hasta la actualidad se han

multiplicado por diez (69).

Recientes estudiosinforman de que las infecciones porlas cepas mas resistentes
de gonococo se asocian a varones heterosexuales, de edad avanzada, con ITS
recurrentes y comportamientos sexuales de riesgo, estos Ultimos probablemente
como indicadores de tratamientos antimicrobianos previos que podrian haber
generado el desarrollo de resistencias (155). El uso recreativo de drogas como y-
hidroxibutirato, y-butirolactona, mefedrona o metanfetaminas entre otras durante el
coito, fendmeno conocido como “chemsex”, constituyen practicas sexuales de alto
riesgo que facilitan peligrosamente la diseminacion de las ITS. La profilaxis
farmacoldgica preexposicion para el VIH ha disminuido la transmision de dicho virus,
pero también la percepcion del riesgo de contagio con otras ITS al abandonar el uso
del preservativo. Todos estos hechos refuerzan, ain mas si cabe, la necesidad de tratar
las enfermedades infecciosas en general, y la infecciéon gonocdcica en particular, de

una forma tempranay correcta.

La OMS considera que un tratamiento empirico adecuado ha de ser eficaz en, al
menos, el 95% de las infecciones causadas por un determinado microorganismo
(156)(157). No obstante, la dificultad para conseguir dicha tasa de curacion en el caso
de lainfeccion originada por Neisseria gonorrhoeae conllevé que instituciones como el

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de los Estados Unidos estableciese en
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elafo 2007 un porcentaje de éxito minimo del 90% en aquellos regimenesalternativos

para el tratamiento de la gonorrea (158).

Portodo elloy con el objetivo de mantener actualizadas las guias de tratamiento
y detectar de forma temprana la aparicion de cepas multirresistentes, es
imprescindible monitorizar de forma constante la sensibilidad antibidtica del gonococo
a nivel local, nacional e internacional. Para lograr esta meta, el primer paso es

conseguir realizar un adecuado diagndstico de la infeccién gonocédcica (13)(59).

El problema radica en el hecho de que lainfeccidn causada por N. gonorrhoeae
puede cursar asintomatica en algunas personas, circunstancia que favorece su
diseminacion. Ademas, en aquellos pacientes con sintomas, estos pueden resultar de
caracter inespecifico pasando en ocasiones desapercibidos. Por consiguiente, el papel
del laboratorio es crucial en la confirmacién del diagndstico, investigacion de los
contactos relacionados y obtencidon de resultados que permitan establecer el

tratamiento mas adecuado de forma particular en cada caso.

Dicho diagnostico debe ser llevado a cabo mediante la deteccidn del gonococo o
de su material genético en muestras genitales o extragenitales. La observacién directa
del microorganismo es posible a través de su examinacion bajo el microscopio o de la
siembra en los medios de cultivo adecuados. Por otro lado, el descubrimiento de su
presencia a partir de la identificacion del material genético se realiza mediante

técnicas de amplificacidn de los acidos nucleicos (TAAN).

En el primer caso, el agente causal de la gonorrea puede ser reconocido tras la
observacién de diplococos Gram negativos generalmente presentes en el interior de
leucocitos polimorfonucleares. Dicho método es barato, proporciona resultados
rdpidos y es una técnica con alta sensibilidad y especificidad cuando se lleva a cabo en
muestras de pacientes varones sintomaticos que presenten descarga uretral. Sin
embargo, los métodos microscdpicos no estdn recomendados como método Unico en
el diagndstico de la gonorrea cervical, faringea o rectal. Tampoco en aquellos pacientes
con sospechade gonorrea pero que no presentensintomas, puesto que la sensibilidad

es baja y la ausencia del patégeno en la muestra estudiada no excluye la infeccién. En
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adicién, y como ocurre con las técnicas microscopicas, el resultado obtenido puede
variar en funcién de la experiencia del observador. Dicho método no permite obtener

informacidn acerca de la susceptibilidad antibidtica del aislado.

La siembra o cultivo del gonococo constituye el gold standard tradicionalmente
utilizado. Esta técnica ofrece una elevada sensibilidad y especificidad, permitiendo
realizar el diagnéstico definitivo mediante el aislamiento y la identificaciéon del
microorganismo a un bajo coste. Cabe resaltar que es el Unico método que posibilitael
desarrollodel estudio completo de sensibilidad antibidtica. Es adecuado para muestras
endocervicales, uretrales, rectales, faringeas y conjuntivales. Ademas, es la técnica
recomendada en el caso de infeccién persistente o sospecha de fracaso terapéutico.
Por contra, se trata de un proceso relativamente lento y, para obtener valores de
sensibilidad y especificidad elevados, es requisito sine qua non optimizar las
condiciones de toma de muestra, transporte y almacenamiento de la misma. Este
hecho radica en la extrema labilidad del gonococo frente a ciertas condiciones
ambientales. La metodologia de obtencidn y conservacidon de la muestra junto con su

siembra en los medios adecuados son, por tanto, decisivas.

En la actualidad, el uso de las TAAN se ha intensificado sustituyendo en algunos
laboratorios a los métodos de cultivo clasicos. Presentan la ventaja de detectar
gonococos que ya no son viables, por lo que las condiciones anteriormente citadas
referentes a la recogida, transporte y almacenamiento de muestra no son limitantes.
Ademas, su sensibilidad diagndstica es superior, particularmente en infecciones de
origen faringeo o rectal. Actualmente son las técnicas recomendadas para la deteccién
de las infecciones urogenitales en varones y mujeres con y sin sintomas, ya que se ha
demostrado que son coste-eficaces. Su alta sensibilidad ha permitido el uso de
muestras menos invasivas, como la orina de primera miccion en varones y el frotis
vaginal en mujeres (132). Asimismo, son métodos rapidos y con alta capacidad de
automatizacion. No obstante, presentan como principal inconveniente el hecho de no
permitir el estudio de sensibilidad antibidtica. Por otro lado, el tiempo adecuado para
repetir el examen tras recibir el paciente tratamiento y asi comprobar su curacion

continla, a dia de hoy, siendo indeterminado. Por este motivo, no es una técnica
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aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) como test de curacidon, aunque se
puede utilizar teniendo siempre en cuenta que existe la posibilidad de detectar DNA
residual de la primoinfeccion (43). De esta manera, en el caso de la infeccién
gonocécica se recomienda esperarun minimo de dos semanas desde la finalizacién del
tratamiento hasta la comprobacién mediante TAAN (132)(14). También cabe teneren
cuenta que existen multiples ensayos comerciales que presentan desiguales
porcentajes de sensibilidad y, sobre todo, de especificidad en la deteccion de N.
gonorrhoeae, condicionada por las diferentes especies comensales del género
Neisseria presentes en la faringe, recto y tracto urogenital. Dichas neisserias no
patégenas poseen homologia genética con N. gonorrhoeae, generando en ocasiones
reacciones cruzadas y ocasionando, por tanto, resultados falsamente positivos. Esta
especificidad subdptima de las TAAN para la deteccién del gonococo acarrea un
inadecuado valor predictivo positivo (VPP) en poblaciones con baja prevalencia de
infeccion gonocdcica (13)(59)(60)(159)(160)(161). No obstante, cuando se utilizan las
TAAN, el estudio de sensibilidad antibiotica mediante técnicas de cultivo continta
siendo imprescindible en aquellos pacientes en los que se produzca fracaso

terapéutico tras la administracion del régimen empirico inicial establecido.

Por otro lado, actualmente se estd trabajando en nuevos dispositivos Point of
Care Testing (POCT) de alta sensibilidad y especificidad, capaces de detectar los
agentes etioldgicos de las ITS bacterianas mas prevalentes en pocos minutos. Estos
dispositivos presentan la ventaja de no requerir personal especializado ni laboratorios
de alta complejidad, por lo que pueden ser especialmente utiles ayudando a controlar
la diseminacion de la gonorrea en aquellos lugares con menores recursos asi como en

paises en vias de desarrollo.

Recientemente, el National Institutes of Health (NIH) de los Estados Unidos ha
galardonado a la empresa Visby Medical otorgdndole 19 millones de délares para el
desarrollo del proyecto de innovacidn basado en un dispositivo POCT de un solo uso,
capaz de detectar simultdneamente y con alta eficiencia la presencia de Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis y Trichomonas vaginalis. Este test rapido

proporciona ademas el resultado de susceptibilidad antibiética frente al
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microorganismo detectado (162), permitiendo en este momento elegir el

antimicrobiano mas adecuado y tratar al paciente.

El desarrollo y aprobacién definitiva de dicho dispositivo basado en tecnologia
PCR por parte de la FDA, supondrd un gran avance en el control de la diseminacién de
estas ITS tan frecuentes entre la poblacion general, pero especialmente en aquellas
areas geograficas donde no se disponga de los medios técnicos para realizar el cultivo
o las TAAN para la deteccién del gonococo. Dicha estrategia diagndstica proporcionara
otra medidade control de lastemidas resistencias bacterianas, las cuales suponen una

amenaza en la efectividad de los tratamientos actualmente disponibles.

Como conclusidn, y con independencia de la técnica utilizada, sigue siendo
necesario el establecimiento de puntos de corte clinicos para los diferentes agentes
antimicrobianos utilizados frente al gonococo, pues solo de esta manera es posible
conocer la susceptibilidad que presenta cada aislado particular. Estos breakpoints,
ademads de ser imprescindibles para el tratamiento de los pacientes infectados con
cepas resistentes a la pauta inicial, son necesarios para la posterior supervision de las
tasas de resistencia de Neisseria gonorrhoeae asi como su evolucién en el tiempo en

las diferentes areas geograficas.
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5.2. PROYECTO GONOVIG Y REDMIVA. POBLACION Y
PERIODO DE ESTUDIO. PROCEDENCIA, TIPOS DE MUESTRAS Y
PRUEBAS DIAGNOSTICAS UTILIZADAS. INCIDENCIA DELA
GONORREA EN LA COMUNIDAD VALENCIANA

Los resultados obtenidos en la presente Tesis pretenden conocer la tasa de
sensibilidad antibidtica del gonococo frente a diferentes antimicrobianos, asi como
caracterizar molecularmente l|la cepas de Neisseria gonorrhoeae recogidas en la
Comunidad Valenciana durante el proyecto GONOvig. Con este objetivo, y en el
periodo de estudio comprendido entre los afios 2013 - 2018, en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Universitario de La Ribera se analizaron todos los aislados
de gonococo obtenidos asi como los datos demograficos de los pacientes atendidos en
el propio hospital y en los centros colaboradores en dicho proyecto. Finalmente, entre
enero de 2013 y diciembre de 2018 se recogieron y estudiaron 230 cepas provenientes
de 227 pacientes distintos. El 93,9% de dichos aislados se obtuvieron en muestras

uretralesy el 6,1% en muestras cervico-vaginales.

La gonococia es una enfermedad de declaracion obligatoria (EDO) en Espafia,
por lo que se exige su notificacion en todas las comunidades a través del circuito
establecido en cada territorio. En la Comunidad Valenciana, estos datos son recogidos

por la Red de Vigilancia Microbioldgica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA).

Con el propdsito de obtener una fotografia mas amplia de la situacién actual del
gonococo en esta comunidad y de forma paralela al andlisis de las cepas recogidas
durante el proyecto GONOvig, se correlacionaron todos los datos obtenidos de este
sistema durante los anos 2013 — 2019. De esta manera, y ademas de contrastar los
resultados, se examind la evolucién de las tasas de susceptibilidad durante el afo
2019, pudiendo anticipar la tendencia en los patrones de resistencia antibiética que

presenta N. gonorrhoeae a los diferentes antimicrobianos testados.

Tras estudiar 103.926 muestras de 75.294 pacientes distintos obtenidas de

RedMIVA, se analizaron un total de 4.887 infecciones causadas por el gonococo. El
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acrecentamiento de los resultados positivos fue constante durante todo el estudio,

desde el afio 2013 (305 casos) hasta el afio 2019 (1.383 casos).

Respectoal tipo de muestra estudiadaen los pacientes examinados de RedMIVA
estas fueron, al igual que sucedié con las muestras del proyecto GONOvig,
mayoritariamente uretrales (67,2%) y cervico-vaginales (18,2%). No obstante, también
resultaron positivas muestras rectales (5,9%), faringeas (5,2%), orinas (1,6%) y semen
(0,7%), cutaneas (0,2%), liquidos bioldgicos (0,2%), conjuntivales (0,18%) y esputos
(0,04%).

Del total de muestras positivas para N. gonorrhoeae, 3.666 (75%) fueron
analizadas mediante técnicas de cultivo, constituyendo esta la técnica mayoritaria
durante todo el estudio. Mediante métodos moleculares se identificaron 1.221
muestras (25%), de las cuales en 647 (13,2%) se utilizd la PCR, y en 194 (4%) la variante
RT-PCR. En 380 casos (7,8%) no se dispuso de informacion especifica relativa a la

técnica molecular empleada.

En el afo 2019, en el 44,7% de los casos diagnosticados de gonorrea
presentaron, de forma paralela y en la misma fecha, resultados positivos para N.
gonorrhoeae mediante técnicas de cultivo y PCR, dato similar al 45% observado en el
afilo 2018. De esta manera y a la vista de estas cifras, se observa que el uso de los
métodos de amplificacion del DNA ha aumentado progresivamente en el diagndstico
de la infeccion gonocécica durante todo el periodo de estudio, porcentaje que podria

serincluso mayor en funcion de la técnica llevada a cabo inicialmente.

En referencia a la caracteristicas demograficas de la poblacidn infectada por
Neisseria gonorrhoeae, la edad media de los pacientes incluidos en el proyecto
GONOvig fue de 30,7 afios (9,4 afios) y con un rango de edades comprendidas entre
los 17 y los 79 afios de edad, dato muy similar al informado en otros estudios
nacionales (163)(164) y a la cifra notificada en Espaia en el ultimo informe anual del
Centro Nacional de Epidemiologia (68). La media de las edades pertenecientes a los
pacientes estudiados de RedMIVA fue de 31,4 afios (+10,8 afios), siendo en este caso el

rango mas amplio, de 0 a 86 afios de edad.
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En adiciény con los datos obtenidos durante el proyecto GONOvig, se analizaron
los diferentes grupos de edad categorizados, observando que el grupo etario mas
afectado fue el que comprendié edades de entre 25 —34 aiios (98 aislados, 43,2% del
total de cepas estudiadas). El segundo grupo mas numeroso fue el que englob é edades

de entre 20 — 24 aiios (50 aislados, 21,7% del total de cepas estudiadas).

Dichos porcentajes son concordantes con los reportados por European Centre
for Control and Prevention (ECDC) en su ultimo informe anual publicado en el afio 2017
(66), en el que se destaca que el grupo con mayor numero de casos fue el
comprendido con edades entre 25 — 34 afios (37%) seguido del grupo de pacientes con

edades entre los 20 — 24 afios (36%).

Este informe también concluye que se produjo una paulatina disminucién de los
pacientes con gonococia al aumentar la edad de los mismos, reduciéndose asi en el
grupo con edades de entre 35—44 anos y siendo incluso menor en el de pacientes con
edades iguales o superiores a 45 afios, dato que también queda reflejado en nuestra
experiencia (15,9% y 9,7% respectivamente). Asi mismo, el grupo con menos casos de
infeccidon gonocécica fue el comprendido entre 19 — 24 ainos (9,2%), no encontrando

en nuestro analisis ningun paciente de edad inferior.

En nuestro pais, los datos informados en el afio 2018 por la por Red Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica registran un patron de distribucidn de edades similar, siendo
el grupo mayoritario el que presentd edades de entre 25— 34 afios (38,6%), seguido de
aquellos pacientes con edades comprendidas entre los 35 — 44 anos (22,6%) y del

grupo etario de 20 - 24 afios (20,2%) (68).

Respecto al sexo de los pacientes, el informe del ECDC recoge que todos los
paises europeos, exceptuando Estonia, muestran una mayor proporcién de hombres
respecto a mujeres infectadas por Neisseria gonorrhoeae. Asi pues, y aunque no
existen en este caso datos concretos para Espafia, la relacion de dicha ITS entre ambos
sexos fue de media de una mujer infectada por cada 3,2 hombres infectados en el
conjunto de paises europeos. En el ultimo informe llevado a cabo por RENAVE esta

razon fue de 4,8.

Discusién 191



Sin embargo, otros paises europeos como Polonia y Croacia, presentaron una
relaciéon de un caso en pacientes de sexo femenino por cada 14 casos en pacientes
varones. El ratio obtenido en el proyecto GONOvig fue incluso superior, encontrando

una mujer infectada por cada 19 hombres.

En cuanto a la procedencia de la muestras y al tratarse de un estudio
multicéntrico, estas se recibieron de 13 hospitales representativos de la Comunidad
Valenciana, incluyendo el propio Hospital Universitario de La Ribera, el cual actud
como centro de referencia. De esta manera, en la provincia de Valencia participaron 7
hospitales que aportaron el 71,3% de las cepas, en la provinciade Alicante 3 hospitales
que contribuyeron con el 14,3% de los aislados, y en la provincia de Castellon 3

hospitales que enviaron el 14,3% restante de cepas.

Los datos analizados de RedMIVA abarcaron todos los hospitales y municipios
localizados en la Comunidad Valenciana en los que se detectaron casos de gonorrea,
proviniendo las muestras de centros emplazados en la provincia de Valencia (53%),
Alicante (24%) y Castelldn (7%), siendo desconocida su procedencia en el 16% restante

de los aislados.

Esta diversidad en el origen de las cepas estudiadas nos ha permitido conformar
un retrato completo del escenario actual de las cepas circulantes en dicha comunidad,
tanto para el conocimiento de la diversidad en la sensibilidad antibidtica de las cepas
de gonococo aqui presentes como de la evolucidon de los porcentajes de resistenciaalo

largo de los aios de estudio.

Por ultimo, se obtuvo la tasa de incidencia estimada en la Comunidad
Valenciana, asociando los resultados positivos obtenidos a partir de la informacién de
RedMIVA junto con los datos de poblacién censada en la Comunidad Valenciana por

afio de estudio, estos ultimos adquiridos del Instituto Nacional de Estadistica (INE).

En nuestroanalisis se advirtio un incremento considerable de laincidencia de la
infeccidon gonocdcica durante los afios 2013 — 2019. Asi pues, esta resultd para el afio
2013 de 5,96 personas cada 100.000 habitantes. La tasa obtenida para el ano 2015 fue

de 9,56 infecciones por cada 100.000 habitantes, cifra que continué aumentando de
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forma constante resultando de 12,82 (afio 2016), 15,24 (afio 2017), 18,35 (aio 2018) y
27,64 (afio 2019) por cada 100.000 habitantes.

Al analizar la incidencia de gonorrea por provincias durante todo el periodo de
estudio se observd en las 3 provincias una clara tendencia creciente. La provincia de
Valencia fue la que presenté una mayor tasa de infeccion por cada 100.000 habitantes,
con una silueta muy similar a la obtenida en el conjunto de la Comunidad Valenciana,
mientras que la provincia de Alicante mostrd una incidencia menor, aunque con un
perfil ascendente y unos resultados que se elevaron anualmente. La provincia de
Castelldn, sinembargo, exhibid un patrdn distinto al resto. No obstante, en todas ellas
el incremento mas notable en la tasa de incidencia de la infeccién gonocécica se

produjo durante el afio 2019.

El Instituto Carlos Il en su informe para la vigilanciaepidemiolégica de las ITS en
Espafia notifico, en el afio 2015, un total de 5.170 resultados positivos (11,14 casos por
cada 100.000 habitantes) y calculé una tasa de incidencia en la Comunidad Valenciana
de 10,60 infecciones por cada 100.000 habitantes, constituyendo esta la cuarta
comunidad autdnoma con mayor incidencia de gonorrea tras Cataluna (24,28), Madrid
(18,69) y Navarra (11,79) (165). En su mismo informe del afio 2017 reportd 8.722 casos
nuevos (18,74 casos por cada 100.000 habitantes), siendo las comunidades con mayor
incidencia Cataluiia (48,50), Baleares (41,79) y Madrid (28,48) (69). Estas cifras
continuaron en ascenso y, en el informe referente al afio 2018, se notificaron 11.044
casos nuevos de infecciéon gonocdcica (24,2 casos por cada 100.000 habitantes),
registrando las tasas mas elevadas en Catalufia (61,21), Baleares (40,96) y Madrid
(39,73). La Comunidad Valencia presenté en este ultimo informe una elevada

incidencia, siendo esta superior a los 18,67 casos por cada 100.000 habitantes (68).

Tanto en los datos reportados por el Ministerio de Sanidad como en los
resultados obtenidos en la presente Tesis, se observa un claro aumento de la
incidencia de la gonorrea en las distintas comunidades auténomas espafolas, incluida
nuestra comunidad. Particularmente y en referencia a la Comunidad Valenciana, el
gran incremento de estas cifras, especialmente en los ultimos afios de estudio, puede

responder a varias circunstancias.
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En primer lugar, tal y como ha ocurrido desde el afio 2001, ha existido un
aumento de la incidencia caracteristico y propio de la gonorrea, segunda ITS mas
frecuente del mundo y que ha descrito un patron ascendente similar en diferentes

zonas geograficas, el cual se ha acentuado desde el afio 2013.

En segundo lugar, y atendiendo a los resultados de RedMIVA, durante los
Ultimos afios de estudio muchos casos positivos se detectaron utilizando
conjuntamente técnicas moleculares y de siembra, dato que refuerza la tendencia al
alza en el uso de las TAAN para el diagndstico de la gonorrea. Cabe destacar que estas
técnicas moleculares de alta sensibilidad actualmente se emplean no solo para el
estudio de los casos con alta sospechasino tambiénen el cribado de poblacién general
y de riesgo. Esta implementacion ha permitido detectar personas que anteriormente
no se diagnosticaban debido a su condicidon de asintomaticas. Ello supone un gran
avance, puesto que dichos pacientes poseen un fuerte papel diseminador del

patégeno.

En tercer lugar, las técnicas multiplex consiguen codetectar al gonococo y
simultdneamente a microorganismos causantes de otras ITS altamente prevalentes,
como son las producidas por Chlamydia trachomatis o Trichomonas vaginalis. De este
modo, en pacientes coinfectados con varios de estos patdgenos, circunstancia que
ocurre hasta en un tercio de poblacion HSH que presenta alguna ITS, podemos ahora

detectar ambas infecciones.

Estas particularidades en las técnicas de deteccién de Neisseria gonorrhoeae
actualmente utilizadas han podido por tanto contribuir a incrementar una tasa de
incidenciade gonorrea ya de por si elevaday en continuo aumento durante las uUltimas

dos décadas.
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5.3. EVOLUCION DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA DEL
GONOCOCODESDE 1930

Como se ha comentado, el diagndstico y tratamiento precoz de la gonococia es
esencial para evitar las complicaciones y secuelas que pueden desarrollarse asi como

para romper la cadena de transmision.

Sin embargo y debido a la extraordinaria capacidad de Neisseria gonorrhoeae
para desarrollar resistencias, el tratamiento ha sufrido continuos cambios a lo largo de
la historia. Tanto es asi que, en los ultimos 15 afios, el régimen antimicrobiano

recomendado se ha modificado hasta en 3 ocasiones (Figura 81).

Cefixime or ceftriaxone —
Azithromycin I —

Ciprofloxacin [ I

Tetracycline [—— |
Penicillin EE——— ]
Sulfonamide [ |
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Figura 81. Evolucion del tratamiento utilizado frente a Neisseria gonorrhoeae. Cada barra representa el
periodo detiempo en el que se utilizé dicho antimicrobiano y el oscurecimiento del color indica el
momento en que comenzaron a detectarse resistencias al mismo (96).

En el afo 1936, las sulfamidas constituyeron los primeros agentes
antimicrobianos utilizados para el tratamiento de la gonorrea, aunque ya a principios
de 1940 se describieron las primeras resistencias a las mismas. En este momento, se
recomendd el tratamiento con penicilina y, unos afios mas tarde, se utilizé la
tetraciclina. A partir del aino 1960, se detectaron aislados resistentes a penicilinay, de

nuevo, en la década de los 80 aparecieron resistencias a la tetraciclina, hecho que
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desaconsejo el uso de estos antibidticos. Se comenzdé entonces a emplear azitromicina
en monoterapia asi como ciprofloxacino con posterioridad, pero en el afio 2007 ambos

tratamientos dejaron de estar recomendados por igual motivo (166).

En este momento y hasta el afio 2012, las guias de consenso europeas y
americanas recomendaron el uso de cefalosporinas de tercera generacion, cefixima o

ceftriaxona en monoterapia, como tratamiento de primera eleccion.

En primer lugar se utilizé la cefixima, cefalosporina de administracién oral. Sin
embargo, su sensibilidad frente al gonococo disminuyé rapidamente especialmente en
Japon, pais en el que en el afio 2000 ya se describieron tasas de resistencia hasta en el
30% de las cepas relacionadas con numerosos fracasos terapéuticos
(80)(79)(167)(168). Por ello se recomendd el uso de ceftriaxona, pero el problema de
las resistencias continud vy, en el afio 2009, se caracterizd en el mismo lugar la primera
cepa con resistencia a esta cefalosporina de administracion intramuscular (93)(169).
Posteriormente, se notificaron casos similares en paises europeos como Francia y

Espaiia (94)(109).

Con el paso de los afios, estos fallosen el régimen establecido con C3G se fueron
sucediendo tanto a nivel europeo (95)(72)(170) como mundial (29)(24)(30)(26)(171).
Estos hechos obligaron a modificar nuevamente las pautas de tratamiento por parte

de las autoridades internacionales.

Entre los afios 2006 y 2010 y a causa de esta situacién, el CDC indicd en sus guias
el tratamiento con azitromicina en monoterapia (2 g) como alternativa en aquellos
pacientes alérgicosa las cefalosporinas (158). Sin embargo, finalmente dicha pauta fue
eliminada de sus recomendaciones al detectarse, de nuevo, fracasos terapéuticos
incluso con esta dosificacion (76)(172) debido a la cada vez mas frecuente aparicién de
cepas de alta resistencia a dicho macrdlido (88)(89)(173)(90)(91)(9)(10)(174). En
adicién, con frecuencia estas dosis superiores implicaron reacciones adversas

gastrointestinales no bien toleradas en todos los pacientes.

En Japdn, la rapida pérdida de sensibilidad de cefixima anteriormente descrita,

motivé el cambio de este antimicrobiano a la categoria de alternativo y no como
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farmaco de primera linea. En este pais y a partir de este afio, la ceftriaxona y la
espectinomicina constituyeron las Unicas opciones disponibles para el tratamiento de

primera linea de la gonorrea (86).

Las pautas actualmente recomendadas por organismos y sociedades cientificas
nacionales e internacionales de referencia coinciden en utilizar la asociacién de
ceftriaxonay azitromicina como terapia inicial de eleccién en la infeccién gonocécica, a
dosis que varian en funcién de la epidemiologia de la resistencia antibiética presente
en el entorno geograficoy de la tolerancia gastrointestinal que presenten los pacientes
a la azitromicina. El objetivo de asociar dos farmacos con diferente mecanismo de
accion es el de preservar la efectividad del tratamiento empirico de la gonorrea con los
antibiéticos que actualmente disponemos, especialmente de las C3G, debido a la baja
probabilidad de que un aislado consiga ser resistente a ambas familias de

antimicrobianos.

El segundo punto clave de esta estrategia es incrementar la dosificacién de los
mismos para asi asegurar el mantenimiento de un nivel plasmatico elevado sostenidoy
garantizar su funcién bactericida (43). No obstante, y como se ha explicado, las dosis

utilizadas de los mismos difieren en los distintos paises y guias cientificas.

En el caso del CDC, esta institucién recomienda dosis mas bajas de
cefalosporinas dado que en Estados Unidos las CMI de estos B-lactamicos se
encuentran en niveles mas favorables que en Europa en general y en Espafia en
particular (81)(82)(83). Por tanto, la pauta inicial aconsejada por el CDC es ceftriaxona
intramuscular (250 mg) mas azitromicina oral (1 g) para el tratamiento de la gonorrea
no complicada (84), mismo tratamiento recomendado por la OMS (5) y la sociedad

Canadiense (85).

No obstante, en la guias europeas se establece una dosis superior tanto de
ceftriaxona (500 mg) como de azitromicina (2 g) (13). La guia britanica recomienda, sin

embargo, la asociacién de 500 mg de cefriaxona mas 1 g de azitromicina (14).
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En el caso de Estados Unidos y siguiendo las premisas del CDC, en el afio 2017 el
81% de los 555.608 casos de gonorrea (6) fueron tratados con dicho régimen dual, no

registrandose ningun fallo al mismo (175).

Sin embargo, a principios del afio 2018 se describié en Inglaterra el primer
fracaso terapéutico asociado al tratamiento dual con ceftriaxona (CMI 0,5 mg/L) y
azitromicina (CMI >256 mg/L), resultando esta cepa también resistente a tetraciclina
(CMI 32 mg/L) y ciprofloxacino (CMI >32 mg/L). Dicho aislado de N. gonorrhoeae fue
tomado en un vardn heterosexual que habia mantenido relaciones sexuales con una
mujer tailandesa (176)(8)(17). Posteriormente, se informaron dos nuevos casos
similares ocurridos en Australia en aislados obtenidos en un hombre que habia
mantenido relaciones sexuales con una mujer asidtica (cepa A2735) y en una mujer
gue alegd no haber viajado fuera de dicho pais (cepa A2543). Estos ultimos aislados

pertenecieron al ST16848 (15)(176).

Por otro lado, la localizacion de la infeccion también condiciona la sensibilidad
antibidtica del gonococo. Asi pues, las cepas faringeas se han relacionado con una

mayor frecuencia de fracasos con el tratamiento combinado (177)(178).

Estos sucesos demuestran que Neisseria gonorrhoeae continua desarrollando
sistemas de resistencia que aseguren su supervivencia, comprometiendo de nuevo el
tratamiento empirico actual utilizado para combatir la infeccién que dicho
microorganismo produce. Es por ello que, si no establecemos medidas de vigilancia,
control y prevencion eficientes, la gonorrea podria convertirse en una ITS intratable en

un futuro no muy lejano.

5.4. SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA ACTUAL DE NEISSERIA
GONORRHOEAE EN LA COMUNIDAD VALENCIANA

A continuacion, se detallanlos resultados recabados acerca de la susceptibilidad
antibiética de las cepas de Neisseria gonorrhoeae testadas frente a azitromicina,

cefixima, ceftriaxona, ciprofloxacino, espectinomicina, tetraciclina y penicilina,
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recogidas en el drea geografica de la Comunidad Valenciana durante el periodo

comprendido entre los afios 2013 y 2018.

De la misma manera, se expresan los resultados de sensibilidad de estos mismos
antibiodticos junto con los datos obtenidos del analisis de otros dos agentes,
gentamicina y fosfomicina, estudiados a partir de la informacién recopilada de

RedMIVA durante el periodo 2013 — 2019.

Con el fin de encuadrar los datos recopilados en nuestra experiencia con los
informados por el maximo organismo responsable del control de la sensibilidad del
gonococo a nivel europeo, el European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), se describen a continuacion los resultados publicados en los ultimos informes

anuales realizados por el Euro-GASP entre los afios 2013y 2017.

En la siguiente Tabla, se muestra el numero total de cepas tanto analizadas
como reportadas por el conjunto de paises europeos participantes en dicho proyecto,
asi como aquellas analizadas y reportadas en Espafia y el porcentaje que suponen por

afio (Tabla 20).

Total Cepas Europa Total Cepas Espaiia
Aio Analizadas Reportadas | Analizadas Reportadas % Analizadas
2013 (179) 1.994 50.001 119 3.314 4
2014 (180) 2.151 63.957 151 4.562 3
2015 (181) 2.134 67.930 167 5.006 3
2016 (182) 2.660 74.584 365 6.816 5
2017 (81) 3.248 _* 421 _* _*

Tabla 20. NUmero de cepas analizadas y reportadas al Euro-GASP durantelos afios 2013 — 2017 por los
diferentes paises europeos, y nimero de cepas analizadas y reportadas por Es pafia notificadas en estos
informes. *Se desconoce el dato en el momento del analisis.

Como puede observarse, el nimero de cepas reportadas y analizadas en Espaiia
y en Europa aumentaron cada afio en consonancia con el progresivo incremento de la
incidenciade la gonorrea. El porcentaje de cepas analizadas provenientes de Espafia se

mantuvo estable durante los afios de estudio (3% - 5%).
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A continuacién, se informa acerca de la resistencia presentada a cefixima,
azitromicina y ciprofloxacino, asi como de las cepas PPNG obtenidas en Espafia en los

informes publicados por el Euro-GASP durante los afios 2013 - 2017 (Tabla 21).

Resistencia
Cefixima Azitromicina Ciprofloxacino PPNG

Ano Ne % Ne % Ne % Ne %
2013 (179) 18 15,1 10 8,4 78 65,5 15 12,6
2014 (180) 0 0 10 6,6 102 67,5 28 18,5
2015 (181) 4 2,4 5 3,0 109 63,5 33 19,8
2016 (182) 6 1,6 15 4,1 210 57,5 59 16,2
2017 (81) 23* 5,5% 23* 5,5% 227* 53,9* - -

Tabla 21. Numero y porcentaje de cepas resistentes a cefixima, azitromicina, ciprofloxacino y
productoras de 3-lactamasa (PPNG) provenientes de Espafia notificadas en | os informes presentados por
el Euro-GASP durantelos afios 2013-2017. *Los datos del afio 2017 hacen referencia a las tasas de
resistencia acumuladas durante el periodo 2009 —2017.

Tal y como se desprende de estos resultados, los porcentajes de cepas
resistentes a cefixima y ciprofloxacino fueron superiores en el afo 2013, cifra que
disminuyd en los afios sucesivos. Los datos de resistencia a azitromicina presentaron
un valor minimo en el afio 2015 y, posteriormente, comenzaron a repuntar. Estos
porcentajes de resistencia fueron calculados a partir del anterior punto de corte
establecido para este macrélido (CMI 20,5 mg/L). La cifra de cepas PPNG por su parte,

se mantuvo relativamente estable.

5.4.1. Tratamiento empirico

Tiene como objetivo eliminar la infeccién y las complicaciones derivadas, asi
como reducir el periodo en el que el gonococo conserva su capacidad de transmisién
tanto entre las parejas sexuales como al recién nacido en mujeres gestantes. Posee por
tanto, un beneficioclinicoy de salud publica, hecho que justifica su instauracion inicial

tras el diagndstico de uretritis en hombres con alta sospecha de infeccidon gonocdcica

(43).
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5.4.1.1. Azitromicina

Perteneciente a la familia de los macrélidos, la azitromicina es un antibiotico
bacteriostatico utilizado en el tratamiento de la gonococia desde el afio 1980 (86).
Dicho agente interactia de forma reversible con el sitio P de la subunidad 50S
ribosomal, impidiendo la translocacion del acil-ARNt que transporta el aminodacido e

inhibiendo de esta manera la sintesis proteica bacteriana (183).

La azitromicina es considerada la piedra angular en el tratamiento de las ITS,
pues se emplea en las infecciones causadas por Chlamydia trachomatis y Mycoplasma
genitalium, ademas de formar parte de la terapia dual frente a Neisseria gonorrhoeae.
Todas estas ITS altamente prevalentes pueden coexistir en el mismo paciente y

presentar, en ocasiones, sintomatologia solapada.

Tras la toma de una sola dosis oral de azitromicina, esta pasa a sangre vy
rdpidamente abandona la circulacion para difundir hacia los tejidos, alcanzando altas
concentraciones durante un tiempo prolongado en piel y mucosas, incluyendo los
genitales. Ademas, dicho agente se considera seguro durante el embarazo y posee un

coste adecuado (184).

En primerlugar, es necesario destacar la reciente modificacién enla clasificacion
de los aislados de gonococo frente a la azitromicina. Con anterioridad, en las guias
tanto de EUCAST como de CLSI se proponia un punto de corte de 0,5 mg/L a partir del
cual las cepas se consideraban resistentes. No obstante, ambas sociedades cientificas
en sus ultimas guias proponen actualmente un punto de corte epidemiolégico (ECV) de
1 mg/L, por debajo del cual las cepas son consideradas salvajes o wild-type, mientras

gue se clasifican como no salvajes o non-wild-type si la CMI supera esta concentracion.

Dicho ECV se establecid tras estudiar las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas (PK/PD) de la azitromicina, su eficacia clinicay la susceptibilidad in
vitro asociada a determinantes genéticos (184). La denominacién de cepas no salvajes
(CMI >1 mg/L) surgid tras tipificar molecularmente los aislados con mayores CMI frente

a dicho macrdlido, en los que se observaron mutaciones en genes que codifican el
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RNAr 23S de Neisseria gonorrhoeae. Estas alteraciones se han relacionado con fallosen
el tratamiento en monoterapia con azitromicina, particularmente cuando los 4 alelos
del gonococo estdn afectos. Los estudios de Morita-Ishihara et al. (76) asi como de
Gose et al. (185) descubrieron que cepas con las mutaciones C2611T y A2059G del
RNAr 23S presentaron, respectivamente, CMIs >4 mg/L y >16 mg/L, tal y como se

muestra en la Figura 82.
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Figura 82. Distribuciéndelas CMI obtenidas frente a azitromicina, distinguiendoaquellas cepas salvajes
(wild-type) o sin presencia de mutaciones, de las cepas no salvajes (mutant) que presentaron las
mutaciones C2611T (A) y A2059G (B) del RNAr 23S (175).

De esta manera, aislados con mutaciones C2611T del RNAr presentaron una CMI
>4 mg/L, mientras que cepas con la mutaciéon A2059G conllevaron una CMI 216 mg/L.
Otro estudio analizé 75 cepas recogidas en Europa resistentes a dicho macrélido (CMI
4 - 256 mg/L) concluyendo que, aquellos aislados con la mutacién A2059G del RNAr
23S mostraron alta resistencia a dicho macrélido, mientras que aquellos con la

variante C2611T presentaron una resistencia entre moderaday baja (186).

Como se ha comentado en la parte introductoria de esta tesis, en Estados
Unidos el CDC colabora con el proyecto estadounidense para la vigilancia de la
susceptibilidad in vitro de aislados de gonococo (GISP). Dicho programa, recopild

durante el periodo 2014 - 2016 una suma de 15.496 aislados de Neisseria
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gonorrhoeae, a partir de los cuales llevé a cabo el célculo del ECV utilizando diferentes

métodos (175).

En la Figura 83, se muestra la frecuencia de las CMI obtenidas frente a dicho
macrélido mediante el método de dilucion en agar descrito por el CLSI (63) asi como

los resultados obtenidos en dicho andlisis (141).
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Figura 83. Distribuciéon de las CMI de azitromicina obtenidas en los 15.496 aislados de gonococo
estudiados por el GISP entre los afios 2014 - 2016 (141).

La moda o CMI mas frecuente fue de 0,25 mg/L (34,9% de los aislados), dato que
no se modificd respecto a estudios anteriores y que coincide con el obtenido por el
Euro-GASP en el informe de susceptibilidad europea del aio 2017 (81). En la Figura 82
se aprecia que el 97,1% de los aislados presentaron una CMI de 1 mg/L o inferior
(cepas wild-type), mientras que el 2,9% de los aislados obtuvieron una CMI superior

(cepas non-wild-type).

En nuestra experiencia, la CMI mas frecuentemente observada en las cepas
recogidas durante el proyecto GONOvig fue de 0,25 mg/L (33,3% de las cepas), dato
concordante con la moda obtenida en los estudios anteriormente citados. El

porcentaje de cepas wild-type o con CMI <1 mg/L fue del 94%, mientras que el 6% de
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los aislados (12 cepas) presentaron CMls superiores y por tanto fueron clasificadas

como non-wild-type o con mecanismos de resistencia adquiridos.

Al estudiar los datos de RedMIVA, se obtuvo un porcentaje de cepas non-wild-
type del 3,5% durante los afios 2014 — 2016, dato similar al 2,9% obtenido por el GISP
en este mismo periodo. Esta tasa de resistencia se mantuvo constante, coincidiendo
con la estabilizacion de las CMI de azitromicina en Europa (81). No obstante, a partir
de este momento se constata unincremento de las cepas con CMI >1 mg/L tanto en el
afio 2017 (8,4%), como durante el 2018 (10,7%) y 2019 (13,8%), resultando en una tasa
de resistencia media del 9,5% durante el periodo 2014 - 2019.

Un reciente estudio llevado a cabo en la ciudad de Valencia por Castano et al.
encontrd, tras el analisis de 278 cepas de gonococo obtenidas entre los afos 2013 —
2019, un porcentaje de resistencia a azitromicina del 9% (187). El analisis realizado en

el sur de Espaia reveld una tasa de resistencia a este macrélido del 9,7% (188).

Al atender a los datos presentados en el informe anual del Euro-GASP del afio
2017, las cepas europeas mostraron una resistencia global a azitromicina de entre el 7
y el 8%, mientras que en el caso concreto de Espafia, esta cifra fue del 5,5%. Estos
datos sin embargo, fueron establecidos siguiendo los criterios anteriormente

establecidos (CMI 20,5 mg/L) (81).

Respecto a los estudios que analizaron cepas encontradas en nuestro pais,
Jacobsson et al. describieron aislados con CMls elevadas a azitromicina recogidos en
Europa entre los afios 2009 y 2014 (186). La disminucion de la susceptibilidad del
gonococo a dicho macrélido ha sido registrada especialmente en el continente
asidtico, lugar en el que en comparacidn con Europa o Estados Unidos, se han
detectado un elevado porcentaje de aislados con altas CMI. Asi lo corrobora un estudio
de reciente publicacién en el que se describen 384 cepas recogidas en el este de China,
de las cuales 124 (32,3%) fueron resistentes a azitromicina (CMI >1 mg/L), y 40 de ellas

(10,4%) ademas presentaron alto nivel de resistencia (189).

Al calcular los resultados de CMlsq y CMlg, tanto el valor de CMiIsg (0,19 mg/L a

0,25 mg/L) como el de CMlg, (0,75 mg/L a 1 mg/L) experimentaron un aumento entre
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el primer y segundo periodo de estudio del proyecto GONOvig. El analisis de estos
mismos pardmetros con los datos de RedMIVA en aislados recogidos entre 2014 y
2019 resultaron, de media, en una CMlso de 0,25 mg/Ly una CMlg de 1,5 mg/L. Este
aumento del valor de CMlgg se explica por el continuo incremento de las resistencias a
este macrélido tal y como reflejé el porcentaje de cepas resistentes obtenido en el afo

2019 (13,8%).

Como conclusién y aunque es necesario seguir estudiando mas aislados, los
datos de sensibilidad, CMlsoy CMlgg obtenidosindican que las cepas con CMls elevadas
a azitromicina son cada vez mas frecuentes y pueden amenazar el régimen empirico
establecido. Por tanto y para garantizar la eficacia de las C3G y del tratamiento
combinado, tanto CLSI (63) como EUCAST (64) fijan el ECV de azitromicina en 1 mg/L,

siendo esta la CMI que marca el final de las cepas wild-type.

5412 Cefalosporinas

Las cefalosporinas, al igual que otros antibiodticos B-lactdmicos, poseen actividad
bactericida al inhibir la formacidn de los enlaces que conforman la pared celular del
peptidoglicano bacteriano. Esta funciénla llevan a cabo mediante la unién del anillo B-

lactamico a las PBP2 con funcién transpeptidasa.

El uso de las cefalosporinas de espectro extendido (ESC) para el tratamiento de
la gonorrea se inicié tras las altas resistencias mostradas por el gonococo a las
guinolonas a partir del afo 1990. En primer lugar, se recomendé la cefixima en dosis
de 400 mg, siendo esta la Unica cefalosporina oral que cumplia con el criterio de ser
eficaz en mas del 95% de los casos. No obstante, rapidamente el gonococo empezd a
desarrollar resistencia a la misma. Esto conllevd fallos en el tratamiento en primer

lugar en Japdn, y posteriormente, en todo el mundo (71)(170)(171).

Dicha resistencia esta mediada por cambios en la principal diana de esta familia
de farmacos, la PBP2, por la que estos agentes muestran una afinidad 10 veces

superior que la exhibida por la PBP1 (108). Diversas mutaciones en mosaico descritas
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en el gen penA son las responsables en el cambio de la PBP2 (70), aunque mejoras en
las bombas de eflujo relacionadas con alteraciones en los loci mtrRy penB también se

asocian con la disminucién de la susceptibilidad a las mismas (190)(191).

Respecto a la cefixima, los resultados del programa europeo de vigilancia del
gonococo (Euro-GASP) del afio 2017 informaron que, de los 27 paises de la Unidn
Europea participantes, 15 de ellos aportaron cepas con resistencia a esta C3G oral (81).
Aunque este mismo estudio afirma que el porcentaje de resistencia ha permanecido
estable desde el afio 2014, situdandose entre el 1,8% y el 2,1% de media, recalca que
Espafia es uno de los paises que mayor tasas de resistencia presenta a la cefixima,
resultando esta en un valor promedio del 5,5% obtenido durante el periodo 2009 -
2017 (Figura 84).

Il No cefixime resistance

[ Cefixime resistance <5%
Il Cefixime resistance >=5%

Figura 84.Paises delaunidneuropea participantes en el estudio de la susceptibilidad antibidtica de
Neisseria gonorrhoeaey porcentaje deresistencia observado frente a cefiximaen el afio 2017. Espania,
Grecia y Luxemburgoestan coloreados en rojo debido a que presentanuna resistencia global a cefixima
>5% (www.ecdc.europa.eu).

Este mismo organismo reportd, en su informe del afio 2012, una resistencia del

15,2% en nuestro pais. Por consiguiente, y a pesar de que Espana sigue siendo uno de
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los paises con mayor porcentaje de resistencia a esta C3G, se ha experimentado una

reduccion notable de la misma en los Ultimos afios (192).

La distribucién de las CMI observadas en nuestro estudio a dicha cefalosporina
se describen a continuacién; las CMI mas bajas (<0,016 mg/L) fueron las mas
frecuentemente observadas, tanto durante el ano 2013 (57,2%) como durante el
periodo 2014 — 2018 (59,7%). En contraposicidn, las CMI elevadas (20,125 mg/L)
fueron las menos abundantes, tanto en el primer periodo (6,3%) como en el segundo

(5,6%).

Esta evolucién es muy similar a la presentada en el informe anual del ECDC del
afio 2017 para el conjunto de aislados europeos (81) y concuerda con la reduccion de

las tasas de resistencia informadas a dicha C3G (Figura 85).
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Figura 85. Distribuciénde CMI frente a cefixima presentada en el informe anual europeo del afio 2017.
Se aprecialagranfrecuenciadeasilados con CMI<0,016 mg/L asi como la paulatina disminucidn de
cepas con altas CMI (20,125mg/L) desde el afio 2009 al afio 2017 (www.ecdc.europa.eu).

En nuestro estudio, y siguiendo criterios EUCAST, se observd una disminuciénen

las tasas de resistenciaentre el primer periodo (6,3%) y el segundo (5,6%), suponiendo
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una resistencia global a la cefixima del 5,9%. Dicho resultado fue semejante al 5,5%

reportado por el ECDC para Espafia durante el periodo 2009 - 2017 (81).

Por otro lado y atendiendo a los datos de RedMIVA se constato, desde el afio
2015, momentoen el que se detectaron los mayores porcentajesde resistenciaa dicha
C3G oral (13,8%), una disminucién progresiva de las cepas resistentes, obteniendo en
el afio 2019 un porcentaje de resistencia del 1,1%. La resistencia media observada

durante todo este periodo fue del 5,2%.

Aungue en nuestro pais son pocos los datos publicados, en el afo 2011 Pladevall
et al. estudiaron la sensibilidad de 100 cepas aisladas en Barcelona, encontrando una
resistencia del 10% a cefixima (82). Este mismo grupo, entre agosto del 2012y julio del
2016 analizé 1.355 cepas de Neisseria gonorrhoeae concluyendo que, las cepas
recogidas durante el afio 2013, presentaron una resistencia a dicha cefalosporina del
8,3% (193). Cobo et al. encontraron tasas de resistencia a cefixima del 6,1% en 65
muestras recogidas durante los afios 2012 — 2014 en el sur de Espaiia (163). El andlisis
realizado por dicho grupo con 134 cepas pertenecientes al periodo 2012 — 2016
resultd, sin embargo, en una tasa de resistencia a esta cefalosporina del 3,7% (188).
Los datos de resistencia obtenidos para dicha C3G en el estudio desarrollado en

Valencia durante el periodo 2013 — 2019 fueron del 3% (187).

Los resultados de CMlsq (0,016 mg/L) y CMlgg (0,125 mg/L) obtenidos en nuestra
experiencia durante el proyecto GONOvig permanecieron estables durante todo el
estudio y coincidieron con los resultados medios obtenidos a partir de los datos de
RedMIVA. No obstante, y atendiendo a los resultados de RedMIVA, en el aifo 2019 la
CMlg, fue de 0,064 mg/L, suponiendo por tanto en este Gltimo afio una reduccién de la
concentracion necesaria para eliminar el 90% de las cepas. El estudio realizado en

Cataluia obtuvo valores de CMIsqy CMlgg similares (193).

Por otro lado, la discrepancia en los puntos de corte clinicos entre ambas
sociedades cientificas condiciond notablemente la clasificacion de los aislados
resistentes. De esta manera, siguiendo criterios CLSI (CMI >0,25 mg/L) se encontré 1

aislado resistente durante todo el periodo de estudio, resultado que dista mucho de
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las 12 cepas clasificadas como resistentes atendiendo criterios EUCAST (CMI >0,125

mg/L).

De la misma manera, se estudié la evolucién en la susceptibilidad a la
ceftriaxona, C3G utilizada en el tratamiento de la infeccién gonocdcica administrada
en este caso por via intramuscular. Su analisis adquiere gran importancia puesto que,
como se ha comentado, la aparicidn de cepas con sensibilidad disminuida a la cefixima
motivd la sustitucion de esta cefalosporina oral por la ceftriaxona. Asi pues, en el aiio
2017, el 87% de los casos de gonorrea en Europa fueron tratados con dicha C3G (81),
convirtiéndose esta cefalosporina en el antibidtico mas empleado para el tratamiento

de lainfeccidn gonocdcica.

A pesar de su importancia al constituir la ultima opcidén para el tratamiento
empirico de lainfeccidn por Neisseria gonorrhoeae, se ha evidenciado unadisminucion

paulatina de su sensibilidad a nivel mundial.

En el afio 2009 en Kyoto (Japdn), se aislé la cepa HO14 proveniente de la faringe
de una mujer que presentd elevada resistencia a la ceftriaxona (CMI 2 mg/L) (169).
Esta CMI supone un alto nivel de resistencia ya que, hasta ese momento, tan solo se
habia detectado un aislado con una CMI de 0,5 mg/L (194). Posteriormente en Francia,
en el afio 2010, se aisl6 otra cepa de alta resistencia tanto a cefixima (CMI >4 mg/L)
como a ceftriaxona (CMI 1 - 2 mg/L) denominada F89 (94). En Espafia, concretamente
en Cataluiia, en el aifio 2012 se identificaron dos nuevas cepas de alta resistencia a

dicha C3G, ambas con CMI de 1,5 mg/L y aisladas en pacientes relacionados (109).

En nuestro analisis, el 64,5% de los aislados presentaron una CMI £0,016 mg/L
durante el primer periodo, porcentaje que aumentd hasta el 71,7% durante el periodo
2014 — 2018. A continuacién, se muestra la distribucion de las CMI a ceftriaxona en
cepas recogidas entre el afo 2009 y 2017 en el estudio europeo desarrollado por el

ECDC (81).
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Figura 86. Distribuciénde las CMI frente a ceftriaxona presentada en el informe del Euro-GASP del afio
2017.Seevidenciaun aumento progresivo delas cepasdealta sensibilidad (CMI <0,016 mg/L) con el
transcurso de los afios (www.ecdc.europa.eu).

Nuestro estudio reveldé una baja resistencia a ceftriaxona, encontrando un
porcentaje promedio del 1,5% siguiendo criterios CLSI (CMI >0,25 mg/L) y del 2,4% al
atender criterios EUCAST (CMI >0,125 mg/L) durante los seis afios de estudio,
manteniéndose esta tasa estable. No se encontrd ninguna cepa con alta resistencia

(CMI >2 mg/L), siendo la CMI mas elevada observada de 0,75 mg/L.

Los datos obtenidos de RedMIVA, y siguiendo las directrices de EUCAST,
resultaron en una resistencia media del 1,6%, mostrando una tendencia descendente
desde el afio 2015 (3,5%) al 2019 (0,6%). No obstante, en este caso si se detectaron

dos cepas con alta resistencia a dicha C3G, tomadas en los anos 2015 y 2017.

Los estudios anteriormente citados realizados en Cataluia, encontraron un
porcentaje de resistencia global a ceftriaxona del 3% en el afio 2011 (82) y del 2,8%
durante los afios 2012 — 2016 (193). En el andlisis llevado a cabo en el sur de Espafia se
obtuvo una tasa de resistencia del 4,6% en cepas recogidas entre 2012 — 2014 (163) y

del 2,9% en aislados obtenidos entre los afios 2012 — 2016 (188). El estudio
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desarrollado en el area de Bilbao no encontrd ninguna cepa resistente a ceftriaxona
(195) y el analisis realizado en Valencia obtuvo un 0,4% de resistencia para dicha ESC

(187).

En nuestra investigacion, la CMlgy para la ceftriaxona fue de 0,047 mg/Ly se
mantuvo constante. La CMlIsy resultd <0,016 mg/L durante todo el estudio, datos
idénticos a los obtenidos en el periodo 2015 - 2019 a partir de la informacién
contenida en RedMIVA. Estos resultados son similares a los publicados en el estudio

liderado por Pladevall et al. (193).

Los aislados considerados de sensibilidad disminuida frente a ceftriaxona (CMI
>0,032 y <0,125 mg/L) supusieron el 13,2% y el 14,2% de las cepas recogidas en el
proyecto GONOvig y RedMIVA, respectivamente. Dicho porcentaje resultd inferior al
17,7% observado por Day MIJ et al. en el afio 2016 tras el analisis de 2.660 cepas
europeas (196).

Como conclusién, en nuestra experiencia ambas cefalosporinas demostraron
una tasa de resistencia con tendencia a la baja en los ultimos afios, siendo mayor el
porcentaje de resistenciamediode N. gonorrhoeae observado frente a cefixima (5,6%)
respecto a ceftriaxona (2,4%) a partir de los resultados obtenidos en el proyecto
GONOvig. De forma paralela, el analisis de los datos de RedMIVA revelé una resistendia
media a cefixima del 5,2% y a ceftriaxona del 1,6%. En este Ultimo caso y al poseer
datos hasta el afio 2019, se pudo observar una clara tendencia a la baja en el
porcentaje de resistencia frente a ambas cefalosporinas. Al atender a los breakpoints
estipulados por CLSI y EUCAST, se produjeron diferencias significativas en la

clasificacién de las cepas en el caso de cefixima pero no de ceftriaxona.

Debido al desarrollo temprano de resistencias a cefixima, en la actualidad la
ceftriaxona es la C3G recomendada y mas utilizada combinada mayoritariamente con
azitromicina en el tratamiento empirico de la gonorrea, ya que sigue cumpliendo los
criterios exigidos por la OMS para poderformar parte del régimen inicial. La asociacién
de las C3G con la azitromicina presumiblemente haderivado enuna disminucion de las

tasas de resistencia a estas cefalosporinas. Sin embargo, los fracasos terapéuticos
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asociados a elevadas CMI frente a ambos agentes, reportados en el continente asidtico
en primer lugar, y en Europa y en Espafa con posterioridad, hacen imprescindible

seguir vigilando la susceptibilidad antibidtica a estos antimicrobianos.

5.4.2. Oftros antimicrobianos

A continuacidon, se describen las caracteristicas y resultados de sensibilidad
obtenidos en el resto de antibidticos testados en nuestro estudio. En el caso del
ciprofloxacino, tetraciclina y penicilina, a dia de hoy las altas tasas de resistencia
mostradas en el gonococo imposibilitan su utilizacién empirica en la infeccidn que

dicho patdgeno origina.

No obstante, quinolonas, tetraciclinas y espectinomicina se incluyen en las
pautas alternativas de diferentes sociedades cientificas para el tratamiento de la
gonorrea no complicada de uretra, cérvix, recto o faringe. La doxiciclina por su parte,
se considera de elecciéon en la orquiepididimitis y en la enfermedad pélvica

inflamatoria causada por el gonococo (43).

Por otro lado, es de gran importancia continuar vigilando las tasas de
sensibilidad de estos farmacos ante la posibilidad de que se produzca una disminucién
gradual de la resistencia a los mismos. Esta situacién, generada por su menor uso,
podria suponer una oportunidad para considerar estos agentes como alternativa

terapéutica en el futuro.

5.421. Ciprofloxacino

Se trata de una quinolona utilizada a partir del afio 1983 para el tratamiento de
la gonorrea (197), inicialmente empleada a dosis de 250 mg pero siendo necesario
posteriormente duplicar dicha dosis para lograr la erradicacion del gonococo. En el afio
1989 se detectaron los primeros fracasos terapéuticos en Londres (198) aumentando

estos a partir de 1990 (199). Finalmente, en el aifio 2000 y debido a las altas tasas de
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resistencia, estas se eliminaron de las guias europeas, americanas y asiaticas para el
tratamiento de primera linea (86). El ciprofloxacino por tanto no debe emplearse en la

infeccidon gonocdcica sin un antibiograma previo que confirme su sensibilidad.

Su mecanismo de accién se basa en la formacion de un complejo que impide la
actividad de la DNA girasa y topoisomerasa |V, topoisomerasas esenciales para la

replicacidn, transcripcién, recombinacién y reparacion del DNA (104).

Cambios en un solo aminoacido del gen GyrA, son capaces de generar
resistencias de nivel intermedio (CMI 0,1 — 0,5 mg/L), mientras que el acimulo de
mutaciones en los genes GyrA, ParC y/o ParE, puede conllevar una CMI =32 mg/L

(200)(201)(202).

En nuestro estudio y siguiendo criterios EUCAST (CMI >0,06 mg/L) el 57% de los
aislados presentd resistencia a dicha quinolona. Tras el analisis de los datos de
RedMIVA, se concluyd en una tasa media de resistencia del 49,4%. En este caso, la
diferencia en los puntos establecidos por EUCAST y CLSI no supuso cambios

significativos en la clasificacidn de los aislados resistentes.

El Euro-GASP reportd en su informe del 2017 un porcentaje de resistencia al
ciprofloxacino del 53,9% en Espafia, y del 45,6% en Europa (81). El estudio realizado en
Cataluiia encontré una resistencia a este agente cercana al 50% (193) y el andlisis de

104 aislados en Madrid revel6 una resistencia a dicha quinolona del 42,3% (203).

Aunque en nuestra experiencia en los ultimos afios la resistencia a
ciprofloxacino mostré una ligera disminucién, los datos anteriormente expuestos
contindan suponiendo un alto nivel de resistencia. Es por ello que, actualmente, se
desaconseja el uso de este agente en el tratamiento de la gonorrea sin comprobar
previamente la sensibilidad al mismo de forma individualizada. Con este propdsito, se
han desarrollado métodos moleculares rapidos, como es el caso del ResistancePlus GC
(beta) assay (SpeeDx Pty Ltd), capaces de detectar la presencia de N. gonorrhoeae
presente en muestras clinicas y, simultdneamente, llevar a cabo la amplificacion de

secuencias concretas del gen GyrA. De esta manera, es posible obtener informacion
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sobre marcadores de susceptibilidad frente al ciprofloxacino durante el mismo proceso

de identificacién del gonococo (204).

5.4.22. Espectinomicina

Otra posible opcién terapéutica es la espectinomicina, un aminociclitol
administrado por via intramuscular en dosis de 2 g. La espectinomicina es
especialmente efectivaen el tratamiento de la gonorrea anogenital, no siendo asien el
tratamiento de las infecciones faringeas originadas por N. gonorrhoeae (205)(206).
Como se ha comentado, dicho antimicrobiano ha sido utilizado en Japdn y en otros
paises asiaticos como agente de primera linea cuando las cefalosporinas orales han

resultado resistentes (205)(207)(208).

Posee la desventaja de presentar disminuciones drasticas de su efectividad
frente al gonococo tras el desarrollo, por parte de este patdégeno, de una sola
mutacién. Debido a este hecho, en el pasado la resistencia a la espectinomicina se
extendié rapidamente entre soldados americanos asi como en diversas zonas donde se

utilizé de manera indiscriminada (209)(210).

No obstante, en la actualidad y a nivel mundial la resistencia a espectinomicina
es esporadica, documentandose tan solo 5 casos en Estados Unidos entre los anos
1986 — 2004 (158) asi como sucesos aislados notificados por los sistemas de vigilancia

inglesesy porla OMS (211).

En nuestra experiencia, el 100% de las cepas testadas frente a este antibidtico
fueron sensibles. Se constatd, a lo largo del proyecto GONOvig, un ligero aumento de
las cepas con CMI de 6 mg/L (46,3% a 50,6%) y de aquellas con CMI de 8 mg/L (18,8% a
33,8%), siendo esta ultima la CMI mas habitual registrada en el estudio de los aislados

procedentes de RedMIVA (38,2%).

Debido a su bajo nivel de resistencia y poco uso frente al gonococo, el Euro-
GASP realiza el estudio de sensibilidad antibidtica frente a dicho agente cada 3 anos.

Asi pues, en el afio 2016 no se encontré ninguna cepa resistente (CMI >64 mg/L) entre
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los 2.018 aislados analizados, siendo el aifio 2008 el ultimo en detectarse cepas no

sensibles a este farmaco (182).

A pesar de esta elevada sensibilidad, la posibilidad de que N. gonorrhoeae
desarrolle con gran rapidez resistencia a la espectinomicina tal y como sucedié en el
pasado (210), la ineficacia de este antimicrobiano para el tratamiento de la gonorrea
faringea (212), asi como su falta de disponibilidad en muchos paises (70)(213)(214),
hacen que la espectinomicina no sea un candidato prometedor para el tratamiento de

primera linea de la gonorrea (93).

5.423. Tetraciclina

La tetraciclina fue introducida a partir del afio 1950 como una alternativa en el
tratamiento de la gonorrea en pacientes alérgicos a la penicilina (215). Este agente
antimicrobiano inhibe la sintesis proteica bloqueando la unidn del aminoacil -tRNA e

impidiendo su unién a la subunidad 30S del ribosoma (216).

A partir del afio 1970 empezaron a detectarse cepas con resistencia de tipo
cromosémico a dicho farmaco (217). En el afio 1985, la resistencia de tipo plasmidico a
la tetraciclina surgié en los Estados Unidos y Bélgica como consecuencia de la
adquisicion del plasmido tetM. Dicho plasmido proveniente del estreptococo permite
restaurar las proteinas ribosomales imprescindibles en la sintesis proteica. Dada la
rdpida diseminacién de estas cepas resistentes, el tratamiento de la gonococia con
tetraciclinadejo de estar recomendado a mediados de los afios 80, momento en el que

las quinolonas tomaron el relevo.

Se ha demostrado que el sistema de bombas de eflujo MtrC-D-E inducen
resistencia no solo a la tetraciclina, sino también a penicilina, macrélidos y
posiblemente a fluorquinolonas (218). La mutacion de la porina codificada por el gen
penB también parece disminuir la eficacia a dicho farmaco en conjuncién con estos

sistemas de eflujo (191).
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En nuestro analisis, segun el punto de corte establecido por EUCAST (CMI >1
mg/L), encontramos una resistencia media a tetraciclina cercana al 50%, siendo este
porcentaje inferior tras el analisis de los resultados obtenidos de RedMIVA (38,9%). En
el estudiorealizado en el drea de Bilbao, la sensibilidad obtenida a este agente fue del
41,2%, presentando el resto de aislados sensibilidad intermedia o resistencia (195). El
Euro-GASP, por su parte, dejé de testar este agente debido a su exclusién de los

regimenes de tratamiento (179).

El alto porcentaje de cepas resistentes a este antibidtico, a pesar de la ligera
disminucidon de las mismas mostrada en nuestra experiencia, hace que el uso de

tetraciclina no sea posible en el tratamiento empirico de la infeccidn gonocécica.

5.424. Penicilinaycepasproductoras de p-lactamasa

Como antibidtico B-lactamico, la penicilina inhibe la sintesis de la pared
bacteriana mediante su unidn e inactivacién de enzimas con funcién transpeptidasa,

conocidas como PBPs (219).

La penicilina comenzé a utilizarse en el tratamiento de la gonorrea en 1943 tras
la deteccidn de los primeros casos de fracaso terapéutico con sulfonamidas. A partir
del afio 1960, surgieron aislados de gonococo con susceptibilidad reducida a dicho
agente. En el trascurso de 20 anos, la dosis efectiva de penicilina se multiplicé por 24,

pasando de 200.000 unidades a 4,8 millones de unidades.

Los mecanismos que ha utilizado Neisseria gonorrhoeae para disminuir su
susceptibilidad a la penicilina durante los 50 afios de uso han sido ampliamente
descritos, estando relacionados con mutaciones en los genes implicados en la
biosintesis de la pared celular (penA, ponA1l) asi como en estructuras que afectan ala

concentracién periplasmatica de dicho antibidtico (penB, penCy mtrR).

En 1970, algunas cepas de N. gonorrhoeae presentaron CMls de hasta 128 mg/L,
hecho que condujo al abandono de la penicilinaen el tratamiento de la gonorrea. Estas

CMI tan elevadas se debieron al desarrollo de un mecanismo de resistencia plasmidico
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adicional mediado por una B-lactamasa (bla) codificada por el gen TEM (bla-7ey). A
estos aislados se les clasific6 como gonococos productores de penicilinasa (PPNG)

caracterizandose en funcidn de su origen geografico (96).

En nuestra experiencia, la tasa de aislados sensibles a penicilina fue inferior al
10%, situandose la inmensa de mayoria de las cepas en la categoria de sensibilidad
intermedia, dato muy similar al 84% observado de aislados aqui clasificados tras el
analisis de los datos de RedMIVA. La diferenciaen los puntos de corte e stablecidos por
EUCAST y CLSI no afecté a la clasificacion de las cepas, siendo en ambos casos el

porcentaje de cepas sensibles inferior al 10%.

Por otro lado, el 5,6% de los aislados resistentes a dicho antimicrobiano fueron
clasificados como PPNG, porcentaje similar al informado en el estudio llevado a cabo
en Catalufia en el que se reportd un 9,1% de estas cepas (220). El estudio realizado por
Pladevall et al. en el afio 2016, reveld un porcentaje de sensibilidad a la penicilina del
6,1%, con una tasa de cepas PPNG de entre el 16% y el 18% (193), dato similar al 16,2%
obtenidoen el informe europeo del afio 2016 (182), ambos superiores al observado en
nuestro entorno. Otro estudio realizado en nuestro pais destacéd que, alrededor del
90% de las cepas presentaron sensibilidad disminuida o resistencia a penicilina, y

aproximadamente el 20% de los aislados mostraron resistencia plasmidica ala misma

(153).

Debido a las elevadas tasas de resistencia y de la misma manera que sucede con
la tetraciclina, el Euro-GASP no incluye este agente B-lactamico en sus analisis anuales,

aunque si continta estudiando el porcentaje de cepas PPNG.

5.4.25. Gentamicina

Se obtuvieron 197 resultados provenientes de RedMIVA de cepas testadas
frente a este aminoglucésido. Resulta interesante analizar la sensibilidad de N.
gonorrhoeae frente a la gentamicina, puesto que aunque no existen breakpoints para

el mismo, este antibidtico se postula como una posible alternativa de futuro para el
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tratamiento de la gonorrea genital, faringea y anal, tal y como posteriormente se

desarrollard en el apartado de nuevos antimicrobianos (221)(222)(223).

Tras el estudiode la distribucion de las CMI destacé que, aquellas comprendidas
entre 3 y 4 mg/L fueron las mayoritarias (37,5%). Ante la falta de puntos de corte,
Brown et al. aplicando criterios clinicos definieron como susceptibles aquellas cepas
con CMI <4mg/L, intermedias con CMI entre 8 y 16 mg/L, y resistentes aquellas con

CMI 232 mg/L.

Atendiendo a estas premisas, el 77,7% de las estas cepas fueron sensibles y el
23,3% mostraron sensibilidad intermedia. No se encontrd, sin embargo, ningun aislado

con CMI superiory por tanto considerado resistente.

Estos datos son prometedores, por lo que futuros ensayos controlados podran
corroborar si el uso de gentamicina combinada con otros farmacos podra resultar util

para el tratamiento de la infeccidon gonocdcica resistente a los tratamientos actuales.

5.4.26. Fosfomicina

Se estudiaron los resultados en 170 aislados de gonococo obtenidos de
RedMIVA. De forma similar a lo ocurrido con la gentamicina, no existen puntos de
corte asignados para este farmaco, aunque la fosfomicina se contempla como una
estrategia de futuro para la gonorrea no complicada. Cabe destacar entre sus ventajas

su dosificacidon unica asi como la toma por via oral (224)(225)(226).

Se observé que predominaron los aislados con CMI entre 12 y 16 mg/L (34,7%),
en contraste con aquellas cepas que presentaron una CMI <1mg/L (0,6%). Por otro

lado, se encontraron 9 aislados (5,3%) con CMI 2256 mg/L.

Adicionalmente, se calculd la CMlsgy la CMlgg resultando en valores de 12 mg/L
y 32 mg/L, respectivamente. Estos resultados, sin embargo, fueron superiores a los 8

mg/Ly 16 mg/L (CMlsqy CMlg respectivamente) reportados por Hauser et al. (227).
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5.4.3. Mullirresistencia

En funcion de la definicidn utilizada y de la combinacién de farmacos utilizada
para medir dicha resistencia combinada a Neisseria gonorrhoeae, se encontraron

diferentes tasas de multirresistencia (214).

Asi pues, desde enero de 2013 hasta diciembre de 2018 y siguiendo criterios
EUCAST el 13% de los aislados del proyecto GONOvig presentaron resistencia
combinada a ciprofloxacino (CMI >0,06 mg/L) y a penicilina (CMI >1 mg/L), porcentaje
concordante con el 19% encontrado en el estudio de Pladevall et al. en la regién de
Cataluiia (193). Esta cifra fue inferior (8,7%) al estudiar la resistencia combinada de

estos dos antimicrobianos con los datos obtenidos de RedMIVA.

Al analizar las cepas resistentes a ciprofloxacino, penicilina y tetraciclina, el
porcentaje de multirresistencia observado fue del 11,5% vy 6,5% segun criterios EUCAST
y CLSI, respectivamente. Atendiendo los resultados de RedMIVA y siguiendo criterios

EUCAST, este porcentaje fue del 5,7%.

Teniendo en cuenta a las C3G, la tasa de resistencia multiple a ciprofloxacino,
penicilina, tetraciclina y cefixima fue del 1,9% siguiendo criterios EUCAST. No se
encontrd ningun aislado resistente a esta combinacion de antimicrobianos segun CLSI.
Asi mismo, no se encontraron cepas resistentes a azitromicina y C3G de forma
simultanea en las cepas recogidas durante el proyecto GONOvig, aunque se analizé

una cepa simultdneamente resistente a cefiximay a ceftriaxona.

En los datos recopilados por RedMIVA se observaron 2 cepas con resistencia
combinada a cefixima y azitromicina, asi como 1 aislado que presentd resistencia
multiple a ceftriaxona y azitromicina. En Catalufa, Camara et al. describieron dos
aislados con alta resistencia a ceftriaxona (109), siguiendo la definicién de cepas de

espectro extendido (XDR) realizada por Unemo et al. (86).
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5.5. TRATAMIENTO DE LA GONORREA'Y PERSPECTIVAS DE
FUTURO

La baja sensibilidad a los diferentes agentes antimicrobianos mostrada por
Neisseria gonorrhoeae junto con la inexistenciaactual de vacunas efectivas, convierten
a la gonorrea en un grave problema de salud publica a nivel mundial que requiere de

acciones inmediatas.

De manera global, las resistencias antibidticas constituyen un reto en el
tratamiento de las infecciones causadas por estos patdégenos multirresistentes. Las
bacterias consiguen desarrollar esta resistencia mediante la adquisiciéon y/o
modificacion de genes que les permiten sobrevivir a la accion de los agentes
antimicrobianos que, de lo contrario, acabarian con ellas. Sin embargo, esta ventaja
adquirida en presencia de los mismos puede implicar consecuencias negativas para
estas bacterias cuando dichos antibiéticos dejan de administrarse. Esto ocurre porque
la resistenciageneralmente afectaa genesesenciales de estos microorganismosy, una
vez que se regresa a la situacidn inicial en un ambiente ausente de antibidticos, las

bacterias pierden la capacidad de competir por su propia existencia.

Por tanto, los cambios genéticos que llevan a cabo las bacterias para asegurar su
supervivencia en presencia de antibidticos afectan a su fitness bioldgico. Recientes
estudios llevados en modelos animales concluyen que estos cambios y los diferentes
niveles de resistencia mostrados por las bacterias se relacionan con la microbiota
presente en los organismos (228). Este hecho abre una oportunidad en el tratamiento
de infecciones generadas por bacterias multirresistentes con antibidticos que han

estado en desuso durante largos periodos de tiempo.
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5.5.1. Nuevos y viejos antimicrobianos Utiles enlainfeccion gonocécica

Mientras que el desarrollo de nuevos farmacos es a menudo complejo, la
reutilizacién de viejos antibidticos u otros no empleados hasta ahora para el

tratamiento de infecciones actuales se ha convertido en una practica clinica habitual.

Un estudiorandomizado evalud paralelamente, en el tratamiento de la gonorrea
faringea y rectal, gentamicina a dosis de 240 mg por via intramuscular y gemifloxacino
a dosis de 320 mg por via oral, ambos agentes combinados con azitromicina a dosis de
2 g. Los resultados se compararon con los obtenidos tras administrar el tratamiento de
eleccién de 500 mg de ceftriaxona mas 2 g de azitromicina. La asociacién de
gentamicina mas azitromicina fue eficaz en el 100% de los casos y la asociacién de
gemifloxacino mas azitromicina lo fue en el 99,5% de los casos. No obstante, en ambos
regimenes se detectaron reacciones adversas de tipo gastrointestinal (221). Otro
andlisis compard la utilidad de la asociacidon de gentamicina (240 mg) mas azitromicina
(1 g) frente al uso combinado de ceftriaxona (500 mg) y azitromicina (1 g),
concluyendo que la eficacia, evaluada en funcion del porcentaje de curacidn, fue
menor con el régimen gentamicina/azitromicina (91%) que con la pauta

ceftriaxona/azitromicina (98%) (229).

Un estudio posteriortambién randomizado, evalué la eficacia de la combinacién
de gentamicina (240 mg) con azitromicina (2 g), comprobando esta vez su utilidad en
infecciones genitales. Esta asociacion demostré ser altamente efectiva en todos los
casos, destacando entre los principales efectos adversos las nauseas y vomitos, los
cuales se minimizaron alimentando al paciente previamente a la instauracién del
tratamiento (222). La mayor eficacia mostrada en este caso se debid a la dosis superior

de azitromicina empleada (223).

Puesto que se calcula que hasta un tercio del colectivo de HSH infectados con
gonococo también presentan coinfecion por Chlamydia trachomatis, ITS mas
prevalente a nivel mundial, esta combinacién que utiliza 2 g de azitromicina supone

ademas una ventaja frente aquellos regimenes que utilizan la dosis de 1g (222)(230).
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Dicho tratamiento puede ser utilizado tanto en casos de gonorrea multirresistente

como en aquellos pacientes alérgicos a la ceftriaxona (231).

La espectinomicina, tal y como describe la bibliografia, muestra un elevado
porcentaje de sensibilidad siendo en nuestra experiencia todas las cepas sensibles.
Presenta entre sus inconvenientes la ineficacia en la gonorrea faringea, su baja
disponibilidad en muchos paises y la gran facilidad que muestra el gonococo para
generar mecanismos de evasiéon a la misma. Sin embargo, su combinaciéon con
azitromicina puede constituir una buena opcién terapéutica, por lo que esta descrita
en el tratamiento alternativo del gonococo en guias como la europea (13) y la

canadiense (232).

Otros antimicrobianos que se han planteado como posibles candidatos en el
tratamiento en monoterapia de la gonorrea son el ertapenem intravenoso (233)(234) o
la fosfomicina oral (194). Este ultimo antimicrobiano presenta la ventaja de
administrase por via oral en una sola dosis, hecho por el que se ha estudiado su
eficacia en combinacién con ceftriaxona o con azitromicina para el tratamiento de la
gonorrea no complicada (227). Otros autores proponen, sin embargo, el uso de 3 dosis
orales de 3 g cada una (225), a pesar de que dicha pauta puede suponer un
incumplimiento del tratamiento. Por todo ello, es necesario llevar a cabo mas ensayos

clinicos para evaluar la eficacia de estos agentes frente al gonococo.

La busquedade nuevos farmacos antimicrobianos es un proceso complejo, lento
y que requiere un gran desembolso econdmico. La actual era tecnoldgica apuesta por
la inteligencia artificial, guiada por las redes neuronales y el machine learning para el
descubrimiento mediante complejos algoritmos de moléculas altamente eficientes

frente a microorganismos infecciosos polifarmacorresistentes (235)(236)(237)(238).

Existe una comision dependiente de la OMS encargada del desarrollo de nuevos
antibidticos frente a las peligrosas superbacterias que hoy en dia amenazan nuestra
existencia. Dicho grupo cataloga, en su informe del afio 2019, de alta prioridad la

busqueda de nuevos farmacos efectivos frente a Neisseria gonorrhoeae (150).
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Entre las nuevas moléculas que se estan testando destaca el zoliflodacin
(ETX0914), agente administrado por via oral cuyo mecanismo de accién es inhibir la
topoisomerasa Il. Actualmente se encuentra en un ensayo clinico fase 3 para el
tratamiento de la gonorrea no complicada, con la ventaja de no haberse descubierto
hasta el momento reactividad cruzada con otros farmacos (239)(240)(241). También se
estd probando gepotidacin oral o intravenoso, con mismo mecanismo de accién que el
anterior y que también se encuentra en fase 3 (242). Especial importancia reviste la
solitromicina, fluoroquetdlido en fase 3 perteneciente a la familia de los macrélidos
con actividad similar a la telitromicina y que ha evidenciado una alta actividad frente a
cepas de gonococo resistentes a azitromicina y cefalosporinas (243)(244). En adicién,
dicho compuesto ha demostrado mayor eficacia frente a Mycoplasma genitalium en
comparacién con azitromicina, doxiciclina y quinolonas, asi como también actividad

frente a C. trachomatis (245).

Otros farmacos con diferentes estructuras quimicas también se han estudiado,
destacando fluorquinolonas como el avarofloxacino, sitofloxacino y delafloxacino
(246)(247), tetraciclinas como la eravaciclina (TP-434) y la tigeciclina (248), algunos
carbapenems (249) y moléculas experimentales como SMT-571, prometedora frente a

las cepas XDR de gonococo (250).

No obstante, se necesitan mas ensayos clinicos para poder comprobar la eficacia

y seguridad de estos agentes frente a las cepas resistentes de Neisseria gonorrhoeae.
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5.5.2. Estrategias no farmacolégicas frente a bacterias multiresistentes

Las altas tasas de resistencia sumadas al cada vez menor arsenal terapéutico
disponible nos obligan a perseverar en la busqueda de estrategias alternativas que
erradiquen bacterias poco sensibles a los farmacos actuales, tal y como sucede con el

gonococo.

Mientras que los antibidticos son sustancias quimicas, los fagos se consideran
pardsitos estrictos de las bacterias, es decir, entidades bioldgicas que poseen
relaciones complejas y coevolutivas con estos microorganismos. La terapia fagica o el
uso de virus bacteriéfagos para el tratamiento de las infecciones bacterianas existe
desde hace mas de 100 afios. Sin embargo, esta estrategia terapéutica alternativa al
uso de antibidticos presenta dificultades en su desarrollo asi como en la regulacion de
su uso. A pesar de ello, durante los Ultimos 15 aiios se ha incrementado el nimero de
investigadoresy clinicos que apoyan esta estrategiaen el contexto actual delincesante

aumento de las resistencias bacterianas (251)(252)(253)(254)(255).

El uso de radiaciones ultravioleta (UV) con longitudes de onda concretas, se ha
demostrado una técnica no dafiina para los seres humanos pero util en la destruccién
de biofilms bacterianos presentes en ciertas infecciones crénicas. Ademas, el
porcentaje de éxito de estas radiaciones aumenta al utilizarse en combinacién con

antimicrobianos (256)(257).

Por otro lado, se han estudiado los métodos que utilizan las bacterias para
comunicarse entre ellas mediante la liberacion en el huésped de diferentes sustancias
guimicas. Estas sefiales son capaces de modular y coordinar acciones como el
crecimiento de las poblaciones bacterianas en respuesta al ambiente en el que se
encuentran. El entendimiento de este proceso, denominado quorum sensing, puede en
un futuro ser atil para atajar infecciones bacterianas diseminadas

(258)(259)(260)(261).
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5.6. TIPIFICACION MOLECULARDELOS AISLADOS DE
GONOCOCO PERTENECIENTES AL PROYECTO GONOVIG

El segundo objetivo especifico de la presente tesis consistid en la caracterizacién
molecular de las cepas recogidas durante el proyecto GONOvig, proceso desarrollado

mediante la técnica del NG-MAST (www.ng-mast.net). Dicho método, basado en el

analisis de los alelos porB y tbpB del gonococo, clasifica los diferentes aislados en

distintos secuenciotipos (STs).

Esta informacién posibilita establecer relaciones epidemiolégicas entre los
clusters encontrados en pacientes de diferente edad, sexo y orientacidén sexual, asi
como al atender a la zona geografica de procedencia. Al entender los mecanismos de
diseminacién de las cepas que presentan idéntico secuenciotipo en una poblacién

concreta, es posible desarrollar estrategias de intervencién dirigidas.

Por otro lado, la tipificacion molecular también permite identificar ciertos
patrones repetitivos que se producen al asociar un ST determinado y su perfil de
sensibilidad antibidtica. De esta manera, y al conocer la informaciéon sobre la
susceptibilidad de los aislados, podemos comprender qué secuenciotipos poseen tasas
de resistencia mas elevadas a los diferentes antimicrobianos, o bien son mas
susceptibles al desarrollo de mutaciones que les permitan generar resistencia a los

diferentes tratamientos.

El analisis molecular de 175 cepas de dicho microorganismo, aisladas en la
Comunidad Valenciana durante los afos 2013 a 2018, mostré un conjunto de 86 STs
diferentes. Sobre el total de cepas caracterizadas, 77 aislados pertenecieron al periodo

2013 (44%) y los 98 aislados restantes se recogieron en el periodo 2014 — 2018 (56%).

Por otro lado, 9 aislados no pudieron ser clasificados utilizando la base de datos
disponible para ello. Asi pues, se obtuvieron 6 secuencias nuevas del alelo porB que
presentaron cierta analogia con otras secuencia preexistentes, mientras que en otras 3

cepas la combinacién de ambas secuencias alélicas no correspondidé a ningun ST
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conocido. Esto hecho puede deberse a que ciertas cepas estan mutando vy, por tanto,

estan apareciendo nuevos secuenciotipos que deben ser investigados.

En primer lugar, cabe destacar el elevado nimero de STs que se presentaron en
tan solo un aislado (n =51), suponiendo el 59,3% del total de cepas caracterizadas. Ello
puede estar relacionado con una localizacion subdptima de los contactos de las
personas infectadas, circunstancia que acontece si no se realiza un adecuado
seguimiento de estos pacientes y de sus contactos sexuales. Otra posibilidad es que el
diagndsticoy tratamiento de los mismosse lleve a cabo en centros donde no se realice

el cultivo ni, consecuentemente, el posterior estudio molecular de estas cepas.

Los resultados moleculares obtenidos, como posteriormente se detallard,
revelan que la poblacion de N. gonorrhoeae circulante en la Comunidad Valenciana
muestra similitudes con cepas aisladas en otras zonas geograficas de nuestro pais e
incluso, en algunos casos, de Europa y del mundo. En otras ocasiones, sin embargo, se
presentan secuenciotipos que hasta nuestro conocimiento no se han descrito

anteriormente.

5.6.1. Secuenciotipos y genogrupos mayoritarios, relacion con sensibilidad

antibiética y caracteristicas demogrdficas

A continuacién, se detallan los STs mds frecuentes de nuestro estudio
relacionandolos con el resto de informacion recabada. La edad media de los 51
pacientes de los que provinieron estas cepas fue de 29,4 afios, 48 fueron hombres
(94,1%) y 3 mujeres (5,9%). Sobre el total de cepas pertenecientes a estos STs, 34 se
recogieron en el afio 2013 (66,7%), 9 en el 2014 (17,6%), 3 en el 2015 (5,9%), 3 en el
2016 (5,9%) y 2 en el 2018 (3,9%). Respecto a su origen, 45 aislados procedieron de
hospitales situados en Valencia (88,2%) y 6 cepas de centros ubicados en la provincia

de Castellon (11,8%).

El ST2992 ha conformado el secuenciotipo mas prevalente en nuestro area
(7,4%), hallandose presente también en otros estudios epidemioldgicos de nuestro

pais como Catalufia (82), Andalucia (163) y Bilbao (262). Asi mismo, ha sido encontrado
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en el resto de Europa, constituyendo el ST mas frecuente en Irlanda y Noruega, y
siendo el segundo ST mds prevalente en muchos de los paises de la unién europea

evaluados por el Euro-GASP, como Francia, Italia (144) y Alemania (263).

Respectoal perfil antibidtico, cabe sefialar el estudio de Cobo et al. desarrollado
en el sur de Espafia, en el que de los 4 aislados alli detectados pertenecientes al
ST2992, 1 de ellos fue resistente tanto a cefixima como a azitromicina (163). En
nuestro estudio, se encontraron 13 cepas aqui incluidas, una de las cuales presentd
resistencia a ceftriaxona (CMI 0,75 mg/L) y 5 de ellas fueron resistentes a tetraciclina.
Todos los aislados se recogieron durante los afios 2013 y 2014, a excepcién de uno

obtenidoen el afio 2018, y mayoritariamente en hospitales de la provinciade Valencia.

Estos datos revelan que se trata de un ST ampliamente distribuido tanto por
Europa como por Espaina, y que ha demostrado poseer la capacidad de representar un
riesgo importante en la susceptibilidad de las C3G. Tanto los estudios europeos como
los realizados en Espaia afirman que, dicho ST, esta altamente relacionado con

hombres que practican sexo con hombres (HSH) (144)(193)(262).

El segundo secuenciotipo mas frecuente en nuestro analisis fue el ST3378, el
cual estuvo presente en el 6,9% de las cepas estudiadas. Dicho ST ha sido descrito por
el Euro-GASP como muy prevalente en Espafia, Francia e Hungria (264), asicomo en el
norte de Espafia (195). Ademads, este ST pertenece al genogrupo G1407, el mayor
genogrupo encontrado en Europa con alta predisposicion a conllevar baja sensibilidad

a las C3G (144).

En nuestra experiencia, de los 12 aislados aqui clasificados y obtenidos en los
afios 2013 y 2014, uno de ellos fue resistente a cefixima (CMI 0,19 mg/L) segun
criterios EUCAST, mientras que otro aislado presentdé una CMI de 4 mg/L frente a
azitromicina, clasificdndose por tanto como non-wild-type. Ademas, todas las cepas
fueron resistentes a ciprofloxacino (p = 0,02) y a penicilina, y la mitad de ellas
presentaron resistencia a tetraciclina. El conjunto de estas cepas fue obtenido en 6

hospitales distintos situados en las provincias de Valencia y Castelldn.
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En Francia, se encontré una cepa con ST3378 resistente simultdneamente a
cefixima (CMI 0,25 mg/L), azitromicina (CMI 1,5 mg/L), ciprofloxacino, penicilina y
tetraciclina (265). Dicho secuenciotipo fue el tercero mas prevalente entre cepas de
Neisseria gonorrhoeae que presentaron sensibilidad disminuida a ESC, resultado que

se obtuvo en estudios moleculares llevados a cabo en Suecia (266) y Argentina (267).

Por su parte, el ST13288 supuso en el 6,9% del conjunto de aislados analizados.
Las 12 cepas aqui englobadas se recogieron durante los afos 2013 y 2014, y
provinieron de 4 hospitales localizados Unicamente en la provincia de Valencia,

predominando el Hospital Clinico entre ellos.

Respecto a su perfil antibidtico, destacdé que 3 de estos aislados fueron
resistentes a cefixima, siendo esta asociacién estadisticamente significativa (p =0,032),
presentado uno de ellos una CMI de 0,19 mg/L y los dos restantes una CMI de 0,25
mg/L frente a esta C3G. En adicion, la totalidad de las cepas fueron resistentes a

ciprofloxacino (p <0,01) y una tercera parte también lo fue a tetraciclina.

Hasta donde sabemos, dicho ST no ha sido descrito anteriormente en otros
estudios de caracter nacional ni internacional, hecho que indicaria que se trata de un
secuenciotipo que podria circular particularmente en nuestro entorno. La presencia de
3 cepas resistentesa cefiximanosalerta de la posible aparicién de un clon exclusivoen
nuestro area con capacidad potencial para amenazar la efectividad del tratamiento
empirico de la gonorrea. No obstante, y debido alos anos a los que pertenecen dichas
cepas, puede suceder que las mismas hayan sido eliminadas gracias al tratamiento
dual establecido en Espaiia a partir del afio 2012. Seria conveniente por tanto, realizar
mas estudios tanto en nuestra comunidad asi como en otras regiones de Espafia para

poder realizar un seguimiento de dicho secuenciotipo.

Siguiendo el orden de frecuencia, el siguiente secuenciotipo fue el ST2400,
representando el 4,6% del total de aislados recogidos. Dicho ST fue también muy
prevalente en el estudio realizado en Catalufia (193) y en el area de Bilbao, donde
mostraron una alta relacién con HSH (262). De la misma manera, ha sido descrito en el

norte de nuestro pais, donde presentd una elevada resistencia a quinolonas y altas
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CMI frente a cefixima (195). Guerrero-Torres et al. realizé un estudio con cepas de
gonococo recogidas en Madrid, cuyos resultados ratificaron la frecuente relacién entre
este ST y la resistencia a quinolonas y a tetraciclina (203). Este secuenciotipo también
se observd, aunque en menor medida, en algunos paises Europeos (144) tales como
Francia, Dinamarca, Italia, Groenlandia, Irlanda, Noruega, Bélgica y Polonia (268) e

incluso Canada (269).

En nuestro estudio, estas 8 cepas fueron recogidas durante el periodo 2013 —
2016 en 4 hospitales de la provincia de Valencia. De forma paralela a la informacion
publicada, todas ellas fueron resistentes a ciprofloxacino (p = 0,017) y 6 también lo
fueron a tetraciclina (p = 0,048). Ademas, en nuestra experiencia, este secuenciotipo
estuvo presente en pacientes jévenes con una edad promedio de 24 afios (p =0,033) y,
por tanto, inferiorala media global obtenida tanto en las cepas del proyecto GONOvig
(30,7 anos) como de RedMIVA (31,4 afios). No se obtuvo en nuestro andlisis ninguna

cepa resistente a C3G aqui incluida.

Por ultimo, el ST5441 supuso el 3,4% del total de nuestras cepas tipificadas.
Dicho secuenciotipotambiénfue uno de los mds prevalentesen el estudiorealizadoen
el norte de Espafia (195) asi como en el estudio llevado a cabo en Madrid por Torres et
al. (203). Ademas de su circulacidon en nuestro pais, el Euro-GASP reporté que dicho ST

estuvo presente en paises como Francia, Alemania, Austria o Bélgica (264).

En este caso, los 6 aislados aqui englobados presentaron alta susceptibilidad a
los 7 antibidticos testados, a excepcién de una cepa recogida en el afo 2018 que
presentd una CMI de 6 mg/L frente a azitromicina. Cabe destacar que el periodo de
aparicién de estos aislados fue posterior a los anteriormente descritos,

correspondiendo su obtencion a los afios 2015, 2016 y 2018.

Esto datos revelan que se trata de un secuenciotipo de mds moderna apariciény
que, tal y como exhibe la ultima cepa analizada, dicho ST puede estar presente en
cepas con altas CMls frente a la azitromicina, hecho que podria implicar fracasos en el

tratamiento actual de la gonorrea. Por ello, consideramos muy necesario seguir
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evaluando las caracteristicas moleculares asi como la sensibilidad antimicrobiana

asociada de las cepas actualmente circulantes de la Comunidad Valenciana.

A pesar de que dichos ST han constituido los de mayor relevancia en nuestro
analisis, especial importancia reviste el ST1407, el cual se ha descrito como el mas
prevalente tanto en nuestro pais (82)(195)(188) como en Europa (264)(144). Ademas,
dicho secuenciotipo presenta a nivel global una alta tasa de resistencias a las ESC
(262)(86)(270)(94)(169)(109)(271)(272). Por este motivo, es considerado un clon
especialmente comprometedor, tanto por su alta diseminacién como por su baja

susceptibilidad al tratamiento actual.

En nuestra experiencia, tan solo se encontraron 2 aislados con dicho ST. No
obstante, uno de ellos presentd resistencia a cefixima (CMI 0,19 mg/L), a
ciprofloxacino y a tetraciclina, datos que concuerdan con las elevadas tasas de
resistencia aportadas por los diferentes estudios realizados. Por tanto, y aunque en
nuestro darea no fue altamente prevalente, es necesario seguir controlando la

presencia, sensibilidad y evolucidn de este ST.

Cabe destacar el ST437, muy similar al ST225, presente en 4 aislados (2,3%) los
cuales exhibieron en su totalidad resistencia a tetraciclina (p = 0,41), ciprofloxacinoy
penicilina. Dicho ST ha sido descrito frecuentemente en otros estudios espafioles (262)

y europeos, especialmente en Sueciay Malta (144).

Otros secuenciotipos que representaron mas del 2% del total de cepas
analizadas fueron el ST21, reportado como el cuarto mas prevalente en Espafia en el
afio 2013 y encontrado en otros paises europeos (268), ST que en nuestro entorno

estuvo vinculado a pacientes jévenes con una edad promedio de 22 afios (p =0,033).

También destacaron el ST387 y ST4809, presentes en Espaifa (262)(195)(188) y
Europa (144) y el ST11547, perteneciente en nuestro analisis a pacientes con una edad
media de 41 afos (p = 0,033) y por tanto superior al promedio de todo el estudio,
descrito con anterioridad en el drea de Navarra (273). Por otro lado, aqui también fue

incluido el ST5118, previamente registrado en el drea de Bilbao (262).
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Por otro lado, se analizaron los genogrupos mads frecuentes, estando estos
constituidos por un conjunto de secuenciotipos que poseen un alto porcentaje de
concordancia molecular entre ellos. Estos genogrupos estan representados por un ST

gue se considera mayoritario y da nombre a dicha agrupacion.

En nuestra experiencia, del total de cepas caracterizadas, 23 aislados
pertenecieron al G1407 (13,1%) y otros 18 al G2992 (10,3%), conformando estos dos
los principales genogrupos de nuestro analisis. En tercer lugar destacé el G2400, al que
pertenecieron un total de 11 cepas (6,3%) seguido del G387 (3,4%), en el que se

incluyeron 6 cepas.

Tras estudiar la literatura cientifica relacionada con los genogrupos mayoritarios
de Espafia y Europa, en ella se destaca el genogrupo G1407, mas prevalente a nivel
europeo y estrechamente asociado a casos de fracaso terapéutico en Francia (94),
Espafia (109), Eslovenia (75), Noruega (170), Austria (72) y Reino Unido (95). En
nuestro analisis, su alta prevalencia vino definida por las 12 cepas pertenecientes al
ST3378 aqui incluidas, entre las que se encontrd una cepa resistente acefiximay otraa

azitromicina, tal y como se ha explicado anteriormente.

Chisholm et al. realizaron la tipificacion molecular de 1.066 cepas de N.
gonorrhoeae obtenidas en 21 paises europeos participantes en el “European
Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme” durante los afios 2009 y 2010
(144). El estudio concluyd que, en nuestro pais, el genogrupo mas prevalente fue el
G1407 seguido del G2992, tal y como corroboran los resultados obtenidos en nuestra

investigacion.

El ECDC informd que, a nivel europeo, el G1407 fue el mas prevalente en el
analisis del afio 2009 (23,3%) aunque su presencia disminuyo en el afio 2013 (14,8%)
(264). Este mismo estudio informd que el G2992 conformé el segundo genogrupo mas
frecuente en Europa, estadisticamente asociado al sexo masculino, poblacién HSH y
pacientes de mayor edad. Esta misma asociacién también ha sido reportada por
estudios realizados en Espafia (195). Nuestros resultados siguieron un patrén similar,

confirmando una tendencia a la baja del G1407 y un aumento del G2992.
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Respecto al G2400 y el alarmante aumento de aislados aqui clasificados, se trata
de un hallazgo ya constatado por el estudio realizado por Pladevall et al. en el que se
informd que, de la misma manera que sucede con el G1407, dicho genogrupo no solo
es altamente frecuente sino que posee mayor facilidad en el desarrollo de resistencias

bacterianas (11)(193).

Por su parte, el G387 (3,4%) presentd en nuestro analisis unas tasas muy
similares a las reportadas en los estudios europeos anteriormente mencionados, los

cuales informaron porcentajes del 3% y 2,5%, respectivamente (144)(264).

5.6.2. Resistencia antimicrobianaysecuenciotipos asociados

Las cepas que atendiendo criterios EUCAST mostraron resistencia a un
determinado antibidtico, fueronrelacionadas con el secuenciotipo obtenidodurante la

tipificacion molecular, pudiendo extraer las siguientes conclusiones:

De las 12 cepas resistentes a azitromicina (CMI >1 mg/L), 4 de ellas (33,3%)
pertenecieron al ST4809 (p <0,001), exhibiendo por tanto este secuenciotipo una alta
asociacion con cepas insensibles a dicho macrélido. Estos aislados presentaron en
concreto una CMI de entre 3 y 6 mg/L, y fueron tomados en el afio 2013. Dicho
secuenciotipo no ha sido descrito hasta el momento como caracteristicamente
resistente a este antimicrobiano, aunque si como frecuente y exclusivo de nuestro
pais, tal y como reporta el informe del European Centre for Disease Prevention and
Control del afio 2018 (264). Estas cepas fueron sensibles a C3G, pero mostraron

resistencia a ciprofloxacino, tetraciclina y penicilina.

Por otro lado, se encontraron dos cepas con ST4186, el cual ha sido informado
por presentar altas CMI frente a azitromicina (274) y una cepa con ST3378
perteneciente al G1407, genogrupo destacado por mostrar habitualmente resistencia
no solo a C3G sino también a la azitromicina (186). El ST6765 fue encontrado en una

cepa resistente a azitromicina (CMI 8 mg/L), ST también reportado como resistente a
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dicho antibiético en el informe canadiense de susceptibilidad antibidtica a N.

gonorrhoeae del afio 2014 (275).

Respecto a las cepas resistentes a cefixima, en 3 de ellas fueron caracterizadas
con el ST13288 (p = 0,032), no descrito hasta el momento seguin nuestros datos y
ampliamente distribuido en nuestra zona como se ha explicado anteriormente. Otras
de estas cepas presentaron el ST1407 y ST3378, ambas pertenecientes al genogrupo
G1407, altamente prevalente y descrito con mecanismos de resistencia a las C3G. Un
aislado poseyd el ST1034 (englobado dentro del G21) con una CMI 0,5 mg/L, descrito
en Espafia y varios paises europeos, pero nunca reportado como resistente a las C3G
(264). Cabe destacar que esta misma cepa encontrada con ST1034 resulto resistente a
ceftriaxona. Finalmente, el ST11547 se encontré en 4 cepas de las que tan solo una de

ellas (CMI 0,19 mg/L) fue resistente a cefixima.

Un dato observado referente a los ST de las cepas resistentes a cefixima es que
estas presentaron una cierta homologia en el alelo que codifica la transferrina tipo b
del gonococo (tbpB). Estos alelos fueron el 10 (57%), 110 (29%) y 33 (14%). Ello nos
hace pensar que dicha proteina tiene un papel esencial en la disminucién de la
susceptibilidad a cefixima, por lo que diferentes secuenciotipos con alelos tbpB

similares pueden compartir resistencia a dicho agente.

Respecto a las 4 cepas caracterizadas resistentes a ceftriaxona, todas ellas
mostraron secuenciotipos diferentes. Destaca el aislado que presenté una mayor
resistencia (CMI 0,75 mg/L), perteneciente al ST2992, el secuenciotipo mas frecuente
del estudioy representante principal del G2992, el segundo genogrupo mas prevalente

en nuestro area.

Por otro lado, la cepa con ST1034 con CMI frente a ceftriaxona de 0,25 mg/L
que también presentd resistencia a cefixima (CMI 0,5 mg/L). Este hallazgo es
importante y consideramos que se deberia seguir estudiando. Las dos cepas restantes
pertenecieron al ST12547, encontrado en un estudio en nuestro pais aunque sin

resistencia a ceftriaxona (203) y al ST13252 no descrito hasta nuestro conocimiento.
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En cuanto a la caracterizacion molecular de los aislados resistentes a
ciprofloxacino y tetraciclina se descubre que, la resistencia a ambos antibidticos, es
compartida por multitud de secuenciotipos. Este es caso del ST3378 estadisticamente
relacionado con resistencia a dicha quinolona (p = 0,02) analizado anteriormente, asi
como del ST2400 que mostro resistencia a ciprofloxacino (p = 0,017) y a tetraciclina (p
= 0,048), el ST13288 y el ST4809. El ST437, que también fue relativamente frecuente
en nuestro estudio (2,3%), ha sido informado en diferentes paises europeos

relacionado también con la resistencia a ciprofloxacino y tetraciclina (p = 0,041) (121).

Al realizar el analisis concreto del ciprofloxacino, el ST13288 (p <0,01) fue el mas
frecuente (46,3%) de entre las cepas resistentes a dicha quinolona. Respecto a la

resistencia particular a tetraciclina, destaco el ST2992 (G2992).

Como conclusidn, de estos hallazgos se desprende que los secuenciotipos mas
prevalentes mostraron resistencia a ambos farmacos, circunstancia que explica que las
tasas de resistencias del gonococo a estos antimicrobianos sean tan elevadas en la

actualidad.

De forma similar, las cepas resistentes a penicilina se tipificaron dentro del
ST2992, ST13288, ST3378 y ST2400, hecho que concuerda con su baja sensibilidad

actual frente a N. gonorrhoeae.
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5.7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y FINANCIACION RECIBIDA

La principal limitacion de los resultados que componen el presente estudio
reside en el hecho de que las cepas analizadas pertenecen en su totalidad al dreade la
Comunidad Valenciana, siendo por tanto particulares de esta zona. Es por ello
necesario seguir estudiando al agente causal de la gonorrea en diferentes areas
geograficas y con el mayor nimero de aislados posibles. No obstante, tal y como se ha
podido comprobar, los patrones de sensibilidad obtenidos frente a los diferentes
antimicrobianos asi como los secuenciotipos y genogrupos mayoritarios en nuestro
analisis son, en muchos casos, representativos de otros estudios desarrollados en
Espafia y Europa. Por otro lado, se desconocid la orientacidn sexual de los pacientes
englobados en el proyecto GONOvig, informacion que puede resultar de utilidad ala

hora de establecer relaciones epidemiolégicas.

El proyecto GONOVvig recibié en dos ocasiones financiacién obtenida a través de

becas de apoyo a la investigacion. Estas ayudas permitieron la compra del material y

de los medios necesarios para la realizacion de la fase experimental del estudio.

En el afio 2012, el Hospital Universitario de La Ribera concedié la primera de
estas becas al proyecto GONOvig, con el objetivo de facilitar la recogida de cepas de
Neisseria gonorrhoeae y estudiar su sensibilidad frente a los diferentes antibidticos

descritos. Los datos resultantes fueron expuestos en diferentes congresos de ambito

cientifico.

En el afio 2017, y tras los datos inicialmente obtenidos, el Hospital Universitario
de La Ribera concedié una segunda beca al proyecto GONOvig que posibilité continuar
con la ultima etapa del estudio, concluyendo esta investigacién con los resultados
expuestos en la presente Tesis. En este momento, con un numero de cepas mucho
mayor, se prosiguio con el andlisis de la sensibilidad antimicrobiana del gonococo y se
llevé a cabo la caracterizacién molecular de los aislados mediante la técnica del NG-

MAST.
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6. CONCLUSIONES
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A. La incidencia de la infeccion gonocdcica en la Comunidad Valenciana ha
mostrado una clara tendencia ascendente durante el periodo 2013 - 2019,
observandose un importante incremento de los casos de gonorrea en las provincias de

Valencia, Alicante y Castellén, especialmente en el Ultimo afio de estudio.

B. La resistencia media a cefixima durante el proyecto GONOvig fue del 6%,
resultando del 5,2% al analizar los datos de RedMIVA. En ambos casos, se constatd una
disminucidn paulatinade dicha resistenciadurante los afos de estudio. Se observé una
diferencia notable en la clasificacion de las cepas como consecuencia de los distintos

criterios establecidos por EUCAST y CLSI.

C. La tasa de resistencia a ceftriaxona se mantuvo baja, cercana al 2% y con
pequeias variaciones en funciéon de los criterios utilizados para su clasificacién. Las
cepas provenientes de RedMIVA presentaron una resistencia media del 1,6%,

mostrando un descenso progresivo de la misma durante el periodo estudiado.

D. El porcentaje de aislados con sensibilidad intermedia o resistencia a la
penicilina se mantuvo elevado, oscilando entre el 80y el 90%. Un 5,6% de las cepas

fueron productoras de B-lactamasa.

E. El porcentaje medio de cepas con CMI >1 mg/L frente azitromicina fue del 6%
en aislados del proyecto GONOVvig. El analisis de los datos de RedMIVA resulté en un
9,5% sobre el total de los aislados estudiados. En ambas ocasiones, se registré una
continua elevacién enel nimero de cepas non-wild-type resistentes a dicho macrdlido

a lolargo del estudio.
F. La tasa media de resistencia a ciprofloxacino fue cercana al 50% en todos los

aislados analizados, sin observarse grandes diferencias entre los dos periodos de

estudio ni entre los criterios establecidos por ambas sociedades.
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G. El 100% de las cepas analizadas fueron sensibles a espectinomicina.

H. La resistencia promedio obtenida frente a tetraciclina fue del 51% segun
criterios EUCAST y en cepas provenientes del proyecto GONOvig. Este porcentaje en
cepas obtenidas de RedMIVA resulté del 39,1%. En ambos casos, se observd una ligera

disminucidn en dicha tasa de resistencia durante los Ultimos afios de estudio.

I Los secuenciotipos mas frecuentemente encontrados en nuestra experiencia
fueron, en orden decreciente, el ST2992, ST3378, ST13288, ST2400 y el ST5441,
mostrando la mayoria de ellos relacidon con cepas resistentes a ciprofloxacino,
tetraciclinay penicilina. Este hecho explicala alta resistencia que posee actualmente el

gonococo a dichos antimicrobianos.
J. El ST13288, caracteristico en nuestro area y que supuso aproximadamente el
7% de las cepas incluidas en el proyecto GONOvig, se asocidé con aislados que

mostraron resistencia frente a cefixima.

K. El ST1407, en nuestra experiencia, tan solo estuvo presente en 2 aislados,

resultando uno de ellos resistente a cefixima.

L. Los genogrupos mas prevalentes del conjunto de cepas caracterizadas

molecularmente fueron el G1407, G2992, G2400 y el G387.
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