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Introduccio

1. Introduccio

1.1. Importancia de la infeccié gonococcica en Salud Publica com a motivacié per

aquest estudi

La gonorrea es la segona infeccié de transmissié sexual (ITS) d’etiologia bacteriana més
prevalent. Actualment constitueix un important problema de Salut Publica global, no
només perque la seva incidéncia esta augmentant, sind també perque Neisseria
gonorrhoeae ha desenvolupat resisténcia a tots els antibiotics utilitzats al llarg dels anys

pel seu tractament, per la qual cosa podria convertir-la en una infeccid intractable (1).

En els ultims anys s’han documentat casos de fracas terapeutic amb I'actual tractament
de primera linia, i Ultima opcid terapeutica, les cefalosporines d’ampli espectre (cefixima i
ceftriaxona) (2) aixi com també s’han documentat tres casos de resisténcia d’alt nivell a

aquests antimicrobians (3) (4) (5) (6).

En resposta a aquests fets, en els ultims anys, varies guies com les dels Estats Units (7),
Regne Unit (8) i Europa (9), han introduit el tractament dual de la infeccid gonococcica,
principalment amb ceftriaxona i azitromicina, tractament no disponible en molts paisos
amb pocs recursos. Tot i aixi, la sensibilitat de Neisseria gonorrhoeae a la ceftriaxona esta
disminuint i la resisténcia a azitromicina esta augmentant. Per tant, aquest tractament

dual podria no ser una solucié a llarg termini.

La crisis de Salut Publica a la que pot portar la resisténcia antimicrobiana del gonococ no
pot subestimar-se, ja que provocaria un encariment dels régims de tractament, aixi com
un augment dels costos produits per les complicacions degudes al fracas terapeutic.
Donada l'alta prevalenca de la infeccid gonococcica, el freqlient Us incontrolat dels
antibiotics, el control inadequat de la resisténcia antimicrobiana, els fracassos
terapeutics, la insuficient actualitzacié de les guies de tractament en molts paisos i la gran

capacitat de N. gonorrhoeae per desenvolupar i mantenir resisténcia als antibiotics, el
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problema global de la resisténcia antimicrobiana podria empitjorar en els seglients anys

(10).

Per tant és necessari establir i mantenir programes de control per tal de monitoritzar la
sensibilitat antimicrobiana i aixi mantenir actualitzades les guies de tractament en les
diferents arees geografiques. Per altra banda, entendre els mecanismes fenotipics i
genotipics de resisténcia podria ajudar a preveure l'aparici6 de noves resisténcies,

anticipar estratégies d’actuacié per evitar-les i dissenyar nous antimicrobians.

Addicionalment, els estudis d’epidemiologia molecular també podrien contribuir a
entendre millor els patrons de transmissié de la infeccié gonococcica en la poblaci6 i
detectar xarxes sexuals d’alt risc. Aixi es podrien dissenyar plans d’actuacié per intervenir

en aquestes xarxes i evitar la disseminacié de la infeccié.

En aquest estudi es vol monitoritzar la sensibilitat antimicrobiana de N. gonorrhoeae i
analitzar la seva epidemiologia molecular en una area geografica concreta, la ciutat de
Barcelona. Barcelona és una ciutat amb 15.832 habitants per km?, sent la segona ciutat
més poblada d’Espanya després de Madrid. Es una ciutat molt cosmopolita, amb molt
turisme, tant d’oci com de negocis. Darrerament s’ha convertit en un centre de referéncia
de la vida nocturna a Europa. Una de les principals zones d’oci és el Casc Antic, repartit
entre el barri d’ El Raval i el barri Gotic. En els ultims anys han proliferat els locals
d’ambient gay, sobretot en la zona de I'Eixample denominat “Gaixample”. Es, per tant,
una ciutat amb molt moviment de poblacidé i amb la preséncia de xarxes sexuals d’alt risc

sobre les que és important intervenir.

1.2.  Historia de la infeccid causada per Neisseria gonorrhoeae

La gonorrea és una malaltia antiga sobre la qual ja feia referéncia I’Antic Testament (Antic
Testament; Leviticus 15: 1-3). El segle I, Aelius Galenus, un fildsof i metge roma, va

confondre I'exsudat purulent amb semen, i va introduir el terme “flux de semen” per
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referir-se a la gonorrea. En anglés, el terme “the clap” va ser introduit el 1378 per referir-

se a aquesta malaltia i prové del nom de I'antic barri parisenc, Les Clapiers.

El 1879, Albert Ludwing Sigesmund Neisser, un bacterioleg i metge alemany, va ser la
primera persona a descriure el bacteri com a agent causant de la gonorrea i oficialment i
va donar el nom de Neisseria gonorrhoeae. Leistikow i Loffler la van cultivar per primera

vegada al 1882.

1.3. Epidemiologia

1.3.1. Europa

Segons les dades reportades per |’ “European Centre for Disease Prevention and Control”
(11), al 2013 es van notificar 52.995 casos de gonorrea en 28 paisos europeus, la majoria
(61%) van ser notificats al Regne Unit. Globalment, aix0 representa una taxa de 16,9 casos
per 100.000 habitant. En les figures 1 i 2 hi ha representats els casos de gonorrea

notificats del 2004 al 2013 en aquests 28 paisos.

Austria 848 A0 171 1432 263 143 In 470 402 1148
Belgium 535 5l 718 734 752 Baz 931 1011
Bulgaria 235 181 165 145 178 191 184 107 0g [+
Croatia 14 14
Cyprus 8 5 2 7 23 1 [ 2
Czech Republic BEg Bsé 1087 1108 8og 716 749 714 1152 1402
Denmark 516 445, A4 352 400 563 482 501 673 Biy
Estonia 484 2E8 280 176 156 126 118 173 215 131
Finland 247 235 231 192 108 237 255 2Bg 312 267
France 99 153 196 217 236 395 534 737 936 1349
Germany

Greece 177 197 1050 2 208 164 312 378 238 219
Hungary Tiy2 851 g6 1041 Bgz 872 1170 1369 1487 1526
Iceland o 14 3t 24 25 &7 18 32 29 19
Ireland 270 342 531 &17 454 534 B2s LT 1139 1264
Italy 518 527 392 243 FFL| 667 365 356 289

Latvia 537 bgy 746 bro 500 433 349 545 6oy 554
Liechtenstein

Lithuania 482 433 £37 471 533 391 315 258 219 190
Luxembourg o & t 18 [ 3 2 5 &
Malta 13 52 50 62 58 &6 29 61
Wetherlands 1656 1603 1778 1830 1960 2411 2815 3576 3998 4171
Norway 2h4 278 236 238 301 269 412 368 &43 506
Poland 305 330 285 402 301 208 733 49
Portugal 28 52 53 74 &7 114 8o 120 120 116
Romania 2119 1678 1348 B15 3 fizz 49 510 323 341
Slovakia 13 101 152 174 130 212 286 374
Slovenia 34 42 50 30 &4 25 45 G2
Spain gf1 1155 1423 168 1897 1054 2306 2640 JO&4 3314
Sweden 570 680 658 642 720 613 Buy 952 1060 1111
United Kingdom 22234 19184 1880 18631 16451 17653 18718 23315 28787 32377
EU/EEA total 33710 30416 31059 30447 28363 30430 32774 39764 47641 52995

Figura 1. Numero de casos diagnosticats per any, 2004 — 2013 (www.ecdc.europa.eu). 18
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Figura 2. Numero de casos per 100.000 habitants per any, 2004 — 2013 (www.ecdc.europa.eu).
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Pel que fa al sexe dels pacients, la proporcié entre homes i dones al 2013 va ser de 2,9
enfront 1. El 2013, la taxa més alta (>15/100.000 habitants) es va documentar al Regne
Unit seguit de Irlanda i Latvia. Les taxes més baixes (<1/100.000 habitants) van ser a

Croacia, Xipre i Luxemburg (figura 3).
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5=10 per 100 000
. 10-15 per 100 000
. > 15 per 100 000
[ Sentinel surveillance (no incidence data)
[ No data available or not reporting
I Notincluded

Non-visible countries
3 Luxembourg
. Malta

Figura 3. Numero de casos per 100.000 habitants, 2013 (www.ecdc.europa.eu).

El grup d’edat comprés entre 25-34 anys va ser el de major prevalenga, representant el
30% de tots els casos de I'any 2004 i el 35% dels de I'any 2013, seguit pels pacients entre
20-24 anys. En la figura 4 hi ha representat el percentatge de casos per grups d’edat els
anys 2004 i 2013.
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Figura 4. Comparacid dels percentatges de casos per grup d’edat, 2004 (n=29.285) i 2013 (n=43.234)
(www.ecdc.europa.eu).

L'any 2013, la informacié sobre la categoria de transmissié estava disponible en 19 paisos.
El 54% del casos van ser documentats en heterosexuals, el 43% en homes que tenen sexe
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amb homes (HSH) i un 3% es desconeixia (figura 5). Els casos diagnosticats en HSH van
representar el 60% de tots els diagnosticats en homes. El pais amb major percentatge de
casos diagnosticats en HSH va ser Holanda, seguit de Franga, Noruega i el Regne Unit.

= Heterosexual females: 10761 (25%)
mm Heterosexual males: 12532 (29 %)
- MSM: 18637 (43%)

m Unknowns 1497 (3%)

Figura 5. Percentatge de casos per génere i categoria de transmissié (www.ecdc.europa.eu).

Pel que fa a I’evolucié, del 2004 al 2013 es van documentar 357.599 casos en 29 paisos. A
la figura 6 s’observa l'evolucié per sexe, durant aquests anys. El nimero de casos va
disminuir fins el 2008, per després augmentar un 79% fins el 2013. Aquest augment es va
donar tant en homes com en dones. El grup que va presentar un major augment van ser
els HSH.
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25 | = Total
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Figura 6. Evolucio de la taxa de casos per 100.000 habitants, 2004-2013 (www.ecdc.europa.eu).
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1.3.2. Espanya

Segons les dades de la “Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica” d’Espanya, al 2013 es
van declarar a Espanya 3.315 casos de gonococcia, que representa una incidéncia de 7,12
casos per 100.000 habitants. Com s’observa en la figura 7, durant el periode 2008-2013 hi
ha una tendéncia a I'augment, sent la tendencia en els homes paral-lela a la global.

Casos por 100,040 l,

I I I I I I
SN 2 2010 2011 201E 2014

Ano de declaracicon
Figura 7. Taxa d’incidencia per loo.ooo habitants, 2008-2013. Red Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica.

Com s’observa en la figura 8, I incidéncia de casos notificats per comunitats autonomes
varia ampliament, entre el 1,18 i el 13,99 per 100.000 habitants. Les taxes més elevades

es van registrar a les llles Balears (13,99), La Rioja (13,59), Catalunya (12,04), i Madrid
(10,94).
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Figura 8. Incidéncia de la infeccié gonococcica per Comunitats Autonomes. Red Nacional de Vigilancia

Epidemioldgica.

El 88,5% es van produir en homes i el 40,9% en pacients d’entre 25 i 34 anys.

1.3.3. Catalunya

Segons dades del Centre d'Estudis Epidemiologics sobre les ITS i el Sida de Catalunya
(CEEISCAT) (13), I'any 2014 es van notificar 1.555 casos de gonococcia, que representa
una taxa global de 21,3 casos per cada 100.000 habitants, taxa superior a la dels paisos de
la Unid Europea, que va ser de 15,3 casos per cada 100.000 habitants. EI 85% dels 1.555
casos es van diagnosticar en homes i el 15% en dones, amb taxes de 37,0 i 6,2 casos per

cada 100.000 habitants, respectivament (figura 9).

En el periode 2005-2014 la taxa global va augmentar un 414%, passant de 4,2 casos per
100.000 habitants al 2005, a 21,3 al 2014. Entre el 2013 i el 2014 la taxa global de

gonococcia va incrementar un 60%, tant en homes com en dones.
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Figura 9. Evolucié dels casos de gonococcia en el periode 2005- 2014. Registre de MDO
individualitzada de Catalunya. CEEISCAT.

La mitjana d’edat va ser de 32 anys. Un 26% dels casos es tractava de persones nascudes
fora de I'Estat espanyol. Del total (409), el 51% corresponien a persones originaries de

paisos de I’Ameérica llatina i el Carib.

La majoria van ser HSH (46%), seguits dels homes heterosexuals i dones heterosexuals
(24% i 15%, respectivament). La proporcié de casos que van presentar una coinfeccié amb

el VIH va ser del 19%, que va arribar al 39% en els HSH.

1.4. Descripcio de Neisseria gonorrhoeae

1.4.1. Caracteristiques microbiologiques

Juntament amb 18 espécies més, N. gonorrhoeae pertany al genere Neisseria. La majoria
de les espécies d’aquest génere es consideren bacteris comensals de I'ésser huma i

presenten taxes d’infeccid insignificants.
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Neisseria gonorrhoeae és un coc Gram negatiu que normalment s’ agrupa en parelles en
forma de “gra de café”. Es un microorganisme aerobi o anaerobi facultatiu, immobil, no
capsulat i que no produeix espores. Produeix catalasa, un enzim que catalitza la
descomposicié del peroxid d’hidrogen (H,0,) a oxigen (0,), i oxida de forma rapida la
dimetilparafenileé diamina a tetrametilparafenilé diamina.

Les condicions Optimes de creixement és una temperatura de 35 -37 2C i una
concentracié de CO, del 5%. Té uns requeriments nutritius complexes, ja que per créixer

necessita vitamines, aminoacids, ferro i altres factors.

1.4.2. Estructures de superficie

Sén estructures que estan relacionades amb I'adheréncia, la penetracio tissular i cel-lular,

la citotoxicitat i I'evasid del sistema immunitari de I'hoste (14) (15).

e Pili o fimbries de tipus IV

Sén estructures proteiques formades per subunitats repetides (pilina). Travessen la
membrana externa del microorganisme a través d’una proteina coneguda com PilQ.
La pilina conté regions amb una alta similitud antigenica entre soques i regions amb
alta variabilitat antigenica. Els gonococs recentment aillats formen colonies de tipus
P* i P que contenen multiples pilis, perd després de 20-24 hores de creixement in
vitro té lloc el que s’anomena variacié de fase, i perden els pilis (colonies P’). Els
gonococs amb pilis s'uneixen amb més facilitat a les superficies de les mucoses
humanes, pel que sén més virulents. L'expressio dels pilis depen del complexe del gen
pil. Els pilis, a part de mediar I'adhesio, confereixen resisténcia a la destruccid del

bacteri per part dels neutrofils.

¢ Membrana externa

Com tots els microorganismes Gram negatiu, el gonococ posseeix una envoltura

cel-lular formada per tres capes: la membrana citoplasmatica, la paret cel-lular
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formada per peptidogluca i una membrana externa formada per el lipooligosacarid

(LOS), fosfolipids i varies proteines.

El LOS es composa del lipid A i un nucli oligosacarid el qual, a diferéncia del polisacarid
de la majoria dels bacteris Gram negatiu, no conté cadenes laterals d’antigen O. La
sialilacié dels glucids del nucli del LOS protegeix els epitops tant del LOS com de la
porina i aixd confereix resisténcia enfront els anticossos bactericides. A més els
glicids del nucli pateixen variacions antigeniques d’alta freqliéncia que poden
contribuir a la patogénia de la infeccid, inclosa la resistencia als anticossos anti-LOS

presents en el serum i a la invasié de les cel-lules epitelials.

e Porina

Una de les proteines de la membrana externa és la porina, la qual té un pes molecular
de 32-36 kD i forma canals que permeten als soluts aquosos travessar la membrana
externa (hidrofoba). La porina és el producte d’un gen denominat porB. Existeixen dos
classes de porines, PorB1A i PorB1B, cada una d’elles amb serovarietats diferents, les
guals son la base del sistema de serotipificacié gonococcica. Les soques que expressen
PorB1A s’associen a la resisténcia del gonococ a I'efecte bactericida del serum huma i,
com a consequéncia, a la major facilitat per causar bacteriémia. Es creu que la porina
PorB1A afavoreix la invasié de les cél-lules epitelials. La porina és una de les principals

dianes pel desenvolupament de la vacuna antigonococcica.

e Proteina Opa

Les proteines Opa, amb pes molecular de 20-28 kD, també es troben inserides en la
membrana externa del gonococ. Cada una d’elles conté dues regions hipervariables.
Una mateixa soca pot expressar de 0 a 11 variants d’ Opa, degut a modificacions
causades per variacions en el DNA dels gens opa, que provoquen canvis en el marc de
la traduccid. Moltes proteines Opa augmenten I'adheréencia entre els propis gonococs

i a diverses cel-lules eucariotes, entre elles als fagocits.
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e Proteina modificable per reduccié (Rmp)

Té un pes molecular de 30-31 kD i una estreta relacié amb la porina i el LOS. Exhibeix
escassa variacié antigenica entre soques. Rmp pot estimular els anticossos
bloguejants, els quals redueixen ['activitat bactericida del sérum enfront N.

gonorrhoeae, la qual cosa pot potenciar la infeccié després de I'exposicid sexual.

1.4.3. Patogeénia

N. gonorrhoeae és un patogen primari, exclusivament huma, i que causa principalment
uretritis en els homes i cervicitis en les dones. A diferencia de N. meningitidis, que es
transmet a través de gotes del tracte respiratori, la via de transmissié del gonococ limita
la poblacié de risc, ja que és necessari un contacte directe. Tot i aixi, després d’un
contacte sexual amb una persona infectada, el risc de desenvolupar infeccié en les dones
és superior que en els homes (16). La diana principal de la infeccid son les mucoses
urogenitals, tot i que pot infectar altres llocs anatomics, com el recte, la orofaringe i la
conjuntiva. La infeccié gonococcica sol ser una infeccid localitzada i déna lloc una intensa
resposta inflamatoria que provoca una secrecié purulenta en els homes, la qual és molt
caracteristica de la gonorrea (figura 10). En les dones, el diferent origen embrionari del
tracte urogenital femeni fa que el mode d’infeccid sigui diferent i normalment

asimptomatic.
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Figura 10. Etapes en la patogenesis de
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En els homes I’ interaccid inicial es produeix entre els pilis del gonococ i I'epiteli uretral
gracies a la unid del receptor asioliloglucoproteic (ASGP-R) al LOS del gonococ.
L’endocitosi es produeix per processos dependents d’actina i clatrina. L'epitop del LOS
necessari per aquesta unio és el lacto-N-neotetraosa terminal (LNnt), el qual pot actuar
d’acceptor d’acid sialic. La presencia d’acid sialic en el LOS per una banda confereix
resistencia a l'accié bactericida del serum huma pero també altera la capacitat dels
gonococs per envair les cel-lules epitelials uretrals.

Els assajos in vitro i I’analisi microscopic de I'exsudat uretral en homes indiquen que els
gonococs poden entrar a les cel-lules epitelials uretrals per després ser alliberats a la
uretra. La infeccié experimental en homes ha demostrat que altes concentracions de
guimiocines (IL-8), citocines (IL-6) i de factor de necrosi tumoral a (TNF-a) es troben en
I’exsudat uretral a mesura que progressa la infeccié. Estudis recents han demostrat que el
LOS del gonococ desencadena la secrecié de TNF-a, IL-1B, IL-6 i IL-8. Per tant, I’alliberacid
de citocines i quimiocines des de I'epiteli uretral pot iniciar la resposta inflamatoria

associada a la uretritis gonococcica a I'activar el flux d’entrada de PMN.
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En el cas de les dones, a diferéncia de la resposta inflamatoria evident generada en la
uretra masculina, el 50-80% de les infeccions de vies inferiors sén asimtomatiques.
L'analisi de les secrecions cervicals de dones amb infeccié no complicada, demostra que
no es genera resposta d’anticossos, la qual cosa concorda amb la capacitat del gonococ
per evadir el sistema immunitari de I’hoste. El principal receptor per I'adheréncia i invasié
del gonococ a I'ectocervix i endocervix és el CR3, al qual s’hi uneix a través del pili.
Aquesta unié ddéna lloc a una cascada de senyalitzacié complexa.

La capacitat del gonococ per ascendir cap a les vies genitals superiors pot ser deguda a la
motilitat espasmodics del microorganisme juntament amb canvis hormonals, la qual cosa
influeix en I'expressié de proteines de la via alternativa del complement i de molecules

que actuen com a receptors del gonococ a 'interior de les vies genitals femenines.

1.5 Manifestacions cliniques

La gonorrea és una infeccid freqlient que es transmet practicament de forma exclusiva
per contacte sexual o perinatal, afectant sobretot les mucoses de la uretra i del coll uteri,

i amb menor freqliencia del recte, orofaringe i conjuntiva.

1.5.1. Infeccions urogenitals

e Uretritis

En la infeccidé genital masculina, la uretritis aguda és la manifestacié predominant. Els
principals signes i/o simptomes sén I'exsudat uretral i la disdria, normalment sense
pol-laciuria ni tenesme vesical. Durant les primeres hores de la infeccio, I’exsudat sol ser
escas i mucoide, perd després d’un o dos dies es torna purulent de forma evident. El
periode d’incubacié sol ser de 2 a 5 dies, encara que pot oscil-lar entre 1i 10 . Tot i aixi la
simptomatologia pot variar en funcié de factors tant de I’"hoste com del microorganisme.

Per exemple, algunes serovarietats PorB1A s’associen més freqlientment a les infeccions
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asimptomatiques en homes. Es calcula que la prevalenca de la gonorrea urogenital

asimptomatica en homes en la poblacié general és del 10%.

Les complicacions de la infeccié ascendent en homes son poc freqiients, sent algunes
d’elles I'epididimitis aguda; limfangitis peniana; abscés periuretral; prostatitis aguda;

vesiculitis seminal i infeccions de les glandules de Tyson i de Cooper.

e Cervicitis

En les dones, la infeccié primaria afecta sobretot I'endocérvix, amb infeccié uretral
concomitant en un 70 — 90% dels casos. Després d’un periode d’incubacié de 8 a 10 dies,
es pot produir un exsudat cervicovaginal moderat, sagnat vaginal i/o dolor abdominal o
pelvic. La infeccid de I'epiteli escamds vaginal en dones postpubertals és infreqlient, i en

dones histerectomitazades, la uretra és la localitzacié més freqiientment afectada.

Entre el 50-95% de les infeccions gonococciques en les dones poden ser asimptomatiques
(17), i la no detecci6 o el tractament inadequat poden provocar complicacions
ascendents. Aquestes complicacions es produeixen aproximadament en un 10-20% dels
casos, i poden incloure endometritis, malaltia pelvica inflamatoria, abscés tubaric i
infertilitat. A més és un cofactor per l'avort espontani, corioamnionitis, ruptura

prematura de membranes, part prematur i afectacions fetals.

La gonorrea pot facilitar la transmissié d’altres infeccions de transmissié sexual, incloent

el VIH.

1.5.2. Infeccions extra-genitals

¢ Infeccions anorectals

Més del 50% de les infeccions rectals en homes i dones poden ser asimptomatiques. La
prevalenca és més alta en HSH. Els simptomes inclouen pruit anal, dolor rectal, exsudat
purulent i tenesme rectal. Les infeccions asimptomatiques no tractades poden donar lloc

a proctitis simptomatiques (18).
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¢ Infeccions faringies

Al voltant del 90% de les infeccions faringies poden ser asimptomatiques i
aproximadament el 20% de les dones amb gonorrea cervical estan coinfectades amb
gonorrea faringia. Aquesta infeccié també és comu en HSH i pacients VIH positius. Alguns

simptomes inclouen eritema orofaringi o exsudat i limfadenopaties cervicals.

¢ Infeccio disseminada

Es una infeccié poc freqiient que afecta entre el 0,4% i el 3% dels pacients amb gonorrea
(17), perd és la causa més freqlient d’artritis infecciosa en pacients sexualment actius
previament sans. Les lesions cutanies hi sén presents en el 75% dels pacients amb
bacteriémia, incloent petéquies, macules, papules i vesicules. Al inici del quadre, alguns
pacients presenten artropaties asimétriques o poli-artralgia. Les articulacions més
freqlientment afectades sén els canells, els turmells, les mans i els peus. Molt rarament la

malaltia pot evolucionar a perihepatitis, meningitis o endocarditis (18).

1.5.3. Infeccions en la infancia

La infeccié neonatal es pot produir degut a I'exposicié a través del canal del part. Sépsia,
conjuntivitis, meningitis i artritis sén les complicacions més freqients (19). Altres

manifestacions poden ser faringitis, rinitis, vaginitis, uretritis i rarament pneumonia.

e Oftalmia neonatorum

La conjuntivitis gonococcica té un periode d’incubacié d’ aproximadament sis dies. Al
voltant del 30% dels casos son causats per C. trachomatis, tot i que la gonorrea produeix
entre 2 i 3 casos per cada 10.000 naixements. El tractament és indispensable per prevenir

la perforacié ocular i ceguesa.
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La infeccid en nois/es pre-adolescents és indicatiu d’abusos sexuals. La manifestacio

clinica més freqlient en les nenes és la vaginitis, i tot i que la infeccié faringia i rectal

poden coexistir, normalment sén asimptomatiques.

En la taula 1 es mostra el diagnostic diferencial de la infeccié gonococcica.

Calses

Cepvidiis

Mecnatal
conjunctivits

Urathritis
{nongonoooccal)

vaginal discharge

Bactorial vaginosis

Chiamydia rachomatis Infection

Frequent douching of exposure o another irmitant
Genital herpes simples wins infection

Mycoplasma gemntatiim infection
Trichoimonas vaginals inlection

C. trachomatis infection
Moraxela catarrhalis Infection
CHher Metssera speces infection

Adenovines
. trachomatis infection (15 to 40 percent)

Enteric bactona (assoclated with inseriive anal
Intercourse)

Gienital herpes simphes vines

M. genitatium infection (15 1o 25 percent)

monchlamydial nongonocoocal urethritis

T. vaginals Infection

1T urethritls persists alter treatmendt, consider
dowycycline-resistant Lreaplasma uraalyTicum
or M. genitaliurm infection

If urethritis sl persists, constder chronic nonbactentl
prostatitis or chironic pelvic pain syndrome

Common Infections
Candidiasis
Cervidis
Gaydneralla vaginalls
T vaginalis

Less commaon infections
M. genitalium
Molriuncus speoes
Prevotella specles
L. urealyticum

Taula 1. Diagnostic diferencial de la infeccié gonococcica .
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1.6. Diagnostic

1.6.1. Presa de mostra

La recollida de mostra dependra de la clinica i les practiques sexuals del pacient. En tots
els casos s’hauria de recollir una mostra del tracte genital, i si el pacient té historia de
contactes sexual orogenitals o anogenitals, també s’hauria de recollir mostres de la
orofaringe o del canal anal. Si hi ha sospita d’infeccid sistémica, també s’hauria de

realitzar hemocultiu (15).

Segons les ultimes recomanacions del Centre of Diseases Control and Prevention (CDC)
(20), en les dones la mostra genital més recomanable pel diagnostic de gonorrea
mitjancant TAANs és I'escovillé vaginal, ja que presenta la mateixa sensibilitat i
especificitat que I'endocervical i permet I'auto-presa de mostra. En les dones que per la
seva simptomatologia es requereix examen peélvic, I'exsudat endocervical recollit pel clinic
és la mostra més indicada. En les dones, la sensibilitat de la deteccié d’acids nucleics en el
primer raig d’orina és un 10% inferior que en I'escovillé vaginal o endocervical. En el
homes I'orina de primer raig és el tipus de mostra recomanada i és equivalent a I'escovillé

uretral.

En el cas de recollir varies mostres d’una mateixa localitzacié anatomica, els escovillons
destinats al cultiu s’han de recollir primer per tal d’obtenir la major carrega bacteriana.
Els escovillons utilitzats pel cultiu han de ser de plastics amb puntes de rai6, Dacré o
alginat calcic, ja que els escovillons de fusta amb la punta de coté poden inhibir el

creixement del microorganisme.

Els escovillons s’han d’introduir 2-3 cm en la uretra masculina o 1-2 cm en el canal

endocervical i posteriorment rotar 2 o 3 cops.

Actualment hi ha comercialitzats varis isotops amb medi de transport que mantenen la
viabilitat del microorganisme fins al seu processament. Les condicions de transport poden
variar en funcié de la localitzacid i el clima, per la qual cosa una validacié local de les

condicions de transport serien necessaries pel correcte processament de la mostra.
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En el nostre medi s’ha observat que la refrigeracié de les mostres cliniques augmenta la
viabilitat del gonococ i que també I'augmenta, encara que en menys mesura, la utilitzacié

d’un medi de transport liquid enlloc del tradicional semi-solid (21).

1.6.2. Diagnostic convencional

Degut a I'alta especificitat (>99%) i sensibilitat (95%), I’observacié de leucocits PMN amb
diplococs Gram negatiu intracel-lulars en la tinci6 de Gram de I’exsudat uretral, es pot
considerar diagnostic d’uretritis gonococcica simptomatica. Tot i aixi, una tincié de Gram
negativa no serveix per descartar infeccié en homes asimptomatics. Per altra banda, la
tincié de Gram en mostres endocervicals, faringies o rectals no és util degut a la falta de

sensibilitat i especificitat.

Degut a I'alta sensibilitat del gonococ a les condicions ambientals, els medis de cultiu
s’han d’inocular tant aviat com sigui possible i incubar-se immediatament a 35-372C en
una atmosfera amb un 5% de CO,. Perque Neisseria gonorrheae té alts requeriment
nutritius, pel seu cultiu s’utilitzen medis enriquits, i en el cas de mostres no esterils,
s’utilitzen medis selectius com Thayer-Martin, Martin-Lewis o New York City, que
contenen agents antimicrobians (vancomicina, colistina i nistatina o altres antifingics)

gue inhibeixen el creixement d’altres bacteris o fongs.

El gonococ pot créixer formant colonies amb diferents morfologies. Un cop aillat el
microorganisme, la identificacié presumptiva es realitza mitjancant la tinci6 de Gram
(diplococs Gram negatiu), la prova de la citocrom oxidasa i la catalasa. Tot i aixi, el

diagnostic definitiu requereix test bioquimics addicionals (taula 2).
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* Certaln strains grow on selective media for the Isolation of N. gonorrhoeae.

T Includes biovars subflava, flava, and perflava. N. subflava biovar perflava strains produce acid from sucrose and fructose and produce polysaccharide from sucrose;
N. subflava blovar flava strains produce acid from fructose; N. subflava blovar flava and N. subflava blovar subflava do not produce polysaccharide.

5 Rod or coccobacillus.

Taula 2. Caracteristiques bioquimiques de microorganismes Gram negatiu, oxidasa positiu.

Actualment, l'espectrometria de masses és una técnica proteomica que permet

identificar el gonococ en molt menys temps, en funcié de la plataforma utilitzada.

El cultiu de N. gonorrhoeae és economic i suficientment especific i sensible si les
condicions de recollida i transport son les adequades. Tot i aixi no és ideal pel diagnostic
de rutina degut als requeriment estrictes de recollida i transport, i que el diagnostic
definitiu requereix varis dies. El principal avantatge és que permet l'estudi de la

sensibilitat antimicrobiana aixi com la caracteritzacio geneética si és necessaria.

1.6.3. Tecniques d’amplificacié d’acids nucleics

Durant molt temps el cultiu ha estat el Gold Standard pel diagnostic de la infeccid
gonococcica. Tot i que molts laboratoris segueixen realitzant-lo, varis estudis han
demostrat que les TAANs son més sensibles i robustes (22) (23) (24) (25) (26). Aquestes
técniques posseeixen un seguit d’avantatges respecte el cultiu. La primera és que el
transport i conservacid de les mostres és més senzill ja que no necessiten que el
microorganisme estigui viable pel diagnostic. La segona és que son tecniques que es
poden automatitzar, el temps de resposta és molt inferior i permeten la deteccid
simultania de varies dianes en una sola reaccid. La tercera és que gracies a l'alta
sensibilitat, es poden utilitzar en mostres no invasives com I'orina o I'exsudat vaginal. Per

totes aquestes raons, la CDC actualment recomana aquestes técniques pel diagnostic de

35



Introduccid

les infeccions tant simptomatiques com asimptomatiques. Des del maig de 2013,

existeixen 5 plataformes de TAANs aprovades per la FDA (taula 3).

Els diferents tests comercialitzats difereixen els uns dels altres pel métode d’amplificacid i

les seqliéncies utilitzades com a diana.
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Taula 3. Plataformes aprovades per la FDA i tipus de mostra i requeriments de transport d’aquestes.
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1.6.4. Altres técniques diagnostiques

e Deteccio d’antigen

L’Gnic test comercialitzat és el Binax NOW Gonorrhea Test (Binex, Inc., Portland,
Maine). Es tracte d’'una cromatografia que es pot utilitzar amb orina, exsudats
vaginals i endocervicals. Es calcula que té una sensibilitat i una especificitat del voltant
del 95% i un limit de deteccié de 10* UFC/mL d’orina (15). Avui dia és molt poc

utilitzat.

e Test d’hibridacié d’acids nucleics

Existeixen dos assajos aprovats per la FDA per la deteccié de C. trachomatis o N.
gonorrhoeae (Hologic/Gen-Probe PACE 2 i Digene Hybrid Capture Il). Tot dos

permeten la deteccié dels dos microorganismes en una mateixa mostra.

e Immuno-florescéncia directa (IFD)

S’utilitzen anticossos monoclonals que reconeixen epitops de la membrana externa de
de N. gonorrhoeae. Després de la tincid, la preparacio s’observa amb microscopi de
fluorescéncia. Tot i aixi, moltes soques de gonococ no es tenyeixen amb aquest
reactiu, de manera que degut a la falta de sensibilitat no és aconsellable pel

diagnostic directe de la gonorrea.

1.7. Tecniques d’epidemiologia molecular

La propagacié a nivell internacional de soques de N. gonorrhoeae multiresistents

requereix la introduccié de metodes de tipificacid molecular en els programes nacionals

de control, els quals ajuden a comprendre I'epidemiologia i la dinamica poblacional. A

més, I'estudi de la genéetica poblacional és important per entendre la historia evolutiva

del microorganisme.

37



Introduccio

L’eleccidé de la metodologia més dptima segueix sent un problema. Actualment existeixen

varies metodologies:

e Tipificacio del gen porB

Es realitza mitjancant I'analisi comparatiu de la seqiiéncia de nucleotids d’aquest gen.
Aquesta tecnica posseeix un alt poder discriminatori i presenta les dades en un format
comparable amb les dades de serotipificacid (27). Tot i aixi la seqiienciacié de tot el
gen por és un procés laborids i la major part de les mutacions d’aquest gen es poden
detectar seqlienciant un fragment intern, que és en el que es base la técnica del NG-

MAST.

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

Actualment es considera una de les tecniques més utils. Aquesta técnica consisteix en
seqlenciar fragments interns de dos gens hipervariables, porB i tbpB, els quals
codifiquen per antigens de superficie i per tant estan sota seleccié positiva. Existeix

una base de dades on-line (www.ng-mast.net) la qual permet realitzar un analisi

comparatiu amb aillaments de diferents regions del mén, i a més és una eina eficient
per estimar la variabilitat genetica d’una poblacid i detectar xarxes de transmissié. A
més a més, varis estudis, un d’ells inclos en aquesta tesi, han establert una associacié
entre sequenciotips (STs) de NG-MAST i determinats perfils de resistencia (2) (28)
(29).

e MLST (Multilocus sequence typing)
Es una altra eina, la base de la qual és 'oposada al NG-MAST, ja que consisteix en
I'analisi de gens conservats. Caracteritzats per la lenta acumulacié de mutacions,

aquests gens reflecteixen I'evolucidé natural de la poblacié microbiana.

Sovint, l'eficacia dels programes de vigilancia de N. gonorrhoeae depén dels metodes
utilitzats per a la identificacio i la tipificacid dels aillats clinics. No obstant aix0, tenint en

compte la varietat de sistemes de tipificacio i la falta d'experiencia en la seva aplicacid,
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encara no s'ha determinat quin seria el metode més objectiu, que utilitzat per tothom

com a metode Unic permetés establir les relacions entre les diferents soques.

Existeixen varis estudis per determinar el poder discriminatori de cada un dels métodes.
Per exemple, llina et al. (27) van avaluar diferents técniques de tipificacid, incloent el
porB, NG-MAST, MLST i la serotipificacid, amb soques de gonococ aillades en diferents
regions de Russia, geograficament no relacionades. Segons les seves dades, el poder
discriminatori de la serotipificacié tradicional va ser de 0,82, valor inferior al 0,90
desitjable per sistemes de tipificacié efectius (30). Pel que fa a les técniques basades en
acids nucleics, el poder discriminatori va ser bastant superior, de manera que tant el
tipatge del gen por com NG-MAST, tenien un valor superior a 0,95, valor recomanat per la
“European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases” (ESCMID) pels nous
meétodes de tipificaci6 molecular (31). Tot i que el poder discriminatori del MLST va ser
lleugerament inferior (0,91), la base de dades publica del MLST
(http://pubmilst.org/neisseria) permet comparar les poblacions de gonococ a nivell
mundial. Aquest grup conclou que els metodes basats en la variabilitat dels acids nucleics
son més adequats per la tipificacié molecular. Concretament el NG-MAST sembla ser el
més atil pel monitoratge a curt termini de patrons de transmissio i és el més adequat per

la investigacio de brots locals.

En un altre estudi , Bilek et al. (32), van estudiar I'utilitat del NG-MAST com a eina per
I’estudi de contactes. Conclouen que aquesta técnica és la més adequada, comparada
amb la tipificacié del gen opa, ja que el percentatge de concordanga és superior, la

técnica més robusta i facil de realitzar i a més les dades més precises i sense ambiglitats.

1.8. Sensibilitat antimicrobiana i tractament

1.8.1. Estudi de la sensibilitat antimicrobiana

El métode de la dilucid quantitativa en agar per determinar la concentracié minima

inhibitoria (CMI) és el Gold standard, tot i aixi, és una técnica laboriosa i poc idonia per
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I’estudi de rutina de la sensibilitat antimicrobiana. D’aquesta manera, el métode del E-
test per la determinacio de la CMI és comparable al metode de dilucié en agar i s’utilitza
freqlientment. El métode de disc difusi6 només es recomana quan la CMI no es pot
determinar degut a la falta de recursos, i qualsevol perfil sospitds de resistencia s’ha de

comprovar utilitzant algun dels dos metodes anteriors.

Pel que fa a la interpretacié de I'antibiograma, els punts de tall serveixen per traduir
dades numériques (diametres de I’halo d’inhibicié o concentracié minima inhibitoria
(CMI)) en categories cliniques que indiquen la probabilitat de resposta d’un
microorganisme davant d’un antibidtic concret a la dosis recomanada per aquella
localitzacié. Existeixen diferents societats que estableixen els punts de tall tenint en
compte diferents factors, com la distribucid de les CMls, la preséncia o I'abséncia de
mecanismes de resisténcia coneguts, factors de farmacocinetica i farmacodinamica
(pK/pD) i correlacié amb la clinica. Les principals sén el “Clinical and Laboratory Standards
Institue” (CLSI) (33) i I"’’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”
(EUCAST) (34). Els punts de tall d’'ambdues per Neisseria gonorrhoeae no coincideixen per

alguns dels antibiotics usats pel seu tractament.

1.8.2. Historia dels régims de tractament i evolucio de la resisténcia

Durant I'era preantibiotica, el tractament de la gonorrea consistia en I'abstinéncia sexual i
diferents tipus de balsams, irrigacions uretrals, compostos quimics i hipertérmia. A finals
del segle XIX, es van comencar a utilitzar compostos antibacterians més especifics i

compostos metal-lics, com compostos d’arsénic, antimoni, bismut, or, plata i mercuri.

A principis del segle XX, es va comencar a introduir I'Us dels antibiotics pel tractament de
la gonorrea. En la figura 11 (10) es resumeix la historia del descobriment dels
antimicrobians aixi com I’'evolucié de les resistencies, incloent els determinants genétics i

els canvis dels regims de tractaments.
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Figura 11. Historia del descobriment dels antimicrobians, el seu Us i el desenvolupament de resisténcies .

Sulfonamides: van ser els primers antimicrobians utilitzats pel tractament de la
gonorrea. La sulfanilamida inicialment curava entre el 80 i 90% dels casos, i quan
hi havia fracas terapéutic s’utilitzava la sulfapiridina. Posteriorment es va utilitzar
el sulfatiazol, que presentava la mateixa efectivitat que la sulfapiridina pero era
més ben tolerat. Desafortunadament a finals dels anys 40, el 90% dels aillats
presentaven resisténcia in vitro. Tot i aixi, el sulfametoxazol en combinacié amb
trimetoprim es va continuar utilitzant durant décades en paisos amb pocs

recursos.

Penicil-lina: El 1928, Alexander Fleming va descobrir accidentalment un compost
produit per un fong que podia lisar estafilococs i altres bacteris. Aquest compost
es va anomenar penicil-lina. El 1943 es va observar que la penicil-lina era efectiva
pel tractament de l'uretritis gonococcica. Rapidament aquest antimicrobia va
substituir a les sulfonamides com a tractament de primera linia per la gonorrea.
Curava més del 95% dels casos amb dosis de 45 mg. Tot i aixi, al llarg del temps,
les CMIs van anar augmentant degut a I'acumulacié de determinants genétics de
resisténcia, i les dosis es van anar augmentant progressivament. De manera que al
1946 es van documentar quatre casos de resisténcia a altes dosis de penicil-lina

(entre 0,6 i 1,6 milions d’unitats). La proporcié de casos resistents a penicil-lina
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van anar incrementant durant les dues déecades seglients, pero tot i aixi es va
seguir utilitzant durant décades. El 1976 es van detectar soques productores de
dos tipus de betalactamases plasmidiques a tot el mon, pero va ser quan es van
detectar soques resistents per mecanismes cromosomics quan la penicil-lina va
deixar d’utilitzar-se com a tractament de primera linia. Actualment, les soques
resistents a penicil-lina per mecanismes plasmidics i/o cromosomics sén freqiients

a nivell global.

Tetraciclina: s’utilitzava sobretot en pacients al-lergics a la penicil-lina. Tot i aixi les
CMlIs van augmentar al llarg del temps degut a mecanismes cromosomics de
resisténcia. La deteccid, a mitjans dels anys 80, de soques amb el determinant
plasmidic tetM, que codifica resistencia d’alt nivell, va comportar I'eliminacioé de la

tetraciclina de les guies de tractament dels Estats Units i altres paisos.

Espectinomicina: A principis dels anys 60 aquest antimicrobia es va sintetitzar i
comercialitzar com a tractament especific de la gonorrea. Aquest compost és un
aminociclitol estretament relacionat amb els aminoglicosids. Amb I'aparicié de la
resisténcia plasmidica a la penicil-lina, I'espectinomicina es va comencar a utilitzar
pel tractament d’aquests casos. Tot i aixi a principis dels 1980s es van comencar a
detectar casos amb resisténcia a aquest compost a tot el mén, de manera que va
deixar d’utilitzar-se com a tractament empiric de primera linia. Actualment la taxa
de resisténcies a |'espectinomicina és molt baixa pero no esta disponible en la
majoria de paisos. A més aquest antimicrobia no és adequat pel tractament de la

gonorrea faringia, ja que la seva eficacia és del voltant del 80%.

Quinolones: Les fluorquinolones, sobretot ciprofloxacino, van ser ampliament
utilitzades pel tractament de la gonorrea des de finals dels 1980s. Inicialment
s’utilitzaven dosis baixes, de 250 mg, pero a principis dels anys 90 ja es van
comencar a documentar casos de fracas terapéutic. Per aquesta rad es va
augmentar la dosis a 500 mg, pero rapidament es van detectar soques resistents.

En alguns paisos asiatics, les fluorquinolones van deixar de recomanar-se com a
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tractament de primera linia a mitjans dels anys 90. Les soques resistents a
ciprofloxacino es van disseminar rapidament a nivell mundial. EI 2007 les
fluorquinolones van deixar de ser el tractament recomanat per les guies del CDC,
aixi com també per les guies europees. Actualment la taxa de resistencia d’alt

nivell a les fluorquinolones és alt a nivell mundial.

Macrolids: Dades cliniques i in vitro van demostrar que |'eritromicina no era prou
efectiva pel tractament de la gonorrea. Comparada amb [I'eritromicina,
I'azitromicina té una activitat superior contra el gonococ. Tot i aixi a finals dels
1990s, es van documentar casos amb sensibilitat disminuida (SD) i resisténcia a
azitromicina a Ameérica llatina, on I'azitromicina era freqlientment utilitzada pel
tractament de ITS bacterianes. La resisténcia a aquest antibiotic es va disseminar
rapidament i soques amb resisténcia d’alt nivell (CMI 256 mg/L) es van aillar a
Escocia (35), Anglaterra (36), Argentina (37), Italia (38), Estats Units (39) i Suécia
(40). Actualment aquest antibiotic no es recomana pel tractament empiric en
monoterapia, pero si que és un dels dos antimicrobians utilitzats en la terapia dual

de la gonorrea.

Cefalosporines: Les cefalosporines recomanades pel tractament de la gonorrea
son les de tercera generacid, ceftriaxona intramuscular i cefixima oral. Tot i aixi
altres cefalosporines orals, com cefditore, cefuroxima, cefpodoxima i ceftibute,
s’han utilitzat en paisos on la cefixima no esta disponible. Durant les darreres dues
decades, la sensibilitat a les cefalosporines d’espectre estés (ESCs) ha anat
disminuint (41) (42) (43) i s’han documentat casos de fracas terapéutic a tot el
mon (44) (3) (45) (4) (46). Concretament a Japd, la ceftriaxona no s’utilitzava pel
tractament de la gonorrea, sind que durant la decada dels anys 90 es van utilitzar
varies cefalosporines orals, moltes d’elles amb dosis suboptimes. Quan es va
introduir la cefixima oral, normalment s’utilitzava una dosis de 300 mg, en
comptes dels 400 mg utilitzats internacionalment (47), es va introduir el
tractament dual per la gonorrea anogenital i faringia no complicada. Aquestes

guies recomanen la ceftriaxona intramuscular (250 mg (7) o 500 mg (8) (9) (50))
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juntament amb azitromicina oral (1 g (8) (7) (50) o 2 g (9)). L'objectiu del
tractament dual és evitar la seleccid de soques amb sensibilitat disminuida a les
cefalosporines, ja que el gonococ, igual que altres bacteris, té dificultat per
desenvolupar resisténcies a dues classes diferents d’antimicrobians, i aixi es crea
una barrera farmacologica que evita el desenvolupament de resistéencies a un dels

components del tractament dual (51).

1.8.3. Mecanismes de resistéencia antimicrobiana

Neisseria gonorrhoeae pot desenvolupar resistéencia als antibiotics mitjancant tots els
mecanismes fisiologics coneguts: a) modificaci6 o destruccio de la molécula
antimicrobiana a través d’un procés enzimatic; b) modificacié de la diana terapeutica que
déna lloc a una reduccié de l'afinitat als antimicrobians; c) disminucié de I'entrada de
I'antibiotic a l'interior de la cél-lula, i d) augment de I'expulsiéd cap a I'exterior de la
cel-lula.

La majoria de determinants genetics que donen resistencia antimicrobiana sén

cromosomics, excepte els gens blargy i tetM que son de localitzacié plasmidica.

Alguns determinants de resisténcia per si sols poden donar lloc a alts nivells de resisténcia
tant in vitro com in vivo. Tot i aixi, en altres ocasions cal que s’acumulin diferents
determinants perque el fenotip de resisténcia tingui significat clinic. En la taula 4 es
resumeixen els diferents mecanismes i determinants de resisténcia a les diferents families

d’antimicrobians.
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Antimicrobial class Resistance determinants/mechanisms

Sulfonamides Oversynthesis of p-aminobenzoic acid, which dilutes the sulfonamide.

Mutations in folP (encoding the sulfonamide target DHPS) reduce target affinity. The folP mutations comprise

SNPs or a mosaic felP gene containing sequences from commensal Neisseria spp.
Penicillins (e.g., penicillin G and Mutations in pend (encoding the main lethal target PEP2). Traditionally, the mutations were the single amino
ampicillin} acid insertion D345 in PEP2 and 4 to 8 concomitant mutations in the PBP2 carboxyl-terminal region,
decreasing the PBP2 acylation rate and reducing susce ptibility ~6- to 8-fold. In the last decade, many mosaic
penA alleles with up to 70 amino acid alterations, also reducing PBP2 acylation, were described.

Mutations in m R, in the promoter ( mainly a single nucleotide [4] deletion in the 13-bp inverted repeat
sequence) or coding sequence (commonly a G45D substitution), result in overexpression of and increased
efflux from the MtrCDE efflux pump. See the text for rarer mutations resulting in increased MtrCDE efflux

porBlb SMPs, e.g., encoding G120K and G1200/A121D mutations in loop 3 of PorB1b, reduce influx ipenB
resistance determinants). Interestingly, the penB phenotype is apparent only in strains with the mtrR
resistance determinant.

A SNP in pilQ lencoding the pore-forming secretin PilQ) of the type IV pili), Le., E666K, reduces influx. Note
that this SNP has been found only in the laboratory and is unlikely to be present in clinical isolates, because it
disrupts type IV pilus formation, which is essential for pathogenesis.

A SNP in pond (encoding the second penicillin target, PEPL), Le., “ponAl determinant” {L42 1P, reduces
penicillin acylation of PEP1 ~ 2- to 4-fold.

“Factor X,” an unknown, nontransformable determinant, increases penicillin MICs ~ 3- to 6-fold.

Penicillinase (TEM-1 or TEM-135)-encoding plasmids, i.e., Asian, African, Toronto, Rio, Nimes, MNew Zealand,
and Tohannesburg plasmids, hydrolyze the cyclic amide bond of the B-lactam ring and render the penicillin

inactive.
Tetracyclines (e.g., tetracycline A SNP in rpsf (encoding ribosomal protein S100, Le., V57M, reduces the affinity of tetracycline for the 305
and doxycycline ) ribosomal target.

mirR mutations (see above),
penB mutations (see above).
A SNP in pilQ (see abave).
TetM-encoding plasmids, Le., American and Dutch plasmids. Evolved derivatives have been described in
Uruguay and South Africa. TetM, resembling elongation factor G, binds to the 305 ribosomal subunit and
blocks tetracycline target binding.
Spectinomycin A 165 TRNA SNP, i.e,, C1192U, in the spectinomycin-binding region of helix 34, reduces the affinity of the drug
for the ribosomal target.
Mutations in rpsE (encoding the 305 ribosomal protein 55), i.., the T24P mutation and deletions of V25 and
F26E, disrupt the binding of spectinomycin to the ribosomal target.
Quinclones (e.g., ciprofloxacin gyrA SNPs, e, S91F, D9SN, and D955, in the QRDE, reduce quinolone binding to DNA gyrase.
and ofloxacin) parC SNFs, e, DS6N, S88F, and E91K, in the QRDE, reduce quinolone binding to topoisomerase I'V.
Many additional mutations in the QRDR of gyrA and parC have been described. An overexpressed Norh efflux
pump also slightly enhances quinolone MICs.
Macrolides (e.g., erythronmycin 235 rRNA SNPs, f.e, C2611T and A2059G (in 1 to 4 alleles), result in a 235 rRNA target { peptidyltransferase
and azithromycin) loop of domain V) with a reduced affinity for the 508 ribosomal macrolide target.
mitrR mutations (see above).
erm genes (ermB, erm(C, and ermF), encoding rRMNA methylases that methylate nucleotides in the 235 rRNA
target, block the binding of macraolides.
MacAB efflux pump; its overexpression increases the MICs of macrolides.
mef-encoded efflux pump exports macrolides out of the bacterial cell and increases the MICs of macrolides.

Cephalosporins (e.g,, ceftibuten, Mosaic pend alleles encoding mosaic PEP2s with a decreased PEP2 acylation rate. These proteins have up to 70
cefpodoxime, cefixime, amino acid alterations and are derived from horizontal transfer of partial pend genes from mainly commensal
cefotaxime, and ceftriaxone) Neisseria spp. Mutations in mosaic PBP2s verified to contribute to resistance are A311V, I312M, V316T,

V316P, T4835, AS0LF, AS01V, N512Y, and G5455. The resistance mutations need other epistatic mutations
in the mosaic pend allele.

penA SNPs, Le., ASO1V and AS01T, in nonmosaic alleles can also enhance cephalosporin MICs. Some additional
SNPs (55425, PS515, and P551L) were statistically associated with enhanced cephalosporin MICs, but their
effects remain to be proven with, e.g., site-directed perd mutants in isogenic backgrounds.

mirR mutations (see above),

penB mutations (see above).

“Factor X,” an unknown, nontransformable determinant (see above),

Taula 4. Determinants i mecanismes de resisténcia de N. gonorrhoeae.

Un exemple clar de la capacitat del gonococ per adquirir material genétic extern, és
I'adquisicié de gens de resisténcia per transferéncia horitzontal a partir de neisseries
saprofites de la orofaringe, les quals es coneix que poden actuar com a reservori de gens
de resisténcia. En la gonorrea faringia, la qual en la majoria de casos és asimptomatica, el
gonococ pot conviure amb neisséries comensals durant llargs periodes de temps, i és
durant aquest temps que el gonococ pot adquirir gens de resisténcia per un procés de

transformacié. Aquests gens de resisténcia també es poden transmetre entre diferents
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soques de gonococ tant per transformacié com per conjugacié. La taxa de transformacid

cromosomica en el gonococ pot ser alta (10'2/ug DNA/10® UFC), en canvi la taxa de

transformacié plasmidica és baixa (10°®/ug DNA/10® UFC).

En el cas de Neisseria gonorrhoeae, la major part de mecanismes de resistencia no

provoquen una disminucié del fitness biologic del bacteri, probablement degut a

mutacions compensatories, i aixo déna lloc a la persistencia de soques multiresistents,

fins i tot en abséncia de pressié antibiotica.

Resisténcia a les sulfonamides: aquesta familia d’antibiotics inhibeixen la sintesis
de I'acid folic bloquejant I’enzim dihidropteroat sintetasa (DHPS). La resisténcia és
deguda a alteracions del gen folP, el qual codifica la DHPS, de manera que

disminueix I’afinitat entre les sulfonamides i la seva diana terapéutica.

Resisténcia a la penicil-lina: els antibiotics beta-lactamics inhibeixen la sintesis del
peptidogluca mitjancant l'unié de l'anell beta-lactamic a les PBPs (penicillin-
binding proteins), donant lloc a una activitat bactericida.

- Resisteéncia plasmidica: confereixen resisténcia d’alt nivell a la penicil-lina. Sén
plasmids que contenen el gen blatgvm.1 que codifica per una beta-lactamasa de
tipus TEM-1. Aquest enzim hidrolitza I'anell beta-lactamic i inactiva I'antibiotic.
Fins I'actualitat no s’han descrit beta-lactamases d’espectre estes en el gonococ.

- Resisténcia cromosoOmica: aquest tipus de resisténcia és degut a mutacions a la
diana de la penicil-lina, les PBPs. Tradicionalment, en els gonococs resistents a la
penicil-lina, hi ha entre 5 i 9 mutacions en el gen penA (que codifica la PBP2, la
principal diana dels beta-lactamics), el que disminueix la sensibilitat a la
penicil-lina de 6 a 8 vegades. Aquestes mutacions al penA sén degudes a
I’adquisicié, mitjancant transformacid, de seqliéncies procedents de neisseries
comensals que posseeixen una PBP2 modificada.

En les ultimes decades s’han descrit varis gens penA en mosaic que contenen
entre 60 i 70 canvis d’aminoacids i que poden donar lloc a resisténcia tant a les

penicil-lines com a les cefalosporines.
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Tot i que les mutacions en el penA sén el principal mecanisme de resisténcia,
existeixen altres gens involucrats. Per exemple, ponA que codifica la PBP1. La
principal mutacid és una mutacié no sinonima (al-lel ponAl) que disminueix entre 3
i 4 vegades el grau acilacié de la PBP1.

- Altres mecanismes cromosomics: les CMIs a penicil-ina també poden
incrementar degut a mutacions especifiques en el gen mtrR que ddéna lloc a una
sobreexpressio de la bomba d’expulsi6 MtrC-D-E. Per altra banda aquest
increment també pot ser degut a mutacions en el gen penB que provoca
alteracions en la porina PorB1b, el que disminueix la penetracid de la penicil-lina a

la cel-lula.

Resisténcia a la tetraciclina: les tetraciclines inhibeixen la sintesis de proteines
bloquejant I'unié de I'aminoacil-tRNA al ribosoma, principalment unint-se a la
subunitat 30S del ribosoma. Presenten activitat bacteriostatica.

- Resisténcia plasmidica: la resisténcia d’alt nivell mediada per plasmids (CMI 216
ug/mL) és deguda al gen tetM. TetM s’uneix al ribosoma desplacant la molécula
antimicrobiana, i aix0 és degut a la seva similitud al factor d’elongacié G (EF-G),
involucrat en la sintesis de proteines, i a més tetM té activitat GTPasa.

- Resisténcia cromosomica: és deguda a mutacions que modifiquen 'estructura de
la proteina ribosomal (al-lel rpsJ), la qual actua juntament amb altres determinants
que augmenten l'expulsié (mtrR) i disminueixen la penetracid (penB) de la

tetraciclina.

Resisténcia a I'espectinomicina: aquest antibiotic amb activitat bacteriostatica
s'uneix a la subunitat ribosomal 30S, concretament al 16S rRNA, i inhibeix la
translacid de la proteina.

Pel gonococ, la resisténcia d’alt nivell a I'espectinomicina (CMI >1024 ug/mL) és
deguda a un SNP en la regidé d’unid del 16S rRNA i també a una deleccié Val25 i

mutacio K26E en el 30S ribosomal.
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Resisténcia a les quinolones: aquesta familia d’antibidtics amb activitat
bactericida, actua inhibint la DNA girasa i la topoisomerasa |V, enzims essencials
pel metabolisme del DNA. La DNA girasa esta formada per dues subunitats GyrA i
dues GyrB, i en el gonococ la resisténcia a aquests antibiotics és deguda a
mutacions en el gen gyrA. La topoisomerasa IV és un tetramer format per dues
subunitats ParC i dues ParE. Aquest enzim també es pot inhibir per accié de les
quinolones, tot i que la concentracid d’antibiodtic necessaria és superior que la
necessaria per inhibir la DNA girasa. Mutacions només en gyrA poden conferir
resisténcia de baix nivell o intermig, perd per desenvolupar resisténcia d’alt nivell

sdn necessaries mutacions concomitants en parC.

Resisténcia als macrolids: el macrolids sén antibiotics bacteriostatics que
inhibeixen la sintesis proteica unint-se a la subunitat 50S del ribosoma. La
resisténcia a aquests antimicrobians és el resultat de modificacions en el 23S
rRNA, ja sigui per metilacié o per mutacions especifiques, i/o per sobreexpressio
del sistema d’expulsid. Els gens que codifiquen les rRNA metilases (gens erm)
poden estar lligats a transposons conjugatius, i alguns d’aquests gens erm van ser
identificats en soques de gonococ a principis dels anys 1990s. En N. gonorrhoeae
els gens erm poden conferir resistencia d’alt nivell a eritromicina (CMI de 4 a 16
pg/mL) i resisténcia de baix nivell a azitromicina (CMI de 1 a 4 pg/mL). Mutacions
especifiques en el 23S rRNA també poden conferir resistencia de baix nivell
(mutacié C2611T) i d’alt nivell (mutacié A2059G) a eritromicina i azitromicina. La
sobreexpressid de sistemes d’expulsid, particularment la bomba MtrC-D-E, també
pot afectar la CMI dels macrolids.

Resisténcia a les cefalosporines: és deguda principalment a mutacions que
modifiquen les PBPs, perdo també deguda a un increment de I'expulsid o una
disminucié de la penetracié de les cefalosporines a linterior de la cél-lula. El
principal determinant de resisténcia a les cefalosporines en el gonococ sén
alteracions especifiques en el gen penA que codifica la PBP2, la principal diana de
les cefalosporines. El més freqlientment descrit en soques de gonococ resistents a

les cefalosporines és el gen penA en mosaic, que conté entre 60 i 70 canvis
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d’aminoacids. Aquest al-lel penA en mosaic es creu que es va desenvolupar per
transformacié i recombinacié amb altres gens penA procedents de neisseries
comensals de l'orofaringe, com Neisseria perflava, Neisseria sicca, Neisseria
polysaccharea, Neisseria cinerea i Neisseria flavescens. L’adquisicié d’al-lels en
mosaic incrementen les CMIs de la cefixima més que les de la ceftriaxona. En
soques resistents a cefixima amb I'al-lel penA en mosaic, s’han detectat tres
alteracions aminoacidiques especifiques (G545S, 1312M i V316T). Aquestes tres
mutacions augmenten la CMI només en preséncia de mutacions addicionals en el
mosaic penA les quals per si soles no tenen cap efecte. Es creu que aquestes tres
mutacions poden actuar com a “estabilitzants” ja que restablirien |'activitat
transpeptidasa essencial per la viabilitat del gonococ. La introduccié de la mutacid
A501V en soques amb l'al-lel en mosaic, augmenta les CMIs de ceftriaxona i
cefixima entre 2 i 4 vegades. Algunes alteracions puntuals en la PBP2, com G542S,
P551S i P551L, també s’han associat estadisticament amb CMlIs elevades a

ceftriaxona.

Pel que fa a les tres soques amb resistencia d’alt nivell a totes les cefalosporines,
la primera va ser a Japd (3) i la soca presentava un nou al-lel penA en mosaic que
contenia 12 canvis d’aminoacids en comparacié a I'al-lel X, el qual era el que fins
llavors s’havia associat a resisténcia a cefixima i a casos de fracas terapéutic.
D’aquestes 12 mutacions, tres mutations (A311V, V316P, i T483S) eren les que
augmentaven significativament les CMls de cefixima i ceftriaxona. Ala311 i Val316
estan situades a la a2 helix de la PBP2, i mutacions en aquests dos aminoacids
poden modificar I'estructura de la proteina i disminuir I'estat d’acilacié de les
cefalosporines. A més la perdua del grup metil de la Thr en la posicié 483 també
pot afectar I'acilacid de I'antibiotic.

Les soques resistents aillades a Franca (4) i Espanya (5) contenien I’al-lel en mosaic
XXXIV amb una alteracié addicional A501P. Aquesta mutacié s’ha demostrat que
canvia l'estructura secundaria de la PBP2 i impedeix la unié de la ceftriaxona i la
cefixima a la PBP2.

Tot i que el principal mecanisme de resistencia son les alteracions en la diana
terapeutica, I'augment de l'expulsié i la disminucié de la penetracié de les
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cefalosporines a través dels determinants mtrR i penB, respectivament,
augmenten les CMls tant de ceftriaxona com de cefixima, encara que s’ha vist que
I’efecte és superior en el cas de la ceftriaxona.

Per altra banda, mutacions en ponA i pilQ (determinants de resisténcia a la

penicil-lina), no sembla que afectin les CMlIs de les cefalosporines.

Fins aqui s’han comentat els determinants de resisténcia especifics per cada familia
d’antibiotics, pero existeixen altres mecanismes que poden afectar les CMIs de varies
families d’antibiotics, independentment del seu mecanisme d’accid. Sén els sistemes
d’expulsié i les porines.

Pel que fa als primers, al llarg dels anys s’han descrit en bacteris varies bombes
d’expulsid, les quals s’agrupen en funcié de la seva composicid i estructura: a) familia MF
(major facilitator); b) familia SMR (small multidrug resistance); c) familia RND (resistance-
nodulation-cell division); d) familia MATE (multidrug and toxic compound extrusion) i e)
familia ABC (ATP-binding cassette).

En el gonococ s’han identificat 4 sistemes d’expulsido (MtrC-D-E, MacAB, NorM i FarAB)
gue pertanyen a les families RND, ABC, MATE i MF, respectivament. La bomba MtrC-D-E
pot expulsar diferents antimicrobians hidrofobics, com macrolids, beta-lactamics,
ciprofloxacino i tetraciclina. La bomba NorM exporta fluorquinolones i la MacAB
macrolids.

La bomba MtrC-D-E és una de les més estudiades. Les soques de gonococ amb resisténcia
mitja a diferents compostos hidrofobics solen presentar mutacions en el domini d’unié al
DNA del gen mtrR. Pero en les soques amb resistencia d’alt nivell, s’ha vist que el més
freqlient és una deleccié d’'una adenina en una zona repetitiva invertida de 13 parells de
bases en la regié del promotor del mtrR.

Pel que fa a la penetracié dels antimicrobians a l'interior de la cél-lula, les soques de
gonococ que expressen PorBlb son més sensibles a la penicil-lina i tetraciclina, i canvis
d’aminoacids en el loop 3 de la PorBlb disminueixen la sensibilitat del gonococ a
penicil-lina, tetraciclina i cefalosporines. Curiosament, la penicil-lina i la ceftriaxona
s’afecten més que la cefixima, la qual cosa suggereix que la cefixima no difon a I'espai

periplasmic a través de PorB1lb o que la difusié no es veu alterada per mutacions en penB.
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Tot i aixi aquest determinant de resisténcia necessita I'accié sinérgica amb altres

determinants per tal d’expressar fenotipicament 'augment de les CMls.

En general les soques bacterianes que presenten resisténcia antimicrobiana tenen un
avantatge tant in vitro com in vivo, ja que perviuen en presencia de |'antibiotic al que sén
resistents. Perd contrariament, en absencia de I'antibiotic el rendiment biologic (fitness)
d’aquestes soques és inferior al de les soques sensibles. Tot i aixi, hi ha mutacions
estabilitzadores o compensatories que restableixen el fitness mantenint la resistencia
antimicrobiana. Concretament en el gonococ, no necessariament els mecanismes de
resisténcia provoquen una disminucié del rendiment biologic del bacteri, i aix0 es fa
evident quan es segueixen detectant soques multiresistents inclis sense pressio
antibiotica, ja que son antibidtics que ja fa anys que no s’utilitzen pel tractament de la

gonorrea.

1.9. Perspectives de futur

El tractament rapid i adequat dels pacients amb gonorrea aixi com de les seves parelles
sexuals és una prioritat. Un retard en el seu inici pot donar lloc a la disseminacié de la
infeccio, sobretot en grups amb conductes sexuals de risc. Remarcar que moltes de les
infeccions gonococciques es donen en paisos amb recursos limitats. Es important que el
tractament empiric curi com a minim el 95% dels casos.

Per aquestes raons, és fonamental monitoritzar la sensibilitat antimicrobiana de N.
gonorrhoeae a través de programes de vigilancia a nivell local, nacional i mundial.
Actualment en els paisos amb recursos, les tecniques d’amplificacié d’acids nucleics han
desplacat el cultiu pel diagnostic de la infeccidé gonococcica. Aquestes técniques fins
I'actualitat no permeten realitzar estudis de sensibilitat antimicrobiana, la qual cosa ha
creat dificultats a I'hora d’identificar la magnitud del problema de les resisténcies
d’aquest microorganisme en algunes parts del moén (52). Per poder determinar la
sensibilitat antimicrobiana, el cultiu continua sent necessari, tot i els inconvenients ja
senyalat en el punt 1.6.2. Per tant cal destinar esforcos en mantenir el cultiu

convencional, sobretot en centres de referéncia.
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Actualment no hi ha TAANs comercialitzats que permetin realitzar a I’hora la deteccid i
I'estudi de sensibilitat de N. gonorrhoeae. Tot i aixi, s’han desenvolupat assajos
moleculars en alguns laboratoris que permeten la deteccié de determinants plasmidics i
cromosomics de resistencia a penicil-lina, tetraciclina, macrolids, fluorquinolones i
cefalosporines. Lamentablement, la sensibilitat i especificitat d’aquests tests sén baixes. A
més, la correlacid entre aquests determinants genetics, les CMIs i I'eficacia del
tractament, és debil. En aquestes circumstancies es fa dificil utilitzar marcadors genétics
per guiar el tractament de la gonorrea. Per tant és necessari que companyies de
diagnostic inverteixin més esforcos en el desenvolupament i avaluacié de les TAANs per la
deteccid de determinants de resisténcia, sobretot en entorns amb pocs recursos on no hi
ha suficients diners ni personal prou entrenat per realitzar I'estudi fenotipic de la

sensibilitat antimicrobiana.

Tot i que el tractament dual utilitzat actualment és efectiu, aquest no és accessible a
determinats entorns amb pocs recursos i a més ja s’han detectat soques amb resisténcia
d’alt nivell tant a ceftriaxona com a azitromicina. Per tant, és necessari desenvolupar nous
antimicrobians o altres substancies terapéutiques.

La recerca i desenvolupament de farmacs és cara i laboriosa. El cost mig d’un nou farmac
es calcula entre 800 i 1.700 milions de dolars. Actualment hi ha molt pocs agents
antibacterians en desenvolupament i 8 de les 15 principals industries farmacéutiques que
desenvolupaven antibiotics han abandonat aquest camp d’investigacié. Per tant cal
impulsar el desenvolupament de noves molecules o buscar altres antimicrobians que

puguin tenir efecte sinérgic.

Un estudi randomitzat multicéntric va avaluar I'eficacia de la gentamicina (240 mg/24
hores intramuscualar) més azitromicina (2 g/24 hores oral) i gemifloxacino (320 mg/24
hores oral) més azitromicina (2 g/24 hores oral) per la gonorrea no complicada. La curacié
microbiologica va ser del 100% per gentamicina-azitromicina i del 99,5% per
gemifloxacino-azitromicina. Tot i aixi es van documentar reaccions adverses en els dos

casos (53).
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L'espectinomicina és efectiu pel tractament de la gonorrea anogenital perd en canvi
I’eficacia per les infeccions faringies és baixa, i en molts paisos no esta disponible. Tot i
aixi la sensibilitat in vitro és molt alta a nivell mundial, i es creu que la disseminacid de
soques resistents als anys 1980s hauria pogut ser causada per un Us incontrolat d’aquest
antibiotic i/o per la rapida transmissié de les soques resistents. De manera que potser
I’espectinomicina s’esta subestimant com a opcié de tractament, sobretot en el
tractament combinat amb azitromicina.

Altres antimicrobians que s’estan plantejant com a futur tractament empiric son
I’ertapenem intravends, la fosfomicina oral i la gentamicina intramuscular. Tot i aixi falten
estudis randomitzats que permetin establir una bona correlacié entre les CMls i I'eficacia
clinica i estudiar parametres PK/PD (54). Per tant de moment sén opcions a valorar pels
casos de soques resistents a la ceftriaxona o pels casos d’al-léergia a les cefalosporines.
També s’estan estudiant noves moléecules derivades d’antics antimicrobians. Per exemple
algunes fluorquinolones com avarofloxacin (JNJ-Q2), sitafloxacino i delafloxacin (55) (56).
La eravaciclina (TP-434) i la tigeciclina, de la familia de les tetraciclines, també semblen
efectives contra el gonococ (57) (58).

La dalbavancina i dos nous carbapenems (SM-295291 i SM-369926) han demostrat una
gran activitat contra un namero limitat de soques de gonococ (59) (60). | finalment dos
macrolids biciclics, la moditromicina (EDP-420) i EDP-322 presenten bona activitat enfront
soques resistents a azitromicina i cefalosporines i enfront soques multiresistents.
Lamentablement no hi ha dades d’eficacia clinica per cap d’aquests nous antimicrobians.
Un nou fluorcetalid que esta en una fase més avancada de desenvolupament és la
solitromicina (familia dels macrolids) i ha demostrat alta activitat enfront soques
resistents a azitromicina i cefalosporines i soques multiresistents (62). Tot i aixi soques
amb resisténcia d’alt nivell a azitromicina han demostrat també resisténcia tant a
solitromicina com als dos macrolids biciclics anteriorment comentats. Solitromicina
presenta bona absorcié oral i assoleix nivells plasmatics i concentracions intracel-lulars
altes. A més, el seu efecte post-antibiotic és perllongat.

En els ultims anys s’han desenvolupat alguns compostos que utilitzen noves dianes o
estrategies, i de moment mostren una activitat in vitro potent enfront de soques de

gonococ. Com a exemples mencionar un inhibidor de la sintesis de proteines anomenat
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pleuromutilina BC-3781; inhibidors de I'enzim LpxC; i dos nous inhibidors de la

topoisomerasa (VXc-486 i ETX0914).

Degut a la complexitat del desenvolupament de nous antimicrobians, al temps i als
recursos necessaris i a la facilitat en que Neisseria gonorrhoeae desenvolupa resisténcia,
cal destinar esforgos en el desenvolupament de vacunes.

Quatre décades endarrere el desenvolupament de vacunes pel gonococ era un camp
d’investigacié molt actiu. Concretament es van dur a terme dos assajos que van fracassar.
El primer era una vacuna parenteral que utilitzava la cel-lula sencera inactivada per calor,
I'assaig es va dur a terme a Canada pero no va donar proteccid. En I'altre, s’estudiava una
vacuna intradérmica a base de pilina purificada, perd tampoc va conferir proteccié, degut
a I'alta variabilitat antigenica del pili.

Amb el temps l'investigacid destinada a aquest camp va anar minvant i molts
investigadors van centrar els esforcos en estudiar les bases genetiques de la variabilitat
antigénica del gonococ. Gracies a técniques de biologia molecular es van identificar
moltes molécules de superficie que podrien ser candidats pel desenvolupament de noves
vacunes (veure taula 5) (63). Molts d’aquests antigens s’expressen d’una forma constant i
conservada, i pels que ho fan d’una manera semiconservada, s’han identificat regions

funcionals conservades enfront de les quals es pot dirigir la resposta immunitaria.
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Functional class  Description Reference number
Colonization
PilC Filus-associated adhesin; phase variable expression, variable and conserved regions 2
Pl Outer membrane channel through which pili are edruded; stable eqpression and antibodies against meningococeal =
PilQ) are bactericidal
PorB Major porin, two serogroups (PorB1A and PorB1B), stable expression; involved in gonococcal invasion of cervical cells ot
through the C3R integrin; PorB1A molecules directly mediate uptake through the SREC-1 receptor
Opa proteins Phase variable; B-10 antigenically distinct Opa proteins per strain; peptide antigens may be used to avoid 8
immunosuppressive domains; a cyclic peptide corresponding to the semivariable (SV) loop recognises Opa proteins
with as many as 6-8 amino acdd differences in this loop
OmpA Surface-exposed, stably expressed, highly conserved. Mediates invasion of cervical and endometrial cells *
Nutrient acquisition
Thp#, ThpB Transferrin receptor; ThpA and ThpB are highly and semiconserved, respectively. Purified ThpA or ThpB induce 8
bactericidal antibodies in mice that block growth in the presence of T as a sole iron source
Lbp#, LpbB Lactofemin receptor; antibodies against N meningitidis homologues are bactericidal =

Tdfl

Iron-induced zine transporter; antibodies against the meningococeal homaologue (ZnuD) are bactericidal

Evasion of innate defenses

93

MtrE Surface-aposed channel of the MtrC-MtD-MtrE and FarA-FarB-MtrE active efflux pumps; stable expression and (A) DeRocco and AE lerse,
highly conserved; antibodies to recombinant MirE are bactericidal unpublished data)
Lst 2,3 sialyltransferase; catalyses the addition of host-derived sialic acd to the LNT species of LOS; protects gonocoed ' "
from complement, non-opsonic uptake by neutrophils and antimicrobial peptides. Antibodies to purified Lst reduce
sialylation
PorB In serum resistant strains, PorB binds soluble negative regulators of the complement cascade (C4b-binding protein, #
factor H) to down-regulate complement activation at the gonococcal surface
Other
207 epitope Bactericidal LOS epitope; phase variable but expressed by »95% of isolates. Antibodies to a 2C7 peptide mimetic are  #% %
bactericidal and opsonophagocytic and active and passive protection was demonstrated in mice
Ani& Nitrite reductase; surface-exposed, conserved; induced by low O, tension and the presence of nitrite. Required for e
anaerobic growth and biofilm formation; plays a role in serum resistance. A truncated AniA protein that lacked the
glycosylated C-teminus induced antibodies that inhibited nitrite reductase activity
Opch Stably expressed in N gonomhoeae. OMV from N meningitidis with a phase-locked ‘on’ opcA gene is a candidate bk
meningococeal vaccne
NspA Stably expressed, highly conserved. Meningocoecal Nspa is protective in mouse model of meningococeal infection =
Outer Can be engineered to stabilise the expression of phase variable or regulated antigens and increase the diversity of *
membranes antigenic variants present. An outer membrane preparation was protective against N gonorrhoeae in a mouse model

Taula 5. Antigens pel desenvolupament de la vacuna enfront el gonococ.

Es divideixen en quatre grups:

e Molécules de superficie implicades en la colonitzacié del gonococ. Sén el PilC, el
PilQ i el PorB. En el cas del PorB, tot i que la part exposada a la superficie és
heterogénia entre diferents soques, hi ha dominis conservats enfront als que es
podria dirigir el sistema immunitari.

e Sistemes d’adquisicié de nutrients. Trobem el receptor de la transferrina (TbpA i
TbpB) o de la lactoferrina (LbpA i LbpB). La immunitzacié intranasal de ratolins
amb les proteines TbpA i TbpB fusionades amb la subunitat B de la toxina del
colera, indueix la produccié de titols alts d’anticossos IgG i IgA que inhibeixen el
creixement del gonococ en medis que contenen la transferrina com a unica font
de ferro.

e Sistemes d’evasi6 de la resposta immunitaria innata. El gonococ expulsa

compostos hidrofobics (acids grassos, lipids de cadena llarga, antimicrobians
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peptidics, sals biliars...) a través de les bombes d’expulsié MtrC-D-E o FarA-FarB-
MtrE. El component MtrE d’aquests bombes té dos dominis de superficie que es
podrien utilitzar com a diana. Un altre factor de superficie que protegeix el
gonococ enfront el sistema innat és la a-2,3-sialyltransferase (Lst). Anticossos
enfront aquesta proteina redueixen el nivell de sialilacid del LOS i aix0 podria
augmentar la sensibilitat del gonococ a I'accié dels neutrofils i el sistema de
complement.

e Altres dianes. Com la nitrit reductasa (AniA) necessaria per la formacid del biofilm.
Aquest enzim és necessari perquée el gonococ pugui créixer en condicions
anaerobies. Anticossos especifics enfront d’aquesta proteina es van detectar en el
serum de pacients amb malaltia pélvica inflamatoria i infeccid disseminada.
Jennings et al. van demostrar que anticossos enfront AniA recombinant inhibeixen

I’activitat nitrit reductasa (64).

Actualment I"Ginica vacuna enfront ITS és la del Virus del Papil-loma huma (VPH), per la
qual cosa falta molta informacid sobre les diferents vies d’immunitzacié que indueixen la
resposta de les mucoses aixi com sobre adjuvants que puguin augmentar la resposta
immunitaria a nivell del tracte genital. Altres qliestions son la influencia del sexe dels

pacients aixi com la coinfeccié amb altres ITS en |'eficacia de les vacunes.
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2. Hipotesi i objectius

Actualment la gonorrea és un problema de Salut Publica, tant per 'augment de la seva
incidencia com per la capacitat de Neisseria gonorrhoeae per desenvolupar resisténcies
als antimicrobians. Es necessari realitzar un diagnostic precog, detectar de forma rapida
I"aparicié de resisténcies i determinar els patrons de transmissié de la infeccid, per poder

realitzar un tractament efectiu i evitar-ne la disseminacio.

2.1. Objectiu general

L'objectiu general d’aquesta tesi és el d’analitzar el rendiment de les principals eines
diagnostiques microbiologiques i monitoritzar la sensibilitat antimicrobiana i la dinamica
poblacional de Neisseria gonorrhoeae en una area geografica concreta, la ciutat de
Barcelona.

Amb aquest objectiu s’han dissenyat i realitzat diversos estudis que donen resposta als

seglients objectius especifics.

2.2. Objectius especifics

Objectiu especific 1: Teécniques diagnostiques

- Comparar el rendiment del cultiu convencional i de les técniques d’amplificacié
d’acids nucleics, com a eines pel diagnostic microbiologic de la infeccid

gonococcica.
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Objectiu especific 2: Monitoritzacid de les resisténcies antimicrobianes

- Determinar la sensibilitat antimicrobiana de les soques de Neisseria gonorrhoeae

aillades a Barcelona durant el periode 2012-2016.
- Estudiar els mecanismes moleculars (mutacions en penA, ponA, mtrR i porB)

implicats en la resisténcia a les cefalosporines de tercera generacio.

- Comparar els patrons de tipificacié molecular (sequenciotips de NG-MAST) entre

les soques amb sensibilitat disminuida a les cefalosporines i les soques sensibles.

Objectiu especific 3: Dinamica poblacional

- Comparar els patrons de resisténcia antimicrobiana entre les soques provinents

d’homes que tenen sexe amb homes i de pacients heterosexuals.

- Analitzar les diferéncies en |'estructura poblacional dels gonococs en funcié de

I’orientacio sexual dels pacients.

Fruit d’aquests estudis s’han publicat tres articles que formen el cos d’aquesta tesi i que
composen un tot doctrinal que avarca, interrelaciona i complementa tots els objectius

abans esmentats.
A més a més, i també fruit d’aquests treballs, han estat 3 articles més que per diferents

motius no s’han inclos (Annex 1) i de 8 comunicacions a congressos: 5 internacionals i 3

nacionals (Annex Il).
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3. Resultats

Les publicacions que composen aquesta tesi son les tres que es troben a continuacid.

Publicacié 1: Comparacié entre el cultiu convencional i les técniques
s’amplificacié d’acids nucleics, pel diagnostic microbiologic de la infeccio

gonococcica.

Serra-Pladevall J, Caballero E, Roig G, Juvé R, Barbera MJ, Andreu A.
Diagn Microbiol Infect Dis. 2015 Dec;83(4):341-3.

DOI: 10.1016/j.diagmicrobio.2015.08.005

Introduccid: La gonorrea és un problema important de Salut Publica. Un diagnostic rapid
és necessari. L'objectiu d’aquest estudi va ser comparar el rendiment diagnostic del cultiu

amb el de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) en la infeccié gonococcica.

Material i meétodes: Aquest estudi compara els resultats de detecci6 de Neisseria
gonorrhoeae per cultiu i per PCR, de juliol a desembre del 2012. El diagnostic molecular es

va dur a terme amb una PCR a temps real utilitzant el kit Versant CT/GC DNA 1.0 assay.

Resultats: De les 768 mostres estudiades, 96,9% dels resultats van ser concordants. Un
3,1% van ser discordants, sent la PCR positiva i el cultiu negatiu en 21 casos i la PCR
negativa i el cultiu positiu en 3. La sensibilitat, I’especificitat, el valor predictiu positiu i el
valor predictiu negatiu del cultiu van ser de 86,2%, 99,8%, 99,2%, i 96,7%; i de la PCR de
98,7%, 100%, 100% i 99,7%, respectivament.
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Resultats

Conclusions: En laboratoris on es monitoritza la sensibilitat antimicrobiana del gonococ,

una estrategia efectiva seria realitzar cultiu i PCR en pacients simptomatics.
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Publicacié 2: Sensibilitat antimicrobiana de Neisseria gonorrhoeae a
Barcelona: mutacions en penA, ponA, mtrR i porB i sequenciotips de NG-

MAST associats a la sensibilitat disminuida a les cefalosporines.

Serra-Pladevall J, Barbera MJ, Rodriguez S, Bartolomé-Comas R, Roig G, Juvé R, Andreu A.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2016; 35: 1549 — 1556.

DOI: 10.1007/s10096-016-2696-7

Objectius: Els objectius d’aquest estudi van ser determinar la sensibilitat de Neisseria
gonorrhoeae en la nostra area, analitzar els mecanismes moleculars que donen lloc a la
resistencia a les cefalosporines i realitzar la tipificaci6 molecular de les soques de

gonococ.

Material i métodes: La sensibilitat antimicrobiana es va determinar mitjancant I'E-test. Es
van estudiar els gens penA, mtrR, penB i ponA. La tipificacidé molecular es va realitzar amb

la tecnica de Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing.

Resultats: De les 329 soques analitzades I'any 2013, cap va presentar resisténcia d’alt
nivell a les cefalosporines, pero el 8,2% va presentar resistencia a cefixima (CMI >0,125
pug/mL) i el 0,6% a ceftriaxona (CMI >0,125 pg/mL). La resisténcia a azitromicina va ser del
4,3% i a ciprofloxacino del 49,2%. De les 48 soques amb una CMI 20,125 pg/mL a
cefixima, el 58,3% contenien el patré en mosaic XXXIV en el gen penA, el 98% tenien la
substituciéd Leu—>Pro a la posicié 421 del gen ponA, el 100% d’aquestes soques tenien
canvi d’aminoacid en les posicions 101 i 102 de la porina PorB1b, i el 87,5% presentaven
la deleccié d’una adenina en la regié del promotor de la bomba d’expulsié MtrC-D-E. Es va
observar una diferéncia significativa pels quatre gens estudiats entre les soques amb
sensibilitat disminuida a les cefalosporines i les sensibles. D’aquestes 48 soques, el 43,8%

pertanyien al genogrup G1407 i el 27,1% al G2400.
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Resultats

Es va observar una associacidé estadisticament significativa entre el G1407 i les soques
amb sensibilitat disminuida i entre el G2992 i les soques sensibles, i també entre el G1407

i el patréd mosaic XXXIV i G2400 i la substitucié A501T del penA.

Conclusions: La taxa de resisténcia de Neisseria gonorrhoeae en la nostra area és superior

a la mitja d’Europa. S’ha detectat I'emergencia del genogrup G2400, el qual podria ser

una font de resisténcia antimicrobiana.
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Publicacid 3: Diferéncies en I’estructura poblacional i els patrons de
resisténcia de Neisseria gonorrhoeae entre homes que tenen sexe amb
homes i pacients heterosexuals.

J. Serra-Pladevall, M. J. Barbera, A. E. Callarisa, R. Bartolomé-Comas, A. Andreu

Epidemiology and Infection 2016 (en procés d’edicio).

Introduccid: Aquest estudi compara la sensibilitat antimicrobiana i els genotips de soques
de Neisseria gonorrhoeae aillades de homes que tenen sexe amb homes i

d’heterosexuals.

Resultats: Es van caracteritzar 111 soques de 107 pacients, de les quals 57 soques
procedien de 54 pacients heterosexuals i 54 soques de 53 homosexuals. La taxa de
resisténcia va ser superior en les soques aillades de pacients heterosexuals, sent la
cefixima (p=0.0159) i ciprofloxacino (p=0.002) significativament superior. La tipificacié
mitjancant N. gonorrhoeae Multi Antigen Sequence Typing (NG-MAST) va demostrar que
els sequenciotips (ST) i genogrups (G) més prevalents van ser ST2400, ST2992, i ST5793; i
G1407, G2992, i G2400, respectivament. Es va observar una associacié estadisticament
significativa entre els pacients homosexuals i els genogrups G2400 (p=0.0005) i G2992
(p=0.0488), i entre els heterosexuals i el genogrup G1407 (p=0.0002).

Conclusions: El nostre estudi demostra que entre els pacients amb diferent orientacié
sexual circulen diferents poblacions de gonococ. Es detecta una alta prevalenca del G2400
entre els pacients homosexuals, un fet no descrit préviament segons els nostres

coneixements.
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4. Discussio

Tot i que durant molts anys el cultiu ha estat la técnica de referéncia pel diagnostic de la
infeccid gonococcica, en els ultims anys les técniques d’amplificacié d’acids nucleics,
degut als avantatges ja comentats, I’han anat desplagant (23) (22) (24) (25) (26). Tot i aixi,
i sobretot en centres de referencia, el cultiu convencional es segueix realitzant per poder
monitoritzar la sensibilitat antimicrobiana i la dinamica poblacional de Neisseria

gonorrhoeae.

En aquest primer estudi, es va comparar el rendiment diagnostic de la PCR amb el kit
comercial Versant CT/GC DNA 1.0 (Siemens Healthcare Diagnostics,USA) enfront del cultiu
bacteriologic convencional. La concordanca entre ambdues técniques va ser del 96,9%
amb només un 3,1% de casos discordants. El 87,5% dels discordants van ser deguts a la
falta de sensibilitat del cultiu, és a dir, 21 casos en que per PCR es va detectar N.
gonorrhoeae pero no va créixer en el cultiu. D’aquests 21 casos només sis pacients tenien
simptomes (2 proctitis i 4 uretritis). En tres d’aquests sis casos, la PCR va amplificar en un
CT inferior a 30, mentre que en els altres tres en un CT superior a 30. En cap dels casos
amb PCR positiva i cultiu negatiu va ser possible establir una relacié entre la

simptomatologia del pacient i el cicle d’amplificacié de la PCR.

Pel que fa als tres casos amb PCR negativa i cultiu positiu, un va ser un fals negatiu del kit
Versant, ja que posteriorment la PCR va resultar positiva pel sistema GeneXpert (Cepheid,
USA). Es tractava d’un pacient amb clinica d’uretritis exsudativa.

El segon cas també era un pacient amb simptomes d’uretritis que va presentar una PCR
negativa tant a N. gonorrhoeae com a C. trachomatis, en canvi en la tincié de Gram es van
observar diplococs Gram negatiu intracel-lulars i en el cultiu va créixer el gonococ. Aquest
cas podria tractar-se d’un fals negatiu de la PCR o d’un fals positiu del cultiu. No es va
poder arribar a cap conclusid, ja que al tractar-se d’un estudi retrospectiu, no es van
poder realitzar altres PCRs per confirmar la preséncia de N. gonorrhoeae o detectar N.

meningitidis. S’"han documentat casos de uretritis per meningococ des dels anys 1930s
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(65) (66) (67), pero I’ incidencia va comencar a augmentar a partir dels anys 1970s degut
als canvis de conducta sexual, especificament a I'augment de la practica del sexe oral. Des
de llavors s’han notificat casos d’uretritis, epididimitis, proctitis, cervicitis i malaltia
pelvica inflamatoria causats per aquest microorganisme (68) (69) (70) (71) (72).

El tercer cas era un pacient asimptomatic que seguint el protocol d’estudi de contactes,
se li va practicar un frotis faringi. La mostra va ser negativa per PCR i positiva per cultiu. Es
va concloure que podia tractar-se d’un fals positiu del cultiu, en el que probablement una
neisseria saprofita es va identificar erroniament com a Neisseria gonorrhoeae. En el
moment en que es va realitzar I'estudi, I’ identificacié de les possibles colonies de
gonococ es realitzava mitjancant la tincié de Gram, proves bioquimiques i aglutinaciéo amb
particules de latex. En estudis posteriors utilitzant el sistema MALDI-TOF (Vitek MS,
BioM¢érieux), aquest grup va observar que les técniques d’identificacié abans esmentades
poden donar lloc a falsos positius. En canvi, en dos estudis en que es va estudiar la utilitat
de I'espectrometria de masses per identificar N. gonorrhoeae i N. meningitidis, es van
obtenir resultats molt bons, ja que en el primer el 100% de les soques van ser
identificades correctament (73) i en el segon l'identificacié va ser la correcta en 92 de les

93 soques estudiades (74).

Els resultats d’aquest estudi sén similars als publicats per Marangoni et al. (75), en un
estudi en el que van comparar el rendiment diagnostic de Versant CT/GC DNA 1.0
(Siemens Healthcare Diagnostics,USA) en mostres d’orina amb el cultiu convencional de
mostres genitals. Mentre que en el nostre estudi la sensibilitat i especificitat del cultiu va
ser del 86,2% i 99,8%, respectivament, en I'estudi de Maragoni et al. va ser del 89,2% i
100%. Pel que fa a la PCR, en aquest estudi vam obtenir una sensibilitat del 98,7% i una
especificitat del 100%, comparades amb el 100% i 99,4% respectivament, del de Maragoni
et al. La relativa baixa sensibilitat de Versant en el notre treball és intrigant, ja que el limit
de deteccidé d’aquesta técnica, determinat per Maragoni et al. (76), és molt baix (1 copia
de DNA/mL). En canvi, la sensibilitat del cultiu en aquest estudi és superior al documentat
per Van Dyck et al. (77) i Luijt et al. (78), que aporten valors del 61,8% i 68,2%,
respectivament. Aquestes diferéncies podrien ser degudes a les diferents poblacions

estudiades. Mentre que en aquest estudi es tracta basicament de pacients atesos en una
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clinica especialitzada en infeccions de transmissié sexual, la poblacié de Luijt et al. eren
pacients no seleccionats. Com és conegut, la sensibilitat del cultiu depén de varis factors,
com les condicions de transport i processament de la mostra, la localitzacié de la infeccid,
la simptomatologia del pacient, el sexe i el tractament antibiotic previ, factors que

podrien justificar les diferencies entre estudis.

En conclusio, els resultats d'aquest estudi mostren una bona concordanga entre la PCR i el
cultiu convencional de N. gonorrhoeae, en la poblacié estudiada. La majoria de
discrepancies (87,5%) foren degudes a la limitada sensibilitat del cultiu, al ser N.
gonorrhoeae molt sensible a les condicions ambientals i al tractament antibiotic previ a la
presa de la mostra. Aixi, el diagnostic molecular per PCR esdevé la eina més fiable pel
diagnostic de rutina de la majoria d’infeccions gonococciques tant simptomatiques com
asimptomatiques. En els laboratoris on es monitoritza la sensibilitat antimicrobiana una
aproximacio eficient podria ser realitzar PCR a tots els pacients i a més a més cultiu als
pacients simptomatics i als contactes de malalts diagnosticats d’infeccié gonococcia.

A més d’una major sensibilitat, la técnica de PCR té I'avantatge addicional de ser rapida i
de tenir la capacitat de detectar simultaniament Chlamydia trachomatis i altres agents de

transmissio sexual.
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Tal com s’ha comentat en la introduccié d’aquesta tesis, el gonococ ha demostrat una
gran capacitat per desenvolupar resisténcia a tots els antimicrobians utilitzats al llarg de
la historia pel seu tractament. Degut a aquest fet, en les Ultimes décades, varies guies de
tractament tant d’Europa (9) com dels Estats Units (7), Regne Unit (8) i Canada (50), han
introduit el tractament dual per la gonorrea anogenital i faringia no complicada. Aquestes
guies recomanen la ceftriaxona intramuscular (250 mg (7) o 500 mg (9) (8) (50))

juntament amb azitromicina oral (1 g (8) (7) (50) 0 2 g (9)).

Per tal de mantenir les guies actualitzades i detectar de forma precog I'aparicié de soques
multiresistents, és necessari monitoritzar la sensibilitat antimicrobiana de Neisseria
gonorrhoeae tant a nivell local, com nacional i internacional. Per la qual cosa el segon
objectiu especific d’aquesta Tesi és, per una banda determinar la sensibilitat
antimicrobiana de les soques de Neisseria gonorrhoeae aillades a Barcelona durant el
periode 2012-2016, i per l'altra, estudiar els mecanismes moleculars implicats en la

resisténcia a les cefalosporines de tercera generacié.

Per determinar la sensibilitat antimicrobiana, durant el periode d’estudi, en el Laboratori
de Microbiologia del Hospital Universitari Vall d’'Hebron es van estudiar totes les soques
de gonococ aillades de pacients atesos al propi hospital, a la Unitat de Infeccions de
Transmissio Sexual de Drassanes i a tota I’Atencidé Primaria de Barcelona, xarxa que inclou
138 Centres d’Atencid Primaria i 30 Centres d’Atencié a la Salut Sexual i Reproductiva

(ASSIR).

La metodologia referent al cultiu i a la determinacid de la sensibilitat es troben descrits en

el segon article que composa aquesta tesis.

Entre el 1 d’agost del 2012 i el 31 de juliol del 2016, es van estudiar 1355 soques

procedents de 1311 pacients. En la taula 6 es mostra el sexe i la procedéncia dels

pacients, aixi com el tipus de mostra.
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2012 2013 2014 2015 2016 Total
n % n % n % n % n % n %
Ne d'aillaments 143 329 341 339 203 1355
Pacients 139 321 326 328 197 1311

Sexe dels pacients

Homes | 130 | 93,5 | 303 | 94,4 | 306 | 93,9 | 320 | 97,6 | 188 | 95,4 | 1247 | 95,1
Dones| 9 6,5 18 | 5,6 18 | 5,5 8 2,4 9 4,6 62 4,7
Desconegut 2 0,6 2 0,2

Procedéncia dels pacients

HUVH 17 | 5,3 18 | 55|19 | 58 | 14 | 7,1 | 68 5,8
Unitat de ITS de Drassanes 214 | 66,7 | 232 | 71,2 | 209 | 63,7 | 120 | 60,9 | 775 | 66,1
Atencid primaria 90 | 280 | 76 |23,3|100| 30,5 | 63 | 32,0329 | 28,1

Tipus de mostra
Uretral / Balanoprepucial 261 | 79,3 | 245 | 71,8 | 274 | 80,8 | 169 | 83,3 | 949 | 78,3
Rectal 38 | 116 | 53 |155| 48 | 14,2 | 23 | 11,3 | 162 | 13,4
Endocervical / Vaginal 16 4,9 11 3,2 | 10 2,9 8 3,9 45 3,7
Faringi 10 | 3,0 | 11 | 3,2 | 7 2,1 2 1,0 | 30 2,5
Altres 4 1,2 21 6,2 0 0,0 1 0,5 26 2,1

Taula 6. Dades dels pacients estudiats durant el periode 2012-2016.

El 95% dels pacients van ser homes i més del 65% d’aquests van ser atesos a I’Unitat de

Malalties de Transmissio Sexual de Drassanes.

Sexe dels pacients Procedéncia dels pacients

®Home = Dona m HUVH m Unitat de ITS de Drassanes ' Atencid primaria

5%

28%

66%

Figura 12. Sexe i procedéncia dels pacients.
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Pel que fa a la localitzacio de les mostres, al voltant del 80% van ser uretrals i més del 10%

frotis rectal.

Tipus de mostra

M Uretral / Balanoprepucial mRectal mEndocervical /Vaginal m Faringi Altres

4% _ 3% ’_2%

Figura 13. Tipus de mostra.

Durant tot aquest periode es va estudiar la sensibilitat a la penicil-lina, ceftriaxona,
cefixima, ciprofloxacino, azitromicina i espectinomicina. A partir del 2013 també es va
determinar la CMI de gentamicina com a possible alternativa de tractament i a partir del
2015 la CMI de fosfomicina.

En la figura seglient es representa el percentatge de resisténcia de cadascun dels

antibiotics estudiats durant tot el periode.

60,0
50,0
40,0
300 m 2012
m 2013
20,0 A w2014
10,0 - | 2015
m 2016
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Figura 14. Taxa de resistencia de cada un dels antibiotics durant el periode estudiat.
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a) Sensibilitat als beta-lactamics:

L’evolucié de la sensibilitat a la penicil-lina, aixi com el percentatge de soques resistents a
aquest antibiotic productores de betalactamasa (PPNG), esta representat en la taula 7 aixi

com en les figures 15 16.

Penicil-lina
PPNG
Sensible Intermig Resistent
n % n % n % n %
2012 50 35,0 64 44,8 29 20,3 23 16,1
2013 27 8,3 208 63,6 92 28,1 53 16,1
2014 11 3,2 240 70,6 89 26,2 46 13,5
2015 38 11,2 231 68,1 70 20,6 59 17,4
2016 12 6,3 141 73,8 38 19,9 33 17,3
Taula 7. Evolucio de la resistencia a la pencil-lina.
Penicil-lina
100%
90% [— — — — — —
80%
70%
0,
60% Resistent
50% .
M Intermig
40%
M Sensible
30%
20%
10%
0%
2012 2013 2014 2015 2016

Figura 15. Evolucié de la resisténcia a la penicil-lina.
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PPNG
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Figura 16. Percentatge de soques resistents a penicil-lina productores de betalactamasa.

Ja que el tractament empiric hauria de curar com a minim el 95% dels casos, la penicil-lina
en el nostre entorn ja fa anys que no és una opcié degut a que més del 20% de les soques
presenten resistencia.

Com es pot veure en la figura 16, al voltant del 15-17% de les soques resistents ho sén per
accié d’una betalactamasa, valor lleugerament superior al documentat a la mitja de
paisos europeus que participen en I’ European Gonococcal Antimicrobial Surveillance
Programme (Euro-GASP)” (79) (49). En el gonococ s’ha descrit la resisténcia plasmidica a
penicil-lina degut a la preséncia del gen blatgm1 que codifica per una beta-lactamasa de
tipus TEM-1. La resta de soques que presenten resisténcia (CMI >1 pg/mL) aixi com les
soques amb sensibilitat intermitja (CMI entre 0.06 i 1 ug/mL), ho sén degut a mecanismes
cromosomics, com pot ser per alteracié de les PBPs (mutacions en gens penA i ponA),
mutacions especifiques en el gen mtrR que ddéna lloc a una sobreexpressié de la bomba
d’expulsié MtrC-D-E o per mutacions en el gen penB que provoca alteracions en la porina

PorBlb, o per una acumulacio de varis d’aquests mecanismes.

Pel que fa a les cefalosporines d’ampli espectre, en el cas de la ceftriaxona, el 2012 quatre
soques (2,8%) van presentar resisténcia a aquest antibiotic (CMI >0,125 pg/mL), el 2013 i
2014 només dos aillaments (0,6%), el 2015 no se’n va detectar cap i durant la primera

meitat del 2016 s’ha aillat una soca resistent (0,5%).
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Respecte la cefixima, el 2012 es van detectar 4 soques (2,8%) resistents (CMI >0,125
pug/mL), el 2013 se’n van detectar 27 (8,3%), el 2014 18 soques (5,3%) van ser resistents,
el 2015 5 soques (1,5%) i el 2016 se n’han detectat 11 (5,8%).

En les figures 17 i 18 es representa la distribucié de les CMIs tant per ceftriaxona i

cefixima.

Distribucio CMI ceftriaxona

20,0
0,0 Ju_-J - -
0,023- 0,047 -

<

<0,016 0,032 0,064 0,094 0,125 0,19 0,25 0,38
m2012 73,4 15,4 4,2 2,8 0,0 2,1 0,0 0,7
m 2013 60,2 14,0 18,5 3,6 1,5 0,0 0,3 0,3
m2014 63,9 20,2 13,5 1,2 0,3 0,6 0,0 0,0
m 2015 82,3 10,0 5,6 1,8 0,3 0,0 0,0 0,0
m 2016 62,8 13,6 16,8 5,2 1 0,5 0,0 0,0

Figura 17. Distribucié de les CMIs de ceftriaxona.

75



Discuss

(o

80,0

Distribucio CMI cefixima

20,0
0,0 HAL_L__-_J__L_-
0,023- 0,047 -

<

<0,016 0,032 0,064 0,094 0,125 0,19 0,25 0,38
m2012| 66,4 13,3 9,8 2,8 4,2 1,4 0,7 0,7
w2013 35,0 24,3 14,9 10,0 7,0 2,7 4,6 0,9
w2014 55,7 17,0 10,0 7,9 3,8 2,1 2,3 0,9
m 2015 78,5 10,0 7,7 1,5 0,9 0,3 0,3 0,9
W 2016 59,7 16,8 11,5 31 3,1 3,7 2,1 0,0

Figura 18. Distribucié de les CMlIs de cefixima.

| en la seglient figura es representa I'evolucié de la CMlsqg i CMlgg de ceftriaxona i cefixima

al llarg d’aquests 5 anys.

Evolucié CMlI;, i CMI,, ceftriaxona i cefixima

0,14
0,12 PN
0,1 / \

0,08 / R A&

oos | A N A

0,04 .,/ g

002 | g ¥ 5

0 2012 2013 2014 2015 2016

—o—Ceftriaxona CMI50| 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016
—B—Ceftriaxona CMI90| 0,032 0,064 0,047 0,032 0,064
—a— Cefixima CMI50 0,016 0,032 0,016 0,016 0,016
—>4=Cefixima CMI90 0,064 0,125 0,094 0,047 0,094

Figura 19. Evolucié de les CMlIsy i CMlgg.
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Tal com s’observa en les figures anteriors, la taxa de resisténcia a la ceftriaxona durant els
5 anys d’estudi s’ha mantingut baixa, observant un pic de la CMlgy I'any 2013 pero
posteriorment va tornar a disminuir fins el 2015. En contrast, els valors de CMlso i CMlgg
de cefixima sén en general superiors als de ceftriaxona durant els 5 anys d’estudi,
observant-se també el 2013 un pic tant de la CMIso com CMlgq. Es important observar que
durant la primera meitat de I'any 2016 el percentatge de soques resistents a cefixima ha
tornat a augmentar i els valors de CMlgyg tant de cefixima com de ceftriaxona també han
augmentat.

Com s’observa en les figures 17 i 18, entre els anys 2013 i 2015 el percentatge de soques
amb CMI <0,016 pg/mL a ceftriaxona i cefixima va augmentar progressivament, pero el
2016 aquest percentatge disminueix, augmentant la proporcié de soques amb CMIs més

elevades.

Amb les dades aportades per diferents paisos europeus, I"’European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC)” publica anualment a [I”’European Gonococcal
Antimicrobial Surveillance Programme” (Euro-GASP), les dades de sensibilitat
antimicrobiana de Neisseria gonorrhoea. Les seglients dades sén les publicades durant els

anys 2009-2013 (80) (81) (82) (79) (49).

Paisos Ne R R R ciproflo- | R azitro- R especti-
Any PPNG
participants | soques | cefixima* | ceftriaxona* xacino micina nomicina
2009 17 1366 5,1% 0 63% 13% 13% 0
2010 21 1766 9,0% 0 52,7% 7,2% 8,6% 0
2011 21 1902 7,6% 10° 48,7% 5,3% 10,4% 0
2012 20 1927 3,9% 3° 50,1% 4,5% 13% 0
2013 21 1994 4,7% 7° 52,9% 5,4% 12,9% 0

Taula 8. Dades de resisténcia de Neisseria gonorrhoeae del Euro-GASP. *CMI >0,125pg/ml; *Alemanya i
Austria; b Alemanya, Irlanda i Eslovénia; © Sis a Espanya i una a Alemanya.
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Concretament, Espanya els anys 2012 i 2013 va reportar una taxa de resisténcia a
cefixima superior al 5%, especificament el 2012 va ser superior al 15%. De les 7 soques

detectades I'any 2013 amb resistencia a la ceftriaxona, 6 van ser aillades a Espanya.

b) Sensibilitat a ciprofloxacino:

En la seglient figura es representa |’evolucid de la resistencia a ciprofloxacino.

Ciprofloxacino

100%
90% |[— — — — — —
80% |[— — — — — —
70% [— — — — — —
60% [— — — — — —
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Resistent
Intermig

M Sensible

2012 2013 2014 2015 2016

Figura 20. Evolucid de la resisténcia a ciprofloxacino.

Tal com s’observa, al llarg dels cinc anys de I'estudi la resisténcia a ciprofloxacino s’ha
mantingut al voltant del 50%, de manera que aquest antimicrobia no es pot considerar
com a opcid de tractament empiric en el nostre entorn. Aquestes dades concorden amb
les publicades per la ECDC, en que el percentatge de resistencia el 2012 va ser del 50,1% i

el 2013 del 52,9%.

c) Sensibilitat a azitromicina:

En la seglient figura es representa |'evolucié de la sensibilitat a I'azitromicina durant els

anys 2012-2016.
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Azitromicina

100%
98% [— — — — — —
96%
94%
92% Resistent

90% M Intermig

88% H Sensible

86%

84%

82%

2012 2013 2014 2015 2016

Figura 21. Evolucié de la resisténcia a azitromicina.

Tal com s’observa, I'any 2012 el percentatge de resisténcia era del 11,9%. Tot i aixi cal
tenir en compte que aquest any la sensibilitat a aquest antibiotic s’estudiava utilitzant el
metode disc-difusié, de manera que es van considerar sensibles les soques amb halos >27
mm, intermig els halos entre 26-24 mm i resistents les soques amb halos <24 mm. Aquest
meétode no és el recomanat per I'estudi de la resisténcia de Neisseria gonorrhoeae, de
manera que les dades referents a aquest periode cal analitzar-los amb precaucid. Al 2013
el 4,3% van ser resistents (CMI >0,5 pg/mL), al 2014 va haver-hi una lleu disminucio de la
resisténcia (2,8%), pero seguidament va tornar augmentar amb un 3,5% al 2015 i 5,3% al
2016.

La CMlsq d’azitromicina es va mantenir constant durant els anys 2013-2016 amb un valor
de 0,125 pg/mL, i la CMlgy es va mantenir amb un valor de 0,25 pg/mL del 2013 al 2015,
pero al 2016 ha augmentat a 0,38 pg/mL.

A més, és important remarcar que 6 de les 12 soques resistents durant la primera meitat
del 2016, han presentat resisténcia d’alt nivell a aquest antibiotic (CMI 2256 pg/mL), no
havent-se detectat soques amb alt nivell de resisténcia durant els anys anteriors.
Aquestes sis soques també presentaven resisténcia a penicil-lina (CMI >32 pg/mL) i a

ciprofloxacino.
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A nivell mundial s’han detectat casos de fracas terapéutic amb azitromicina (83) (84) (85) i
també s’han aillat soques de gonococ amb resisténcia d’alt nivell (CMI 2256 ug/mL) a
Escocia (35), Regne Unit (36), Irlanda (86), Italia (38), Suécia (40), Estats Units (39),
Argentina (37) i Autralia (87).

d) Sensibilitat a espectinomicina:

En tot el periode d’estudi no es va detectar cap soca resistent a I'espectinomicina, sent el

100% sensibles (CMI < 64 pg/mL).

e) Sensibilitat a la gentamicina:

S’ha estudiat la sensibilitat a la gentamicina com a possible alternativa terapeutica. Ja que
no s’han establert punts de tall de la gentamicina pel gonococ, en la figura seglient es

mostra la distribucié de les CMIs d’aquest antibiotic:

Distribucio CMI gentamicina
80,0
70,0
60,0
50,0
$ 40,0
&
g 300
X 20,0
10,0
0,0 | sl

<1 1,5-2 3-4 6-8 12-16 >16

= 2013 2,5 15,3 69,5 12,8 0,0 0,0

= 2014 5,9 11,7 60,7 21,1 0,3 0,3

2015 3,8 15,6 52,5 26,0 2,1 0,0

= 2016 1,1 24,7 67,9 6,3 0,0 0,0

Figura 22. Distribucié de les CMls de gentamicina.

Entre el 2013 i el 2016, es va estudiar la sensibilitat a la gentamicina en un total de 1191

soques. Els valors de CMI estaven compresos entre 0,19 pug/mL i 24 pug/mL, amb més del
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99% de soques en el rang 0,25-8 pug/mL . Només vuit soques van presentar una CMI de 12
pg/mL i una sola soca un valor de 24 pg/mL. Com s’observa en la figura 22, més del 60%
de les soques tenen una CMI en el rang de 3 a 4 ug/mL. La CMlsg va ser de 4 pg/mL durant
els anys 2013 i 2014, i va disminuir a 3 pg/mL el 2015 i 2016. La CMlq, va ser de 6 pg/mL
els anys 2013 i 2014 i va disminuir a 4 pg/mL el 2015 i 2016.

Del 2013 al 2015 es va observar una disminucié del percentatge de soques amb CMls de
3-4 pug/mL a expenses d’un augment de les soques amb CMlIs de 6-8 pug/mL. En canvi, al
2016 s’ha observat un augment del percentatge de soques amb CMls de 3-4 pg/mL i una

disminucié important de les CMls 6-8 pug/mL.

A Malawi i des del 1993, la gentamicina constitueix el tractament de primera linia per la
uretritis, ja que presenta una alta eficacia, és més economica que altres opcions de
tractament i es pot administrar en dosis Unica intramuscular de 240 mg (88). Aquest
tractament s’ha utilitzat a Malawi durant anys amb percentatges de curacié > 95% (89),
tot i que s’han reportat casos de fracas terapeutic (90).

Actualment els aminoglicosids s’estan reconsiderant com alternativa de tractament per la
gonorrea (91). Tot i aixi fan falta més estudis ja que les dades sobre la prevalenca de la
resisténcia del gonococ a la gentamicina sén molt limitades i a més no hi ha valors de tall
de CMI per establir les categories de sensibilitat. Per altra banda, no s’ha establert la
correlacié entre els valors de CMI i I'eficacia clinica en el tractament de la uretritis.
Finalment, es fa dificil comparar els valors de CMI entre diferents estudis, ja que s’ha vist
que els valors poden variar en funcié de la metodologia utilitzada, per exemple els valors
determinats mitjancant el métode de dilucié en agar solen ser superiors als valors

determinats mitjancant I'E-test (88).

f) Sensibilitat a la fosfomicina:

Del 1 de gener del 2015 al 30 de juny del 2016 es va estudiar la sensibilitat a la
fosfomicina de 525 soques. Els valors de CMI estaven compresos entre 0,12 ug/mL i 64
ug/mL amb el 98% de soques compreses entre 3-32 pug/mL. En la figura seglient es mostra

la distribucid de la CMI d’aquest antibiotic.
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Figura 23. Distribucié de la CMI de fosfomicina.

El 36% de les soques aillades durant aquest periode van presentar una CMI de 6-8 pg/mL i
el 40% uns valors de 12-16 pug/mL. La CMlIsg va ser de 8 pg/mL el 2015 i 12 ug/mL al 2016.

La CMlgg va ser de 16 pg/mL els dos anys.

La fosfomicina va ser descoberta I'any 1969 i prové del génere Streptomyces. Durant els
anys 70 ja es van realitzar petits estudis clinics per determinar la seva eficacia en
tractament d’infeccions gonococciques. Aquests estudis utilitzaven diferents dosis i
diferents vies d’administracié. Els resultats van ser variables, pero en general van
demostrar més eficacia quan es tractava amb dosis més altes o en dosis multiples (92).

Degut a la falta d’experiéncia, ni el CLSI ni 'EUCAST han establert punts de tall de la
fosfomicina enfront el gonococ. Probablement caldria realitzar més estudis de pK/pD, ja
gue la penetracio d’aquest antibiotic al teixit prostatic pot ser un punt limitant a I’hora de
preveure 'eficacia clinica i microbiologica. Tot i aixi, un estudi recent ha demostrat una
concentracid superior a 4 pg/g al teixit prostatic no inflamat, després de I'administracié

d’una dosis Unica de 3g de fosfomicina (93).

Segons els nostres coneixements, hi ha pocs estudis que hagin estudiat la sensibilitat in
vitro de la fosfomicina enfront de Neisseria gonorrhoeae (94) (95). En un estudi recent,

publicat per Hauser et al. (96), es va estudiar la sensibilitat de fosfomicina de 89 soques
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de gonococ mitjangant I'E-test. Els nostres resultats son molt similar als seus, ja que en
aquest estudi la CMlso també va ser de 8 pg/mL i la CMlgy de 16 pg/mL i els rang de CMls
va ser de <1 a 32 pg/mL.

Recentment també s’ha publicat un estudi que avalua I'eficacia clinica de la fosfomicina
trometamol 3 g per via oral en el tractament de |’ uretritis gonococcica no complicada
(97). En aquest estudi es compara el tractament amb fosfomicina amb el tractament
actual de la gonorrea (ceftriaxona 250 mg més azitromicina 1 g), i les taxes de curacid

clinica i microbiologica van ser similar en els dos grups, 96,8% i 95,3% respectivament.

g) Multiresisténcia:

Del 1 de gener del 2013 al 30 de juny del 2016, el 19% de les 1199 soques estudiades van
presentar resisténcia a ciprofloxacino (CMI >0,06 ug/mL) i penicil-lina (CMI >1 pug/mL).
En la figura 24 es representa el percentatge de multiresisténcia d’aquestes soques durant

els anys 2013-2016 i el total d’aquestes.

Multiresisténcia
25,0
20,0
15,0 m 2013
m 2014
10,0
2015
5,0 m 2016
L___—-JL ¥ Total
0,0
Resistencia Resistencia Resistencia Resisténcia
ciprofloxacino i ciprofloxacino, ciprofloxacino, ciprofloxacino,
penicil-lina penicil-lina i penicil-lina i penicil-lina i
ceftriaxona cefixima azitromicina

Figura 24. Taxa de multiresisténcia.
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Només un soca el 2013 va presentar resistencia a ciprofloxacino, penicil-lina i ceftriaxona.
El 1,5% del total dels gonococs d’aquest periode van presentar resistéencia a
ciprofloxacino, penicil-lina i cefixima, i tal com s’observa en la figura 24, aquest
percentatge va ser superior I'any 2013 (3%), va disminuir el 2014 (1,5%) i 2015 (0,3%) i ha
tornat a augmentar lleugerament el 2016 (1,1%).

El 1,2% del total de les soques van presentar resisténcia a ciprofloxacino, penicil-lina i

azitromicina, observant-se un pic important I'lany 2016 (3,7%).

Per altra banda, el segon objectiu especific incloia I'estudi dels mecanismes moleculars
implicats en la resisténcia a les cefalosporines de tercera generacid i la comparacié els
patrons de tipificaci6 molecular de les soques amb sensibilitat disminuida a les
cefalosporines amb els de les soques sensibles.

Tal com queda reflectit en el segon article que composa aquesta tesi, es van caracteritzar
48 soques, 27 de les quals eren resistents a cefixima (CMI > 0,125 pg/mL) i 21
presentaven sensibilitat disminuida a aquest antibiotic (CMI 0,125 pg/mL), les quals es
van comparar amb 40 soques sensibles que presentaven diferents rangs de CMI. Els
resultats de la caracteritzacidé dels gens penA, ponA, penB i mtrR de les 88 soques es
detallen a la taula 2 del segon article. També es va realitzar la tipificacid d’aquestes 88
soques mitjancant NG-MAST, els resultats de |la qual estan reflectits en la taula 3 d’aquest
mateix article.

Aqguest estudi reafirma que els mecanismes moleculars implicats en la disminucié de la
sensibilitat a les cefalosporines d’ampli espectre son els ja descrits préviament en altres
estudis. La principal aportacido d’aquest treball és que demostra que la poblacié de
gonococ que presenta sensibilitat disminuida a les cefalosporines és molt diferent a la
poblacié sensible, i que s’ha detectat, entre la poblacié estudiada, 'emergéncia del
genogrup G2400, que a ligual que el G1407, podria desenvolupar més facilment
resisténcia antimicrobiana.

El factor més important en el desenvolupament de resisténcia a les cefalosporines en el
gonococ, son els canvis en el gen penA. L'adquisicio d’al-lels en mosaic d’aquest gen, aixi

com també d’al-lels sense estructura en mosaic perd amb la posici6 A501 mutada,
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provoca l'elevacio de les CMls de les cefalosporines (47) (3) (4) (5). Per exemple, la soca
extremadament resistent aillada a Franga al 2010, aixi com les dues aillades a Catalunya al
2011 (4) (5) contenien l'al-lel en mosaic XXXIV amb la mutacié addicional A501P. En el
nostre estudi, 28 de les 48 soques amb sensibilitat disminuida també presentaven I'al-lel
en mosaic XXXIV, el qual s’ha relacionat préviament amb el clon MLST ST1901/NG-MAST
ST1407, un dels més prevalents a Europa i que esta associat a la disminucié de sensibilitat
a aquests antibiotics (98). A diferéncia de la soca francesa i les catalanes abans
esmentades, cap de les soques del nostre estudi que presentaven I'al-lel XXXIV va
presentar també una mutacié en A501. Les 19 soques restants amb SD a les
cefalosporines contenien l'al-lel sense estructura en mosaic XXXVI, i d’aquestes, 14
presentaven la mutacié A501T.

Tot i que la majoria de soques amb SD del nostre estudi presentaven mutacions en el gen
ponA, es creu que aquest esta implicat en el desenvolupament de resistencia d’alt nivell a
la penicil-lina en soques que també presenten mutacions en penA, mtrR i penB, pero en
canvi sembla que no esta implicat en I'elevacié de les CMIs de les cefalosporines (47) (99)
(100).

Un altre mecanisme implicat en el desenvolupament de resistéencies en Neisseria
gonorrhoeae, sén els canvis en la porina (porBlb), codificada pel gen penB, la qual
provoca una disminucid de la permeabilitat de la paret cel-lular, i per tant una disminucié
de la concentracid intracel-lular de I'antibiotic. En la nostra série, 47 de les 48 soques amb
SD van presentar canvi d’aminoacid en les posicions G101 i A102, localitzades en el loop 3
de la proteina. Aquestes mutacions s’han associat a soques de gonococ amb SD a les
cefalosporines (99) (101) (102) i també s’han descrit en les soques extremadament
resistents de Japd (3), Franca (4) i Catalunya (5). Tot i aixi, aquestes dues mutacions
necessiten sinérgia amb els altres determinants estudiats, per poder augmentar la CMI de
les cefalosporines.

Finalment, una mutacid especifica en el promotor o en la regidé codificant del mtrR,
provoca un augment important en I'expressio de la bomba d’expulsié MtrC-D-E, la qual
expulsa cap a I'exterior de la cel-lula les cefalosporines, particularment la ceftriaxona (47).
El determinant més clarament associat a 'augment de la CMI de les cefalosporines és la

deleccié d’una adenina en un fragment invertit de 13 parells de bases de la regié del
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promotor, la qual es va detectar en 42 de les 48 soques. Canvis d’aminoacids en la regid
del repressor MtrR, concretament en les posicions A39, R44, G45 i H105, també poden
contribuir en I'augment de la CMI (103) (104). En la nostra série, el perfil més comu va ser
la deleccié de I'adenina i la mutacié H105Y, previament descrit per Thakur et al. (101). La
deleccié es creu que pot impedir la unié del repressor a la zona del promotor de MtrC-D-
E, i la substitucié H105Y podria inhibir la dimeritzacié del MtrR.

Després d’analitzar els diferents determinants de resistencia, es va trobar una relacio
estadisticament significativa entre 'augment de les CMls a les cefalosporines i 'al-lel en
mosaic XXXIV (p=0,0001), la substitucié A501T en penA (p=0,0003), la substitucié L421P
en ponA (p=0,0001) i la deleccié de I'adenina en mtrR (p=0,0001).

El genogrup més prevalent entre les soques amb SD a les cefalosporines va ser el G1407,
seguit del G2400. Segons les dades publicades per Chisholm et al. al 2010 (98), el G1407
va ser el genogrup més prevalent (23%) entre les soques de gonococ aillades en els 21
paisos europeus participants en “European Gonococcal Antimicrobial Surveillance
Programme”. El NG-MAST ST1407, juntament amb el MLST ST7363, van ser els
responsables de tots els casos confirmats de fracas terapéutic amb cefixima, aixi com
també de tres del cinc casos de fracas amb ceftriaxona.

Els nostres resultats concorden amb el fet que G1407 és un clon altament prevalent, i que
com s’ha observat amb altres estudis (47) (46) (98) (105) (106) (107) (108), esta associat a
SD a les cefalosporines i a I'al-lel en mosaic XXXIV. Es important subratllar el fet que en el
nostre estudi el G1407 és significativament més prevalent entre les soques amb SD que
entre les soques sensibles (P<0,0001). Una altra troballa important és que el G2400 és el
segon en prevalencga entre les soques amb SD (27,1%) i el més prevalent en el grup de les
soques sensibles (18,4%), representant el 23,3% del total de les soques estudiades. A més
el G2400 es va associar amb la mutacié A501T de I'al-lel XXXVI (p=0,0001) i amb una
elevacid de la CMI de cefixima. Tot i que aquest genogrup ja s’ha descrit préviament,
segons els nostres coneixements, és el primer estudi en el que s’observa una alta
prevalenca del mateix en soques amb SD i una clara associacié amb la substitucié A501T

del gen penA.
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En conclusid, aquest estudi posa de manifest la clara associacié entre el clon altament
prevalent G1407 i la capacitat per desenvolupar resisténcies. | el més important, també
posa de manifest I'aparicié d’'un nou clon, G2400, el qual també podria ser una font de

resisténcia antimicrobiana.
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La identificacid i la caracteritzacid de les xarxes sexual aixi com també dels patrons de
transmissio de la gonorrea, és Util a I’'hora de dissenyar estrategies d’actuacié dirigides als
grups de major risc o a la poblacié que més contribueix a la disseminacié de la malaltia,

com és el col-lectiu homosexual (109) (13).

En el tercer article que composa aquesta tesi s’analitzen les diferéncies de sensibilitat
antimicrobiana aixi com la distribucié epidemiologica de 119 soques de Neisseria
gonorrhoeae aillades de pacients amb diferent orientacié sexual, entre els quals s’han
trobat algunes diferéncies significatives. El grup de pacients heterosexuals es van infectar
amb soques de gonococ més resistents a ciprofloxacino i cefixima que les soques aillades
en pacients homosexuals. A més a més, aquest estudi demostra la circulacié de diferents
soques entre els pacients homosexuals i heterosexuals. Aixi els homosexuals varen ser
infectats més freqlientment per soques dels genogrups G2992 i G2400, mentre que els

heterosexuals per soques del genogrup G1407.

El genogrup G1407 és el més prevalent a Europa i s’ha associat a casos de fracas
terapéutic a Francga (4), Espanya (5), Eslovénia (110), Noruega (105), Austria (46) i Regne
Unit (44). El fet de que en el nostre estudi aquest genogrup sigui el més prevalent entre
els pacients heterosexuals, els quals a I'hora s’infecten amb soques més resistents,
reforca els resultats trobats per aquest mateix grup en la segona publicacié d’aquesta tesi

(2), i ja comentats préviament.

Una possible explicacido del per que els pacients heterosexuals en el nostre entorn
s'infecten amb soques més resistents que els homosexuals, seria la de I'existéncia d’'un
cluster de soques G1407 circulant entre aquest grup de poblacid, genogrup que

desenvolupa resistencia amb més freqliéncia que altres genogrups.

Hi ha pocs estudis a Europa que hagin analitzat la distribucié de Neisseria gonorrhoeae en
poblacions amb diferent orientacié sexual (111) (112) (113) (114) (115), i la majoria
d’aquests estan realitzats al Regne Unit (112) i Holanda (111) (114) (115), de manera que

segons el nostre coneixement no n’hi ha cap realitzat en tot el sur d’Europa.

Choudhury et al. (112), el 2004 van utilitzar el métode NG-MAST per descriure, a Londres,

la circulacié de diferents soques de gonococ entre les xarxes sexuals d’homosexuals i
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heterosexuals. Aquets autors van descriure 21 clusters (STs descrits en 20 o més
pacients), 7 dels quals, eren practicament exclusius de pacients del sexe masculi (277%
homosexuals). El 94% dels 14 clusters restants provenien de pacients heterosexuals. El

ST225 i ST359 es van associar amb pacients homosexuals.

En el nostre estudi, el ST359 esta inclds en el genogrup G2992, pel qual s’ha trobat, com
en el treball esmentat, una relacié estadisticament significativa amb la poblacié
homosexual. En canvi, i a diferencia de Choudhury et al., els resultats del nostre treball

demostren que el G225 és més prevalent entre els pacients heterosexuals.

Per altra banda, els nostres resultats no sén facilment comparables amb els dels estudis
realitzats a Holanda, ja que cadascun d’ells utilitza técniques de tipificacié diferents. Tot i
aixi, Van Duynhoven et al. (115) analitzen mitjancant serotipificacié les soques de
gonococ aillades al 1994, i també troben que la poblacié de Neisseria gonorrhoeae varia
en funcié del comportament sexual dels pacients, sent els serotipus I1B2, IB6 i IA5 més
prevalents entre els pacients homosexuals i els IB1 i IB3 entre els heterosexuals. De
manera similar, Kolader et al. (114), en un estudi realitzat entre el 2002 i el 2003,
mitjancant la tipificacié dels gens por i opa, descriuen 11 clusters principals (amb 20 o
més pacients amb el mateix patré por-opa), set dels quals procedeixen predominantment
de pacients homosexuals, 3 clusters exclusivament d’heterosexuals, i un cldster mixta

(46% homosexuals i 54% heterosexuals).

Finalment, Chisholm et al. (98), mitjancant NG-MAST, van genotipar 1.066 gonococs del
“European Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme”, aillats entre 2009 i 2010
en 21 paisos europeus. Van descriure 406 STs diferents, dels quals el ST1407 va ser el més
prevalent tant a nivell global com entre les 100 soques procedents d’Espanya, en canvi en
el nostre estudi aquest ST va ser el quart en prevalenca. El ST2992 va ser el segon en
prevalenca, tant en I'estudi de Chisholm et al. com en el nostre, mentre que el ST225 ells
el van trobar en tercer lloc, pero només dues soques del nostre estudi van pertanyer a
aquest ST. Per contra, el ST2400 va ser el més prevalent entre els nostres gonococs (8,3%)
mentre que Chisholm et al. el van descriure només en el 0,7% de les soques. També

s’observen diferéncies important en la prevalenca dels diferents genogrups, tot i que els
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dos estudis coincideixen en que el G1407 és el més prevalent. A més els dos treballs
observen una relacié estadisticament significativa entre els pacients homosexuals i el
genogrup G2992, pero per contra ells associen el G1407 a aquests grup de pacients
mentre que en el nostre estudi s’ha trobar una relacio significativa entre aquest genogrup

i els pacients heterosexuals.

Per tant, aquests fets posen de manifest les importants diferéncies en la distribucio
geografica de les soques de Neisseria gonorrhoeae, tant quan s’analitza la poblacié global
com quan es realitza en poblacions especifiques. Per la qual cosa no és possible
extrapolar els resultats a altres poblacions i caldria realitzar estudis epidemiologics a
nivell local. També emfatitza la necessitat de monitoritzar la resisténcia antimicrobiana
d’aquest microorganisme en les diferents poblacions, per tal de mantenir les guies de
tractament actualitzades, i en el que cas de que s’observessin diferéncies importants
entre les diferents poblacions, el tractament empiric es podria dirigir en funcié del tipus

de poblacié que es tractés.

Amb l'objectiu de detectar i controlar nous focus de transmissio, seria util realitzar
estudis prospectius que analitzessin les poblacions de gonococs mitjancant NG-MAST.
Aix0 permetria distingir soques que han estat presents entre la poblacid durant llargs
periodes de temps (transmissié endemica), de soques que formen part de nous clisters
gue podrien donar lloc a brots locals, fet que requeriria intervencions per part de Salut

Publica.

En aquest sentit, el nostre estudi posa de manifest I'alta prevalenca del genogrup G2400

entre la poblacié homosexual de Barcelona, fet no descrit previament.

En conclusio, aquest ultim estudi demostra I'alta prevalenca dels genogrups G1407,
G2992 i G2400 en el nostre entorn. A més a més posa de manifest els diferents patrons
de resisténcia antimicrobiana i la diferent distribucié de les soques de gonococ entre
pacients amb diferent conducta sexual. Els gonococs que infecten als pacients

heterosexuals son més resistents a ciprofloxacino i a cefixima i estan associats amb el
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genogrup G1407, mentre que els que infecten als homosexuals sén més sensibles a

aquests antibiotics i estan associats als genogrups G2992 i G2400.

La principal limitacié dels treballs que composen aquesta Tesi és que les soques
procedeixen d’una area geografica concreta i que per tant els resultats només soén
representatius d’aquesta zona i no es poden generalitzar. Una altra limitacié és que la
poblacié estudiada es majoritariament homes que fan sexe amb homes, atesos a la Unitat
de ITS de Drassanes i per tant no és una mostra aleatoria de la poblacié general. Tot i aixi,
s’ha de tenir en compte que en el nostre medi la gonorrea afecta sobretot als homes i de
manera especial als homes que fan sexe amb homes, com ho demostra el fet que dels
1.555 cassos de gonococcia declarats a Catalunya al 2014, el 46% varen ser aillats en HSH,
el 24% en homes heterosexuals i nomes el 15% en dones. A més, d’aquests 1.555, 697, és
a dir el 45%, varen ser notificats pel Servei de Microbiologia de I’'Hospital Vall d’Hebron.

De manera que la mostra estudiada en aquests treballs és bastant representativa.
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5. Conclusions

Conclusions de l'estudi de comparacié entre el cultiu convencional i les

tecniques s’amplificacio d’acids nucleics, pel diagnostic microbiologic de la

infeccio gonococcica.

La concordanca entre el cultiu i la PCR va ser del 96,9%, amb només un 3,1% dels
casos discordants. Gairebé el 90% dels discordants van ser deguts a la falta de

sensibilitat del cultiu.

La falta d’especificitat del cultiu va ser deguda a errors en la identificacié de
Neisseria gonorrhoeae mitjancant proves bioquimiques. Aquest problema s’ha
solucionat amb la introduccié de I'espectrometria de masses, la qual permet

identificar correctament Neisseria gonorrhoeae.

Les tecniques d’amplificacié d’acids nucleics presenten una alta sensibilitat i
especificitat. A més sdén tecniques automatitzades, robustes i rapides que

permeten realitzar un diagnostic en poques hores.

El cultiu segueix sent necessari ja que permet aillar el microorganisme viable i

realitzar estudis de sensibilitat antimicrobiana i epidemiologia molecular.

Una aproximacié eficient seria realitzar la PCR pel diagnostic de rutina i
exclusivament en laboratoris de referéncia, efectuar paral-lelament el cultiu als

pacients simptomatics.
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Conclusions de l'estudi de la sensibilitat antimicrobiana de Neisseria
gonorrhoeae a Barcelona: mutacions en penA, ponA, mtrR i porB i
sequenciotips de NG-MAST associats a la sensibilitat disminuida a les

cefalosporines.

A. El percentatge de soques amb sensibilitat intermitja o resistencia a la penicil.lina
va oscilar entre el 65% al 2012 i el 93,7% al 2016. Al voltant del 50% dels gonococs

son resistents a ciprofloxacino.

B. La resisténcia a ceftriaxona es manté baixa al llarg dels cinc anys, amb més del
60% de les soques amb CMIs <0,016 pg/mL. El percentatge de resisténcia a
cefixima és superior al de ceftriaxona, observant-se un pic important I'any 2013

que després va disminuir fins al 2015, per tornar a augmentar al 2016.

C. La taxa de resistencia a azitromicina al llarg del cinc anys és d’aproximadament el

5%, pero al 2016 també s’observa un augment important.

D. La CMI de gentamicina al llarg d’aquests anys es manté baixa, amb més del 60% de
les soques amb CMlIs entre 3 i4 ug/mL. El mateix passa amb la fosfomicina, ja que
el 90% de les soques tenen CMIs compreses entre 3 i 16 pug/mL. Per tant sén

possibles alternatives terapeutiques, tot i que fan falta més estudis.

E. El factor més important pel desenvolupament de resisténcia a les cefalosporines
son els canvis en el gen penA. El 58,3% de les soques amb SD presenten el patré
en mosaic XXXIV. La resta presenten el patré no mosaic XXXVI pero el 74% tenen

una substitucid en la posicié A501.
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F. El genogrup G1407 és significativament més prevalent entre les soques amb SD a
les cefalosporines que entre les sensibles (p<0,0001). EI G2400 és el segon més
prevalent entre les soques amb SD i presenta una associacié estadisticament

significativa amb la mutacié A501T de I'al-lel XXXVI (p=0,0001).
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Conclusions de I'estudi sobre les diferéncies en I’estructura poblacional i
els patrons de resisténcia de Neisseria gonorrhoeae entre homes que tenen

sexe amb homes i pacients heterosexuals.

A. Els genogrups més prevalents en el nostre entorn son els G1407, G2992 i G2400.

B. Es detecta una alta prevalenca del G2400 entre la poblacié homosexual, fet que

segons el nostre coneixement no s’ha descrit previament.

C. Existeixen importants diferencies en I'estructura poblacional dels gonococs entre
pacients homosexuals i heterosexuals. De manera que els HSH s’infectaven més
freglientment amb soques dels genogrups G2992 i G2400, i els heterosexuals del
G1407. A més els pacients heterosexuals es van infectar amb soques més
resistents a cefixima i ciprofloxacino que els homosexuals. Aquests fets podrien
ser deguts a la preséncia d’'un clister de G1407 circulant entre la poblacid

heterosexual.
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Caracteritzacié molecular de dues soques de Neisseria gonorrhoeae amb

resisténcia d’alt nivel a ceftriaxona aillades a Catalunya, Espanya.

Jordi Camara, Judit Serra, Josefina Ayats, Teresa Bastida, Dolors Carnicer-Pont, Antonia

Andreu i Carmen Ardanuy.

J Antimicrob Chemother 2012; 67: 1858—-1860.

Objectius: L'objectiu d’aquest estudi va ser caracteritzar les dues primeres soques de
Neisseria gonorrhoeae resistents a les cefalosporines d’espectre estes, aillades de dos

pacients sexualment relacionats (homes que tenen sexe amb homes) a Espanya.

Material i métodes: La sensibilitat antimicrobiana es va estudiar mitjancant I'E-test. Els
gens involucrats en la resisténcia a quinolones, ceftriaxona i multiresisténcia es van
amplificar per PCR i es van seqienciar. La tipificacid de les soques es va realitzar

mitjangant NG-MAST.

Resultats: Les dues soques presentaven el mateix perfil de multiresisténcia, presentant
resisténcia a penicil-lina (CMI 0,094 mg/L, betalactamasa negativa), a ceftriaxona (CMI 1,5
mg/L), a cefixima (CMI 1,5 mg/L),a cefotaxima (CMI 1 mg/L),a ciprofloxacino (CMI 32
mg/L) i tetraciclina (CMI 1,5 mg/L). Les dues soques van pertanyer al seqlenciotip
ST1407 (porB-908 i tbpB-110). La resisténcia a ciprofloxacino va ser degut a una
substitucié d’aminoacid en GyrA (S91F i D95G) i ParC (S87R). Es va detectar una deleccié
d’una adenina en el promotor de la bomba d’expulsi6 MtrC-D-E (mtrR). No es van
detectar canvis en el gen pilQ. La porina PorB mostrava dues substitucions (G120K i
A121N). Una substitucido L421P es va detectar en la PBP1A (ponA). La PBP2 (penA) va
presentar I'estructura en mosaic XXXIV amb una substitucié adicional (A501P). Aquest

genotip era identic al descrit recentment en la soca francesa (F89).
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Conclusions: Aquest és el primer cas de transmissid de N. gonorrhoeae amb resisténcia
d’alt nivel a les cefalosporines d’espectre estes. La tipificacio molecular suggereix que
aquesta soca es pot estar estenent per Europa i posa de manisfest la necessitat de

programes de vigilancia i la importancia d’estudiar la sensibilitat del gonococ a les

cefalosporines.
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Molecular characterization of two high-level ceftriaxone-resistant
Neisseria gonorrhoeae isolates detected in Catalonia, Spain

Jordi Camaral, Judit Serra?, Josefina Ayats, Teresa Bastida®, Dolors Carnicer-Pontt, Anténia Andreu?
and Carmen Ardanuyl*
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Objectives: The aim of this study was to characterize the first two extended-spectrum cephalos porin-resistant
and multidrug-resistant (MDR) Neisseria gonorthoeaeisolates collected from two sexually related patients {men
who have sex with men) in Spain.

Methods: Antimicrobial susceptibility was studied by Etest Genes involved in guinclone, ceftrioxone and
multidrug resistance were amplified by PCR and sequenced in both directions. The isolotes were typed by
N gonorhoece multi-antigen sequence typing (NG-MAST).

Results: The two isolates had the same MDR profile, showing resistance to penicillin (MIC Q0S4 mg/L;
p-lactamase negative), ceftriaxone (MIC 1.5 mg/L), cefixime (MIC 1.5 mg/L), cefotaxime (MIC 1 mg/L), cipro-
flaxacin (MIC =32 mg/L) and tetracydline (MIC 1.5 mg/L). MG-MAST showed that both isdates belonged to
saquence type (5T) 1407 (porB-908 and thpB-110). Ciprofloxacin resistance was due to amino acid substitutions
in GyrA (591F and D95G) and ParC (S87R). An A deletion in the promoter of the MirCDE efflux pump (mtf) was
detected Nochanges were detected in the pild gene. The outer membrane protein PorB showed teo substitu-
tions at G120K and A121N. An L421P substitution was observed in the PBP1A (pord) sequence. The sequence
of PBP2 (pend) showed a mosaic structure related to genotype XXXIV with a single additional amino acid
substitution (AS01F). This genotype was identical to a recently described French isolate (FBS).

Conclusions This is the first reported caose of highlevel extended-spectrum cephalosporin-resistant
N gonomhoeae transmission. The molecular typing and MDR genotype suggest possible Eurcpean spread
of this strain, highlighting the need for surveillance and the importance of testing the susceptibility of
N gonorhoeoe to extended-spectrum cephaosporins.

Keywords: N. gonorrhoeae, NG-MAST, multidrug resistant

Introduction

Neisseria gonorhoece remains a major cause of sexually trans-
mitted infection. Extended-spedrum cephalosporins (ESCs; cefi-
xime and ceftriawone, for oral and parenteral use, respectively)
are the first-line treatrment in many countries, and resistance is
currently rare.’ However, two unrelated N gonorhosoe straing
with highdevel resistance to third-generation cephaosporing
wene recently described *® The first, with a ceftiawne MIC of
2 mgiL, was described in Japan, and maolecular typing using
N. gonorchoege multi-ontigen sequence typing (MG-MAST)
showed a nowvel sequence type (ST), ST4220.% To our knowledge,

this genotype has not been described elsewhere, suggesting this
was a sporadic event. The second strain, also with a ceftiasone
MICof 1.5-2 mg/l, was described later in France, and belonged
to ST1407, a wal-known European clone with diminished sus-
ceptibility to FSCs? Transformation studies demonstrated that
the dewelopment of new mutations in the pend gene (PBFZ)
were responsible for the development of high-level cephalo-
sporin resistance in both strains. The pand gene of the lapanese
strain was similar to mosaic allele X with 12 amine acid substitu-
tions, whereas the pend gene of the French strain was similar to
masaic allele XXXIV with an additicnal amine acid substitution
(A501P). In oddition, both stmins had alterations in other

@) The Author 2012 Published by Oxford University Press on behalf of the Brtish Socisty for Antimicrobiol Chermotheropye All rights reserved
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genes responsible for resistance to several groups of antimicro-
bials (gyrA, parC, mirk, pord and parB1h).

Subsequently, the first two N. gonorhoeoe isolates in Spain
with high-level resistance to ESCs were detectad in two sexually
redated patients [men who hove sex with men [MSM)]* The airs
of the current study were to analyse the motecular mechanisms
inwlved in B-lactam and multidrug resistance, and to undertake
maolecuar typing of these N. gonorrhoece isolotes.

Materials and methods

Bocterial strains, antibiotic susceptibility and
maolecular typing

Two gonocoocal isobates obtained from urethnal and rectal swabs of two
sexually elated potients [MSM) were used for the study.* Antimiceobial
susceptibility wos studied by Etest (bioMérieux) on a GC medium
[Becton Dickireson) following the recommendotions and criterin of
EUMCAST® The cument EUCAST MIC breokpoints for penicilin are
=006 mg/L (susceptible) and =1 mg/L (resistant) and for cefixime and
cefiiaxone the breakpoints ae =012 mg/ll ([susceptible] and
>012mg/l (resistont).® The production of fdoctomase was tested
using the nitrocsfin method [(Becton Didkinson).

NE-MAST waos used for moleoular typing, following methodology
desaibed FI'E'U"I:USI.‘_I,I'.d' Briefly, bocterial DNA was extrocted using the
QLAomp DHA Mini Kit (Qiogen). Internal frogments of porf and thpB
genes were amplfied by FCR, and sequenced in both directions using a
BigDye Terminator w3.1 in an ABI PRISM 3100 Avant Genetic Anolyzer

[Appied Biosystems). Allele number and M. gonorhosoe 5Tz were
assigned using the NG-MAST web site (hitpulwawwomist net).

Molecular characterization of the resistance profile

Boctenial DNA was extrocted and genes reloted to quinolone resistance
[gwA and par(), -loctam resistance (pond and penA) and multidrug re-

sistance [promaoter of mitek, p&ﬂudmﬁ]mumlﬁedhy FCR and
sequenced s desoibed previousty. ™

Results and discussion

The two isolates displayed the some antimicrobial susceptibility
profile, with the following MICs: penicillin, 0.0594 mgil; cefidme,
1.5 mg/L; ceftrioxene, 1.5 mg/L; cefotadime, 1 mg/L tetracycline,
1.5mg/l; and ciprofloxocin, =32 mgfl. The p-loctomase test
was negative. By disc diffusion, both isolotes were susceptible
to azithrormycin and spectinomycin. The two isolates reported
here showed two amine acid substitutions in GyrA (S91F and
095G) and cne in ParC (S87R), all of them previcwsly shown to
be involved in quinclone resistance ® No changes wene detected
in the plQ gene. Both isclates showed an A deletion in the pro-
moter of the MIfCDE efflux pump (mER), two amine acid substi-
tutions (G120K and A121N) in the cuter membrane protein Pol
and an L&21P change in the PBP1A (pond) sequence. The
saquence of PEP? (pand) showed a mosaic structure related to
gemt}'pe XKDV with o single additiond amino acid change
(AS01F).7 The genotype of mirk, porB and ponA with mosaic
OO0V at PBPZ has previously been associated with diminished
susceplibility to cefiime in Eurcpean isolates belonging to
ST1407. Moreover, the FBS strain of N. gonorhoeoe olated in
France, which had high-level resistance to ESCs, showed the

same resistance genotype, including the ASO1P substitution in
the PEP2 gene with a mosaic structune ROCCTV).

The patient with symptomatic urethritis was cured after dosy
cycline therapy (100mg, twice a day for 7 days) in spite of the
isolate  showing bordedine resistance to tetracycline (MIC
1.5 mgiL}, prebably mediated by overexpression of a multidrug
resistance efflux pump, as the tet{M) gene was not detected
by PCR (dato not shown). The second patient remained asymp-
tomatic, but azithromycin treatment (500 mgfday) for 3 days
eradicated the microorganism from the rectum, o confirmed
by culbure

WG-MAST showed that both kolates belonged to ST1407
{porB-908 and thpB-110), which is the most prevalent clone in
Europe. ST1407 & a successful clone that has spread woddwide
and is associated with decreased susceptibility to cefixime and
treatrment failune. Moreover, the first European strain (FBO) with
high-level resistance to ESCs, recently identified in France, also
belonged to this ST*

The two isclates described here are only the third and fourth
ceftriaxone-resistant N. gonorthoege to have been reported to
date. Ceftrimone resistance in N gonorhoeoe thus cumenthy
remains rare, having previously only been detected in two spor-
adic and epidemiologically unreloted strains from Japan and
France. This may reflect the foct that ESCs have only recently
been widely used in the treatment of genorrhoea It may also
be the case that the biological cost caused by the accurmulation
of mutations amaong structural genes cmuld affect the fitness of
this pathogen, reducing its potential to spread as a successful
done.

The fact that the two patients reported here wene sexwal part-
ners, coupled with the fact that the two isclates are genetically
related, makes this the first documented case of inter-patient
transmission of ceftimone-resistant N. gonowrhoeae. [n addition,
our results showed that these two resistant isolates were genet-
ically related te the FBS strain isolated in France. Allthree isolates
(Spanish and French) were collected from dinicol samples of
MSM patients, suggesting the presence of circulating multidrug-
resistant clones in this community. Two hypotheses oould
explain these results. Arsty, since isolates belonging to ST1407
comprse a widespread European clone with diminished suscep-
tibility to cefikime, development of ceftriawone resistance due to
an ASO1F substitution in a PBPZ XXXIV allele may have occumed.
This hypothesis is supported by the recent report of an Austrian
isolate also belonging to 1407 and with an aming acid substitu-
tion (TH344) in the same pend allede, XXV, that was resistant to
cefixime and which caused a treatment failure® The second
and mare worfsome hypothesis is the continental spread of an
ESC-resistant strain among the MSM community, a population
at high risk of transmission of gonococcal infection. However,
the epidemiclogical relationship between the Spanish and
French patients is unknown, hence this hypothesis cannot be
confirmed on the basis of currently availoble data. Nonetheless,
the transmission between the two sexually related patients in
Spain lends support to this idea. If this hypothesis is confimmed,
this presages a new em in gonococcal infections, with the pres-
ence of a multidrug- and ceftioxone-resistant strain capable of
spreading successfully. However, more studies analysing the bio-
logical fitness of this new PBP2 mosdic structure are needed,
since it has been suggested to be the limiting fador for the
spread of ESC-resistant N. gonarrhoeage.
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This report highlights the importance of undertaking sunveil-
lana of the susceptibility of N. gonorhoade to ESCs in order to
detect the possible spread of this new vanant of the European
done. Molecuar characterization of solates with reduced sus-
ceptibility to ESCs will be a vital component of such surseillanae
if we are to establish the role of this new dlone in the epidermi-
ology of sexually transmitted infections. The observation that
one of the patients described here was asymptomatic empha-
sizes the need to sample both symptomatic and asymptomatic
patients. Finally, if high-level resistance to ESCs coupled with re-
sistance to other antibiotic dosses becomes widespread, it wil
be essential to establish new and effective antibiotic therapy if
genomhoaa i to remain a treatable infection.
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Neisseria gonorrhoeae: estudi de la resisténcia antimicrobiana i de la

dinamica poblacional. Situacié a Barcelona el 2011.

Serra-Pladevall J, Barbera-Gracia MJ, Roig-Carbajosa G, Juvé-Saumell R, Gonzalez-Lopez

JJ, Bartolomé-Comas R, Andreu-Domingo A.

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2013 Nov;31(9):579-83.

Introduccid: Les altes taxes de resistencia de Neisseria gonorrhoeae a certs antibiotics,
juntament amb I'aparici6 de soques amb sensibilitat disminuida i resistéencia a les
cefalosporines, fan de la infeccié gonococcica un problema de Salut Publica. Els objectius
de l'estudi van ser: realitzar el seguiment de la sensibilitat antimicrobiana del gonococ

entre gener i agost del 2011, i estudiar la dinamica poblacional d’aquestes soques.

Material i métodes: Es va estudiar la sensibilitat mitjancant el métode de disc-difusid i E-

test. El genotipat es va realitzar mitjancant NG-MAST.

Resultats: Del total de les 100 soques, el 59% van presentar sensibilitat intermitja a
pencil-lina i el 9% resistencia. Segons EUCAST, es van detectar 3 gonococs amb sensibilitat
disminuida a ceftriaxona, 10 a cefixima i una soca amb resisténcia d’alt nivell a als dos
antibiotics (CMI 1,5 pg/mL). La CMIsg i CMlgg a cefixima van ser de 0,016 pg/mL i 0,125
pug/mL, mentre que les de ceftriaxona van ser <0,016 pg/mL i 0,064 pg/mL,
respectivament. El 99% van presentar resisténcia a doxiciclina, el 53% a ciprofloxacino, el
3% a azitromicina i el 1% a espectinomicina. EI ST més prevalent va ser ST1407,
majoritariament associat a resisténcia o sensibilitat disminuida a cefalosporines i

macrolids.
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Conclusions: N. gonorrhoeae ha desenvolupat taxes importants de resisténcia a diferents
antibiotics. S’ha detectat una soca amb resistencia d’alt nivell a les cefalosporines de
tercera generacié i varies amb sensibilitat disminuida, a part d’observar-se un augment de
la CMlsq i CMlgg a aquests antibiotics. L'estructura poblacional del gonococ es manté
estable i comu a la resta d’Europa, tot i que s’han identificat dos nous sequenciotips
(ST7226 i ST7227) amb potencial per seleccionar-se i adquirir alts nivells de resistencia a

les cefalosporines.
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INFORMACION DEL ARTIiCULD RESUMEN

Historin del articelo: Introduccidn: Las altas tasas de resistencia de Netsserto gonomhoeoe (NG a ciertos antibidticos, junto con

Recibido e] 13 de diciembre de 2012 la aparicitin de cepas con sensibilidad disminuida y resistencia a las cefalosporinas, hacen de la infecridn

E‘E“‘ﬂ? ;‘rsdd'-‘ ;"‘,‘7':-‘“‘ I.'..!'Ellz:ll:'” gonocdcica un problema de salud piblica. Los objetivos del estudio fueron: realizar el seguimiento de
PR L la sensibilidad antimicrobiana de MG obtenidas entre enero y agesto de 2011, y estudiar su dinimica

poblacional.

{‘H,"F",‘ e . Métodas: Se estudid la sensibilidad mediante el método disco-difesidn v E-test. El genotipado se realizd

e e mediante e NG-MAST.

Test de senibalidad antimicrobiaa Fes_uiradnts: D un total de 100cepas, el 59E presentaron 5I!'I15|'|.:Ii:!i¢.‘h|:| iI'IEE‘:I'I'FIEﬂ..i.I a penicilina y el 9%

Dindmica poblacicnal resistencia. Segdn ELCAST, se detectaron 3 gonococos con sensibilidad disminuida a cefiriaxona, 10 a

cefinima y uno con resistencia de alto nivel a ambos (CMI 15 pg'ml). La CMIsp v 1a CMIgg a cefixima fue de
0,06 yde 0,125 pgiml, mientras quee a ceftriaxona fue < 0,016 y 0,064 wg/ml. E1 90% presentd resistencia
a doxiciclina, el 53% a ciprofloxacing, el 3% a azitromicina y el 1% 2 espectinomicina. El 5T mds prevalente
fue el 5T1407, mayoritariamente asociade a resistencia o sensibilidad disminusda a cefalosporinas o
macrididos.
Conciusidon: NG ha desarrollado tasas importantes de resistencia a distintos antibitticos. 5e ha detectado
una cepa con resistencia de alto nivel a las cefalosporinas de tercera generacidn y varias con sensibilidad
disminuida, ademds de observarse un aumento de la CMlg, v de la (Mg, a estos antibidticos. La estructura
poblacional de NG permanece estable y comidn al resto de Europa, aungue se han adentificado 2 nuevos
secuenciotipos ( ST7226 y 5T7 227 ) con potencial para seleccivnarse y adquirir altos niveles de resistencia
a cefalosporinas.

© 2012 Elsevier Espana, 5.L Todos los derechos reservados.

Neisseria gonorrhoeae: Antimicrobial resistance and study of population
dynamics. Situation in Barcelona in 2011

ABSTRACT

Keywords: Backgroumd: Dhee to the high rates of antimicrobial resistance to certain antibiotics, wgether with the
g"m Fonarinede emergence of Netsserfa gonormhoese {NG) with reduced susceptibility and resistance to third-generation
orHMTRIoEa

cephalosporins, gonococcal infection is becoming a public health problem. The objectives of the study
were: To keep track of the antimicrobial susceptibility of NG strains obtained from January o August
2011. To study the population dynamics.

Methods: The antimicrobial susceptibility was studied by disk-diffusion and E-test. The genotyping was
performed by NG-MAST method.

Resuits: OFf a total of 100strains stodied, 50% showed intermediate sensitivity to penicillin
and 9% were resistant. According to EUCAST, we detected 3 gonococci with reduced susceptibi-
lity to ceftriaxone, 10 to cefixime and one with high-level resistance to both antibiotics (MIC
15pgmll MIC;; and MICy to cefixime were 0016 and 0.125pgmi, respectively, whereas to

Microbia] sensitivity b=st
Population dymamics

* Autor para comrespondencia
Correo electrdnicn; juserra@vhebron nes {]. S=rra-Pladevall L

1213-D05K% - s== front matter & 2002 Elsevier Espaha, 51 Todos los derechos reservados.
hitpcffdw.doi.ong 1 0. 101 §jeimc 201303010
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ceftriaxone they were < 0.016 and 0,064 pg/ml, respectively. Almost all (99%) of the strains were resistant
to doxycycline, 53% to ciprofloxacin, 3% to azithromycin, and 1% to spectinomycin. The most preva-
lent 5T was 5T1407, predominantly associated to resistance or reduced sensitivity to cephalosporins or

macrolides.

Comclustons: NG has developed significant rates of resistance to various antibiotics. One strain has
been detected with high level resistance to third generation cephalosporins, and several strains with
reduced susceptibility. An increase in MICso and MICzo to these antibsotics has also been observed.
NG population structure remains stable and common to the rest of Europe, although two new 5T
[5T7226 and 5T7227) have been identified that could be selected and acquire high levels of resistance o

cephalosporins.

© 2012 Elsevier Espana, 5.1 All rights reserved.

Introduccion

Actuzlmente la infeccién gonocdcica es la segunda infeccién de
transmisién sexual de etiologia bacteriana mis prevalente', tras
la causada por Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae (NG)
representa un problema de salud pablica importante, tanto por
su magnitud como por las complicaciones y secuelas a3 que da
lugar. Debido a la ausencia de vacunas efectivas, un diagndstico
apropiado, asi como un tratamiento antimicrobiano efectivo, son
2 de las principales herramientas para evitar la diseminacidn de la
infeccitin®,

En Estados Unidos el Center of Diseases Control (CDC) informd,
en 2007, 355991 casos, lo que representa una tasa de 1189 por
100,000 habitantes’, aungue en los dltimos afos se ha chservado
una leve disminucidn de su inddencia, con una tasa en 2009 de
99,1 por 1000000, En Europa, en el afio 2007 la tasa de infecdidn
gonocicica era muy variable segin el drea geografica, oscilando
entre 0,3/ 100,000 en Italia y 30,8/100,000 en el Reino Unida®,
En Espafia, el sistema de enfermedades de declaracién obligato-
ria (EDQ) notifict 1,954 casos el 2009, lo que representa una tasa
de 4,33 por cada 100,000 habitantes. Desde 1995, afio en que la
tasa alcanzd el maximo de 11,69, se observd un claro descenso
de la incidencia de la infeccidn gonocdcica, pero a partir de 2002
se advierte un incremento continuado®. La comparacién entre las
tasas de incidencia observadas en Estados Unidos v en diver-
sas partes de Europa con las de Espafia sugiere que en nuestro
pais la infeccién gonocticica estd infradiagnosticada wo inframo-
tificada.

A lo largo de la historia se han utilizado diversos antimicro-
bianos para el tratamiento de la gonorrea, siendo actualmente de
eleccidn las cefalosporinas de tercera generacidn, concretamente
ceftriaxona 250 mg intramuscular o cefixima 400mg via oral en
dosis dnica, En 2001 en Japdn se detectd por primera vez una cepa
de gonococo con sensibilidad disminuida a las cefalosporinas de
tercera generacidn, y posteriormente se han descrito casos en todo
el mundo cada vez con més frecuencia, En 2009, el Gonococcal Resis-
tance to Antimicrobiols Surveillance Progromme (GRASP) reportd que
en Inglaterra el 1,2% de las cepas de gonococo presentaban sen-
sibilidad disminuida a cefixima (definida como CMI == 0,25 pefml)
v el 10,6% presentaban una CMIz= 0,125 pg/ml’. Actualmente las
guias terapéuticas de Estados Unidos y del Reino Unido recomien-
dan cefixima solamente como alternativa a la ceftriaxona cuando
esta no es una opcitn de ratamiento, v la guia del Reino Unido® ya
recomienda ceftriaxona a dosis de 500 mg como tratamiento emppi-
rico de primera linea. En el afic 2011 se han descrito las primeras
5cepas de NG con resistencia de aleo nivel a ceftriaxona, 2 de las
cuales se han aislado en Espafia®!C,

En este contexto se planted el presente estudio, cuyos obje-
tivos fueron estudiar la sensibilidad antimicrobiana de cepas de
MG aisladas recientemente en la ciudad de Barcelona, lo que per-
mitird mantener las guias terapéuticas actualizadas, y realizar un
genotipado de las mismas con la finalidad de detectar cambios epi-
demiolégicos en las cepas circulantes,

Métodos
Cepas de Neisseria gonorrhoeae

Desde enero hasta agosto de 2011 en el Servicio de Microbio-
logia del Hospital Vall d'Hebron se estudiaron 100cepas de NG
procedentes de pacientes atendidos en la Unitat d'Infeccions de
Transmissit Sexual de Drassanes (UITSD) de Barcelona, en el Hospi-
tal Vall d'Hebron de Barcelona y en los centros de atencin primaria
v de planificacion familiar adscritos al mismo (unos 140), Corres-
pondieron a 85 varones, 9 mujeres y & de los que no se dispuso de
la informacién sobre el sexo. Setenta y siete cepas se aislaron en
exudados uretrales, 14 en rectales, 7 en endocervicales, una en un
exudado vaginal v una en un frotis faringeo.

La identificacion de las cepas se realizd mediante tincidn de
Gram, prueba de la citocromo-oxidasa, produccién de catalasa,
identificacidn bioquimica mediante el sisterna APl NH (bioMériewx,
Francia) ¥ el test de coaglutinacién utilizando el kit Phadebact®
Monoclonal GC Test de Bactus (Becton Dickinson, Francial,

Estudio de sensibilidad antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad antimicrobiana se realizé siguiendo
las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Inst-
tute (CL51)'. El medio utilizado fue el medio selective CG (Becton
Dickinson, Francia) suplementado al 1% con IsoVitalex (Becton Dic-
kinson, Francia). Como cepa control se utilizé la ATCC 492326,

A partir de un subcultivo en medio no selectivo se prepart una
suspension con un McFarland de 0,5 en solucidn salina,

Mediante la técnica de E-test se estudit la sensibilidad a
penicilina (0,002-32 pg'ml), ceftriaxona (0,016-256 pg/ml) v ceh-
xima (0,016-256 pg/ml) (bioMérieux Espafia 5.A.) v mediante el
método de disco-difusion a azitromicina, dcido malidixico, cipro-
floxacino, espectinomicina y doxiciclina. En las cepas resistentes
3 azitromicina se estudié su CMI mediante el E-test (0,016
256 pgiml) (bioMérieux Espafia S.A.),

Las placas se incubaron 18-24h a 36°C en atmdsfera al 5% C0;.

La interpretacidn de las CMI se hizo segiin los criterios de Euro-
pean Committee on Antimicrobiol Susceptibility Testing (EUCAST) en
el caso de disco-difusisn y segiin CLSI'! y EUCAST!? en el caso del
E-test. Asi, para la disco-difusién se consideraron sensibles a azitro-
micina las cepas con halo = 27 mm, intermedio entre 26-24mm y
resistente < 24 mm; para el icido nalidixico se considerd resistente
un halo< 25 mm; para ciprofloxacino se considerd sensible un halo
=42 mm, intermedio entre 41-40mm y resistente < 40mm; para
espectinomicina fueron sensibles :- 20mm, intermedios entre 19-
17 mm y resistentes < 17 mm, y para doxiciclina se consideraron
resistentes las cepas con halo < 33 mm. En el caso del E-test, CLSI
considera sensibilidad disminuida (50) cuando la CMI a cefixima
es = 0,25 pg'ml y a ceftriaxona = 0,125 pg/ml y EUCAST cuando la
CMI a ambos antibidticos es > 0,12 pg/ml.

A todas las cepas se les estudio la produccidn de betalactamasa
por la técnica acidimétrica en medio liquida.

123



AnneX I: Articles no inclosos en la tesi

L Serro-Plodevail et al { Enferm Infeoc Miorobiol Clin. 2013,31(9):579-583 5E1

Tabla 1
Resistencias antimicrobianas de las 100 cepas estudiadas de Neisseria gonomficeos
ELICAST
5(%) I[%) R(%)

Penicilina 2 54 ]
Cefiriaxona 96 3 1
Cefixima ] 10 1
Azitramicina 96 1 3
Ciproflocacinn a7 - 53
Dioodcicling 1 - b ]
Espectinomicina 299 - 1

I: sensibilidad intermedia; B: resist=nie; 5: s=nsible.

Las cepas se congelaron a -80°C en caldo Tripticase Soy con un
20% de glicerol para la realizacién posterior de los estudios mole-
culares,

Tipificacion molecular

Se utilizd el Neisseria gonorrhoeae multi-antigen sequence typing
(NG-MAST) parz la tipificacién molecular de las cepas'. Breve-
mente, se extrajo el ADN y se amplificaron por PCR fragmentos
internos de los genes porB y thpB, A continuacidn se secuenciaron
en los 2 sentidos y se analizd la secuencia. Utilizando la pagina web
de NG-MAST (www.ng-mast.net) se asignd el correspondiente alela
a cada gen y el secuendiotipo (ST) resultante de la combinacién de
ellos acada cepa. Alas secuencias de los genes porB v thpB no descri-
tas anteriormente se les asignd un nuevo nimero alélico utilizando
la base de datos disponible en hitp:)/www.mlst.net.

Resultados

De la determinacién de la CMI de penicilina se deduce que el
32% de las cepas de NG fueron sensibles a este B-lactimico (CMI
=006 pe/ml), el 50% presentaron sensibilidad intermedia (CMI
0,07-1 pg/'ml) v el 9% fueron resistentes (CMI = 1 pg/ml) (zabla 1)
Diel total de los 68 gonococos con sensibilidad intermedia o resis-
tente, el 10,3% lo fueron por accidn de una B-lactamasa plasmidica.
De las 7 cepas productoras de B-lactamasa, 3 presentaron una CMI
de 0,38 pg/ml, 6 pg/ml y 8 pg/ml, respectivamente; 2 cepas de
12 pgiml, y las 2 restantes, > 32 pg'ml.

La sensibilidad a las cefalosporinas de tercera generacidn se
determing mediante el E-test y los resultados variaron en funcidn
de los puntos de corte utilizados, Asi, segiin CLSI, no se obtuvo
ningiin gonecoco con sensibilidad disminuwida a cefixima v 3 a cef-
triaxona; en cambio, segin EUCAST, se obtuvieron 3 cepas con 50
a ceftriaxona y 10 a cefixima'?, En mayo de 2011 se detectd la
primera cepa con resistencia de alto nivel a las cefalosporinas® 10,
presentando una CMI de 1,5 pg/ml para ceftriaxona, cefixima y
cefotaxima, El total de las cepas estudiadas exhibieron una CMisg
y una CMlgy a cefixima de 0,016 v 0,125 pg' ml, respectivamente,
mientras que las CMlsy v CMlgy a ceftriaxona fueron <0016 y
0,064 pe'ml

Fueron resistentes a azitromicina el 3% de los aislamientos, de
los cuales una cepa presentS un halo de 9mm correspondiente a
una CMI de 24 pg/ml, una de 19mm (cepa no viable para la deter-
minzacidén de la CMI) y una de 21 mm con una CMI de 0,75 pg/ml.
Una cuarta cepa con halo de 22 mm presents una CMI de 0,5 pgi/mil,
lo que se considerd sensibilidad disminuida.

Por lo que refiere a las quinolonas, los resultados de sensibilidad
a ciprofloxacine concordaron al 100% con los del cido nalidixico,
siendo el 47% de las cepas sensibles y el 53% resistentes a estos
antibidticos.

Solo una cepa mantuvo la sensibilidad a doxiciclina, siendo el
99% de los restantes aislamientos resistentes. Veinte de las cepas
resistentes presentaron un halo < 19 mm.

Fueron sensibles a la espectinomicina el 99% de los gonococos
estudiados, aislindose una dnica cepa resistente con un halo de
9 mm,

De las 100cepas solo una fue sensible a los 7 antimicrobianos
estudiados. De las restantes, 27 fueron resistentes solo a doxi-
ciclina. Otras 22cepas fueron resistentes a 2 antibiGticos: 17 a
doxicicling v con resistencia o disminucién de la sensibilidad
a penicilina ¥y 5 a doxiciclina y quinolonas. Treinta y cinco
cepas fueron resistentes a 3 antibidticos: 33 a doxiciclina, peni-
cilina y quinolonas y 2 a doxiciclina, penicilina y azitromicina.
Las restantes 15cepas pueden considerarse multirresistentes,
va gue fueron resistentes a mis de 3 antimicrobianos, siendo:
12 cepas resistentes a doxiciclina, cprofloxacino y resistentes o
con 5D a penidlina y cefalosporinas; una cepa a doxiciclina,
ciprofloxacine, azitromicina y sensibilidad intermedia a penici-
lina; una cepa a doxiciclina, ciprofloxacino, espectinomicina y
sensibilidad intermedia a penicilina, y una cepa a doxiciclina, cipro-
floxacing, azitromicina y sensibilidad intermedia a penicilina y
cefalosporinas.

Las 3 cepas con sensibilidad disminuida a cefiriaxona también
presentaron sensibilidad disminuida a penicilina, con CMI a este
antibidtico de 0,125, 0,38 y 0.5 pg'ml, respectivamente, y ademdis
fueron resistentes a doxiciclina,

La tipificacidn molecular mediante NG-MAST se llevd a cabo en
un total de 45 cepas que incluian la cepa resistente a ceftriaxona
y cefixima, las 10cepas con sensibilidad disminuida a alguno de
estos 2 antimicrobianos, las 4 cepas resistentes o con sensibilidad
disminuida a azitromicina y 29 cepas seleccionadas aleatoriamente
de entre el resto de cepas sensibles a estos antibidticos,

El 5T mis prevalente fue el ST1407 (27%), al cual pertenecia la
cepa resistente a ceftriaxona y cefixima, 7 de las 10 cepas con sensi-
bilidad disminuida a alguno de estos 2 antibidticos y 2 de las 3 cepas
resistentes a azitromicina, Dos cepas con sensibilidad disminuida a
cefixima pertenecian a los ST7226 y 5T7227, los cuales comparten
el mismo alelo thpB (alelo 110) entre ellos v con el ST1407, v una
al 5T4843, el cual comparte el alelo porB (alelo 908) también con
el 5T1407. La restante cepa resistente a azitromicina pertenecid al
5T7228 yuna de las cepas con sensibilidad disminuida a cefixima no
pudo ser tipificada mediante este método. Las 29 cepas sensibles a
cefalosporinas y azitromicina se distribuyeron entre 22 ST diferen-
tes, perteneciendo 3 de ellas al ST1407 (tabla 2), LosST7223,7224,
T225,7226, 7227, T228,7230,7231,7232,7233,7234, 7235 y 7236
fueron de nueva descripcidn,

Discusian

Debido 2 la tendencia al aumento de la infecddn gonoodcica
y sobre todo a la aparicidn de cepas multirresistentes, es funda-
mental desarrollar programas de monitorizacién de resistencias
v asi poder mantener las guias terapéuticas actualizadas para un
correcto manejo del paciente.

Este estudic muesira los altos porcentajes de resistencia de NG
en nuestro medic, de manera que penicilina (68% de cepas resis-
tentes o sensibilidad disminuida), ciprofloxacino (53% de cepas
resistentes | y doxiciclina (99%) estin lejos de poder utilizarse como
tratamiento empirico de eleccidn.

El 10% de los gonococos presentaron una CMI= 0,125 pg/ml a
cefixima y el 3% a ceftriaxona. No siempre una ChIz 0,125 pg/ml
se relaciona con fracaso terapéutico'”, por lo que son necesarios
acuerdos para establecer los puntos de corte apropiados, A pesar
de ello, en todo el mundo se ha descrito una disminucitn de la sen-
sibilidad de NG a las cefalosporinas v casos de fracaso terapéutico
con cefixima. En 2010 el GRASP reportd que en Inglaterra el 63%
de las cepas de gonococo presentaban sensibilidad disminuida a
cefixima (definida como CMIz= 0,25 pgiml) y el 17,4% presentaban
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Tabla 2

Distribucién de los 3T en las 45 cepas estudiadas deNeisseria gonorrficene
ST [miimero de aislados) Sensibdlidad antimicrobdana® Alela

Cefiriacona Cefixima Azitromicina porfl thpB

1407 (1) R R 5 08 110
1407 (1) 0 5 5 08 110
1407 (4} 5 it} 5 olB 110
1407 (1) 3D 50 5 L 110
1407 (1) 5 5 [ 908 110
1407 (1) 3D 30 [ 208 110
1407 (3) 5 5 5 08 110
T26(1) -1 S0 5 4321 110
TIEF (1) -1 S0 5 4324 110
4B43 (1) 5 50 5 L1 1021
TR (1) -1 5 R 65 1103
T228(1) 5 5 5 65 1103
T24(1) 5 5 b1 4325 -
T3 {d) -1 5 5 1143 4
15B2 (3} 5 5 5 o4a7 137
2002 (3) 5 5 5 1B0E x
21(1) 5 5 5 14 13
10401} 5 5 5 134 5
21D(1) 5 5 5 59 4
2BE (1} 5 5 5 105 21
341 (1} 5 5 5 2078 110
24E7 (1) 5 5 5 1534 241
49449 (1) 5 5 5 3001 x
5422 (1) 5 5 5 33491 x
EX10(1) 5 5 5 1914 1262
T125(1) 5 5 5 565 n
T0(1) 5 5 5 1417 a3
T{1) -1 5 5 1914 1389
TIZ({1) -1 5 5 1489 1388
T233(1) -1 5 5 4322 1030
T2 5 5 5 4123 k|
T15(1) -1 5 5 908 1180
T2IE(1) 5 5 5 65 118

R: resistente; 5: sensible; S0 sensibilidad disminuida.
Loz 5T de nueva descripridn figuran en negrita

* Resultados interpretados segiin criterios del Exropean Committer or Artimicrobiol Suscephibility Testing (ELDCAST)L

una CMI = 0,125 pg/ml’ . El European Centre for Dissase Prevention
aned Control (ECDC), en el estudio de vigilancia de la sensibilidad
del gonococo | European gonococcal antimicrobial surveillance, Euro-
GASP), reportd que en 2010 el 9% del total de las cepas de NG
presentaba sensibilidad disminuida a cefixima (CM1> 0,125 pgimil),
y que este porcentaje se elevaba al 16% en las cepas procedentes de
Espafia'E, Actualmente las guias terapéuticas de Estados Unidos y
del Reino Unido recomiendan cefixima 400 mg como zlternativa
solo cuando ceftriaxona no es una opcitn de tratamiento.

Este estudio incluye la primera cepa en Espafia con resis-
tencia de alto nivel a las cefalosporinas™®!?, detectada en mayo
del 2011, v que es uno de los primeros casos a escala
mundial, La primera se aiské en Japdn en 2011 de un fro-
tis faringeo de una paciente asintomética”, y la segunda v
tercera en Francia'® y Austrial®, respectivamente, del exu-
dado wretral de 2wvaromes que hacian sexo con varones, y
la cuarta v quinta en Espafia en mayo de 2011 del tracto
anal y wuretral, respectivamente, en 2varones relacionados
sexualmente® !0,

En este estudio se observa un aumento de la CMIsp v de la CMlgg
a cefixima y ceftriaxona, con respecto a lo publicado en afios ante-
riores, que era de 0,008 y 0,03 mg/l para cefixima y de 0,002 ¥
0,008 para ceftriaxona®. Ello tiene consecuencias ya que, aungue
hasta ahora el tratamiento empirico de primera eleccitn de la gono-
cocia no complicada es ceftriaxona 250 mg, algunas guias, como
la del Reino Unide®, empiezan a recomendar aumentar la dosis
hasta 300 mg debido precisamente a los incrementos de las CMI y
a la aparicién de cepas con sensibilidad disminuida frente a estos
antibidticos,

La azitromicina, cuando empezd a usarse, se consideraba la
panacea para el tratamiento de las infecciones de transmisidn
sexual de etiologia bacteriana, ya gue presentaba una buena
penetracién en tejidos, una vida media larga v se administraba
por wvia oral. Probablemente debido al uso generalizado de la
azitromicina para tratar infecciones respiratorias e infecciones de
transmision sexual por Ch. rachomatis, se ha desarrollado resis-
tencia a este antimicrobianc, En este estudic se detectaron un
3% de cepas resistentes, aunque ninguna de ellas presentd resis-
tencia de alto nivel (CMI > 256 wg'ml), Esto representa un aumento
respecto a anos anteriores, ya que en el estudio realizado por este
grupo durante el periodo 2007-2010 solo se aislé una cepa resis-
tente a este antibidtico en nuestro medio (poster presentado en el
XV Congreso de la SEIMC 2011 sNeisseria gonorrhoeae: resistencia
antimicrobiana durante 2007-2010. ; Qué nos depara el futuro?s .
Una cuarta cepa presentd una CMI de 0.5pg'ml, lo que segin
EUCAST puede considerarse con sensibilidad disminuida. En este
sentido, para azitromicina no estin claros los puntos de corte a
utilizar. EUCAST define resistente cuando la CMI es > 0,5 pgiml,
dejando a las cepas de 0.5 pg/ml en un limbo interpretable como
de sensibilidad disminuida, aungue no las defina como tales. Sin
embargo, el Euro-GASP define resistentes a azitromicina a las cepas
con CMI:z= 1 pe/ml. En el estudio realizado por esta red en el afio
2010'5, la resistencia a azitromicina fue del 7%, con oscilaciones que
iban del 30% en Eslovagquia al 0% en Francia, Chipre, Hungria, Malta
v Reino Unido, La azitromicina actualmente no se recomienda como
tratamiento dnico para la gonococia, pero si en tratamiento combi-
nado, no solo porque trata las coinfecciones de NG Ch. trachomatis,
sino porgque in vitro se ha evidenciado sinergia entre azitromicina
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y cefalosporinas y porgue mejora la erradicacion de la gonorrea
faringea®, La azitromicina constituye una alternativa para el trata-
miento de las infecciones gonocdcicas no complicadas en padentes
con alergia documentada a penicilinas o cefalosporinas.

Es extremadamente importante detectar los cambios poblacio-
nales de NG y asi poder controlar y prevenir su diseminacidn.
Debido a la gran diversidad genética de este microorganismao, se
han desarrollado una gran variedad de métodos para su estudio,
siendo los métodos genotipicos [os de eleccidn debido a su poder de
discriminacién v a sureproducibilidad y objetividad, Uno de los mids
utilizados actualmente es el denominado NG-MAST, el cual permite
comparar los dones circulantes entre diferentes ciudades o paises,
a diferencia de las comparaciones de perfiles de macrorrestriccién
obtenidos por electroforesis en campo pulsado que son atiles para
hacer comparaciones epidemiolSgicas locales. En este estudio se
demuestra que nuestra poblacidn de gonococos es similar a la que
circula en el resto de Europa, yva que el 5T1407 es el mis preva-
lente aqui y en el resto del continente, Es de destacar que entre los
45 aislamientos estudiados, 4 pertenecieron al 5T de nueva des-
cripcidn 577223, de manera que se podriz pensar que es un
nueve clon que podria constituirse en emergente en nuestTo
pais.

Por otro lado, se necesita seguir investigando si determinados
ST estin relacionados con fenotipos de resistencia especificos, utli-
zando un mayor nimere de aislamientos que sean fenotipicamente,
genéticamente, geogrificamente v temporalmente diversos!. En
este estudio, el zislamiento con resistencia de alto nivel, los 3 con
sensibilidad disminuida a ceftriaxona v 6 delos 10 con sensibilidad
disminuida a cefixima pertenecen al ST1407, al gue también perte-
necen la cepa con resistencia de alto nivel a ceftriaxona aislada en
Francia'®, y la aislada en Austria'®; mientras que la cepa resistente
aislada en Japtin pertenece al 5T4220'7, Otro aspecto interesante de
la caracterizacién poblacional de las cepas estudiadas es la detec-
cidn de 2 cepas pertenecientes a 2 nuevos ST (ST7226 y 5T7227), las
cuzles poseen una sensibilidad disminuida a ceftriaxona, Estos 25T
comparten con el ST1407 el alelo del gen tbpB (alelo 110) y dnica-
mente se diferencian en el alelo del gen porB (alelos 4321 y 4324,
respectivamente ), Estos 2 alelos porB de los ST7226 v ST7 227 difie-
ren, respectivamente, en 3 cambios nuclectidicos con el alelo del
ST1407 {datos no mostrados). Este hecho sugiere que los ST7226
y 5T7227 habrian surgido a partir del 5T epidémico 5T1407 con el
cuzl comparten ademés los niveles bajos de sensibilidad a cefalos-
porinas. Estos ST, por tanto, podrian poseer una elevada capacidad
de diseminacién y un alto potencial de seleccin de resistencia a
cefalosporinas, como ocurre con el ST1407, que deberia ser tenido
en cuenta en los futuros estudios de vigilancia epidemiclogica.

La limitacién principal del estudio es que todas las cepas pro-
cedieron del irea de Barcelona vy, por tanto, las conclusiones
son representativas de este territorio. En contraposicion hay que
resaltar que es una muestra importante numéricamente dificit
de disponer actualmente, entre otras razones porgue desde la
introduccidn del diagndstico de la gonocoda por PCR muchos labo-
ratorios utilizan exclusivamente esta técnica,

En este sentido, habria que plantearse en qué situadones es
necesario el cultive de NG o solamente su deteccidn por PCR.
Una actuacidn coste-beneficio equilibrada seria practicar exclusi-
vamente la PCR en los pacientes asintomaiticos en los que se realiza
cribado (revisiones en colectivos de riesgo, estudios poblaciona-
les, etc.), ya que si fuera positiva se les podria tomar muestra para
cultive y asi estudiar su sensibilidad antimicrobiana. En cambio, a

los pacientes sintomaiticos o a los contactos de pacientes diagnos-
ticados de gonococia se les practicaria PCR y cultivo, ya que son
tributarios de tratamiento empirico in situ.

Conflicto de intereses
Los autores declaran que no existe ningin conflicto de intereses.

Bibliografia

L. Unemo M, Shafer WML Antibiotic ressstance in Nesserio gonomhoeas: Ori-
gin, evoleton, and lessons leamesd for the frore. Anon N Y Acad Sci
AN 1I00:E19- 28

2 Unemo M, Ddllon [A Re=view and miernatsonz] recomimendation of methods Tor
typing N eieri gonorrhosne isolzies and thedr enplications for fmproved know-
ledge ol gonococcal =pidemiclogy, treatment, and biology. Clin Microbiol Rev.
H011;24-447-58.

1. Department of Health and Human Services (Al Sexmally Transmizted
Disease Surveillance D7 Atlanta, Geongla; 3008 p. 17-31.

4 Department of Health and Human Servicss (DCP, Sexmlly Transmisted
Diseasze Survetllance 2008, Atlanta, Georgia; 2010 p. 17-31.

5. Health Protection Agency Centre for Infections ES05T] Semmally Transmitted
Infections Sarveiflance in Emrope, Annuoal Report No. 3 2008 London [con-
sultada 30 5ep 2012]. Dispoaible en: hiipcljecsuropa ey heslithi phoprojects/
Hdfaction? docsf2004 2 D8_al_en.pdl

G Epidemiclogia CNd Vigilancia epidemiclégica de s infeociones de transmisidn
s=xual, 1995-2009. Madrid, 2011 [comsultado 25 5=p 2012). Disponible en:
Ertip: [TFwoww msssi gobes/cindadanosfenfl ssionesfenfTransmishlessidal
wigllancaVigilancia TS 1995 2009, pdf

T. Health Protection Agency TGREASP GRASP 20110 Report. London 2011 |consul-
tado 30 5ep X012] Disponible en: hatpef s hpaonrukiwebc/HPAweb e
HPfweh (7131 E167525917

B Hignell C, FieGerald M. UK national guideline for the manap=mens of gonorrhoea
m adwles, X111 Ink | STOAIDS 2001;22-541-7.

8 Cimara |, S=rra |, Ayats [ Bastida T, Carmscer-Pooi D, Andres A et al
Molecular charactertation of two high-leve! cefiriaxone-resistamt Netsseria
onorhoeas isolates detected in Catalonia, Spain | Antimicrob Chemother.
A 2;G7-1E58-60

100 Camacer-Pomt 1, Smitheson A, Fna-Homar E, Bastida MT. First cases of Netseria
gonmrhoeas resistant to cefiriaxone in Catalania, Spaim, May 201 1. Enferm Infecc
Mecrobiol (hin. 2012;30:218-3.

'L 5] Performance Standards for Antimicrobial Sasceptibility Tesz; Twenty-First
Informational Supplement, 3 1: 52-%4 [consultade 15 Mar 20121 Disponible en:
Ertip: fwww rsieac thimediechf Glesf CLSZ2 000 1pdl

12 ELMCAST Breakpoimt tables for imterpretation of MG and mone diame-
ters, Yersion 2k p. 50-51 [consultada 15 Mar 2012] Disponible en:
Intpzlwww sacest orgf flesd minf socf medal POFTELICAST_Blesf Breakpoint.
tabdesBreaiepoing tahle w 20 120231 pdl

11 Martin M, Ison CA, Aanensen Db, Fenton KA, Spratt BL. Bapid sequence-based
identification of gonococcal transmission clisters in a larpe metropoli#an area.
] Enfect Dis. 2004; 188 1457 505

14 Kidd 5, Kirkcaldy R, Ye T, Papp L Tress [, Shapire 5. Cephalasporin-resistant
Meizzeria ponomhoeae public health response plan. Division of 3T0 Prevention;
Mational Center for HIVIAIDS, Vil Hepatitis, ST, and T8 Prewention; Centers
fior Desease Contmol and Prevention; 20132

15 Tapsafl |, Read P. Carmody C, Bowne C, Ray & Limnios A, et al. Two cases of
Eziled ceftriaxone treatment in pharyngeal gonorrhoez verified by molecular
microbiological methods. | Med Microbsol 2005586837

16 European Cenire for Diseass Prewention and Control. Response plan o controd
ard manage the threst of multidrug-resistant ponosrhoea in Esrope. Stockholm:
HCD}C; 2002,

I7. Ohnishi M, Golparian O, Shimuta K, 5aika T, Hoshima 5, hwasaku K, =t 2l Is
Netszerix gonorr boeage imitzting a fufun= era afl untreatshle ponorrhea?: Detai-
led characterization of the Arst strain wath high-level resistance to cefiraxone.
Amtimicrob Ap=nis Cheemother. 201 1;55:1538 45

IE Unemo M, Golparian 0, Nichoias R, Ohnisksc M, Gallayd A, Sednaoue P,
ef al High-level cefixime- and cefiroocone-ressiant Nemserio  gonorr-
lwene in France: Movel penA mosaic allele moa swcoessful intermatiomal
clone causes treatment FEler= AntEnicrob Apengs Chempther. 201256
1273-B0

18, Unemo M, Golparian 0, Stary A Espentler A First Neroeriz gonomhoeoe sirain
with resistances to cefixime causing gonorrboea treatment Eilere in Austria,
2011, Euro Surwesll, 2001 1; 16 pa: 19998,

20 Courvalin P, Ledercg R, Rice L Antthiogramme. 20 ad. Pams: ESKA; 300G,
RA28-35

126



AnneX I: Articles no inclosos en la tesi

Infeccio por Neisseria gonorrhoeae: posada a punt.

Serra-Pladevall J, Domingo AA. (Editorial)

127



AnneX I: Articles no inclosos en la tesi

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2016;34(1):1-2

Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica

| F1 www.elsevier.es/ieime

Firrimeddo Ty
s
Fdberrimden i

Editorial

Neisseria gonorrhoeae infection: State of the art

Infeccion por Neisseria gonorrhoeae: Puesta a punto

Judit Serra-Pladevall®"*, Antonia Andreu Domingo?"

* Servicio de Microbiologla, Hospital Universitario Vall d Hebron, Barcelong, Spain
b Uimiversitat Autdnoma de Barcelona, Bellaterra, Cerdanyola del Vallés, Spain

ARTICLE I[NFO

Article history;
Received 18 November 2015
Accepted 27 November 2015

Gonorrhea, a condition on the rise with high associated mor-
bidity and the possibility of sequelae, has become a major public
health problem worldwide with considerable socio-economic con-
sequences. In 2012 in Europe, 50.341 new cases of gonorrhea
were reported, with an increase of 58% since 2008.' Accordingly,
the European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
has coordinated the enhanced surveillance of sexually transmit-
ted infections (ESSTI). And as part of this project, the European
gonococcal antimicrobial surveillance program (Euro-GASP) was
established in 2004.

Over the past several years, Neisseria gonorrhoeae has devel-
oped resistance to all the antimicrobials used in its treatment
First, it became resistant to sulfonamides, followed by penicillin,
tetracycline and ciprofloxacin. Currently, the extended-spectrum
cephalosporins (ESC), ceftriaxone (intramuscular) and cefixime
(oral), are the only available first-line monotherapy options for
gonorrhea in most settings. However, during the last decade, sus-
ceptibility to these antibiotics has decreased and clinical treatment
failure has been reported, starting in 2000 in Japan and spreading
worldwide in subsequent years.” ® Even thought, high values of
MIC for these antibiotics are not always related to treatment fail-
ure, being this one of the reasons for which there is not a consensus
about clinical breakpoints for N. gonorrhoeae.

Today, the majority of European’ guidelines recommend ceftri-
axone 500 mg intramuscularly in combination with azithromycin
1g single oral dose as first-line treatment for all uncompli-
cated gonorrhea cases. The dual treatment aims to mitigate
against the selection of gonococci with reduced susceptibility
to cephalosporins. It is important to clarify that there is no
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evidence for antimicrobial synergy between ceftriaxone and either
azithromycin or doxycycline. The main reason for recommend-
ing dual therapy is the difficulty for N. gonorrhoeae, as well as for
other bacteria, to develop simultaneous resistance to two differ-
ent antimicrobial classes, meaning that dual treatment creates a
pharmacological barrier to the emergence of isolates exhibiting
resistance to one component of the recommended therapy.

In 2013, the Euro-GASP' reported decreased susceptibility (DS)
{>0.125 mg/L)to cefixime in 4.7% of isolates in Europe, a value found
to be much higher among the strains received from Spain (15.1%).
Moreover, of the 7 isolates showing decreased susceptibility to
ceftriaxone (>0.125mg/L}, 6 were from Spain. This represents an
increase compared to 2012 data, when the rate of decreased sus-
ceptibility to cefixime was 3.9% and only 3 isolates showed DS to
ceftriaxone.

More alarming was the detection of the first three extremely-
drug resistant (XDR) gonococcal isolates, in Japan” in 2009, France”
in2010and Spain®” in 201 1. Fortunately since then no ather strains
have been isolated with high-level resistance to ceftriaxone.

N. gonorrhoeae has used all the known mechanisms to develop
resistance, and those that affect cephalosporins are alteration of
its main target, PBP2, through acquisition of penA mosaic alleles
and non-mosaic penA alleles mutations; alteration of PBP1 through
mutations in ponA gene; over expression of efflux pump MtrC-D-
E though alterations in its repressor; and point mutations in penB
which codes the major outer membrane porin, PorB1b.

In the study published by Cobo et al.'” in this edition, the
authors determined antimicrobial susceptibility of 65 gonococcus
isolated from January 2012 to October 2014. Based on CLSI clini-
cal breakpoints, they detected one isolate resistant to ceftriaxone
and cefixime, but according to EUCAST breakpoints, they found 4
isolates resistant to cefixime (6.1%) and 3 isolates to ceftriaxone
(4.6%). These results highlight the lack of consensus in this field.

0213-005% /@ 2015 Elsevier Espafia, 5.LU. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. All rights reserved.
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Also, 64.6% of the gonococcus was resistant to ciprofloxacin and
60-70% to tetracycline. No isolate was resistant to spectinomycin.
These results are similar to those published by Serra-Pladevall
et al. in 2011,!'! in which among 100 strains, they found 4% with
decreased susceptibility to ceftriaxone and 11% to cefixime accord-
ing to EUCAST breakpoints, but according CLSI breakpoints nostrain
showed decreased susceptibility to cefixime and only three to cef-
triaxone.

Spectinomycin does not seem a good option for empirical first-
ling treatment because the difficulties in acquiring this antibiotic
in most countries, the fear of rapidly selected resistance and its
reduced effectiveness at clearing pharyngeal infections. If in the
future N. gonorrhoeae continues to decrease susceptibility to ESCs,
we can face an era of untreatable gonorrhea.

Detection of local sexual networks can help to target interven-
tions toward places and population groups that are at high risk
for STl acquisition. However, interventions in N. gonorrhoeae trans-
mission networks are difficult, in part due to the high number
of anonymous sexual contacts and/or reluctance to reveal sexual
partners.'? Molecular epidemiology techniques, as NG-MAST and
MLST, have been used over time to study outbreaks and to iden-
tify individuals within the same sexual network. Molecular typing
combined with epidemiological data can provide better insight into
N. gonorrhoeae transmission patterns, which can help to improve
intervention strategies.'”

As described in the study by Cobo et al.,'” the most frequent
sequence types were ST1407 followed by ST5405, ST7192, ST2992
and ST5120. Although the STs distribution varies in each country
and in each area, according Chisholm et al. in 2010, G-1407 was
the most prevalent genogroup (23%) among N. gonorrhoeae strains
isolated in the 21 European countries. The NG-MAST clone ST1407,
together with the MLST clone ST7363, were responsible for all con-
firmed cases of therapeutic failure with cefixime, and 3 of the 5
cases of failure with ceftriaxone. These two clones are the most
widespread and they have demonstrated a considerable capacity
to develop high-level resistance to cefixime and ceftriaxone.'” As
described by Chisholm et al., ST2992 was the second most preva-
lent ST in Europe and in Spain, and it was statistically associated
with men who have sex with men (MSM).

Due to this alarming situation, it is crucial to keep monitoring M.
gonorrhoeae antimicrobial susceptibility, to examine all gonococcal
strains causing treatment failure or showing in vitro high-levels of
ESC resistance, to identify its resistance determinants and estab-
lish appropriate MIC breakpoints for ESC resistance (together with

pharmacokinetic/ pharmacodynamic simulations). Also it is essen-
tial to continue to update the treatment guidelines and keep the
healthcare professionals aware of the current situation.
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