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Glosario

AMR: Antimicrobial resistance

RNA: Acido ribonucleico

rRNA: Acido ribonucleico ribosomal

tRNA: Acido ribonucleico de transferencia

DNA: Acido desoxirribonucleico

ATG Codon de inicio

AZT: Azitromicina

BASHH: British association for Sexual Health and HIV
BLAST: Basic local aligment search tool nucleotide
C4BP: Proteina de unién a C4b

CAP: Centro de atencién primaria

CEACAM: Molécula de adhesion celular relacionada con el

carcinoembronario

CDC: Centers for disease control and prevention

CEE: Cefalosporinas de espectro extendido

ChemSex: Uso de drogas para mejorar las experiencias sexuales
CG: Core genome

CIP: Ciprofloxacina

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CIM: Concentracioén inhibitoria minima

CR3: Receptor del complemento

CO2: Dioxido de carbono

CTX: Ceftriaxona
DHFR: Dihidrofolato reductasa
DHPS: Dihidropteroato sintetasa

EIP: Enfermedad inflamatoria pélvica
ECDC: European Centers for disease Prevention and Control

ECOFF: Epidemiological cut-offs

GLOSARIO

antigeno

EUCAST: The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

Euro-GASP: European Gonococcal Antimicrobial Surveillance Program



GLOSARIO

Fc: Fraccion constante

GASP: Gonococcal Antimicrobial Surveillance Program

G: Genogrupo

GC: Guanina + citocina

GAPDH: Gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenasa

GGlI: Gonococcal Genetic Island

HGT: Horizontal gene transfer

HSH: Hombres que mantienen sexo con hombres

HSM: Hombres que mantienen sexo con mujeres

IBP: Proteinas de unién a las inmunoglobulinas

IC: Intervalo de confianza

IM: Intramuscular

IL: Interleugquina

ITS: Infeccion de transmision sexual

IUSTI: International Union against Sexually Transmitted Infections
IV: Intravenoso

LHR. Receptor de la hormona luteina / hormona HCG

LOS: Lipooligosacaridos

MALDI TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight
MEGA: Molecular evolutionary Genetic Analysis

MD: Monodosis

MIB-PIB: Complejo antiglobulina

MDR: Multidrug- resistance

MLST: Multilocus sequence typing

MtrCDE: gonococcal multiple transferable resistance efflux pump exports

TAAN: Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos

NG-MAST: Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing

NG-STAR: N. gonorrhoeae sequence typing for antimicrobial resistance
OMS: Organizacion mundial de la salud

OMVS: Vesiculas de membrana externa

OPA: proteinas de la opacidad

ORF: open reading frame



GLOSARIO

OT: Organulo terminal

PBP: Proteinas de unién a penicilina

PCR: Polymerase Chain Reaction

PDH: Piruvato deshidrogenasa

PEN: Penicilina

PH: Potencial hidrogeno

PMN: Polimorfonuclear

PORB1A: Porina B1A

PORB1B: Porina B1B

PREP: Profilaxis pre-exposicion

QRDR: Regiones determinantes de resistencia a quinolonas
RMP: Proteina modificable por reduccion

SEIMC: Sociedad espafiola de enfermedades infecciosas y microbiologia clinica
ST: Secuenciotipo

T4SS: Sistema de secrecion Tipo IV

TAAN: Técnicas de amplificacién de acidos nucleicos
TNF: Factor de necrosis tumoral

TOC: Test of cure

UNG: Uretritis no gonocécica

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

WGS: Whole genome sequencing

WHO: World health organization

WT: Wild type

XDR: Extensively drug resistan
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INTRODUCCION

1. Introduccion.

1.1. Las infecciones de transmision sexual.

Las infecciones de transmision sexual (ITS) constituyen un importante problema de
salud publica global que causa graves perjuicios a la sociedad a nivel sanitario,
social y econémico. Cada dia mas de un millon de personas contraen una ITS (1).
Las ITS pueden ser de etiologia viral, parasitaria y bacteriana (2). Las infecciones
de origen bacteriano estan provocadas mayormente por Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Treponema pallidum vy
Haemophilus ducreyi (2,3).

Las ITS se transmiten por contacto sexual (vaginal, anal y oral) y afectan a ambos
sexos, en cualquier franja de edad y condicion social (2). La mayoria de las ITS son
de distribucién universal aunque algunas tienen una distribucibn geografica
restringida. Estas infecciones pueden tener diversas presentaciones clinicas.
Aungue algunas se pueden considerar infecciones sistémicas, la mayoria de las
ITS cursan principalmente con manifestaciones mucocutaneas, como cuadros
exudativos o0 supurativos, infecciones con vesiculas y/o Ulceras, y lesiones
verrucosas en la piel. Sin embargo, la mayoria cursan de forma asintomatica (4, 5).
En ocasiones pueden debutar con complicaciones como la enfermedad inflamatoria
pélvica (EIP) y dejar secuelas como la infertilidad (6).

Algunas infecciones de adquisicion sexual pueden posteriormente transmitirse de
la madre al feto durante el embarazo, en el momento del parto y durante la
lactancia. Estas infecciones de transmision vertical pueden causar prematuridad,
bajo peso al nacer, muerte prenatal y neonatal, sepsis, neumonia, conjuntivitis o
anomalias congénitas (2,3,7).

Las ITS aumentan el riesgo de adquisicion de otras ITS incluida la infeccion por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (8). Numerosos estudios demuestran
la relacion y el incremento del riesgo de adquisicion del VIH cuando hay una ITS
previa, sea ulcerativa o no ulcerativa (9-14).

La mayoria de las ITS son prevenibles (15,16). El uso de preservativo es eficaz en
la prevencion para contraer ITS principalmente en aquellas que no presentan

Ulceras extra-genitales (17). La educacion sexual de la poblacion, los diversos
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INTRODUCCION

meétodos barrera y la vacunacion son algunas de las estrategias con las que se
intenta mitigar el aumento de las infecciones en todo el mundo. Esta tesis se centra
en el estudio de dos de los agentes de transmisién sexual méas frecuentes,
Mycoplasma genitalium y Neisseria gonorrhoeae. La emergencia de cepas
resistentes a los tratamientos habituales y de cepas multirresistentes (MDR) ha
complicado el panorama terapéutico actual (18). Dado el incremento de la
resistencia a macrolidos en ambas especies, el presente trabajo se centrd en la
caracterizacion de aislados clinicos de M. genitalium y N. gonorrhoeae con

resistencia asociada a esta familia de antibioticos.

1.1.1.Caracteristicas generales de los micoplasmas.

Los micoplasmas son los procariotas de vida libre mas pequefios (0.2 - 0.7 ym) con
capacidad de replicacion autonoma (19). Pertenecen a la clase Mollicutes (del latin,
mollis- blando; -cutes fem. piel) y a la familia Mycoplasmataceae, que incluye los
géneros Mycoplasma y Ureaplasma. Las micoplasmas se caracterizan por
presentar un genoma pequefio (0.6 a 1.35 Mb), con bajo contenido en
guanina+citosina (G+C). Estudios moleculares han revelado que estas bacterias
derivaron de un ancestro comun perteneciente a los Firmicutes tras una importante
pérdida de genes a lo largo de la evolucién (20). Pese a su reducido genoma,
conservan la capacidad tanto de replicacién y reparacion del DNA como de
transcripcion y de traduccion. A pesar de mantener su capacidad de sintesis
proteica, las vias metabdlicas de los micoplasmas también se vieron reducidas. Por
este motivo, adoptaron un estilo de vida parasitario, en el cual obtienen del
hospedador aquellos nutrientes que no son capaces de sintetizar (21,22).

Los micoplasmas se caracterizan por la ausencia de pared celular, hecho que los
hace resistentes de forma natural a los antibidticos betalactdmicos. Los
micoplasmas tienen una membrana celular en contacto directo con el entorno, y
constituida caracteristicamente por tres capas (con un grosor de 7.5-10nm) (21,
23). A diferencia del resto de procariotas, la membrana contiene esteroles que
obtienen del hospedador y que van a contribuir a regular la fluidez de la membrana.
(24).
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INTRODUCCION

Los micoplasmas se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Presentes en plantas, animales y en humanos, estas bacterias colonizan al
hospedador y pueden comportarse como microbiota comensal o como patdégenos.
Los micoplasmas comensales se hallan en un alto porcentaje de individuos sanos,
lo que demuestra que son capaces de ser parasitos exitosos, pasando
desapercibidos para su hospedador y evadiendo el sistema inmune (25). En el
hospedador humano, los micoplasmas se hallan colonizando la superficie mucosa
de la via respiratoria y el tracto urogenital, también en el tubo digestivo (23). Bajo
ciertas circunstancias estos microorganismos comensales pueden volverse
patdgenos oportunistas y provocar diversos cuadros clinicos (26). Los micoplasmas
pueden provocar infecciones agudas, aunque con mayor frecuencia se asocian a
enfermedades inflamatorias cronicas.

Las especies habitualmente vinculadas a cuadros patdégenos son Mycoplasma
pneumoniae y Mycoplasma genitalium. Mas controvertido es el papel patégeno de
Ureaplasma urealyticum, o Mycoplasma hominis (27). M. hominis fue el primer
micoplasma de origen humano aislado. Considerado habitualmente como
comensal del tracto genital, se ha asociado a vaginosis bacteriana. Las
implicaciones de este microorganismo en la infertilidad femenina han sido
discutidas. Algunos autores encontraron una asociacion significativa entre M.
hominis e infertilidad femenina (28, 29). Por otro lado, U. urealyticum es un
microorganismo exclusivo humano, que se encuentra como comensal en el tracto
urogenital (29). U. urealyticum se ha detectado en el 5-15% de muestras uretrales
de hombres sanos, lo que ha hecho dudar de su papel patégeno en la uretritis no
gonocécica (UNG) (30).

Su papel en la prostatitis, epididimitis e infertilidad masculina también ha sido tema
de debate por la inconsistencia de los hallazgos (27). También se ha descrito su
implicacién en la corioamnionitis, siendo el microorganismo que se detecta mas
frecuentemente en el liquido amnidtico (31).

M. pneumoniae es un patégeno exclusivo humano, cuyas manifestaciones clinicas
se observan en el tracto respiratorio. Causa principalmente neumonia atipica,
aungue también se ha asociado a otras patologias respiratorias tales como asma,
bronquitis cronica, y distrés respiratorio agudo. Adicionalmente se han descrito

otras manifestaciones extrapulmonares (32).
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La patogenia de los micoplasmas esta relacionada con la presencia de
determinadas proteinas en sus membranas, que participan en la adherencia. La
diversidad antigénica y la inactivacion del sistema inmune contribuyen a su defensa
frente el sistema inmune del hospedador (25). Las lipoproteinas y lipopéptidos
presentes en la membrana de los micoplasmas también se unen a los receptores
tipo Toll para promover la inflamacion. La infeccion crénica por micoplasmas
provoca una respuesta humoral sistémica y principalmente local con aparicién de
IgG, IgM e IgA (25).

La variabilidad en la superficie antigénica de los micoplasmas facilita la evasion del
sistema inmune (33). Son diversos los mecanismos que contribuyen a su capacidad
para modificar la composicion de su superficie. Por un lado, los micoplasmas
pueden alterar la expresion de los diferentes loci que codifican sus lipoproteinas
mediante mecanismos diversos que incluyen recombinaciones y desplazamientos
de cadena. Esto conduce a la activacion o desactivacion de la expresion de genes,
a variaciones en el tamafio de la proteina expresada y a la combinacion de dominios
proteicos (25). También pueden producirse escisiones postraduccionales que
contribuyen a su diversidad antigénica.

Por otro lado, los micoplasmas son los Unicos microorganismos con una aminoacil
tRNA sintetasa defectuosa que permite la acilacion de un aminoacido incorrecto en
el tRNA. Esto conduce a errores de traduccién y por lo tanto contribuye a la
diversidad de su proteoma. Adicionalmente se ha descrito el tréfico incorrecto de
proteinas citoplasméaticas hacia la superficie bacteriana, que también contribuye a
la variabilidad antigénica en algunas especies. Estas proteinas citoplasmaticas
incorrectamente externalizadas son capaces de actuar como adhesinas al
interactuar con los receptores de las células hospedadoras y con los componentes
de la matriz extracelular (25).

Los micoplasmas son capaces de inactivar parcialmente las funciones del sistema
inmune. Esto lo hacen mediante proteasas, proteinas de union a inmunoglobulinas
y complejos antiglobulina (25,33). Las proteasas se unen a la region bisagra de los
anticuerpos actuando sobre el dominio Fc e impidiendo su accién de reclutamiento
del complemento y de opsonizacion. Las proteinas de unién a las inmunoglobulinas
(IBP) hidrolizan los anticuerpos impidiendo su reconocimiento por otras proteinas y

bloqueando la funcién mediada por anticuerpos. Los micoplasmas también tienen
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un complejo antiglobulina MIB-PIB formado por una IBP y una proteasa que actian
uniéndose a los anticuerpos y escindiendo la cadena pesada de éste, lo que impide
la accidn de union al antigeno. ElI complejo antiglobulina MIB-PIB se encuentra en
la mayoria de los micoplasmas que afectan a humanos y actia impidiendo la

formacion de inmunocomplejos (25).

1.2. Mycoplasma genitalium como agente de infeccion sexual.

Mycoplasma genitalium es un patégeno emergente que se halla en la mucosa
urogenital. Se aislo por primera vez en 1981 a partir de exudados uretrales de
pacientes con uretritis en el Reino Unido (21). Esta bacteria estuvo asociada a
uretritis no gonocdcica desde su descripcion, pero también se le relacion6 con otros
cuadros clinicos del aparato urogenital masculino y femenino (21). Con un
contenido de G+C del 32%, el genoma (580 Kb) de M. genitalium codifica 517 genes
y es el mas pequefio dentro de la familia Mycoplasmataceae (34,35). M. genitalium
se caracteriza por su capacidad de metabolizar la glucosa, pero no la urea ni la
arginina. Se trata de un microorganismo de crecimiento lento y con requerimientos
nutritivos que incluyen los esteroles. Su cultivo es complejo y requiere de varias

semanas para su aislamiento (21).

La estructura de M. genitalium fue inicialmente estudiada por microscopia
electronica (Figura 1). Gracias a su complejo citoesqueleto, esta bacteria se
caracteriza por presentar habitualmente forma de botella 0 matraz, con un organulo
terminal (OT) truncado que exhibe una estructura en forma de barra. Esta estructura
esta formada por varias proteinas gque son necesarias para la adherencia y para su

motilidad deslizante caracteristica (33, 34).

1.2.1. Patogénesis de las infecciones por M. genitalium.

La patogenia de M. genitalium es debida a varios factores de virulencia. Los
principales son las lipoproteinas que actian como adhesinas, intervienen en la
motilidad por deslizamiento e inducen la respuesta inflamatoria, y la nucleasa que
contribuye al dafio celular (tabla 1). La variacion antigénica, la invasion intracelular,
la escision de inmunoglobulinas y la formacion de biopeliculas contribuyen a su

patogenia al participar en la evasién de la respuesta inmune (36). La adherencia de
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M. genitalium a las células de la mucosa urogenital se produce a través del OT u
organulo de adhesién (37). El citoesqueleto mantiene la forma de este organulo que
esta compuesto por tres estructuras: el botdn terminal, el nlcleo electrodenso y el
complejo — rueda (37). Las principales proteinas implicadas en la adhesién son
P140 y P110, P32 y la gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (38).
Estas proteinas interactian directamente con la célula hospedadora. La proteina
P140 es una adhesina transmembrana. También conocida como MgPa, esta
proteina se encuentra en el organulo terminal y es necesaria para la invasion de la
célula hospedadora. Cuando se producen mutaciones en esta adhesina, M.
genitalium pierde la capacidad de adherencia (39). También denominada MgPc, la
proteina P110 se encuentra en el organulo terminal. Esta adhesina tiene funciones
de citoadherencia y contribuye a la estabilizacién de la adherencia ejercida por
P140 (39). De hecho, P140 y P110 muestran un efecto estabilizador reciproco.
Dado su importante papel, ambas proteinas tienden a sufrir variaciones para evadir
el sistema inmune. Cuando una de estas proteinas sufre una mutacién y pierde su
funcién, disminuye la expresion de la otra. Estas adhesinas también pueden
modular la expresion de otras proteinas (33). La proteina P32 es una adhesina de
membrana cuya funcion es la estabilizacion de la de las adhesinas principales P140
y P110 (39, 40). La unién a la mucina facilita la colonizacién e invasiéon de la célula
hospedadora. Se han descrito tres proteinas transmembrana de union a la mucina:
la GAPDH y la piruvato deshidrogenasa (PDH) subunidades A y B (41). En la
adhesion intervienen también una serie de proteinas accesorias, entre la cuales
encontramos MG218, MG317, MG312 y MG69 (33). Si bien no interactian de forma
directa con la célula hospedadora, estas proteinas contribuyen a mantener la
adherencia, intervienen en la formacién del organulo terminal y en la motilidad
deslizante. La mutacion de estas proteinas puede conllevar la pérdida o reduccién
de la capacidad de adhesién de M genitalium (42,43). M. genitalium produce una
nucleasa que puede dafar la superficie de la célula hospedadora (44). La nucleasa
186 es una lipoproteina asociada a membrana dependiente de calcio (44). Esta
enzima tiene funciones replicativas y también biosintéticas fundamentales para la
supervivencia de M. genitalium. Adicionalmente se ha descrito la contribucién de
esta enzima en la colonizacion e invasion de la célula hospedadora, causando dafio

celular de forma directa o indirecta (33,44).
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Figura 1. Determinantes de patogenicidad de M. genitalium. Se observan las lipoproteinas de membrana y
la nucleasa que contribuye al dafio celular. Las proteinas GAPDH y PDH intervienen en la union a la mucina.
Las proteinas P140 y P110 actian como adhesinas. El organulo terminal esta formado por las proteinas que
participan en la motilidad deslizante y en la conformacion del citoesqueleto (MG217, MG31, MG312, MG218,
MG491, MG386, MG269). En la evasion inmune intervienen la metionina sulfoxido reductasa (Msr),
hidroperéxido reductasa organica (Ohr) y la proteina C osméticamente inducible (Osmc). Imagen adaptada de
Yueyue et al (33).

La motilidad es otro factor importante en la patogénesis de M. genitalium. Le permite
transmitir la infeccidn y llegar a otras células diana. A diferencia de otras bacterias
moviles, este microorganismo carece de flagelos o pilis. Su mecanismo de motilidad
es unico y le ayuda a penetrar las mucosas. Este es un complejo proceso de
coordinaciéon de varias proteinas (MG200, MG217, MG218, MG219, MG312,
MG317, MG386 y MG491) implicadas en la adhesién, en el movimiento deslizante
y en mantener la estructura del citoesqueleto, incluido el organulo terminal (40-43).
La mutacion en alguna de estas proteinas da como resultado movimientos
circulares grandes y erraticos, la disminucion en la velocidad del deslizamiento o
déficit del movimiento (33, 37, 38). La infeccion por M. genitalium puede provocar
sindrome inflamatorio crénico (36). La potente respuesta inflamatoria es causada

por sus lipoproteinas de membrana (45).
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Funcion Factor de virulencia Referencias
Adherencia P32, P140, P110, (33,38-42)
MG218, MG312, MG317
GAPHD y PDH
Union alamucina GAPHD, PDH subunidad Ay B (33,41)
Orgéanulo terminal MG200, MG217, MG218, MG312, (33,37,41,43,45)
Citoesqueleto MG317, MG491
Motilidad P140, P110, (33,37-40,43)
deslizante MG200, MG217, MG218, MG219,
MG269, MG312, MG317, MG386,
MG491
Dafio celular Nucleasa M186 (44)
Evasién inmune Msr, Ohr, OsmC (33)

Proteasa, Complejo MIB-PIBf

Tabla 1. Principales factores de virulencia de M. genitalium. GAPHD, gliceraldheido-3-fosfato
deshidrogenasa; PDH, piruvato deshidrogenasa; Msr, metionina sulfoxido reductasa; Ohr, hidroperdxido
reductasa organica; OsmC, proteina C osmdticamente inducible; PIB, complejo compuesto por una proteina de

unién a inmunoglobulinas (MIB) y una proteasa (MIP)

La infeccion estd asociada a la infiltracion crénica de leucocitos en la mucosa
urogenital y a la secrecion de citoquinas proinflamatorias. La colonizacion
persistente de la mucosa del aparato urogenital puede causar inflamacién a largo
plazo. Esto se asocia a dafio celular a nivel de la mucosa y aumenta el riesgo de

adquisicion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y de otras ITS (46, 47).

La evasion del sistema inmune es fundamental para la supervivencia de M.
genitalium y contribuye a la persistencia de la infeccién por este germen. Al igual

gue otros micoplasmas, este microorganismo se vale de diversas estrategias en las
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gue participan su arsenal de factores de virulencia (Ver tabla 1). La mutacion de las

adhesinas le permite evadir la neutralizacion por parte de los anticuerpos.

La invasion intracelular dificulta la accidn de la respuesta inmune del hospedador
y de muchos antibidticos. Las proteasas degradan los anticuerpos de manera
orquestada con las lipoproteinas del complejo MIB-PIB, atenuando la respuesta
inmune humoral. La formacion de biopeliculas contribuye a la persistencia de la
infeccion (33). La nucleasa causa dafio tisular y le permite evadir la accion de los
neutréfilos extracelulares y la inactivacion del complemento. Adicionalmente, su
supervivencia se ve favorecida por la secrecion de sustancias antioxidantes y otras

sustancias que contrarrestan el dafio oxidativo (33).

1.2.2. Caracteristicas clinicas de la infeccién por M. genitalium.

M. genitalium es un agente de transmision sexual que produce diversos cuadros
clinicos. Desde su descubrimiento, M. genitalium se ha considerado agente
etiologico de uretritis no gonocdécica (UNG). Esta bacteria también es causa de
cervicitis, y se ha asociado a enfermedad inflamatoria pélvica, parto prematuro y
abortos, entre otras complicaciones (47). Sin embargo, las infecciones por M.
genitalium suelen ser con frecuencia asintomaticas, hecho que facilita la
transmision y contribuye a aumentar la carga clinica causada por este patdégeno
(48, 49).

M. genitalium es la segunda causa de UNG después de Chlamydia trachomatis (21,
50,51). M. genitalium es causa del 15 - 25 % de las UNG en varones, variando
segun las series estudiadas (21,50,51). Debido al lento crecimiento de este
microorganismo, este cuadro se caracteriza por un periodo de incubacion
prolongado de hasta 60 dias 0 mas. Los pacientes presentan disuria y secrecion
uretral, con presencia microscopica de =5 leucocitos polimorfonucleares (PMN) por
campo de gran aumento (x1000) (30). La uretritis aguda por M. genitalium se
observa tanto en hombres que mantienen sexo con hombres (HSH) como en

hombres que mantienen sexo con mujeres (HSM) (51).

La UNG persistente se define como la duracion de los sintomas de uretritis tras

completar un tratamiento antibiotico (52). Diversos autores han descrito una fuerte
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asociacion entre la UNG persistente y la infeccion por M. genitalium, probablemente

en relacion con tratamientos previos por tetraciclinas y macrélidos (30, 50, 53 - 55).

Actualmente no hay suficiente evidencia para relacionar la infecciébn por M.
genitalium con complicaciones cronicas como la epididimitis, la prostatitis y la

infertilidad en los varones (30, 50).

La enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) es un sindrome del tracto genital superior
femenino que comprende varias entidades clinicas como endometritis, salpingitis,
absceso tuboovarico y peritonitis pélvica (56). La etiologia de la EIP suele ser
polimicrobiana pero en un porcentaje importante de casos no se aisla ningun
agente etiologico (57). M. genitalium causa infeccidén del cérvix y puede ascender
hasta el tracto genital superior, motivo por el cual diversos autores han descrito una
posible asociacion entre M. genitalium y la EIP (58). Sin embargo, no hay suficiente
evidencia cientifica para afirmar esta asociacion debido a la variabilidad en los
trabajos realizados (57). El diagndstico de la EIP no contempla la busqueda de M.
genitalium. Adicionalmente el tratamiento antibiético combinado de esta entidad
clinica no aborda la infeccién por este microorganismo a pesar de ser considerado
un factor de riesgo para las complicaciones de la EIP (59). La infeccidén no tratada
puede asociarse a secuelas irreversibles en la mujer, como la infertilidad tubérica o

complicaciones durante el embarazo (60).

La proctitis es la inflamacion de la mucosa rectal, caracterizada por dolor, tenesmo,
y sangrado rectal. La deteccion rectal de M. genitalium no siempre lleva asociada
una proctitis. De hecho, la deteccién en el recto es mas frecuente que en la uretra
en HSH asintométicos (61) y la colonizacion rectal puede persistir durante mas
tiempo que la uretral (53). Algunos autores reportaron M. genitalium como Unico
patégeno en el 12% de pacientes HSH con proctitis (62). La carga de M. genitalium
en el frotis rectal de estos pacientes fue superior a la de pacientes asintomaticos.
Sin embargo, otros autores no encontraron diferencias significativas en la deteccion
de M. genitalium entre pacientes con proctitis sintomaticos y asintomaticos,
sugiriendo que los pacientes pueden actuar como portadores rectales

asintomaticos (63).

La infeccién faringea por M. genitalium es infrecuente. Se ha descrito alrededor de

un 2% de deteccion en la faringe de pacientes HSH (63, 64). Debido a la baja carga
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de M. genitalium en esta localizacion se cree que es poco probable que la faringe
sea una fuente significativa de transmision (19, 64). Por este motivo no se

recomienda la busqueda activa de M. genitalium en muestras faringeas (19).

M. genitalium es una de las bacterias que se han implicado en la etiologia de la
artritis reactiva o sindrome de Reiter (30). Sin embargo, a pesar de haberse
reportado la deteccidn de esta bacteria en el liquido sinovial de pacientes con
artritis, actualmente las infecciones articulares por M. genitalium siguen siendo un

tema controvertido por la falta de evidencia (65).

1.2.3. Diagnostico microbiologico de la infeccion por M.

genitalium.

El diagndstico de la infeccion por M. genitalium se basa en la utilizacion de técnicas
moleculares. Las técnicas de amplificaciébn de acidos nucleicos (TAAN) mas
empleadas son denominadas multiplex porque detectan mas de un microorganismo
de transmision sexual en una sola determinacion. Algunas de las dianas para la
identificacion de M. genitalium empleadas en las TAAN son el gen que codifica la
adhesina MgPa, el gen que codifica para la PDH y regiones especificas del gen
16S ARNr (11). Las muestras utilizadas para diagnéstico son el exudado uretral y/o
el primer chorro de orina en hombres, el exudado vaginal en mujeres y el exudado
rectal en los pacientes con proctitis. No se recomienda realizar la deteccion de M.
genitalium en muestras de exudado faringeo por la baja incidencia encontrada en

esa localizacion anatémica (60).

M. genitalium es un microorganismo de crecimiento lento por lo que el cultivo
convencional no es viable en un laboratorio clinico. Para su crecimiento esta
bacteria requiere del uso de medios de cultivo complejos suplementados con
esterol y aminoacidos, y de incubacion prolongada. El crecimiento optimo de M.
genitalium se observa a 37°C en una atmoésfera anaerobia de nitrégeno
suplementada con 5% CO2. (21). El medio de cultivo empleado es el SP4 (con una
base de sacarosa y fosfato Tully) , tanto agar como medio liquido. También
disponible a nivel comercial, este medio de cultivo estd compuesto por caldo

infusion cerebro-corazon, peptona, extracto de levadura, glucosa, suero bovino
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fetal, antibioticos, y rojo fenol como indicador de pH (34). Las colonias de esta
bacteria tienen forma de huevo frito y penetran el agar (20). Al metabolizar la
glucosa del medio de cultivo, el pH se reduce y se observa un cambio de coloracion
del rojo al amarillo que sirve para su identificacion (20).

La deteccién de M. genitalium se recomienda solo en los casos sintomaticos (19).

Las recomendaciones incluyen a hombres menores de 50 afios con uretritis 0
epididimitis-orquitis aguda, pacientes con proctitis cuando se haya excluido N.
gonorrhoeae y C. trachomatis, y mujeres que presentan cervicitis, sangrado
intermenstrual o post coital, disuria, dolor pélvico agudo o EIP (19). Adicionalmente,
se recomienda su deteccion en los contactos de los pacientes con infeccion. La
guia actual también recomienda la deteccion de mutaciones que confieran

resistencia a macrolidos en todos los casos positivos.

1.2.4. Infeccion por M. genitalium y tratamiento antibiotico dirigido.

Existen marcadas diferencias en las recomendaciones para el tratamiento de la
infeccion por M. genitalium en las distintas guias clinicas (11,19, 66, 67). Todas
ellas incluyen la pauta extendida de azitromicina en la primera linea de tratamiento,
pero varian en la posologia. La guia americana y la guia australiana recomiendan
un tratamiento secuencial con doxiciclina seguido de un macrélido o moxifloxacino
(11,66) y la britanica recomienda la doxiciclina como tratamiento inicial previa al uso

de macrdélidos (67).

El tratamiento de la infeccibn por M. genitalium se realizaba con macrélidos y
tetraciclinas antes de la aparicion de una guia diagndstica consensuada (68). En
nuestro pais, el tratamiento de la UNG contemplaba la dosis Unica de 1 gramo de
azitromicina por via oral. Actualmente la infeccion por M. genitalium se trata
siguiendo las recomendaciones de la 2021 European guideline on the management
of Mycoplasma genitalium infections (19). En la infeccion no complicada causada
por cepas sin mutaciones que confieran resistencia macroélidos se recomienda la
pauta extendida de azitromicina (500 mg un dia, seguido de 250 mg al dia durante
2-5 dias) por via oral. La segunda linea de tratamiento en infecciones no

complicadas por cepas resistentes a macroélidos es moxifloxacino (400 mg al dia
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durante 7 dias) por via oral. La tercera linea de tratamiento va dirigida a la infeccion
persistente por M. genitalium tras haber sido tratada con azitromicina y
moxifloxacino. En estos casos se recomienda doxiciclina o minociclina (100 mg
durante 14 dias) por via oral o pristinamicina (1 g por dia durante 10 dias) por via
oral. El tratamiento recomendado en la infeccion complicada por M. genitalium

(epididimitis y EIP) es moxifloxacino 400 mg al dia durante 14 dias (19).

El test de curacion (test of cure, TOC) sirve para determinar que el paciente esta
libre de infeccién (19). Consiste en la realizacién de una nueva deteccion de M.

genitalium a partir de la tercera semana tras la finalizacion del tratamiento.

La recomendacion actual es realizar el TOC a todos los pacientes con infeccion
por M. genitalium. El TOC va a permitir detectar los fallos terapéuticos debidos a
infecciones causadas por cepas con mutaciones que confieran resistencia
principalmente a macrolidos. La realizacion del TOC es una herramienta esencial

para evitar la diseminacion de cepas resistentes.

1.2.5. Resistencia antibiotica adquirida en M. genitalium.

Los macrdlidos se utilizan ampliamente en el tratamiento dirigido contra M.
genitalium. La primera cepa de M. genitalium resistente a esta familia de antibioticos
se describié en 2006 (69). La resistencia a macroélidos en esta bacteria se debe a
mutaciones en la subunidad V del gen 23S rRNA (en las posiciones 2058 y 2059
de E. coli). M. genitalium tiene una sola copia de este gen por lo que puede adquirir
resistencia facilmente (70). Las cepas que adquieren alguna mutacion en este gen
pueden seleccionarse con el uso de azitromicina, hecho que puede llevar a un fallo
terapéutico (70, 71). La persistencia prolongada de niveles de azitromicina en
concentraciones subdptimas tras el tratamiento de la infeccién por M. genitalium
podria inducir o seleccionar cepas resistentes si el paciente se expone otra vez a
la infeccion por este microorganismo (53). Estas mutaciones se han descrito con

mayor frecuencia en HSH (53).

Las quinolonas se utilizan en los casos de infeccion por M. genitalium con fallo
terapéutico. Sin embargo, también se han descrito resistencias asociadas a estos

antibioticos. La resistencia se debe principalmente a mutaciones en el gen parC y
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el gen gyrA, que codifican la topoisomerasa IV y la girasa, respectivamente (72, 73)
Los primeros fallos terapéuticos observados tras el tratamiento con moxifloxacino

se asociaron con la mutacion S83I (posicién en M. genitalium) en el gen parC (74).

En los ultimos afios se han descrito cepas de M. genitalium multirresistentes, las

cuales presentan resistencia a macroélidos y quinolonas (75).

La capacidad de esta bacteria para adquirir rapidamente resistencia a ambas
familias de antibidticos es preocupante ya que dificulta el tratamiento, pudiendo
llegar a un escenario de infeccion intratable (76).

1.2.6. Lainfeccién por M. genitalium en nuestro entorno.

Las tasas de infeccién por M. genitalium reportadas en la bibliografia varian
dependiendo del area geogréfica y de las caracteristicas de la poblacion estudiada
(77). El sexo, el grupo etario, los habitos sexuales y las condiciones
socioeconémicas de la poblacion estudiada son algunas de las variables que
contribuyen a estas diferencias. Mientras la mayoria de los estudios publicados
incluyen mayoritariamente poblaciones de alto riesgo de contraer una ITS, el
namero de estudios que analizan la tasa de infeccion en la poblacion de bajo riesgo
(poblacion general) es reducido. En Europa, las tasas descritas de infeccién por M.
genitalium en poblacién general oscilan entre un 0.7% y un 3.3% (77). Hay pocos
estudios publicados en Espafia, con diferentes resultados debido a diferencias en

los grupos de poblacion estudiada y en la metodologia empleada (77).
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La parte de esta tesis correspondiente a M. genitalium se realizo en Catlab, que es
un laboratorio de referencia situado en Viladecavalls (Barcelona). Catlab recibe
muestras de diferentes centros de atencidn primaria (CAPs) del Vallés Occidental
y de tres hospitales comarcales. En 2011 se incorpor6 una TAAN multiplex que
detectaba N. gonorrhoeae, C. trachomatis y M. genitalium. Este avance en el
diagnéstico significé un cambio importante en el area de ITS. Por un lado, hubo un
aumento progresivo de las muestras. Por otro lado, se comenzaron a detectar
microorganismos que requerian cultivo celular y a su vez aumento la deteccion de
microorganismos exigentes. Esto motivo una serie de consultas por parte de los
meédicos de cabecera, que no conocian las patologias asociadas a M. genitalium ni
su tratamiento dirigido. Desde el laboratorio, se realizaron sesiones formativas
dirigidas a médicos de cabecera, comadronas y enfermeras, especialmente a los
profesionales de los centros de Atencié a la salut sexual i reproductiva (ASSIR) de
Cerdanyola y Sabadell. Se crearon varias comisiones para garantizar la formacion
y actualizacion de los profesionales implicados en el diagnéstico de las ITS y se
puso especial atencion en el tratamiento dirigido contra M. genitalium. Los
resultados positivos para M. genitalium se comunicaban por via telefonica y se daba
consejo terapéutico a los médicos de cabecera. A su vez, se solicitaba una nueva
muestra pasadas al menos tres semanas tras completar el tratamiento para realizar
el TOC. Esta segunda prueba diagnostica, necesaria para comprobar que el
paciente estaba libre de infeccidn y para detectar los fallos terapéuticos, requeria

una segunda visita al médico.

La aparicion de cepas de M. genitalium resistentes a macrélidos en varios paises
de Europa motivo la realizacién del presente estudio para analizar diferentes
aspectos de las infecciones por M. genitalium en nuestra area. Este estudio se
realizaria en colaboracién con los CAPs que referian muestras con solicitud de
diagnostico de ITS al laboratorio. Para poder conocer los datos demograficos, la
clinica y la evolucién de los pacientes con infeccion por M. genitalium se elaboré
una encuesta dirigida a los médicos de cabecera (anexo 1) con todos los datos que
consideramos relevantes para el analisis. Es de destacar que la realizacion del
TOC en los pacientes con infeccion por M. genitalium significaba una importante
carga asistencial afladida. En muchos casos se perdia el rastro de estos pacientes.

Cuando el TOC era positivo, se contactaba nuevamente con el médico de cabecera
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para asesorarle sobre las alternativas terapéuticas y se solicitaba el envio de una
nueva muestra. Esta tercera determinacién suponia una tercera visita del paciente
al médico y en varios casos no se produjo. Las cepas de M. genitalium obtenidas
durante 2014-2015 se analizaron para determinar si presentaban mutaciones en el
gen 23S rRNA asociadas a la resistencia a macrélidos. En los casos con
mutaciones se contactd nuevamente con los médicos para comprobar si el
tratamiento de estos pacientes habia sido el adecuado y se encontraban libres de

infeccion.
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1.3. Neisseria gonorrhoeae. Su papel en la historia de la

humanidad.

Neisseria gonorrhoeae es el agente etioloégico de la gonorrea, enfermedad que
acompafia a la humanidad desde épocas remotas (78). Aparece en varios libros del
antiguo testamento, donde se consideraba un castigo divino. Algunos pasajes
biblicos describieron claramente los sintomas de la uretritis (Levitico 15:1-6).

Los filésofos griegos mas destacados dieron testimonio de la existencia de esta
enfermedad. El médico, cirujano vy filésofo romano Galeno de Pérgamo (131-200
AC) describio la uretritis presente en esta enfermedad como “flujo de semillas”. El
término “gonorrea” [gon- yovn gr. 'érganos sexuales' + -o- gr. + rhoia poia gr. 'flujo']
fue introducido afios mas tarde de la mano del también médico romano Lucio Celio
Aureliano (siglo V DC), en el libro “De morbis acutis et chronics” donde describié el
flujo uretral como “secrecion no deseada sin ereccidén”(78). Posteriormente con la
traduccion de los libros de Hipocrates, Galeno y otros médicos, la primera escuela
laica de medicina en Salerno (1020-1087 DC) describieron la gonorrea como
‘esperma sine voluntariamente concupiscentia est” (flujo de esperma sin deseo
sexual) (78).

El agente etioldgico de la uretritis fue descrito por Albert Neisser, bacteriélogo de
origen polaco, en 1879. Se trataba de una bacteria, concretamente de cocos

gramnegativos agrupados en parejas que denomind Neisseria gonorrhoeae (78).

1.3.1. Caracteristicas generales de Neisseria gonorrhoeae.

El género Neisseria incluye especies patdégenas para el hombre (Neisseria
meningitidis y Neisseria gonorrhoeae) y especies que forman parte de la microbiota
comensal de animales y humanos (e.g N. cinerea, N. subflava, N. mucosa, N.
lactamica) (79). Las neisserias comensales tapizan la mucosa del tracto respiratorio
superior, especialmente la nasofaringe, y no suelen comportarse como patégenos
(80, 81). N. meningitidis es un patégeno exclusivo humano que se encuentra
tapizando la mucosa orofaringea y nasofaringea del 10% de la poblacion (82). Este
microorganismo es causa de meningitis bacteriana, que puede ser fatal tanto en

nifos como en adultos.
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N. gonorrhoeae pertenece a la familia Neisseriaceae, cuyos géneros con relevancia
clinica son Neisseria, Eikenella y Kingella. Se trata de cocos gramnegativos con un
diametro entre 0.6-1 um, aerobios estrictos e intracelulares facultativos. Estas
bacterias se agrupan caracteristicamente en parejas y forman la tipica imagen en
grano de café (83). El gonococo tiene un cromosoma circular. Con un contenido de
G+C del 52.4%, su genoma (2.14 Mbp) codifica 2.179 proteinas (1).

N. gonorrhoeae es un microorganismo exigente a nivel nutritivo, por lo que requiere
para su aislamiento de medios ricos incubados en atmdésfera suplementada con
CO2 al 5% a una temperatura de 35-37°C. Produce acido a partir de la oxidacion

de la glucosa. La reaccion de la catalasa y la oxidasa son positivas (83).

N. gonorrhoaeae es un patdgeno exclusivamente humano y se transmite por
contacto directo, especialmente por contacto sexual (1). Esta bacteria se halla en
las superficies himedas de las mucosas del cérvix, Utero y trompas de Falopio en
las mujeres y de la uretra masculina (84). Puede encontrarse en orofaringe y
mucosa anal segun las distintas practicas sexuales de los pacientes. También
puede causar infeccion a nivel conjuntival en adultos y en neonatos de madres
infectadas (85).

El gonococo es una bacteria muy labil frente a factores ambientales tales como la
desecacion, las bajas temperaturas, y la presencia de sustancias téxicas como los
acidos grasos. La bacteria no sobrevive mucho tiempo fuera del hospedador

humano de quien obtiene el hierro, elemento fundamental para su crecimiento (1).

1.3.2. Patogénesis de Neisseria gonorrhoeae.

La infeccion de las células de epitelio urogenital por N. gonorrhoeae es un proceso
con diversas etapas que abarca la adhesion y la colonizacion, la invasion tisular y
celular, la supervivencia intracelular y la exocitosis. N. gonorrhoeae coloniza la
mucosa epitelial del hospedador compitiendo con la microbiota comensal. El evento
inicial esta intimamente relacionado con el reconocimiento entre las moléculas de
la superficie del gonococo y los receptores de la membrana de las células epiteliales
(86). Son diversos los factores de virulencia que se hallan en la membrana externa

y contribuyen a la adhesién de las células diana: los pili tipo 1V, las proteinas de la
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opacidad (Opa), la porina PorB y el lipooligosacarido (LOS). Algunas de estas
estructuras contribuyen también a la evasion del sistema inmune y a la invasion de
la célula hospedadora. Los distintos factores de virulencia y sus funciones se ven
en lafigura 2 y en la tabla 2.

1.3.2.1. Estructuras en la superficie de N. gonorrhoeae.

Los pili tipo 1V actdan principalmente como adhesinas. Los pili tipo IV son largos
filamentos proteicos formados por pilina. El ensamblaje de los mondmeros de pilina
es complejoy se produce desde el aparato de ensamblaje presente en la membrana
externa. El pili es una estructura dinamica, que puede ser retraida con gran fuerza
desde este aparato produciendo el movimiento espasmaodico caracteristico.
Ademas de la adherencia y la movilidad, los pili tipo IV contribuyen a la evasion de
la respuesta celular de los leucocitos polimorfonucleares (87). Los pili tipo IV
también participan en el proceso de transformacion, al facilitar la internalizacion del
DNA exdgeno (1). Por ello, los gonococos son naturalmente competentes para la
transformacion, hecho que permite la transferencia horizontal de material genético
con elevada frecuencia desde neisserias comensales y también entre diferentes

linajes de gonococos (88).

Las proteinas de opacidad (proteinas Opa), con un tamafio de 20-28 kD, se
encuentran integradas en la membrana externa de gonococo. Su expresion esta
regulada de forma estocastica. Cada cepa de gonococo porta ~11 genes opa cuya
expresion depende de eventos moleculares independientes. De este modo, las
cepas de gonococo pueden expresar una Opa, muchas Opa o ninguna (86). Las
proteinas Opa actlan como adhesinas que se unen a una amplia variedad de
receptores presentes en diferentes tipos de células y tejidos humanos (1). Cabe
destacar la interaccion de las Opa con moléculas de adhesion celular relacionada
con el antigeno carcinoembrionario (CEACAM), moléculas presentes en células
hospedadoras relevantes para el gonococo como las células epiteliales y los
neutroéfilos (86, 89). A su vez, las Opa participan en la formacién de microcolonias

en las mucosas, contribuyendo también a la colonizacion (1).
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Figura 2. Factores que intervienen en la patogenicidad de N. gonorrhoeae. La invasion epitelial requiere
de pili tipo IV y de proteinas OPA. Las bacterias proliferan en la superficie epitelial e invaden los tejidos
subyacentes por transcitosis. N. gonorrhoeae libera fragmentos de peptidoglicano, vesiculas de membrana
externa (OMV) y lipooligosacérido (LOS) activando los receptores tipo Toll (TLR) y la sefializacion de proteinas
de macréfagos y de las células dendriticas. Estas células producen quimiocinas y citoquinas (IL-1, IL-6, IL-8,
IL-17) y factor de necrosis tumoral (TNF) que pueden reclutar leucocitos polimorfonucleares (PMNL). N.
gonorrhoeae puede sobrevivir a la fagocitosis y a los factores liberados durante la degranulacién. Para evadir
la accién del complemento el LOS es modificado por su unién al acido sialico. El LOS sializado se une a C3by
promueve su inactivacion a iC3b a través del factor |, mientras que la porina localizada en la membrana externa
(PorB) se une al factor H y a C4BP, ocultando a las bacterias del reconocimiento por parte del complemento.
Cuando la actividad del complemento es inhibida (por mutaciones o por tratamientos inmunosupresores )

prevalecen las infecciones sistémicas por N. gonorrhoeae. Imagen adaptada de Unemo et al. (1)

Las porinas son proteinas transmembrana muy abundantes en la membrana
externa de las bacterias gramnegativas, cuya funcion principal es ingresar
nutrientes para la supervivencia de la célula bacteriana (90, 91). N. gonorrhoeae
presenta la porina PorB en su membrana externa. Existen dos alelos del gen porB
(porBla y porBl1b), con un 80% de homologia entre ellos (92). Cada gonococo
expresa solo un alelo del gen porB. La porina PorB1A favorece la invasion de las
células epiteliales. Los gonococos que expresan esta variante son mas invasivos y

resisten a la accion del efecto bactericida del suero. Por el contrario, la mayoria de
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cepas que causan enfermedad local expresan la porina PorB1B (92). Las porinas
PorB1A y PorB1B difieren en sus variantes antigénicas y son la base de la

tipificacion de gonococo (93).

La porina PorB puede llegar a la mitocondria de la célula hospedadora a través de
la formacion de vesiculas de membrana externa (OMV) que van a ser endocitadas
por los macrofagos. Este proceso va a causar la pérdida de integridad de la
membrana mitocondrial y la liberaciébn de citrocromo oxidasa, que activara la
apoptosis en los macrofagos (90). También se ha descrito la posible translocacion
de PorB desde la membrana externa del gonococo a la membrana plasmatica de

la célula hospedadora por un mecanismo todavia no dilucidado (90).

La proteina modificable por reduccion (proteina Rmp) se asocia intimamente a PorB
en la membrana externa. Los anticuerpos generados frente a esta proteina

bloquean la union de los anticuerpos anti-PorB (1,94,95).

Los lipooligosacaridos (LOS) se encuentran anclados a la membrana externa del
gonococo a traves del lipido A. Se trata de una estructura similar al lipopolisacarido
de la mayoria de bacterias gramnegativas pero carece del antigeno O. EI LOS es
importante en la adherencia y en la invasion de las células del huésped. El
gonococo tiene mayor capacidad de invasion de las células epiteliales cervicales
no ciliadas y células epiteliales uretrales en los hombres cuando los LOS son
desializados (89,96).

1.3.2.2. Adhesién y colonizacion.

Los pili tipo IV y las OPA son adhesinas fundamentales en la colonizacion de la
mucosa urogenital y de las mucosas en otros sitios de infeccion. Aun no es conocido
si la estabilizacion de la colonizacion es debida a la accion de las micro colonias o
los biofilms que forma N. gonorrhoeae, 0 a la interaccién de ambos (89). Los pili
tipo IV estan implicadas en la adherencia inicial a la mucosa urogenital, tipicamente
a epitelios no ciliados (89). Todas las cepas clinicas de gonococo presentan pilis,
por lo que son mas virulentas que aquellas que no presentan estas estructuras en

su envoltura (1). Como ya se ha mencionado, la porina PorB y el LOS también son
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esenciales en este primer paso de colonizacion al interaccionar con receptores del

hospedador.

1.3.2.3. Invasion, dafio tisular y evasion del sistema inmune.

Tras la adhesion, los gonococos proliferan en la superficie epitelial y van a ser
capaces de invadir la mucosa urogenital mediante transcitosis (1). La compleja
interaccion Opa-CEACAM contribuye a este proceso de internalizacion del
gonococo (97). La invasion del epitelio uretral estd mediada por la interaccion entre
LOS vy el receptor de asialoglicoproteina (89,98). En las mujeres, la invasion de la
mucosa cervical estd mediada por la interaccion entre el LOS vy el receptor CR3
(89,99,100). EIl receptor de la hormona luteina / hormona HCG (HCG/LHr)
interviene en la invasién del gonococo en el endometrio y de las trompas de Falopio
(101). Se ha descrito que la mayoria de los gonococos internalizados van a ser
destruidos en los autofagolisosomas pero algunas subpoblaciones evaden la
destruccion y sobreviven a nivel intracelular (97). La invasion del epitelio puede

conducir en algunos casos a la infeccion diseminada (102).

El dafio tisular causado por N. gonorrhoeae no es debido a exotoxinas como ocurre
en otras bacterias. Por contra, los fragmentos de peptidoglicano secretados, las
vesiculas de membrana externa (OMVs) y el LOS tienen un papel relevante en la
toxicidad celular y ademas pueden inhibir las células ciliadas tubéricas (1, 103). La
internalizacién del gonococo en la trompa de Falopio activa la sintesis de factor de
necrosis tumoral (TNF) que causard dafio en la célula hospedadora (103). La
actividad de los polimorfonucleares en el foco de infeccion también contribuira al

danfo tisular.

El hierro es fundamental para la viabilidad de gonococo durante la infeccion. Se han
identificado tres sistemas de adquisicion de hierro a partir de proteinas humanas
asociadas a hierro. Estos sistemas — LpbA-LpbB, TbpA-TbpB y HpuA-HpuB -
pueden obtener el hierro de la lactoferrina, la transferrina y la hemoglobina,

respectivamente (1).

El gonococo expresa al menos 5 sistemas de bombas de expulsion activa: MtrC—
MtrD—MtrE, MacA—MacB—-MtrE, NorM, FarA—FarB—MtrE y Mtrf (1). Estas bombas
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tienen un papel importante en la patogenia, eliminando moléculas téxicas como los
acidos grasos o0 los péptidos catidnicos. También actian bombeando

antimicrobiano fuera de la célula bacteriana.

N. gonorrhoeae ha desarrollado diversas estrategias para la evasion del sistema
inmune. N. gonorrhoeae puede alterar la capacidad fagocitica de los leucocitos
polimorfonuclares, disminuir la actividad macrofagica e inhibir la proliferacion de
células T. El gonococo estimula la liberacion de citoquinas antinflamatorias. A su
vez la respuesta humoral que genera es débil (86). La infeccion persistente y la
infeccion asintomatica por N. gonorrhoeae estan relacionadas con la capacidad que

tiene esta bacteria para evadir el sistema inmune.

La capacidad de variacion antigénica de sus principales estructuras en su superficie
— el pili tipo 1V, las proteinas Opa y el LOS - evita el reconocimiento por los
anticuerpos previamente generados, y contribuye a facilitar las reinfecciones
incluso por la misma cepa (1). Otra estrategia tiene el sistema del complemento
como diana. La porina PorB actua inhibiendo la accion del complemento. Por un
lado, PorB se une a C4BP causando la inhibicién de la via clasica del complemento.
Por otro lado, la via alternativa se ve inhibida por la unién de PorB al factor FH, que
es un inhibidor de esta ruta. El LOS sializado puede actuar también sobre la via
alternativa del complemento, causando la inactivacion del factor C3b mediante el
factor | (2).

1.3.2.4. Intercambio de material genético.

N. gonorrhoeae puede presentar una gran variabilidad genética gracias a diversos
mecanismos. Como ya se ha mencionado, el gonococo es competente de manera
natural para la adquisicion de DNA exdgeno en un proceso que depende del pili
tipo IV (104,105). Este proceso de transformacion natural contribuye a la
adquisicion de nuevas caracteristicas entre las cuales se hallan factores de
virulencia y determinantes de resistencia a los antibiéticos. Este proceso se ve
evidenciado en la formacion de genes mosaico como ocurre con el gen penA'y con

el gen porB, entre otros (106).
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Funcién Factores de virulencia Referencias

Adherencia Pili tipo IV (1,86,87)
OPA
PorB
LOS

Motilidad espasméddica Pili tipo IV (1,87)

Colonizacion Pili @
OPA
PorB
Invasion celular Pili tipo IV (92,96,97,99)
OPA-CEACAM
PorB
LOS

Supervivencia intracelular PorB (1, 90, 91)
Bombas de expusion (FarA-FarB-
MtrE, NorM, MtrC-MtrD-MtrE,
MacA-MacB-MtrE y MtrF)
Complejos captadores de hierro
LpbA-LpbB, HpuA-HpuB, TbhpA-
TbhpB)
Proteccion contra PMN Pili tipo IV (1)
Evasion de larespuestainmune Pili tipo IV (86,87,90,92,94,95)
OPA
PorB
LOS
Rmp
HGT Pili tipo IV (1, 88,105)
T4SS
GGl

Tabla 2. Factores de virulencia de Neisseria gonorrhoeae OPA, proteinas de opacidad; PorB, Porina B;
LOS, Lipooligosacéaridos; OPA-CEACAM, Moléculas de adhesion relacionadas con el antigeno
carcinoembrionario; Rmp, Proteina modificable por reduccion; HGT, Transmision horizontal genética; T4SS,
sistema de secrecion tipo 4.

Diversos elementos genéticos maviles contribuyen a la variabilidad en el genoma
de las cepas de gonococo (105). Se ha descrito el papel de secuencias de

inserciones como 1S1016 y de diversos transposones en la adquisicion de
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variabilidad. La secuenciacion masiva ha evidenciado la existencia de diversas
secuencias repetidas en el genoma del gonococo, hecho que contribuye también a
su plasticidad genética. La existencia de plasmidos y bacteriéfagos también
participan en la movilizacién de genes. Es notoria la adquisicién del gen que codifica
la penicilinasa (blatem) al estar vehiculizado por transposones que se hallan en
plasmidos (105).

La isla de patogenicidad del gonococo (Gonococcal Genetic Island, GGI), con 57
kb, esta presente en el ~ 80% de las cepas aisladas de N. gonorrhoeae. (107,108).
Se trata de un elemento genético adquirido de manera horizontal y flanqueado de
dos secuencias cortas invertidas. Esta isla de patogenicidad incluye mas de 60
marcos abiertos de lectura (open reading frame, ORF), de los cuales 18 genes
codifican el sistema de secrecion Tipo IV (T4SS). Entre otras funciones bioldgicas,
el T4SS facilita la transferencia de DNA monocatenario a otras cepas de gonococo,

hecho que permite la posterior recombinacion (104,107).

1.3.3. Cuadros clinicos asociados a la infeccion por N.

gonorrhoeae.

Las infecciones por N. gonorrhoeae suelen asociarse a manifestaciones

mucocutaneas supurativas, mayoritariamente a nivel del tracto genitourinario.

1.3.3.1. Uretritis.

El cuadro clinico caracteristico de la infeccion por N. gonorrhoeae es la uretritis en
el hombre. El periodo de incubaciéon es de 2 a 8 dias, aunque puede extenderse
hasta 14 dias (1). Posteriormente, los sintomas aparecen de manera repentina en
forma de exudado, inicialmente mucoide, que se transforma en purulento a las 24
h. Este exudado se acompafa de disuria en la mitad de los pacientes (109). Otros
sintomas acompafiantes pueden ser polaquiuria y tenesmo vesical. La infeccion
puede afectar el rafe medio, las glandulas de Tyson, las glandulas de Littre y
provocar abscesos en el tronco del pene e incluso estenosis y fistulas periuretrales

(110). Las complicaciones son la orquiepididimitis, prostatitis y la vesiculitis seminal
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gue pueden evolucionar como prostatitis cronica (109,110). Otras complicaciones
poco frecuentes incluyen linfangitis y/o tromboflebitis (110). La uretritis en las

mujeres es infrecuente y cursa como cistitis con polaquiuria y disuria (111).

1.3.3.2. Cervicitis.

La infeccion del cérvix por N. gonorrhoeae afecta tanto al canal endocervical como
al cuello uterino (110). Adicionalmente en la mujer la infeccion puede afectar a la
uretra. ElI gonococo coloniza e invade el epitelio cilindrico cervical sin llegar al
epitelio escamoso vaginal. El periodo de incubacion es de 8 a 10 dias tras el
contacto sexual. La infeccion suele ser asintomatica en el 70 % de los casos. El
resto de mujeres infectadas presentan sintomas inespecificos como secrecion
mucopurulenta, vulvitis, disuria y polaquiuria (1,112). También puede haber
sangrado intermenstrual 0 menorragia. El examen ginecoldgico del cérvix revela la
presencia de exudado mucopurulento, con sangrado y friabilidad de la mucosa
cervical (113). La infeccién puede ascender por el tracto genital en el 14% de los
casos y provocar enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), cuyos cuadros
caracteristicos son endometritis, salpingitis y peritonitis (114). El dolor abdominal y
la dispareunia son caracteristicos en la EIP. Las pacientes presentan fiebre y
leucocitosis. En las mujeres embarazadas puede haber complicaciones en el parto
(110). En raras ocasiones, la infeccion por gonococo llega a afectar las glandulas
de Skene y Bartolino, y puede provocar bartolinitis y abscesos unilaterales
dolorosos que suelen drenar de forma espontanea (110).

1.3.3.3. Infeccidn ano-rectal.

La infeccidén de la mucosa rectal por N. gonorrhoeae suele deberse a la practica de
sexo anal. Se trata de un cuadro muy frecuente en pacientes HSH (115). En la
mujer puede producirse directamente por contacto sexual o por la proximidad de la
vagina (115). La infeccion rectal suele ser con frecuencia asintomatica tanto en
hombres como en mujeres (116). La infeccion sintomatica cursa con proctitis o
proctocolitis, que puede presentarse con dolor, secrecion purulenta, prurito,

tenesmo, estrefiimiento y sangrado anal (115).
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1.3.3.4. Infeccidn orofaringea.

La infeccion faringea por N. gonorrhoeae se adquiere tras la practica de sexo oral.
La mayoria de las infecciones gonocoécicas a nivel faringeo son asintométicas. Las
infecciones sintomaticas pueden presentar tonsilitis y/o linfoadenopatias (110).

Esta localizacion anatomica se asocia con mayor fracaso terapéutico (117).

1.3.3.5. Conjuntivitis.

La infeccion conjuntival por N. gonorrhoeae puede darse tanto en adultos como en
neonatos (véase apartado 1.3.3.8.). En los adultos este cuadro se asocia a contacto
sexual (118). El nimero de casos se ha incrementado en los ultimos afios debido
al aumento de infeccion en la poblacion joven. Este cuadro clinico requiere de un
diagndstico precoz y tratamiento antibiético adecuado para evitar la mala evolucion,
que puede conducir a perforacion corneal y destruccion de la camara anterior del
0jo (118).

1.3.3.6. Complicaciones sistémicas.

La diseminacion hematdégena de N. gonorrhoeae es infrecuente. Este cuadro
aparece a los pocos dias 0 semanas después de una infeccién genital como la
uretritis o cervicitis. La diseminacion es mas frecuente en mujeres (4:1) y se ve
favorecida en momentos con mayor vascularizacibn como la menstruacion y el
tercer trimestre del embarazo. La localizacién faringea también puede asociarse a
este cuadro. Los pacientes afectados por cepas de gonococo invasivo suelen tener
algun déficit del complemento (102).

En la diseminacion hematdgena, el paciente se encuentra séptico y la afectaciéon
articular es frecuente (119). La monoartritis es la manifestacion articular mas
frecuente, principalmente de rodilla o codo (119). Con menor frecuencia, pueden
afectarse otras articulaciones como muiecas, tobillos, y articulaciones
metacarpofalangicas y metatarsofalangicas (119). Se han descrito casos de
infeccion sistémica por N. gonorrhoeae con afectacion de protesis articulares (120).
La invasién del torrente sanguineo por esta bacteria también puede manifestarse a
nivel dérmico. Las lesiones cutaneas indoloras en manos, pies y tercio distal de las

extremidades pueden acompafarse de artralgias y/o artritis (sindrome artritis-
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dermatitis) (120). Las maculas pueden evolucionar a papulas eritematosas, que
pueden llegar a necrotizarse (110). Otras manifestaciones sistémicas infrecuentes
son la afectacion cardiaca, la perihepatitis (también denominada sindrome de Fitz-
Hugh-Curtis) o la meningitis.

1.3.3.7. Infeccidn gonocdcica en nifios.

La infeccidn por N. gonorrhoeae en la infancia se debe a contacto sexual con
portadores y es atribuible a abusos sexuales (112). Este proceso se manifiesta en
los nifios con uretritis de caracteristicas similares a los adultos (121). En las nifias
se presenta como una vaginitis con exudado vaginal purulento (11,121).

Ocasionalmente puede aparecer infeccion faringea y ano-rectal (110,121).

1.3.3.8. Infeccion gonocdcica en neonatos.

La ophtalmia neonatorum es una conjuntivitis neonatal por N. gonorrhoeae. Esta
infeccion conjuntival se adquiere por transmision perinatal al contactar con las
secreciones en el canal de parto cuando la madre esté infectada. Tras 2-5 dias, el
neonato presenta secreciones purulentas conjuntivales, celulitis periorbitaria,
edema y eritema palpebral (112). Las complicaciones incluyen queratitis y

panoftalmitis, que pueden conducir a la ceguera (110).

1.4. El diagndéstico microbioldgico.

El diagnostico de la infeccion por N. gonorrhoeae debe realizarse en todas las
personas con riesgo o sospecha de tener gonorrea. De este modo se pueden
reducir las complicaciones de la enfermedad, las reinfeccionesy la transmision (11).
El diagnostico convencional (microscopia y cultivo) requiere que las cepas estén
viables. Para ello las condiciones de toma de las muestras deben ser estrictas, asi
como el transporte y la manipulacion posterior. El aislamiento de las cepas permite
la realizacion del estudio de sensibilidad antibidtica y la deteccion de cepas
multirresistentes. El diagndstico molecular ha ido ganando terreno los Ultimos afios.
Estas técnicas detectan los acidos nucleicos, por lo que no requieren la viabilidad

de las cepas y las condiciones de toma de las muestras son menos estrictas.
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La toma de muestras esta estrechamente relacionada con el cuadro clinico que
presenta el paciente, con sus habitos sexuales y conductas de riesgo. El exudado
uretral masculino es la muestra mas rentable para el diagnéstico ya que la
microscopia directa suele ser diagnéstica. En las mujeres la muestra mas adecuada
es el exudado endocervical ya que es el sitio anatdmico que coloniza e invade
gonococo. Dependiendo de las practicas sexuales de los pacientes, es conveniente
obtener también muestras de exudado rectal, faringeo y conjuntival. Es de suma
importancia obtener las muestras antes de implantar el tratamiento antibi6tico y no
aplicar desinfectantes en la zona de la que se obtendra la muestra. Los escobillones
flocados de dacron o rayon con medio de transporte (Stuart Amies liquido o
gelificado con carbon activado) son los mas adecuados para la toma de muestras
debido a la labilidad de N. gonorrhoeae a diferentes sustancias. El primer chorro de
orina transportado en un bote estéril también puede emplearse para la deteccién
molecular del gonococo. En caso de sospecha de infeccion sistémica, se obtendran
muestras de sangre y de liquido articular o de liquido cefalorraquideo. Las muestras
para cultivo no pueden refrigerarse en ningin caso debido a la labilidad del

gonococo al frio.

1.4.1. Diagndéstico microbioldégico convencional.

La tincién de Gram de las muestras uretrales obtenidas de varones sintométicos es
util para el diagndstico de infeccion gonocdcica, con una sensibilidad y especificidad
superiores al 95%. La visualizacion a x1000 aumentos de 22 linfocitos
polimorfonucleares (PMN) y diplococos gramnegativos intra y/o extracelulares
confirman el diagndstico de uretritis gonocécica (122). La sensibilidad es inferior al
50% en muestras uretrales de varones asintomaticos y en muestras obtenidas de

otra localizacion anatémica (122).

Cultivo bacteriano.

Como ya se ha mencionado, N. gonorrhoeae es un microorganismo exigente a nivel
nutritivo y por ello requiere medios enriquecidos como el agar chocolate para su
crecimiento. Los medios selectivos, como Thayer -Martin, Martin- Lewis, o New

York city, se suelen emplear para su aislamiento en muestras no estériles, ya que
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incorporan antimicrobianos (vancomicina, colistina y nistatina) que inhiben el
crecimiento de la microbiota comensal. Los hemocultivos y liquidos estériles
positivos sembrados en viales de hemocultivo se resiembran en placas de agar
chocolate. Los cultivos se incuban a 37°C en una atmosfera con 5% de COa.
Transcurridas 24-48h de incubacion se observan colonias transparentes grisaceas
con forma irregular de diferentes tamafios (figura 3).

Identificacidon bacteriana.

La identificacion presuntiva se obtiene complementando los datos clinicos y
microscopicos con las pruebas de realizacién inmediata. La oxidasa y la catalasa,
ambas positivas en las colonias de N. gonorrhoeae, nos orientan para recomendar
la prescripcion de terapia anti gonococica. La oxidasa es una técnica rapida que
permite determinar la presencia de citocromo C oxidasa. Esta enzima oxida el
reactivo fenilendiamina en presencia de oxigeno atmosférico y forma el indofenol,
que es un compuesto de color purpura (123). La enzima catalasa esté presente en
casi todas las bacterias que poseen citocromos. Esta enzima hidroliza el peroxido
de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso, que se libera dando una reaccion brusca
de burbujeo (123).
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Figura 3. Crecimiento de colonias de Neisseria gonorrhoeae.
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La identificacion también puede realizarse con el perfil de utilizacion de
carbohidratos. Existen actualmente varios métodos comerciales para evidenciar la
obtencion de acido a partir de la oxidacion de la glucosa, como el APl NH
(bioMérieux) (123).

1.4.2. Nuevas metodologias.

Las nuevas metodologias incluyen el uso de técnicas basadas en la espectrometria
de masas para la identificacion bacteriana, y de técnicas moleculares tanto para la
identificacion de los aislados bacterianos como para la deteccién del gonococo

directamente en las muestras clinicas.

Identificacion mediante espectrometria de masas

La técnica Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-of-flight (MALDI TOF)
se basa en la espectrometria de masas y permite la identificacion bacteriana en
pocos minutos a partir de colonias crecidas no envejecidas. Tras la ionizacion y
desorcion de los péptidos y pequefias proteinas, se obtiene un perfil proteico
caracteristico de cada especie bacteriana (123). El MALDI-TOF es la técnica

utilizada cada vez con mayor frecuencia para la identificacion de gonococo.

Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAAN).

Las técnicas moleculares se recomiendan para el diagnostico de N. gonorroheae
juntamente con el cultivo. Las TAAN tienen una sensibilidad superior al 96% y son
coste-efectivas. La toma de muestras para realizar TAANs tienen menos
requerimientos que para el cultivo, puesto que la deteccion de acidos nucleicos no
requiere de cepas viables. La deteccién de N. gonorroheae puede realizarse a partir
de muestra directa. Estas técnicas son robustas y rapidas. Existen plataformas de
deteccion multiple que detectan varias dianas con una sola determinacion lo que
facilita el diagnostico etiolégico de las ITS, cuyo porcentaje de coinfecciones es
elevado. Las TAAN se utilizan tanto en los pacientes sintomaticos como en el

cribado de pacientes asintomaticos debido a su alta sensibilidad (123).
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Analisis del gen rDNA 16S.

Esta técnica se basa en la utilizacion de cebadores universales disefiados en
diferentes zonas conservadas de la bacteria, que permite amplificar regiones
variables caracteristicas del género y la especie. Tras la obtencién de un unico
producto de PCR, el amplicdn, se realiza la secuenciacion con idénticos o distintos
cebadores de la amplificacion. Luego se realiza la comparacion de las secuencias
obtenidas con las secuencias disponibles en diferentes bases de datos. Esto
permite identificar el microorganismo y los mecanismos moleculares de resistencia
asociados a diferentes familias de antimicrobianos. Es una técnica que no se
encuentra disponible en los laboratorios de rutina y suelen remitirse las cepas para

estudio a centros de referencia (123).

Whole genome sequencing (WGS).

La secuenciacion masiva (whole genome sequencing, WGS) es una herramienta
que en pocos afios ha revolucionado la investigacién de N. gonorrhoeae por su
altisimo poder de resolucioén, ofreciendo la informaciébn mas completa sobre una
cepa bacteriana. Esta metodologia se utiliza para muchos fines, entre ellos, la
deteccién de cepas de AMR (129). WGS es una técnica de secuenciacion de nueva
generacion conocida como secuenciacion masiva. Se basa en la produccion de
millones de reacciones de secuenciacion en paralelo sobre una Unica molécula de
DNA, produciendo lecturas de >20000 nucleétidos sin la necesidad de
electroforesis o0 clonacién bacteriana siendo mas coste efectivo que la
secuenciacion tipo Sanger (130). Esta técnica permite conocer, entre otras muchas
aplicaciones, el comportamiento de las cepas bacterianas tanto en grupos
reducidos con caracteristicas especiales como en poblaciones grandes. A su vez
nos brinda informacién sobre la propagacion de cepas AMR a nivel local, nacional
e internacional a lo largo del tiempo lo que posibilita la vigilancia global de clones
de cepas AMR (131). La metodologia WGS permite conocer nuevos determinantes
de resistencia en N. gonorrhoeae, comprobar el éxito o fracaso terapéutico y
predecir futuras resistencias a los antibiéticos. Por lo tanto, WGS es una importante

herramienta para predecir la evolucion de la sensibilidad de N. gonorrhoeae,
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ademas de tener infinidad de aplicaciones en el campo de la investigacion, el

diagnéstico, el tratamiento y la epidemiologia.

1.4.3. Técnicas de epidemiologia molecular.
La variabilidad dentro de la poblacion de gonococo se puede analizar usando

diversas técnicas moleculares.

Multilocus sequence typing (MLST).

La metodologia del Multilocus sequence typing (MLST) fue desarrollada para
identificar clones y/o lineas clonales en poblaciones bacterianas (124, 125). El
MLST se basa en el andlisis de siete 0 mas genes conservados, evolutivamente
neutrales y distribuidos en el genoma bacteriano (126). El MLST de N. gonorrhoeae
incluye el andlisis de los genes abcZz, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC y pgm para
elaborar un perfil alélico que permitira determinar el clon al que pertenecen. Los
resultados obtenidos se pueden depositar y comparar en una base de datos de

acceso publico (https://pubmist.org/neisseria/).

Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing (NG-MAST).

El tipado mediante NG-MAST sirve para determinar la variabilidad en las
poblaciones gonocodcicas, identificar redes de transmision e investigar fallos de
tratamiento. También ha sido evaluado para predecir fenotipos especificos de
resistencia antimicrobiana (126). El tipado mediante NG-MAST es altamente
discriminatorio, reproducible y transferible, adecuado para responder a preguntas
epidemiologicas a corto plazo (127). EI NG-MAST consiste en la secuenciacion de
un fragmento interno hipervariable de dos genes altamente polimorficos, porB (490
pares de bases, pb) y tbpB (390 pb). Estos genes codifican dos determinantes de
patogenicidad (la porina PorB y la subunidad B de la proteina fijadora de
transferrina, respectivamente). Ambos genes sufren una elevada variabilidad

genética que se acumula por estar expuestos a la seleccion derivada de la
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respuesta inmunolégica del huésped (126). Esta hipervariabilidad genera
secuenciotipos (ST) diversos que pueden tener una relacidbn genética estrecha.
Diferentes ST son asignados al mismo genogrupo cuando un alelo es compartido y
el otro alelo muestra una similitud del 99% (diferencia de <5pb para porB y <4pb
para tbpB). Los genogrupos se denominan con la letra G seguida de un niamero del
ST predominante en cada genogrupo (127).

N. gonorrhoeae sequence typing for antimicrobial resistance (NG-
STAR).

El método de tipado NG-STAR permite determinar perfiles Unicos de resistencia
bacteriana. Se utiliza para monitorizar la diseminaciébn mundial de cepas de N.
gonorrhoeae resistentes a los antimicrobianos (128). El secuenciotipo NG-STAR se
determina utilizando siete genes (penA, mtrR, porB, ponA, gyrA, parC y 23S rRNA)
asociados a resistencia bacteriana a antibidticos betalactdmicos, macrolidos y
quinolonas. ElI método NG-STAR utiliza la secuencia completa de penA, la
secuencia completa de mtrR y una porcion del promotor mtrR. También incluye
porciones de ponA, porB, gyrA y parC, y secuencias de23S rRNA. Los resultados
pueden consultarse en una base de datos (https://ngstar.canada.ca/) (128).

1.5. Tratamiento antibacteriano.

Las guias para el manejo de las ITS (nacional e internacionales) recomiendan
realizar el tratamiento de la gonorrea en el sitio y en el momento de la consulta.
Esta medida contribuye a aumentar la adherencia al tratamiento, evitar la
transmision de la enfermedad y reducir la aparicion de complicaciones (11,132).
Las recomendaciones terapéuticas actuales se detallan en la tabla 3. Es importante
gue los pacientes tratados se abstengan de mantener relaciones sexuales durante
los siete dias siguientes a haber recibido el tratamiento. Testar otras ITS, incluido
el HIV, a estos pacientes es otra de las recomendaciones presentes en las guias
(11,132).

El fallo terapéutico se sospecha en aquellos pacientes que persisten con sintomas

alos 3 a 5 dias tras recibir tratamiento adecuado y que no han mantenido relaciones
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sexuales en ese periodo. EI TOC se realizara a hombres y mujeres con infeccion
gonococica persistente. Se realizara un cultivo luego de 3 a 7 dias tras haber
completado el tratamiento. Si el cultivo es positivo, se realizar4 un antibiograma
para descartar la emergencia de cepas resistentes al tratamiento prescrito. En el
caso de realizar el TOC con TAANS, se recomienda hacerlo tras dos semanas de
haber completado el tratamiento (117). Se realizara tratamiento a los comparieros

sexuales con cefixima 800 mg por via oral en una sola dosis (11).

1.5.1. Conjuntivitis gonoco6cica en adultos.

El tratamiento es con ceftriaxona 1 g por via intramuscular en una sola dosis y se
recomienda que los compafieros sexuales asistan a consulta para recibir

tratamiento (11).

49



INTRODUCCION

Tratamiento de la infeccion no complicada por N. gonorrhoeae en cérvix y uretra en adultos y
adolescentes

Tratamientos

lera linea tratamiento

Alternativas terapéuticas

recomendados
-Gentamicina 240 mg IM MD +
CDC -Ceftriaxona 500 mg IM MD Azitromicina 2 g VO MD
-Cefixima 800 mg VO MD
-Cefixima 400mg VO MD + Azitromicina
2g VO MD
BASHH -Ceftriaxona 1g IM MD -Gentamicina 240mg IM  MD +
-Ciprofloxacina 500mg VO MD Azitromicina 2g VO MD
-Espectinomicna 2g IM MD +
Azitromicina 2g VO MD
-Azitromicina 2g VO MD
WHO -Ceftriaxona 250 mg IM MD+ -Cefixima 400 mg VO MD + Azitromicina
Azitromicina 1 g VO MD 1gVvOMD
IUSTI -Ciprofloxacina 500 mg VO MD
-Ceftriaxona 1 g IM MD + Azitromicina -Gentamicina 240 mg IM MD +
2g VO MD Azitromicina 2 g VO MD
-Ceftriaxona 1 g IM MD -Cefixima 400 mg VO MD + Azitromicina
2gVOMD
GESIDA Ceftriaxona 500 mg IM MD + Cefixima 400 mg VO MD + Azitromicina
Azitromicina 1 gr VO MD 2grVO MD
Tratamiento de la infeccidn faringea por N. gonorrhoeae
CDC -Ceftriaxona 500 mg* IM MD
-Cefixima 400mg VO MD + Azitromicina
2g VO MD
BASHH -Ceftriaxona 1g IM MD -Gentamicina 240mg IM MD +
-Ciprofloxacina 500mg VO MD Azitromicina 2g VO MD
-Azitromicina 2g VO MD
WHO
IUSTI -Ceftriaxona 1 g IM MD + azitromicina -Ceftriaxonal g IM MD
2gVvO MD -Ciprofloxacina 500 mg VO MD
GESIDA
Tratamiento de la infeccidn rectal por N. gonorrhoeae |
CDC -Ceftriaxona 500 mg IM MD -Gentamicina 240 mg IM MD +
Azitromicina 2 g VO MD
- Cefixima 800 mg VO MD
WHO -Ceftriaxone 250 mg IM MD + -Cefixime 400 mg VO MD + Azitromicina
Azitromicina 1 g VO MD 1gVvOMD
-Ciprofloxacina 500 mg VO MD
IUSTI -Ceftriaxona 1 g IM MD + azitromicina -Gentamicina 240 mg IM MD +
2gVO MD Azitromicina 2 g VO MD
-Cefixima 400 mg VO MD + Azitromicina
2g VO MD
-Cefixima 400 mg VO MD + Azitromicina
-Ceftriaxona 500 mg IM MD + 2grVOMD
GESIDA Azitromicina 2 gr VO MD -Gentamicina 240 mg IM MD +

Azitromicina 2 gr VO MD
Gemifloxacino 320 mg VO MD +
Azitromicina 2 gr VO MD

Tabla 3. Tratamiento de la infeccidn gonocoécica segun las diferentes guias mas utilizadas en Espafia
CDC: Centers for disease control and prevention 2021; BASHH: British Association for Sexual Health and HIV
2018; WHO: World health organization 2021; IUSTI: Internacional unién against sexually transmitted infections
2020; GESIDA: Grupo de estudio del SIDA-SEIMC 2017.

IM: intramuscular; MD: monodosis; VO: via oral.
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1.5.2. Infeccidén diseminada gonocacica.

En el caso de la artritis y el sindrome artritis dermatitis, se administrara ceftriaxona
1 g por via intramuscular o intravenosa cada 24 horas, la alternativa es cefotaxima
1 g por via intravenosa cada 8 horas o ceftizoxima 1 g cada 8 horas. En la meningitis
o endocarditis se administrara 1 a 2 g de ceftriaxona por via intravenosa cada 24 h.

La duracién del tratamiento la determinara el médico clinico (11).

1.5.3. Tratamiento de la infeccion gonococica en la infancia.

Ophtalmia neonatorum.

El régimen recomendado es la ceftriaxona 25-50 mg/kg por via intravenosa o

intramuscular en una sola dosis sin sobrepasar los 250 mg (11).

Infeccidn diseminada.

Cuando se trate de neonatos se recomienda ceftriaxona 25-50 mg/kg al dia por
via intravenosa o intramuscular una vez al dia durante 7 dias o cefotaxima 25 mg/kg
al dia por via intravenosa o intramuscular cada 12 horas durante 7 dias. Si hay
meningitis, el tratamiento se extendera 10-14 dias. Los pacientes con artritis que
pesen 45 kg o menos se trataran con ceftriaxona 50 mg/kg llegando a una dosis
maxima de 2 g por via intravenosa o intramuscular en una sola dosis diaria durante
7 dias. Si superan los 45 kg de peso la dosis de ceftriaxona serd de 1g cada 24

horas durante 7 dias (11).

Vulvovaginitis, cervicitis, uretritis, faringitis, o proctitis en nifios.
El tratamiento recomendado es ceftriaxona 25-50 mg/kg por via intravenosa o
intramuscular sin exceder los 250 mg. Los nifios con un peso superior a 45 kg

recibiran el mismo tratamiento que el paciente adulto.
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1.6. Evolucion de la resistencia a los antimicrobianos en N.

gonorrhoeae.

La introduccion de cualquier antibiotico en la practica clinica ha ido seguida, con
mayor o menor celeridad, de la emergencia de resistencias a ese compuesto. La
gonorrea comenzo a tratarse con sulfonamidas en 1930 (133). Estos compuestos
analogos del acido paraaminobenzoico actiuan a nivel de la biosintesis del acido
félico al competir por la dihidropteroato sintetasa (DHPS). Transcurridos 14 afios
desde su introduccién en clinica, comenzaron a reportarse fallos terapéuticos en
soldados durante la segunda guerra mundial (134). Debido a un alto porcentaje de
resistencia a las sulfonamidas, en 1960 se introdujo el tratamiento combinado con
trimetoprima, antimicrobiano que inhibe de manera adicional la dihidrofolato
reductasa (DHFR) en la misma via metabdlica (135-137). Sin embargo, dada la baja
afinidad de N. gonorrhoeae por la trimetoprima, esta combinacion se dejo de usar
en la década de 1970 (137).

La penicilina fue introducida en 1943 para el tratamiento de la gonorrea en aquellos
casos que no curaban con sulfonamidas (136,138). Como todos los antibiéticos
betalactdmicos, la penicilina actia inhibiendo la sintesis de la pared celular
bacteriana al unirse a las enzimas transpeptidasas Penicillin-binding Proteins
(PBP). La penicilina se utilizé durante décadas, pero en 1960 comenzaron a
reportarse fallos terapéuticos. En este contexto, la dosis de penicilina se incremento
en la década de 1980 con el fin de alcanzar el éxito terapéutico (136,137).

Las tetraciclinas se introdujeron en 1950 como tratamiento opcional para los
pacientes alérgicos a la penicilina (137). Este farmaco actta afectando la sintesis
proteica por unién con la subunidad 30S ribosomal. El primer gonococo resistente
a tetraciclinas se report6 en 1985 (139).

Las quinolonas comenzaron a utilizarse como primera opcion terapéutica en 1983
en Estado Unidos (USA). Estos antibiéticos inhiben la actividad de la DNA girasa y
la topoisomerasa IV, ambas enzimas esenciales para la replicacién del DNA.
Numerosos fallos de tratamiento comenzaron a reportarse en 1990. Debido al
incremento de resistencias, la ciprofloxacina fue retirada de las recomendaciones

terapéuticas en Asia, Europa y USA en el afio 2000 (140).
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La azitromicina se consider6 como un posible tratamiento para la gonorrea a
comienzos de 1980. Pertenece a la familia de los macrélidos y es el inico miembro
de la subclase azalida. Los macrdlidos se unen a la subunidad 50S ribosomal
impidiendo la elongacion de la cadena de la peptidil polipéptido transferasa, y
bloquean el canal peptidico de salida (141). Como resultado, los ribosomas liberan
polipéptidos incompletos, lo que le confiere un efecto bacteriostatico (142).
Derivada de la eritromicina, se diferencia por la insercién adicional de un atomo de
nitrégeno en el anillo macrolido, hecho que aumenta su estabilidad, le confiere
mayor penetracion tisular y una vida media prolongada (141). En los ultimos afios
se han reportado casos de cepas de gonococo con resistencia de alto nivel a
azitromicina en varios continentes (143,144, 145).

Actualmente la ceftriaxona es el tratamiento de primera linea recomendado frente
a N. gonohorreae en las guias de los CDCs (11). La ceftriaxona es una
cefalosporina de tercera generacion con una fuerte actividad frente al gonococo por
su afinidad para unirse a las PBP2 (146). Este antibi6tico betalactdmico se introdujo
como tratamiento de primera linea tras observar un aumento sostenido de las CIM
de ciprofloxacina en cepas de gonococo (137). La cefixima es una cefalosporina de
tercera generacion de dosificacion oral, que se comenz6 a utilizar antes que la
ceftriaxona para el tratamiento de la gonorrea. Sin embargo, rapidamente se
observé disminucién de la sensibilidad a cefixima en varios hospitales de Japon y
posteriormente en Europa comenzaron a reportarse fallos terapéuticos (147,148).
La cefixima dejé de utilizarse como tratamiento de primera linea y en la actualidad
se emplea como tratamiento en contactos de pacientes con infeccion gonocadcica.
(117). La primera cepa de gonococo con alto nivel de resistencia a ceftriaxona se
detect6 en el afio 2011 en Japon (149). Desde entonces, se han reportado cepas
resistentes a ceftriaxona en varios paises del mundo incluida Espafa
(150,151,152,153).
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1.7. Mecanismos moleculares de resistencia.

1.7.1. Resistencia a macrolidos.

La azitromicina es el macrdlido utilizado con mayor frecuencia en el tratamiento de
las ITS incluida la infeccidbn gonocdcica (117,153). Neisseria gonorrhoeae puede
presentar resistencia a azitromicina debido a la presencia de mutaciones en genes
cromosomicos y a la adquisicién por via horizontal de determinantes de resistencia
(153,154).

Las mutaciones o sustituciones mas ampliamente descritas tienen lugar en el gen
23S rRNA y en el promotor del gen mtrR (153). N. gonorrhoeae tiene cuatro alelos
del gen 23S rRNA (143,155). Se han descrito mutaciones puntuales en la peptidil
transferasa del V dominio del gen 23 S rRNA asociadas a la resistencia a
macrolidos. El incremento de la CIM a azitromicina varia en funcion de las copias
del gen 23S rRNA gue presentan cambios. La presencia de mutaciones en uno o
dos alelos del gen 23S suelen dar resistencia de bajo nivel, en cambio las
mutaciones en tres o cuatro alelos del gen confieren resistencia de alto nivel (144).
La mutacion C2611T, presente en un solo alelo del gen, determina una MIC de
0.06-0.125 mg/L a azitromicina, considerado un rango de sensibilidad. Cuando esta
mutacion esta presente en 3 alelos del gen, la CIM de azitromicina se incrementa a
valores de 2-16 mg/L, considerandose un rango de resistencia por encima del
ECOFF (1 mg/L segun, EUCAST) (153). La mutacion A2059G en un solo alelo del
gen 23S rRNA es insuficiente para conferir resistencia de alto nivel a los macralidos,
aunque puede desarrollarse bajo presion selectiva (142). La mutacién A2058G,
descrita en 2021 en N. gonorrhoeae, confiere resistencia de alto nivel a macrolidos
cuando se encuentra presente en 3 de los 4 alelos del gen 23S rRNA (155).

Las proteinas ribosomales L4 y L22 forman parte de subunidad 50S del ribosoma.
Las sustituciones aminoacidicas en estas proteinas pueden contribuir a la
resistencia a macroélidos cuando ocurren en la region de unidn a estos antibiéticos
(156). Recientemente se ha descrito la adquisicién horizontal de mosaicos en los
genes que codifican las proteinas ribosomales, procedentes de especies

comensales del género Neisseria (157).
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N. gonorrhoeae expresa 4 tipos diferentes de bombas de expulsién activa, La
bomba MtrCDE, FarAB-MtrE, MacAB y NorM (158). Las bombas de expulsion
activa acttan eliminando al exterior sustancias antibacterianas como los péptidos
antimicrobianos catiénicos, antibiéticos, acidos grasos, detergentes no iénicos y
sales biliares (159). Esta accion contribuye a la resistencia y a la supervivencia de
la bacteria en presencia de antibacterianos en el medio (160). La bomba de
expulsidn activa juega un importante papel en la resistencia a la azitromicina. El
locus mtr contiene tres genes (mtrC-mtrD-mtrE) dentro de un operon MtrCDE. El
operon mtrCDE contiene aguas arriba y en sentido inverso el gen mtrR que codifica
para el represor transcripcional (157). La expresién de los genes que codifican para
las bombas de expulsién activa estd sujeta a un complejo sistema regulador de
represores y activadores (160,161). Cuando existen mutaciones en el gen o en el
promotor de gen que codifica al represor, se produce una sobreexpresion de la
bomba (160,161). Las mutaciones aguas arriba de mtrC, las de la regién de union
de MtrR, las mutaciones de la regidon promotora y las secuencias tipo mosaico
dentro del mtrD, contribuyen a reducir la sensibilidad a la azitromicina y a otras
familias de antibioticos (153,157,162). Recientemente se han descrito los alelos
mosaico de resistencia transferible multiple (mtr) de la bomba de eflujo, originados
mediante el intercambio horizontal de genes con Neisseria lactamica y N.
meningitidis (161).

La bomba MacAB tienen la capacidad de reconocer a los macrolidos y su accién
conjuntamente con la bomba MtrCDE contribuye a la disminucién de la sensibilidad
de N. gonorrhoeae frente a los macrélidos (163). Se ha descrito la mutaciéon G—>T
en la regién -10 del promotor de la bomba MacAB .Esta mutacion produce un
incremento en la transcripcion de la bomba, lo que lleva a un aumento de la
resistencia a los macrélidos en N. gonorrhoeae (163).

Se han descrito mecanismos menos comunes que confieren resistencia a
macrolidos en N. gonorrhoeae como la adquisicién de genes erm A/B/C/F. Estos
genes codifican las metilasas del rRNA que modifica el sitio de unién a los
macrolidos en el gen 23S rRNA (164).

1.7.2. Resistencia a Betalactamicos.
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Los antibidticos betalactamicos son agentes bactericidas que actuan inhibiendo la
sintesis de la pared bacteriana y promoviendo la autolisis bacteriana (165). La
pared bacteriana esta compuesta por peptidoglicanos que forman una malla entre
la membrana citoplasmatica y la membrana externa. En la dltima fase de la
formacion de la pared bacteriana las transpeptidasas se unen a pentapéptidos, que
mediante la pérdida de un aminoacido terminal pasan a tetrapéptidos. El anillo
betalactamico presenta similitud con los pentapéptidos que se unen a estas
enzimas, uniéndose a ellas de forma covalente e impidiendo la formacion de la
pared celular. A raiz de esta union, las transpeptidasas se llaman Penicillin-binding
Proteins (proteinas ligadas a la penicilina o PBP). La bacteria no puede formar la

pared y muere por la exposicion a los cambios en la presion oncética (165).

La resistencia a los antibidticos betalactamicos en N. gonorrhoeae se debe a la
presencia de plasmidos y a mutaciones cromosomicas. Los plasmidos contienen el
gen Blartem que codifica las betalactamasas tipo TEM-1 que confiere resistencia de
alto nivel a los betalactamicos. Estas enzimas hidrolizan el anillo betalactamico
inactivando al antibidtico antes de su union a las PBPs. Las betalactamasas de
origen plasmidico son transferibles y los inhibidores de las betalactamasas suelen
inactivarlas (165,166).

La resistencia cromosOmica estd mediada por tres mecanismos: modificacion de la
diana, disminucién de la entrada del antibi6tico a la célula bacteriana y aumento del
flujo de salida del antimicrobiano (166).

Modificacion de la diana: Las mutaciones en los genes ponA y penA que codifican
las PBP1 y PBP2 respectivamente, afectan la actividad de la penicilina frente al
gonococo. Las mutaciones en el gen penA que codifica las PBP2 es el principal
determinante en la disminucién de la sensibilidad y la aparicion de resistencia a las
cefalosporinas. La adquisicion de un gen mosaico penA (la combinacién de
multiples mutaciones debidas a la recombinacién entre especies distintas de
Neisserias) o una alteracion en el aminoacido A501 en la PBP2 resulta en un
incremento de la CIM de las cefalosporinas de espectro extendido (CEE).
Disminucion de la entrada del antibiético a la célula bacteriana: Las mutaciones en
el gen porB alteran la porina PorB1b observandose la disminucién de la entrada del
antibiotico a la célula a través de esta porina. Las alteraciones del aminoacido G101
y A102 en la porina PorBlb que esta codificada por el gen porBlb se traduce en
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una disminucion de la entrada de las CEE al interior de la célula bacteriana
(1,167,168). Las mutaciones en el gen pilQ provocan una disminucion en la entrada
de antibidticos y resistencia de alto nivel a penicilina (169).

Aumento del flujo de salida del antimicrobiano: Las mutaciones en el promotor o la
secuencia codificante del gen represor de mtrR causa una sobreexpresion del
sistema de la bomba de eflujo MtrCDE que saca el antibiético fuera de la célula.
Estas modificaciones afectan a la penicilina, a las tetraciclinas y a los macrélidos
(170,171,172).

1.7.3. Resistencia a quinolonas.

La resistencia a quinolonas se debe a mutaciones en la region de los determinantes
de resistencia a quinolonas (QRDR), los genes gyrA y parC, que codifican las
enzimas DNA girasa (también llamada topoisomerasa Il) y la topoisomerasa 1V,
respectivamente (173). La combinacién simultanea de cambios en ambas proteinas
suele determinar la resistencia a quinolonas (153). Las sustituciones de
aminoacidos descritas son variadas y dependen del area geografica. Las
sustituciones S91F+D95G/A en gyrA y S87R en parC son las mas habituales,
detectadas en el 40% de cepas de N. gonorrhoeae resistentes a quinolonas (174).
El clon ST 1407 de N. gonorrhoeae alberga estas sustituciones, mostrando CIMs
>16mg/L frente a la ciprofloxacina (174).

La superproducciéon de la bomba NormM es otro mecanismo que puede reducir la
sensibilidad de gonococo a las quinolonas. Esta superproduccion es debida a una
mutacion puntual del gen norM (154).
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2. Hipétesis y objetivos.

La azitromicina es uno de los antibiéticos mas empleados en el tratamiento de las
infecciones de transmision sexual (ITS). La tesis doctoral que se presenta se
enmarca en el analisis del incremento de resistencia a azitromicina observado en
los dltimos afios en dos de los agentes bacterianos de ITS més prevalentes,
Mycoplasma genitalium y Neisseria gonorrhoeae.

En el momento de iniciar este trabajo se desconocia la frecuencia de infeccion por
M. genitalium en el area el Vallés Occidental, area de influencia de CatLab. La
incorporacion de una TAAN multiplex que detectaba N. gonorrhoeae, C.
trachomatis y M. genitalium signific6 un importante avance en el diagnéstico. Sin
embargo, la deteccién de M. genitalium como agente de ITS motivo una serie de
consultas por parte de los médicos de cabecera en el area de influencia de Caltab,
los cuales no conocian las patologias asociadas a este patdégeno ni su tratamiento
dirigido. Todo ello motivo la necesidad de conocer tanto la frecuencia de infeccion
por M. genitalium en el area de influencia del laboratorio como la proporcion de
fracaso terapéutico asociado a la resistencia a macrolidos al ser la azitromicina el
tratamiento de primera linea.

El incremento de resistencia de N. gonorrhoeae a los tratamientos habituales, ha
generado preocupacion a nivel mundial debido a la falta de opciones terapéuticas
actuales. En este contexto la OMS recomienda la estrecha vigilancia del gonococo
para evitar la diseminacion de clones con resistencias antibidticas asociadas. Dado
el importante incremento de la resistencia a azitromicina se considerd necesario
determinar su origen y se hipotetiz6 la posible contribucién de algun clon asociado

a esta resistencia.

En el presente trabajo los aislados de N. gonorrhoeae analizados provienen de una
poblacion de bajo riesgo, correspondiente al area de influencia del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau. Debido a las caracteristicas de la poblacién de la que
provienen los aislados, posiblemente presenten bajos niveles de resistencia a los
antibioticos. Por todo lo expuesto, en el presente trabajo se analizaron las
resistencias de los aislados frente a macrélidos y adicionalmente a betalactamicos,

y quinolonas a la que vez que se caracterizaron los determinantes moleculares de
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resistencia de N. gonorrhoeae frente a esas familias de antibidticos. Se estudiaron

los clones circulantes de los aislados resistentes a azitromicina.

Concretamente, los objetivos de este trabajo fueron:

1- Determinar la frecuencia de infeccion por Mycoplasma genitalium en una cohorte
de siete afios (2011-2017) con pacientes con y sin factores de riesgo para ITS en

el area de influencia de CatLab (Valles Occidental).

2- Andlisis de las caracteristicas epidemiol6gicas de una cohorte prospectiva de
pacientes con infeccion por M. genitalium en el area de influencia de CatLab
durante un afio (2014-2015).

3. Analisis de la eficacia del consejo terapéutico ante casos de infeccién por M.
genitalium en atencion primaria incluidos en la cohorte prospectiva durante un afo
de seguimiento. Evaluacion de los tratamientos antibidticos prescritos y de su

seguimiento mediante el test de cura (TOC).

4- Determinar la frecuencia de M. genitalium resistente a azitromicina en la cohorte
prospectiva (2014-2015) mediante el analisis molecular de los determinantes

asociados.

5- Andlisis retrospectivo de los aislados de Neisseria gonorrhoeae en el Hospital de
la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona) durante un periodo de tres afios (2019-2022).
Determinacion de las concentraciones inhibitorias minimas (CIM), la CIMso y CIMoo

a azitromicina, penicilina, ceftriaxona, ciprofloxacina y doxiciclina.

6 — Determinar los clones de N. gonorrhoeae con resistencia a azitromicina
circulantes en el area metropolitana de influencia mediante secuenciacion del
genoma completo de las cepas con CIM a azitromicina > 2 mg/L. Estudio de la
epidemiologia molecular de estas cepas determinando su MLST, NG- MAST y NG-
STAR.

7 — Andlisis de los determinantes moleculares de resistencia en las cepas de N.
gonorrhoeae con resistencia a azitromicina. Evaluacion de los determinantes

asociados a resistencia a macrolidos, betalactamicos y fluoroquinolonas.
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3. Materiales y métodos.

El estudio prospectivo de M. genitalium se realizd6 en Catlab, un laboratorio de
referencia ubicado en Viladecavalls, provincia de Barcelona. Las muestras
procedian de centros de atencion primaria especializada (CAPs) de Sabadell y
Cerdanyola, consultas de médicos de cabecera de otros CAPs, y del Hospital
Universitari Mutua de Terrassa (HUMT), del Consorci Sanitari Terrassa (CST) y de
la Fundacio Hospital Sant Joan de Deu de Martorell (HSJDM).

En el estudio se incluyeron muestras de: a) exudados endocervicales y exudados,
vaginales con solicitud de estudio de ITS; b) exudados uretrales de varones a partir
de los 13 aflos de edad, ¢) muestras extragenitales con solicitud de estudio de ITS,

y d) lesiones/Ulceras genitales.

Las muestras de pacientes con sospecha de infeccion por M. genitalium se
remitieron al laboratorio en escobillones con medio de transporte (medios Stuart o
Amies) y se conservaron a temperatura ambiente. Una vez procesadas las
muestras y realizado el diagnoéstico microbiolégico, los extractos de &acidos
nucleicos de interés se desvincularon de la historia clinica del paciente. Las
muestras clinicas no se conservaron. Dado que las muestras fueron posteriormente
tratadas de manera andnima, se solicitd la excepcion del consentimiento informado

por parte de los pacientes.

3.1. Tipo y periodo de estudio

Se realiz6 un estudio retrospectivo (2011-2017) para conocer la tasa global de
infeccion por M. genitalium y las codetecciones asociadas en el area de influencia
de Catlab. Se analizaron los datos obtenidos de la rutina diagnostica en ese periodo
de tiempo.

El estudio prospectivo se realizé desde junio de 2014 hasta junio de 2015. Durante
este afio se analizaron las muestras que llegaron al laboratorio para a) conocer la
tasa de infeccion anual por M. genitalium segun los grupos de edad, b) analizar la
infeccion en pacientes asintomaticos y sintomaticos en relacion al sexo, ¢) conocer

las infecciones simples y las codetecciones con otros microorganismos de
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transmision sexual, d) conocer la asociacion de la infeccion por M. genitalium a
disbiosis e) analizar la adecuacion del tratamiento recibido por los pacientes, f)
detectar los fallos terapéuticos mediante el TOC, g) conocer la resistencia a
azitromicina en las cepas detectadas mediante la deteccién de mutaciones en el
gen 23S rDNA.

3.2. Métodos microbiolégicos para el diagndstico etiolégico

El diagnoéstico etiologico de las ITS se realizd con métodos convencionales

combinados con métodos moleculares.

3.2.1. Cultivo de las muestras.

Las muestras se sembraron en medios enriquecidos y medio selectivos. El
algoritmo diagnostico para las muestras genitales incluye la siembra en placas de
agar chocolate (bioMérieux), agar Thayer Martin (bioMérieux), agar Gardnerella
(GARD, bioMérieux), y medio cromogénico para levaduras (CAND, bioMérieux)

3.3. Deteccion molecular a partir de muestra directa.
La extraccion de acidos nucleicos se realiz6 mediante la plataforma automatizada
QIAcube® (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del proveedor. Los extractos de

acidos nucleicos se guardaron congelados en -80°C.

3.3.1. Deteccién molecular de agentes de ITS.

La deteccion de C. trachomatis (CT), N. gonorrhoeae (NG) y M. genitalium (MG) se
realiz6 mediante una PCR multiplex a tiempo real que emplea el preparado Dx
CT/NG/MG Assay (BIO-RAD) y la plataforma Dx Real-Time System (BIO-RAD) a
partir de las muestras con solicitud de estudio de ITS.
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3.3.2. Caracterizacion molecular de los mecanismos de resistencia
a macraolidos.

Se determiné la resistencia a macrélidos de todas las cepas de M. genitalium
obtenidas durante el periodo del estudio prospectivo mediante amplificacion y
secuenciacion del gen 23S tal y como describe Jensen (175). Los genes que se

utilizaron en estas técnicas se muestran en la tabla 4.

Gen Producto de la Oligonucledtidos

expresion

F: 5-CCATCTCTTGACTGTCTCGGCTAT-3'
Macrolidos 23S rDNA 23S RNA R:  5-CCTACCTATTCTCTACATGGTGGTGTT-3’

Tabla 4 Oligonucleétidos utilizados para la caracterizacion de los genes de resistencia a macrélidos en
M. genitalium. F: Forward; R: Reverse.

3.4. Encuesta.

Durante el estudio prospectivo de M. genitalium (2014-2015) se contacto
telefonicamente con los médicos responsables de los pacientes con infeccion activa
por este microorganismo. En esta llamada se comunicaba el resultado, se daba
consejo terapéutico y se sugeria la realizacion de TOC.A su vez se preguntaban
los items de la encuesta (Anexol) formulados para conocer los datos del paciente,

la presentacion clinica y el tratamiento recibido.

3.5. Andlisis estadistico.

En el estudio de M. genitalium Los datos fueron resumidos con porcentajes e
intervalos de confianza del 95% para variables categéricas, la media + desvios
standard para variables cuantitativas, mediana e IQR para variables no normales.
Las variables categodricas se compararon mediante pruebas no paramétricas
(Kruskal-Wallis) y las que mostraron distribucion normal se compararon mediante
analisis de la varianza (ANOVA). Las pruebas bilaterales con un valor de p< a 0,05
se consideraron estadisticamente significativas. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando IBM-SPSS v25.
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Neisseria gonorrhoeae.

El estudio de N. gonorrhoeae se realizé en el servicio de microbiologia del Hospital
de Santa Creu y Sant Pau del area metropolitana de Barcelona. Las muestras
procedian mayormente de la unidad de infecciones de transmision sexual del

hospital cuya poblacion de influencia es alrededor de 400000 habitantes.

3.6. Muestras y criterios de inclusion.

En el estudio se incluyeron todas las muestras con solicitud de estudio de ITS, tanto
las de origen genital como extragenital Las muestras incluidas fueron: a) exudado
uretral, b) exudado endocervical, ¢) exudado vaginal, d) exudado balanoprepucial,
e) exudado rectal, f) exudado faringeo y g) exudado conjuntival. Se remitieron al
laboratorio en escobillones con medio de transporte (medios Stuart 0 Amies) y se
conservaron a temperatura ambiente. Una vez procesadas, los aislados de N.
gonorrhoeae se desvincularon de la historia clinica del paciente. Las muestras

clinicas no se conservaron. Las cepas se congelaron a -80°C.

3.6.1. Disefio experimental y periodo de estudio.

El estudio de N. gonorrhoeae se realiz6 de manera retrospectiva. Se analizaron los
aislados obtenidos en la rutina durante tres afios (2019 — 2022); no se incluyeron
los aislados duplicados del mismo paciente con el mismo perfil de sensibilidad Los
aislados resistentes a azitromicina durante este periodo se seleccionaron para la
realizacion de WGS. Se incluyeron también dos aislados sensibles a azitromicina
procedentes de dos pacientes que posteriormente presentaron aislados

resistentes.

3.7. Métodos microbioldgicos para el estudio etioldgico.

El diagnéstico etiolégico se realizé de manera convencional mediante cultivo y
mediante métodos moleculares aplicados directamente a la muestra clinica. La

deteccion molecular de rutina se realizdé con el sistema STI Plus ELITe MGB® Kit

65



MATERIALES Y METODOS

(ELITechGroup) que detecta C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium, y T.

vaginalis.

3.7.1. Estudio microbiolégico convencional.

Las muestras se sembraron en medios enriquecidos y medios selectivos como se
ha descrito anteriormente (véase el algoritmo en apartado 1.4.1). La identificacion
bacteriana se realizé6 con MALDI-TOF MS, usando el sistema Bruker Microflex® LT

y el software MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics).

El estudio de sensibilidad a los antibioticos se realizd por difusion en gradiente en
el medio GC Il (Becton Dickinson) siguiendo las recomendaciones de CLSI (M100-
Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 32nd Edition) (176).
Se determind la concentracion minima inhibitoria frente a penicilina (BioMérieux),
ceftriaxona (Liofilchem), azitromicina (Liofilchem), ciprofloxacina (Lioflchem) y
doxiciclina (BioMérieux). La deteccidon de betalactamasa se realizé con el test de
nitrocefin (Remel, United Kingdom). La categorizacion de los aislados se realizo
siguiendo los criterios de EUCAST (177). Se determinaron las categorias
Resistente (R) , Sensibilidad con exposicion incrementada (1) y Sensible (S) para
penicilina (CIM < 0.06 mg/L, > 1 mg/L), ceftriaxona (CIM < 0.125 mg/L, > 0.125
mg/L) y ciprofloxacina (CIM < 0.03mg/L, > 0.06 mg/L). Debido a la falta de punto de
corte a azitromicina se utilizé el Epidemiological cut off-value (ECOFF) > 1 mg/L
para determinar la existencia de algiin mecanismo de resistencia. El punto de corte
de la tetraciclina se utilizé para determinar la sensibilidad a la doxiciclina debido a
la ausencia de punto de corte para este antibiético (177).

3.8. Caracterizacion molecular de los aislados.

La caracterizacién molecular de los aislados seleccionados (véase apartado 3.8.2.)
se realiz6 mediante secuenciacion del genoma completo. Esta caracterizacion

incluyd el estudio de determinantes de resistencia y la epidemiologia molecular.
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3.8.1. Extraccion de acidos nucleicos.

La extraccion de acidos nucleicos se realizé con DNeasy® UltraClean® Microbial

Kit (Qiagen). El procedimiento seguido se detalla a continuacion:

2.

10.

11.

12.
13.

Agregar 1.8 ml de cultivo bacteriano a un tubo de 2 ml. Centrifugar a 10.000xg
durante 30 segundos. Decantar el sobrenadante y volver a centrifugar. Retirar
el sobrenadante con una punta de una pipeta.

Resuspender las células en 300 pl de solucibn PowerBead y agitar
suavemente. Transferir las células resuspendidas a un tubo PowerBead y
agregar 50 pl de solucién SL.

Fijar los tubos PowerBead de forma horizontal con el adaptador Vortex (13000-
V1-24). Vortear a velocidad maxima durante 10 minutos.

Centrifugar los tubos a un méaximo de 10.000 xg durante 30 segundos.
Transferir el sobrenadante (300-500 pl) a un tubo limpio de 2 ml.

Afadir 100 pl de solucion IRS al sobrenadante y agitar en vortex durante 5
segundos. Incubar a 4°C durante 5 minutos.

Centrifugar a 10.000 xg durante 1 minuto y transferir 450 pl del sobrenadante
a un tubo limpio.

Afadir 900 ul de solucion de unién SB y agitar en vértex durante 5 segundos.
Cargar 700 pl en MB Spin Column y centrifugar a 10.000xg durante 30
segundos. Desechar el liquido y repetir el proceso con el sobrenadante
restante.

Afadir 300 pl de solucion de lavado CB y centrifugar a 10.000 xg durante 30
segundos. Desechar el liquido sobrante y centrifugar a 10.000 xg durante 1
minuto.

Colocar la columna de centrifugacién MB en un tubo de recogida de 2ml.
Agregar 50 pl de tampdn de elucién EB y centrifugar a 10.000 xg durante 30

segundos para recoger el extracto eluido.

Los extractos de DNA de los aislados se congelaron a -20° C.
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3.8.2. Whole genome sequencing (WGS).

La secuenciacién del genoma completo fue realizada en la empresa NovoGene
(Cambridge, Reino Unido). Los datos generados se obtuvieron con un secuenciador
NovaSeq™ 6000 de lllumina® con la técnica de secuenciacion por sintesis de
[llumina 2x150.

Los reads fueron filtrados y recortados utilizando el programa fastp

(https://qithub.com/OpenGene/fastp). Se eliminaron los reads de un tamafno

inferior a 50bp y con una calidad inferior a Q30.

3.8.3. De novo assembly.

Los reads se ensamblaron utilizando Unicycler v0.5.0 (169), un programa basado
en el motor de ensamblaje St. Petesburb Genome Assembler (SPAdes v13.15).
Para mejorar la calidad del ensamblaje, los fastas obtenidos por unicycler se
editaron para eliminar los contigs con un tamafo inferior a 500 pb.(178)
Seguidamente, se utilizd el programa prokka v1.14.5 para anotar los genomas en
proteinas (179).Con el programa Roary se hizo el alineamiento del core genome
de los aislados con las cepas de referencia WHO (180) .La extraccion de los SNPs
del alineamiento, eliminando las inserciones y/o deleciones, se realizé con el

programa snp-sites (https://www.sanger.ac.uk/tool/snp-sites/).

3.8.4. Map to reference.

Los reads filtrados fueron alineados con el genoma de referencia de NCBI
TUM19854 (numero de acceso del GenBank NZ_AP023069.1) mediante el

programa snippy (disponible en https://github.com/tseemann/snippy). Este

programa utiliza Samtools y freebayes para crear archivos de mapas de
alineamiento de sequencias y anotar las variantes (SNPs, inserciones, deleciones
y variantes complejas) (181,182). A continuacién, utilizamos el programa Gubbins
v3.0.0 (disponible en https://github.com/nickjcroucher/gubbins) para marcar y
eliminar loci con altas densidades de sustituciones debidas a la recombinacion (182,
183). Los loci con altas densidades de sustituciones debidas a la recombinacién se
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marcaron y eliminaron mediante el programa Gubbins v3.0.0 (disponible en
https://github.com/nickjcroucher/gubbins) (182, 183).

3.9. Epidemiologia molecular.

Se determinaron los secuenciotipos de MLST, NG MAST y NG STAR. los datos de
ensamblajes del genoma fueron enviados a la pagina web de acceso publico

PubMLST Neisseria (http://pubmist.org/neisseria/).

3.9.1.Multilocus sequence typing (MLST).

Para la determinacion del secuenciotipo MLST se analizaron los genes
conservados abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, phCy pgm. Se asign6 un numero a cada
alelo y se calculo el secuenciotipo introduciendo la numeracion en la base de datos

publica PUubMLST Neisseria (http://pubmilst.org/neisseria/).

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

Para la obtencion del secuenciotipo NG-MAST se secuenciaron los fragmentos
internos variables de dos genes altamente polimérficos, porB y tbpB que codifican
las proteinas de membrana externa Porina y TbpB. A los aislados tipificados se les
asigné un identificador compuesto por dos numeros que corresponden a las
secuencias de los dos alelos en el orden porB-tbpB. La numeracion obtenida se

introdujo en la base de datos publica (http://www.ng-mast.net).

3.9.3. Neisseria gonorrhoeae sequence typing for antimicrobial
resistance (NG-STAR).

El secuenciotipo NG-STAR se obtuvo analizando los 7 genes penA, mirR, porB,
ponA, gyrA, parCy 23S rRNA. Se asign6 un numero a cada alelo y la numeracion
obtenida se introdujo en una base de datos de acceso publico

( https://ngstar.canada.ca/).
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3.9.4. Analisis filogenético.

El analisis filogenético de las cepas se realiz6 mediante Map to Reference con la
cepa de referencia Neisseria gonorrhoeae WHO-V. El método de maximum
likelihood para generar el arbol filogenético. Para la creacion del arbol se utilizé el
programa RAxXML v. 8.2.12 con el modelo evolutivo General Time Reversible
(GTRCAT) y un bootstrap de 1000 repeticiones. Para las anotaciones, figuras y

visualizacion del arbol filogenético se utilizé el programa figtree (184).

3.9.5. Caracterizacion de determinantes de resistencia.

A partir de la secuencia completa de los genomas de los aislados se analizaron los
determinantes genéticos asociados con resistencia a macrolidos, betalactamicos y
quinolonas localizados en los genes 23 S ARNT, rpID-rplV, mtrR y su promotor, erm
A/B/C/F, mef A/B, el promotor de la bomba de expulsion activa MacAB, penA, ponA,
porB, tbpB, gyrAy parC.

Para la busqueda de genes de resistencia antibidtica adquirida se compararon los
fastas obtenidos con las bases de datos NCBI, CARD, RESFINDER vy
PLASMIDFINDER mediante la utilizacion del programa Abricate v 0.9.9 (disponible
en https://github.com/tseemann/abricate).

Las mutaciones puntuales en genes estructurales asociadas a la resistencia a
antimicrobianos se estudiaron utilizando la plataforma Blast. Los genes conocidos
de los aislados fueron comparados con el genoma de referencia. La traduccién de
los genes proteicos se realizé con el programa Emboss transeq y la comparacion
de estos genes con el genoma de referencia se realizé con el programa Clustal
Omega. Los determinantes de resistencia a azitromicina, quinolonas vy
betalactamicos fueron identificados en la pagina web PubMLST Neisseria

(http://pubmlist.org/neisseria/).

3.9.6. Estudio de mutaciones en puntuales asociadas a la

resistencia a macrélidos en el gen 23S ARNr.

Se extrajeron cuatro copias del gen 23S ARNr del genoma de N. gonorrhoeae

utilizando los archivos fasta obtenidos del map to reference con snippy. Utilizando
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la herramienta samtools view, se extrajeron los 4 alelos del gen 23S ARNr de los
aislados utilizando como referencia las posiciones de estos genes en la cepa de
referencia (numero de acceso NZ_AP023069.1; alelo 1: 1201168-1204056, alelo
2:1581966-1584854; alelo 3:1663361-1666249; y alelo 4: 1892156-1895044) (181).
La herramienta online EMBOSS Seqret se utilizé para transformar los alelos 1, 2y
3 de reverse a forward. Para la comparacion de genes, se realizé el alineamiento
de los fastas con el algoritmo de clustal w en el programa MEGA X (disponible en

https://www.megasoftware.net/) utilizando las cepas de referencia WHO (180) que

se detallan en la tabla 5.

Cepa Namero de acceso
WHO F MNZ_LTA91897 1
WHO G MNZ_LTA91898.1
WHO L MNZ_LTA91901.1
WHO M MNZ_LTA91904 1
WHO K MNZ_LTA91908.1
WHO M MNZ LT591910.1
WHO O MNZ LT592146.1
WHO W MNZ LT592150.1
WHD 2 MZ_LT592153.1
WHOD X MZ_LT5H92155 1
WHO P MZ_LTH92157 1
WHO U MNZ_LTH92159.1
WHO Y MNZ_LTA92161.1
WHO W MNZ_LTA92163.1

Tabla 5. Cepas WHO.Cepas de referencia utilizadas
para la comparacion de genes de resistencia en los

aislados estudiados y el numero de acceso.
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3.9.7. Estudio de mutaciones en genes asociados a la resistencia.

El estudio de los genes rpID-rplV, mtrR y su promotor, erm A/B/C/F, mef A/B, el
promotor de la bomba de expulsion activa MacAB, los genes penA, ponA, porB,
tbpB, gyrA y parC, se realiz6 utilizando archivos fasta obtenidos en el ensamblaje
de novo. Con los genomas de los aislados se elabord una base de datos de blast.
Para extraer los genes de los aislados estudiados se utilizaron los genes de
referencia detallados en la tabla 6. La extraccion de los genes se realizé utilizando
el programa ncbi-blast 2.12.0+( disponible en

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Los genes penA, porB, ponA, tbpB, tbp1 (tbpA) se extrajeron utilizando los archivos
obtenidos del prokka directamente en proteinas. Una vez extraidos, fueron
comparados con las proteinas extraidas de las cepas de referencia (Tabla 6)

obtenidas con prokka (179).

Gen referencia Numero de acceso: gen Numero de acceso: proteina

parC FA 1090 AE004969.1:1210529-1212827 AAWS89918.1

mtrR FA 1090 AE004969.1:1327798-1328430 AAW90014.1

promotor mtrR FA 1090 AE004969.1:1327798-1328430 No aplica

gyrA FA 1090 AE004969.1:618439-621189 AAWB9357.1

promotor macAB TUM19854 NZ_LT592159.1:1414903-1415195 No aplica

rpID TUM19854 AP023069.1:1968730-1969350 BCD76151.1

rplv TUM19854 AP023069.1:1970793-1971122 BCD76155.1

macAB WHO U NZ_LT592159.1:1411785-1414963 WP_003695602.1, WP_003689303.1

Tabla 6. Genes extraidos de la cepa de referencias FA1090 TUM 19854 y WHO- U. Numero de acceso del
gen y de la proteina en la cepa control
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4. Resultados.

4.1. Analisis de lainfeccién de Mycoplasma genitalium en el Vallés
Occidental (2011-2017).

Se analizaron un total de 20133 muestras para estudio de ITS procedentes de
17846 pacientes (4775 hombres y 13071 mujeres) durante el periodo a estudio
(2011-2017). Se detectaron 612 casos con infeccion por M. genitalium durante este
periodo, que correspondieron al 37.7% (231/612) de hombres y al 62.2% (381/612)
de mujeres; la razon hombre: mujer fue 0.60. La tasa global de infeccion por M.
genitalium fue del 3.4% (612/17846; IC 95% 3.2-3.7). Desglosada por sexos, la tasa
de infeccion por M. genitalium fue del 4.8% (IC 95% 4.3-5.5) en hombres y del 2.9%
(IC 95% 2.6-3.2) en mujeres. La tasa de incidencia de infeccion (DI) por M.
genitalium en el Vallés Occidental (considerando el area de influencia de CatLab)
fue de 0.0002%. La incidencia acumulada anual fue de 0.0373% (IC 95% 0.0315-
0.0440).

4.2. Andlisis epidemioldgico y clinico de la cohorte de casos con

infeccidon por M. genitalium (2014-2015).

Se evaluaron prospectivamente las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de
una cohorte de pacientes para estudio de ITS durante un afio (2014-2015), con la
finalidad de determinar la tasa de infeccién de M. genitalium en nuestra area de
influenciay la resistencia a macrolidos. Se incluyeron 3540 pacientes, de los cuales
132 presentaron infeccion por M. genitalium. La tasa global de infeccion por M.
genitalium fue del 3.7% (IC 95% 3.1-4.4) Para la recogida de los datos demogréficos
y clinicos, asi como del seguimiento de los casos con infeccion, se disefié una

encuesta dirigida a los médicos responsables de cada paciente (anexo 1).

La distribucion de la infeccion por M. genitalium en la cohorte prospectiva se evaluo
segun el sexo. De los pacientes incluidos en la cohorte, el 34.6% (1225/3540)
fueron hombres y el 65.3% (2315/3540) fueron mujeres. Se detectaron 132 casos
de infeccion por M. genitalium, que correspondieron a 45.4% (60/132) hombres y

54.5% (72/132) mujeres; la razon hombre: mujer fue 0.83. La tasa global de
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infeccion desglosada por sexos fue de 4.9% (60/1225) en hombres y de 3.1%
(72/2315) en mujeres. La asociacion entre el sexo y la adquisicion de la infeccion

fue estadisticamente significativa (p<0.001).

Las caracteristicas de la infeccion por M. genitalium (sintomatica versus
asintomatica) se analizaron en relacion con el sexo de los pacientes de la cohorte.
La infeccidbn por M. genitalium fue asintomatica en el 50.7% (67/132) de los
pacientes y sintomatica en el 49.2% (65/132). Los pacientes asintométicos
correspondieron a hombres en el 38.8% (26/67) y a mujeres en el 61.1% (41/67) de
los casos; la razén hombre: mujer fue 0.63. La tasa global de pacientes
asintomaticos fue del 1.9% (67/3540; IC 95% 1.47-2.40), desglosada por sexos fue
de 2.1% (26/1225; 1C 95% 1.39-3.09) en hombres y de 1.8% (41/2315; IC 95% 1.28-
2.40) en mujeres. Los pacientes con presentacion sintomética de la infeccidn
correspondieron en el 52.2% (34/65) a hombres y en el 47.6% (31/65) a mujeres;
la razén hombre: mujer fue 1.09. La uretritis fue el cuadro clinico predominante en
los hombres (19/60) y la leucorrea (10/72) fue el signo mas frecuente en las

mujeres.

Se establecieron cuatro grupos etarios para analizar la relacion entre infeccion por
M. genitalium y la edad de los pacientes incluidos en la cohorte a estudio. La
mediana de edad de los pacientes estudiados fue 27.5 afios (rango 15 - 66 afios).
La mayor tasa de infeccion por M. genitalium se observé dentro del grupo A (15 a
25 afios), correspondiendo a un 5.7% (58/1008). La tasa de infeccién en el grupo B
(26 a 35 afos), grupo C (36 a 45 afos) y grupo D (> 46 afos) fue del 4% (45 /1114),
del 2.4% (21/836) y del 1.4% (8/555), respectivamente. Las tasas globales de
infeccion por M. genitalium por grupos etarios (A, B, C y D) fueron de 1.6%
(58/3540), 1.2% (45/3540), 0.5% (21/3540), 0.2% (8/3540), respectivamente. A
pesar de la mayor frecuencia de deteccion de M. genitalium observada en pacientes
jovenes, la asociacion entre la edad y la adquisicion de la infeccién fue
estadisticamente significativa (p<0.0001). En la tabla 7 se detallan las

caracteristicas de los pacientes con infeccion por M. genitalium.
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Caracteristicas

Edad (afos)

Media (DS)

mediana (rango)
Sexo,n (%)

mujer
hombre
Presentacion clinica, n (%)
Asintomatico
mujer
hombre
Sintomético
mujer
hombre
Caracteristicas de lainfeccion, n (%)

Infeccidon simple por MG
mujer

hombre
Codeteccion con otros agentes ITS
mujer

hombre

Primer tratamiento, n (%)

Tratamiento dirigido contra MG

Azitromicina pauta extendida
Azitromicina monodosis
Doxiciclina

Moxifloxacino
Otros tratamientos*

No tratamiento

TOC, n

Total realizados, n (%)
negativo
positivo
Tratamiento post TOC, n

moxifloxacino
No tratamiento

29.2 (8.8)

27.5 (15-66)

72 (54.5)
60 (45.4)

67 (50.8)
41
26
65 (49.2)
31
34
52

(39.3)
19

33
29 (21.9)

15
14

81 (61.4)

63 (47.7)
11 (8.3)
4(3)
3(2.3)
12 (9.1)
29 (29.5)

56 (42.4)
46
10

9
1

Tabla 7. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas. Pacientes (n=132) con test positivo para M.genitalium
(2014-2015)DS, desviacién estandar; MG, Mycoplasma genitalium; ITS, Infeccion de transmision sexual; TOC,
Test de curacién.xOtros tratamientos: ceftriaxona, cefixima, amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico,
clindamicina, ciprofloxacina, levofloxacina y eritromicina. Estos antibioticos no tienen efecto sobre M.genitalium.
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M. genitalium fue detectado como unico patdégeno (infeccién simple) en el 39.3%
(52/132) de los pacientes de la cohorte estudiada. De los casos con infeccion
simple, el 63.4.4% (33/52) corresponden a hombres y el 36.5% (19/52) a mujeres;
la raz6n hombre: mujer fue 1.73. La presentacion asintomética de la infeccion
simple fue del 53.8% (28/52), correspondiendo el 60.7% (17/28) y 39.2% (11/28) a

hombres y mujeres respectivamente; la razén hombre: mujer fue 1.54.

M. genitalium fue detectado con otros agentes de transmision sexual (codeteccidn)
en el 21.9% (29/132) de los pacientes de la cohorte. De los casos con alguna
codeteccion, el 48.2% (14/29) fueron hombres y el 51.7% (15/29) fueron mujeres;
la razon hombre: mujer fue 0.93. La presentacion fue asintomatica en el 44.8%
(13/29) de los pacientes con codetecciones, correspondiendo el 38.4% (5/13) a
hombres y el 61.5% (8/13) a mujeres. La presentacién fue sintomética en el 55.1%
(16/29) de los pacientes con codetecciones, correspondiendo el 56.2 % (9/16) a
hombres y el 43.7% (7/16) a mujeres La codetecciébn mas frecuente fue con C.
trachomatis [51.7% (15/29)], seguido de Haemophilus spp. [27.5% (8/29)] N.
gonorrhoeae [17.4% (5/29)], y el virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) [6.8%
(2/29)]. El 34.4% (10/29) de los pacientes con codeteccion por agentes de
transmision sexual presentaron también microorganismos asociados a disbiosis.
No se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la codeteccion
de M. genitalium con otros agentes de transmisién sexual, el sexo de los pacientes
y la presencia o ausencia de sintomas (p=0.317). Las codetecciones con otros

microorganismos de transmisién sexual se detallan en la tabla 8.

La coinfeccion de M. genitalium con microorganismos comensales que pueden
estar asociados a uretritis, vaginitis y vaginosis en caso de disbiosis se detect6 en
el 38.6% (51/132) de los pacientes. Ureaplasma urealyticum fue la bacteria que se
detectdé con mayor frecuencia, correspondiendo al 62.7 % (32/51) de estos casos,
seguido de Gardnerella vaginalis [23.5% (12/51)]; dos pacientes presentaron
coinfeccion con M. hominis y un paciente con Streptococcus agalactiae. La
coinfeccion de M. genitalium con Candida spp se detecto en el 35.2% (18/51) de

estos casos.
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Mujer, n Hombre, n Total, n (%)
Casos 72 60 132
Deteccidn simple 19 33 52(39.3)
Codeteccion 15 14 29 (21.9)
C. trachomatis 10 5 15 (51.7)
Haemophilus sp. 2 6 8 (27.5)
N. gonorrhoeae 1 4 5(17.4)

Tabla 8 Codetecciones de M. genitalium con otros microorganismos de transmision sexual.
C. trachomatis fue el microorganismo codetectado con més frecuencia.

4.3. Consejo terapéutico y seguimiento de los pacientes con

infeccion por M. genitalium en la cohorte (2014-2015).

El disefio experimental incluyé el consejo terapéutico como intervencion activa.
Durante este periodo se aconsej6 la pauta extendida de azitromicina para el
tratamiento en los casos con infeccién por M. genitalium de la cohorte estudiada. El
tratamiento dirigido frente a M. genitalium, fue prescrito en el 61.4% (81/132) (IC
95% 52.9-69.4) de los pacientes. El 56% (74/132) (IC 95% 47.5-64.3) de los
pacientes recibieron alguna de las pautas de azitromicina. La pauta extendida de
azitromicina (500mg el primer dia seguidos de 250 mg durante 4 dias por via oral)
fue prescrita en el 47.7% (63/132) de los pacientes, mientras que la azitromicina en
monodosis (1 g por via oral) fue pautada en el 8.3% (11/132) de los pacientes. La
doxiciclina (200 mg al dia durante 7 dias, por via oral) fue prescrita en el 3% (4/132)
de los pacientes y el 2.2% (3/132) recibieron moxifloxacino (400 mg al dia durante
7 dias por via oral). El tratamiento se consideré inadecuado frente a M. genitalium
en el 9% (12/132) de los pacientes, los cuales recibieron antibiéticos betalactamicos
(amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefalosporinas de tercera generacion),
fluoroquinolonas distintas a moxifloxacino (ciprofloxacino, levofloxacino), o
clindamicina. Un 29.5% (39/132) de los pacientes no recibieron ningun tratamiento.
En la figura 4 se muestran los tratamientos prescritos a los pacientes con infeccién

por M. genitalium.
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La realizacion del TOC se aconsejo a los clinicos para evaluar si los pacientes se
encontraban libres de infeccidn tras el tratamiento y para detectar los fracasos
terapéuticos. Para el TOC, se realiz6 un segundo test de deteccion de M. genitalium
como minimo tres semanas después de haber completado el tratamiento dirigido
frente a este microorganismo. El TOC se realiz6 en el 42.4% (56/132) de los
pacientes de la cohorte; la prueba fue positiva en el 7.5% (10/132) de estos
pacientes. Nueve de los diez pacientes que se consideraron con fallo terapéutico
habian sido tratados con azitromicina en pauta extendida (500mg el primer dia
seguidos de 250 mg durante 4 dias por via oral) y uno con doxiciclina (200 mg al

dia durante 7 dias por via oral).

7 A 39

A e

B Azitromicina pauta extendida

W Azitromicina monodosis

Doxiciclina
4 Moxifloxacino
% Otros tratamientos
- 11 No tratamiento
I ¢:
0 20 40 60 80

Figura 4. Tratamientos dirigidos contra M. genitalium: Azitromicina en pauta extendida: 500 mg el
primer dia seguido de 250 mg durante 2-5 dias por via oral; azitromicina monodosis: 1 g al dia por via
oral; doxiciclina 200 mg al dia durante 7 dias por via oral; moxifloxacino 400 mg al dia durante 7 dias
por via oral
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4.4. Analisis de la resistencia a macrélidos en M. genitalium en la
cohorte (2014-2015).

El analisis de la resistencia a macrolidos se realiz6 en la cohorte correspondiente
al periodo 2014-2015. El estudio molecular se realizd6 para determinar aquellos
casos de infeccion por M. genitalium debidos a cepas con mutaciones que conferian
resistencia a macrolidos. Del total de 132 casos de infeccion por M. genitalium, solo
111 se pudieron incluir en el estudio molecular debido a la degradacion de los
extractos correspondientes a los 21 casos restantes. No se detectd ninguna
mutacion relacionada con resistencia a macrolidos en el 87.3% (97 /111) de los
extractos analizados, considerandose que la infeccién por M. genitalium en estos
casos fue debida a cepas salvajes. Se detectd alguna mutacion en la subunidad V
del gen 23S rRNA (posiciones 2058 y 2059 de E. coli) en el 12.6% (14/111) restante.
Se detectaron tres tipos de mutaciones distintas asociadas a resistencia a
macrolidos; la mutacion A2058G fue la méas prevalente (8/14), seguida de las
mutaciones A2058T (3/14) y A 2059G (3/14).

Las caracteristicas de los 14 pacientes [hombres (n=9), mujeres (n=5)] con
infeccién por M. genitalium debida a cepas con mutaciones asociadas a resistencia
a macrolidos se presentan en la tabla 9. Nueve de los 14 pacientes presentaron el
TOC positivo. Ocho de estos pacientes habian recibido tratamiento con azitromicina
en pauta extendida y uno de ellos habia recibido azitromicina en pauta extendida
mas doxiciclina. Los tres pacientes con TOC negativo habian recibido tratamiento
con moxifloxacino 400 mg al dia durante 7 dias por via oral y habian curado. En los
dos pacientes restantes, el TOC no se habia realizado. Uno de ellos habia recibido
tratamiento con azitromicina en pauta extendida y el otro con azitromicina 1g en

monodosis.

La deteccion de mutaciones en el gen 23S rRNA se analizo con la presentacion
clinica de la infeccion (sintomatica versus asintomatica) y la presencia o ausencia
de agentes de ITS o de disbiosis. EI 57.1% (8/14) de las cepas con mutaciones que
confieren resistencia a macrolidos se detectaron en pacientes asintomaticos
[hombres (n=5), mujeres (n=3)]. De estas, seis casos correspondieron a infecciones

simples por M. genitalium.
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Caso Mutacion Sexo Edad CD VIH Clinica TTO TOC 2do TTO 2doTOC
12 A2058G H 21 no N AS AZM 1.5 P MXF 400 N
g/5d mg/10 d
2 A2058G M 28 CT NR S AZM1g/1 NR desconocido NR
d
3? A2058G M 18 no N AS AZM 1.5 P MXF 400 N
g/5d mg/10 d
4 A2058G M 28 no N AS AZM1.5 P MXF 400 NR
g/5d mg/10 d
5 A2058G H 33 no N AS MXF 400 N * *
mg/10 d
62 A2058G H 37 no N S AZM 1.5 P MXF 400 N
g/5d mg/10 d
7 A2058G M 24 no N S AZM 1.5 P MXF 400 N
g/5d mg/10 d
8 A2058G H 49 H N S MXF 400 N * *
mg/10 d
9 A2058T H 32 no NR AS MXF 400 N * *
mg/10d
102 A2058T H 22 no N AS AZM 1.5 P MXF 400 N
g/5d mg/10 d
11 A2058T H 32 NG NR S AZM 1.5 NR desconocido NR
g/5d
122 A2059G M 27 no N AS AZM 1.5 P MXF 400 N
g/5d mg/10 d
132 A2059G H 25 no N S AZM 1.5 P MXF 400 N
o/5 d plus mg/10 d
DXC 200
mg/7 d
142 A2059G H 66 no N AS AZM 1.5 P MXF 400 N
g/5d mg/10 d

Tabla 9. Caracteristicas de los pacientes infectados con cepas de M. genitalium que presentaban mutaciones que
confieren resistencia a macrélidos, tratamiento, TOC y seguimiento. H, hombre; M, mujer; CD, codeteccién; TOC, test de
curacion; N, negativo; P, positivo; NR, no realizado; CT, C. trachomatis; H. Haemophilus spp.; NG, N. gonorrhoeae; VIH,
Virus de la inmunodeficiencia humana; TTO, tratamiento; AZT, azitromicina, MXF , moxifloxacino; DXC, doxiciclina; d, dias,
2do TOC, segundo TOC; S: Sintomatico; AS, asintomatico.

a- Siete de los pacientes tuvieron infeccion previa por M. genitalium pero se desconoce si recibieron tratamiento dirigido.
*Pacientes con cepas de M. genitalium con mutacién que recibieron moxifloxacino como primera opcion terapéutica y curaron.
El TOC fue negativo.

Luego del TOC positivo contactamos con los médicos para recomendar tratamiento con moxifloxacino y sol-licitar una nueva
muestra para comprovar la curacion mediante un segundo TOC.
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La existencia de infecciones previas por M. genitalium se analiz6 en la subpoblacion
de casos positivos de esta cohorte en relacion con la presencia o ausencia de
mutaciones asociadas a la resistencia a macrolidos. Estas infecciones previas
(analizadas hasta 2011) se consideraron como marcador subrogado de posible
consumo previo de macrélidos en esta subpoblacién. EI 10% (11/111) de los casos
incluidos en el estudio molecular para deteccion de mutaciones de resistencia a
macrélidos habian presentado una infeccién por M. genitalium previa al periodo de
estudio. De estos, siete correspondieron a casos debidos a cepas con mutaciones
(7/14) y cuatro a casos con cepas salvajes (4/97). La asociacion de infecciones
previas por M. genitalium con la infeccidn por cepas resistentes a esta familia de

antibioticos se considerod estadisticamente significativa (p< 0.001).
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4.5. Analisis de la infeccion por Neisseria gonorrhoeae

Se analizaron 201 aislamientos de N. gonorrhoeae procedentes de 197 pacientes
atendidos en el dispensario de ITS del Hospital Santa Creu i Sant Pau de Barcelona
durante 2019 y 2022. El 39.8 % (80/201) de las muestras correspondieron a
exudados uretrales, 37.3 % (75/201) a exudado rectal, 16.9% (34/201) a exudado
endocervical, 3% (6/201) exudado faringeo, 2.5% (5/201) exudado vaginal, 0.5%
(1/201) exudado balanoprepucial y 0.5% (1/202) exudado conjuntival. De los 197
pacientes incluidos en el estudio, 4 presentaron mas de 1 muestra positiva para N.

gonorrhoeae en diferentes episodios de infeccion.

La distribucion de la infeccidén por sexos fue de 78.6% en hombres (155/197) y del
21.3% en mujeres (42/197). La razén hombre: mujer fue 3.7. La mediana de edad
de los pacientes fue 31 afios (rango 15-59 afios). Se establecieron cuatro grupos
de edad para analizar la distribucién de la infeccién por N. gonorrhoeae, grupo A
(15-25 afos), B (26-35 afios), C (36-45 afios) y D (>46 afios). La tasa de infeccion
por grupos (A, B, Cy D) fue de 28.9% (57/197), 34.5% (68/197), 22.8% (45/197) y
13.7% (27/197), respectivamente.

La sensibilidad de N. gonorrhoeae a los antibiéticos durante el periodo de estudio
se muestra en la tabla 10. La frecuencia de resistencia fue de 11% (15/136), 14.2%
(28/197) y 66.8% (127/190) a azitromicina, penicilina y ciprofloxacina,
respectivamente; no se detectaron aislados resistentes a ceftriaxona. Del total de
cepas resistentes a azitromicina (>1mg/L) 14 fueron resistentes a quinolonas; la co-
resistencia fue del 37.8%. De los 15 aislados caracterizados a nivel molecular con
resistencia a azitromicina (22 mg/L), tres presentaron resistencia a ciprofloxacina y

todos fueron sensibles con exposicién incrementada a penicilina.
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Antibiotico MICs | MIC., | Rango MIC (mg/L) S R Total*
(mg/L) | (mg/L) (n)
n % n % n %
Ceftriaxonas 0.006 0.023 0.002-0.125 197 100 - - - - 197
Penicilina 0.38 3 0.01-96 8 4 162 822 28 142 197
Azitromicina 0.5 15 0.03-4 104 764 17 125 15 11 136
Ciprofloxacina 3 8 0.002->32 62 326 1 0.5 127 66.8 190
Doxiciclina 2 12 0.19-32 13 151 26 30.2 47 546 86

Tabla 10. Sensibilidad antibidtica de los aislados de N. gonorrhoeae incluidos en el estudio. La
categorizacion clinica se realiz6 segun los criterios de EUCAST. EI ECOFF (1 mg/L) se utilizé para determinar
la sensibilidad a azitromicina. Los puntos de corte de la tetraciclina se utilizaron para determinar la sensibilidad
a doxiciclina.

a De los 197 aislados sensibles a ceftriaxona, 23 (11.6%) presentaron una CIM por encima del ECOFF de
cefotaxima (0.016 mg/L); EUCAST no dispone de ECOFF de ceftriaxona.* Aislados con CIM.

4.6. Epidemiologia molecular.

La caracterizacion molecular mediante MLST, NG-MAST y NG-STAR se realiz6 en
15 aislados de gonococo resistentes a azitromicina. Dos de los pacientes con
aislados resistentes (pacientes A y B) habian presentado dos aislados sensibles a

azitromicina que también se incluyeron en el estudio.

Para calcular el ST-MLST se obtuvieron los alelos de los genes abcZ, adK,aroE,
fumC, adh, pdhC y pgm (Tabla 11).

Los aislados estudiados por MLST presentaron cinco secuenciotipos diferentes,
ST-MLST 9363, ST-MLST 11422, ST-MLST 9362, ST-MLST 1588 y ST-MLST
1599. El secuenciotipo mas prevalente fue ST-MLST 9363 (47%, 8/17) seguido de
ST-MLST 11422 (29. 4%, 5/17) y ST-MLST 9362 (11.7%, 2/17). Otros
secuenciotipos detectados fueron el ST-MLST 1588 (n=1) y el ST-MLST 1599
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(n=1). Los aislados sensibles y resistentes correspondientes a los pacientes Ay B

presentaron diferentes secuenciotipos.

n | abcz ‘ adk ‘ aroE | fumC ‘ gdh ‘ pdhC ‘ pgm ‘ MLST
GON_1 126 39 67 238 148 153 133 9363
GON_2 59 39 67 158 148 71 65 1588
GON_3 109 39 67 238 148 153 133 11422
GON_4 126 39 67 238 148 153 133 9363
GON_5 109 39 67 238 148 153 133 11422
GON_6 126 39 67 238 148 153 133 9363
GON_7 126 39 67 238 147 153 133 9362
GON_8 126 39 67 238 148 153 133 9363
GON_9 126 39 67 238 148 153 133 9363
GON_10 126 39 67 238 148 153 133 9363
GON_11 109 39 67 238 148 153 133 11422
GON_12 126 39 67 238 148 153 133 9363
GON_13 109 39 67 238 148 153 133 11422
GON_14 126 39 67 238 148 153 133 9363
GON_15 59 39 67 157 148 153 65 1599
GON_16 109 39 67 238 148 153 133 11422
GON_17 126 39 67 238 147 153 133 9362

Tabla 11. Andlisis de 7 genes conservados y asignacion de alelos Se obtuvieron 119 alelos y a todos los
aislados se les asign6 un ST-MLST.

Los aislados sensible y resistente del paciente A presentaron el ST-MLST 1588 y
el ST-MLST 11422, respectivamente. Los aislados sensible y resistente del
paciente B presentaron el ST-MLST 1599 y el ST-MLST 11422, respectivamente.
El NG-MAST se determind analizando la secuencia de dos 2 genes altamente
polimorficos, porB y tbpB. Los aislados estudiados por NG-MAST mostraron siete
secuenciotipos diferentes, NG-MAST 3935, 6765, 19762, 338, 5802, 20379y 11461
siendo NG-MAST 3935 el mas prevalente (47%, 8/17), NG-MAST 6765 (11.7%,
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2/17), NG-MAST 19762 (11.7%, 2/17), NG-MAST 338 (n=1), NG-MAST 5802 (n=1),

NG-MAST 20379 (n=1), y NG-MAST 11461 (n=1).

En la tabla 12 se muestran los secuenciotipos obtenidos para cada aislado.

El aislado NG.9 presentd una nueva combinacion de alelos por lo que esta

pendiente de asignacion de NG MAST ST. Los aislados sensible y resistente del
paciente A presentaron el NG-MAST 338 y el NG-MAST 3935, respectivamente.

Los aislados sensible y resistente del paciente B presentaron el NG-MAST 11461

y el NG-MAST 3935, respectivamente.

GON_1
GON_2
GON_3
GON_4
GON_5
GON_6
GON_7
GON_8
GON_9
GON_10
GON_11
GON_12
GON_13
GON_14
GON_15
GON_16

GON_17

NG-MAST ‘

3935

338

5802

20379

3935

3935

19762

3935

6765

3935

6765

3935

3935

11461

3935

19762

porB

908
90
3373
11948
908
908
7738

908

2078
908
2078
908
908
6720
908

7738

tbpB ‘

29
121
29
29
29
29
1867
29
29
29
29
29
29
29
188
29

1867

Tabla 12. Asignacion de NG-MAST. Alelos de los genes hipervariables porB y tbpB
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Para calcular el NG-STAR se obtuvieron los alelos de los genes penA, mtrR, porB,
ponA, gyrA, parCy 23S (ver tabla 13). EI NG-STAR se determiné en los 17 aislados
obteniéndose dos secuenciotipos, el NG-STAR 193 (13/14) y en NG-STAR 520
(1/14). Los aislados correspondientes al paciente B mostraron diferente NG-STAR
(el aislado sensible a azitromicina el NG-STAR 520 y el aislado resistente el NG-
STAR 193) En tres aislados no se obtuvo ningun secuenciotipo dado que la

combinacion de alelos no tenia asignado un niumero de ST.

n ’ penA ‘ mtrR ‘ porB ‘ ponA ‘ gyrA ‘ parC ‘ 23S ‘ NG- ‘
STAR

GON_1 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_2 228 261 13 1 7 3 100

GON_3 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_4 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_5 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_6 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_7 166 1 100 100 7 3 100

GON_8 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_9 166 39 100 100 7 100 100

GON_10 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_11 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_12 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_13 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_14 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_15 294 130 3 100 100 2 100 520
GON_16 166 39 11 100 100 100 100 193
GON_17 1526 1 100 100 7 3 100

Tabla 13. Andlisis de los genes penA, mtrR, porB, ponA, gyrA, parCy 23S Cada aislado obtiene un numero
de alelo para el gen estudiado. En tres aislados la combinacion de alelos hallada no existia en la base de datos
consultada.

88



RESULTADOS

Los secuenciotipos MLST, NG-MAST y NG-STAR de los aislados estudiados se

muestran en la tabla 14.

N° TIPO AZM® CIPf CRO¢ PEN'  NG-MAST MLST NG-STAR G
MUESTRA  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

1 ue 2 0.016 0.006 0.38 3935 9363 193 G3935
3 u 2 0.023 0.006 0.25 5802 11422 193 G3935
4 EP 3 0.023 0.016 0.38 20379 9363 193 G3935
5* R® 2 0.016 0.008 0.5 3935 11422 193 G3935
6 Fd 4 0.016 0.006 0.5 3935 9363 193 G3935
7 u 2 3 0.003 0.19 19762 9362

8 u 2 0.016 0.023 0.5 3935 9363 193 G3935
9 u 2 0.19 0.003 0.19 9363

10 E 3 0.016 0.006 0.38 6765 9363 193 G3935
11 R 3 0.016 0.008 0.5 3935 11422 193 G3935
12 U 3 0.016 0.016 0.75 6765 9363 193 G3935
13 R 2 0.023 0.016 0.38 3935 11422 193 G3935
14 R 2 0.016 0.023 0.5 3935 9363 193 G3935
16** R 2 0.023 0.006 0.75 3935 11422 193 G3935
17 R 2 4 0.012 0.38 19762 9362

2% R 0.064 4 0.006 3 338 1588

15** R 0.125 0.004 0.004 0.125 11461 1599 520

Tabla 14. Sensibilidad antibidticay epidemiologia molecular de N. gonorrhoeae (n=17). *Paciente A con
un aislado sensible y un aislado resistente a azitromicina; *Paciente B con un aislado sensible y un aislado
resistente a azitromicina; 2 Uretral; ® Endocervical; ¢ Rectal; 9 Faringeo; € azitromicina; f ciprofloxacina; 9

ceftriaxona; " doxiciclina; ' penicilina; genogrupo.

La relacion filogenética de los distintos aislados en base al core genome se muestra

en la figura 5. Las cepas resistentes a azitromicina se agruparon en cuatro clados

distintos, que en general se correlacionaron con los secuenciotipos de MLST. Las

cepas pertenecientes al ST-9363 se separaron en dos clados (véase anexo 3). Uno

de ellos incluy6 cuatro cepas con menos de 33 SNPs de diferencia entre ellas por

lo que se consideraron estrechamente relacionadas; NG-6 y NG-14 fueron las mas
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parecidas con 11 SNPs distintos (véase anexo 4). Las dos cepas pertenecientes
al MLST ST-9362 presentaron 49 SNPs de diferencia entre ellas; el clado donde se
agruparon presenté una mayor distancia filogenética respecto a los MLST ST- 9363
y ST-11422.

el el T o e
GON_12 2 X 0
GON 8 X 0
GON 11 X ©0
o @ X o
GON 4 ) [@n) (@Gm) (W X
GOW_10 8 o) (m X
o @ @ X o
GON 1 ) (m) X 0
Q0K 8 () X 0
GON 1 (o X 0
aon g =) o X 0
GON 7 v 0
GON 2 ()
@ g

0

Figura 5 Arbol filogenético. En la figura se observa la distancia entre los aislados, los secuenciotipos MLST,
NG-MAST, NG-STAR y el genogrupo asignados a cada aislado. Adicionalmente se detallan los determinantes
moleculares de resistencia a macrolidos, gen mtrR y su promotor y el gen rplD, detectados en cada aislado.
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4.7. Determinantes moleculares de resistencia a macraolidos.

Se realiz6 WGS en 15 aislados de gonococo resistentes a azitromicina. Se
incluyeron también dos aislados sensibles a azitromicina en dos de los pacientes
con aislados posteriormente resistentes (pacientes A y B). Las secuencias
obtenidas se depositaron en Genbank con el Bioproject accesion PRINA897110y
los numeros de acceso para cada secuencia: SRR22163953, SRR22163952,
SRR22163951, SRR22163950, SRR22163948, SRR22163945, SRR22163949,
SRR22163946, SRR22163947, SRR22163944, SRR22163943, SRR22163942,
SRR22163941, SRR22163940, SRR22163939, SRR22163938, SRR22163937.

Se analizaron los determinantes moleculares de resistencia a macrolidos,
quinolonas, y betalactamicos incluyendo los genes 23S rRNA, mtrR y su promotor,
rpID, rplV, mef (A/B), el promotor de la bomba de eflujo MacAB y erm (A/B/C/F),
gyrA 'y parcC, penA, porB y ponA .

4.7.1 Gen 23S rRNA.

Se analizaron los cuatro alelos del gen 23 S rRNA en los 15 aislados resistentes a
azitromicina y en dos aislados sensibles. Ninguno de los aislados estudiados
presentd mutaciones asociada a resistencia a macrolidos en el dominio V del gen
23S rRNA. Se detectaron mutaciones en los dominios | y/o Il en siete de los aislados
estudiados (tabla 15).

4.7.2. Proteinas ribosomales L4y L22 (rpID-rplV)

Las sustituciones aminoacidicas en la proteina ribosomal L4 se muestran en la
tabla 16. Los aislados resistentes presentaron tres sustituciones aminoacidicas,
V125A, A147G y R157Q; los aislados NG-4 y NG-10 también presentaron la
sustitucion G70D. Ninguno de los aislados analizados presentd mutaciones en el

determinante rplV.
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Ne MLST 23S 1 23S 2 23S_3 23S_4

NG-1 9363 C695T C695T C695T C695T

NG-2 1588 C695T, C933T C695T, C933T C695T, C933T C695T, C933T

NG-3 11422 WT WT WT WT
NG-4 9363 WT WT WT WT
NG-5 11422 WT WT WT WT
NG-6 9363 C695T C695T C695T C695T
NG-7 9362 WT WT WT WT
NG-8 9363 WT WT WT WT
NG-9 9363 C695T C695T C695T C695T
NG-10 9363 A948G A948G A948G A948G
NG-11 11422 WT WT WT WT
NG-12 9363 WT WT WT WT
NG-13 11422 WT WT WT WT
NG-14 9363 C695T C695T C695T C695T

NG-15 1599 G262A, C695T G262A, C695T G262A, C695T G262A, C695T

NG-16 11422 WT WT WT WT

NG-17 9362 WT WT WT WT

Tabla 15. Sustituciones aminoacidicas detectadas en las cuatro copias del gen 23S
rRNA y secuenciotipo MLST de aislados de N. gonorrhoeae. WT: wild type.
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N° aislado MLST rplD
NG-1
9363
V125A, A147G, R157Q
NG-2
1588
WT
NG-3
11422
V125A, A147G, R157Q
NG-4
9363
G70D, V125A, A147G, R157Q
NG-5
11422
V125A, A147G, R157Q
NG-6
9363
V125A, A147G, R157Q
NG-7
9362
V125A, A147G, R157Q
NG-8
9363
V125A, A147G, R157Q
NG-9
9363
V125A, A147G, R157Q
NG-10
9363
G70D, V125A, A147G, R157Q
NG-11
11422
V125A, A147G, R157Q
NG-12
9363
V125A, A147G, R157Q
NG-13
11422
V125A, A147G, R157Q
NG-14
9363
V125A, A147G, R157Q
NG-15
1599
WT
NG-16
11422
V125A, A147G, R157Q
NG-17
9362

V125A, A147G, R157Q
Tabla 16. Secuenciotipo MLST y sustituciones aminoacidicas en el gen
rpID . WT: wild type.

4.7.3. Gen mtrR

El aislado NG-2 present6 dos inserciones, la primera de ellas de quince nucleotidos
detras del ATG inicial. La segunda insercion de dos citosinas a partir de la posicion
384 produjo un cambio en la pauta de lectura con la formacion de un codon stop en
la posicion 532 (TGA) motivo por el cual se formd una proteina truncada de 149

aminoacidos. (Figura 6)
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Figura 6. Modelo de la estructura dimérica del represor MtrR. A) MtrR wild-type en la cepa NG-6; B)
Estructura mutada (149 aminoacidos) cepa NG-2. En rojo se indican las posiciones del dominio de unién al
promotor (39 y 45). En naranja se muestra la posicion H105.

Los cambios aminoacidicos detectados se muestran en la tabla 17. Las
sustituciones D79N, S183N, M1971 se observaron en los aislados resistentes a
azitromicina que pertenecian al MLST ST-9363 y ST-11422.La sustitucion H105Y
se observé en los dos aislados pertenecientes al MLST ST-9362. Los dos aislados
sensibles a azitromicina (NG-2 y NG-15) presentaron la sustitucion A39T;

adicionalmente el aislado NG-15 presento la sustitucion Y48D y S183N.

4.7.4. Promotor mtrR.

Las mutaciones observadas en el promotor mtrR se muestran en la figura 7. Los
dos aislados sensibles a azitromicina (NG-2 y NG-15) no presentaron ninguna
mutacion en la region promotora del mtrR. En los aislados resistentes a azitromicina
se detectaron diversos cambios (mutaciones y deleciones) en el promotor del gen
mtrR. La delecion de A disminuyendo el espacio entre las cajas -10 y -35 se observo
en los dos aislados pertenecientes al MLST ST-9362. Los aislados pertenecientes
al MLST ST-9363 y ST-11422 presentaron una mutacion (A—C) entre las cajas -10

y -35 del promotor y una mutacion de (G—A) en la caja -35.
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Ne° aislado MLST mtrk

GON_1
9363 D79N, S183N, M197

GON_2 A39T truncada
1588

GON_3 D79N, S183N, M197
11422

GON_4 D79N, S183N, M197I
9363

GON_5 D79N, S183N, M197
11422

GON_6 D79N, S183N, M197
9363

GON_7 H105Y
9362

GON_8 D79N, S183N, M197
9363

GON_9 D79N, S183N, M197
9363

GON_10 D79N, S183N, M197I
9363

GON_11 D79N, S183N, M197
11422

GON_12 D79N, S183N, M197I
9363

GON_13 D79N, S183N, M197I
11422

GON_14 D79N, S183N, M197
9363

GON_15 A39T, Y48D y S183N.
1599

GON_16 D79N, S183N, M197I
11422

GON_17 H105Y
9362

Tabla 17. Sustituciones aminoacidicas detectadas en el gen mtrR.
Todos los aislados estudiados presentan sustituciones aminoacidicas.
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RESULTADOS

-35 -10

taCataCalgagttglaCggataaasagtCtttttEataactCCglCCtCgtlaaallfgalCigaaal
TAEATECACGETq@CACGGATREhAEGTETTTTTTEIAAICCCAAECGTC—AAACEGCGECGGEAC
TAEATECACGETq@CACGGATREhAEGTETTTTTTEIAAICCCAAECGTC—AAACEGCGECGGEAC
TAEATECACGETq@CACGGATREhAEGTETTTTTTEIAAICCCAAECGTC—AAACEGCGECGGEAC
TAEATECACGETq@CACGGATREhAEGTETTTTTTEIAAICCCAAECGTC—AAACEGCGECGGEAC
TAEATECACGETq@CACGGATREhAEGTETTTTTTEIAAICCCAAECGTC—AAACEGCGECGGEAC
TAEATECACGETq@CACGGATREhAEGTETTTTTTEIAAICCCAAECGTC—AAACEGCGECGGEAC
TAEATECACGETq@CACGGATREhAEGTETTTTTTEIAAICCCAAECGTC—AAACEGCGECGGEAC
TRCATRLC CGﬁTq@CACGGATAEhﬁiGTETTTTTTRIEAICCCAAECGTC—AAECEGCGECGGAAC
TAEATECACGﬁTq@CACGGATAEhﬁiGTETTTTTTRIEAICCCAAECGTC—AAECEGCGECGGAAC
TRCATRLC CGﬁTq@CACGGATAEhﬁiGTETTTTTTRIEAICCCAAECGTC—AAECEGCGECGGAAC
TAEATEEACGﬁTq@CACGGATﬂEﬁAEGTETTTTTTEIEAICCCEAECGTC—AAECEGCGECGGAAﬂ
TAEATECACGﬁTq@CACGGATﬂEhAEGTETTTTTTEIEAICCCEAECGTC—AAECEGCGECGGAAC
TAEATECACGﬁTq@CACGGATﬂEhAEGTETTTTTTEIEAICCCEAECGTC—AAECEGCGECGGAAC
TRCATRCRCGRITECACGERATARR L RS TCTTTTTIATRARAT CCGCCCTCGT CRRRCCGRCCCERART
TAEATEEACGETIGCEEGGAIEPEAAGICTITIITBIAATCCGECCTCGICBEAEESECCEG&E&E
TACATRCRCGAITECACCGLT AR GTCTIITTEATRAT COGCCCTCGTICARRCCGRCCOGARRC

TARCATRCRCGARTECACCCATAR AR ACTCTTTTTIATAAT CCGCCCTCGTCARRCCGACCCGARRC

Figura 7 Alineamiento de las secuencias promotoras del gen mtrR de los aislados resistentes a

azitromicina. Se incluyen dos aislados sensibles a azitromicina y la cepa control. Las regiones -35 y -10 del

promotor mtrR se muestran en color azul. Las sustituciones A—»C y G—A se enmarcan.

4.7.5. Promotor de la bomba de expulsion activa MacAB.

El andlisis del promotor del gen que codifica la bomba de expulsién activa MacAB,

no revelo la presencia de cambios nucleotidicos.

4.7.6. Genes erm A/B/C/F y genes mef A/B.

Los determinantes erm A/B/C/F, mef A/B no se hallaron en ninguno de los
aislados estudiados.

En la tabla 18 se enumeran los determinantes de resistencia a macroélidos

detectados en los aislados estudiados.
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N° aislado Promotor mtrR mtrR 23S priD Azitromicina
A>CP G-oAC CIM (mg/L)
1 v v" D79N C695T VI125A 2
S183N Al47G
M197I R157Q
2 A39T Truncada C695T WT 0.064
C933T
3 v v' D79N WT V125A 2
S183N Al47G
M197I R157Q
4 v v D79N WT G70D 3
S183N V125A
M1971 Al47G
R157Q
5 4 v' D79N WT V125A 2
S183N Al47G
M197I R157Q
6 v v D79N C695T V125A 4
S183N A147G
M197I R157Q
7 H105Y WT V125A 2
Al47G
R157Q
8 v v" D79N WT V125A 2
S183N A147G
M197I1 R157Q
9 4 v' DD79N C695T VI125A 2
S183N Al47G
M197I R157Q
10 v v' D79N A948G G70D 3
S183N V125A
M197I1 Al47G
R157Q
11 v v' D79N WT V125A 3
S183N Al47G
M197I1 R157Q
12 v v' D79N WT V125A 3
S183N A147G
M197I R1570Q
13 v v D79N WT V125A 2
S183N Al47G
M197I1 R157Q
14 v v' D79N C695T VI125A 2
S183N A147G
M197I R1570Q
15 A39T G262A WT 0.125
Y48D C695T
S183N
16 v v' D79N WT V125A 2
S183N Al47G
M197I R157Q
17 WT V125A 2
H105Y Al47G
R157Q

Tabla 18 Determinantes de resistencia a macrolidos presentes en los aislados estudiados.

Se detectaron sustituciones aminoacidicas en las cuatro copias del gen 23S rRNA.
a delecion A; ° sustitucion de C por A, ¢ Sustitucién de A por G.
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4.8. Determinantes de resistencia a quinolonas.

Los determinantes de resistencia a quinolonas gyrA y parC se analizaron en los
15 aislados de gonococo resistentes a azitromicina. Se incluyeron también dos
aislados sensibles a azitromicina correspondientes a dos de los pacientes con
aislados posteriormente resistentes (pacientes Ay B).

4.8.1. gyrA.

Las sustituciones aminoacidicas halladas en la girasa se muestran en la tabla 19.
Al estudiar el determinante gyrA se observd que los aislados resistentes a
quinolonas presentaron dos sustituciones aminoacidicas, S91F y D95A. Cinco

aislados sensibles a quinolonas presentaron la sustitucion R318H.

4.8.2. parC.

Se analiz6 el determinante parC. Las sustituciones aminoacidicas detectadas se
observan en la tabla 196. Todos los aislados, excepto la NG-15, presentaban la
sustitucion F479L. La sustitucion S87R se detecto en los aislados resistentes a
quinolonas (NG-2, NG-7 y NG-17). La sustitucion V435A se detectd en un aislado
sensible y en un aislado resistente a quinolonas (NG-15 y NG-2, respectivamente)
Las sustituciones V384l, V5961 y V740A se detectaron en aislados sensibles a

quinolonas.
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N aislado  gyrA CIP MLST NG-STAR  Genogrupo
parC (mg/L

NG-1 WT F479L 0.016 9363 193 G3935

NG-2 S91F, D95A  S87R, V435A, F479L 4 1588 193 G3935

NG-3 R318H F479L 0.023 11422 193 G3935

NG-4 WT FA79L, V740A 0.023 9363 193 G3935

NG-5 R318H F479L 0.016 11422 193 G3935

NG-6 WT F479L 0.016 9363

NG-7 S91F, D95A  S87R, F479L 3 9362 193 G3935

NG-8 WT F479L 0.016 9363

NG-9 S91F, D95A  F479L 0.19 9363 193 G3935

NG-10 WT F479L 0.016 9363 193 G3935

NG-11 R318H F479L 0.016 11422 193 G3935

NG-12 WT F479L 0.016 9363 193 G3935

NG-13 R318H F479L 0.023 11422 193 G3935

NG-14 WT F479L, 0.016 9363 193 G3935

NG-15 WT V384l, V435A, V5961, 0.004 1599

NG-16 R318H F479L 0.023 11422

NG-17 S91F, D95A  S87R, F479L 4 9362 520

Tabla 19. Determinantes de resistencia a quinolonas. Sustituciones aminoacidicas detectadas en gyrA y
parC. Se resaltan en color las sustituciones que se asocian a la resistencia a quinolonas y las CIM de las cepas
que presentan estas sustituciones. Todos los aislados presentan sustituciones aminoacidicas en parC. Se
observa el secuenciotipo MLST, el NG_STAR y el Genogrupo. WT: wild type.
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4.9. Determinantes de resistencia a betalactamicos

Se analizaron los determinantes de resistencia a betalactamicos en 17 aislados (15
resistentes a azitromicina y dos aislados sensibles a azitromicina de dos de los
pacientes con aislados posteriormente resistentes, pacientes A y B). Se
determinaron los genes penA, porB y ponA, asi como la presencia de

betalactamasas adquiridas.

4.9.1. PBP2 (gen penA).

El andlisis del determinante penA reveld la existencia de un gen mosaico
perteneciente al tipo XXVII en el aislado NG-17 que presentaba una CIM de 0.38 y
0.012 mg/L a penicilina y ceftriaxona, respectivamente (tabla 20). Los aislados
restantes presentaron alelos no mosaico que correspondieron a los tipo 1V, XIV y
X1X (185).

Patrén penA N° aislado

XXVII Mosaico NG-17

XIX No mosaico NG-2

XIV No mosaico NG-15

IV No mosaico NG-1,3,4,5,6,8,
10,11,12,13,
14,16

Tabla N 20. Analisis de penA. Patrones de gen mosaico/no mosaico (185).

4.9.2. PBP1 (gen ponA).

El analisis de la PBP1 mostro la sustitucion aminoacidica L421P en el aislado NG-
2 que present6 una CIM de 3 mg/L y 0.006 mg/L para penicilina y ceftriaxona,
respectivamente. Los aislados restantes no mostraron sustituciones en este

determinante y se consideraron wild type.
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4.9.3. Porina PorB.

El determinante porB fue analizado en los 17 aislados estudiados. Se detectaron
un total de 47 sustituciones aminoacidicas que se distribuyeron en tres patrones
distintos segun el aislado (Tabla 21). Los cambios aminoacidicos en las posiciones
G120K/A121N gue se asocian a resistencia a penicilina, se observaron en el patron
| y se detectaron en todas los aislados pertenecientes al MLST ST-11422 y ST-
9363 excepto en el aislado NG-9; los valores de CIM a penicilina fueron entre 0.25
y 0.75 mg/L. Los cinco aislados restantes no presentaron sustituciones
aminoacidicas en estas posiciones. No se detectaron cambios aminoacidicos en la

porina del aislado NG-2 por lo que no se le asigné ningun patron.

Patréon PorB Ne° aislado

E48G* Al51V L283V*
G120K G190N* S296T* 1,3,4,5,6,8,
Y131F* 121M* H298D* 10,11,12,13,
E134N* T260A S299D 14,16
F135Vv* V261M D301N
K140G* A263G Y302H
R143Q A276V* E337D*

Il E38G S262R* V109T 7,9,17

1 Al121S G257Q W261V 15
N122K T260L A263D
R143E

Tabla 21. Patrones de sustituciones aminoacidicas detectadas en la porina PorB. Se muestran las
sustituciones mayoritarias detectadas en los aislados estudiadas. *Las sustituciones marcadas con un asterisco
incluyen también el aislado 15. No se incluyeron las sustituciones Unicas o dobles en un solo aislado. NG-3
F135M, NG-4 E211K, 1220M, NG-9 T89S, NG-10 R40W.El aislado NG-2 se consideré wild type.

En la tabla 22 se resumen los determinantes de resistencia a betalactamicos
detectados por WGS en los aislados estudiados.

4.9.4. Betalactamasas adquiridas.

No se detectaron betalactamasas adquiridas en las cepas resistentes a azitromicina
caracterizadas a nivel molecular. De las dos cepas sensibles a macrdlidos, se
detectd una betalactamasa TEM-1 en la cepa NG-2, con resistencia a penicilina
(CIM 3 mg/L) y sensible a ceftriaxona.
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Promotor mtr

Ne° mtr ponA penA porB PEN CTX

aislad (mg/ (mg/L)

o Del A—>C G-HA L)

AD

1 v v" D79N WT IV  No GI120K/A 0.38 0.006
S183N mosaico 121N
M197I

2 A39T L421P XIX No 3 0.006
Truncad mosaico
a

3 v v D79N WT IV No G120K/A 0.25 0.006
S183N mosaico 121N
M197I

4 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.38 0.016
S183N mosaico 121N
M197I

5 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.5 0.008
S183N mosaico 121N
M197I

6 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.5 0.006
S183N mosaico 121N
M197I

7 H105Y WT IV No 0.19 0.003

mosaico

8 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.5 0.023
S183N mosaico 121N
M197I

9 v v DD79N WT IV No 0.19 0.003
S183N mosaico
M197I

10 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.38 0.006
S183N mosaico 121N
M197I

11 v v D79N WT IV No G120K/A 0.50 0.008
S183N mosaico 121N
M197I

12 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.75 0.016
S183N mosaico 121N
M197I

13 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.38 0.016
S183N mosaico 121N
M197I

14 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.5 0.023
S183N mosaico 121N
M197I

15 A39T WT XIV No 0.125 0.004
Y48D mosaico
S183N

16 v v" D79N WT IV No G120K/A 0.75 0.006
S183N mosaico 121N
M197I

17 WT XXVII G120K/A 0.38 0.012
H105Y Mosaico 11N

Tabla 22. Determinantes de resistencia a betalactamicos. Aislados de N. gonorrhoeae que

presentan cambios (deleciones/sustituciones/mutaciones).
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5. Discusioén

5.1. Mycoplasma genitalium.

La implementacion de las TAAN en el diagnostico de ITS en los laboratorios de
microbiologia clinica supuso un gran avance. Con la incorporacion de una TAAN
que incluia M. genitalium en nuestro laboratorio, se comenzé a detectar esta
bacteria que hasta el momento no era contemplada en el diagnostico sindromico
habitual. En este contexto, surgio la necesidad de trabajar conjuntamente con los
médicos de cabecera que derivaban muestras a nuestro centro para dar una
respuesta efectiva a esta infeccion. Por un lado, fue necesario dar la formacion en
cuanto a las patologias asociadas y las alternativas terapéuticas. Desde el
laboratorio se recomendaba la terapia con azitromicina en pauta extendida , y
solicitAbamos una nueva muestra pasadas al menos tres semanas de finalizado el
tratamiento para realizar el TOC. Por otro lado, se desconocia la tasa de infeccién
por M. genitalium en nuestra area geografica, hecho que motivo la realizacion del
estudio que se presenta. Posteriormente, los fallos terapéuticos observados,
motivaron el estudio de la cohorte prospectiva para conocer las posibles

mutaciones asociadas a la resistencia a macrolidos.

Las tasas de infeccion por M. genitalium han comenzado a conocerse en la dltima
década debido a la incorporacion de TAAN multiplex en la rutina. Las tasas
reportadas en los estudios son muy variables hecho que puede atribuirse a
diferentes factores como el disefio del estudio, el tipo de poblaciéon objeto del
estudio (poblacion general, HSH, diferentes grupos de edad, etc.) y a la variacion
geografica (77). En el presente estudio se analizaron muestras de poblacion
general, considerada de bajo riesgo en la transmision de ITS. Incluian una mayor
proporcion de mujeres que de hombres, las cuales acudian al control ginecologico
anual y por ello eran mayoritariamente asintomaticas. En el presente estudio, la
prevalencia general de infeccion por M. genitalium (3.4%) fue similar al de la cohorte
prospectiva de un afo (3.7%) con una tasa global de infeccion mayor en hombres
que en mujeres. Estos valores fueron similares a otros estudios realizados en
Espafia y en el resto de Europa también en poblacion general que incluian

mayoritariamente pacientes de atencion primaria (186-192). Estos datos en
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poblacidn general contrastan con estudios realizados en grupos de alto riesgo. En
este contexto, tasas de infeccion del 10% se reportaron en un estudio realizado en
el area metropolitana de Barcelona, que incluia poblacion de alto riesgo,
principalmente hombres sintométicos y contactos de pacientes con ITS (75). Asi
mismo tasas similares fueron reportadas en otros estudios realizados en paises

europeos, cuya poblacion de alto riesgo incluian pacientes HSH (193-195).

La tasa de infeccion por M. genitalium en adolescentes y adultos jévenes suele ser
mas alta que en otros grupos de edad lo que se asocia a una mayor actividad sexual
en esta etapa de la vida (191, 196). En nuestro caso, se detectdé una mayor
frecuencia de la infeccion en los grupos de pacientes mas joévenes, siendo el grupo
de 15 a 25 afos el que presentaba las tasas més elevadas, coincidiendo con otros
estudios realizados en Espafia y en el resto de Europa (190,196,197). A medida
que la edad de las pacientes del estudio aumentd, las tasas de infeccion
disminuyeron, encontrandose diferencias significativas al analizar la edad de los

pacientes con la tasa de infeccion por M. genitalium.

Las infecciones por M. genitalium pueden ser frecuentemente asintomaticas.
Actualmente la guia europea de 2021 no recomienda la deteccion de M. genitalium
en pacientes asintomaticos (19). Se considera que el riesgo del incremento de
resistencias a antimicrobianos es mayor a las consecuencias de padecer una
infeccion asintomatica (19, 198). Este cambio de criterio respecto a las
recomendaciones de 2016 fue posterior a la realizacién del presente estudio (68).
En nuestra cohorte prospectiva se recomendd realizar el cribaje de ITS en la
consulta anual ginecolégica en mujeres sintomaticas y asintomaticas. A su vez se
realiz6 una deteccién de M. genitalium a todos los hombres con sospecha de ITS,
0 que hubieran mantenido relaciones sexuales sin utilizar métodos barrera. El
disefio experimental de nuestro estudio permiti6 determinar que la mitad de los
pacientes de la cohorte presentaron infeccién asintomatica por M. genitalium y
correspondieron mayoritariamente a mujeres. Estos resultados contrastan con los
del estudio de Van der Pol et al., con una poblacion similar a la de la cohorte
prospectiva (198). Estos autores encontraron tasas superiores de infeccién por M.

genitalium en pacientes sintomaticos en ambos sexos (198). En nuestro caso, la
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intervencion realizada en la cohorte prospectiva pudo haber contribuido a una

mayor deteccion de la infeccidon en pacientes asintomaticos.

El consejo terapéutico a los médicos de cabecera fue una practica habitual en este
estudio prospectivo, en el que se aconsej0 la terapia con azitromicina en pauta
extendida para el tratamiento de la infeccion por M. genitalium. A pesar de la
evidencia cientifica, el régimen en pauta extendida no estaba recomendado en las
guias clinicas europeas en el momento del estudio (199). Mas de la mitad de los
pacientes recibieron tratamiento con azitromicina, principalmente en régimen
extendido. En ese sentido, es posible que el consejo terapéutico puede haber
influido en los tratamientos prescritos a los pacientes con infeccion por M.
genitalium. Asi mismo se recomendé la realizacion del TOC que resultd una
herramienta efectiva en la deteccion de pacientes con fallo terapéutico. Cuando el
TOC era positivo se contactaba nuevamente con el médico para recomendar el

tratamiento con moxifloxacino.

Las coinfecciones son frecuentes en las ITS. Diversos estudios reportan la
codeteccion de M. genitalium con otros agentes de ITS (189,190,200). En el
presente estudio, C. trachomatis fue el agente de ITS mas frecuentemente
codetectado, tal como habian descrito anteriormente otros autores (192,201-203).
La codeteccion M. genitalium-C. trachomatis fue mayor en mujeres que en hombres
y més de la mitad fueron asintométicas. Las ITS suelen presentarse de manera
asintomatica en las mujeres y por eso no suele prescribirse tratamiento empirico.
Este hecho contrasta con la mayoria de los hombres, los cuales fueron clinicamente
sintomaticos al acudir a la consulta. La carencia de tratamiento en las pacientes

asintomaticas podria explicar la mayor prevalencia de codetecciones hallada.

M. genitalium se ha asociado también a dishiosis bacteriana (189,190,200). La
asociacion a dishiosis se observé en el 38.6% de los pacientes con infeccion por
M. genitalium. A su vez, la alteracién en el equilibrio de la microbiota comensal
puede facilitar la adquisicion de microorganismos causantes de ITS incluido M.
genitalium (204). En el presente estudio la mitad de los pacientes que presentaron
una codeteccion de M. genitalium con otro agente de ITS también presentaron

microorganismos asociados a disbiosis.
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La resistencia a azitromicina es debida a mutaciones en las posiciones A2058 y
A2059 de la region V del gen 23S rRNA, gen que se halla en copia Unica en M.
genitalium. Estas mutaciones se han asociado con el consumo previo de este
antibiético por otras infecciones, ya sean ITS o de otra indole (34). Se ha observado
que el tratamiento con monodosis de azitromicina puede ser insuficiente para
erradicar la infeccién por M. genitalium y puede favorecer la seleccion de cepas con
mutaciones en los genes relacionados con la resistencia a macrolidos (205). En el
presente estudio se detectaron 14 casos de infecciones por M. genitalium con
cepas con mutaciones asociadas a macrolidos. La frecuencia de infeccion con
cepas de M. genitalium resistentes a macrolidos fue del 12.6% en nuestra cohorte.
Estos casos correspondieron a pacientes tratados con azitromicina excepto tres

que habian recibido moxifloxacino como primera opcién terapéutica.

Las mutaciones A2058G y A2059G son las mas frecuentemente asociadas a
resistencia de alto nivel a macrolidos en M. genitalium (206). La mutacion A2058G
fue la mas prevalente en nuestra area geogréfica, coincidiendo con lo descrito por
Rivaya et al (76). Esto podria deberse a una posible diseminacién clonal de cepas
con la mutacion A2058G aunque no se realizaron estudios de epidemiologia
molecular para determinar la clonalidad. La mayor prevalencia de la mutacién
A2058G detectada en el presente trabajo contrasta con otros estudios realizados
en Catalunya y en otros paises europeos, en los cuales la mutacién A2059G fue la
mas prevalente o tenia una frecuencia similar a la mutacion A2058G (189, 197, 207-
211). Recientemente se ha descrito la emergencia de cepas de M. genitalium
resistentes a macrolidos en pacientes asintomaticos como un fenémeno multiclonal
(212). Asi pues, este comportamiento alodémico contribuiria a la compleja dinamica
de transmision de cepas resistentes en las poblaciones. Descrita con elevada
prevalencia en Holanda, el presente estudio describi6 la deteccién de la mutacion
A2058T en tres pacientes por primera vez en Espafia (70, 71, 213). La frecuencia
de deteccion de esta mutacion en el estudio de Braam et al., no se atribuyeron a un
anico brote clonal (213). La mutacion A2058T fue detectada posteriormente y de
manera minoritaria por otros autores en nuestra area geografica y también en
Galicia (76,197,189, 190).
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Como se ha mencionado anteriormente, las recomendaciones actuales de las
distintas guias de tratamiento no recomiendan realizar la deteccion de M. genitalium
en pacientes asintométicos excepto en las parejas de casos positivos (19,66,67).
Esta recomendacién se basa por un lado en el riesgo de prescribir tratamientos
innecesarios debido a que la infeccion asintomatica puede remitir de manera
espontanea y se desconoce exactamente su contribucion a la carga de
complicaciones patoldgicas (214). Por otro lado, la recomendacion pretende reducir
la presion antibiotica para evitar el incremento de resistencias especialmente a
macrolidos. A pesar de estas recomendaciones, algunos autores describen a los
pacientes asintomaticos, especialmente en la poblacién de hombres que tienen
sexo con hombres, como reservorio de cepas resistentes tanto a macrolidos como
a fluoroquinolonas (48, 214). En el presente estudio mas de la mitad de los
pacientes con cepas que presentaron mutaciones relacionadas a resistencia a
macrdlidos fueron asintomaticos. Si bien se desconocen los habitos sexuales de
los pacientes, existe el riesgo de transmision de estas cepas resistentes también
en los pacientes asintométicos incrementando de este modo su reservorio. Las
recomendaciones actuales estan planteadas en paises con altos niveles de
resistencias con el fin de no llegar a una situacion de infecciones por M. genitalium
no tratables. Sin embargo, nuestros resultados obtenidos en un area de baja
prevalencia hacen replantear la aplicacion de estas recomendaciones de manera
tan drastica en todos los pacientes asintomaticos. El manejo terapéutico de estas
infecciones asintomaticas es un reto puesto que existe una delgada linea entre el
incremento de resistencias debido al tratamiento y el aumento de reservorio por

carencia de tratamiento.

Las tasas de resistencia a macrélidos en M. genitalium muestran variabilidad
geografica y son altamente dependientes del grupo poblacional estudiado (77, 191).
En el presente estudio se incluyeron muestras con solicitud de ITS procedentes de
atencion primaria incluidos ASSIR donde se atiende tanto poblacion general como
poblacién de mayor riesgo para la adquisicion de ITS. La frecuencia detectada de
cepas con mutaciones asociadas a resistencia a macrolidos fue inferior a un estudio
realizado en Lleida (189) y tres veces menor a la de dos estudios realizados en
Barcelona sobre poblacion de alto riesgo (75, 197). Por el contrario, nuestros

resultaros fueron similares al de otros estudios europeos que incluyeron
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principalmente muestras diagndsticas realizadas en la rutina (208,210, 215). Sin
embargo, se observaron importantes variaciones en la tasa de resistencia a los
macrélidos en un estudio que incluyé tres paises escandinavos (216). A pesar de
que las poblaciones analizadas tenian caracteristicas similares, tales variaciones
fueron atribuidas por los autores a las diferencias en las recomendaciones
terapéuticas en las guias clinicas de cada pais. Actualmente el tratamiento de
eleccion de la uretritis no gonococica en Espafia se realiza con doxiciclina (100 mg
cada 12 h durante 7 dias por via oral) (132). La segunda opcion de tratamiento es
la azitromicina en monodosis (1 g via oral). A su vez, la guia incluye un apartado
para el tratamiento de M. genitalium con azitromicina en pauta extendida (132). En
el momento en que se realiz6 el presente estudio, la guia no incluia un apartado
especifico para el tratamiento de M. genitalium y el tratamiento con azitromicina en
monodosis era habitual por su facil dosificacién. Se ha reportado que este régimen
terapéutico se asocia a la aparicion de mutaciones que confieren resistencia a
macrélidos con mayor frecuencia que la pauta extendida con este antibiético (217).
El disefio experimental de nuestro trabajo no nos permitié corroborar esta
afirmacion. Sin embargo, la mitad de los pacientes que tenian cepas con
mutaciones relacionadas con resistencia a macrolidos tuvieron antecedentes de
infeccion previa por M. genitalium. Dada esta asociacion significativa, estos
pacientes podrian haber recibido macrélidos en el pasado. El tratamiento con
macrélidos para otros fines (incluido el tratamiento de infecciones respiratorias)

también podria haber contribuido a este tipo de mutaciones en M. genitalium (217).

El TOC se considera actualmente la herramienta mas til para la detectar fracasos
terapéuticos en infecciones por M. genitalium. En nuestra cohorte prospectiva, el
TOC se realizé en 42% de los casos, de los cuales la quinta parte fueron positivos.
Tras detectar cada uno de los diez fracasos terapéuticos se contactdé nuevamente
con sus médicos de cabecera y se recomendé citar a los pacientes para iniciar el
tratamiento con moxifloxacino. Nueve de estos pacientes, seis de ellos inicialmente
asintomaticos, estaban infectados con cepas de M. genitalium que tenian
mutaciones asociadas a la resistencia a macrolidos por lo que el tratamiento
recomendado no habia sido eficaz para eliminar el microorganismo. El paciente
restante estaba infectado con una cepa que no presentaba mutaciones asociadas,

pero habia sido tratado con doxiciclina, antibiotico que suele mostrar una alta
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prevalencia de fracaso terapéutico si se da en monoterapia (72). Nuestros
resultados respaldan la utilidad del TOC para detectar los fallos terapéuticos en el
seguimiento de los casos con infeccién por M. genitalium y para prevenir la
diseminacién de cepas resistentes a macroélidos. A pesar de esto, hay autores que
sugieren no realizar el TOC cuando, una vez finalizado el tratamiento, los pacientes
estan asintomaticos ya que la prescripcion de nuevo tratamiento podria favorecer
la emergencia de resistencias no solo a macrolidos sino también a fluoroquinolonas
(218). Cabe sefialar que no siempre es posible realizar el TOC debido al
requerimiento de nuevas visitas médicas. En estos casos, una opcion alternativa y
conveniente para evitar el fracaso terapéutico es la disponibilidad de herramientas
moleculares para la deteccion de resistencia a macrélidos en la rutina del
laboratorio (74, 75).

El presente estudio tiene varias limitaciones. Se recopilaron datos epidemioldgicos
y clinicos de todos los pacientes incluidos en la cohorte prospectiva mediante la
encuesta clinica, pero algunos datos relevantes como la orientacion sexual de los
pacientes o sus habitos sexuales no pudieron ser recopilados en la mayoria de los
casos. No se pudo disponer de todas las cepas de M. genitalium para realizar el
estudio molecular por lo que la frecuencia de resistencia a macrélidos en nuestra
cohorte podria no ser exacta. Dado que en nuestra area geografica no existian
datos sobre las frecuencias de infeccion y de resistencia a macrélidos, no se pudo
determinar si la intervencién de asesoramiento terapéutico pudo haber contribuido

de alguna manera a modificar los datos de resistencia.

La diseminacion de cepas de M. genitalium resistentes es un problema de salud
publica mundial. Nuestros resultados respaldan la contribucién del uso previo de
macrolidos en la aparicion de cepas resistentes. Por otro lado, dada la dificultad de
realizar el TOC en todos los pacientes con infeccion por M. genitalium, la
incorporacion de la deteccién de resistencia a macrolidos en las pruebas de

deteccion de M. genitalium deberia realizarse rutinariamente

109



110



DISCUSION

5.2. Neisseria gonorrhoeae.

La emergencia de resistencia a los antimicrobianos de eleccion para el tratamiento
de N. gonorrhoeae ha generado una alarma mundial por su impacto en salud
publica. Las guias de tratamiento empirico deben ser actualizadas periédicamente
en base a los datos de resistencias y a nuevas evidencias cientificas. Por esta
razon, la OMS considera a este microorganismo prioritario y aconseja la vigilancia
activa frente a la aparicion de resistencias antibiéticas. En este contexto, el objetivo
de la presente tesis fue caracterizar los clones de N. gonorrhoeae resistentes a

azitromicina circulantes en nuestra area de influencia.
5.2.1. Sensibilidad a los antibiéticos en N. gonorrhoeae.

Los betalactamicos presentan un efecto bactericida frente a N. gonorrhoeae (153).
Las infecciones causadas por gonococo solian tratarse con penicilina
histéricamente (153). Sin embargo, el incremento de cepas con resistencia debido
especialmente a la presencia de betalactamasas, ha propiciado que este antibiético
haya dejado de ser efectivo en la actualidad en muchas areas geogréficas y no se
considere tratamiento de eleccion (219, 220). Por ello la OMS recomienda que las
pautas de tratamiento deberian modificarse en aquellos lugares donde la
resistencia sea mayor al 5% (220). En el presente estudio, la resistencia a penicilina
fue del 14.2%, siendo la mayoria de aislados (82.2%) categorizados como sensibles
con exposicion aumentada. Estos resultados de resistencia a penicilina son
similares a otros estudios realizados en nuestro entorno por lo que este antibiético

ha dejado de ser considerado de eleccion (166, 221).

El tratamiento de la gonorrea no complicada se realiza con ceftriaxona y
azitromicina (1, 132). Desde la descripcidbn de la primera cepa resistente a
ceftriaxona, se han reportado cepas resistentes en todo el mundo, incluyendo
Europa y también en nuestro entorno (149,152, 222). En el presente estudio no se
detectaron cepas resistentes a ceftriaxona. Todos los aislados se categorizaron
como sensibles segiin EUCAST. Sin embargo, el 11.6% de las cepas presentaron
una CIM de ceftriaxona por encima del ECOFF por lo que se consideraron con
sensibilidad disminuida al categorizarse como no-wild type. Estos resultados de
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sensibilidad disminuida a la ceftriaxona son similares a los obtenidos en un estudio

multicéntrico a nivel espafol (221).

La azitromicina es el tratamiento mas frecuente en el tratamiento de las ITS (153).
En el caso del gonococo se ha observado una disminucion progresiva de su
sensibilidad. ElI uso previo de azitromicina y la diseminaciéon clonal pueden
contribuir a la disminucion de la sensibilidad a este antibi6tico (223). Estudios
previos realizados en Barcelona reportaron la emergencia de resistencia a
azitromicina en cepas de gonococo durante la Ultima década (224, 225),
describiendo las primeras cepas con alto nivel de resistencia en 2016 (222, 224).
En el presente estudio se detectaron 15 cepas con resistencia de bajo nivel a
azitromicina que posteriormente se caracterizaron por WGS. La resistencia a
azitromicina fue del 11%, frecuencia similar a la reportada en un estudio
multicéntrico espafiol en el cual se describe una gran variabilidad geografica y
temporal (221). Sin embargo, la frecuencia de resistencia a azitromicina detectada
contrasta con los estudios previos realizados en nuestra area geogréfica entre 2013
y 2018 en los que la resistencia era del 2.6-3.7% (224, 225, 226). Un incremento
sostenido de la resistencia a azitromicina se ha observado a nivel europeo desde
2017 (222). La mayor frecuencia observada en nuestro estudio realizado entre 2019
y 2022 podria ser debida a la diseminacion de nuevos clones.

La evidencia de la emergencia de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion detectada en determinadas areas geograficas ha propiciado que la
OMS incluya la terapia dual dentro de las recomendaciones de tratamiento (220).
Se han descrito casos de gonorrea con fracasos terapéuticos con ceftriaxona, e
incluso con el tratamiento combinado con azitromicina (227, 228). La resistencia
dual a ceftriaxona y azitromicina se ha reportado en los ultimos afios, aunque de
manera poco frecuente (228 - 232). En el presente estudio no se detectaron

aislados con resistencia dual.

Las quinolonas solo se recomiendan como tratamiento de primera linea cuando se
conoce el resultado del antibiograma debido a las elevadas frecuencias de
resistencia conocidas (1, 233). A nivel europeo, las frecuencias de resistencia a
ciprofloxacino se han mantenido alrededor del 50% desde 2011, observandose un

incremento progresivo a partir de 2017 (222). En el presente estudio se detecto una
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resistencia a fluoroquinolonas del 66.8%, cifra superior a la descrita en otros
estudios previos realizados a nivel espafiol (224). La co-resistencia de azitromicina
y quinolonas fue frecuente, especialmente en cepas con una CIM a azitromicina de
1.5 mg/L. Solo tres de las 15 cepas con una CIM a azitromicina >2 mg/L fueron
resistentes a ciprofloxacino. De estas cepas multirresistentes, los dos aislados con
las CIM de ciprofloxacino mas elevadas (3-4mg/L) pertenecieron al mismo clon ST-
9362.

5.2.2. Epidemiologia de las cepas de N. gonorrhoeae resistentes a

azitromicina.

La vigilancia de los clones circulantes de N. gonorrhoeae ha adquirido especial
relevancia con la emergencia de cepas resistentes a los tratamientos de eleccion.
La caracterizacion molecular de los aislados resistentes a azitromicina incluidos en
el presente estudio mostr6 escasa diversidad, especialmente mediante el esquema
MLST. La relacion filogenética en base al core genome mostré que las cepas
resistentes a azitromicina se agruparon en cuatro clados distintos, que incluian en
general cepas estrechamente relacionadas. Estos clados se correlacionaron con
los secuenciotipos de MLST, tal como han descrito otros autores (130). Sin
embargo, las cepas pertenecientes al ST-9363 se separaron en dos clados, uno de

los cuales con menos de 33 SNPs de diferencia entre las distintas cepas.

En los aislados resistentes a azitromicina se obtuvieron tres MLST distintos, de los
cuales el ST-9363 fue el mayoritario, seguidos del ST-11422 y del ST-9362, ambos
secuenciotipos son variantes en un unico locus respecto al primero (234). De los
diversos linajes del clon ST-9363, el linaje europeo emergié a mediados de la
década de 1970 para diseminarse posteriormente a América y Oceania (234).
Recientemente los mismos autores describieron la adquisicién de variantes alélicas
en el gen mtrR y en su promotor ocurrida en este clon ya durante este milenio,
hecho que contribuiria a la expansion clonal de un subgrupo con sensibilidad
disminuida a la azitromicina (234). El ST-9363 es actualmente el clon asociado a
bajo nivel de resistencia a la azitromicina predominante en Estados Unidos, Canada
y Australia (161, 234, 235). El clon ST-9363 fue reportado de manera ocasional en

algunos paises a nivel europeo en una coleccion de cepas incluidas en Euro-GASP
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hasta 2014 (236). El predominio del subgrupo de este clon asociado a resistencia
a azitromicina se ha descrito recientemente en Austria (237). En Espafia se ha
descrito el aislamiento de cepas de este clon asociadas tanto a cepas con bajo nivel
de resistencia a azitromicina como en cepas con alto nivel (221, 238). Nuestros
resultados respaldan la diseminacion clonal del ST-9363 asociado a resistencia de

bajo nivel a azitromicina en nuestro entorno.

Los esquemas NG-MAST y NG-STAR describen mejor la diversidad genética en
las poblaciones de gonococo (130). El NG-MAST realiza la caracterizacion de los
alelos de dos genes con regiones hipervariables (porB y tbpB). En el presente
estudio el NG-MAST predominante en los aislados resistentes a azitromicina fue el
ST-3935, detectado solo en aislados pertenecientes a los MLST ST9363 y ST-
11422 y coincidiendo con los hallazgos descritos anteriormente por Thomas et al.
(234). El secuenciotipo NG-MAST ST-3935 (mayoritariamente MSLT ST-9363 o
ST-11422, y NG STAR ST-193) fue el segundo en frecuencia detectado tras el clon
emergente NG-MAST ST-12302 en un estudio realizado en el marco de Euro-GASP
en 2018 (239). Con menor frecuencia se detectaron otros NG-MAST (ST-5802, ST-
6765 y ST-20379) pertenecientes a los dos MLST predominantes. Excepto el
aislado NG-9, las cepas resistentes pertenecientes a los MLST ST-9363 y ST-
11422 pertenecieron a un mismo genogrupo NG-MAST (G3935) y al NG-STAR ST-
193.

Las dos cepas sensibles a azitromicina caracterizadas a nivel molecular
pertenecieron al NG-MAST ST-388 (MLST ST-1588) y al ST-11461 (MLST ST-1599
y NG-STAR ST-520). Aunque el disefio experimental no permiti6 determinar la
estructura poblacional de todos los aislados sensibles durante el periodo estudiado,
este ultimo perfil correspondié a uno de los sublinajes mas frecuentes detectados
en el estudio de Euro-GASP antes mencionado (239). Estas dos cepas sensibles a
azitromicina habian sido aisladas en los pacientes A y B, los cuales presentaron
posteriormente una cepa resistente a azitromicina con un secuenciotipo distinto.
Estos resultados revelaron que ambos pacientes se infectaron con otra cepa
distinta por lo que se descartd la hipoétesis inicial de la posible emergencia de
resistencia a azitromicina en estos dos casos debida al tratamiento previo con

macrolidos.
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El tipaje de gonococo mediante el esquema NG-STAR proporciona informacion a
nivel epidemioldgico de las cepas y de la resistencia a antibiéticos. Se trata de un
sistema introducido en 2017 por lo que su uso todavia no esta demasiado
extendido. Como ya se ha comentado, el NG-STAR predominante en las cepas fue
el ST-193. Todos los aislados pertenecientes a este secuenciotipo presentaron el
mismo perfil de resistencia y de manera caracteristica fueron sensibles a

ciprofloxacino.
5.2.3. Determinantes de resistencia a antibioticos.

La resistencia a macrolidos es debida a la combinacion de diversos determinantes
de resistencia. La resistencia puede ser por mutaciones en el 23S rDNA, en los
genes rpl que codifican las proteinas ribosomales L4 y L22, en el promotor y/o el
gen mtrR que codifica la bomba de expulsion activa MtrCDE, los genes erm de las
metilasas, en el gen mef que codifica otra bomba de expulsibn y por la

sobreexpresion de la bomba MacA-MacB.

Las mutaciones en el dominio V del gen del 23S rRNA causan resistencia de alto
nivel a los macrélidos, especialmente cuando todas las copias del gen se ven
afectadas (240). Todas las cepas de gonococo con resistencia a azitromicina de
alto nivel descritas en un estudio realizado anteriormente en Barcelona presentaron
mutaciones en este gen (224). Asociadas a tres brotes de gonococo resistente a
azitromicina, las cepas con mutaciones solo en este determinante pertenecian al
MLST ST-9363 (NG-MAST ST-3935 y NG STAR ST-1993) mientras las cepas que
adicionalmente presentaban la delecién -35A en el promotor mtrR pertenecian al
MLST ST-7823 (predominantemente al NG-MAST ST-5309 y NG-STAR ST-2044).
En el presente estudio, todas las cepas incluidas presentaron resistencia de bajo
nivel a azitromicina y, acorde con lo esperado, no presentaron ninguna de las

mutaciones en el 23S rRNA asociadas a la resistencia a macrolidos.

Todas las cepas resistentes a macrolidos presentaron las sustituciones
aminoacidicas V125A, A147G y R157Q en la proteina ribosomal L4, sustituciones
descritas con anterioridad y asociadas a resistencia a azitromicina (242, 234).
Nuestros resultados concuerdan con los hallazgos de Thomas et al. (234), quienes

describieron la presencia de estas tres sustituciones en un cluster de cepas con
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resistencia de bajo nivel a azitromicina (CIM 2-4mg/L) pertenecientes
mayoritariamente al MLST ST-9363 y NG-MAST ST-3935. La sustituciéon G70D en
la proteina ribosomal L4 cerca de la region de union a macrdlidos se ha descrito
asociada a incrementos en la CIM a azitromicina (153, 243). Adicionalmente a las
tres sustituciones aminoacidicas mencionadas, las dos Unicas cepas resistentes a
azitromicina aisladas en mujeres (NG4 y NG10) presentaron la sustitucion G70D
en la proteina L4, que contribuiria también a la resistencia en estas cepas (CIM 3
mg/L). Ninguna cepa resistente a azitromicina presentdé mutaciones asociadas a
resistencia a macrélidos en la proteina ribosomal L22, coincidiendo con otros
autores (242, 244).

N. gonorrhoeae presenta diversas bombas de expulsion activa que, entre otras
funciones, pueden eliminar activamente el antibiético (158). El gen mtrR actia como
regulador de la expresion de los genes que codifican la bomba MtrCDE. Algunas
de las sustituciones aminoacidicas en el represor MtrR, como A39T, G45D y H105Y
se han descrito de manera frecuente asociadas a un incremento de la CIM a
azitromicina. Mutaciones en la region codificante de este gen y también mutaciones
en su promotor contribuyen a la sobreexpresion de la bomba, hecho que puede

causar resistencia a antibiéticos como los macrélidos y los betalactamicos (158).

Mutaciones puntuales en la region promotora del gen mtrR se han asociado a CIM
a azitromicina mas elevadas (158). Todas las cepas resistentes a azitromicina
pertenecientes a los MLST ST-9363 y ST11422 presentaron las mismas dos
mutaciones en la region promotora, una de ellas (A—C) entre las cajas -10y -35 y
la otra (G—A) en la caja -35. Las cepas pertenecientes al MLST ST-9362
presentaron la delecion -A disminuyendo el espacio entre las cajas -10 y -35. Se
ha descrito que esta delecién nucleotidica dentro de la region invertida de 13 pb en
la region del promotor mtrR causa una disminucion en la expresion del MtrR,
causando una elevacion de la CIM de azitromicina (162, 245, 246). Sin embargo,
se ha reportado la presencia de esta delecion como uUnico determinante de
resistencia a macrolidos en cepas sensibles a azitromicina por lo que esta delecion
no seria suficiente por si sola para conferir resistencia de bajo nivel (238). En el
presente estudio las dos cepas sensibles a macrolidos caracterizadas no

presentaron ninguna modificacion en la region promotora mientras todas las cepas
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resistentes a azitromicina presentaron ademas modificaciones en otros

determinantes.

Todas las cepas estudiadas resistentes a azitromicina y pertenecientes a los MLST
ST-9363 y ST11422 presentaron las mismas sustituciones aminoacidicas (D79N,
S183Ny M1971) en el represor MtrR. Estas tres sustituciones configuran el mosaico
MtrR, cuya adquisicion se ha descrito originaria de especies de Neisseria spp.
comensales y asociado a un incremento en la resistencia a azitromicina (161, 247).
Coincidiendo con nuestros resultados, Reimche et al. describieron la asociacion de
los clones MLST ST-9363 y ST-11422 con el mosaico mtrR y la mutacion A—C en
el promotor del mtrR en cepas resistentes a azitromicina con CIM 2-4mg/L (266).
Como ya se ha comentado, la diseminacion clonal del ST-9363 ha contribuido al
incremento en la resistencia a macrélidos. Ambos determinantes de resistencia, el
mosaico Yy la mutacion A—C, se han descrito en este clon como de incorporacion
reciente durante la Ultima década y se han asociado predominantemente a HSH
(234). Los aislados estudiados pertenecientes a este clon procedieron
mayoritariamente de varones, aunqgue la falta de datos sobre su orientacion sexual

no permitio realizar ninguna asociacion.

La sustitucion H105Y en el dominio de dimerizacion del MtrR causa una alteracion
en la conformacion de este represor (248). Este cambio conformacional produce
una disminucion en la unién del represor a la region promotora del operén mtrCDE,
hecho asociado a resistencia a antimicrobianos hidrofébicos como los macrélidos
(245). Sin embargo, la trascendencia directa de esta mutaciébn en cepas con
resistencia de bajo nivel a azitromicina en la region codificante del MtrR no esta
clara debido a su frecuente asociacion con la delecion en la regién promotora (162,
248, 249). En nuestro estudio las dos cepas resistentes a azitromicina
pertenecientes al MLST ST-9362 presentaron la misma sustitucion H105Y, en
ambos casos junto con la delecién -A en la regién promotora, coincidiendo con lo

descrito por otros autores (248, 249).

La sustitucion A39T en el dominio de union al DNA del gen mtrR causa una
disminucién de la afinidad de unién al promotor (248). Beggs et al. hipotetizaron
que cualquier influencia que esta sustitucion aminoacidica puede tener sobre la

sobreexpresion del operon mtrCDE deberia acompafarse de otras sustituciones en
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posiciones clave para la afinidad de union como Y48D (248). Sin embargo, el
presente estudio reveld la presencia de la sustitucion A39T Unicamente en las dos
cepas sensibles a azitromicina, de las cuales una present6 también la sustitucion
Y48D. Estas dos cepas no presentaron ninguna mutacion adicional en el promotor
del mtrR por lo que la combinacion de A39T y Y48D no seria suficiente para conferir

resistencia.

Las sustituciones A39T y G45D en el dominio de union al DNA del mtrR se han
descrito asociadas a la exposicion previa a azitromicina (223). Ambas sustituciones
aminoacidicas se han asociado a la sobreexpresion de la bomba MtrCDE cuando
se hallan juntamente con la delecién -A en la posicion -35 del promotor (153). En el
presente estudio, ninguna de las cepas resistentes a azitromicina present6 esta
combinacion concreta en la region promotora y en la region codificante del gen
mtrR. Como ya se ha mencionado, la sustitucion A39T estuvo presente Unicamente
en las dos cepas sensibles a azitromicina, hecho que respaldaria la necesidad de
modificaciones concomitantes en otros determinantes de resistencia para que se
produzca la resistencia de bajo nivel a azitromicina, de acorde a lo descrito por otros
autores (153).

La presencia de una proteina MtrR truncada se ha descrito con anterioridad N.
gonorrhoeae (245,250). Ambos autores las describen tanto en cepas sensibles a
cefalosporinas de tercera generacion como en cepas con sensibilidad reducida
aunque éstas presentaban adicionalmente otras mutaciones que podian estar
involucradas en la resistencia. Sin embargo, no determinaron la resistencia a
macrolidos en estas cepas con una MtrR truncada. La funcionalidad de estas
proteinas truncadas dependera del tamafio y de cdmo afecta a la conformacion de
los dominios esenciales, especialmente el de union al promotor. Curiosamente la
cepa NG-2 sensible a macrolidos presentd una proteina truncada de 149
aminoacidos probablemente no funcional. Sin embargo, esta cepa presenté una
proteina ribosomal L4 wild-type, por lo que se hipotetizd la contribucién relevante
de este determinante en preservar la sensibilidad a azitromicina incluso con un

probable aumento de la expresion de la bomba MtrCDE.

Las mutaciones en el locus mtrR que afectan a la expresiéon de la bomba MtrCDE

se han asociado a un mayor fitness respecto a las cepas wild-type (246). Los
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Mismos autores sugieren que estas mutaciones presentes en el MLST ST-9363
conferirian una ventaja selectiva a este clon, que contribuiria a su persistencia
temporal en Estados Unidos. La presencia de estas mutaciones que determinan la
sobreexpresion de la bomba MtrCDE en nuestras cepas con resistencia de bajo
nivel a azitromicina podria contribuir a una mayor ventaja selectiva, especialmente
en un entorno en el cual el uso de macrdlidos es frecuente. En este contexto, estas
mutaciones asociadas a resistencia de bajo nivel podrian contribuir en parte a la

diseminacion clonal del ST-9363 en nuestra area geogréfica.

La bomba de expulsion MacA-MacB reconoce macrolidos (163). Mutaciones en la
region -10 del promotor macAB se han asociado a un incremento de la expresion
de esta bomba de expulsion por lo que contribuyen a la disminucion de la
sensibilidad a estos antibidticos (163). Ninguna cepa incluida en el estudio
molecular presentd mutaciones en el promotor del gen que codifica la bomba MacA-
MacB. Estos resultados coinciden con la ausencia 0 muy baja prevalencia de estas
mutaciones reportadas en la bibliografia reciente (164, 169, 241, 251).

La adquisicion de resistencia a macrolidos puede ser debida a la transferencia
horizontal de genes erm y al gen mef, que codifican diversas metilasas y una bomba
de expulsion, respectivamente. La adquisicion de estos genes estd ampliamente
reportada en bacterias como Staphylococcus spp y Streptococcus spp. (252, 253).
Sin embargo, en el gonococo la contribucion de estos determinantes a la resistencia
a macrélidos parece ser escasa y no se detecta en la mayoria de los estudios (164,
242, 244, 254). Coincidiendo con la bibliografia, no se detecto la presencia de los
determinantes erm y mef en los genomas de los aislados resistentes a azitromicina

estudiados.

La resistencia a los antibiéticos betalactdmicos en N. gonorrhoeae puede ser
debida a diversos determinantes. Las dianas principales de resistencia a los
betalactamicos son las dos proteinas de union a penicilina (PBP1 y PBP2) que
presenta el gonococo. Otro determinante de resistencia a esta familia de
antibidticos es la porina PorB. Como ya se ha comentado, también las mutaciones
gue afectan al locus mtrR afectan a los betalactamicos por sobreexpresion de la
bomba MtrCDE.
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El mecanismo cromosémico mas frecuente en gonococo involucrado en la
disminucion de la sensibilidad a betalactamicos son las modificaciones en el
dominio transpeptidasa de la PBP2, ya sea debidas a la presencia de un mosaico
0 a mutaciones puntuales en el gen penA (106,185). Excepto la cepa NG-17, todas
las cepas resistentes a azitromicina estudiadas presentaron el mismo patron no-
mosaico IV en el gen penA (185). La mayoria de estas cepas presentaron
sensibilidad con exposicién incrementada a penicilina y fueron sensibles a
ceftriaxona. Todas las cepas estudiadas con patrones no-mosaico en el gen penA
presentaron la insercion de un residuo Asp-345A en la PBP2. La insercion de este
anico residuo de acido aspartico en esta posicién causa la expresién de una PBP2
modificada que se ha asociado a disminucion de la sensibilidad a penicilinas (255).
La acumulacion de otras mutaciones, asi como cambios en otros genes como ponA,
se ha asociado a la adquisicion de resistencia de alto nivel a penicilinas, pero no se

ha relacionado con resistencia a cefalosporinas (100, 256).

Los alelos mosaicos en el gen penA involucrados en la resistencia a betalactamicos
derivan de especies comensales del género Neisseria por transformacion in vivo
(106). En el presente estudio, solo una de las cepas caracterizadas a nivel
molecular (NG-17) presentd un alelo mosaico en el gen penA, que correspondio al
patron XXVII (185). Esta cepa presenté sensibilidad con exposicion incrementada
a penicilina y fue sensible a ceftriaxona. De las distintas mutaciones presentes en
los alelos mosaico de penA, las sustituciones G545S, 1312M y V316T se asociaron
a un incremento en la resistencia a los betalactdmicos, especialmente a cefixima
(257). Sin embargo, posteriormente se describi6 el fendbmeno de la epistasis
asociado a estas tres sustituciones al requerir de la presencia de otras mutaciones

en los alelos mosaico para conferir resistencia (258).

Las mutaciones en la porina PorB pueden causar una disminucion en la entrada de
penicilina, cefalosporinas y tetraciclinas cuando afectan a las posiciones 120y 121
gue se consideran criticas en la conformacion del tamafio del poro (167). En estas
dos posiciones en PorBlb se han descrito diversas sustituciones asociadas a
resistencia entre las cuales se halla la combinacion G120K/A121N (167, 259). En
el presente estudio estas dos sustituciones se detectaron en todas las cepas con

resistencia a macroélidos que presentaron un rango de CIM a penicilina de 0.38-

120



DISCUSION

0.75mg/L. Por el contrario, las dos cepas con la CIM de penicilina mas baja (CIM
0.19 mg/L) no presentaron estas sustituciones. Cabe destacar que la combinacion
de mutaciones en el mtrR y de mutaciones en el gen de la porina es necesaria para
incrementar la resistencia a penicilina y contribuye a elevar los valores de CIM en
cefalosporinas de tercera generacion (167, 259). Como ya se ha comentado, todas
las cepas resistentes a macrolidos presentaron adicionalmente alguna de las
mutaciones en el gen mtrR asociadas a resistencia. Sin embargo, ninguna de ellas
presenté valores elevados de CIM a cefalosporinas y en el caso de la penicilina fue
dificil atribuir a estos determinantes algun tipo de asociacion dado el disefio

experimental. Coincidiendo con nuestros resultados, Reimche et al.

describieron que la combinacion de las sustituciones G120DK y G121DN en PorB

junto con la mutacién A—C en el promotor mtrR asociada al mosaico en el operon
mtrCDE fue prevalente en aislados pertenecientes a los MLST ST9363 y ST11422
(266).

La alteracién en la conformacién del represor MtrR debida a la sustitucién H105Y
puede causar también una mayor afinidad de union a la penicilina (260). Esta unién
al antibiético contribuiria también a alterar la conformacion que causaria una
disminucion de union al promotor. Como ya se ha mencionado, esta sustitucion
aminoacidica estuvo presente en las dos cepas MLST ST-9362, las cuales diferian
en otros determinantes asociados a la resistencia a betalactamicos. Con el alelo
mosaico en el gen penA 'y la sustitucion G120K / A121N en la porina PorB, la cepa
NG-17 present6 unos valores de CIM a penicilina y a ceftriaxona mas elevados que
la cepa NG-7, que no presento alelo mosaico y tenia una porina wild-type.

La adquisicién de betalactamasas tipo TEM se asocia a resistencia de alto nivel a
la penicilina en el gonococo (261). Ninguna de las cepas resistentes a azitromicina
estudiadas fue resistente a penicilina. De las cepas caracterizadas a nivel
molecular, solo una de las dos cepas sensibles a azitromicina presento resistencia
de alto nivel a penicilina, atribuida principalmente a la adquisicion de un gen blarew.
Sin embargo, ademas de la betalactamasa TEM-1, esta cepa presentd el patron
XIX no-mosaico en la PBP2 con la insercion Asp-345A antes mencionada y la
sustitucion aminoacidica L421P en la PBP1. La sustitucion L421P en el dominio

transpeptidasa de la PBP1 se ha relacionado con la disminucion de su eficiencia de
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acilacion in vitro con diversos antibioticos betalactdmicos (256, 262). Esta
sustitucion aminoacidica se ha detectado con frecuencia en cepas con resistencia
de alto nivel a penicilina y con sensibilidad disminuida a cefalosporinas de tercera
generacion (245). Sin embargo, esta mutacion no parece ser suficiente por si sola
para causar resistencia de alto nivel a la penicilina y disminucion de la sensibilidad
a cefalosporinas de tercera generacion (256, 263). Otros determinantes de
resistencia adicionales como la presencia de un gen penA mosaico serian
necesarios para que esta sustitucion en la PBP1 contribuya a estos fenotipos de
resistencia (256,263).

Ciprofloxacino no se recomienda en el tratamiento empirico de la infeccion por
gonococo (220). La elevada resistencia a ciprofloxacino antes mencionada en el
conjunto de las cepas incluidas en el estudio, contrasta con la baja resistencia
observada en las cepas con resistencia a macrolidos. La resistencia a
fluoroquinolonas en el gonococo es debida a determinadas mutaciones puntuales
adquiridas de manera secuencial en las regiones QRDR de los genes que codifican
la girasa y la topoisomerasa IV, enzimas esenciales en la replicacion del DNA (153).
Sustituciones dobles en la posicion Ser-91 y Asp-95 en el gen gyrA junto con una
sustitucion Unica o doble en el gen parC tienen un papel relevante en el desarrollo
de resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas (174). Tres de las cepas resistentes
a ciprofloxacino (CIM ciprofloxacino 3-4 mg/L) caracterizadas a nivel molecular
presentaron las sustituciones S91F y D95A en el gen gyrA junto con la sustitucion
S87R en la region QRDR del gen parC. Dos de estas cepas pertenecieron al MLST
ST-9362, secuenciotipo poco prevalente en nuestro entorno que no se ha descrito

anteriormente asociado a resistencia a fluoroquinolonas (264).

Recientemente diversos autores han asociado la diseminacion global de resistencia
a fluoroquinolonas en N. gonorrhoeae especialmente a tres MLST (ST-1901, ST-
7363 y ST-9363) (157, 265; 266). Como ya se ha mencionado, el MLST ST-9363
fue predominante en las cepas resistentes a macrélidos detectadas durante el
periodo a estudio. Sin embargo, solo una de las cepas pertenecientes a este ST
presentd resistencia a fluoroquinolonas (CIM ciprofloxacino 0.19 mg/L). La
presencia de la doble sustitucién en gyrA en ausencia de sustituciones en el QRDR

de parC se ha asociado a incrementos en la CIM menores (174, 236). Esta cepa
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presento las sustituciones aminoacidicas antes mencionadas en el gen gyrA pero
ninguna sustitucion en la region QDRD del gen parC, hecho que justificaria su

menor CIM a ciprofloxacino.

Las mutaciones en la region QRDR de los genes gyrA y parC pueden tener un
impacto en el fitness del N. gonorrhoeae (267). La elevada frecuencia de resistencia
a fluoroquinolonas en gonococo podria ser explicada en parte por la seleccion de
mutaciones compensatorias que estabilizarian estos fenotipos de resistencia en
determinados clones (267). Estos autores hacian especial referencia a las
mutaciones concomitantes en el gen mtrR. Sin embargo, otras mutaciones (R537L
y R537S) en parC localizadas también fuera del QRDR se han descrito con
anterioridad en cepas de gonococo resistentes a ciprofloxacino y se ha sugerido su
posible contribucion a la resistencia (268). En nuestro caso, todas las cepas
caracterizadas, incluidas las sensibles a ciprofloxacino (excepto NG-15)
presentaron la sustitucion F479L en parC, mutacion descrita con anterioridad en
cepas resistentes a ciprofloxacino (269). Esta sustitucién en parC podria contribuir
de alguna manera a la compensacion antes mencionada de mutaciones criticas,

aungue se desconoce su posible relevancia en este sentido.

El estudio de las cepas de N. gonorrhoeae con resistencia a azitromicina presento
diversas limitaciones. Una limitacién importante fue no poder disponer de los datos
clinico-epidemioldgicos de los pacientes por lo que se desconoce la informacion de
los habitos sexuales y de los tratamientos previos con macrélidos que hubieran
podido contribuir a la seleccibn de cepas resistentes a azitromicina. La
caracterizacion molecular solo se realiz6 en las cepas con un valor de CIM a
azitromicina >2 mg/L. La no inclusion de las cepas con un valor de 1.5 mg/L podria
haber subestimado la contribucion de otros clones en la diseminacion de la

resistencia de bajo nivel en nuestra area geogréfica.

La resistencia de bajo nivel a azitromicina en N. gonorrhoeae detectada en nuestro
estudio fue mediada por la contribucion de diversos determinantes de resistencia
en cada una de las cepas caracterizadas. Como ya se ha comentado, uno de los
mecanismos mas relevantes involucrados en esta resistencia fueron las

modificaciones en la proteina ribosomal L4, estando las mismas sustituciones
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mosaico presentes en todas las cepas de manera independiente al clon que
pertenecian. La sobreexpresion de la bomba de expulsion activa MtrCDE fue el otro
mecanismo involucrado. Sin embargo, las mutaciones concretas tanto en la region
promotora del gen mtrR como en la regién codificante presentaron una distribucion
clonal especifica, que podria sugerir su diseminaciéon clonal. En este contexto, el
uso tan frecuente de macrélidos en el tratamiento de infecciones respiratorias y de
uretritis no gonocdécica podria contribuir a la seleccion de aquellos clones de
gonococo que presenten algun tipo de mutaciones que confieran resistencia de bajo
nivel (1). El uso de concentraciones suboOptimas de azitromicina podria contribuir
también a este proceso de seleccion. En este sentido, un estudio reciente sobre los
pardmetros farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK/PD) de los principales
tratamientos frente a gonococo mediante simulaciones con curvas de Monte Carlo,
revelé que la probabilidad con la que la monodosis oral de azitromicina (1g y 29)
alcanzaria el objetivo de terapéutico PK/PD considerado de eficacia (>90%) se
daria solo cuando el valor maximo de CIM a azitromicina fuera de 0.064 y 0.125
mg/L, respectivamente (238). Teniendo en cuenta que la CIM50 del total de
aislados incluidos en nuestro estudio fue de 0.5 mg/L, la probabilidad de estar
usando dosis subodptimas de azitromicina en el tratamiento de la gonorrea seria
muy elevada, y podria contribuir a la seleccion de las cepas categorizadas como

no-wild type para este antibiotico.
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6. Conclusiones.

1. Se detectaron 612 casos de Mycoplasma genitalium en los 17846 pacientes
incluidos en el estudio retrospectivo (2011-2017), que correspondieron a una
frecuencia de infeccion del 3.4%. La frecuencia de infeccidén fue mayor en hombres
(4.8%) que en mujeres (2.9%) observandose una asociacién estadisticamente
significativa (p< 0.001)

2. La frecuencia de infeccion por M. genitalium fue del 3.7 % en la cohorte
prospectiva (2014-2015). La frecuencia de infeccion se observé principalmente en
pacientes jovenes (15 - 35 afios) presentado una asociacion estadisticamente
significativa (p<0.0001). La infeccién fue asintomética en la mitad de los pacientes

y fueron mayoritariamente a mujeres (61.1%).

3. La infeccion simple por M. genitalium se detectd en el 39.3% de los
pacientes, de los cuales la mitad fueron asintomaticos. La codeteccién de M.
genitalium con otros agentes de transmision sexual (ITS) se hallé en el 21.9% de
los pacientes. El agente de ITS més frecuentemente codetectado fue C. trachomatis
(51.7%) y se observo principalmente en mujeres. La presencia de disbiosis se
observd en un 38.6 % de los pacientes con infeccidon por M. genitalium y U.

urealyticum fue la bacteria detectada con mas frecuencia.

4. El consejo terapéutico realizado influyé en la prescripcion. Mas de la mitad
de los pacientes recibieron tratamiento dirigido contra M. genitalium y un 47.7%
recibio la pauta extendida con azitromicina. El test de cura (TOC) se realiz6 en el
42% de los pacientes con infeccién por M. genitalium en la cohorte prospectiva, y
fue positivo en una quinta parte. El TOC fue efectivo para detectar los fracasos

terapéuticos.
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5. La frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia a macrolidos fue del
12.6% en la cohorte prospectiva. La mutacion mas prevalente fue A2058G, seguida
de A2059G y de A2058T.EI presente estudio describié la mutacion A2058T por

primera vez en Espana.

6. Mas de la mitad de los pacientes con infeccidn por cepas con mutaciones
asociadas a resistencia fueron asintomaticos, por lo que podrian considerarse
reservorio de resistencia en ausencia del tratamiento adecuado. La mitad de ellos
habian tenido una infeccion previa por esta bacteria por lo que podrian haber
recibido macrélidos en el pasado. Estos resultados apoyan el papel de los
tratamientos con macrélidos en la emergencia de resistencia a esta familia de

antibioéticos.

7. La frecuencia de infeccion por Neisseria gonorrhoeae en los hombres fue
cuatro veces mayor que en las mujeres. Respecto a la edad de adquisicion de la
infeccion, predominé entre los pacientes jovenes, principalmente entre 26 y 35

afnos.

8. La resistencia a azitromicina en N. gonorrhoeae fue del 11% durante el
periodo estudiado. Esta frecuencia de resistencia obtenida triplicd las descritas
anteriormente tanto en el area metropolitana de Barcelona como en otras regiones
de Espafa. Aunque todos los aislados presentaron resistencia de bajo nivel a
azitromicina (1.5-4 mg/L), nuestros resultados cuestionan la adecuacion de la

azitromicina en el tratamiento empirico de la gonorrea en nuestra area geografica.

9. No se detecto resistencia a ceftriaxona en N. gonorrhoeae durante el periodo
a estudio. Sin embargo, el 11.6 % de los aislados presentaron una CIM a este
antibiotico por encima del punto de corte epidemioldgico. Los resultados de este
estudio sugieren que la ceftriaxona es efectiva para el tratamiento de la infeccion

gonocdcica, pero es necesario vigilar el incremento de la CIM de este antibiético
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debido a la presencia de aislados que presentan algiin mecanismo de resistencia

asociado y a su potencial diseminacion.

10. Laresistencia a quinolonas en N. gonorrhoeae fue del 66.8 % en el conjunto
de las cepas, en contraste con la baja resistencia observada en las cepas
resistentes a macrélidos. La elevada resistencia global evidencia la falta de utilidad
de ciprofloxacino en el tratamiento empirico de la infeccidbn gonocdcica en nuestra

area geogréfica

11. Las cepas de N. gonorrhoeae con resistencia a azitromicina (>2 mg/L)
detectadas durante el periodo a estudio presentaron poca variabilidad clonal,
perteneciendo a tres MLST distintos (ST-9363, ST-11422 y ST-9362). En contraste,
los dos aislados sensibles a azitromicina caracterizados a nivel molecular
pertenecieron a clones distintos a los resistentes que se aislaron posteriormente en
los mismos pacientes, por lo que se considerd que se habian infectado de nuevo

por cepas distintas.

12. EIMLST ST-9363 asociado a bajos niveles de resistencia a azitromicina fue
el mas prevalente en las cepas de N. gonorrhoeae resistentes a este antibidtico.
Los dos otros secuenciotipos detectados en las cepas resistentes fueron los ST-
11422 y ST-9362, ambos son variantes en un solo locus del ST-9363. Estos
hallazgos sugieren que la diseminacion actual de resistencia a azitromicina en
nuestra area geografica podria ser mayoritariamente debida al clon MLST ST-
9363.

13.  Se detectaron seis secuenciotipos NG-MAST distintos entre las cepas de N.
gonorrhoeae resistentes a azitromicina, siendo el ST-3935 el mas prevalente. Este
secuenciotipo estd ampliamente distribuido en Europa, siendo el segundo mas
frecuente en un estudio realizado por la Red Euro-Gasp. La mayoria de las cepas
pertenecieron al NG-STAR ST-193, con un mismo perfil de resistencia antibiotica

en el que destacaba su sensibilidad a ciprofloxacino.
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14. Las cepas de gonococo caracterizadas a nivel molecular mostraron en
general elevada correlacion entre el fenotipo de sensibilidad a los antibiéticos

estudiados y los determinantes de resistencia detectados.

15. Laresistencia a azitromicina de las cepas fue de bajo nivel. Ninguna de estas
cepas presentd mutaciones en el dominio V del gen que codifica el 23S rRNA,
mecanismo que puede asociarse a resistencia de alto nivel a macrolidos cuando
esta presente en diversas copias del gen. No se detectaron mutaciones en la
proteina ribosomal L22 ni en el promotor de la bomba MacA-MacB. Ninguna de
estas cepas presento los genes adquiridos (erm y mef) asociados a resistencia a

macroélidos.

16. Laresistencia de bajo nivel a azitromicina fue causada por tres sustituciones
aminoacidicas (V125A, A147G y A147Q) en la proteina ribosomal L4 presentes en
todas las cepas resistentes, junto con la sobreexpresiéon de la bomba de expulsion
activa MtrCDE debida principalmente a mutaciones en el promotor del gen mtrR y

a determinadas sustituciones aminoacidicas en el represor MtrR.

17.  Las sustituciones aminoacidicas (D79N, S183Ny M1971) en el represor MtrR
asociadas a resistencia a macrolidos estuvieron presentes en todas las cepas
resistentes pertenecientes a los clones MLST ST-9363 y ST-11422. Estas cepas
presentaron también las mutaciones (A—C / G—A) en el promotor del gen mtrR.
Por el contrario, las dos cepas pertenecientes al clon ST-9362 presentaron la
sustitucion H105Y en la regidn codificante del represor y la delecion -A en su region
promotora. Estos resultados sugieren la diseminacion clonal de estos

determinantes de resistencia asociados al MtrR en nuestra area geografica.

18. Todas las cepas resistentes a azitromicina estudiadas presentaron el mismo
patrén no-mosaico IV en el gen penA excepto la cepa NG-17. La mayoria de ellas
presentaron también las sustituciones G120DK y G121DN en la porina PorB. Las

cepas con la combinacion de ambos determinantes junto con la sobreexpresion de
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la bomba MtrCDE presentaron un rango de CIM a la penicilina de 0.38 — 0.75mg/L
y pertenecieron a los clones MLST ST-9363 y ST-11422.

19. Una de las dos cepas pertenecientes al clon ST-9362 (NG-17) presento el
alelo mosaico XXVII en la PBP2, la sustitucion G120DK/G121DN en PorB, la
delecién -A en el promotor mtrR y la sustitucion H105Y en el gen mtrR. A pesar de
esta combinacién de determinantes de resistencia a betalactamicos, el fenotipo de
resistencia observado no difiri6 de manera relevante al de la cepa NG-7.
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ANEXOS

Anexo 1: Encuesta realizada a los pacientes con infeccidén por M.

genitalium.

ENCUESTA MYCOPLASMA GENITALIUM
N paciente:

Aiio aislamiento:

Centro de Origen:

CAP/HOSPITAL (C/H):

Médico:

Servicio:

Pertenece a la unidad de ITS (SI/NO):
Nombre paciente:

NHC:

CIP:

Sexo:

Edad:

Origen:

Trabajador/a sexo comercial (SI/NO/NS NC):
Coinfeccion:

HIV+:

Antecedentes:

Sintomas:
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TRATAMIENTO (antibacteriano y dosis):

-1er antibacteriano:

-2do antibacteriano:

Duracion del tratamiento:

-1er antibacteriano:

-2do antibacteriano:

EVOLUCI()N( curacion, recidiva,desconocida C/R/D):

SEGUNDO TEST(SI/NO);

RESULTADO SEGUNDO TEST (Positivo/Negativo P/N):

Si segundo test positivo
-2do Tratamiento antibacteriano:

Duracion 2do tratamiento:

ANEXOS
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Anexo 2

ANEXOS

Articulo original: Macrolide resistance in Mycoplasma genitalium in Catalonia, Spain. A 1 year

prospective study. Publicado en la revista Journal of antimicrobial chemotherapy en febrero de 2021.
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tnamited dseqse [STO)." The dbsence of a cellubar wall, whichis
a ditindive ol shared by dl members within the family
MycapbEmatoreas, mafes i nrinie redstonce 1o aniliolies
targeting this stucture such o [Hodams. Geen its fastidous
nature and dow gowth in wite, oetiblogiml dingnosis of
M. genmbalium i perbemed by ruchse acid ampliliation tets?

M gentalivm B a dSqnificant cesologeal agert of noo-
gomococcd uretirits, with rates ranging fram 10% to 25% in
ks AL genilnfum hos oo been asSociated with enicis,
endametiti, pelvic inflammotory disease, preterm bith and

aillbieth * ¥ Patients without appropéate teament mdy hove
dineal complications even laer in Ble, such as inferibiy
Howewer, M. gembaliurn infections ane olten esymplomatic; a faa
atcontributes tothe bundenol This infection.

Arithramycin & the manaay of eatment for M. genitaliom
infectinns. Currenty, the firstine treatiment i arthramyein in an
extended regimen (Le S0mg the fird day, foliowed by 250 mg
per day for 4doys) aomeding to the Eurgpean guideline on
Mymplasma gembalum infections ® This extended regimen has
bean suggested to be mone effective than the 19 Sngle-dose
mgimen so widely wed in STD teatments, and additonally it
has been associnted with ks thempeutic falure® When azithro-
rrycin teament ik, madfloxadn (400mg for 7-10days) &

©The Authanks) M2, Pbiished by Onford University Press an behalf of #he Brdish Societyfor Anfrmicrobial Chematherapy. Allright= ressreed.

For permissions, plese ermoi- joumals penmison SO upLoom.
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recommended. However, thergpeute falure has abs been
reposted for luoroquinolbnes” Dayeyeline may beanaltenmative,
Butithes low enadieation rates '

The firgt M gentalum strain bearing mdtand Lo maocrdides.
was reparted in 2006" Macrdide mdatone & dus to mutations in
region V of the 235 fBNA gene (ot positions 2058 and 2053 in
Eshavichin el M. gonBalium con emily aequise resdanes 1o
macmlides because it has orly one cogy of ths gene” These
Frutations hawve been deserbed mone frequently in MSM and alss
ncefain geographica areas ™™™ Resistanee 1o Muoraquinolbone:
i ity due 1o frutations in the parC gene *** The emengends of
MDR M. gendalum strains, Le madtant to macolides and fluore-
auiniobone, o anmpontant public health probliemn, not anly for

treatrment, but also for the potentinl dissemination of
these stming 4

Reparted rabes of M genftalium vary depending on the geo-
graphical ama and the characteristies of the populdtion under
Audy [sex, oge sewual hobity, soco-economic  condiions,
et ] 7% Regarding the general population, the rates in Eumpe
range fram 0.1% to 3 3% 1% In Spain, few reports hawe been pub-
shed with very diffesent reults due to the diffemnoes bothin the
population grougs under stidyand the methoddogy wed =™

Gl i thee s.carce data on M. geritaliurm in Catd onin, the aifn of
e et work wits 1o dietenmine the nates of M. gembafuminkee-
tion and mooolde-regstant sinaing in o cohort that nduded
mainly & mptomatc and aymplomatic patients with sesually
mnanlted inledion [STI) wspidon n an area adjacent to
Bamehana The cdinioal presentotion and the aﬁ:ulfr:l:u-upwen
g evaliated

Materials and methods

Ethics approval
the Ethirs Commisee of e Hopia Uhierston Mifua de Temesa
apprresd the reseonch japp ool rumiser FER.

Specimen collection

The diniml spacimens wene unetral exudates in males, and woginal and
endoceriical emudates in femoles, coledted in Stuat or Amies medio.
Them e sompleswene milartsd from patients ofending primary heathore
ceritres PR and twa isaching hospifols inowr gemmophionl area, &
walless Geridental (Cataurrya, Span, which isan amsa coeening o populotion
of 910031 inhabitants (dotn from Irstiut dEsodistion de Comlurya,
Mdescat, 2017, hepoiferaw.idescant). The meferting enres includ od
qnaecongisss | Sobodell and Cerdamyola AHCCs) ond G5, from Hospital
Uhiarsion Muotua de Tarmesa (S35 beds) and Corsond Soniton Tamesa
) i) Al pivs iciares wwene informisd about the study and they agresd
o paridpmte. M. geniniiem tesing was performmed in ol men with ciniol
Sepicon ofu mehrits ormecent unsafe el interours e Testing inwomen
wos periormed in bath symptomaotc pofans, when an 571 wa s dincaly
sepeted, and N aMpomaic potients gfendng o mAtne gynoco-
ingml exomingtion orwith o seadl poetmer diogn osed with an 51 orwith
mecEnt urs afe intercoume.

Study design

this prospective sudy to andyse $e mes of mooroide meistanoe-
amsoaoied mutodons in M genitafum inciud od ol spedmens s a ttoourin-
siton for 300 detecfion duing 1year (une 501 to June ZOLSL
Epderninlogical and redevont diniol dot were colledhed trough aciniaol

sureey parformmed by physdans in the M. genitafum-positive cases. Only
one Sample per patient wos induded. &0 odditional rerospecee analyss
o oudinethe oweral &L genitaliem prevalence in our geogrophiol incuded
don foma T yeor period (2011=17).

Microbiological disgnosis

G sy {Sin-Rod, Momes-lo- Coquette, Franoe], whidh also ncluded $hie
Hd-l;r:?ﬂﬁn—ﬂdlﬂ.ﬂ:i:nddﬂnﬁmmpﬂhmﬂdﬁlg
e Gl (aacEN, Hilden, Garmmory] systern, following the manudoc-
Ty irerudons. wre strecked oo PolyVieX | binMérieu,
Moy 1t mile, Fronce and Thayer Mortinplates fioMaéniauxd, an dinaboesd
follovwing the standand prooesdures. Sy dernl iden@fraSon wias performmed
by ITES™ 2 Comypoct {Sormeneun .

Folowing the iniSd diognosis of M. genitdium indection, the cincal
migubiciogst ntoded the physcon to meommend an exiended
arithmomycin treomaent and the performonce of o festof oore (TOC), which
£ 0 seond moleoor test performed ot ieost Iweeks ofter e end of
otrment.

Molecular detection of macnolide resistance
thamcterizoion of mocmlide m=xonoe wos periormed on e DA
eirads of the samples prospectively alleded. 335 Db sequendng was
pr'h'rnu}dn:t!'l: Sotms Senum Instiue (Copenhogen) o5 predously
reparted

Statistical analysis
Dt were surmManzed with perentoges and 95% O for cotsgoriml, os
mesan = 50 for quantitotee, or mesdion and 108 for non-normal soriobles.
Ctegonionl wariobles were mmpaned by 37 test or by Fehers eanct st
Cuani mtie varabies without a nomal distibution were compared wsng
non-porametrctests {5 nskd - Wallis) on d those thot showed a nomal dis-
mbugon were mompomed by ondyss of wrionce (aOve] Al sotistica
estswens bwo-sded, witha Pualue of 90 0% corsdered siotsSally sgrifi-
it Sosiml analyses wens perfommed using 1B SEE GRS

Results

The Tyedr retrespectve dudy included 20133 samples fmm
17846 patients and the gobal rate of M. geniloliem was 3.4%
@5 O 3.2-3.7) (Tatde 1). The 1 year prospective study to evalu-
e madalde edsone nduded 3540 patents. OF thess, 132
[3.7% (959 CT 313-4.4]) wem podtive for M. gemitaliur. The me-
dian age was 775 years fange 15-66 years] The distribuion of
M. genitalium infection mtes amonding to the age- specific groups
wes 5.T% (SBS1008] 0% (4571114), 2.4% R1B63) and 1.4%

Tablel. Don colecied duringthe T yeor retrospectiee study | 2011-17)

Teted {ri) %
Sornples M1
Potients 17 8Lk
femae 13am T
male &TTS T
M gl positie coses &1z L ESRCILIAT)
femae = 18BN EIE-1T)
rroie m LEESNCILI5%)

2ol 6
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[B/555) for 15-25 26-35 36-45 and >46yeas_ respectively; no
Aatstiral assockaion wos olsared despite the higher detectinn
intha yeunaest group [P= 001 64) Table 2 showe the dinieal data
ol patents with a poslive M. gendlaibim detection. Of thess 132
patients, the proportion of symplomatic and oSymplomatic
wad 1-1 Them weve 56.0% KBU72) of agmplomale women
and 437% (26460] of agnplomatic men. Oenical data for
M genitlim-negative patiens wene nal collbclod Snge ine
tion by M. geaitalium was detected in 79.5% (105/132) of the
patients [Table 3] AL beast ane ather saxually tansmitted ogent
w4 detected inthe remaining 20.4% (27/137] of the patents_ The
mad frequent co-deteded miroorganam we O trachamals
[11%; 15/137]; there wes no signiicant msndation amang this
cordetection, gerder and symplomatic/syrplomalc pabents
P=0317).

Bvinrltial st Drnttiriant aairat M. gemilinm wad giean s
B1 out of 132 patients [51.4% (35% CT 52.9-62.4]]. Owendl, azth-
ey dn was given in 74 patients [S61% [B%% CT 47.5-643]),
rrainly in extendsd desoge [ 7 7% 63713 2); four pathents mosved
demyeyeline and thres mesved madfmadn Table 2] No treat-
ment was given o 29.5% [39/132) of the patents. Treatment wae
odequate ogaing M genlalbm (mardy fHoctams) in the
remaining 10% (131132) TOC was pedosmed at beast 3 wesks
after the end of treatfment in 56 patients and L was postive im0
oo, witich wem considesed therapeutic falure nine had been
e with @iBwarmycn and ane with desyeycine].

Of the 132 pesifive samples_ 111 were avalable for the mobeou-
lir detection of macrdide resitance thene wese 37 WT s¥aind
and 14 [12.6%) with a mutafon The most prévdent muiation
wad AXDSBG |v=8], fdlowed by AZ058T (n=3) and A2059G
fr=13]. Table 4 shows the dinical pesentation of the 14 patents
with a rmulated Snan the treatment recebed and their iollow-up.
There wese nife men and fve women; sight wes Eymplomatic.
These patients wene initialy teated oganat M. gemilaibim ether
with a macndide o mosifloxacin nonerecaived doxpeyeling done.
Theee patients eosved an inilial treatrre it with maillacadn and
had a negative TOC Falowing a pasitive TOC, maxdlacacin was
s peescribed in nire patents initiolly teated with moeralides;
the second TOC was negative in the sght eotes in which T we
padarmed. Deven paterts [10%, 10111 had a hitery of
M. gentalivm dete dian prior 1o the perod under gudy_ Of these
patients, seven hod strains with mubalions assockated with resist-
ance to macna e while only four wene WT4tmins [P 000011

Discussion

The divesity in M. genitaliom infectionrates repoded in The Bleng-
ture con be attributed to several factos, ranging from the dudy
design Lo the type of papuation under gudy lgenend papulbation,
MEM, different age graugs, ste 1™ The geoqraphical area under
Audy alkn seems 1o contribute b dffemnces in the rates of this
fectonn’™ The mesent prospective Sudy revealed a rate of
M. genilibim of 3. 7%, which wes smilarto the overall prevadence
B-40%] chservadin the T yeor setmspectiveanalyss and quie with-
i the average of other similar epodts inEwope ™™ M_

rabes seam 1o be hgher in teenagers and young aduts® Our
population was manly adults, but we did cheerve predamimnnoe

Toble 2. Chorocteristics of 13 potents with o postive st for
L genitalum

thamctrisio
Age fye)
rresan {4 HraE
rmesd ion | range] ETE{15-58)
Gender,n (%)
fernale TS
make GO{shL)
Cinivol presen iotion, n (%)

TR £ G7(50E)
fernale £1
rruale -

ST £5(a3
fernale 5|
male kS

thamctarisies of e infection?, n (%)

sSmple M infedion 1055
fernale L)
male b

poetive condefecfion with other STDagents ML)
fernale 13
e 1%

[First reoTment, n {5

oppmpricte tedtrnen t agairst MG B1(614)
arthrormydn in extend edregimen LETTS ]
amithrormydn in sngle dose 11483
domycydine k]
rracnd floadn iy

other regiments” 12{81)

UNkMCwT TTeaSTRent ino treatrmen £ 8@

0 n

fotal perfamned, n | %] Shleid)
negatie &
portive* 18

Treoment post-T0C, n
mosflomadn ]
i et 1

N, M. peninliurmg TOC, e tof cune.
94 total of 3580 pationts were teied . The ages peaficroies ware &%
(SRN00E) for 1525 yoms, 0% (£570118) dor M-3hyeors, 1o%
{21/843) for 36-L5yeas and 1.89% (&5 55) for the group =46 years.
ifter being imfommed of o posiSve test ol osymptomatic patients
mepied tregtrment ogairss M gan iafum exoept for 17 ooses.
Yodewcios nduded ¢ ocomats, M gonorhosoe  and
Hoemophis spp. Additinnally, these potients presented hod HIV in=1),
HEV (n=1] syphiliz{n=11
rher tmaimenis: potients teoted with Plociorms §n=9), clinda-
mycin {n=1}, erythromydn {1 =1], bewo flowacin (n= 1) and dprofloxa-
dn {n= 11 Afwer courselling, nine patien ts reosved trectment ogainst
M genitalium: mocmlides (0= %), doxyoycline {n= 2], maoxifloxadn
=1).

fomenof thee potients hoda second negatine s genitofum best
‘Nire of these patiers hod M geninfium stmine with mutations. The
mmaning patient hod a W1 strirg this patient was tresoted with doy-
cydineanditwas cormdensd a reotrment failume.

3ol 6
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in young adults. Serilar rates of M. genitalium inlection for both
genders wene previowsly reported in a study performed on a
geneml population that wes mainy eymptomatic? In contrast,
our 7year mimspective study, inchuding both symplomatic and
myrplomatic salienty, shawed a higher ol mie nomale
than in femaes. This might be due to the fact Tat men usually
present with urethstia of the moment of omaulintion
Therapeutic munsaling eammending afthedmydn in an
extandad mgmen wa gven 1o the preeiliog ghysidand i all
M. genitniiinm cones detected in the prospedive study. The seam-
mendations alss incuded the perbenance of TOC, which was
pedarmed in 4 2.4% of the omes Over hall of the patients mosived
azithramycin, mainly of an extended regimen. Desplle acenilic
evidence, this cusently meommended mgimen waos il not
ncluded 0 the cincal quidelines at the time of the present

Taoble 3. Desopion of the sewally toremized mooogansms n
ordetedionwith M. genioliium in the pros pediees udy

Fernale, n Male, n Toml, ni%l
Tomol of oo es Tz L] 13
Gngle infection EL] &4 105 (P k)
Co-detecton” 13 1% IT L)
C trachomiatis 10 5 15{11%)
Hosmophilisspp 2 [ B
M. gonorihnene 1 & LREE ]

“o-detartion of M. gmitafum Dgether with more than one other
U0 ogent wo obmeraed in one mae with & rothomatis pe

sudy 7 4 second detection was negative in 15 of the 40 patients
i wihich treatine il Wi unkindwi. Given the thempautic counsa-
g performed, we saumed that these patients had been
prabably gven an apgrapdate treatment against M. genitalium
desnba thalack of dinsmldat anthe smgasl

Co-infectinm are frequent in STDL. C. hochomatis was the most
fraquent STD agent co-detected with M. genitalium o previousdy
desevibed by ofer authare ™™ In our cose, this co-detection with
C bracharmati wes Bighe B owomen than in men This might be
e 1oy the Figh percentage of asym phamatic wormen that did not
Edee ampircal Deabment in contrast with most men that were
dinically symplormatic when aalting.

The rrusst feequent 235 DA rutations asockated with high-
bewed Frarolide regstanoe ane A 258G and AZ059G 7577 We had
14 oades with macndide redsionee-asorioted mutotions, which
mmaponded 1o a rate of 126% Thess cotes were all inlially
weated with arthromycn esxcept for three that recebed mo-
foxacin. We found AZ058G to be e moe feguent mutationg a
ot in contmst with other studies where althes bath mutations
had smilar rates o A2059G was predominant '3 %1% Ths might
be due to donol dessemindion, but o dondity study was
perfarmmed to confirm this. Thres stming had the A2058Tmutation,
which B nat a frequent rutation i general despite e high
prevaence in Holland "™

Macralide resistance roles show geographicd varobilly
and they ase highly dependent an the population geup 5 The
macrolde resdance rale i owr study, whch chuded samples
fram a routine diagnostic senvice, wias thee e time s lower han the
mie predoisly mpoted in high-rsk populdtion in Bareslona '™

ML gonorfoene. T contmat, our mesulis we e similor toother Europeain Studses that
Tabls &. Chorodhenistics of potents infected with stmirs of M geniolium thot present mutotions, Frectment against M. geninfiom, TOC and follow-
up

Come  Muition Sex Age  Co-detedtion  HV Clinicl Come Mutodion S sqe
19 HOSEE M 11 no N symptomotic arthromycin 1.5g/5d P momiflmocn &0 mgldd M

F AOSEE  F IR [n} MP  symptomotic aznthromycin 191 d A UKMaT A
» HsEE  F 18 o N Eymptomoic arthromycn 1.5g/5 d P mmiflimocn &0 mgndd N

£ AXISEE O F IR na N  oynptomoic anthromyen 1.5g/5 d P moniflocn 830 mgldd  MA
5 AOSEG M 33 no N mymptomotc  monilosocn £00mg1d d M s Pa
L' A58 M 37 o N symptomotic antromycin 1.5g/5 d P momiflmocn 40 mgldd M

T HsEE  F 0 Is o N symptomotic arthromycn 1.5g/5 d P mmiflimocn &0 mgndd N

] AXISEE M 48 H N synptomotic  maoloeocon £00mga J ] T A
] ANOSET M 32 no WP mymptomotc Mmool osocn £00mgo d M s Pa
WP AMOSET 0 0M X o N oymptomoic antromycin 1.5g/5 d P momiflmocn 40 mgldd M

11 ANOSET M AF NG NP symptomotic arthromycn 1.5g/5 d L1 UPKMaT e
1¥  mESEs: F X7 na N  oynptomoic anthromyen 1.5g/5 d P momiflmocn &80 mgldd N

137 EE0SSG M IS no W symptomotic  arithmomydn 1.59/% d plus P momiflmocn &0 mgldd M

doxycydine 200ma7 d
147 mAdSESG M G o N Eymptomoic arthromycn 1.5g/5 d P mmiflimocn &0 mgndd N

4, maie; F, fernale; TOC, st of aumg N, negative; F, positive; B4, not avalable; BF, not performed; (T, © tmchomatis, H, Hosmopivius spp.; MG,

. gonortineoe; d

Followinga FI:N".‘I T, the physicion wos confioched and reommended reating with mo sflonodn ond o request o new somple o dheck the thera-

Lt S e s after rectrment.

Spren patients hod previous MG infedion, but & was not known if ey hod recewed reoiment

Lol 6
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included mastly rautine diagrodtic samples % Howsver, im-
poftant vasation in the mocrobde resEtance nabes. wene obsaned
nastudy that included data fmm three Scandinavion countbe.
Desgite the simily comcdesies o he amlyed posulaion
auch variations were airbuted by the authos to diffemnoe in the
thesmpeutic seommendations in the dinical quidelines. Currently,
the empirica teatment for uethellis in our courtry includes the
dngle-doge arlhary de mgimen becouse of its sulable admins-
tmition'? This therapeutic mgirmen hos been reported o couse
macmlde reianee mutations mos Fequently than the
extended regimen™ The experimenta desqninourstudy did rot
dlaw cormabonation of this datement. However, condidening those
patients with a previous hisosy of M. gentafum detection, 500
T @ strainwith a muton asodated with maoonaide sSsnne.
(Given this signilicant eaacntion, we asumed that these pasents
rright have mesied macndides in the pat Pesdaws treatmants
with rmacmlides for ofher puspeses [inchuding teatment of espina-
tary infedions) might have dao contributed to ths type of muta-
tiorin M. geambafem >

usently, TOC & considered the mast useful tool o detect
thempeutic filure in M. gentabum infections. Tn our sudy, TOC
was perfoamed in 42% of the ome and it was paslive in 10 of
the . Follbwing the detection of a thempeutic falure, we @
tacted the proctliones again and treatment with masifloxecn
was remmmended Nine of thess patients [k of them initally
mymplamatic] wem @afiimed aftersands to hive o drain witha
macmiide-asadated mutation The other patient hod a WT sndin,
butthis patient had bean Do ded with dasyeyeling, which & known
tahawve a bigh failure mie Ourresulis suppost the use of TOC to de-
tect thempeutic falums and to prevent the disse rmndtion of resa-
ant M _genitalium strains. Howeves, perfonming a TOC i not dways
et due 1o the requibam enl ol masemadiml agaantme s Tn
thess offes, a oonvenient aliesmative aption to owoid thespeutic
failure would be the avalability of molecuar tools to detect
macmide resatance =%

Dur atudy had same imintiong. It nchuded all routing samples
for ST1 tedting, some epdemidogicd and dinical data wes
collected, but we did not llect the sesud habie of the patients.
The prevaience of macnaide retistance may not be exact & notall
aircing we e gualiable 1o penform the maedibar Sudy. A no pred-
s Buded of magolide magtance had been perfosned in our
e, i S uronawn wiet e the the mpe utie counsed Bng pedonmed
rray hawe contributed in modifying these magane raes

Thee disse rrimathan of redistant M. geniloliem stming & awarkd-
wade hedth prablem. Our resulls suppan the contribution of the
presious uge of mocnabde s nnesitont strains. Gisen the difficulties
inperforming TOCin dl patients, the inchesion of maondide resat-
e iy e cletae tion Dest Shauld be mandatony.
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Anexo 3

Arbol Filogenético.
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Anexo 4

Tabla de SNPs

ANEXOS

o — o o < wn o ~
GO10 0 98 27 95 62 2983 90 787 79 2505 90 23 102 69 793 52 73
GO11 98 0 102 35 88 2971 48 803 103 2490 50 109 13 90 809 99 87
G012 27 102 0 100 72 2944 95 794 86 2504 95 39 106 71 798 71 76
G013 95 35 100 0 99 2923 44 802 116 2488 49 100 35 99 808 97 98
G014 62 88 72 99 0 2966 94 787 21 2480 96 71 86 11 792 61 18
GO15 2983 2971 2944 2923 2966 0 2925 2743 2909 2844 2929 2977 2958 2952 2752 2919 2952
GO16 90 48 95 44 94 2925 0 801 109 2491 37 100 54 96 809 93 93
G017 787 803 794 802 787 2743 801 0 801 2332 806 794 804 791 49 789 777
GO1 79 103 86 116 21 2909 109 801 0 2422 111 89 100 30 798 75 32
GO02 2505 2490 2504 2488 2480 2844 2491 2332 2422 0 2495 2501 2472 2476 2356 2489 2459
GO3 90 50 95 49 96 2929 37 806 111 2495 0 100 53 95 809 93 95
GO4 23 109 39 100 71 2977 100 794 89 2501 100 0 109 75 797 63 80
GO5 102 13 106 35 86 2958 54 804 100 2472 53 109 0 88 809 96 85
GO6 69 90 71 99 11 2952 96 791 30 2476 95 75 88 0 792 67 17
GO7 793 809 798 808 792 2752 809 49 798 2356 809 797 809 792 0 789 780
GO8 52 99 71 97 61 2919 93 789 75 2489 93 63 96 67 789 0 67
GO9 73 87 76 98 18 2952 93 777 32 2459 95 80 85 17 780 67 0
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