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Resumen

RESUMEN

La infeccién gonocécica es la segunda infeccidn de transmision sexual de etiologia bacteriana mas
prevalente a nivel mundial, representando un importante problema para la salud publica. En los
ultimos afios, la resistencia a los antimicrobianos en el gonococo ha aumentado rapidamente y ha
reducido las opciones terapéuticas. De hecho, la primera cepa de N. gonorrhoeae con resistencia a
ceftriaxona y alto nivel de resistencia a azitromicina (HL-AziR) fue detectada en Reino Unido en
2018. Por otro lado, lavigilancia gendmica mediante secuenciacién del genoma completo junto con
datos epidemioldgicos y de resistencia a los antimicrobianos son esenciales para caracterizar los
linajes de N. gonorrhoeae circulantes y su asociacién con grupos de poblacion (definidos por
factores demograficos y epidemioldgicos). Sin embargo, existe escasa informacién sobre la

sensibilidad antimicrobiana y la dindmica poblacional de N. gonorrhoeae en el territorio espafiol.

Esta tesis proporciona nuevos conocimientos sobre la sensibilidad antimicrobiana y Ia
epidemiologia molecular de N. gonorrhoeae tanto en Barcelona como a nivel estatal. Los estudios
sobre sensibilidad antimicrobiana (afios 2013-2017 en Barcelona y afios 2018-2019 estudio
multicéntrico) muestran que la sensibilidad de N. gonorrhoeae a cefalosporinas de tercera
generacion, ultima opcidn terapéutica empirica para el tratamiento de esta infeccidén, permanece
alta y estable a lo largo de los afios. Por el contrario, la tasa de resistencia a azitromicina en
Barcelona aumento durante el periodo de estudio, detectandose los primeros aislados con HL-AziR
entre 2016 y 2018, que fueron los primeros casos descritos en Espafia. La tasa global de resistencia
a azitromicina en Espaia fue del 12,1% y se observaron diferencias significativas entre regiones. En
este sentido, se observo una alta tasa de resistencia a las quinolonas, siendo mas de la mitad de los

aislados resistentes a esta familia de antimicrobianos.

Por otro lado, gracias a la secuenciacién de genoma completo de las cepas del estudio
multicéntrico, se concluye que la poblacién de N. gonorrhoeae en Espafiia es bastante heterogénea.

Sin embargo, se observaron dos subpoblaciones independientes presentando cada una de ellas un

16



Resumen

perfil de resistencia y una localizacion geografica determinados, lo que sugiere redes de

transmision de gonococo en areas concretas del territorio espafiol.
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Resumen

ABSTRACT

Gonorrhoea is the second most commonly reported bacterial sexually transmitted infection
worldwide, representing a major public health problem. In recent years, increasing rates of
antimicrobial resistance in N. gonorrhoeae have reduced therapeutic options. In fact, the first strain
of N. gonorrhoeae with combined ceftriaxone resistance and high-level azithromycin resistance
(HL-AziR) was detected in the United Kingdom in 2018. On the other hand, genomic surveillance,
based on whole genome sequencing, combined with epidemiological data and antimicrobial
resistance are essential to characterize circulating N. gonorrhoeae lineages and their association
with population groups (defined by demographic and epidemiological factors). However, there is
scarce information on the antimicrobial susceptibility and population dynamics of N. gonorrhoeae

in Spain.

This study provides further knowledge about the antimicrobial susceptibility and molecular
epidemiology of N. gonorrhoeae both in Barcelona and Spain. The results of antimicrobial
susceptibility (2013-2017 in Barcelona and 2018-2019 multicentre study) show that the third-
generation cephalosporins susceptibility, the last empirical therapeutic option for the treatment of
this infection, remains high and stable over the years. However, azithromycin resistance increased
in Barcelona during the study period, with the first isolates with HL-AziR being detected between
2016 and 2018, which were also the first cases described in Spain. The overall rate of azithromycin
resistance in Spain was 12.1%, with significant differences between regions. In addition, more than

half of the isolates were resistant to ciprofloxacin.

On the other hand, whole genome sequencing of the strains from the multicentre study showed
that the population of N. gonorrhoeae is quite heterogeneous in Spain. However, we detected the
circulation of two gonococcal subpopulations with a specific resistance profile and sequence type
in a certain geographic area, which suggests gonococcus transmission networks in specific areas of

Spain.
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Resumen

RESUM

La infeccié gonococcica és la segona infeccid de transmissié sexual d'etiologia bacteriana més
prevalent a nivell mundial, representant un problema important per a la salut publica. En els Ultims
anys, la resisténcia als antimicrobians en el gonococ ha augmentat rapidament i ha reduit les
opcions terapeutiques. De fet, la primera soca de N. gonorrhoeae amb resistencia a ceftriaxona i
alt nivell de resisténcia a azitromicina (HL-AziR) es va descriure al Regne Unit el 2018. D'altra banda,
la vigilancia gendmica mitjangant sequienciacié del genoma complet, juntament amb dades
epidemiologiques i de resistencia als antimicrobians, és essencial per caracteritzar els llinatges
circulants de N. gonorrhoeae i la seva associacio amb grups de poblacié (definits per factors
demografics i epidemiologics). No obstant aixo, hi ha escassa informacié sobre la sensibilitat

antimicrobiana i la dinamica poblacional de N. gonorrhoeae al territori espanyol.

Aquesta tesi proporciona nous coneixements sobre la sensibilitat antimicrobiana i I’'epidemiologia
molecular de N. gonorrhoeae tant a Barcelona com a nivell estatal. Els estudis sobre sensibilitat
antimicrobiana (anys 2013-2017 a Barcelona i anys 2018-2019 estudi multicéntric) mostren que la
sensibilitat de N. gonorrhoeae a cefalosporines de tercera generacid, darrera opcié terapeutica
empirica per al tractament d'aquesta infeccid, es manté alta i estable al llarg dels anys.
Contrariament, la taxa de resisténcia a azitromicina a Barcelona va augmentar durant el periode
d'estudi, detectant-se els primers aillats amb HL-AziR entre el 2016 i el 2018, sent, a més, els
primers casos descrits a Espanya. La taxa global de resisténcia a azitromicina a Espanya va ser del
12,1% i es van observar diferéncies significatives entre regions. En aquest sentit, es va observar una
alta taxa de resisténcia a les quinolones, sent més de la meitat dels aillats resistents a aquesta

familia d'antimicrobians.

D'altra banda, gracies a la seqlienciacié de genoma complet de les soques de I'estudi multicentric,
es conclou que la poblacié de N. gonorrhoeae a Espanya és forga heterogénia. No obstant aixo, es

van observar dues subpoblacions independents presentant cadascuna un perfil de resisténciai una
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localitzacié geografica determinats, cosa que suggereix xarxes de transmissié de gonococ en arees

concretes del territori espanyol.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1  IMPORTANCIA DE LA INFECCION GONOCOCICA EN SALUD PUBLICA COMO

MOTIVACION PARA ESTE ESTUDIO

Neisseria gonorrhoeae es el agente etioldgico de la infeccidn gonocécica y actualmente, es la
segunda infeccidon de transmisidon sexual (ITS) de etiologia bacteriana mas prevalente a nivel
mundial. *?

El tratamiento antimicrobiano efectivo y accesible es esencial para el manejo de la infeccién
gonocécica. Sin embargo, N. gonorrhoeae ha desarrollado resistencia a todos los antibidticos
utilizados en su tratamiento a lo largo de |a historia®>*por lo que podria convertirse en una infeccién
intratable. Actualmente, ceftriaxona es la Ultima opcidn terapéutica empirica contra la infeccidn
gonocécica, aunque se han detectado casos de infeccidn por cepas resistentes a este antibidtico
en todo el mundo>®78°, Del mismo modo, se han confirmado fracasos terapéuticos esporadicos
en infecciones faringeas tratadas con ceftriaxona.l%111213 por ello, a partir de 2011, diversas guias
internacionales empezaron a recomendar la terapia antimicrobiana dual (ceftriaxona 250-500 mg
mds azitromicina 1-2 g)*41>1® como tratamiento empirico de primera linea. El primer fracaso con
terapia dual se reportd en 20167 en una infeccién faringea, y posteriormente se confirmd la
propagacién internacional de cepas resistentes a ceftriaxona entre 2015 y 2019218192021
concretamente en 2018 se detectaron las primeras cepas con resistencia dual a ceftriaxona y

azitromicina en Inglaterra y Australia.??223

En 2012 se publicé en Europa un plan de respuesta para controlar y gestionar N. gonorrhoeae
multirresistente (MDR-NG)?*, elaborado por el ECDC y el centro de coordinacién Euro-GASP junto
con un grupo amplio de expertos internacinales. Se detallaron tres areas principales de enfoque:
(i) fortalecer la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, (ii) implementar el seguimiento de
los fracasos del tratamiento vy (iii) establecer una estrategia de comunicacidn para la conciencia

sobre MDR-NG vy difundir adecuadamente los resultados de la vigilancia de la resistencia
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Introduccion

antimicrobiana (RAM). Sin embargo, la disminuciéon de la sensibilidad a la azitromicina, junto con
el aumento de cepas resistentes a ceftriaxona y MDR/XDR vy fracasos terapéuticos, hicieron
imprescindibles una evaluacion, una revisién detallada y una actualizacién del mismo. El plan de
respuesta del ECDC de 20192%, deberia ayudar a controlar y gestionar la amenaza de MDR/XDR-NG
en Europa mediante el fortalecimiento de la vigilancia de la RAM y la gestidn clinica, incluido el
seguimiento de los fracasos terapéuticos. La eficacia del plan de respuesta del ECDC de 2019 debe

supervisarse periédicamente para identificar y abordar con celeridad dreas de mejora?®.

La vigilancia de la sensibilidad antimicrobiana es esencial para detectar la RAM emergente,
monitorizar las tendencias de la RAM y proporcionar evidencia para mantener actualizadas las

pautas terapéuticas y establecer politicas de salud publica a nivel mundial, nacional y regional.

Dada la alta prevalencia de la infeccion gonocécica, el uso incontrolado de los antibidticos, el
control inadecuado de la resistencia antimicrobiana, los fracasos terapéuticos, la insuficiente
actualizacién de las guias de tratamiento en muchos paises y la gran capacidad de N. gonorrhoeae
para desarrollar resistencia a los antibidticos, el problema global de la resistencia antimicrobiana
podria empeorar en los préximos afios.

Por otro lado, los estudios de epidemiologia molecular ayudan a conocer de forma fiable la
distribucion de los distintos genotipos, pueden contribuir a una mejor comprensién de los patrones
de la transmisién de infeccidn gonocdcica en la poblacién y detectar redes sexuales de alto riesgo.
Asi, conocer la epidemiologia molecular de N. gonorrhoeae en nuestro entorno podria servir para
disefiar planes de actuacion para intervenir en estas redes y evitar la diseminacién de la infeccion.
Por todo ello, en este trabajo se describe, por un lado, la sensibilidad antimicrobiana de N.
gonorrhoeae en Barcelona, durante un periodo de cinco afios. Ademas, se estudia la epidemiologia
molecular de un brote de infeccidon gonocdcica asociada a un alto nivel resistencia a azitromicina.
Por otro lado, se describe la sensibilidad antimicrobiana de 10 hospitales distribuidos por el Estado
Espafiol durante un afio y medio; asi como los resultados del estudio de la epidemiologia molecular

y caracterizacién de los mecanismos moleculares de resistencia antimicrobiana mediante
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secuenciacion de genoma completo de un nimero de cepas representativas de la geografia

espanola.

1.2 HISTORIA DE LA INFECCION CAUSADA POR Neisseria gonorrhoeae

La infecciéon gonocécica es una enfermedad antigua sobre la cual ya hacia referencia el Antiguo
Testamento (Levitico 15: 1-3), donde se advierte de que: "Cuando cualquier hombre tiene flujo
corporal, el flujo es impuro". En el siglo I, el médico y filésofo Galeno de Pérgamo, interpretd
erréneamente que la secrecién purulenta de la uretra que tenia lugar durante la infeccidn era
semen. De hecho, el término gonorrea proviene del griego yovdppota que significa flujo seminal. 2’
Eninglés, el término “the clap” fue introducido en 1378 para referirse a esta enfermedad y proviene
del nombre del antiguo barrio parisino Les Clapiers, donde se alojaban las personas que ejercian la
prostitucién.t

El microorganismo causal fue descrito por primera vez por Albert Ludwig Sigesmund Neisser en

1879y se aisld en cultivo en 1882 por Leistikow y Loffler?.

1.3 DESCRIPCION DE Neisseria gonorrhoeae

1.3.1 Caracteristicas microbioldgicas

El género Neisseria pertenece al filo Proteobacteria, clase Beta Proteobacteria, orden Neisseriales,
familia Neisseriaceae. Hasta la fecha, se han reconocido 30 especies dentro de este género. La
mayoria de ellas son bacterias comensales del ser humano y sélo dos especies se consideran

patégenos primarios: Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis.

N. gonorrhoeae es un coco Gram negativo, tiene un tamafio de entre 0.6 - 1.9 um y se agrupa en
parejas en forma de “grano de café”. Es aerobio o anaerobio facultativo, inmévil, no capsulado y

no produce esporas. Sin embargo, poseen pili de tipo IV en su superficie celular.
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En cuanto a sus caracteristicas bioquimicas, produce catalasa, una enzima que hidroliza el peréxido
de hidrégeno (H20;) a oxigeno (0;). Ademas, oxida de forma rapida la dimetilparafenileno diamina

en tetrametilparafenileno diamina.

N. gonorrhoeae tiene unos requerimientos nutricionales muy complejos ya que necesita factores
de crecimiento como vitaminas, aminoacidos y hierro, entre otros. Consecuentemente, a diferencia
del resto de especies del género Neisseria, necesita medios enriquecidos para crecer. Ademas,
Unicamente puede utilizar la glucosa, pero no la maltosa, ni la sacarosa o la lactosa en su

metabolismo.

Las condiciones Optimas para su crecimiento son una temperatura de entre 35 y 372C y una

concentracion de diéxido de carbono del 5%.

1.3.2 Factores de virulencia

La estructura bdsica de la envoltura de N. gonorrhoeae es similar a la de otras bacterias Gram
negativas. Contiene distintos factores de virulencia que intervienen en los procesos de adherencia,
invasion celular, citotoxicidad y algunos de ellos suponen una via de evasién frente a los

mecanismos de defensa, tanto a nivel sistémico como de las mucosas?®.

Surface structures involved in adhesion, Iron acquisition and efflux of toxic materials
invasion and immune evasion €
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Figura 1: Estructura de la envoltura celular de Neisseria gonorrhoeae?®
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Pili o fimbrias de tipo IV

Los pili o fimbrias de tipo IV son estructuras proteicas formados principalmente por subunidades
repetidas de pilina. Los pili son esenciales para una colonizacién eficaz de la mucosa y
desempeiian varias funciones, como la adhesidn inicial a las células del huésped, la adhesion a
otras células de N. gonorrhoeae, la motilidad bacteriana y evadir los mecanismos de eliminacion
por parte de leucocitos polimorfonucleares (PMN). Ademds, la transferencia genética horizontal
en N. gonorrhoeae se produce principalmente por transformacién del acido desoxirribonucleico
(ADN) mediada por pilus de tipo IV (captacion de ADN del entorno y su posterior incorporacion
al genoma).

La pilina contiene regiones de considerable similitud antigénica entre cepas y otras regiones
gue presentan una elevada variabilidad antigénica, lo que permite a las bacterias evitar el
reconocimiento por parte del sistema inmunitario. Asimismo, una sola cepa de N. gonorrhoeae
es capaz de producir pili con diferentes composiciones antigénicas, dificultando el desarrollo de
vacunas basadas en estas estructuras. Los gonococos forman inicialmente colonias de tipos P*
y P** que contienen multiples pili, pero después de 20-24 horas de crecimiento in vitro tiene
lugar lo que se llama variacién de fase, y pierden los pili (colonias P-). Los gonococos con pili se
unen con mayor facilidad a las superficies de las mucosas humanas, por lo que son mas
virulentos.

Membrana externa

Como todos los microorganismos Gram negativos, el gonococo posee una envoltura celular
formada por tres capas: la membrana citoplasmatica, la pared celular formada por
peptidoglucano y una membrana externa formada por el lipooligosacarido (LOS), fosfolipidos y
varias proteinas.

Lipooligosacarido (LOS)

El LOS se compone del lipido Ay un nucleo oligosacarido el cual, a diferencia del polisacarido de
la mayoria de las bacterias Gram negativas, no contiene cadenas laterales de antigeno O. La

sializacién de los glucidos del nucleo del LOS protege los epitopos tanto del LOS como de la
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porinay esto confiere resistencia frente a los anticuerpos bactericidas. Ademas, los glicidos del
nucleo sufren variaciones antigénicas de alta frecuencia que pueden contribuir a la patogenia
de la infeccidn, incluida la resistencia a los anticuerpos anti-LOS presentes en el suero y la
invasién de las células epiteliales.
¢ Porina

La porina, previamente denominada proteina |, es la proteina mas abundante de la membrana
externa, tiene un peso molecular de 32-36 kD y forma canales que permiten a los solutos
acuosos atravesar la membrana externa (hidréfoba).
Existen dos clases de porinas, PorB1A y PorB1B, cada una de ellas con serovariedades
diferentes, que son la base del sistema de serotipificacion gonocdcica. Las cepas que expresan
PorB1A tienden a asociarse con enfermedad diseminada, mientras que los aislados que
expresan PorB1B suelen causar infecciones urogenitales localizadas°.
A diferencia del LOS, la porina durante el transcurso de la infeccién no suele sufrir variacién
antigénica, por lo que constituye la base para los sistemas de serotipificacion y tipificacion
molecular. Asimismo, es una de las principales dianas para el desarrollo de vacunas?® 39,

e Proteina Opa
Las proteinas Opa, con peso molecular de 20-28 kD, también se encuentran insertadas en la
membrana externa del gonococo. Pertenecen a una familia multigénica que contiene 11 alelos
opa y presentan variacion antigénicay de fase. Por tanto, una cepa de N. gonorrhoeae puede o
bien no expresar ninguna variante o hasta 11. Muchas proteinas Opa aumentan la adhesidn
entre gonococos y diversas células eucariotas, incluidos los fagocitos3!.

e Peptidoglucano
La capa de peptidoglucano de N. gonorrhoeae posee transglucosilasas liticas que producen y
liberan mondmeros de peptidoglucano altamente inflamatorios3? y que dafian la mucosa de las
trompas de Falopio. Por otro lado, se han detectado fragmentos de peptidoglucano en el liquido

articular de pacientes que presentaron artritis gonocdcica®.
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e Capsula polisacarida
N. gonorrhoeae no produce una verdadera cdpsula polisacdrida sino un polifosfato de superficie
que desempefia funciones similares a las de la cdpsula, como crear una superficie celular

hidréfila de carga negativa?s.

1.3.3 Patogenia

N. gonorrhoeae coloniza principalmente el tracto urogenital después del contacto sexual con una
persona infectada. El gonococo puede existir tanto como organismo extracelular como intracelular,
pero no puede sobrevivir fuera su huésped, el ser humano.

N. gonorrhoeae infecta el epitelio de las mucosas del tracto urogenital, el recto, la faringe o la
conjuntiva. Se transmite principalmente a través de relaciones sexuales vaginales, anales u orales
sin proteccién. Durante el sexo vaginal, la tasa de transmisiéon de hombres a mujeres es mas alta
que de mujeres a hombres.?® Ademds, las mujeres con infeccién por N. gonorrhoeae pueden
transmitir eficazmente la infeccidn a sus hijos durante el parto, pero no durante el embarazo. La
conjuntiva del recién nacido estd muy expuesta durante el transito por el canal del parto, y la
infeccidn por N. gonorrhoeae de la conjuntiva da como resultado una oftalmia neonatal.

La infeccion gonocdcica consta de varias etapas: la adhesidn a las células del huésped, la
endocitosis, la transcitosis y la liberacidon de las bacterias al espacio subepitelial, donde puede
producir una extension local de la infeccidn o bien causar una infeccién diseminada. Por otro lado,
N. gonorrhoeae ha desarrollado diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune y no crear

memoria inmunoldgica, permitiendo asi la reinfeccién de un mismo individuo al cabo del tiempo.
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Figura 2: Etapas de la infeccidn por Neisseria gonorrhoreae®

1.3.3.1 Adherencia, colonizacién e invasion

Después de la transmision, N. gonorrhoeae se divide hasta alcanzar una densidad celular necesaria
que le permita llevar a cabo la reorganizacion de su citoesqueleto y la adherencia bacteriana al
epitelio de la mucosa, que estd mediada por diferentes estructuras de la superficie bacteriana que
incluyen pili tipo IV, proteinas Opa, LOS y la porina.

Las primeras estructuras que participan en la adhesién son los pili de tipo IV, que en los hombres
se unen a CD46y en las mujeres también a CR3%%. Una vez unidos, las estructuras del pilus se retraen
a través de la despolimerizacion de PilE que promueve un contacto mas estrecho con las células
huésped a través de la union de Opa a los receptores de la molécula de adhesién celular
relacionada con el antigeno carcinoembrionario (CEACAM.) Tras la unién a CEACAM, se induce
la polimerizacién y reordenamiento de actina dentro de la célula huésped, lo que da como
resultado la endocitosis bacteriana, la transcitosis transcelular y la liberacién de las bacterias en la

capa subepitelial®*.
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1.3.3.2 Inflamacién

El sintoma distintivo de una infeccién gonocécica no complicada es un reclutamiento masivo de
neutrofilos al sitio de la infeccién que conduce a la formacidn de una secrecién purulenta.

Tras la uniéon del gonococo a la mucosa, se liberan las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-alfa, asi
como la quimiocina IL-8, lo que conduce al reclutamiento de neutrdfilos. Ademas, al llegar a la capa
subepitelial, los gonococos liberan LOS y lipoproteinas que estimulan ain mds la produccién de
citocinas, ya que estos componentes de la membrana externa son detectados por los receptores
tipo Toll (TLR) en las células inmunes. Las células huésped también responden a los fragmentos de
peptidoglucano bacteriano dentro de las vesiculas de la membrana externa a través de receptores
citoplasmaticos similares a NOD (dominio de oligomerizacién de nucledtidos) que también
contribuyen a la secrecidn de citocinas proinflamatorias adicionales3*3°,

A pesar del reclutamiento activo de leucocitos (PMN) al sitio de infeccidn, los gonococos pueden
sobrevivir a los mecanismos de defensa oxidativos y no oxidativos. Para combatir el estrés
oxidativo, el gonococo expresa diferentes enzimas como la catalasa, citocromo C peroxidasa y la

superoxido dismutasa que descomponen las especies reactivas de oxigeno.

1.3.3.3 Mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria

N. gonorrhoeae ha desarrollado varios mecanismos para evadir la respuesta inmunitaria de su

huésped y asi favorecer el contagio a otra persona y la reinfeccion.

1.3.33.1 Resistencia al efecto bactericida del suero
El gonococo también emplea mecanismos para limitar la deposiciéon del complemento en su
superficie, evitando asi la opsonofagocitosis mediada por el complemento. En particular, la
porina B se une a la proteina de unién a C4y al factor H, que limitan las vias cldsicasy alternativas
de activaciéon del complemento, respectivamente. Ademas, la sialilacién del LOS mejora la
deposicion del factor H en la porina, lo que explica en parte la mayor resistencia del gonococo

a la fagocitosis.3®
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1.3.3.3.2  Variacion de los antigenos de superficie
N. gonorrhoeae puede sobrevivir como organismo extracelular o como organismo intracelular
dentro de una variedad de tipos de células diferentes. El estado en el que entra el organismo
depende en gran medida de qué componentes de la superficie se expresan y si estos
componentes estan quimicamente modificados o no. N. gonorrhoeae puede modular la
expresion o el caracter quimico de sus componentes superficiales por variacién de fase o por
variacion antigénica, y esto dificulta el reconocimiento por parte de los anticuerpos del huésped
y explica la falta de vacunas eficaces para proteger contra la infecciéon gonocdcica.

1.3.3.3.3 Inmunidad adaptativa
Los individuos con infeccion por N. gonorrhoeae pueden reinfectarse, ya que la infeccién
gonocdcica no provoca una respuesta inmune protectora ni genera memoria inmunolégica.
N. gonorrhoeae modula la respuesta inmune adaptativa del huésped mediante la unién de las
proteinas Opa con el receptor CEACAM-1, lo que suprime la activacion de las células T e inhibe

la produccion de anticuerpos especificos por parte de los linfocitos B.

1.4 EPIDEMIOLOGIA

1.4.1 Europa

|u

Segun los datos reportados por el “European Centre for Disease Prevention and Control”3’, en 2021
se notificaron 46.728 casos de infeccidon gonocdcica en 27 paises europeos. Globalmente, esto
representa una tasa de 13,7 casos por 100.000 habitantes. Las tasas mas altas (>30/100.000
habitantes) se documentaron en Luxemburgo (66 casos por 100 000 habitantes) seguido de

Dinamarca, Malta e Irlandia. Las tasas mas bajas (<1/100.000 habitantes) fueron en Bulgaria,

Croacia, Chipre, Polonia y Rumania (figura 3).

32



Introduccion

Motification rate
(per 100 000 population)

[ o0.op-4.98 r
I 5.00-9.99 L el
e,
B =10.00 e, o
2] Mo data reported \J & >
[ Mo rate calculated 7 Ly
] Mot included . i .
Nt K T
13 - -
v \.,r-{i\-.
4 g
sy 3
P 3\
_ A
S

ABVNEITRCN Daundanas. © EwngEphcs
TFe OUrRrEE SN0 MRS SROAN CN 1N a0 o0 imply oFCE BO0SMIAM or ACDENENG: Ry e Erpsan Lnan. ECOC. Mep podiced on 11 Doober 2623,

Figura 3: NUmero de casos confirmados de infeccion gonocécica por 100.000 habitantes por pais,
UE/EEE, 2021.%

En cuanto al sexo de los pacientes, la proporcion entre hombres y mujeres en 2021 fue de 4,8 frente
a 1. El grupo de edad mas afectado fue el de 25 a 34 afios (35% de los casos), seguido del de 20 a
24 afios (19 %)y del de 35 a 44 afios (19 %). Con excepcion del grupo de edad de 0 a 14 afios (en el
que las tasas son muy bajas), las tasas fueron mas altas en los hombres en todos los grupos de
edad.

En 2021, 18 paises notificaron datos sobre el modo de transmision para el 60% o mas de sus casos.
Entre estos paises, el 62% de todos los casos fueron en hombres que tienen sexo con hombres
(HSH), el 37% se notifico entre heterosexuales (20% hombres y 16% mujeres) y en el 1% de los
casos el grupo de transmisidn se informé como "otro".

Entre 2010 y 2021, se notificaron 724.290 casos de infeccidn gonocdcica confirmada en 29 paises.
Durante este periodo, las tasas en los hombres fueron consistentemente mads altas que en las
mujeres. En la figura 4 se observa la evolucidn por sexo durante estos afios. Desde 2012, las tasas

de notificacion aumentaron un 76% para los hombres y un 38% para las mujeres.

33



Introduccion

20~
oy
R
s
3
a
Q 15+
3
o
= s Total
2
o 107 Male
[a N
[7s]
% Female
—
G 5-
7]
o)
£
3
=

0 T T T T T T T T 1
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Year

Figura 4: Tasas de notificacion de casos confirmados de infeccion gonocdcica por 100.000
habitantes en total y por género, UE/EEE, 2012-2021%

En los 14 paises que reportaron modo de transmision, los casos notificados mostraron una
tendencia creciente entre todos los grupos de 2012 a 2019, y disminuyd ligeramente en 2020. Entre
los HSH y los hombres heterosexuales, los casos notificados aumentaron nuevamente en 2021. La
transmision en HSH aumentdé un 286% durante este periodo y la transmision heterosexual aumentd

un 50% (Figura 5).
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Figura 5: NUmero de casos confirmados de infeccion gonocdcica por género, categoria de
transmisién y afio, UE/EEE, 2012-2021.%
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1.4.2 Espaiia

Segun los datos de la “Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica” de Espafia3?, en el afio 2022 se
notificaron 23.333 casos de infeccidn gonocdcica (tasa: 49,0 por 100.000 habitantes). Al analizar
los datos en el periodo 1995-2022 (Figura 6), se observa un marcado descenso en las tasas hasta el
afio 2001 (desde 11,69 en 1995 hasta 2,04 en el 2001) seguido de un incremento continuado de la
incidencia a partir de esa fecha.3® El 79,9% (18.564 casos) fueron varones y la razén hombre: mujer

fue de 4,0.
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Figura 6: Incidencia de infeccidn gonocdcica. NUmero de casos y tasas por 100.000 habitantes.
Espafia, 1995-2022.38

La incidencia de infeccidén gonocdcica por CCAA en 2022 presenta un rango muy amplio, oscilando
entre 6,94y 121,88 casos por 100.000 habitantes. Las tasas mds elevadas se registraron en Catalufia
(121,88), Pais Vasco (63,82), Madrid (58,89) y Baleares (48,91). Las mas bajas se notificaron en
Melilla (4,83), Extremadura (6,94), Castilla La Mancha (10,30) y Asturias (10,54). Ceuta no notifico

ningun caso en 2022 (Figura 7).
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Figura 7: Incidencia de infeccién gonocdcica por Comunidad Auténoma, Espaia, 2022. Tasas por
100.000 habitantes.3®

1.4.3 Cataluna

Segun los datos del Centre d’Estudis Epidemiologics sobre les Infeccions de Transmissié Sexual i Sida
de Catalunya (CEEISCAT)??, la tasa global de infeccién gonocdcica en 2021 incrementé en un 44,1%
respecto a 2020, con un incremento medio anual de los ultimos diez afios del 32,7%, pasando de
los 8,9 casos por 100.000 habitantes en 2012 a los 86,2 casos por 100.000 habitantes en 2021, con

un total de 6674 casos notificados en 2021 (Figura 8).
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Figura 8: Evolucion de la tasa per 100.000 habitantes de los casos de infeccion gonocdcica en
Catalufia, 2012-2021.%°

En 2021, los hombres representaron el 83,1% de los casos mientras que las mujeres el 16,9%
restante, con una razén hombre: mujer de 5, la cual se ha mantenido estable durante el periodo
2012-2021. La edad media se situaba en 33 afios, 28 afios para las mujeres y 34 para los hombres.
Segun el grupo de edad, el nimero de casos notificados fue superior en el grupo de 20-29 afios en
el global y en las mujeres: 36,5% y 49,1%, respectivamente. En los hombres, el grupo de edad
mayoritario se situd en los 30-39 afios con el 37,4% de los casos notificados. Respecto al grupo de
transmision, el grupo mayoritario fueron los HSH (58,1%), seguido de mujeres y hombres
heterosexuales, 27,1% y 14,0%, respectivamente. La coinfeccién por VIH se reportd en un 9,1% de

los casos, alcanzando el 19,3% en los HSH.3°
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1.5 MANIFESTACIONES CLINICAS

1.5.1 Infecciones urogenitales

e Infeccién en hombres
En varones, la uretritis aguda es la manifestacidn clinica mas frecuente. Los principales signos y/o
sintomas son el exudado uretral y la disuria, normalmente sin polaquiuria ni tenesmo vesical.
Durante las primeras horas de la infeccién, el exudado suele ser escaso y mucoide, pero al cabo de
uno o dos dias es francamente purulento. El periodo de incubacién suele ser de 2 a 5 dias, aunque
puede oscilar entre 1y 10.28
La sintomatologia puede variar en funcién de factores tanto del huésped como del
microorganismo. Por ejemplo, algunas serovariedades PorB1A se asocian mas frecuentemente a
las infecciones asintomaticas en hombres. Se calcula que la prevalencia de la gonorrea urogenital
asintomatica en varones es del 10%.
Las complicaciones en hombres son poco frecuentes, siendo algunas de ellas la epididimitis aguda,
linfangitis peneana, absceso periuretral, prostatitis aguda, vesiculitis seminal e infecciones de las
glandulas de Tyson y de Cooper.

¢ Infeccién en mujeres
La manifestacién clinica mas frecuente en mujeres es la cervicitis. La infeccion afecta
principalmente al epitelio columnar del endocérvix. En cambio, la mucosa vaginal no suele estar
infectada por N. gonorrhoeae debido a la presencia del epitelio escamoso estratificado, con
excepcidon de mujeres con deficiencia de estrégenos como las nifias prepuberes o las mujeres
postmenopdusicas. En el 70-90% de los casos, suele haber infeccidn uretral concomitante debido
a su proximidad anatdmica.
Los sintomas generalmente se desarrollan tras un periodo de incubaciéon de 8 a 10 dias. Los
principales signos y sintomas son leucorrea, disuria, metrorragias y menorragias.
Entre el 50-95% de las infecciones gonocdcicas en mujeres pueden ser asintomaticas, y la no
deteccidn o tratamiento inadecuado pueden provocar complicaciones y facilitar la diseminacién de

la enfermedad. Estas complicaciones se producen aproximadamente en un 10-20% de los casos,
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pudiendo incluir endometritis, enfermedad pélvica inflamatoria, absceso tubo-ovarico e
infertilidad. Ademas, es un cofactor para el aborto espontaneo, corioamnionitis, rotura prematura

de membranas, parto prematuro y afectaciones fetales.

1.5.2 Infecciones extragenitales

e Infeccién anorrectal
La principal via de la infeccién gonocécica rectal es el coito anal receptivo sin proteccién. En el 90%
de los casos la infeccidn es asintomatica, causando proctitis aguda en los casos sintomaticos, que
cursa con dolor, molestia o prurito anorrectal, tenesmo, secrecidn purulenta o sangrado rectal.
Ademads, una anoscopia puede mostrar edema y eritema con presencia de exudado

mucopurulento?®40:41,

¢ Infeccidn faringea

Esta infeccidn se adquiere por contacto orogenital sin proteccidn y generalmente coexiste con una
infeccion genital. Recientemente, se ha sugerido que los besos y el intercambio de saliva
desempeian un papel importante en la transmision de N. gonorrhoeae y contribuyen de manera
importante en la morbilidad de la infeccidn gonocécica en la comunidad.*? Aunque hay poca
evidencia para respaldar esto, genera una discusion sobre el papel potencial de la orofaringe en el

control de esta infeccion.

Al igual que en la gonorrea rectal, los datos de prevalencia pueden estar infradiagnosticados, ya
que mas del 90% de las infecciones son asintomaticas*' y la mayoria de los casos se resuelven
espontaneamente?®40, E| diagnostico suele realizarse durante un cribado o en el estudio de

contactos®C.
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La infeccién faringea juega un papel relevante en la adquisicidon de genes de resistencia, dado que
es uno de los reservorios donde se produce mas transferencia horizontal de genes con otras

especies comensales de Neisseria *.

¢ Infeccidn gonocdcica diseminada (IGD)

La IGD es una complicacién infrecuente que se produce por la diseminacién hematégena de N.
gonorrhoeae a partir de una infeccién primaria de las mucosas. Normalmente aparece dentro de
las primeras 2 o 3 semanas después de adquirir la infeccién y se estima que puede afectar
aproximadamente al 3% de los casos 2543,

Los pacientes con IGD presentan la clasica triada caracterizada por la aparicion de dermatitis,
tenosinovitis y poliartralgia o poliartritis migratoria. Los sintomas articulares pueden ser muy
intensos y a menudo son asimétricos. La manifestacion mas frecuente es la artritis y, generalmente,
afecta a una o dos articulaciones, con mayor frecuencia en la rodilla, el tobillo, el codo o la mufieca.

Suele aparecer fiebre moderada, escalofrios y malestar general.

1.5.3 Infeccion en el embarazo

La infeccién gonocdcica en el embarazo se asocia con aborto espontdneo, trabajo de parto
prematuro, ruptura temprana de membranas y mortalidad infantil perinatal. Las manifestaciones
clinicas no cambian en las mujeres embarazadas, excepto que la EPI y la perihepatitis son poco
comunes después del primer trimestre, cuando los productos de la concepcién obliteran la cavidad

uterina?s.

1.5.4 Infeccidn en el neonato

La conjuntivitis gonocdcica del recién nacido (oftalmia neonatorum) es la manifestacién
clinicamente mas comun de la infeccidn neonatal. La profilaxis mediante la instilacion de
antibidticos en la conjuntiva poco después del parto es muy eficaz, aunque ocasionalmente falla.

La medida preventiva mdas importante es el cribaje sistemdtico y el tratamiento de la infeccion en

40



Introduccion

mujeres embarazadas antes del parto. El diagndstico de oftalmia neonatorum debe sospecharse
clinicamente cuando se desarrolla conjuntivitis aguda a los pocos dias del parto y se confirma
mediante la deteccidn de N. gonorrhoeae en las secreciones conjuntivales. La enfermedad
sistémica con septicemia y artritis también puede desarrollarse en recién nacidos, pero esto es muy

poco frecuente.?®

1.6 DIAGNOSTICO

1.6.1 Recogida, transporte y almacenamiento de la muestra

Para el diagndstico microbioldgico de la infeccidon gonocdcica, es esencial una correcta toma de la
muestra, asi como el transporte y posterior procesamiento de la misma, particularmente en el caso
del cultivo, dado que N. gonorrhoeae es muy sensible a las condiciones ambientales. La realizacién
correcta de estos procesos y la minima demora entre la recogida y el procesamiento de la muestra,
conserva la viabilidad del microorganismo y, por tanto, mejora el rendimiento diagndstico®.

La toma de muestra se hara en funcidon de la clinica y practicas sexuales del paciente. En todos los
casos, debe recogerse una muestra del tracto genital. La recogida de muestras rectales y
orofaringeas deben ser rutinarias en HSH, consideradas en mujeres que son contactos sexuales de
pacientes con infeccidon gonocdcica, y guiadas en funcidon de la historia sexual, el riesgo y los
sintomas o signos en todos los demds pacientes®. Se deberd tener presente la recogida de
muestras de hemocultivo y liquido articular ante la sospecha de infeccién diseminada®®.

Segun las tltimas recomendaciones del Center for Diseases Control and Prevention (CDC)* y de las
guias europeas,” en las mujeres la muestra genital mas recomendable para el diagndstico de
infeccion gonocdcica mediante técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAANs) es el
escobillén vulvo-vaginal, ya que presenta la misma sensibilidad y especificidad que el endocervical
y permite auto-toma de muestra. En las mujeres que, por su sintomatologia, se requiere examen
pélvico, el exudado endocervical recogido por el clinico es la muestra mas indicada. Mientras que,

en las mujeres, la sensibilidad de la deteccién de acidos nucleicos en el primer chorro de orina es
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un 10% inferior que en el escobillén vaginal o endocervical, en los hombres este es el tipo de
muestra recomendada ya que su sensibilidad es equivalente al escobillén uretral.*?

La toma de la muestra debe realizarse antes de comenzar el tratamiento antibiético. En el caso de
recoger varias muestras de una misma localizacién anatdmica, los escobillones destinados al cultivo
se han de recoger primero con tal de obtener la mayor carga bacteriana. El procesamiento
inmediato de las muestras tras la toma de la misma seria la situacion dptima, sin embargo, en
muchas ocasiones esto no es posible. En estos casos se recomiendan utilizar medios de transporte,
preferiblemente liquidos, tipo Stuart o Amies con carbdn activado que prolongan la viabilidad del
microorganismo hasta un maximo de 48 horas. Por otro lado, durante mucho tiempo se ha pensado
que la supervivencia del gonococo era superior a temperatura ambiente en comparacién a la
refrigeracion y muchos libros de texto ofrecen recomendaciones contradictorias. En algunos
estudios se demuestra que la conservacién y supervivencia del gonococo es muy superior si los

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

1.6.2 Microscopia

La microscopia es una técnica rapida, sencilla y econdmica. En hombres sintomaticos, observar 25
PMNs por campo y diplococos Gram negativos intracelulares permite diagnosticar la uretritis
gonocdcica con una sensibilidad y especificidad del 95% (figura 9). Sin embargo, en las muestras
endocervicales la sensibilidad de la tincion de Gram es del 45-65%, por lo que no es una
herramienta Gtil para descartar la infeccion?®.

Esta técnica esta desaconsejada en muestras extragenitales debido a la presencia de flora saprofita,

principalmente en muestras faringeas.
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Figura 9: Tincién de Gram donde se puede observar diplococos Gram negativos intraleucocitarios
(imagen propia).

1.6.3 Cultivo

Permite realizar estudios de sensibilidad antimicrobiana, esenciales para detectar y monitorizar las
resistencias antimicrobianas. Ademas, proporciona la posibilidad de hacer estudios de tipificacidén
bacteriana y es la técnica recomendada ante infecciones persistentes o sospecha de fracaso
terapéutico.

Debido a la alta sensibilidad de N. gonorrhoeae alas condiciones ambientales, los medios de cultivo
deben inocularse lo antes posible e incubarse inmediatamente a 35-372C en una atmdsfera con un
5% de CO,. Dado que N. gonorrhoeae tiene altos requerimientos nutritivos, para su cultivo se
utilizan medios enriquecidos, y en el caso de muestras no estériles, se utilizan medios selectivos
como Thayer-Martin, Martin-Lewis o New York City, que contienen agentes antimicrobianos
(vancomicina, colistina y nistatina u otros antifungicos) que inhiben el crecimiento de otras
bacterias y hongos. Si el cultivo es positivo se observaran colonias de color grisaceo (figura 10) a las

que se les realizardn las pruebas de identificacién.
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Figura 10: Colonias de N. gonorrhoeae en agar Thayer-Martin (Imagen propia).

1.6.4 Identificacion

Existen varios métodos disponibles para confirmar la identificaciéon de N. gonorrhoeae, incluidos
pruebas bioquimicas, pruebas seroldgicas, pruebas colorimétricas y métodos de deteccion de

acidos nucleicos. Mds de un sistema puede ser requerido para confirmar la identificacién.

1.6.4.1 Pruebas bioquimicas

En la tabla 1, se recogen las caracteristicas bioquimicas utilizadas como métodos tradicionales de
diagnéstico para diferenciar N. gonorrhoeae de otras especies de Neisseria, Moraxella sp. y
Kingella sp. Actualmente, estas pruebas han quedado relegadas a un segundo plano por la

introduccion de técnicas basadas en espectrometria de masas.
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Species Acid from Superoxol | Reduction |Polysaccharide Tributyrin
of nitrate from sucrose hydrolysis

Glucose |Maltose |Lactose |Sucrose |Fructose

N. gonorrhoeae + - - - - + - - -

N. meningitidis + + - - - + - - -

N. lactamica + + + - - + - - -

N. cinerag* - - - - - + - - -

N. polysscchares + + - - - + - - -

M. subflsva” + * - v v * . v -

N. sicca + + - + + + - + -

N. mucoss + + - + + + + + -

N. flavescens - - - - - + - + -

N. elongata® -

Branhamellz - - - - - + ¥ . N

catarrhalis

Kingella denitrificans | + - - - - - + - -

Abbreviations: + = strains typically positive but genetic mutants might be negative; - = negative; W = varizble,

* Cartzin strains grow on selective madia for the isolation of N. genorrhosae.

7 Includes biovars subflava, flava, and perflava, M. subfiavs biovar perflava strains produce acid from sucrose and fructose and produce polysaccharide from sucrose; N. subflava

biovar flava strains produce acid from fructose: N. subflava biovar flava and N. subflava biovar subflava do not produce polysaccharide.

§ Rod or coccobacillus.

Tabla 1: Caracteristicas bioquimicas de varias especies de Neisseria y otros microorganismos
Gram negativos, oxidasa positiva®

1.6.4.2 MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight)

Una herramienta muy utilizada en la actualidad y que presenta una buena sensibilidad y
especificidad, es la espectrometria de masas (MALDI-TOF). Hoy en dia, MALDI-TOF es considerada
una herramienta fiable para la deteccidn y tipificacion de bacterias y se ha integrado con éxito en

los laboratorios de microbiologia clinica.**.

1.6.5 Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAANs)

Actualmente es la técnica recomendada para la deteccion de las infecciones urogenitales en
mujeres y varones con y sin sintomas, ya que se ha demostrado que son coste-eficaces®?.

Estas técnicas poseen una serie de ventajas respecto al cultivo: el transporte y conservacion de las
muestras es mas sencillo, ya que no necesitan que el microorganismo esté viable para el
diagnéstico; son técnicas que se pueden automatizar, por lo que el tiempo de respuesta es muy
inferior; permiten la deteccion simultanea de varias dianas en una sola reaccién; gracias a la alta

sensibilidad, se pueden utilizar en muestras no invasivas como la orina o el exudado vaginal.
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Las TAANs son consideradas el “gold-standard” para la deteccién de N. gonorrhoeae y existen
varias plataformas moleculares para este fin®3. La mayoria de estos ensayos pueden detectar

también otros agentes causales de ITS como C. trachomatis, M. genitalium y T. vaginalis.

1.7 METODOS DE TIPIFICACION MOLECULAR

1.7.1 Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing (NG-MAST)

Esta técnica consiste en la secuenciacion de un fragmento interno hipervariable de dos genes, porB
(490 pb) y tbpB (390 pb), los cuales codifican la porina y la subunidad B de la proteina fijadora de
transferrina, respectivamente®.

La asignacion del secuenciotipo (ST) se basa en la combinacién de nimeros de alelos de cada gen.
Esto se realiza a través de la base de datos publica

Debido a la hipervariabilidad de los genes en los que se basa la tipificacion mediante NG-MAST,
podemos detectar muchos STs diferentes dentro de una misma poblacién, aunque estén
genéticamente relacionados.

El tipado mediante NG-MAST es una herramienta Util para identificar la variabilidad en las
poblaciones gonocécicas, redes de transmision o brotes, investigar fallos de tratamiento y predecir

fenotipos especificos de resistencia antimicrobiana®>.

1.7.2 Multilocus sequence typing (MLST)

EL MLST se basa en el analisis de las secuencias de ADN de fragmentos de siete genes (abcZ, adk,
arok, fumcC, gdh, pdhCy pgm), que estan relativamente conservados, evolucionan lentamente, son
evolutivamente mas neutrales y estan distribuidos por todo el genoma>. A cada gen se le asigna
un numero de alelo y de la combinacién de alelos en los 7 loci, se define un ST. El andlisis MLST estd
respaldado por una base de datos en la que se pueden caracterizar y depositar los aislados

(http://www.mlst.net).
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El andlisis MLST de aislados de N. gonorrhoeae presenta un alto nivel de reproducibilidad,
tipificacion y objetividad. Sin embargo, su capacidad discriminatoria es subdptima para analisis

epidemioldgicos o deteccién de redes de transmisién®>.

1.7.3 Neisseria gonorrhoeae sequence typing for antimicrobial resistance (NG-

STAR)

El tipado mediante NG-STAR ofrece un método estandarizado para clasificar siete genes bien
caracterizados asociados con la resistencia de N. gonorrhoeae a cefalosporinas, macrdlidos y
fluoroquinolonas (penA, mtrR, porB, ponA, gyrA, parCy 23S rRNA).

A las secuencias de ADN Unicas de cada gen de resistencia se les asigna un nimero de alelo y la
combinacion de alelos de los siete genes produce un tipo NG-STAR.

Se trata de una herramienta disponible on-line y de acceso publico ( ) que
puede integrar y estandarizar la nomenclatura asociada con los determinantes de la resistencia y
permite el seguimiento de la diseminacién mundial de cepas de N. gonorrhoeae resistentes a los

antimicrobianos®.

1.7.4 Secuenciacion de genoma completo (WGS)

La secuenciacidn de genoma completo, WGS por sus siglas en inglés (Whole Genome Sequencing),
es la técnica que proporciona una mayor resolucién de las cepas para estudios comparativos y
permite determinar con alta precision la epidemiologia de los microorganismos. Estd enmarcada
dentro de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (next generation sequencing,
NGS), también conocidas como secuenciaciéon masiva.

La WGS es mas discriminatoria que las técnicas de genotipado anteriormente descritas y revela
redes de individuos infectados con aislados genéticamente relacionados, alcanzando andlisis
filogenéticos mas exactos. Esto se debe a que las comparaciones se realizan utilizando el genoma
core, es decir, para realizar el analisis se usan los genes que estan presentes en todos los

aislamientos de una especie. Esto permite que las representaciones sean mas precisas, ya que se
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evitan las dificultades al interpretar la evolucidn de regiones gendmicas complejas y diversas®’.
Combinado con datos epidemioldgicos, la WGS tiene el potencial de arrojar luz sobre la
epidemiologia local y global de la infeccién gonocécica®®.

Por otro lado, la WGS permite predecir la sensibilidad de N. gonorrhoeae en funciéon de
determinantes de resistencia conocidos, rastrear la propagacién de estos determinantes en toda

la poblacién de N. gonorrhoeae e identificar nuevos loci que contribuyen a la resistencia®®.

1.8 SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y TRATAMIENTO

1.8.1 Estudio de la sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad antimicrobiana puede determinarse por métodos fenotipicos, basados en la
actividad in vitro de un antibidtico frente a un microorganismo, o por métodos genotipicos, que
consisten en la deteccidn de genes y mutaciones relacionados con la resistencia antimicrobiana.
Actualmente, los métodos fenotipicos basados en el cultivo son los mas utilizados en la practica
clinica para determinar la sensibilidad de N. gonorrhoeae.

El método de la dilucién cuantitativa en agar para determinar la concentracidn minima inhibitoria
(CMI) es el Gold standard, sin embargo, es una técnica laboriosa y poco idénea para el estudio
rutinario de la sensibilidad antimicrobiana. De esta manera, el método que se utiliza con mas
frecuencia para determinar la sensibilidad de N. gonorrhoeae es la técnica de difusién en gradiente
(Epsilon test o E-test) (figura 11), ya que es comparable al método de dilucién en agar y mas sencillo

de interpretar.

Figura 11: Determinacion de la sensibilidad de N. gonorrhoeae por la técnica de difusién en
gradiente (imagen propia).
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1.8.2 Historia de los regimenes de tratamiento y evolucion de la resistencia

Durante la era preantibidtica, el tratamiento de la infeccidon gonocécica consistia principalmente
en llevar un estilo de vida mds saludable, alimentacidon adecuada y descanso y abstinencia de
alcohol y actividad sexual. Ademas de estos habitos, se utilizaban como tratamiento sistémico
diferentes tipos de bdlsamos, hipertermia, irrigaciones uretrales y compuestos quimicos como el
arsénico, el antimonio, el bismuto, el oro, la palta y el mercurio.*

A principios del siglo XX, empez6 a introducirse el uso de los antibidticos para el tratamiento de la
gonorrea. Sin embargo, N. gonorrhoeae ha ido adquiriendo resistencia a todos los antimicrobianos
utilizados para su tratamiento. La historia de los antimicrobianos utilizados y la evolucién de la

resistencia, se resumen en la figura 124

Main resistance 4’
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Novel penAmosaic alleles
(CRO resistance) Plasmid-mediated TET
resistance. Chromosomal TET
235 rRNA/erm+mefA and PEN resistance spreading.
(AZMresistance) SPT resistance frequentin Korea
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Figura 12: Historia de los antimicrobianos recomendados para el tratamiento de la infeccidn
gonocdcica y la evolucién de la resistencia antimicrobiana en Neisseria gonorrhoeae.*
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Sulfonamidas:

Las sulfonamidas fueron los primeros antimicrobianos utilizados para el tratamiento de la infeccién
gonocacica. Inicialmente curaban del 80 al 90% de los casos, sin embargo, a finales de la década de
1940, el 90% de los gonococos aislados eran resistentes a las sulfonamidas in vitro. Sin embargo, el
sulfametoxazol se continué utilizando en combinacidn con trimetropim durante décadas en paises

COon POCOs recursos.

Penicilinas:

En 1928, Alexander Fleming descubrid accidentalmente que un compuesto producido por un hongo
podia lisar estafilococos y otras bacterias que causan muchas enfermedades infecciosas. No
obstante, no fue hasta 1943 cuando se documentd la penicilina como tratamiento eficaz de la
uretritis gonocdcica, marcando una nueva era en el tratamiento de la infeccidon gonocdcica y otras
enfermedades infecciosas. De hecho, la penicilina suplanté rapidamente a las sulfonamidas como
tratamiento de primera linea para la gonorrea y curaba mas del 95% de los casos a dosis bajas
(45mg). Sin embargo, a lo largo de los afios, las CMIs de la penicilina aumentaron debido a la
acumulacién de determinantes de resistencia cromosdémica, y las dosis prescritas se aumentaron
progresivamente para obtener tasas de curacién adecuadas. En 1946 se reportaron cuatro casos
de gonorrea resistentes a dosis “altas” de penicilina (0.6 a 1.6 millones de unidades) y durante las
dos décadas siguientes, fue aumentando la proporcion de cepas resistentes a penicilina. En 1976
se detectaron cepas productoras de dos tipos de betalactamas plasmidicas que conferian
resistencia de alto nivel a penicilina, a pesar de ello, se siguié utilizando la penicilina como
tratamiento de primera linea. No fue hasta una década después, cuando se abandoné esta terapia
debido a la aparicién de resistencias mediadas por mecanismos cromosdmicos. Actualmente, las
cepas resistentes a penicilina por mecanismos plasmidicos y/o cromosémicos son comunes en todo

el mundo.
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Tetraciclinas:

Las tetraciclinas se usaron especialmente en pacientes con alergia a la penicilina. Sin embargo, las
CMIs aumentaron con el tiempo, debido a determinantes de resistencia cromosdémica. La
deteccidn, a mediados de los afios 80, de cepas con el determinante plasmidico tetM, que produce
resistencia de alto nivel, fue el desencadenante de la eliminacidn de la tetraciclina de las guias de

tratamiento de Estados Unidos y otros paises.

Espectinomicina:

La espectinomicina actua sobre la subunidad 30S ribosomal y estd estrechamente relacionado con
los aminoglucdsidos. Este farmaco se sintetizd y comercializé a principios de la década de 1960
como tratamiento especifico para la infeccién gonocdcica. Con la aparicién de la resistencia
plasmidica a la penicilina, la espectinomicina empezd a utilizarse para el tratamiento de estos casos.
Sin embargo, a principios de los afios 80 se empezaron a detectar casos de resistencia a este
compuesto en todo el mundo, de forma que dejoé de utilizarse como tratamiento empirico de
primera linea. Actualmente la tasa de resistencias a la espectinomicina es muy baja pero no esta
disponible en la mayoria de paises. Ademas, este antimicrobiano no es adecuado para el

tratamiento de la gonorrea faringea, ya que su eficacia es de alrededor del 80%.

Quinolonas:

Las fluoroquinolonas, sobre todo ciprofloxacino, fueron ampliamente utilizadas para el tratamiento
de la gonorrea desde finales de los afios 80. Inicialmente se utilizaban dosis bajas (250 mg), pero
en 1990 ya se empezaron a documentar casos de fracaso terapéutico. Por esa razén se aumento la
dosis a 500 mg, pero rapidamente se detectaron cepas resistentes. En algunos paises asiaticos, las
fluoroguinolonas dejaron de recomendarse como tratamiento de primera linea a mediados de los
afios 90. Las cepas resistentes a ciprofloxacino se diseminaron rapidamente a nivel mundial y, en

2007, las fluoroquinolonas dejaron de ser el tratamiento recomendado por las guias del CDC, asi
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como también por las guias europeas. Actualmente la tasa de resistencia a fluoroquinolonas es alta

a nivel mundial.

Macrdlidos:

Datos clinicos e in vitro demostraron que la eritromicina no era lo suficientemente eficaz para el
tratamiento de la infeccidén gonocécica. En cambio, la azitromicina tiene una actividad superior
contra el gonococo. Sin embargo, a finales de los afios 90, se notificaron cepas con sensibilidad
disminuida y resistencia a azitromicina en América latina, donde la azitromicina era
frecuentemente utilizada para el tratamiento de las ITS bacterianas. Posteriormente, se notificaron
casos con resistencia de alto nivel (CMI > 256 mg/L) en Escocia®, Inglaterra®?, Argentina®?, Italia®,
Estados Unidos®, Suecia®®, Canada®®, Australia®” y Espafia®®.

Por lo tanto, este antibidtico dejé de utilizarse en monoterapia, pero si se siguié recomendando
como uno de los dos antimicrobianos en la terapia dual de la infeccion gonocécica, junto con
ceftriaxona.’® Actualmente, algunas guias internacionales han eliminado la azitromicina como
primera opcién terapéutica empirica debido al aumento de la tasa de resistencia en los ultimos

afios.®®

Cefalosporinas:

Las cefalosporinas de tercera generacion recomendadas para el tratamiento de la gonorrea son la
ceftriaxona intramusculary la cefixima oral. En algunos paises donde la cefixima no esta disponible,
se han utilizado otras cefalosporinas orales, como cefditoreno, cefuroxima, cefpodoxima y
ceftibuteno.

Durante las ultimas dos décadas, la sensibilidad a las cefalosporinas de espectro extendido ha ido
disminuyendo y se han documentado casos de fracaso terapéutico en todo el mundo. Las primeras
cepas resistentes a las cefalosporinas de tercera generacidn surgieron en Japdn a finales de los

afios 90 y posteriormente se propagaron por varios paises.
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Un hecho relevante que alarmé a la comunidad cientifica fue la deteccién de las primeras cepas
con resistencia de alto nivel a cefalosporinas. La primera fue detectada en Kyoto (Japon) en el afio
2009. Esta cepa, conocida como H041, fue aislada de la faringe de una trabajadora del sexo y
mostraba una CMI a cefixima y ceftriaxona de 8 y 2 mg/L, respectivamente®’0, La segunda cepa,
conocida como F89, se aislé en 2010 de un exudado uretral en un paciente HSH en Francia y
presentaba una CMI a cefixima de 4 mg/L y a ceftriaxona de 2 mg/L.® En 2011, se detectaron los
primeros casos en Espafa, concretamente en Catalufia, en una pareja HSH. Estas cepas
presentaban una CMI de 1.5 mg/L tanto a ceftriaxona como cefixima y se aislaron en el exudado
uretral de un paciente y en el rectal del otro®.

Con el propdsito de frenar la propagacién de cepas resistentes, las guias clinicas internacionales
comenzaron a recomendar la terapia dual con ceftriaxona 250-500mg via intramuscular junto con
una dosis Unica de azitromicina 1-2 g por via oral.»'*% Esto se debe a que el gonococo, al igual que
otras bacterias, tiene dificultad para desarrollar resistencias a dos clases diferentes de
antimicrobianos, y asi se crea una barrera farmacoldgica que dificulta la aparicidn de resistencias a
uno de los componentes del tratamiento dual.

Sin embargo, se han descrito casos de fracaso terapéutico con esta terapia dual,!” siendo
especialmente alarmante la deteccidn en 2018 de cepas de gonococo que mostraban resistencia
combinada a ceftriaxona (CMI = 0.5 mg/L) y alto nivel de resistencia a azitromicina (CMI >256 mg/L)

en Inglaterra y Australia. 122

La deteccidn de estas cepas resalta la amenaza que representa la propagacion de aislados MDR y
XDR-NG en un contexto de alternativas terapéuticas limitadas y falta de vacuna. También pone de
manifiesto la necesidad de implementar programas de vigilancia para detectar la aparicion y
propagacién de resistencias, 7* y asi evitar que N. gonorrhoeae se convierta en una bacteria

intratable.
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1.8.3 Mecanismos de resistencia

Desde el comienzo de la era de los antimicrobianos, N. gonorrhoeae ha demostrado repetidamente
su capacidad para desarrollar resistencia a todos los antimicrobianos introducidos para su
tratamiento.”? El gonococo utiliza la mayoria de los mecanismos de resistencia antimicrobiana
conocidos:

a) Destruccién o modificacion enzimatica del antimicrobiano

b) modificacidn de la diana terapéutica

c) aumento de la expulsién del antibidtico al exterior de la bacteria

d) disminucion de la entrada del antibiotico al interior de la célula

La mayoria de los determinantes genéticos de resistencia antimicrobiana en N. gonorrhoeae son
cromosdmicos, y sélo el gen blaTEM vy el gen tetM, que dan lugar a un alto nivel de resistencia a la

penicilina y la tetraciclina, respectivamente, se transmiten por plasmidos en los gonococos.

Algunos determinantes de resistencia por si solos pueden dar lugar a altos niveles de resistencia
tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, en otras ocasiones es necesario que se acumulen

diferentes determinantes para que el fenotipo de resistencia tenga significado clinico.

Un ejemplo claro de la capacidad del gonococo para adquirir material genético exdgeno, es la
adquisicion de genes de resistencia por transferencia horizontal a partir de neisserias sapréfitas de
la orofaringe. Probablemente, la infeccidn gonocécica en la faringe, donde el N. gonorrhoeae y
especies comensales de Neisseria pueden coexistir durante periodos prolongados de tiempo,
favorece esta transferencia de genes. Es probable que la transferencia horizontal de genes haya
jugado un papel fundamental en la propagacién de los alelos del mosaico penA, lo que resulté en

una disminucién de la sensibilidad o resistencia a las ESCs.”?

Ademas, la adquisicidn de genes no afecta al fitness bioldgico del microorganismo, posiblemente
debido a mutaciones compensatorias, por lo que las cepas multirresistentes persisten incluso en
ausencia de presion antibidtica.*” En la tabla 2 se resumen los mecanismos de resistencia de N.

gonorrhoeae a las distintas clases de antibiédticos.
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Antimicrobial class

Resistance determinants/mechanisms

Sulfonamides

Penicillins {e.g., penicillin G and
ampicillin)

Tetracyclines (e.g., tetracycline
and doxycycline)

Spectinomycin

Cuinolones (e.g., ciprofloxacin
and ofloxacin)

Macrolides (e.g., erythromycin
and azithromycin)

Cephalosporins (e.g., ceftibuten,
cefpodoxime, cefixime,
cefotaxime, and ceftriaxone)

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

Mutations in folP (encoding the sulfonamide target DHPS) reduce target affinity. The folP mutations comprise
SNPs or a mosaic folP gene containing sequences from commensal Neisseria spp.

Mutations in penA (encoding the main lethal target PBP2). Traditionally, the mutations were the single amino
acid insertion D345 in PBP2 and 4 to 8 concomitant mutations in the PRP2 carboxyl-terminal region,
decreasing the PBP2 acylation rate and reducing susceptibility ~-&- to 8-fold. In the last decade, many mosaic
penA alleles with up to 70 amine acid alterations, also reducing PEP2 acylation, were described.

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

porB1b SNPs, eg., encoding G120K and G120D/4121D mutations in loop 3 of PorB1b, reduce influx (penB
resistance determinants). Interestingly, the penB phenotype is apparent only in strains with the mirR
resistance determinant.

A SNP in pil) (encoding the pore-forming secretin PilQ) of the type IV pili), i.e., 666K, reduces influx. Note
that this SNP has been found only in the laboratory and is unlikely to be present in clinical isolates, because it
disrupts type IV pilus formation, which is essential for pathogenesis.

A SNP in ponA (encoding the second penicillin target, PBP1), i.e., “ponA ] determinant” (L421P), reduces
penicillin acylation of PEP1 ~2- to 4-fold.

“Factor X,” an unknown, nontransformable determinant, increases penicillin MI1Cs ~3- to 6-fold.

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

A SNP in rps] (encoding ribosomal protein $10), i.e., V57M, reduces the affinity of tetracycline for the 308
ribosomal target.

mirR mutations (see above).

penB mutations (see above).

A SNP in pil() (see above).

TetM-encoding plasmids, i.e., American and Dutch plasmids. Evolved derivatives have been described in
Urugnay and South Africa. TetM, resembling elongation factor G, binds to the 308 ribosomal subunit and
blocks tetracycline target binding.

A 165 rRNA SNP, i.e., C1192U, in the spectinomycin-binding region of helix 34, reduces the affinity of the drug
for the ribosomal target.

Mutations in rpsE (encoding the 308 ribosomal protein $5), .2, the T24P mutation and deletions of V25 and
K26E, disrupt the binding of spectinomycin to the ribosomal target.

#ymA SNPs, eg., S91F, D95N, and D95G, in the QRDR, reduce quinolone binding to DNA gyrase.

parC SNPs, e.g., D86N, S88P, and E91K, in the QRDR, reduce quinolone binding to topoisomerase IV.

Many additional mutations in the QRDR of gyrA and parC have been described. An overexpressed NorM efflux
pump also slightly enhances quinolone MICs.

235 rRNA SNPs, i.e,, C2611T and A2059G (in 1 to 4 alleles), result in a 235 rRNA target (peptidyltransferase
loop of domain V) with a reduced affinity for the 505 ribosomal macrolide target.

mirR mutations (see above).

erm genes (ermB, ermC, and ermF), encoding rRNA methylases that methylate nucleotides in the 235 rRNA
target, block the binding of macrolides.

MacAB efflux pumps; its overexpression increases the MICs of macrolides.

mef-encoded efflux pump exports macrolides out of the bacterial cell and increases the MICs of macrolides.

Mosaic penA alleles encoding mosaic PBP2s with a decreased PBP2 acylation rate. These proteins have up to 70
amino acid alterations and are derived from horizontal transfer of partial penA genes from mainly commensal
Neisseria spp. Mutations in mosaic PBP2s verified to contribute to resistance are A311V, 1312M, V316T,
V316P, T483S, AS01P, A501V, N512Y, and G5455. The resistance mutations need other epistatic mutations
in the mosaic penA allele.

penA SNPs, i.e., ASO1V and A501T, in nonmaosaic alleles can also enhance cephalosporin MICs. Some additional
SNPs (G5425, P351S, and P551L) were statistically associated with enhanced cephalosporin MICs, but their
effects remain to be proven with, e.g., site-directed penA mutants in isogenic backgrounds.

mirR mutations (see above).

penB mutations (see above).

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

Tabla 2: Determinantes y mecanismos de resistencia de N. gonorrhoeae.*
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Resistencia a sulfonamidas:

Las sulfonamidas son andlogos estructurales del dcido paraaminobenzoico (PABA), que utilizan las
bacterias para la sintesis de 4acido fdlico, y tiene un efecto bacteriostatico. Esta familia de
antibiéticos bloquea la enzima bacteriana dihidropteroato sintasa (DHPS), inhibiendo asi la sintesis
de 4cido félico en la bacteria. La resistencia a sulfonamidas puede estar mediada por dos
mecanismos, la sintesis excesiva de acido p-aminobenzoico (PABA) que diluye el agente
antimicrobiano, o por mutaciones en el gen folP, que codifica el DHPS. Las alteraciones de DHPS

dan como resultado una afinidad significativamente menor por las sulfonamidas.

Resistencia a penicilinas:

Los antibidticos betalactdmicos, como las penicilinas y las cefalosporinas, inhiben la sintesis del
peptidoglucano mediante la unién del anillo betalactamico a las PBPs (penicillin-binding proteins),
impidiendo asi la reaccion de transpeptidacion. Esta familia de antibidticos tiene efecto bactericida.

La resistencia a penicilina puede ser plasmidica o cromosémica.

e Resistencia plasmidica: Las cepas gonocdcicas con alto nivel de resistencia a la penicilina

mediada por pldsmidos contienen tradicionalmente plasmidos con un gen blaTEM-1, que
codifica una PB-lactamasa de tipo TEM-1. Esta enzima hidroliza el anillo betalactamico
inactivando a la penicilina. Todavia no se ha adquirido o desarrollado ninguna B-lactamasa de
espectro extendido (BLEE) en los gonococos. Sin embargo, en muchas cepas que circulan
actualmente, se ha encontrado el gen blaTEM-135, que difiere en un solo polimorfismo de
nucledtido (SNP) de blaTEM-1, y solo un SNP adicional podria resultar en una BLEE capaz de
hidrolizar y degradar las ESCs.

e La resistencia cromosémica estda mediada por tres mecanismos: mutaciones en la diana del

farmaco (PBPs), aumento del flujo de salida del B-lactamico y disminucién de la entrada del

antimicrobiano.
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En los gonococos resistentes a la penicilina, existen entre 5 y 9 mutaciones en el gen penA (que
codifica la PBP2, la principal diana de los B-lactamicos), lo que disminuye las tasas de acilacion
de PBP2 vy, en consecuencia, disminuye la sensibilidad a la penicilina de 6 a 8 veces. Estas
mutaciones en el gen penA se deben a la adquisicién, mediante transformacidn, de secuencias
procedentes de neisserias comensales que poseen una PBP2 modificada. En las Ultimas décadas,
se han descrito varios genes penA en mosaico que contienen entre 60 y 70 cambios de
aminodcidos y que confieren resistencia tanto a las penicilinas como a las cefalosporinas.
Aunque la alteracién de PBP2 es el principal mecanismo cromosémico de resistencia a la
penicilina, las cepas que exhiben un alto nivel de resistencia a la penicilina también albergan
una Unica mutacion de cambio de sentido en el gen ponA (denominado alelo ponAl) que se
traduce en una alteracién Leu421Pro en PBP1.

Otros mecanismos de resistencia que pueden incrementar las CMIs son: mutaciones especificas
en el gen mtrR que da lugar a un mayor flujo de salida por sobreexpresion del sistema de bomba
de expulsidon de MtrC-D-E y exporta la penicilina fuera de la célula, y mutaciones en el gen penB
que dan como resultado una disminucion del flujo de entrada de penicilina por alteracién de la

porina PorB1b.

Resistencia a cefalosporinas:

Al igual que en el caso de la resistencia cromosdémica a la penicilina, los principales determinantes

de resistencia a ESCs en N. gonorrhoeae son alteraciones especificas del gen penA que codifica

PBP2. La adquisicion de alelos en mosaico produce un mayor incremento de las CMIs de cefixima

que de ceftriaxona. En cepas resistentes a cefixima con el alelo penA en mosaico, se han detectado

tres alteraciones aminoacidicas especificas en PBP2 (G545S, 1312My V316T). Estas tres mutaciones

aumentan la CMils sélo en presencia de mutaciones adicionales en el mosaico penA que por si solas

no tienen ningun efecto. La introduccidn de la mutaciéon A501V en cepas con el alelo en mosaico,

aumenta las CMlIs de ceftriaxona y cefixima entre 2 y 4 veces. Algunas alteraciones puntuales en la

PBP2, como G542S, P551S y P551L, también se han asociado con CMls elevadas a ceftriaxona.

57



Introduccion

Respecto a las cepas con alto nivel de resistencia a todas las ESCs, el nuevo alelo mosaico penAnos
en la primera cepa XDR reportada en Kioto (Japdn),° conocida como H041 y que muestra un alto
nivel de resistencia a la ceftriaxona y la cefixima, contenia 12 cambios de aminoacidos en
comparacién al mosaico penA alelo X, que se asocié con la mayoria de las primeras resistencias a
la cefixima y los fracasos del tratamiento en Japdn. De estas 12 mutaciones, las tres mutaciones
A311V, V316P y T483S dieron como resultado aumentos significativos en las CMlIs de ceftriaxona y
cefixima, produciendo una disminucion en la tasa de acilacién. Por otro lado, las cepas detectadas
en Francia®y Catalufia® presentaban el alelo XXXIV en mosaico, el cual contenia un cambio adicional
(A501P) que provocaba cambios en la estructura secundaria de la proteina, impidiendo la unién de

las cefalosporinas a la PBP2.

Aungque el principal mecanismo de resistencia son las alteraciones en la diana terapéutica, el
aumento de flujo de salida y la disminuciéon de la entrada de las ESCs, por alteraciéon en los
determinantes mtrR y penB, respectivamente, aumentan las CMIs tanto de ceftriaxona como de

cefixima, aunque se ha visto que el efecto es superior en el caso de la ceftriaxona.

Por otra parte, las mutaciones en ponA (L421P)y pilQ (E666K) que son determinantes de resistencia

a la penicilina, no parecen afectar a las CMls de las cefalosporinas.

Resistencia a tetraciclina:

Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas bloqueando la unién de aminoacil-tRNA al complejo
mRNA-ribosoma, principalmente al unirse a la subunidad ribosémica 30S. Presentan por tanto un
efecto bacteriostdtico. Al igual que las penicilinas, el mecanismo de resistencia puede ser

cromosémico o mediado por plasmidos.

e Resistencia plasmidica: La resistencia de alto nivel mediada por plasmidos (MIC = 16 ug/ml) se
debe al gen tetM, inicialmente descrito en el género Streptococcus. La proteina TetM, la cual

posee gran similitud con el factor de elongacidén (EF-G), confiere un alto nivel de resistencia a la
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tetraciclina al unirse a los ribosomas y provocar la liberaciéon de la molécula de tetraciclina, lo
gue permite que continle la sintesis de proteinas.

e Resistencia cromosémica: se debe a la mutacion V57M en el gen rpsJ, que provoca una

alteracién en la estructura de la proteina ribosomal S10 y, por tanto, disminuye su afinidad por
las tetraciclinas. Ademas, otros factores que aumentan la resistencia a este antibiético, al igual
que ocurre con la penicilina, un mayor flujo de salida y una menor entrada de tetraciclina,

debido a mutaciones en los genes mtrR y penB, respectivamente.

Resistencia a espectinomicina:

La espectinomicina se une a la subunidad ribosémica 30S de la bacteria e inhibe la translocacién de

proteina. Tiene efecto bacteriostatico.

La resistencia de alto nivel a la espectinomicina (CMI >1024 mg/L) se debe a la mutacion C1192U
en el 16S ARNr y por una deleccidén de Val25 y una alteracidn de K26E en la proteina ribosomal S5,
codificada por el gen rpsE. Por otro lado, la alteracién T24P en el gen rpsE da lugar a resistencia de
bajo nivel a la espectinomicina, ya que las mutaciones en este gen desestabilizan la unién del

antibidtico al 16S ARNr?.

Resistencia a quinolonas:

La ADN girasa y la topoisomerasa IV bacterianas son topoisomerasas de tipo Il altamente
conservadas que son esenciales para el metabolismo del ADN. Actlian rompiendo y volviendo a
unir el ADN de doble cadena en una reaccidén que se acopla con la hidrélisis de ATP. Las quinolonas
actuan inhibiendo la ADN girasa y la topoisomerasa IV, por lo que tienen actividad bactericida. Las
bacterias desarrollan resistencia a las quinolonas a través de mutaciones que alteran el

reconocimiento de estas enzimas diana por parte de las quinolonas. La ADN girasa consta de un

59



Introduccion

heterotetrdmero de dos subunidades GyrA y dos subunidades GyrB; en los gonococos, las
mutaciones iniciales en el gen diana principal, gyrA, se asocian con resistencia. Las mutaciones de
gyrA reducen la afinidad de unién de las quinolonas, lo que hace que la enzima (y las bacterias)
sean resistentes a su efecto inhibidor. La topoisomerasa IV es un tetrdmero de dos subunidades
ParC y dos ParE, codificadas por los genes parC y parE, respectivamente. Las quinolonas también
pueden inhibir la actividad enzimdtica de la topoisomerasa IV, aunque se requieren
concentraciones mas altas que las necesarias para inhibir la ADN girasa in vitro. Sélo la mutacién
sin sentido en el codén 91 del gen gyrA (S91F) proporcionan resistencia de nivel bajo a intermedio,
pero la resistencia de alto nivel requiere una o varias mutaciones concomitantes especificas en
parC.*#7* Las mutaciones en gyrBy parE no parecen tener un impacto significativo en la resistencia

a ciprofloxacino.*

Resistencia a macrélidos:

Los macrélidos son antibidticos bacteriostaticos que inhiben la sintesis proteica al unirse a la
subunidad ribosomal 50S y haciendo que los ribosomas liberen polipéptidos incompletos. Esta
familia de antibidticos interactia con el 23S ARNr, por lo que se evita la translocacion del peptidil-

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

La resistencia a los macrélidos puede deberse a la modificacidn de la diana ribosomal, bien asociada
con la ARNr metilasa o por mutaciones especificas en el 23S ARNry/o por un sistema de bomba de

expulsion.»7>

Las ARNr metilasas, codificadas por los genes erm (ermA, ermB, ermC y ermF) pueden causar
resistencia a los macrélidos mediante el bloqueo de la unién de los macrdlidos al 23S ARNr por la
metilacién de un residuo de adenosina en la posicién 2058 (sistema de numeracién de E. coli), que
se encuentra en el dominio V de la peptidil transferasa. Estos genes pueden ser transportados por

transposones conjugativos. En los gonococos, los genes erm pueden conferir un alto nivel de
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resistencia a la eritromicina (CMI de 4 a 16 mg/L) y una sensibilidad disminuida o un bajo nivel de

resistencia a la azitromicina (CMI de 1 a 4 mg/L) en ausencia de otros determinantes de resistencia.

Las mutaciones especificas C2611T y A2059G en el 23S ARNr, también pueden provocar resistencia
de bajo y de alto nivel, respectivamente. Las CMIs de los macrdélidos frente a estas cepas resistentes
dependen de cudntos de los cuatro alelos del gen 23S ARNr contienen la mutacién. Por ejemplo,
las mutaciones A2059G en tres o los cuatro alelos del gen 23S ARNr dan como resultado una
resistencia de alto nivel a la azitromicina’® (CMI de 256 mg/Ly hasta 4096 mg/L), mientras que las
cepas con solo un alelo mutante A2059G pueden tener un CMI de azitromicina similar a la de las

cepas de tipo salvaje.

La sobreexpresidn de las bombas de expulsion, en particular la bomba MtrC-D-E, pero también las

bombas de flujo codificadas por MacAB y mef, pueden afectar las CMIs de los macrélidos.

Otros mecanismos de resistencia:

Una vez comentados los determinantes de resistencia especificos para cada familia de antibidticos,
se detallan otros mecanismos que pueden afectar a las CMlIs de varias familias de antibidticos,
independientemente de su mecanismo de accidn. Estos mecanismos son los sistemas de expulsion

y las porinas.

Por lo que respecta a los primeros, se han descrito varias bombas de expulsién en bacterias, las

cuales se agrupan en funcién de su composicion y estructura:

a. familia MF (mayor facilitador)

b. familia SMR (small multidrug resistance)

c. familia RND (resistance nodulation-cell division)

d. familia MATE (multidrug and toxic compound extrusion)

e. familia ABC (ATP-binding cassette)

En el gonococo, se han identificado 4 sistemas de expulsién (MtrC-D-E, MacAB, NorM y FarAB) que

pertenecen a las familias RND, ABC, MATE y MF, respectivamente. La bomba MtrC-D-E puede

61



Introduccion

expulsar a diferentes antimicrobianos hidrofébicos, como macrélidos, beta-lactdmicos,
ciprofloxacino y tetraciclina. La bomba NorM exporta fluoroquinolonas y la MacAB los macrdlidos.
La bomba MtrC-D-E es una de las mas estudiadas. Las cepas de gonococo con resistencia media a
diferentes compuestos hidrofébicos suelen presentar mutaciones en el dominio de unién al DNA
del gen mtrR. Pero en las cepas con resistencia de alto nivel, se ha visto que lo mas frecuente es
una deleccion de una adenina en una zona repetitiva invertida de 13 pares de bases en la regién

del promotor del mtrR.

En cuanto a la penetracién de los antimicrobianos en el interior de la célula, las cepas de gonococo
producen una de dos formas mutuamente excluyentes de porina, PorBlay PorBlb (anteriormente
denominada proteina principal de membrana externa, proteina | o por). Las cepas que expresan
PorBla son ligeramente mas sensibles a la penicilina y tetraciclina. Por otro lado, las alteraciones
de aminodcidos en el loop 3 de la PorBlb disminuyen la sensibilidad del gonococo a penicilina,
tetraciclina y ESCs. Curiosamente, la penicilina y la ceftriaxona se afectan mas que la cefixima, lo
que sugiere que la cefixima no difunde en el espacio peripldsmico a través de PorBlb o que la

difusion no se ve alterada por mutaciones en penB.

Las cepas bacterianas con resistencia a un antimicrobiano tienen una ventaja tanto in vitro como
in vivo sobre las cepas sensibles en presencia del antimicrobiano dado. Por el contrario, el
rendimiento bioldgico (fitness) de estas cepas es inferior al de las cepas sensibles en ausencia del
antimicrobiano. Sin embargo, hay mutaciones compensatorias/estabilizadoras/reparadoras que
restablecen el fitness mientras mantienen la resistencia antimicrobiana. Curiosamente, en el
gonococo, los mecanismos de resistencia no necesariamente causan una disminucion del
rendimiento bioldgico de la bacteria, lo que resulta en la persistencia de cepas MDR o XDR incluso
en ausencia de una presién antimicrobiana. De hecho, algunos determinantes de resistencia
(mutaciones mtrR y gyrA) parecen incluso mejorar la aptitud biolégica de al menos algunas cepas
gonocécicas. En consecuencia, muchos afios después de que se abandonaran la penicilina, la

tetraciclina y las fluoroquinolonas del tratamiento recomendado para la gonorrea, las cepas
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resistentes continlan representando un porcentaje significativo de aislamientos en todo el

mundo.*

1.8.4 Regimenes de tratamiento

El objetivo del tratamiento de la infeccién gonocdcica es erradicar dicha infeccién, prevenir
complicaciones y evitar la transmisién a otras personas. Las recomendaciones de las principales

guias internacionales estan recogidas en las tablas 3-5.

Se recomienda una evaluacion después del tratamiento para confirmar la erradicacidon de la
infeccion, el cumplimiento del tratamiento, preguntar sobre los efectos adversos, la resolucion de
los signos y sintomas, realizar una historia sexual para explorar la posibilidad de una reinfeccién y

recomendar la notificacion a la pareja.

Un test de cura (TOC; por sus siglas en inglés, test of cure) debe realizarse en todos los casos para
identificar una infeccidn persistente (posible fracaso del tratamiento) y/o una RAM emergente. En
los casos en los que persisten los sintomas y/o signos después del tratamiento, se recomienda
realizar cultivo para identificar la infeccion persistente y realizar pruebas de resistencia a los
antimicrobianos, entre 3 y 7 dias después de finalizar el tratamiento, posiblemente
complementado una semana después con una TAAN si el cultivo es negativo. En pacientes
asintomaticos, el TOC se puede realizar mediante TAAN 2 semanas después de completar el
tratamiento. Idealmente, todos los pacientes con TOC positivo deben ser cultivados y realizarse

pruebas de RAM antes de administrar otro tratamiento.

Del mismo modo, se recomienda estudiar todos los contactos sexuales dentro de los 3 meses

anteriores a la aparicién de los sintomas o al diagnéstico y tratarse si son positivos.
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Tratamiento recomendado para infecciones no complicadas de la uretra, el
GUIAS cuello uterino y el recto en adultos y adolescentes cuando se desconoce la
CLINICAS sensibilidad antimicrobiana
De eleccidon Alternativo
e Espectinomicina 2g IM DU + azitromicina 2g VO
Ceftriaxona 1g IM DU + bu?
IUSTI 202045 azitromicina 2g VO DU « Ciprofloxacino 500 mg VO DU
o e Gentamicina 240mg IM DU + azitromicina 2g VO
Ceftriaxona 1g IM DU* DU
¢ Cefixima 400mg VO DU + azitromicina 2g VO DU°¢
e Ceftriaxona 1g IM DU
(s se. w la o Cefixima 400mg VO DU + azitromicina 2g VO
BASHH sensibilidad) « Gentamicina 240mg IM DU + azitromicina 2g VO
201977 « Ciprofloxacino 500mg | * Espectin.o.micina 2g IM DU + azitromicina 2g VO
VO DUP(si se conoce la ¢ Azitromicina 2g VO DU
sensibilidad)
COC 202178 Ceftriaxona 500mg IM . gzr;tamlcma 240mg IM DU + Azitromicina 2g VO
bu ¢ Cefixima 800mg VO DU
GESIDA Ceftriaxona 500mg IM o Cefixima 400mg VO DU + Azitromicina 2g VO DU¢
20177 DU + Azitromicina 1g e Gentamicina 240mg IM DU + Azitromicina 2g VO
VO DU Du?®
e Ceftriaxona 250 mg IM | En funcion de las resistencias locales:
DU + Azitromicina 1g
VO DU e Ceftriaxona 250 mg IM DU
OMS 2021 e Cefixima 400 mg VO e Cefixima 400 mg VO DU
DU + Azitromicina 1g e Espectinomicina 2g IM DU
VO DU

Tabla 3: Tratamiento recomendado para infecciones no complicadas de la uretra, el cuello
uterino y el recto en adultos. IUSTI: International Union against Sexually Transmitted Infections;
BASHH: British Association for Sexual Health and HIV; CDC: Centers of Disease Control and
Prevention; GESIDA: Grupo de Estudio del SIDA-SEIMC; OMS: Organizacién Mundial de la Salud; IM:
intramuscular; DU: dosis Unica; VO: via oral; a: Pacientes con hipersensibilidad a B-lactamicos; b:
Sensibilidad a ciprofloxacino confirmada; c¢: cuando la administracion intramuscular estd
contraindicada o rechazada; d: cuando no se dispone de cefalosporinas IM.

* Solo recomendado en entornos donde:

(i) Las pruebas locales de sensibilidad a ceftriaxona in vitro, exhaustivas, recientes y de calidad
garantizada han demostrado que no hay resistencia a ceftriaxona;

(ii) el TOC es obligatorio;
(iii) se considera que es muy probable que el paciente regrese para TOC;

(iv) se administra al mismo tiempo una dosis oral de 100 mg de doxiciclina dos veces al dia durante
7 dias para cubrir cualquier infeccidn concomitante por C. trachomatis, si la infeccién por C.
trachomatis no ha sido excluida por TAANs.
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En otros entornos, la monoterapia con ceftriaxona 1 g IM es sélo una opcién alternativa si no se
dispone de azitromicina o si el paciente no puede tomar medicacion oral.

GUIAS CLINICAS Tratamiento de la infeccion gonocdcica faringea
De eleccidon Alternativo
IUSTI 202075 Ceftriaxona 1g IM DU + e Ceftriaxona 1g IM DU?
azitromicina 2g VO DU « Ciprofloxacino 500 mg VO DU
BASHH 201974 Ceftriaxona 1g IM DU Ciprofloxacino 500mg VO DU"
CDC 20217° Ceftriaxona 500mg IM DU NA
GESIDA NA
Terapia dual:
e Ceftriaxona 250mg IM DU + Monoterapia
OMS 2016! azitromicina 1g VO DU (En funcidn de la resistencia local):
¢ Cefixima 400mg VO DU + e Ceftriaxona 250mg IM DU.
azitromicina 1g VO DU

Tabla 4: Tratamiento de la infeccidn gonocdcica faringea. a: Si la azitromicina no esta disponible o
si el paciente no puede tomar medicacién oral. b: Sensibilidad a ciprofloxacino confirmada. IM:
intramuscular; DU: dosis Unica; VO: via oral; NA: No aplica

GUIAS CLINICAS Tratamiento de la infeccién gonocdcica resistente a ESCs

e Ceftriaxona* 1g IM DU + Azitromicina 2 g VO DU

IUSTI 2020% e Espectinomicina 2g IM DU + azitromicina 2g VO DU

e Gentamicina 240mg IM DU + azitromicina 2g VO DU

e Ceftriaxona 1g IM DU + Azitromicina 2g VO DU

e Cefixima 400mg VO DU + Azitromicina 2g VO DU

BASHH 201974 e Gentamicina 240mg IM DU + Azitromicina 2g VO DU

e Espectinomicina 2g IM DU + Azitromicina 2g VO DU
(excepto en infecciones faringeas)

CDC 20217 e Gentamicina 240mg IM DU + oral azitromicina 2g VO DU

e Ceftriaxona 1g IM DU + Azitromicina 2g VO DU

e Gentamicina 240mg IM DU + Azitromicina 2g VO DU

e Ceftriaxona 500mg IM DU + Azitromicina 2g VO DU

e Cefixima 800mg VO DU + Azitromicina 2g VO DU

OMS 2016 e Gentamicina 240mg IM DU + Azitromicina 2g VO DU

e Espectinomicina 2g IM DU (si no infeccion orofaringea) +
Azitromicina 2g VO DU.

Tabla 5: Tratamiento de la infeccidon gonocdcica resistente a ESCs. IM: intramuscular; DU: dosis

Unica; VO: via oral

GESIDA®

* cuando inicialmente se administr6 monoterapia con ceftriaxona, una dosis mds baja de

ceftriaxona u otro régimen de tratamiento.
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Las guias europeas® sostienen que el manejo de pacientes con infeccién gonocdcica resistente a
ceftriaxona o fracasos verificados del tratamiento después de otros regimenes antimicrobianos
recomendados requiere asesoramiento de médicos y microbidlogos especialistas en ITS, y debe
incluir notificacién de contacto sexual y seguimiento con TOC. Se recomiendan pruebas de
deteccion de N. gonorrhoeae en tres localizaciones, incluyendo cultivos y pruebas de resistencia a
los antimicrobianos, para todos los pacientes con infeccidon gonocécica resistente a ceftriaxona. Las
pruebas de resistencia a los antimicrobianos, cuando estén disponibles, deberian informar sobre el

tratamiento posterior.

1.8.5 Nuevos tratamientos

En 2017, la Organizaciéon Mundial de Salud (OMS) incluyé a N. gonorrhoeae entre los patdgenos
con nivel de prioridad alta para la investigacién y desarrollo de nuevos antibiéticos debido a la
aparicion de resistencias y a los casos de fracaso al tratamiento dual de primera linea®!. Ademas
desarrollé un Plan de accién mundial para controlar la propagacién y el impacto de la resistencia
de N. gonorrhoeae a los antimicrobianos, a fin de facilitar la adopcidon de medidas eficaces contra

la propagacion de las cepas multirresistentes de gonococo®?.

Hay varios agentes prometedores en el horizonte para el tratamiento de N. gonorrhoeae, entre los

gue se incluyen tres nuevos antibiéticos que han llegado a los ensayos clinicos de fase lll:

o Zoliflodacina:

Es un antibidtico que tiene un nuevo mecanismo de accién que implica la inhibiciéon de las
topoisomerasas bacterianas tipo 1183, Estudios han demostrado que zoliflodacina es efectivo en
cepas resistentes a ciprofloxacino y no muestra resistencia cruzada con ningun antibiotico
desarrollado previamente, haciendo este antimicrobiano ideal para cualquier cepa de N.

gonorrhoeae resistente a los antibidticos utilizados actualmente®*.
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El 30 de diciembre de 2015 se completd en EEUU un ensayo clinico de fase Il que utilizé una dosis
oral Unica de zoliflodacina de 2 o 3 g para la infeccidon gonocdcica no complicada y mostraron unas
tasas de curacién del 98% y el 100% para la gonorrea urogenital, respectivamente, del 100% para

la gonorrea rectal y del 67% y el 78% para la gonorrea faringea.®3

e Solitromicina:

Es un macrélido de amplio espectro de cuarta generacion. Los estudios in vitro han demostrado
una actividad superior a los antibidticos utilizados actualmente (incluidas la ceftriaxona y la
azitromicina) en 246 aislamientos de N. gonorrhoeae, incluidas las dos cepas multirresistentes

HO41vy F89.%°

Posteriormente, en ensayos clinicos de fase Il usando dos dosis orales de solitromicina (1200 mgy
1000 mg) en un total de 59 participantes, se encontréo una eficacia del 100% en las tres

localizaciones (genital, oral, rectal) con ambas dosis.®®

e Gepotidacina

Se trata de un nuevo antibiético que actla inhibiendo la ADN girasa bacteriana y la topoisomerasa
IV a través de un mecanismo que es diferente de los antibidticos anteriores, incluidas las
quinolonas.?” Los estudios in vitro mostraron una potente actividad de la gepotidacina contra todas
las cepas de N. gonorrhoeae, incluidas las cepas multirresistentes. No se encontrd resistencia
cruzada con ningun otro antibidtico, aunque la mutacion D86N en ParC asociada con la resistencia
a las quinolonas se asocié con CMIs de gepotidacina mas altas. Un ensayo clinico de fase Il que
evalué una dosis Unica de gepotidacina para el tratamiento de la gonorrea urogenital no
complicada en dosis de 1500 o 3000 mg mostrd una tasa de curacion del 96 % (66/69) en la

gonorrea urogenital, faringea y rectal.®®
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1.8.6 Vacuna

Debido a la elevada incidencia de la infeccidon por N. gonorrhoeae, a la gran capacidad que tiene
para desarrollar resistencia y a la complejidad del desarrollo de nuevos antimicrobianos, es urgente

desarrollar una vacuna contra este patégeno.

El primer informe de posible inmunidad protectora contra la infecciéon gonocécica fue de un estudio
de casos y controles realizado por Petousis-Harris et al?®, que involucrd la vacuna MeNZB,
compuesta por vesiculas de membrana externa (OMV; outer membrane vesicle) de N. meningitidis
del serogrupo B. Este estudio incluyd casos de gonorrea detectados en Nueva Zelanda de 2004 a
2016 y describieron que aquellos que recibieron la vacuna MenNZB tenian tasas de infeccién mds
bajas, con una efectividad estimada de la vacuna del 31%. Un estudio retrospectivo de cohorte
realizado por Paynter et al.°® descubri6 que MeNZB tiene una efectividad del 24% contra las
hospitalizaciones por infeccion gonocécica, lo que respalda la proteccién cruzada de la vacuna.
Aunque la vacuna MeNZB ya no esta disponible, la vacuna 4CMenB frente a N. meningitidis del
serogrupo B, comercializada con el nombre de Bexsero, tiene los mismos componentes de vesicula
de membrana externa que MeNZB. Ademas, posee tres proteinas recombinantes, entre las que se
encuentra el antigeno de union a heparina de Neisseria (Neisserial Heparin binding antigen; NHBA),
importante para la colonizacidén y supervivencia gonocdcicay que se expresa en la superficie de N.
gonorrheae. La vacuna no solo ha demostrado con éxito la induccién de anticuerpos
antigonocdcicos por las OMV, sino que también ha generado anticuerpos antigonocécicos NHBA,

lo que presenta otra fuente de proteccidn contra N. gonorrhoeae®*.

Ademas de las OMV y NHBA descritas anteriormente, existen muchas otras posibles dianas (tabla
4)% . Un ejemplo es el epitopo 2C7 derivado del LOS. Aunque en general LOS varia ampliamente
segun la variacidn de fase, 2C7 es un determinante de virulencia ampliamente expresado y critico

para la colonizacién gonocécica.
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Target Rationale/progress Literature

Six gonococcal proteins expressed during human Antibody-generation with bactericidal activity against Zhu et al. [173]
mucosal infection N. gonorrhoeae in mice

L-methionine binding lipoprotein MetQ Displayed on surface of ~ 97% N. gonorrhoeae world- Sikora et al. [174]

wide, with promising results in mice

Lipooligosaccharide-derived epitope 2C7 2C7 is broadly expressed amongst V. gonorrhoeae Gulati et al. [163, 164]
and is critical for gonococcal infection. Tetrapeptide
derivative of derivative vaccine TMCP2 developed

MuE protein and its Surface-expressed loop “Loop 27 MUE is part of the MirCDE multidrug transporter Wang et al. [175]
system. Generated MirE-dependent bactericidal
activity when used to immunize mice

Neisseria gonorrhoeae adhesin complex protein Rabbit antiserum to recombinant Ng-ACP prevented ~ Almonacid-Mendoza et al. [176]
(Ng-ACP) inhibition of human lysozyme w/100% efficacy
Recombinant truncated N. meningitidis macrophage rT-Nm-MIIP induced cross-reactive antibodies with ~ Humbert et al. [177]
infectivity potentiator protein (rT-Nm-MIIP) bactericidal activity against certain N. gonorriwweae
strains in mice
Transferrin binding proteins A and B (tbpA and tbpB) Both are ubiquitously expressed and induced systemic Price etal. [178, 179]
vaginal antibodies in mice, though weak immune
response and negligible role in survival
Nitrite reductase AniA Outer membrane glycoprotein essential for growth Shewell et al. [180]
and survival under O,-limited conditions

Outer membrane porin protein B (PorB) Highly conserved and of interest but has failed to Zhuetal. [181]
show promising results in vaccine development.
Correlates with protection with Th1 response but
not antibody response

Tabla 6: Dianas de interés para el desarrollo de vacunas contra Neisseria gonorrhoeae.3*
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2. JUSTIFICACION

La infeccion gonocdcica constituye un problema de salud publica a nivel mundial, tanto por el
aumento de la incidencia de esta infecciéon, como por la capacidad de Neisseria gonorrhoeae de
desarrollar resistencia a los antimicrobianos. Por consiguiente, resulta imperativo establecer una
monitorizacion de la sensibilidad para detectar de forma precoz la aparicidon de resistencias y

mantener actualizadas las guias terapéuticas.

En los paises desarrollados, la escalada en la incidencia de esta infeccidn ha sido especialmente
notable en determinados colectivos de la poblaciéon, como en hombres que tienen sexo con
hombres (HSH) y en jévenes. Barcelona es una ciudad cosmopolita con un alto flujo turistico y con
diversos locales de ocio nocturno, ademas en los ultimos aflos han proliferado las redes de
encuentros sexuales y eventos de intercambio de pareja/s y consumo recreativo de drogas. Todo
esto ha favorecido la propagacién tanto de la infeccién gonocdcica como de otras ITS en nuestra
comunidad. Este aumento también se ha constatado en varias ciudades de Espafa. Por otro lado,
ha sido notorio el aumento de la resistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae a diversas familias
de antibidticos. Actualmente, las cefalosporinas de espectro extendido son la ultima opcién
terapéutica para la infeccién gonocécica. De hecho, se han documentado casos de cepas de N.
gonorrhoeae con resistencia a cefalosporinas y/o con resistencia de alto nivel a azitromicina en
diversos paises, incluso en Cataluiia. Este auge de la resistencia a los antimicrobianos en N.

gonorrhoeae supone un desafio para el tratamiento de esta infeccion.

Esta situaciéon y las implicaciones clinicas inherentes a la infeccién han impulsado un esfuerzo para
alcanzar un control efectivo en Espaia. En este contexto, los estudios sobre sensibilidad antibidtica
y epidemiologia molecular cobran un papel esencial. Mientras que los primeros permitirian
detectar de forma precoz la aparicion de cepas multirresistentes y mantener actualizadas las guias
de tratamiento, los segundos contribuirian a una mejor compresién de los patrones de

transmision, permitiendo asi la identificacion de redes sexuales de alto riesgo. Hasta donde
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alcanza nuestro conocimiento, la informacién disponible a nivel local y nacional en lo que respecta
a la epidemiologia molecular es parcial, y en lo que respecta a la sensibilidad antibidtica es

limitada.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la tesis doctoral es determinar la sensibilidad antimicrobiana y la dindmica
poblacional de Neisseria gonorrhoeae, tanto en el drea de Barcelona como en 10 centros sanitarios

representativos del Estado Espaiiol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la sensibilidad antimicrobiana de los aislados de N. gonorrhoeae en Barcelona y en

10 centros sanitarios del Estado Espafiol durante un periodo de un afio y medio.

2. Describir la caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes con infeccién gonocécica en

la poblacién de estudio.

3. Caracterizar los mecanismos moleculares implicados en la resistencia antimicrobiana mediante

la secuenciacién de genoma completo.

4. Estudiar mediante la secuenciacién de genoma completo la dindmica poblacional de Neisseria

gonorrhoeae en las distintas regiones de Espafia.

5. Correlacionar los datos de sensibilidad y de secuenciacion con las caracteristicas clinico-
epidemiolégicas de los pacientes, con el fin de obtener conocimiento sobre dindmicas de

transmision y dispersion.
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4. RESULTADOS

A continuacién, se presentan las cuatro publicaciones que constituyen esta tesis doctoral por

compendio de articulos:

4.1 Publicacion 1: Sensibilidad antimicrobiana de Neisseria gonorrhoeae en

Barcelona en un periodo de cinco aios, 2013-2017.

Titulo original: Antimicrobial susceptibility of Neisseria gonorrhoeae in Barcelona during a five-

year period, 2013 to 2017

Autores: P. Salmeron, B. Vifiado, R. El Ouazzani, M. Hernandez, MJ. Barbera, M. Alberny, M. Jane,

N. Larrosa, T. Pumarola, Y. Hoyos-Mallecot, J. Serra-Pladevall.

Revista: Eurosurveillance

Factor impacto: 6.307 (afio 2020)

Fecha de publicacion: octubre 2020

DOI: 10.2807/1560-7917.ES.2020.25.42.1900576
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Introduccion: El aumento de la resistencia a los antimicrobianos en Neisseria gonorrhoeae supone

una amenaza para el tratamiento de la gonorrea.

Objetivo: Describir la sensibilidad antimicrobiana de N. gonorrhoeae en Barcelona, Espafia, entre

2013y 2017.

Material y Métodos: Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de penicilina, cefixima,
ceftriaxona, azitromicina, ciprofloxacino, espectinomicina, fosfomicina y gentamicina se
determinaron mediante la técnica de difusidn en gradiente (E-test). La sensibilidad se interpretd
utilizando los puntos de corte clinicos definidos por EUCAST. Las tasas de resistencias de penicilina,
cefixima, azitromicina y ciprofloxacino se analizaron junto con las variables clinico-epidemioldgicas

mediante regresion logistica.

Resultados: De un total de 1979 pacientes con infeccién gonocdcica (2036 aislados), 1888 (95,4%)
eran hombres. La mediana de edad de los pacientes fue de 32 afios. La tasa de resistencia a
cefalosporinas de espectro extendido fue baja, con 0,3% (5/1982) resistentes a ceftriaxona y 4,9%
(98/1985) a cefixima. La prevalencia de resistencia a azitromicina fue del 2,7 % (52/1981), incluidos
16 aislados con resistencia de alto nivel detectados en 2016 y 2017. El 51,3% (1.018/1.986) de los
aislados fueron resistentes a ciprofloxacino y el 20,1% (399/1.985) a penicilina. Todos los aislados
fueron sensibles a espectinomicina. Los valores de CMIso y CMlgo de gentamicina fueron 4y 6 mg/L
y de fosfomicina 12 y 24 mg/L, respectivamente. Entre 2013 y 2017, las tasas de resistencia a
penicilina y cefixima disminuyeron de 28,1% (92/327) a 12,2% (70/572) y de 8,3 % (27/327) a 4,4%
(25/572) (p <£0,0073). Por el contrario, la prevalencia de la resistencia a azitromicina aumento del
1,5% en 2014 (5/340) al 3,0% (17/572) en 2017. No se identific6 ninguna tendencia para

ciprofloxacino.

Conclusion: La vigilancia de la sensibilidad a los antimicrobianos es esencial para detectar nuevos

fenotipos, |la aparicidn de resistencias y asi mantener actualizadas las guias de tratamiento.
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Introduction: Increasing rates of antimicrobial resist-
ance in Neisseria gonorrhoeae cause problems for
treating gonorrhoea. Aim: This observational study
aimed to describe isolates from all patients found
infected with N. gonorrhoeae, in Barcelona, Spain,
between 2013 and 2017, and with available anti-
microbial susceptibility data. Methods: Minimum
inhibitory concentrations (MICs) of penicillin (PEN),
cefixime (CFM), ceftriaxone (CRO), azithromycin
(AZM), ciprofloxacin (CIP), spectinomycin (SPT),
fosfomycin (FOF) and gentamicin (GEN) were deter-
mined by E-test. Susceptibility was assessed using
clinical breakpoints from the European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing. Time trends
for PEN, CFM, AZM and CIP were investigated using
logistic regression. Results: Of 1,979 patients with
infection (2,036 isolates), 1,888 (95.4%) were men.
Patient median age was 32years. The proportions of
isolates resistant to extended-spectrum cephalospor-
ins were low, with 0.3% (5/1,982) resistant to CRO and
4.9% (98/1,985) to CFM. AZM resistance prevalence
was 2.7% (52/1,981), including 16 isolates detected
in 2016 and 2017, with high-level resistance. For CIP,
51.3% (1,018/1,986) of isolates were resistant, and
for PEN, 20.1% (399/1,985). All isolates were suscep-
tible to SPT. MIC | and MICg9o values of GEN were 4
and 6 mg/L and of FOF 12 and 24mg/L, respectively.
Between 2013 and 2017, PEN and CFM resistance rates
each decreased from 28.1% (92/327) to 12.2% (70/572)
and from 8.3% (27/327) to 4.4% (25/572) (p<0.0073).
In contrast, AZM resistance prevalence appeared to
increase from 1.5% in 2014 (5/340) to 3.0% (17/572)
in 2017. No trend was identified for CIP. Conclusion:
Antimicrobial susceptibility surveillance is important
to timely detect new phenotypes and trends.
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Introduction

Gonorrhoea is the second most reported bacterial
sexually transmitted infection (STI), after chlamydia.
Untreated gonorrhoea can lead to pelvic inflamma-
tory disease and infertility in women and epididymitis
and orchitis in men. In the European Union/European
Economic Area countries, a total of 89,239 confirmed
cases of gonorrhoea were reported in 2017 with an
overall rate of 22.2 cases per 100,000 population [1].
This represented a 17% increase over the previous
year, which was particularly striking in certain groups,
such as men who have sex with men (MSM), who rep-
resented almost half of the cases in 2017, and the
25—34-year-old population [1].

In Spain, 8,722 cases of gonococcal infection were
reported in 2017 (rate: 18.74 per 100,000 inhabitants),
with a very wide range of infection incidence among the
different regions of the country, from 2.44 and 48.50
cases per 100,000 inhabitants. The highest rates were
registered in Catalonia (48.50), Balearic Islands (41.79)
and Madrid (28.48) [2]. Of the 3,622 cases reported in
Catalonia in 2017, men accounted for 82% of the diag-
noses. Data from 1,136 patients (31%) could be col-
lected: 44% were MSM followed by heterosexual men
(22%) and women (20%) [3].

Neisseria gonorrhoeae, the bacterial species respon-
sible for gonorrhoea, has developed resistance to the
different families of antibiotics used in the past, chal-
lenging future treatment. Currently, extended-spec-
trum cephalosporins (ESC) are the last-line treatment
option for N. gonorrhoeae infection. Unfortunately,
strains showing resistance to ESC have been reported
worldwide [4-6]. In 2017, the European Centre for



TABLE 1

Characteristics of patients included in the study on antimicrobial susceptibility of Neisseria gonorrhoeae isolates, Barcelona,
Spain, 2013-2017 (n=1,979 patients)

2013 2014 2015° 2016 2017 TOTAL®

Characteristics

Number %  Number %  Number % Number % Number %  Number %
Numbers of patients and isolates?

Isolates 329 100 340 100 339 100 447 100 581 100 | 2,036 100
Patients 321 100 326 100 328 100 423 100 581 100 1,979 100
Sex

Men 303 94.4 306 93.9 320 97.6 400 94.6 559 96.2| 1,888 95.4
Women 18 5.6 18 5.5 8 2.4 23 5.4 22 3.8 89 4.5

Unknown o] 0.0 2 0.6 o 0.0 o 0.0 o 0.0 2 0.1

Age in years

<20 NA NA 14 6.1 9 2.8 12 2.8 9 1.5 44 2.8
20-29 NA NA 73 31.7 118 36.8 153 36.2 236 40.6 580 37.3
30-39 NA NA 91 39.6 121 37.7 167 39.5 214 36.8 593 38.1
40-49 NA NA 39 17.0 52 16.2 68 16.1 84 14.5 243 15.6
=50 NA NA 13 5.7 21 6.5 23 5.4 38 6.5 95 6.1

Median (range) NA NA (143_274) NA (143_272) NA (43_;5) NA |31 (5-75)| NA (42;5) NA

Clinical setting

Drassanes STl unit 214 66.7 232 71.2 209 63.7 275 65.0 362 623 | 1,292 65.3
Primary healthcare units 90 28.0 76 23.3 100 30.5 118 27.9 189 32.5 573 29

Other HUVH departments 17 5.3 18 5.5 19 5.8 30 7.1 30 5.2 114 5.8
Specimen

Urethral/balanoprepucial 261 79.3 245 72.1 274 80.8 365 81.7 453 78.0| 1,598 78.5
Rectal 38 11.6 53 15.6 48 14.2 56 12.5 88 15.1 283 13.9
Endocervical/vaginal 16 4.9 11 3.2 10 2.9 21 4.7 11 1.9 69 3.4
Pharynx 10 3.0 11 3.2 7 2.1 5 1.1 29 5.0 62 3.0
Other® 4 1.2 20 5.9 o 0.0 1 0.2 o 0.0 24 1.2

HUVH: Vall d’Hebron University Hospital; NA: not available; STI: sexually transmitted infection.
2 Age data available from 230 patients (from April 2014 to December 2014).

b Age data available from 321 patients.

¢ Age data available from 1,555 patients.

49 Number of isolates can be greater than number of patients because over the study period several patients had more than one episode of
gonorrhoea.

¢ Other includes: synovial fluid, abdominal abscess, perianal exudates.

The denominators for the percentages concerning patients’ characteristics are the total numbers of patients with information available on the
characteristic in question, for the year or period specified in the column header. Denominators for specimen percentages are total number
of isolates.

Disease Control and Prevention (ECDC) reported a Nowadays, most of the treatment guidelines recom-
resistance rate to cefixime of 1.9% within the European mend dual antimicrobial therapy (s00mg intramuscu-
Union/European Economic Area countries and no lar ceftriaxone+1g or 2g oral azithromycin) [9-12]. The
isolates showing resistance to ceftriaxone [7]. The rationale for gonococcal combination therapy using
resistance rate to azithromycin was 7.5%; and high- different antimicrobials with different mechanisms
level resistance (minimum inhibitory concentration of action is to potentially mitigate the spread of anti-
(MIC) =256 mg/L) was detected in seven isolates [7]. microbial resistance [13]. Combination therapy has
been reported as possibly related to the decline in
This pathogen has moreover been able to acquire or prevalence of N. gonorrhoeae isolates with decreased
develop nearly all known mechanisms of antimicro- susceptibility to ceftriaxone (DSC), defined as a
bial resistance: target modification, inactivation of the MIC>0.032 mg/L [14,15].
antimicrobial by enzymatic means, decreased influx of
antimicrobials, and increased efflux of antimicrobials The aim of this study is to describe antimicrobial sus-
[8]. This situation highlights the importance of carry- ceptibility of N. gonorrhoeae in isolates collected
ing out resistance monitoring programmes, in order to between 2013 and 2017 in Barcelona, Spain.

update therapeutic guidelines and to timely detect the
emergence of multidrug-resistant strains.

2 www.eurosurveillance.org



TABLE 2
Antimicrobial susceptibility of Neisseria gonorrhoeae isolates collected in Barcelona, Spain, 2013-2017 (n=2,036)

Susceptibility category?

MIC range

Antimicrobial Susceptible Intermediate Resistant

in mg/L Number % Number % Number %
PENP 0.25 12 0.002->32 135 6.8 1,451 73.1 399 20.1
CRO¢ 0.016 0.047 <0.016-0.38 1,977 99.7 o] 0.0 5 0.3
CFMmP 0.016 0.094 <0.016-0.38 1,887 95.1 o] 0.0 98 4.9
AZM¢ 0.125 0.25 <0.016->256 1,929 97.4 o] 0.0 52 2.6
CIpe 0.38 »32 <0.002->32 965 48.6 3 0.2 1,018 51.3
SPT 8 12 1.5-64 2,036 100 o] 0.0 o 0.0
GENf 4 6 0.25-24 NA NA NA NA NA NA
FOFs 12 24 0.064—-128 NA NA NA NA NA NA

AZM: azithromycin; CIP: ciprofloxacin; CFM: cefixime; CRO: ceftriaxone; ECOFF: epidemiological cut-off value; EUCAST: European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing; FOF: fosfomycin; GEN: gentamicin; MIC: minimum inhibitory concentration; NA: not applicable; PEN:

penicillin; SPT: spectinomycin.
2 According to EUCAST (2019) clinical breakpoints.

® Antimicrobial susceptibility testing for PEN and CFM was performed on 1,985 isolates.
¢ Antimicrobial susceptibility testing for CRO was performed on 1,982 isolates.

4 Antimicrobial susceptibility testing for AZM was performed on 1,981 isolates.

¢ Antimicrobial susceptibility testing for CIP was performed on 1,986 isolates.

fGEN was determined in the period from 2013 to 2016.
¢ FOF was determined in 2015 and 2016.

Methods azithromycin, spectinomycin, gentamicin, and fosfo-
mycin were determined by means of the E-test method
Study population (bioMérieux, France), as described by the Clinical and

The study population consisted of all patients who
were diagnosed with a N. gonorrhoeae infection and
with isolates for which antimicrobial susceptibility
data were available. When patients tested positive for
gonorrhoea on multiple sites and more than one culture
was obtained, only the genital culture was included in
the study.

Patients were attended in three different clinical set-
tings: Drassanes-Vall d’Hebron Sexually Transmitted
Infections unit, different medical departments of Vall
d’Hebron University Hospital and primary healthcare
units in Barcelona, Spain. Together these settings cover
1,200,000 of the 1,620,343 inhabitants of Barcelona

(74.1%).

Culture

Urethral, rectal, vaginal, endocervical, and/or phar-
yngeal samples were cultured on selective Thayer—
Martin medium and incubated at 35-37°C in a 5%
CO, atmosphere for 24-48hours. Probable N. gonor-
rhoeae strains were identified by oxidase reaction
(oxidase-positive) and mass spectrometry (MALDI-
TOF, Vitek MS system, Biomérieux, Marcy-I"Etoile,
France). N. gonorrhoeae strains were subcultured in
order to obtain fresh colonies for antimicrobial suscep-
tibility testing (AST) and frozen at -80°C in trypticase
soy broth with 20% glycerol.

Antimicrobial susceptibility

AST was performed on fresh colonies (<24 hours). The
MICs of penicillin, ceftriaxone, cefixime, ciprofloxacin,
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Laboratory Standard Institute (CLSI) [16]. Interpretation
was performed using clinical breakpoints from the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) [17], except for gentamicin and fos-
fomycin, since cut-off points for these antibiotics are
not established by EUCAST (nor by CLSI). N. gonor-
rhoeae ATCC 49226 was used as a reference strain for
antimicrobial susceptibility testing.

Descriptive and statistical analysis

Descriptive analyses of the study population were
performed. Statistical analyses were conducted using
Stata (StataCorp, College Station, Texas, US). Trends
of penicillin, cefixime, azithromycin and ciprofloxacin
resistance over the study period were calculated using
logistic regression analyses.

Determinants for resistance for penicillin (MIC>1mg/L),
cefixime (MIC»0.125mg/L), azithromycin (epidemio-
logical cut-off (ECOFF)>1mg/L) and ciprofloxacin
(MIC>0.06 mg/L) were identified using logistic regres-
sion analyses. Univariable and multivariable analyses
were performed. Differences with p<o.o5 were consid-
ered statistically significant. As there were very few
strains that reached the 0.125mg/L threshold of ceftri-
axone resistance, we did not determine associations
between potential factors for ceftriaxone resistance
and resistance to this antibiotic.



FIGURE

Proportion of Neisseria gonorrhoeae isolates with different minimum inhibitory concentrations (mg/L) for (A) ceftriaxone
(n=1,982 isolates), (B) cefixime (n=1,985 isolates) and (C) azithromycin (n=1,981 isolates), by year, Barcelona, Spain,
2013-2017
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EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; MIC: minimum inhibitory concentration.

According to EUCAST, the MIC breakpoints for resistance to ceftriaxone and cefixime are identical and are MIC»>0.125mg/L. The
epidemiological cut-off for azithromycin is>1mg/L.
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Ethical statement

As this was a retrospective study, no ethical approval
was needed. All data related to patients were coded to
maintain confidentiality.

Results

Between 2013 and 2017, 2,054 strains were isolated
from 1,979 patients. Eighteen strains were excluded
because, in 16 patients, N. gonorrhoeae was recovered
from two different body sites, and in one patient,
gonococcus was recovered from three different sites.
In the end, susceptibility testing was performed on
2,036 N. gonorrhoeae strains isolated from 1,979
patients, because 47 patients presented two different
episodes and five patients presented three episodes
during the study period.

Of the 1,979 patients included, 1,888 (95.4%) were
from men. 1,292 (65.3%) were tended in the Drassanes-
Vall d’Hebron Sexually Transmitted Infections Unit.
Furthermore, 573 patients (29.0%) presented in pri-
mary healthcare units and 114 (5.8%) in other medical
departments of Vall d’Hebron University Hospital. For
1,555 patients with data on age available, the median
age was 32years, and 1,173 (75.4%) were between 20
and 4oyears old. A total of 1,598 (78.5%) of the 2,036
isolates studied were from urethral samples and 1,888
(95.4%) patients were men (Table 1).

Antimicrobial susceptibility data during the study
period are shown in Table 2.

The distribution of MIC values by year for ceftriaxone,
cefixime and azithromycinis shown in the Figure (panels
A, B and C respectively). Most of the isolates (69.6%;
1,380/1,982) showed a ceftriaxone MIC<0.016 mg/L.
The percentage of ceftriaxone resistant isolates
(defined as MIC»0.125mg/L) appeared to decrease
from 0.6% (2/324) in 2013 and 2014 t0 0.2% (1/408) in
2016 (p=0.4637). No isolates resistant to ceftriaxone
were found either in 2015 or 2017. The average preva-
lence of decreased susceptibility to ceftriaxone (DSC;
0.032¢<MIC<0.125 mg/L) throughout the study period
was 15.8% (314/1,982), seemingly declining from 2013
to 2015 (from 24.1% (78/324) to 7.4% (25/339)) but in
2016 and 2017 the proportions of isolates with DSC
returned to higher levels, 19.1% (78/408) and 14.3%
(82/572), respectively.

The average percentage of isolates with cefixime
resistance (MIC>o0.125mg/L) at 4.9% was higher than
the average percentage with ceftriaxone resistance at
0.3% (Table 2). Despite this, cefixime resistance rate
decreased from 8.3% (27/327) in 2013 t0 4.4% (25/572)
in 2017 (p=0.0073). For both ESC, the proportion of
isolates with MIC<0.016 mg/L appeared to increase
from 2013 to 2015, from 35.2% (115/327) to 78.5%
(266/339) for cefixime and from 61.1% (198/324) to
82.3% (279/339) for ceftriaxone (Figure).
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For azithromycin, most of isolates (54.6%; 1,082/1,981)
showed MIC between 0.094 and o0.19mg/L. Annual
MIC50 and N\IC90 values remain the same during the
study period, o0.125 and o0.25mg/L, respectively.
Nevertheless, the proportion of resistant isolates,
according to the EUCAST breakpoint (ECOFF>1mg/L)
seemed to increase slightly from 1.5% (5/340) in
2014 t0 3.0% (17/572) in 2017 (p=0.5295). A total of
16 strains showed high-level azithromycin-resistance
(MIC=256mg/L): seven in 2016 and nine in 2017.
These 16 strains accounted for almost a third (16/52)
of all azithromycin resistant strains. No high-level
azithromycin-resistant gonococcal isolates were found
from 2013 to 2015.

However, the proportion of isolates showing both DSC
and azithromycin resistance appeared to decrease
from 1.5% (5/329) in 2013 to 0.3% (2/581) in 2017.

The prevalence of resistance to ciprofloxacin and peni-
cillin was 51.3% and 20.1%, respectively (Table 2). For
penicillin, the resistance rate presented a statistically
significant decline over the study years (p=0.0000),
from 28.1% (92/327) in 2013 to 12.2% (70/572) in
2017. In addition, 14.7% (300/2,036) of isolates were
penicillase-producing N. gonorrhoeae (PPNG). For
ciprofloxacin, the resistance rate fluctuated between
48.8 and 56.8% during the study period, with no clear
trend. All isolates were susceptible to spectinomycin
(Table 2). The MIC, and MIC,, values for gentamicin
were 4 and 6 mg/L, while for fosfomycin these were 12
and 24 mg/L, respectively (Table 2).

Table 3 summarises the determinants of resistance to
the different antibiotics tested during the study.

Antimicrobial resistance rates were compared between
isolates from primary healthcare units and the
Drassanes-Vall d’Hebron STl unit. Resistance rates of all
antibiotics were higherin primary healthcare units than
in Drassanes-Vall d‘Hebron STI unit, being statistically
significant for penicillin (odds ratio (OR):1.53; 95% con-
fidence interval (Cl):1.20-1.95; p=0.0006), cefixime
(OR:1.91; 95%Cl:1.22-3.01; p=0.0050), azithromycin
(OR:1.89; 95%Cl:1.07-3.31; p=0.0272) and ciprofloxa-
cin (OR:1.63; 95%Cl:1.33-1.99; p=0.0000) (Table 3).

Discussion

This study describes antimicrobial surveillance data
from 2,036 N. gonorrhoeae isolates in Barcelona during
a 5-year period. To our knowledge, this is the first report
in Spain describing antimicrobial resistance of such
a considerable number of N. gonorrhoeae isolates.
Other studies have been published previously [18,19],
but the amount of strains included was much lower.
Our findings show that the rate of ceftriaxone resist-
ance remains low and stable. These results agree with
data from the ECDC [7]. From 2013 to 2015 the number
of isolates with MIC<o0.016 mg/L of ceftriaxone and
cefixime seemed to increase progressively. However, in
2016 and 2017 we observed an important decrease in



TABLE 3

Determinants, according to logistic regression analysis, of resistance to penicillin (MIC>1mg/L), cefixime
(MIC>0.125mg/L), azithromycin (ECOFF >1mg/L) and ciprofloxacin (MIC>0.06 mg/L) in Neisseria gonorrhoeae isolates
from primary healthcare units and Drassanes-Vall d’Hebron sexually transmitted infection unit, Barcelona, Spain, 2013-
2017 (n=2,036)

Number Univariable Multivariable Number Univariable Multivariable
of Total Total

VEHELIE . isolates % . isolates %
r.eS|Stant — OR (95%Cl) p value OR (95%Cl) p value Ofr95|5ta“t tested OR (95%Cl) p value
isolates isolates

p value

R
(95%Cl)

Year
2013 92 327 28.1 1 (ref) 1 (ref) 27 327 8.3 1 (ref) 1 (ref)
201 88 26.0 N 097 18 0-63 0-67
4 339 ' (0.66-1.33) (0.68-1.38) 339 53 (0.33-1.20) (0.35-1.29)
0.73 0.70 0.19 0.20
201 21. 1.
5 73 339 5 (0.51-1.05) 0.0000 (0.49-1.01) | ©-0000 5 339 5 (0.07-0.50) | ©:0064 | (0.07-0.52) | ©:0073
2016 6 08 18.6 o-61 059 2 08 6 060 o-61
7 4 ' (0.42-0.86) (0.42-0.85) 3 4 > (0.32-1.12) (0.32-1.16)
2017 70 572 12.2 034 033 25 572 4.4 0-43 043
: (0.24-0.49) (0.23-0.47) | (0.23-0.80) (0.23-0.80)
Total 399 1,985 NA NA NA NA NA 98 1,985 NA NA NA NA NA
Sex
Male 388 1,895 20.5 1 (ref) 1 (ref) 88 1,896 4.6 1 (ref) 1 (ref)
‘ . 88 0.55 0.1786 0.49 0.1067 s 3.36 0.0074 2.72 0.0303
emale 11 12. 10 11.
5 (0.23-1.31) (0.20-1.17) 7 5 (1.38-8.16) (1.10-6.72)
Total 399 1,983° NA NA NA NA NA 98 1,983° NA NA NA NA NA
Clinical setting
DVHSTI
242 1,303 18.6 1 (ref) 1 (ref) 46 1,303 3.5 1 (ref) 1 (ref)
(n=1,340"
0.0041 0.0006 0.0064 0.0050
1.41 1.53 1.86 1.91
PH(n=579" | 138 566 24.4 36 565 6.4 ’
(1.12-1.79) (1.20-1.95) (1.19-2.92) (1.22-3.01)
Total 380° 1,869¢ NA NA NA NA NA 82¢ 1,868¢ NA NA NA NA NA
Year
2013 11 322 3.4 1 (ref) 1 (ref) 162 325 49.8 1 (ref) 1 (ref)
0.42 0.45 1.01 1.06
2014 5 340 1.5 167 340 | 49.1
(0.15-1.23) (0.15-1.30) (0.74-1.39) (0.77-1.45)
0.60 0.60 s 6.8 1.45 1.44
201 7 33 2.1 192 33 .
5 o (0.23-1.57) (0.23-1.57) 9 5 (1.06-1.99) (1.05-1.98)
0.5295 0.5939 0.0771 0.0846
2016 s o8 ) 0.81 0.81 21 o ) 1.11 1.11
4 9 (0.34-1.89) (0.35-1.90) 3 407 523 (0.82-1.50) (0.82-1.50)
1.002
2017 17 572 3 087 o-85 284 576 | 493 | (0.758 98
(0.40-1.88) (0.39-1.84) : : (0.74-1.30)
1.325)
Total 52 1,981 NA NA NA NA NA 1,018 1,986 51.3 NA NA NA NA
Sex
Male 50 1,891 2.6 1 (ref) 1 (ref) 965 1,896 | 50.9 1 (ref) 1 (ref)
1. 0.5410 1. 0.6184 0.98 0.9312 0. 0.9832
Female 2 88 2.2 57 45 53 88 60.2 9 99
(0.37-6.65) (0.34-6.22) (0.55-1.73) (0.56-1.77)
Total 52 1,979° NA NA NA NA 1,018 1,984° NA NA NA NA NA
Clinical
setting
DVHSTI
28 1,302 2.2 1 (ref) 1 612 1,303 47.0 1 1 (ref)
(n=1,340")
0.0207 0.0272 0.0000 0.0000
1.94 1.8 1.63 1.63
PH (n=579") 23 563 41 ° ’ 332 567 | 58.6
(1.11-3.39) (1.07-3.31) (1.34-1.99) (1.33-1.99)
Total 51¢ 1,865¢ NA NA NA NA NA 944¢ 1,870¢ | NA NA NA NA NA

Cl: confidence interval; DVHSTI: Drassanes-Vall d’Hebron sexually transmitted infection unit; ECOFF: epidemiological cut-off value; MIC: minimum inhibitory concentration; NA: not
applicable; OR: odds ratio; PH: primary healthcare unit.

2There are two patients for whom sex is not known.
> Number of isolates received by the setting.

< Isolates from Vall d’Hebron University Hospital are not included in the statistical analyses relating to clinical setting.
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the percentage of strains with MIC<0.016 mg/L and an
increase in strains with higher MICs, which concur with
a report that isolates with DSC have been emerging in
Europe in recent years [15].

In our work, we were able to observe a decrease in the
resistance rate of both ESC throughout the study. The
reason that this decrease is statistically significant
only for cefixime may be due to the small number of
ceftriaxone resistant strains.

Since dual therapy (ceftriaxone 500mg+azithromy-
cin 1g) was implemented in Barcelona in 2012, resist-
ance to ceftriaxone has started to decrease: 2.8%
in 2012 (data not shown) to 0.0% in 2017. This could
be explained by the change in treatment regimen
whereby, until 2011, gonorrhoea was treated with cef-
triaxone 250 mg. On the other hand, the resistance rate
of azithromycin has increased slightly from 1.5% in
2014 to 3.0% in 2017 and high-level resistant isolates
(MIC=256 mg/L) were first detected in 2016 and 2017.
An increase in azithromycin rate has been documented
in several European countries [15].

Although the European and Spanish guidelines still rec-
ommend dual therapy [12,20], the increase in azithro-
mycin resistance detected worldwide, not only in N.
gonorrhoeae but also in other STIs such as Mycoplasma
genitalium [21], brings into question the advisability
of this therapeutic strategy. In fact, since 2019, the
British Association for Sexual Health and HIV (BASHH)
has recommended monotherapy with ceftriaxone 1g
[22]. However, some studies support that the selec-
tion/induction of azithromycin resistance of N. gonor-
rhoeae by the use of the current dual therapy is limited
[23], and it may be associated with the general use of
azithromycin for respiratory infections or the treatment
of non-gonococcal urethritis [13].

The overall azithromycin resistance rate in our study
was 2.6% based on the EUCAST breakpoint (ECOFF is
1mg/L). This percentage is lower than that reported
by other Spanish groups such as Cobo et al. [18], who
showed a resistance percentage of 13.8% in Almeria.
On the other hand, Fuertes de Vega et al. reported a
resistance rate of 5.2% in Barcelona [19], which is more
similar to our results. We must bear in mind that the
cut-off point used by these authors is that of prior
EUCAST report versions (0.5 mg/L). If we analyse the
azithromycin resistance rate of our study according to
this cut-off, the percentage of resistance strains would
be 4.1%.

The difference in the percentage of azithromycin resist-
ance between different regions of Spain could be due
to divergence in treatment patterns or the circulation
of different genotypes with greater ability to develop
antimicrobial resistance.

On other hand, the occurrence of extensively drug-
resistant (XDR) strains of N. gonorrhoeae reported in
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countries such as the United Kingdom and Australia
in 2018 is concerning [24]. These strains show a high
level of azithromycin resistance and they are also
resistant to ceftriaxone, resulting in resistance to the
first line dual therapy for gonorrhoea (ceftriaxone
intramuscularly and azithromycin orally) recommended
by European, Australian and World Health Organization
guidelines. The appearance and dissemination of these
type of strains compromises the successful treatment
of this infection. This highlights the need to keep the
capability to culture N. gonorrhoeae, in order to moni-
tor antibiotic susceptibility and rapidly detect the
emergence of XDR strains.

Although the resistance rate to ciprofloxacin observed
in this study is similar to that of neighbouring countries
[25], it is higher than that reported in eastern European
countries such as Ukraine [26].

The breakpoints of gentamicin are not yet established
by EUCAST. In this study it appears that N. gonor-
rhoeae does not have high MIC values for gentamicin
(MIC50=4mg/L and MIC90=6mg/L). These values are
similar to those reported previously and suggest that
gentamicin can be a low-cost and efficacious alterna-
tive therapy [27]. In addition, other studies support the
in vitro activity of gentamycin, used in combination with
cefixime or ertapenem, to control the spread of multi-
drug-resistant (MDR) and XDR N. gonorrhoeae strains
[28].

Similar to gentamicin, no clinical breakpoints for fosfo-
mycin exist. The review conducted by Tesh et al. sug-
gests that fosfomycin can be an alternative treatment
for gonococcal infection [29]. In this review, isolates
with a MIC<16 mg/L were considered as susceptible,
while those with MICs between 32 and 64 mg/L were
moderately susceptible. These MICs are similar to
those found by our study, but it is necessary to estab-
lish susceptibility breakpoints in order to understand
how to appropriately dose fosfomycin to treat N. gonor-
rhoeae infections [29].

It is surprising that the resistance rates of almost all
antimicrobials tested were higher in isolates from
primary healthcare than in those from the STI unit.
One reason that might explain this is that 70% of the
Drassanes-Vall d’Hebron STI Unit patients are MSM.
Although we do not have access to this information, we
hypothesise by deduction that the majority of patients
who attend primary healthcare units are men who have
sex with women (MSW) and if so, this might suggest
that there are different N. gonorrhoeae populations
circulating in the two populations.

One limitation of this study is that antimicrobial sus-
ceptibility tests of N. gonorrhoeae were performed
mainly in symptomatic patients, since they are the
ones from whom a sample is collected for culture.
Asymptomatic patients are diagnosed by nucleic
acid amplification tests (NAAT). Another limitation



is that when N. gonorrhoeae was isolated in multiple
sites in one patient, antimicrobial susceptibility
was only performed on genital samples. This could
lead to the loss of strains with higher MIC values in
pharyngeal carriers and consequently to underestimate
antimicrobial resistance. Moreover, due to the
retrospective nature of the study, there is a lack of
demographic and epidemiological information.

Although our results are only representative of
Barcelona, the patients included in the current study
represent 62.1% of those reported in Catalonia [30].

In conclusion, we analysed the susceptibility of 2,036
isolates in Barcelona from 2013 to 2017. We were able
to observe that susceptibility to ceftriaxone remains
high and resistance has decreased since dual ther-
apy was implemented in 2012. However, azithromycin
resistance increased during the study period and high-
level azithromycin resistant strains were isolated for
the first time in 2016.

Our study highlights the need to monitor antibiotic sus-
ceptibility and to perform molecular typing studies at a
national level, which would allow identifying temporal
and geographical changes, to detect the emergence
and dissemination of new strains, and to maintain
therapeutic guidelines updated.
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Resultados

Introduccion: En las Ultimas décadas se han detectado en todo el mundo aislamientos de Neisseria
gonorrhoeae (NG) con alto nivel de resistencia a azitromicina (HL-AziR), lo que pone en riesgo la

terapia antimicrobiana dual actual.

Objetivos: Este estudio tuvo como objetivo caracterizar los primeros 16 aislamientos de NG con

HL-AziR en Barcelona entre 2016 y 2018.

Métodos: La secuenciacién de genoma completo se utiliz6 para identificar los mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos; establecer los secuenciotipos (ST) de MLST, NG MultiAntigen
Sequence Typing (NG-MAST) y NG Sequence Typing for Antimicrobial Resistance (NG-STAR); e
identificar la relacion clonal de los aislados estudiados con otros estrechamente relacionados
descritos previamente en otros paises mediante el analisis de SNP de genoma completo. Las
caracteristicas sociodemograficas de los pacientes incluidos en el estudio se recogieron mediante

revision exhaustiva de sus historias clinicas.

Resultados: Doce de los 16 aislados de HL-AziR pertenecian al genotipo MLST ST7823/NG-MAST
ST5309 y 4 al genotipo MLST ST9363/NG-MAST ST3935. Todos presentaban la mutacion A2059G
en los cuatro alelos del gen 23S del ARNr. Los aislados MLST ST7823/NG-MAST ST5309 solo se
identificaron en hombres que tienen sexo con mujeres y los pertenecientes al MLST ST9363/NG-
MAST ST3935 se encontraron en HSH. El analisis filogenético reveld la presencia de tres grupos de

transmision diferentes asociadas de forma independiente con el comportamiento sexual.

Conclusiones: Nuestros hallazgos respaldan la aparicidn de los tres primeros brotes de NG con HL-
AziR en Espafia. Estos resultados destacan la capacidad de NG para desarrollar resistencia
antimicrobiana y transmitirse entre las redes sexuales. La alta resolucion de WGS proporciona
informacidn valiosa para la investigacién de brotes, complementando la implementacién de
medidas de salud publica centradas en la prevencion de la diseminacién de cepas multirresistentes

de NG.
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Background: Neisseria gonorrhoeae (NG) isolates with high-level azithromycin resistance (HL-AziR) have
emerged worldwide in recent decades, threatening the sustainability of current dual-antimicrobial therapy.

Objectives: This study aimed to characterize the first 16 NG isolates with HL-AziR in Barcelona between 2016
and 2018.

Methods: WGS was used to identify the mechanisms of antimicrobial resistance, to establish the MLST ST, NG
multiantigen sequence typing (NG-MAST) ST and NG sequence typing for antimicrobial resistance (NG-STAR) ST
and to identify the clonal relatedness of the isolates with other closely related NG previously described in other
countries based on a whole-genome SNP analysis approach. The sociodemographic characteristics of the
patients included in the study were collected by comprehensive review of their medical records.

Results: Twelve out of 16 HL-AziR isolates belonged to the MLST ST7823/NG-MAST ST5309 genotype and 4 to
MLST ST9363/NG-MAST ST3935. All presented the A2059G mutation in all four alleles of the 23S rRNA gene. MLST
ST7823/NG-MAST ST5309 isolates were only identified in men who have sex with women and MLST ST9363/NG-
MAST ST3935 were found in MSM. Phylogenomic analysis revealed the presence of three transmission clusters of
three different NG strains independently associated with sexual behaviour.

Conclusions: Our findings support the first appearance of three mild outbreaks of NG with HL-AziR in Spain.
These results highlight the continuous capacity of NG to develop antimicrobial resistance and spread among
sexual networks. The enhanced resolution of WGS provides valuable information for outbreak investigation,
complementing the implementation of public health measures focused on the prevention and dissemination of

MDR NG.

Introduction

Neisseria gonorrhoeae (NG) is the second most prevalent cause of
sexually transmitted bacterial infection, with 106 million new
cases every year worldwide, according to the WHO." This pathogen
has developed resistance to all the antibiotics used over the years
for its treatment and, therefore, gonorrhoea may become an un-
treatable infection.

Currently, extended-spectrum cephalosporins are the last-line
treatment option for gonococcal infection, but, in recent decades,
the first cases of broad-spectrum-cephalosporin-resistant strains
have been detected in Japan,’ Spain,® France,* Australia,
Canada® and the Netherlands.” In order to prevent the spread of
these strains, since 2012, most guidelines recommend dual ther-
apy with ceftriaxone 250-500mg as a single intramuscular
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dose plus azithromycin 1-2g as a single oral dose to treat
non-complicated gonococcal infections.®*° Unfortunately, the
rate of resistance to azithromycin has risen in recent years'**? and
therapeutic failure with dual-antimicrobial therapy has been
reported.’®!* In addition, the emergence of MDR and XDR isolates
has recently been detected.”

High-level azithromycin resistance (HL-AziR) in NG is defined as
an MIC of 256 mg/L or higher and is mainly associated with a
A2059G mutation (Escherichia coli numbering) when present in
three or four of the four alleles of the 23S rRNA gene.*® During re-
cent decades the emergence of HL-AziR has been reported in
Scotland,!’ the UK,'®1° Ireland,? Italy,’’ Sweden,?? Ching,?* %°
Australia,’® Argentina,”’ Canada”®?° and the USA,*° threatening
the sustainability of the current dual-antimicrobial therapy.

NG multiantigen sequence typing (NG-MAST) and MLST have
been broadly used to investigate the population dynamics of
gonococcal infections, but these are suboptimal for molecular epi-
demiology, since they do not provide enough resolution to identify
clones and transmission events.*! In contrast, the use of WGS, in
conjunction with epidemiological and phenotypical data, provides
enhanced understanding of the distribution and spread of anti-
microbial resistance clades and clones, allowing identification of
short-term transmission chains.?*

This study aimed to characterize the first HL-AziR NG isolates
detected in Spain. To do this, WGS was used to identify the
mechanisms of antimicrobial resistance, to establish the genomic
epidemiology and to identify the clonal relatedness of the isolates
with other closely related NG previously described in other
countries, including those with HL-AziR.

Methods

Study population

From January 2016 to December 2018, 1749 NG isolates were obtained in
the Microbiology Laboratory of the Vall d’Hebron University Hospital
(Barcelona, Spain). The isolates were obtained from genital, pharyngeal
and/or rectal samples collected from patients visited in three different
clinical settings: the Drassanes-Vall d’Hebron Sexually Transmitted
Infections Unit (Drassanes-VH STIU), different medical departments of the
Vall d’Hebron University Hospital and Primary Healthcare Units (PHUs) in
Barcelona. These settings provide coverage to 1200000 of the 1629343
inhabitants of Barcelona (74.5%). When gonococci were detected in mul-
tiple sites, only the isolate obtained from the genital specimen was included
in the study.

The sociodemographic characteristics of the patients included in the
study were collected through comprehensive review of their medical
records.

Culture, identification and antibiotic susceptibility

Urethral, endocervical, pharyngeal and/or rectal samples were collected in
Amies broth (Deltalab, Spain) and cultured in Thayer-Martin medium. The
cultures were incubated for 24-48h at 35-37°C in a 5% CO, atmosphere.
Colonies suggestive of NG were identified by cytochrome oxidase test
and MS (MALDI-TOF, Vitek MS system, bioMérieux, Spain). Antimicrobial
susceptibility testing of azithromycin, penicillin, ceftriaxone, cefixime and
ciprofloxacin was carried out using the gradient diffusion method (Etest,
bioMérieux, France) in GC II AG/W IsoVitalX medium (Becton Dickinson,
France). Quality control was performed using the NG reference strain ATCC
49226. The MICs were interpreted in accordance with the cut-off points of
EUCAST.

WGS, genotyping, molecular antimicrobial analysis and
genomic epidemiology of HL-AziR NG

Genomic DNA of HL-AziR NG was obtained with the Dneasy UltraClean
Microbial Kit (Qiagen, Spain) and whole-genome sequences were obtained
using the Nextera DNA Flex Library Prep Kit (Illumina) for 2300 bp paired
ends and MiSeq (Illumina) according to the manufacturer’s instructions.
Raw reads were trimmed with Trimmomatic (version 0.38) and genome
assemblies were obtained with Unicycler (version 0.4.7).

MLST ST, NG-MAST ST and NG sequence typing for antimicrobial resist-
ance (NG-STAR) ST were determined by submitting genome assemblies to
the PUbMLST Neisseria database website (http://pubmist.org/neisseria/).>?

Mutations and genes conferring resistance to azithromycin (23S rRNA,
mtrR), benzylpenicillin (penA, ponA, penB, blarew), ceftriaxone and cefixime
(penA, penB) and ciprofloxacin (gyrA, parC) were identified in the PUbMLST
Neisseria database website and the Resistance Gene Identifier (version
4.2.2). Additionally, mutations in penA were identified in de novo draft
assemblies using BLAST and were manually inspected with ClustalW. The
number of 23S rRNA allele mutations associated with azithromycin resist-
ance was detected with ng23S-mutations script (version 0.1) as described
previously.>?

The genomic epidemiology of HL-AziR NG isolates from this study and
from selected international HL-AziR isolates was determined based on
whole-genome SNP analysis. To do this, 49 previously sequenced genomes
were included: 13 HL-AziR isolates with an A2059G mutation in the 23S
rRNA gene, representative of each clade identified in previous studies from
the USA (n=2),* Canada (n=5),%° the UK (n=5)*° and Ireland (n=1);?° 20
isolates belonging to MLST ST7823 available in the PubMLST database in
May 2020; and 16 isolates simultaneously belonging to MLST ST9363 and
NG-MAST ST3935 available in the PubMLST database in May 2020
(see Table S1, available as Supplementary data at JAC Online). SNPs were
identified using Snippy (version 4.3.6) with HL-AziR NG WHO V (GenBank
accession no. NZ_LT592150) as the reference strain.2>3¢ In the initial
whole-genome alignment, 5397 SNPs were identified. Afterwards, Gubbins
(version 2.3.4) was used for recombination signal identification and
removal. A total of 1300 SNPs were finally identified and used for the
subsequent phylogenetic analysis. The maximum likelihood phylogenetic
tree based on SNPs was obtained with IQ-Tree (version 1.6.10) with 1000
bootstrap replicates and tree annotation with relevant metadata was done
with the interactive tree of life (TOL’) tool (http://itol.embl.de).

Nucleotide sequence accession numbers

The complete genomes of the 16 HL-AziR NG isolates from this study are
available at DDBJ/ENA/GenBank under Bioproject number PRINA639402
(https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/object/PRINA639402?reviewer=8an99
hp90t3gq3gv8hskjge57e).

Ethics

The study was approved by the Ethics Committee of the Vall d’Hebron
University Hospital [reference number: PR(AG)414/2020]. The study was
conducted in accordance with the principles laid out in the Declaration of
Helsinki and in accordance with the principles of Good Clinical Practice.

All data related to patients was coded to maintain confidentiality.
Each patient was identifiable only by a unique number and the principal
investigator was the owner of this number.

Results

Between 2016 and 2018, 1749 NG isolates were obtained from
1685 patients, 1596 of whom were men (94.7%). Among the
specimens, 73.1% (1278/1749) were urethral swabs, 18.6%
(325/1749) were rectal, 4.4% (77/1749) were pharyngeal and

931

20z Atenuer g1 uo 3sanb Aq 0850G09/0€6/1/9./I0IME/O.l/W0S" dNO™DlWepEDE//:SA]Y WO POPEOjUMOQ


http://pubmlst.org/neisseria/
https://academic.oup.com/jac/article-lookup/doi/10.1093/jac/dkaa536#supplementary-data
https://academic.oup.com/jac/article-lookup/doi/10.1093/jac/dkaa536#supplementary-data
http://itol.embl.de
https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/object/PRJNA639402? reviewer=8an99hp90t3gq3gv8hskjqe57e
https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/object/PRJNA639402? reviewer=8an99hp90t3gq3gv8hskjqe57e
https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/object/PRJNA639402? reviewer=8an99hp90t3gq3gv8hskjqe57e

Salmeron et al.

3.8% (67/1749) were vaginal swabs. Most of the patients (62.7%;
1056/1685) were visited at the Drassanes-VH STIU and at PHUs
(30.8%, 519/1685) and a lower proportion were attended at differ-
ent medical departments of the Vall d’Hebron University Hospital
(6.5%; 110/1685).

Sixty-four out of 1749 isolates (3.7%) were resistant to azithro-
mycin (MIC >1 mg/L), with 16 (25%) showing high-level resistance
to this antibiotic (MIC >256 mg/L). Of these latter isolates, six were
detected in 2016, ninein 2017 and onein 2018. No HL-AziR isolates
were detected before 2016 in our setting.'* None of the HL-AziR
isolates was resistant to ceftriaxone or cefixime, and 85.7% were
resistant to ciprofloxacin (see Table S2). All the HL-AziR isolates
were obtained from urethral samples except for the isolate
detected in 2018 that was obtained from a rectal sample. All these
isolates were obtained from men with a median age of 34 years
(range 24-48years). Most patients were symptomatic and
were treated empirically with ceftriaxone and azithromycin before
antimicrobial susceptibility testing results were available. No con-
firmed treatment failures were reported. Ten out of the 16 patients
were attended at PHUs and six at the Drassanes-VH STIU. Four of
the 16 patients (25%) were MSM and 37.5% (6/16) were men
who had sex with women (MSW). No information about sexual
orientation was obtained from the remaining six patients.

Molecular typing showed that the 16 HL-AziR NG belonged to
two different genotypes: G1, which consisted of 11 isolates simul-
taneously belonging to MLST ST 7823, NG-MAST ST5309 and NG-
STAR ST2244, and 1 isolate belonging to MLST ST7823, NG-MAST
ST19618 and NG-STAR ST2244 (which only differed from the for-
mer isolates by a SNP in porB of the NG-MAST typing scheme); and
G2, which consisted of the four isolates belonging to MLST ST9363,
NG-MAST ST3935 and NG-STAR ST1993 (Figure 1 and Table S2).

Regarding the sociodemographic data of the patients from
which the HL-AziR NG were obtained, 50% of those with an isolate
belonging to G1 were categorized as MSW (no information on sex-
ual orientation could be obtained for the remaining patients) with
a median age of 33.4 years (range 24-46 years), while all patients
with an isolate belonging to G2 were MSM and had a median age
of 36.5years (range 26-48years). All the HL-AzR isolates pre-
sented the A2059G mutation (E. coli numbering) in all four alleles
of the 23S rRNA gene (associated with azithromycin resistance), as
well as the D346 insertion and F504L, A510V and A516G mutations
in PBP2 (associated with resistance to penicillin). Nevertheless, G1
presented the NG-STAR penA allele 23 and G2 presented the
NG-STAR penA allele 166. In addition, isolates belonging to the G1
genotype showed the —35A deletion in the mtrR promoter (associ-
ated with azithromycin resistance), S91F and D95A substitutions in
DNA gyrase (associated with quinolone resistance), the double
PorB mutation G120K/A121D (associated with resistance to
hydrophilic antibiotics, such as B-lactams and tetracyclines) and
91% carried the blarem gene. In contrast, isolates belonging to the
G2 genotype showed the double PorB mutation G120K/A121N,
but did not show any deletion in the mtrR gene or a DNA gyrase
mutation and did not carry the blatgm gene (see Table S2).

Whole-genome SNP-based phylogenetic analysis of the 16 HL-
AziR NG isolates from this study and from the 49 additional isolates
used for contextualization revealed that five clades were identified
within the phylogeny (Figure 1). Clade 1 consisted of one represen-
tative HL-AziR isolate from the USA with an A2059G mutation in
the 23S rRNA gene and a —35A deletion in the mtrR promoter.

Clade 2 consisted of five closely related isolates from the UK and
one from Ireland, all showing HL-AZiR, having the A2059G muta-
tion and the G45D mutation in the 23S rRNA and the mtrR genes,
respectively, and belonging to MLST ST1580. Clade 3 consisted of
the 20 isolates simultaneously belonging to MLST ST9363 and NG-
MAST ST3935, including the 16 isolates for which the genomes
were retrieved from the PubMLST database and the 4 isolates with
HL-AziR with the A2059G mutation in the 23S rRNA gene identified
in Barcelona and belonging to the G2 genotype. Among the 16
isolates from clade 3 obtained from the PUbMLST database, none
showed the A2059 mutation, except for one Italian isolate, which
was closely related to the 4 HL-AziR isolates from Barcelona and
which belonged to the same genotype (i.e. MLST ST9363, NG-MAST
ST3935 and NG-STAR ST1993). Clade 4 consisted of two HL-AziR
Canadian isolates with an A2059G mutation in the 23S rRNA gene
and a —35A deletion in the mtrR promoter from MLST ST1901 and
ST1579, respectively. Finally, clade 5 consisted of 36 isolates,
including the 20 isolates identified in the PubMLST database
belonging to MLST ST7823, the 12 HL-AziR isolates identified in this
study and belonging to the G1 genotype (i.e. MLST ST7823 and
NG-MAST ST5309/5T19618) and four HL-AziR NG with an A2059G
mutation in the 23S rRNA gene and a —35A deletion in the mtrR
promoter, including three Canadian isolates belonging to MLST
ST12515, ST7823 and ST1579, and one ST7822 American isolate.
There were no additionalisolates in clade 5 for which HL-AziR could
be expected according to the genomic analysis and, interestingly,
all the isolates belonging to this clade possessed the —35A dele-
tion in the mtrR promoter (associated with decreased susceptibility
to azithromycin).3’

Among clades, the shortest SNP difference was observed for
isolates from clades 2 and 3, which differed by a mean SNP num-
ber of 122.8 (range 112-134). Regarding the 4 HL-AziR NG from
Barcelona within clade 3 and belonging to the G2 genotype, all
were highly similar (mean SNP number of 1; range 0-2) and to the
putative HL-AziR Ttalian isolate (mean SNP number of 5.5; range
5-6) belonging to the same genotype (i.e. MLST ST9363, NG-MAST
ST3935 and NG-STAR ST1993) and shared a recent common an-
cestor. The 12 HL-AziR NG from Barcelona within clade 5 clustered
together (mean SNP number 5.8; range 0-11) and, interestingly,
grouped into two subclusters among which the differences ranged
from 10 to 11 SNPs. The first subcluster included six isolates col-
lected in 2016 (mean SNP number 0.7; range 0-2) and the second
included six isolates collected in 2017 (SNP distance=0). The iso-
lates most closely related to the HL-AziR NG within clade 5 from
Barcelona were two putative HL-AziR Canadian isolates obtained
in 2004 and 2009 (mean SNP number 20.5; range 15-26), which,
however, did not belong to the same NG-MAST ST.

Discussion

We describe the emergence and spread of NG with HL-AziR in
Spain during a 3 year period. The antimicrobial susceptibility of all
the NG isolates has been studied in the Microbiology Laboratory
of the Vall d’Hebron University Hospital since 2013, observing a
progressive increase in the rate of azithromycin resistance,'* al-
though it was not until 2016 that HL-AziR isolates were detected.
Twelve out of the 16 isolates belonged to the same G1 genotype
(i.e. MLST ST7823 and NG-MAST ST5309/ST19618), sharing the
same antibiotic susceptibility profile, and half of these strains were
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Demczuk et al. - 2016
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NG- NG- 23S RNA" mtrR*
Isclate Year Country MLST MAST STAR mutation mutation Clade Reference
WHO vV Sweden 2012 10314 8927 225 A2058G  -35A Del
SRR4048856 UsA 2016 1901 14121 NA A2059G  -35A Del . .
ERR2172338 UK 2000 1580 1443 2172 A2059G G45D
SRR179T639 Ireland 2008 1580 3311 192 A2059G  GASD .
ERR2172268 UK 2016 1580 G649 192 A2059G G450
ERR2172272 UK 2016 1580 14308 1996 A2050G GA45D
ERR2172287 UK 2015 1580 G768 1996 A2059G G45D
ERR2172328 UK 2016 1580 649 192 A2058G GASD
ERR191812 usa 2009 9363 3835 242 NI 35A Del .
ERR191813 UsA 2009 9363 3035 242 NI -35A Del .
SRR3361044 UK 2014 8363 3935 67 NI NI .
SRR3I3M0653 UK 2014 9363 3935 67 NI NI [ ]
SRR3340687 UK 2014 8363 3935 NA NI NI .
ERRB55340 UsAa 2013 9363 3835 &7 NI NI .
SRR3340728 UK 2014 8363 3835 67 NI NI
id-56785 Spain 2016 9363 3935 &7 NI NI z
d-57130 Spain 2016 9363 3035 67 NI NI .
id-60486 Italy 2017 9363 3835 1983 A2058G NI .
SRR12011630  Spain 2018 9363 3935 1983 A2059G NI .
SRR12011625 Spain 2017 89363 3835 1883 A2058G NI .
SRR12011624  Spain 2017 9363 3935 1993 A2059G NI
SRR12011632 Spain 2017 9363 3035 1993  A2059G NI :
ERRB55360 UsA 2004 9363 3935 193 NI NI
ERRBS5376 USA 2005 9363 3835 183 NI NI
ERRB55374 usa 2005 8363 30835 193 NI NI .
ERR855378 usA 2004 9363 2935 193 NI NI [ ]
ERRB55366 usa 2004 9363 30835 193 NI NI .
ERRB55387 UsA 2005 9363 3835 193 NI NI .
~SRR1661227  Canada 2010 1901 4980 421  A2059G  -35A Del [ ]
SRR2736214 Canada 2012 1579 8690 421 A2059G  -35A Del .
ERR350016 Norway 2008 7823 1431 304 NI -35A Del .
ERRB55157 UsA 2013 7823 1431 304 NI -35A Del :
SRR1661207 Canada 2009 12515 1948 69 A2059G  -35A Del
SRRA2736134 Canada 2004 7823 1948 69 A2058G  -35A Del
SRR12011633  Spain 2017 7823 5308 2244 A2059G -35A Del :
SRR12011626  Spain 2017 7823 19618 2244 A2050G  -35A Del .
SRR12011634  Spain 2017 7823 5308 2244 A2058G  -35A Del .
SRR12011622 Spain 2017 7823 5309 2244 A2059G -25ADel
SRR12011623  Spain 2017 7823 53089 2244 A2059G  -35A Del :
SRR12011635 Spain 2017 7823 53089 2244 A2059G -35ADel
SRR12011627  Spain 2016 TB23 5308 2244 A2058G  -35A Del
SRR12011628  Spain 2016 7823 5308 2244 A2059G -35ADel
SRR12011636  Spain 2016 TB23 5308 2244 A2059G  -35ADel
SRR12011637 Spain 2016 7823 5308 2244 A2059G -35ADel .
SRR12011631  Spain 2016 7823 5309 2244 AZ050G  -35A Del .
SRR12011628 Spain 2016 7823 5308 2244 A2058G  -35A Del .
SRR3360862 UK 2013 7823 5094 470 NI -35A Del .
SRR2736203 Canada 2010 1579 5343 202  A2050G  -35A Del, G45D .
SRRBOT106T UsA 2015 7822 1055 NA A2059G  -35A Del .
ERR352708 Slovenia 2011 7823 5405 273 NI -35A Del .
ERR388398 Slovenia 2011 7823 5405 273 NI -35A Del
SRR3357139 UK 2011 7823 19154 273 NI -35A Del z
SRR3357132 UK 2011 7823 19154 273 NI -35A Del [ ]
SRR3357289 UK 2011 7823 19154 273 NI -35A Del .
ERR191753 usAa 2000 7823 1405 1575 NI -35A Del [ ]
ERR191TE8 UsA 2009 7823 1288 557 NI -35A Del .
SRR3361168 UK 2012 7823 9813 748 NI -35A Del .
SRR3361252 UK 2012 7823 9813 748 NI -35A Del .
ERR350017 Norway 2009 7823 1405 265 NI -35A Del .
ERR388317 MNorway 2008 7823 1405 265 NI -35A Del .
ERR350061 Poland 2010 7823 1405 265 NI -35A Del .
ERR388361 Poland 2010 7823 1405 265 NI -35A Del .
ERR350058 Poland 2010 7823 1405 265 NI -35A Del .
ERR388358 Poland 2010 7823 1405 NA NI -35A Del .
ERR352654 Poland 2011 7823 1405 265 NI -35A Del .
ERR388391 Poland 2011 7823 1405 265 NI -35A Del .

Figure 1. Maximum likelihood tree of the 16 HL-AziR NG isolates collected from 2016 to 2018 in Barcelona and the 49 selected international HL-AziR
NG isolates. The tree was rooted with the NG WHO V strain. The percentage of bootstrap support value is represented in the tree branches of the dif-
ferent clades identified. The NG isolates of this study are highlighted in different colours according to the outbreak to which they belong. *Only muta-
tions associated with azithromycin resistance in the genomic analysis are indicated. NA, not assigned, NI, not identified.

obtained from MSW. The remaining four strains belonged to the
G2 genotype (i.e. MLST ST9363 and NG-MAST ST3935), sharing
another identical antibiotic susceptibility pattern, and all were iso-
lated from MSM.

To the best of our knowledge, these are the first three outbreaks
of NG with HL-AziR detected in Spain. There is scarce information
regarding NG antimicrobial susceptibility in Spain and data about

azithromycin resistance vary greatly. Thus, in 2011, Serra-Pladevall
et al.*® detected 3% azithromycin resistance (MIC >0.5mg/L) in
100 isolates studied. Fuertes de Vega et al.*° studied azithromycin
susceptibility in 58 isolates between 2009 and 2014, and 5.2%
showed resistance to this antibiotic (MIC >0.5mg/L). Between
2012 and 2016, Cobo et al.*® studied 134 NG isolates, of which
9.7% were resistant to azithromycin (MIC >0.5mg/L). In contrast,
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Guerrero-Torres et al.** found 1.9% resistance among 104 gono-
cocci studied in Madrid in 2016. It is of note that no HL-AziR strains
were detected in any of these studies.

In contrast, HL-AziR isolates have been reported in several other
countries.!’~3%3* Furthermore, between November 2014 and May
2018, a persistent outbreak of gonorrhoea with HL-AziR was
detected in England with 118 laboratory-confirmed cases.!??
This outbreak emerged among young heterosexuals living in
Leeds with no specific risk factors, but spread across England into
sexual networks of MSM. The majority of these isolates were
NG-MAST ST9768 (37 out of the 60 cases for which WGS was suc-
cessful) and neither ST5309 nor ST3935 was detected. Some of
these isolates were clustered in clade 2 of this study (see Figure 1).

The sequencing results show that isolates in this study were
clearly grouped into two genotypes: G1 with 12 closely related iso-
lates (0-11 core SNPs) and G2 with 4 strains (0-2 core SNPs). G1
isolates belonged to clade 5 and were subclustered in two groups.
The first subcluster included six isolates collected in 2016 and the
second included six isolates collected in 2017. Differences among
the 2016 isolates ranged from O to 2 SNPs and isolates collected in
2017 differed by 0 SNPs. However, if we compare the SNP number
among isolates belonging to these two subclusters, the SNP range
rises to 10-11. Considering this genetic divergence among isolates
and the temporal distance in which the isolates were obtained, we
conclude that there were two independent outbreaks of two
different NG clones. In addition, most of the G1 isolates were from
MSW and all the isolates belonging to G2 were MSM, providing
further evidence of sustained transmission of these strains
amongst sexual networks.

When evaluating the contextualization of our isolates, it was
found that all the strains from clade 3 belonged to MLST ST9363
and NG-MAST ST3935, and were isolates from different countries
obtained over a long period of time. However, one isolate (id-
60486) from Italy was highly similar (5-6 core SNPs) and shared a
recent common ancestor, suggesting a common source of infec-
tion. Unfortunately, information regarding sexual contacts was
not available. On the other hand, all the isolates from clade 5
belonged to MLST ST7823 and were from different countries and
obtained over a long period of time, suggesting that isolates
belonging to this clade may have greater dissemination capacity.
In addition, all these isolates harboured the —35A deletion in mtrR,
suggesting that they have enhanced ability to develop antimicro-
bial resistance. All these findings highlight the associated risk
among sexually active international travellers and the potential
dissemination of strains.

This study has several limitations. Firstly, it is likely that more
HL-AziR isolates are circulating without detection due to the wide
use of nucleic acid amplification tests for the diagnosis of sexually
transmitted infections. Secondly, due to the retrospective design
of the research, many demographic and epidemiological data are
missing. Thirdly, when NG was isolated in multiple sites in one
patient, only genital samples were studied and this may have
led to a loss of strains. Finally, the NG genomic sequence data
available are somewhat limited and this may have biased the
contextualization of our isolates.

In summary, despite these limitations and the lack of
direct links identified between cases, the timing, geographical clus-
tering and genetic similarity of the isolates confirmed by WGS
demonstrated that these cases belonged to three different mild

outbreaks. These outbreaks highlight the important ability of NG to
develop antimicrobial resistance and demonstrate the potential
for rapid transmission of highly resistant gonorrhoea, emphasizing
the need to develop laboratory and epidemiologically linked sur-
veillance systems. WGS is a very useful tool as it provides enhanced
insight into the dynamics of NG strains, allowing the identification
and characterization of transmission chains to consequently
effectively target public health interventions in order to reduce
the burden of the disease. Overall, these data provide evidence
of the additional value that WGS can provide in NG outbreak
investigations.

This study also reveals the need to maintain culture capacity, at
least in the reference laboratories, to monitor antimicrobial
susceptibility and for early detection of the emergence of
antimicrobial-resistant strains.
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Resultados

Objetivos: La infeccion gonocdcica es una de las infecciones de transmision sexual mas reportadas
y la resistencia antimicrobiana en Neisseria gonorrhoeae (NG) es un desafio para el tratamiento de
esta infeccidon. Este estudio observacional tuvo como objetivo describir la resistencia
antimicrobiana de NG y los datos epidemiolégicos de pacientes con infeccién gonocécica en ocho

regiones de Espafia, con el fin de actualizar las guias terapéuticas locales.

Métodos: se determinaron las CMIs de penicilina, cefixima, ceftriaxona, azitromicina,
ciprofloxacino, fosfomicina y gentamicina mediante la técnica de difusion en gradiente (E-test) de
todos los aislados de NG recuperados del 1 de abril de 2018 al 30 de septiembre de 2019 en 10
hospitales de Espafia. Los determinantes clinico-epidemioldgicos asociados a resistencia se
identificaron mediante andlisis de regresidn logistica. Las diferencias con un valor de P<0,05 se

consideraron estadisticamente significativas.

Resultados: Se realizaron pruebas de sensibilidad antimicrobiana de 2571 gonococos aislados de
2429 pacientes. El 44,5% (945/2124) de los pacientes eran HSH. La tasa de resistencia a las
cefalosporinas de espectro extendido fue baja, con el 0,2% (6/2561) de los aislados resistentes a
ceftriaxona y el 1,7% (44/2517) resistentes a cefixima. La tasa general de resistencia a la
azitromicina fue del 12,1% (310/2560), pero variaba mucho segun la region. El 56,2% (1366/2429)
de las cepas estudiadas fueron resistentes a ciprofloxacino. Los valores de CMIsp y CMlgy de

gentamicina y fosfomicina fueron 4 y 8 mg/Ly 24 y 48 mg/L, respectivamente.

Conclusiones: Nuestro estudio muestra que la sensibilidad de NG a las cefalosporinas de espectro
extendido sigue siendo alta en Espafia. La tasa de resistencia a azitromicina observada abre el
debate sobre el uso de la terapia dual. Este estudio proporciona datos de interés para la
actualizacién de las guias nacionales de tratamiento y destaca la necesidad de desarrollar e

implementar un programa nacional de vigilancia de la sensibilidad antimicrobiana.
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Objectives: Gonococcal infection is one of the most reported sexually transmitted infections and antimicrobial
resistance in Neisseria gonorrhoeae (NG) is challenging for the treatment of this infection. This observational
study aimed to describe antimicrobial resistance of NG and epidemiological data from patients with gonococcal
infection in eight regions of Spain, for updating the local therapeutic guidelines.

Methods: MICs of penicillin, cefixime, ceftriaxone, azithromycin, ciprofloxacin, fosfomycin and gentamicin were
determined by Etest for all NG isolates recovered from 1 April 2018 to 30 September 2019 from 10 hospitals in
Spain. Resistance determinants were identified using logistic regression analysis. Differences with a P value
<0.05 were considered statistically significant.

Results: Antimicrobial susceptibility testing was performed for 2571 gonococci isolated from 2429 patients.
44.5% (945/2124) of patients were MSM. The resistance rate to extended-spectrum cephalosporins was low,
with 0.2% (6/2561) of isolates resistant to ceftriaxone and 1.7% (44/2517) of isolates resistant to cefixime.
The overall azithromycin resistance rate was 12.1% (310/2560), but differed greatly depending on the area.
56.2% (1366/2429) of the strains studied were ciprofloxacin resistant. MICso and MICqq values of gentamicin and
fosfomycin were 4 and 8 mg/L and 24 and 48 mg/L, respectively.

Conclusions: Our study shows that NG susceptibility to extended-spectrum cephalosporins remains high in
Spain. The azithromycin resistance rate questions the suitability of dual therapy. This study provides data
of interest for updating the national treatment guidelines and highlights the need to develop and implement a
national sentinel gonococcal antimicrobial susceptibility programme.

Introduction

Neisseria gonorrhoeae (NG) is the second most reported sexually
transmitted bacterial infection, after Chlamydia trachomatis, with
106 million new cases every year worldwide.! The ECDC reported
100 673 cases of gonococcal infection in the 28 EU/European
Economic Area countries in 2018, which represents a rate of 26.4

cases per 100 000 inhabitants and an increase of 22% over the
previous year. In Spain, gonococcal infection is a notifiable disease
and 11 044 cases were reported in 2018 (24.2 per 100 000 inhabi-
tants). There are important differences in incidence among the
country’s regions, with the highest rates registered in Catalunya
(61.21 cases per 100 000 inhabitants), the Balearic Islands (40.96

©The Author(s) 2021. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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cases per 100 000 inhabitants) and Madrid (39.73 cases per
100 000 inhabitants).? In addition, with the introduction of pre-
exposure prophylaxis for prevention of HIV, a reduction in condom
use and an increase in risk-related behaviours have been observed,
with a subsequent increased risk of acquisition of sexually trans-
mitted infection (STI) among users.”

If left untreated, NG can cause severe health complications,
such as pelvic inflammatory disease, infertility and ectopic
pregnancy in women and, less frequently, epididymitis in men.
Gonococcal infection also facilitates the transmission and acquisi-
tion of HIV.>®

NG is currently a major public health problem worldwide, not
only because of its increasing incidence, but also because NG
bacteria have developed resistance to all of the antibiotics used
over the years for the treatment of NG, making treatment of
infection caused by NG challenging. After the detection of the first
strain with high-level resistance to ceftriaxone in Japan in 2009,
ceftriaxone-resistant isolates have appeared in many countries in
the last decade, including Japan, Ching, Australia, Singapore,
Canada, Argentina and several European countries.” In addition,
the ceftriaxone-resistant clone FC428 has spread globally since
2015 and the first XDR strains presenting resistance to ceftriaxone
plus high-level azithromycin resistance were isolated in 2018 in
the UK and Australia.°

Most of the treatment guidelines published since 2012 recom-
mend dual therapy for the treatment of NG with 250-500 mg
of ceftriaxone as a single intramuscular dose plus 1-2 g of azithro-
mycin as a single oral dose.'**? Spanish national guidelines also
recommend dual therapy (500 mg of ceftriaxone + 1 g of azithro-
mycin) as first-line treatment, although these guidelines have not
been revised since 2017.*% Unfortunately, the azithromycin resist-
ance rate has been increasing in recent years and therapeutic
failures with dual antimicrobial therapy have been reported.®'*

Due to this alarming situation, both the WHO and the ECDC
have developed action plans to control the spread of antimicrobial
resistance in NG,'>® focusing on testing for this infection and
monitoring the antimicrobial susceptibility pattern.

To the best of our knowledge, no extensive data have been
published in Spain regarding the resistance rate of NG. Therefore,
we present a wide, national-level, cross-sectional description of
antibiotic resistance and epidemiological data from patients with
gonococcal infection with the aim of determining the current situ-
ation of NG infection in Spain in order to update local therapeutic
guidelines.

Methods
Study population

This was a prospective, cross-sectional, multicentre study involving 10
healthcare centres that cover most of Spain: (i) three from Eastern Spain
[Drassanes-Vall d’Hebron Sexually Transmitted Infections Unit/Hospital
Universitari Vall d’Hebron (Barcelona, Catalunya), Hospital Universitario
Clinico de Valencia (Valencia) and La Ribera Hospital Universitario
(Valencia)]; (i) two from Central Spain [Sandoval Sexually Transmitted
Infections Unit/Hospital Universitario Ramén y Cajal (Madrid) and Hospital
Universitario Miguel Servet (Zaragoza, Aragédn)]; (iii) one from Southern
Spain [Virgen de Valme University Hospital (Sevilla, Andalucia)]; (iv) three
from Northern Spain [Hospital Universitario Donostia (Donostia, Euskadi),
Hospital Universitario Central de Asturias (Oviedo, Asturias) and Hospital

Universitario Cabuenes (Gijon, Asturias)]; and (v) one from the Balearic
Islands [Hospital Universitario Son Espases (Palma de Mallorca, Illes
Balears)]. Most of these centres are third-level public hospitals that also in-
clude primary care centres, some of which include specific STI units, such as
CAITS in Palma de Mallorca (Balearic Islands), the Sandoval Centre (Madrid)
and the Drassanes-Vall d’Hebron Sexually Transmitted Infections Unit in
Barcelona (Catalunya), which are STI reference centres located in the
regions reporting more than 90% of the gonococcal infection in Spain.*’

Antimicrobial susceptibility testing of all NG isolates collected between
1 April 2018 and 30 September 2019 was performed by the laboratories of
the different participating centres, representing 51% of all NG infection
detected by nucleic acid amplification tests (NAATs) and/or culture. When
gonococci were isolated from multiple sites in the same patient, only the
genital culture was included in the study.

Laboratory procedures

Urethral, endocervical, pharyngeal or rectal swabs were inoculated on se-
lective medium. Plates were incubated at 37°Cin a 5% CO, atmosphere for
48 h. Probable NG strains were identified by oxidase reaction (oxidase posi-
tive) and MALDI-TOF MS. Strains were frozen at —80°C in trypticase soy
broth with 20% glycerol.

The MICs (mg/L) of ceftriaxone, cefixime, azithromycin, ciprofloxacin,
gentamicin and fosfomycin were determined using the gradient diffusion
method (Etest, bioMérieux®, France) in GC 1I AG/W IsoVitaleX medium
(Becton Dickinson, France) as described by the CLSL.'® Results were inter-
preted in accordance with EUCAST,® except for gentamicin and fosfomy-
cin, as there are no established EUCAST cut-off points for these antibiotics.
Decreased susceptibility to ceftriaxone (DSC) was considered when the MIC
ranged between >0.032 and 0.125.2° NG ATCC 49226 was used as a refer-
ence strain for antimicrobial susceptibility testing. B-Lactamase production
was detected using the nitrocefin biochemical test (Becton Dickinson,
France).

Data collection

Epidemiological and clinical data, including age, gender, sexual behaviour,
symptomatology and treatment, were collected from the medical records.
Sexual behaviour was defined regarding the gender of sexual partners
reported by the patients.

All data related to patients were coded to maintain confidentiality. Each
patient was identifiable only by a unique number and the principal investi-
gator of each centre was the owner of this number.

Statistical analysis

Descriptive results are presented as percentages for categorical variables.
Baseline characteristics were compared between MSM, heterosexuals and
men who have sex with men and women (MSMW) using the Pearson y?
test or Fisher’s exact test. Crude and adjusted ORs were calculated using
logistic regression analysis to identify risk factors for B-lactamase produc-
tion, cefixime resistance (MIC >0.125mg/L), azithromycin resistance
[epidemiological cut-off (ECOFF) >1 mg/L] and ciprofloxacin resistance (MIC
>0.06 mg/L). Variables showing statistically significant differences associ-
ated with resistance in the univariate analysis (P<0.2) were then tested in
multivariate models. All statistical tests were two-tailed and the threshold
of statistical significance was P<0.05. The statistical analyses were per-
formed using Stata software (StataCorp, USA).

Ethics

The study was approved by the Ethics Committee of the Vall d’Hebron
University Hospital (reference number: VHI-CEF-2018-01), as well as all the
participating centres. The study was conducted in accordance with the
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principles laid out in the Declaration of Helsinki and in accordance with the
principles of Good Clinical Practice. Informed consent was not necessary.

Results

Between 1 April 2018 and 30 September 2019 susceptibility testing
was performed for 2571 NG isolates from 2429 patients. Sixty-five
patients presented two different episodes of infection and nine
patients presented three episodes during the study period.
Different episodes were established when one patient had a nega-
tive result (PCR and/or culture) between the different episodes.

Patient characteristics

Most of the isolates were collected from patients at the Drassanes-
Vall d’Hebron Sexually Transmitted Infections Unit/Hospital
Universitari  Vall d’Hebron (Barcelona) and the Hospital
Universitario Son Espases (Palma de Mallorca) [50.6% (1229/2429)
and 12.1% (294/2429), respectively], followed by the Sandoval
Sexually Transmitted Infections Unit/Hospital Universitario Ramoén
y Cajal (Madrid) [6.8% (175/2249)], the Hospital Universitario
Virgen de Valme (Sevilla, Andalucia) [6.5% (167/2249)], the
Hospital Universitario Donostia (Donostia, Euskadi) [5.6% (143/
2249)], the Hospital Universitario Clinico de Valencia (Valencia)
[5.5% (141/2249)], the Hospital Universitario Miguel Servet
(Zaragoza, Aragon) [4.6% (119/2249)], the Hospital Universitario
Central de Asturias (Oviedo, Asturias) [3.5% (91/2249)], the
Hospital Universitario Cabuenes (Gijon, Asturias) [2.6% (66/2249)]
and the Hospital Universitario La Ribera (Valencia) [1.2%
(31/2249)].

The characteristics of the patients are shown in Table 1. A total
of 2124 (87.5%) patients were men with a median age of
31.5years (range =16-82), whereas 222 (9.1%) were women with
a median age of 30.5years (range=15-75), and 44.5% (945/
2124) were MSM. Of the 1062 patients for whom nationality data
were available, 34.9% (371/1062) were not Spanish. Data about
the number of sexual partners in the last 3 months were known for
1065 patients and the proportion of patients reporting >10 sexual
partners was significantly higher among MSM (18.3%; 116/634)
and MSMW (25.7%; 9/35) than among the heterosexual popula-
tion (3.7%; 12/327) (P<0.0001). Data about HIV status were
known for 1822 patients and the overall prevalence of HIV coinfec-
tion was 17.2% (314/1822), being significantly higher in MSMW
(17.7%; 11/62) and MSM (30.2%; 273/904) than in heterosexual
patients (1.7%; 9/537) (P<0.0001). The heterosexual population
was less likely to present other STIs during the last year (19.5%;
93/476) compared with MSM (56.3%; 450/800) or MSMW (42.6%;
23/54) (P<0.0001).

Overall, data about symptomatology were available for 1932
patients, with the vast majority [80.8% (1562/1932)] presenting
symptoms, with urethritis being the most frequent clinical presen-
tation (83.2%, 1299/1562). Screening tests performed in high-risk
populations detected 14.4% (279/1932) of cases and 4.7%
(91/1932) were detected by contact studies.

Sixty-five percent (1670/2571) of the gonococci were isolated
from urethral swabs, 17.3% (445/2571) from rectal swabs,
7.0% (181/2571) from vaginal/endocervical swabs and 5.1%
(131/2571) from pharyngeal swabs.

Antimicrobial susceptibility of NG isolates

The data on antimicrobial susceptibility are summarized in Table 2.
Six out of 2571 isolates (0.2%) were resistant to ceftriaxone, 5 of
which presented an MIC of 0.19 mg/L and were detected at the
Hospital Universitario Vall d’Hebron (4) and the Hospital
Universitario Clinico de Valencia (1) and 1 of which presented an
MIC of 0.25mg/L and was detected at the Hospital Universitario
Virgen de Valme. All of the patients from whom these isolates
were obtained presented symptoms and information about treat-
ment was available for four: 500 mg of ceftriaxone + 1 g of azithro-
mycin, 240mg of gentamicin + 2 g of azithromycin, 500 mg of
ceftriaxone alone and 2g of ceftriaxone + 1g of azithromycin.
Follow-up data were not available. The overall proportion of iso-
lates presenting DSCwas 12.4% (318/2561).

Resistance to cefixime was found in 44 out of 2517 (1.7%) iso-
lates and 310 (12.1%) showed resistance to azithromycin, while
56.2% (1366/2429) of the strains studied were ciprofloxacin resist-
ant. In addition, 13.3% were penicillinase-producing NG (PPNG).
The MICsq of ceftriaxone and cefixime was 0.016 mg/L for both
and the MICqp was 0.047 and 0.064 mgl/L, respectively.

Figure 1 shows the MICs of ceftriaxone (Figure 1a), cefixime
(Figure 1b) and azithromycin (Figure 1c) in each geographical
region, with 72.6% (1861/2562) and 61.0% (1536/2518) of the iso-
lates presenting an MIC of ceftriaxone and cefixime <0.016 mg/L,
respectively. In relation to azithromycin, the highest proportion of
isolates had an MIC of 0.19 mg/L (15.6%).

For gentamicin, MICsg and MICqp Were 4 and 8 mg/L, respective-
ly, with 57.6% (1094/1899) of the isolates presenting an MIC
<&4mg/L, 42.2% (802/1899) of the isolates presenting an MIC
between 8 and 16 mg/L and only 0.2% (3/1899) of the isolates
presenting an MIC >32 mg/L. The EUCAST ECOFF for gentamicin is
16 mg/L and, consequently, only 0.2% of the isolates presented
MIC values higher than the ECOFF. The MICso and MICqyq of fosfo-
mycin were 24 and 48 mgl/L, respectively.

As shown in Figure 2, the resistance rate varied widely depend-
ing on the geographical region. The highest proportion of
azithromycin-resistant isolates was detected in Euskadi, Madrid
and Valencia, with 21.7% (31/143), 15.4% (27/175) and 15.1%
(26/172), respectively, and Mallorca presented the highest propor-
tion of cefixime-resistant isolates [3.6% (11/305)].

The proportion of isolates with high-level azithromycin resistance
(MIC >256mg/L) was 0.1% (3/2561), one of the isolates was from
the Hospital Universitario Miguel Servet, one of the isolates was from
the Hospital Universitario Vall d’Hebron and one of the isolates was
from the Hospital Universitario Clinico de Valencia. Only one of the
patients from whom these isolates were obtained reported having
had a gonococcal infection in the previous 3 months.

Figure 3 shows that an increase in the proportion of
azithromycin-resistant isolates was observed throughout the
study period, with a peak in November 2018 and another import-
antincrease during the summer of 2019.

Determinants of resistance to cefixime, azithromycin
and ciprofloxacin, and p-lactamase production
Univariate and multivariate logistic regression analyses showed

that cefixime resistance was significantly less frequent in infec-
tions diagnosed in 2019 (OR=0.26; 95% C1=0.16-0.44), in MSM
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Table 1. Characteristics of the 2429 patients with NG-positive culture grouped by sexual behaviour

Sexual behaviour®

heterosexual

(N=660), n (%) [95% CI]

MSM

(N=945), n (%) [95% CI]

MSMW

(N=62), n (%) [95% CI]

Total

(N=2429), n (%) [95% CI] p°

Age (years)© <25 192 (29.31) 187 (19.89) 17 (27.87) 396 (23.91) 0.00062
[25.85; 32.96] [17.39; 22.59] [17.15; 40.83] [21.88; 26.04]
>25t0<30 141 (21.53) 216 (22.98) 12 (19.67) 369 (17.22)
[18.44; 24.88] [20.32; 25.80] [10.60; 31.84] [15.43;19.12]
>30to <35 96 (14.66) 194 (20.64) 9 (14.75) 299 (22.28)
[12.04;17.60] [18.09;23.37] [6.98;26.17] [20.30; 24.37]
>35 226 (34.50) 343 (36.49) 23(37.70) 592 (35.75)
[30.86;38.28] [33.41;39.66] [25.61;51.04] [33.44;38.11]
HIVE® no 528 (98.32) 631 (69.8) 51 (82.26) 1,210 (80.51) <0.0001
[96.84; 99.23] [66.69;72.78] [70.47;90.80] [78.41; 82.48]
yes 9 (1.68) 273 (30.2) 11 (17.74) 293 (19.49)
[0.77;3.16] [27.22;33.31] [9.20;29.53] [17.52;21.59]
STlinthe no 383 (80.46) 350 (43.75) 31 (57.41) 764 (57 .44) <0.0001
last yeorc’d [76.61; 83.93] [40.28; 47.27] [43.21;70.77] [54.73;60.12]
yes 93 (19.54) 450 (56.25) 23 (42.59) 566 (42.56)
[16.07; 23.39] [52.73;59.72] [29.23;56.79] [39.88; 45.27]
Number of sexual 1to10 315(96.33) 518 (81.7) 26 (74.29) 859 (86.24) <0.0001
partners in the [93.68;98.09] [78.47; 84.64] [56.74;87.51] [83.95; 88.32]
past 3 months® >10 12 (3.67) 116(18.3) 9 (25.71) 137 (13.76)
[1.91;6.32] [15.36; 21.53] [12.49; 43.26] [11.68; 16.05]
Concurrent STI%® no 511 (75.04) 760 (73.64) 48 (75) 1,319 (74.23) 0.8037
[71.61;78.25] [70.84;76.31] [62.60; 84.98] [72.13;76.25]
yes 170 (24.96) 272 (26.36) 16 (25) 458 (25.77)

[21.75; 28.39]

[23.69; 29.16]

[15.02;37.40]

[23.75;27.87]

“Percentage calculated based on the total of heterosexuals, MSM and MSMW.

by test.

“Data relative to patients for which the data were known.
4STTin the last year and coinfection included C. trachomatis D-K, C. trachomatis L1-L3, NG, Treponema pallidum, Mycoplasma genitalium and herpes

virus.

®Data relative to total of episodes for which the data were known (heterosexual, n=681; MSM, n=1032; MSMW, n=64).

Table 2. Antimicrobial susceptibility testing of NG isolates detected in 10 hospitals in Spain

Susceptibility category (%)

S I R

Antimicrobial MICso (mg/L) MICgo (mg/L) MIC range (mg/L) n % n % n %

Ceftriaxone® 0.016 0.047 <0.016-0.25 2555 99.8 0 0.0 6 0.2
Cefixime® 0.016 0.064 <0.016-0.38 2473 98.3 0 0.0 44 1.7
Azithromycin© 0.25 15 <0.016 to >256 2250 879 0 0.0 310 121
Ciprofloxacin® 0.75 >32 <0.002 to >32 1050 43.2 10 0.4 1366 56.2
Gentamicin 4 8 0.002 to >256 NA NA NA NA NA NA
Fosfomycin 24 48 0.094to0 >1024 NA NA NA NA NA NA

20z Atenuer o} uo 1senb Aq 9/Z€19/€251/9/9./8101./0.l/ W0 dNo"olWepeo.//:sd)y Woly papeojumoq

S, susceptible; I, susceptible, increased exposure; R, resistant; NA, not applicable.
°Antimicrobial susceptibility testing of ceftriaxone was performed for 2561 isolates.
PAntimicrobial susceptibility testing of cefixime was performed for 2517 isolates.
“Antimicrobial susceptibility testing of azithromycin was performed for 2560 isolates.
dAntimicrobial susceptibility testing of ciprofloxacin was performed for 2429 isolates.
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Figure 1. Proportion of NG isolates with different MICs (mg/L) of ceftriaxone (a), cefixime (b) and azithromycin (c) by hospital.

patients (OR=0.38; 95% CI=0.27-0.55) and in HIV-positive As with cefixime resistance, azithromycin resistance was less
patients (OR=0.23; 95% CI=0.12-0.45) (see Table S1, available as  frequent in MSM patients (OR=0.49; 95% CI=0.38-0.62) in the
Supplementary data at JAC Online). univariate and multivariate analyses (see Table S2).
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(a) Azithromycin

Figure 2. Proportion of NG isolates with azithromycin (a) and cefixime (b) resistance in Spain, April 2018-September 2019. This figure appears in col-
our in the online version of JAC and in black and white in the print version of JAC.
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Figure 3. Proportion of NG isolates resistant to azithromycin during the study period. This figure appears in colour in the online version of JAC and in

black and white in the print version of JAC.

On the other hand, univariate and multivariate analyses
showed that ciprofloxacin resistance was significantly associated
with MSM patients (OR=1.63; 95% CI=1.18-2.26) and HIV status
(OR=1.45;95% CI=1.27-1.65) (see Table S3).

The PPNG rate was significantly higher in 2019 (OR=1.29; 95%
CI=1.12-1.49) (see Table S4).

MDR

No isolate showed
azithromycin.

Thirty-seven isolates (11.6%; 37/320) presenting DSC were also
resistant to azithromycin and 6.9% (22/320) presenting DSC were
also resistant to cefixime.

resistance to both ceftriaxone and

Antimicrobial treatments

Of the total of 2571 infectious episodes, data on treatment
regimens were recorded in 1865 cases (72.5%). Almost
one-third of patients (32.8%; 844/2571) were treated with
ceftriaxone + azithromycin, but 22.5% (579/2571) of patients
were treated with ceftriaxone alone. Other treatment regi-
mens included ceftriaxone + doxycycline (7.4%, 191/2571),
cefixime + azithromycin (1.9%, 50/2571), azithromycin alone
(1.8%, 47/2571) and others.

Discussion

The present study describes data on antimicrobial resistance of
2571 NG isolates from 10 healthcare centres over a period of
18 months. These centres cover most of Spain: one from Southern
Spain  (Andalusia), three from Eastern Spain (Valencia and
Catalunya), two from Central Spain (Madrid and Zaragoza), three
from Northern Spain (Asturias and Euskadi) and one from the
Balearic Islands. To the best of our knowledge, this is the first
national-level surveillance of antimicrobial resistance of NG in
Spain.

Our findings show that the rate of extended-spectrum cephalo-
sporin resistance remains low, being 0.2% for ceftriaxone and
1.8% for cefixime. These results are consistent with previously
published data from several European countries.?!

No high-level ceftriaxone resistance was detected in our
study, since all ceftriaxone-resistant strains had MICs of 0.19 or
0.25mg/L, which are values close to the cut-off point established
by EUCAST (MIC >0.125mg/L).?? The proportion of isolates pre-
senting DSC in our study (12.5%) was lower than that reported by
Day et al.*?in 2016 (17.7%).

The overall rate of azithromycin resistance (12.1%) in this study
is higher than that reported in previous studies’ % and significant
differences were observed between regions, with the lowest found
in Asturias and Catalunya and the highest in Euskadi.
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It is worth noting that although no strain with dual resistance
to ceftriaxone and azithromycin was detected in the present study,
one strain presented DSC and resistance to azithromycin and cefix-
ime. These concerning antimicrobial susceptibility profiles, along
with the detection in 2018 of the first three cases of XDR strains
showing resistance to ceftriaxone and high-level resistance to
azithromycin in the UK and Australia,'® and treatment failures
using both ceftriaxone and azithromycin,®'* reinforces the need
for antimicrobial resistance surveillance programmes for early de-
tection of the emergence of these isolates. Regarding ciprofloxa-
cin, which would be a good treatment alternative if susceptibility
can be determined,?* our results show a resistance rate (56.4%)
slightly higher than that reported in Europe (46.5%)%*! and much
higher than that of other countries, such as the USA (30.1%).°

Although EUCAST has not established cut-off points for genta-
micin, Brown et al.>® applied criteria based on previous clinical cure
and MIC comparisons to define MICs of <4 mg/L as susceptible, 8-
16 mg/L as intermediate susceptibility and >32 mg/L as resistant
for this drug. Based on these criteria, 57.6% of the strains included
in our study were susceptible and 42% were intermediate. Even
though gentamicin+azithromycin could be a suitable alternative
in uncomplicated genital infections, Cole et al.?’ found a higher
treatment failure rate in individuals randomized to receive genta-
micin/azithromycin (25/292; 9%) compared with ceftriaxone/
azithromycin (7/306; 2%), suggesting that different doses should
be used based on the MIC and the site of infection to ensure clear-
ance at all sites of infection.

Fosfomycin could be another therapeutic option for the
management of this infection due to its single and oral formula-
tion. In a study by Hauser et al.?® in Switzerland, which determined
the synergy of fosfomycin and ceftriaxone or azithromycin, fosfo-
mycin was proposed as a strategy for the treatment of gonococcal
infections in combination with one of these antimicrobials.
It should be noted that the MICsq and MICqq for their strains (8 and
16 mg/L respectively) were lower than those of our study (24 and
48 mg/L respectively).

Although both cefixime and azithromycin resistance were less
frequent in MSM, ciprofloxacin resistance was significantly associ-
ated with MSM. In addition, important differences were observed
between the different centres, with the most relevant being those
related to azithromycin resistance.

These differences could be due to divergence in treatment
patterns or the circulation of different lineages with greater abil-
ity to develop antimicrobial resistance. It should be noted
that previous studies on the genotyping of NG based on the NG
multiantigen sequence typing (NG-MAST) method argue that
the most prevalent NG-MAST ST in some regions of Spain, such
as Catalunya or Southern Spain, is ST1407,2%2° which is associ-
ated with resistance or reduced susceptibility to cephalosporins
or macrolides. However, Guerrero-Torres et al.??> noticed that
the most prevalent STs in Madrid were ST5441, ST2318 and
ST12547, and, in a European study involving 17 countries, it was
reported that ST1407 was the third most prevalent, after
$T1992 and ST553.%! Furthermore, Serra-Pladevall et al.>? found
that antimicrobial resistance rates were higher in strains from
heterosexual patients and a statistically significant association
was observed for heterosexuals and genogroups G2992
(P=0.0488) and G1407 (P=0.0002).

Further studies on the population dynamics of NG isolates in
Spain would help to reliably ascertain the distribution of different
genotypes, identify transmission patterns, detect new sources of
infection and characterize clones with greater capacity to develop
antimicrobial resistance.

One limitation of this study is that antimicrobial susceptibility
testing of NG was performed mainly for symptomatic patients,
since they were the ones that were sampled for culture.
Asymptomatic patients were diagnosed by NAATs. Another limita-
tion is that when NG was isolated in multiple sites in one patient,
antimicrobial susceptibility was only studied in genital samples.
This is an important limitation as it could lead to the loss of strains
with higher MIC values in pharyngeal carriers and, consequently,
underestimate antimicrobial resistance. Moreover, there is a lack
of demographic and epidemiological information.

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first mul-
ticentre study in Spain to analyse the antimicrobial susceptibility
of a large number of NG strains from different regions of the
country. We found that susceptibility to extended-spectrum ceph-
alosporins remains high, although the detection of six ceftriaxone-
resistant isolates is of note [four in Barcelona (Hospital Universitari
Vall d’Hebron), one in Valencia (Hospital Universitario Clinico de
Valencia) and one in Sevilla (Hospital Universitario Virgen de
Valme)].

On the other hand, the azithromycin resistance rate significant-
ly increased during the study period, being higher than previously
reported.23 This high resistance rate to azithromycin (12.1%) ques-
tions the adequacy of the current empirical treatment recom-
mended in Spain. The data obtained in the present study could be
the basis to review and update the national treatment guidelines,
which have not been updated since 2017.'* Furthermore, our
results highlight the need to develop and implement a national
sentinel gonococcal antimicrobial susceptibility programme as
recommended by the ECDC.? Finally, the performance of molecu-
lar epidemiology studies at a national level would allow the
identification of temporal and geographical changes for the early
detection of the emergence and dissemination of new strains.

Acknowledgements

We would like to thank all members of the STI Study Group (GEITS) from
Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
(SEIMC). We also wish to acknowledge the members of the Statistics and
Bioinformatics Unit in Vall d’Hebron Institut de Recerca (VHIR).

Funding

This work was supported by the Instituto de Salud Carlos III (PI17/
02017) and co-financed by the European Regional Development Fund.
P.S.is supported by a grant from Hospital Universitari Vall d’Hebron.

Transparency declarations
None to declare.

Author contributions

P.S. and J.S.-P. were involved in the design of this study. B.V.,, M.A, EA,,
B.R, B.M, SB, P.I, J.C, GM.-S,, ALL--N,, AT. and O.M. recruited patients

1530

Z0Z Asenuer o} uo 3senb Aq 97/Z€1.9/£2 1/9/9./0101ME/0Bl/W0d"dNo"dlWapED.//:SAY WOy PAPEO|UMOQ



N. gonorrhoeae antimicrobial resistance in Spain

JAC

and collected data. P.S. and J.S.-P. were responsible for supervision of the
study. All authors were involved in writing the paper and approved the
final version.

Supplementary data
Tables S1 to S4 are available as Supplementary data at JAC Online.

References

1 WHO. Emergence of Multi-Drug Resistant Neisseria gonorrhoeae - Threat
of Global Rise in Untreatable Sexually Transmitted Infections. 2012. http://
apps.who.int/iris/bitstream/10665/70603/1/WHO_RHR_11.14_eng.pdf.

2 ECDC. Gonorrhoea: Annual Epidemiological Report for 2018. 2020. https://
www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/gonorrhoea-annual-epi
demiological-report-2018.pdf.

3 Unidad de vigilancia del VIH y conductas de riesgo. Vigilancia
Epidemiolégica de las Infecciones de Transmision Sexual, 2017. Centro
Nacional de Epidemiologia, Instituto de Salud Carlos III/Plan Nacional sobre
el Sida, Direccion General de Salud Publica, Calidad e Innovacién, 2019.

4 Kojima N, Davey JK. Pre-exposure prophylaxis for HIV infection and new
sexually transmitted infections among men who have sex with men. AIDS
2016;30:2251-2.

5 WiT, Lahra MM, Ndowa F et al. Antimicrobial resistance in Neisseria gonor-
rhoeae: global surveillance and a call for international collaborative action.
PLoS Med 2017; 14:1002344.

6 Cohen MS, Hoffman IF, Royce RA et al. Reduction of concentration of HIV-1
in semen after treatment of urethritis: implications for prevention of sexual
transmission of HIV-1. Lancet 1997; 349: 1868-73.

7 Unemo M, Seifert HS, Hook EW 3rd et al. Gonorrhoea. Nat Rev Dis Primers
2019;5:79.

8 Eyre DW, Sanderson ND, Lord E et al. Gonorrhoea treatment failure caused
by a Neisseria gonorrhoeae strain with combined ceftriaxone and high-level
azithromycin resistance, England, February 2018. Euro Surveill 2018; 23:
pii=1800323.

9 Jennison AV, Whiley D, Lahra MM et al. Genetic relatedness of ceftriaxone-
resistant and highlevel azithromycin resistant Neisseria gonorrhoeae cases,
United Kingdom and Australia, February to April 2018. Euro Surveill 2019; 24:
pii=1900118.

10 ECDC. Extensively Drug-Resistant (XDR) Neisseria gonorrhoeae in the
United Kingdom and Australia. 2018. https://ecdc.europa.eu/sites/portal/
files/documents/RRA-Gonorrhoea%2C  Antimicrobial  resistance-United
Kingdom%2C Australia.pdf.

11 Unemo M, Ross JDC, Serwin AB et al. 2020 European guideline for the
diagnosis and treatment of gonorrhoea in adults. Int J STD AIDS 2020; doi:
10.1177/0956462420949126.

12 WHO. WHO Guidelines for the Treatment of Neisseria gonorrhoeae.

13 GeSIDA. DOCUMENTO DE CONSENSO SQBRE DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL EN ADULTOS,
NINOS Y ADOLESCENTES (Marzo 2017). 2017. http://gesida-seimc.org/wp-con
tent/uploads/2017/06/Documento_de_consenso_sobre_diagnostico_y_trata
miento_de_las_infecciones_de_transmision_sexual_en_adultos_02.pdf.

14 Fifer H, Natarajan U, Jones L et al. Failure of dual antimicrobial therapy in
treatment of gonorrhea. N Engl J Med 2016; 374: 2504-6.

15 WHO. Global Action Plan to Control the Spread and Impact of
Antimicrobial Resistance in Neisseria gonorrhoeae. 2012. https://apps.who.
int/iris/bitstream/handle/10665/44863/9789241503501_eng.pdf;jsessionid=
4F8FD25D4C480253E4A08A27E2966298?sequence=1.

16 ECDC. Response Plan to Control and Manage the Threat of Multi- and
Extensively Drug-Resistant Gonorrhoea in Europe. 2019. https://www.ecdc.
europa.eu/sites/default/files/documents/multi-and-extensively-drug-resist
ant-gonorrhoea-response-plan-Europe-2019.pdf.

17 Centro Nacional de Epidemiologia. ENFERMEDADES DE DECLARACION
OBLIGATORIA. CASOS NOTIFICADOS POR COMUNIDADES AUTONOMAS Y
TASAS POR 100.000 Habitantes. ESPANA 2017. https://www.isciii.es/
QueHacemos/Servicios/VigilanciaSaludPublicaRENAVE/EnfermedadesTransm
isibles/Documents/INFORMES/OTROS%20INFORMES/RENAVE_EDO_2017.pdf.

18 CLSL Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing—
Twenty-Ninth Edition: M100. 2019.

19 EUCAST. Breakpoint Tables for Interpretation of MICs and Zone
Diameters, Version 9.0. 2019. http://www.eucast.org.

20 Day MJ, Spiteri G, Jacobsson S et al. Stably high azithromycin resistance
and decreasing ceftriaxone susceptibility in Neisseria gonorrhoeae in 25
European countries, 2016. BMC Infect Dis 2018; 18: 609.

21 ECDC. Gonococcal Antimicrobial Susceptibility Surveillance in Europe -
Results Summary 2017.2019.

22 Guerrero-Torres MD, Menéndez MB, Guerras CS et al. Epidemiology, mo-
lecular characterisation and antimicrobial susceptibility of Neisseria gonor-
rhoege isolates in Madrid, Spain, in 2016. Epidemiol Infect 2019; 147: e274.

23 Salmeron P, Vinado B, El Ouazzani R et al. Antimicrobial susceptibility of
Neisseria gonorrhoeae in Barcelona during a five-year period, 2013 to 2017.
Euro Surveill 2020; 25: pii=1900576.

24 Melendez JH, Hsieh YH, Barnes M et al. Can ciprofloxacin be used for preci-
sion treatment of gonorrhea in public STD clinics? Assessment of ciprofloxacin
susceptibility and an opportunity for point-of-care testing. Pathogens 2019;
8:189.

25 (CDC. Sexually Transmitted Disease Surveillance 2017: Gonococcal Isolate
Surveillance Project (GISP) Supplement & Profiles. 2019. https://www.cdc.
gov/std/stats17/gisp2017/docs/gisp_2017_supplement_final_2019.pdf.

26 Brown LB, Krysiak R, Kamanga G et al. Neisseria gonorrhoeae antimicro-
bial susceptibility in Lilongwe, Malawi, 2007. Sex Transm Dis 2010; 37:
169-72.

27 Cole MJ, Tan W, Fifer H et al. Gentamicin, azithromycin and ceftriaxone in
the treatment of gonorrhoea: the relationship between antibiotic MIC and
clinical outcome. J Antimicrob Chemother 2020; 75: 449-57.

28 Hauser C, Hirzberger L, Unemo M et al. In vitro activity of fosfomycin alone
and in combination with ceftriaxone or azithromycin against clinical Neisseria
gonorrhoeae isolates. Antimicrob Agents Chemother 2015; 59: 1605-11.

29 Serra-Pladevall J, Barbera MJ, Rodriguez S et al. Neisseria gonorrhoeae
antimicrobial susceptibility in Barcelona: penA, ponA, mtrR, and porB muta-
tions and NG-MAST sequence types associated with decreased susceptibility
to cephalosporins. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2016; 35: 1549-56.

30 Cobo F, Cabezas-Fernandez MT, Avivar C. Typing and antimicrobial sus-
ceptibility of 134 Neisseria gonorrhoeae strains from Southern Spain. Rev Esp
Quimioter 2019;32: 114-20.

31 Jacobsson S, Golparian D, Cole M et al. WGS analysis and molecular resist-
ance mechanisms of azithromycin-resistant (MIC >2 mg/L) Neisseria gonor-
rhoege isolates in Europe from 2009 to 2014. J Antimicrob Chemother 2016;
71:3109-16.

32 Serra-Pladevall J, Barberd MJ, Callarisa AE et al. Differences in Neisseria
gonorrhoeae population structure and antimicrobial resistance pattern be-
tween men who have sex with men and heterosexuals. Epidemiol Infect
2017;145:379-85.

33 European Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme  (Euro-
GASP). https://www.ecdc.europa.eu/en/about-us/partnerships-and-net
works/disease-and-laboratory-networks/euro-gasp.

1531

20z Atenuer o} uo 1senb Aq 9/Z€19/€251/9/9./8101./0.l/ W0 dNo"olWepeo.//:sd)y Woly papeojumoq


https://academic.oup.com/jac/article-lookup/doi/10.1093/jac/dkab037#supplementary-data
https://academic.oup.com/jac/article-lookup/doi/10.1093/jac/dkab037#supplementary-data
https://academic.oup.com/jac/article-lookup/doi/10.1093/jac/dkab037#supplementary-data
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/70603/1/WHO_RHR_11.14_eng.pdf
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/70603/1/WHO_RHR_11.14_eng.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/gonorrhoea-annual-epidemiological-report-2018.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/gonorrhoea-annual-epidemiological-report-2018.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/gonorrhoea-annual-epidemiological-report-2018.pdf
https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/RRA-Gonorrhoea&hx0025;2C Antimicrobial resistance-United Kingdom&hx0025;2C Australia.pdf
https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/RRA-Gonorrhoea&hx0025;2C Antimicrobial resistance-United Kingdom&hx0025;2C Australia.pdf
https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/RRA-Gonorrhoea&hx0025;2C Antimicrobial resistance-United Kingdom&hx0025;2C Australia.pdf
https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/RRA-Gonorrhoea&hx0025;2C Antimicrobial resistance-United Kingdom&hx0025;2C Australia.pdf
https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/RRA-Gonorrhoea&hx0025;2C Antimicrobial resistance-United Kingdom&hx0025;2C Australia.pdf
https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/RRA-Gonorrhoea&hx0025;2C Antimicrobial resistance-United Kingdom&hx0025;2C Australia.pdf
https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/RRA-Gonorrhoea&hx0025;2C Antimicrobial resistance-United Kingdom&hx0025;2C Australia.pdf
http://gesida-seimc.org/wp-content/uploads/2017/06/Documento_de_consenso_sobre_diagnostico_y_tratamiento_de_las_infecciones_de_transmision_sexual_en_adultos_02.pdf
http://gesida-seimc.org/wp-content/uploads/2017/06/Documento_de_consenso_sobre_diagnostico_y_tratamiento_de_las_infecciones_de_transmision_sexual_en_adultos_02.pdf
http://gesida-seimc.org/wp-content/uploads/2017/06/Documento_de_consenso_sobre_diagnostico_y_tratamiento_de_las_infecciones_de_transmision_sexual_en_adultos_02.pdf
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/44863/9789241503501_eng.pdf;jsessionid=4F8FD25D4C480253E4A08A27E2966298?sequence=1
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/44863/9789241503501_eng.pdf;jsessionid=4F8FD25D4C480253E4A08A27E2966298?sequence=1
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/44863/9789241503501_eng.pdf;jsessionid=4F8FD25D4C480253E4A08A27E2966298?sequence=1
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/44863/9789241503501_eng.pdf;jsessionid=4F8FD25D4C480253E4A08A27E2966298?sequence=1
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/44863/9789241503501_eng.pdf;jsessionid=4F8FD25D4C480253E4A08A27E2966298?sequence=1
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/multi-and-extensively-drug-resistant-gonorrhoea-response-plan-Europe-2019.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/multi-and-extensively-drug-resistant-gonorrhoea-response-plan-Europe-2019.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/multi-and-extensively-drug-resistant-gonorrhoea-response-plan-Europe-2019.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/VigilanciaSaludPublicaRENAVE/EnfermedadesTransmisibles/Documents/INFORMES/OTROS&hx0025;20INFORMES/RENAVE_EDO_2017.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/VigilanciaSaludPublicaRENAVE/EnfermedadesTransmisibles/Documents/INFORMES/OTROS&hx0025;20INFORMES/RENAVE_EDO_2017.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/VigilanciaSaludPublicaRENAVE/EnfermedadesTransmisibles/Documents/INFORMES/OTROS&hx0025;20INFORMES/RENAVE_EDO_2017.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/VigilanciaSaludPublicaRENAVE/EnfermedadesTransmisibles/Documents/INFORMES/OTROS&hx0025;20INFORMES/RENAVE_EDO_2017.pdf
http://www.eucast.org
https://www.cdc.gov/std/stats17/gisp2017/docs/gisp_2017_supplement_final_2019.pdf
https://www.cdc.gov/std/stats17/gisp2017/docs/gisp_2017_supplement_final_2019.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/en/about-us/partnerships-and-networks/disease-and-laboratory-networks/euro-gasp
https://www.ecdc.europa.eu/en/about-us/partnerships-and-networks/disease-and-laboratory-networks/euro-gasp

Resultados

4.4 Publicacidén 4: Epidemiologia molecular y resistencia antimicrobiana de Neisseria

gonorrhoeae en Espafia: un estudio prospectivo multicéntrico

Titulo original: Genome-based epidemiology and antimicrobial resistance of Neisseria

gonorrhoeae in Spain: a prospective multicentre study

Autores: P. Salmerdn, C. Buckley, M. Arando, E. Alcoceba, B. Romero, P. Clavo, D. Whiley, J. Serra-

Pladevall

Revista: Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology.

Factor de impacto: 9.2 (afio 2023)

Fecha de publicacién: Agosto 2023

DOI: 10.1111/jdv.19458

106


https://doi.org/10.1111/jdv.19458

Resultados

Introduccion: La secuenciacién del genoma completo de aislados de Neisseria gonorrhoeae junto
con datos epidemioldgicos de los pacientes y datos fenotipicos de sensibilidad proporciona una

mejor comprension de la dindmica de la poblacién.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue investigar la epidemiologia molecular de aislados de N.
gonorrhoeae de tres centros en Espafia y determinar su asociacion con la resistencia

antimicrobiana.

Métodos: La caracterizacion genética se realizd en 170 aislados de N. gonorrhoeae. WGS se realizd
con la plataforma HiSeq (lllumina). Los ensamblajes del genoma se analizaron segun la base de
datos PUbMLST Neisseria para determinar los secuenciotipos de NG-MAST, MLST y NG-STAR. Los
genes de resistencia a los antimicrobianos y las mutaciones puntuales se identificaron con PubMLST
Neisseria. La comparacién filogenética se baso en el andlisis de polimorfismo de un solo nucleétido

de todo el genoma.

Resultados: Se detectaron 26 secuenciotipos MLST, 49 NG-MAST y 41 NG-STAR, siendo los mas
prevalentes MLST ST9363 (27,1%), NG-MAST ST569 (12,4%) y NG-STAR ST193 (14,7%). El andlisis
filogenético identificé 13 clados que agrupan el 69% de los aislamientos, dos de ellos de especial
interés: uno contenia todos los aislados resistentes a cefixima de Barcelona que presentaban un
mosaico X en el gen penA y pertenecian a MLST ST7363 y el otro formado por aislados resistentes
a azitromicina de Mallorca que poseian la mutacidén C2611T en los cuatro alelos del gen 23S ARNr

pertenecientes a MLST ST1901.

Conclusiones: La poblacion de N. gonorrhoeae es bastante heterogénea en Espafia. Nuestros
resultados concuerdan con datos previos publicados en Europa, aunque con algunas diferencias en
la distribucidn entre regiones. Este estudio describe la circulacién de dos poblaciones gonocdcicas
con un perfil de resistencia especifico y tipo de secuencia en un area geografica especifica. WGS es
una herramienta eficaz para la vigilancia epidemioldgica de la infeccidon gonocdcica y la deteccién

de genes de resistencia.
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Abstract

Background: Whole-genome sequencing (WGS) of Neisseria gonorrhoeae isolates
combined with epidemiological and phenotypic data provides better understanding
of population dynamics.

Aim: The objective of this study was to investigate the molecular epidemiology of
N. gonorrhoeae isolates from three centres in Spain and determine associations of
antimicrobial resistance.

Methods: Genetic characterization was performed in 170 N.gonorrhoeae isolates.
WGS was carried out with the HiSeq platform (Illumina). Genome assemblies were
submitted to the PubMLST Neisseria database website to determine NG-MAST,
MLST and NG-STAR. Antimicrobial resistance genes and point mutations were
identified with PubMLST. Phylogenomic comparison was based on whole-genome
single nucleotide polymorphism analysis.

Results: Twenty-six MLST, 49 NG-MAST and 41 NG-STAR sequence types were
detected, the most prevalent being MLST-ST9363 (27.1%), NG-MAST ST569 (12.4%)
and NG-STAR ST193 (14.7%). Phylogenetic analysis identified 13 clusters comprising
69% of the isolates, with two of note: one involved cefixime-resistant isolates from
Barcelona presenting a mosaic penA X and belonging to MLST-ST7363 and the other
involved azithromycin-resistant isolates from Mallorca that possessed the C2611T
mutation in the four 23S rRNA alleles belonging to MLST-ST1901.

Conclusion: The population of N. gonorrhoeae is quite heterogeneous in Spain. Our
results agree with previous data published in Europe, albeit with some differences in
distribution between regions. This study describes the circulation of two gonococcal
populations with a specific resistance profile and sequence type in a specific geo-
graphic area. WGS is an effective tool for epidemiological surveillance of gonococcal
infection and detection of resistance genes.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any medium,
provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.
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INTRODUCTION

Gonococcal infection is a major public health problem. It
is the second most reported sexually transmitted bacterial
infection, after Chlamydia trachomatis, with 87 million
new cases every year worldwide." The European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC) reported 100,673
cases of gonococcal infection in the 28 European Union/
European Economic Area (EU/EEA) countries in 2018, rep-
resenting a rate of 26.4 cases per 100,000 inhabitants and an
increase of 22% over the previous year.”

In Spain, 12,359 cases of gonococcal infection were re-
ported in 2019 (28.88 per 100,000 inhabitants), with differ-
ences in incidence among the different regions of the country,
with the highest rates registered in Catalunya (75.26 cases per
100,000 inhabitants) and the Balearic Islands (35.38 cases per
100,000 inhabitants). The incidence of gonococcal infection
has increased almost 13-fold since 2004, when 980 cases were
reported (2.47 cases per 100,000 inhabitants).’

NG has developed resistance to all the antibiotics used
over the years for its treatment, and there are concerns
that gonorrhoea may become an untreatable infection.’
Currently, extended-spectrum cephalosporins are the last-
line treatment option for gonococcal infection. However,
in the last two decades resistance has continued to emerge
and cefixime is no longer recommended due to wide-
spread resistance’” and numerous, albeit sporadic, cases of
ceftriaxone-resistant strains have been detected in Japan,®
Spain,” France,” Australia'® and Canada."' In order to pre-
vent the spread of ceftriaxone-resistant strains, since 2012
most guidelines recommend dual therapy with ceftriaxone
250-500mg as a single intramuscular dose plus azithromy-
cin 1-2 g as a single oral dose to treat non-complicated gono-
coccal infections.'** Unfortunately, the rate of resistance to
azithromycin has subsequently risen in recent years,"'® and
therapeutic failure with dual-antimicrobial therapy has been
reported.’”'® In addition, the emergence of a strain exhib-
iting ceftriaxone-resistance as well as high-level resistance
to azithromycin has recently been detected."” These trends
raise questions over the ongoing utility of azithromycin for
the treatment of gonorrhoea. Actually, most of current treat-
ment guidelines recommend monotherapy with ceftriaxone
as a single intramuscular dose.*’™

A surveillance network for NG resistance is necessary for
controlling the infection both nationally and internationally.
Thus, the European Gonococcal Antimicrobial Surveillance
Programme (Euro-GASP) was implemented by the ECDC to
analyse data from 25 EU/EEA member states, including Spain.
Likewise, the study and surveillance of the molecular epidemi-
ology of NG helps to understand the distribution of this bacte-
rium and associate this information with the epidemiological
characteristics of the patients and susceptibility data.

To date, data on the molecular epidemiology of NG in Spain
are scarce and focused on regional data,”> > and most data
are only based on NG multi-antigen sequence typing (NG-
MAST) which has important limitations, including insuffi-
cient resolution to identify closely related clones or to assess

transmission events.”® In contrast, the use of whole-genome
sequencing (WGS) in conjunction with epidemiological and
phenotypical data enhances understanding of the distribu-
tion and spread of antimicrobial-resistant clades allowing the
identification of short-term transmission chains.”” Therefore,
WGS is becoming the reference method for genomic surveil-
lance of antimicrobial-resistant pathogens, including NG.

To our knowledge, no extensive data have been published
in Spain regarding the molecular epidemiology of NG.
Therefore, we present a wide, national-level, cross-sectional
description of the genomic gonococcal population in Spain
and the association with antimicrobial resistance and epide-
miological and demographical data using WGS to identify
the mechanisms of antimicrobial resistance and to establish
the genomic epidemiology.

MATERIALS AND METHODS
Study population

This study is part of a nationwide project carried out in
Spain, with the aim to investigate the antimicrobial suscep-
tibility of NG in Spain and characterize the population dy-
namics of this pathogen (PI-17/02017).

Whole-genome sequencing analysis was performed in
isolates detected in three hospitals (Figure 1): the Drassanes-
Vall d'Hebron Sexually Transmitted Infections Unit/Vall
d'Hebron University Hospital (Barcelona, Catalunya), Son
Espases University Hospital (Palma de Mallorca, Illes Bale-
ars) and the Sandoval Sexually Transmitted Infections Unit/
Ramoén y Cajal University Hospital (Madrid). These hos-
pitals include specific sexual transmission infection (STI)
units located in the regions of Spain with the highest rates
of gonococcal infection, which represents the 69.5% of the
isolates included in the project. Moreover, the Drassanes-
Vall d'Hebron STI Unit and the Sandoval STT Unit are refer-
ence centres for the management of STIs in Spain attending
a large number of patients. Son Espases University Hospital
is located on the island of Mallorca and has a STT Unit that
cares for the entire population of the island.

From April 18 to September 19, 30 cefixime-resistant
(MIC>0.125mg/L) and 57 azithromycin-resistant isolates
(MIC>1mg/L) were included in the study; note these in-
cluded 1 isolate resistant to both cefixime and azithromycin.
The remaining isolates (N=84) were selected in order to in-
clude representative isolates from both men and women and
detected in the three centres.

The sociodemographic characteristics of the patients
were collected by review of medical records.

Antimicrobial susceptibility testing
The minimum inhibitory concentrations (MICs, mg/L) of

ceftriaxone, cefixime, azithromycin and ciprofloxacin were
determined using the gradient diffusion method (Etest,
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FIGURE 1 Regions of Spain included in the study.

bioMérieux) in GC II AG/W IsoVitaleX medium (Becton
Dickinson) as described by the Clinical and Laboratory
Standards Institute. MIC values were interpreted in accord-
ance with the clinical breakpoints stated by the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST).”® Quality control was performed using the NG ref-
erence strain ATCC 49226.

DNA extraction

A single colony from each isolate was cultured on chocolate
agar PolyViteX (bioMérieux), incubated at 37°C and en-
riched with 5% CO, for 18-24h. DNA extraction was per-
formed using a DNeasy® UltraClean® Microbial Kit (Qiagen)
according to the manufacturer's instructions.

Whole-genome sequencing

Sequencing libraries were prepared using the Illumina Nextera
XT protocol and sequenced on the Illumina HiSeq2500 instru-
ment (AGRF). The Illumina raw sequence reads were assessed
for quality using FASTQC v0.72.* A minimum read length of
100bp was maintained, and bases with an average quality of
30 were trimmed using Trimmomatic v0.36.6.%° Sequencing
reads were assembled de novo using SPAdes v3.12.0.”!

Read mapping and phylogenetic analysis
Delineation of NG isolate phylogeny was achieved by read

mapping to the NG NCCP11945 reference genome (Gen-
BanK accession NC_011035.1), and core single nucleotide

; ¢
o 5y P

polymorphisms (SNPs) were subsequently identified using
the variant calling tool Snippy 4.5.0.>* Recombinant re-
gions were removed by Gubbins v0.1.0.>> The maximum-
likelihood phylogenetic tree based on SNPs was obtained
with IQ-Tree (version 1.5.5.3), and tree annotation with
relevant metadata was done with the interactive tree of life
(ITOL) tool (version 6.5.8).

MLST, NG-MAST and sequence typing for antimicrobial
resistance (NG-STAR) were determined by submitting ge-
nome assemblies to the PubMLST Neisseria database web-
site (http://pubmlst.org/neisseria/).** A genotype (G) was
defined when the combination of MLST, NG-MAST and
NG-STAR sequence types was the same. A cluster (C) was
defined as a group of three or more isolates that belong to the
same MLST and have SNP differences < 180.

Nucleotide sequence accession numbers

The complete genomes of the 170 NG isolates from this study
are available at DDBJ/ENA/Genbank under Bioproject num-
ber PRINA752809.

RESULTS

Overview of isolates and patient information
available

Between April 2018 and September 2019, WGS of 173 iso-
lates was performed: 65 were detected in the Drassanes-Vall
d'Hebron STI Unit/Vall d'Hebron University Hospital (Bar-
celona), 48 in the Sandoval STI Unit/Ramén y Cajal Uni-
versity Hospital (Madrid) and 60 in Son Espases University
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Hospital (Mallorca). Two were excluded from the study when
WGS revealed that they were not NG but Haemophilus in-
fluenzae and another strain was removed due to sequencing
failure. Finally, 170 samples from 170 patients were included.
The gender of the patients was reported for 158 (92.9%), and
the age of 156 (91.8%) patients was known. Among these pa-
tients, 137 (86.7%) were men. The median age was 31years
(range 16-66) for men and 28 years (range 17-48) for women.
The sexual behaviour of 142 (83.5%) patients was reported,
76 (53.5%) of whom were heterosexual men and women, 62
(43.7%) were men who have sex with men (MSM) and 4 were
men who have sex with men and women (MSMW).

Sequence analyses

Table S1 shows the MLST, NG-MAST and NG-STAR se-
quence types, as well as the sociodemographic characteris-
tics of the patients, antimicrobial resistance and clustering
information.

Twenty-six MLST, 49 NG-MAST and 41 NG-STAR se-
quence types were detected, grouped in 80 different geno-
types. The most prevalent were MLST-ST9363, found in 46
isolates (27.1%), NG-MAST ST569, found in 21 (12.4%), and
NG-STAR ST193, found in 25 (14.7%).

Phylogenetic analysis identified 13 clusters (C1 to C13)
that comprised 68.8% (117/170) of the isolates (Figure S1).
The maximum core SNP differences among genomes in
each cluster, C1 to C13 respectively, were 141, 54, 178, 70, 91,
13, 126, 159, 120, 14, 39, 123 and 28 SNPs. Characteristics of
these clusters are summarized in Table 1.

Thirty cefixime-resistant strains were included, 15 of
which had the mosaic penA X and 10 isolates presented the
mosaic penA XXXIV, with all presenting the amino acid
mutations 1312M, V316T and G545S. Regarding the other
five isolates, two carried the non-mosaic penA XLIII and
A501V mutation and the other three the non-mosaic penA
V and A501V mutation. Six of the 30 isolates showed G120K
and A121N/D mutations in porB1b and 23 a L421P mutation
in the ponA gene.

We detected three clusters (C4, C5 and Cl10) formed by
cefixime-resistant isolates. Cluster 4 was made up of four
isolates from heterosexual patients from Barcelona who
belonged to the MLST-ST7359/NGMAST-ST4186/NG-
STAR-ST2171 (mean SNP number of 21.6; range 16-26),
three of which showed resistance to cefixime. The remain-
ing isolate presented a MIC of 0.125mg/L. All four presented
mosaic penA XXXIV and possessed [312M, V316T, N512Y
and G545S mutations in penA. Cluster 5 was composed of
15 isolates resistant to cefixime and ciprofloxacin, which
were susceptible to azithromycin but showed decreased sus-
ceptibility to ceftriaxone. All carried the mosaic penA X al-
lele and possessed V316T; D345A; F504L; G545S mutations
in the penA gene. Thirteen out of 15 were from Barcelona
and 8 out of 10 in which information about sexual be-
haviour was available were MSW. All the isolates belonged to
MLST-ST7363 and NG-STAR-ST710. Cluster 10 was formed

by three strains that showed the same susceptibility profile
as C5 and were also isolated from heterosexuals in Barcelona
but presented different mutations (the mosaic XXXIV penA
allele and G120K, A12IN in the porB gene) and belonged to
different sequence types (MLST-ST1901/NGMAST-ST2212/
NGSTAR-ST90).

Twenty-four strains showed decreased susceptibility to
ceftriaxone (DSC; MICs=0.064-0.125). Fifteen were also
cefixime-resistant since the mutations described above are
responsible for broad-spectrum cephalosporin resistance
and they were grouped in the same clusters (C5 and C10).

Cluster 2 was formed by four strains isolated from
men in Barcelona (two MSM, one heterosexual and one
man with unknown sexual behaviour) and belonged to
MLST-ST7827 and NGSTAR-ST38. These four isolates
with DSC contained the non-mosaic type XIII penA allele
and all four carried the A501V mutation in the penA gene
and G120K and A121D mutations in porBlb and L421P in
the ponA gene.

Fifty-seven isolates were azithromycin resistant. Only one
had high-level resistance (MIC>256mg/L) and presented
the A2059G (Escherichia coli numbering) mutation in all
four alleles of the 23S rRNA gene. At least, 45.6% (26/57) of
azithromycin-resistant isolates (MIC 2-16 mg/L) presented
the C2611T (E. coli numbering) mutation in all four alleles
of the 23S rRNA gene and carried the —35A deletion in the
mtrR promoter. Among the azithromycin-resistant isolates,
49.1% (28/57) belonged to MLST-ST9363, followed by ST1901
(38.6%; 22/57).

Cluster 13 consisted of 21 isolates from Mallorca with
the same resistance profile, being resistant to azithromy-
cin (MIC=1.5-12mg/L) and ciprofloxacin and susceptible
to cefixime and ceftriaxone. All belonged to MLST-ST1901
and NGMAST-ST569 and carried the S91F and D95G sub-
stitution in gyrA that confer resistance to fluoroquinolones
and C2611T (E. coli numbering) mutation in the four alleles
of 23S rRNA. In addition, all these isolates showed the —35A
deletion in the mtrR promoter associated with azithromycin
resistance. The sexual orientation of 14 patients belonging
to this cluster was known, and all were heterosexual men or
women.

Cluster 7 included 35 isolates, all of which belonged
to MLST-ST9363. The antimicrobial resistance profile as
well as the origin of isolates was more heterogeneous, but
most of the patients (68.6%; 24/35) were heterosexual. Of
the 35 isolates, 23 were azithromycin-resistant. Three had
the C2611T mutation in all four 23S rRNA alleles while
the remaining isolates presented the A39T mutation in the
mirR gene.

Ciprofloxacin resistance was detected in 88 isolates, all of
which contained a gyrA S91F substitution.

Cluster 1 was made up of eight isolates from Barcelona
and Madrid, and all but one were detected in MSM. These
isolates were susceptible to the two antimicrobials used in
dual empirical therapy (ceftriaxone and azithromycin) and
were resistant to ciprofloxacin and two showed resistance to
cefixime.

85U0|7 SUOWIWOD aA1eID 3|qeol(dde aup Aq pausencb afe sejoiie O ‘8sn J0 Sa|nJ Joy Ariqi78ulUO /8|1 UO (SUONIPUOD-pUe-SW.S} W00 A3 [IMARe.q Ul juo//Sdny) SUORIPUOD pue Sw.e 1 8y} 89S *[7202/T0/0T] uo AriqiTaulluo A8|iMm ‘(-ouleAnde 1) qnopesy Aq 8SY6T AP[/TTTT'OT/I0pAWO0D 8| 1M AJeiq 1 [euluo//Sdny Wouy pepeoumoa ‘ZT ‘€202 ‘€80E89KT



SALMERON ET AL.

2579

TABLE 1 Characteristics of clusters detected in the study.

Sexual orientation

Cluster (N) MLST (N; %) Region (N; %) AZM (N; %) CRO (N; %) CFM (N; %) CIP (N; %)

1(8) 1583 MSM (7; 87.5) Barcelona (4; 50) S (8; 100) S (8; 100) S (65 75) R (8; 100)
Unknown (1; 12.5) Madrid (4; 50) R (2;25)

2 (4) 7827 MSM (2; 50) Barcelona (4; 100) S (45 100) S (45 100) S (45 100) R (4; 100)
MSW (1; 25)
Unknown (1; 25)

3(3) 8143 MSM (2; 66.7) Madrid (3; 100) S (3;100) S (3; 100) S (3;100) R (3; 100)
MSMW (1; 33.3)

4 (4) 7359 MSW (4; 100) Barcelona (4; 100) S (45 100) S (45 100) S (1; 25) S (45 100)

R (3; 75)

5(15) 7363 MSM (2; 13.3) Barcelona (13; 86.7) S (15; 100) S (15; 100) R (15; 100) R (13; 86.7)
MSW (8; 53.3) Mallorca (2; 13.3) Unknown (2; 13.3)
Unknown (5; 33.3)

6 (3) 1599 MSM (3; 100) Madrid (3; 100) S (3;100) S (3; 100) S (3;100) S (3; 100)

7 (35) 9363 MSM (3: 8.6) Barcelona (3; 8.6) R (23;65.7) S (32;91.4) S (32;91.4) R (7; 20)
MSW (18; 51.4) Madrid (8; 22.8) S(12;34.3) R(3;8.6) R (3; 8.6) S (11;31,4)
MSMW (1; 2.9) Mallorca (24; 68.6) Unknown (17; 48.6)
Women (6; 17.1)
Unknown (7; 20)

8(3) 1599 MSM (2; 6.7) Barcelona (1; 33.3) S (3;100) S (3; 100) S (3;100) S (3; 100)
Women (1; 3.3) Madrid (2; 66.7)

9 (4) 13,292 MSM (1; 25) Barcelona (3; 75) S (45 100) S (45 100) S (45 100) S (45 100)
MSW (1; 25) Madrid (1; 25)
MSMW (1; 25)
Women (1; 25)

10 (3) 1901 MSW (2; 66.7) Barcelona (3; 100) S (3; 100) S (3; 100) R (3; 100) R (3; 100)
‘Women (1; 33.3)

11 (3) 11,706 MSM (3; 100) Barcelona (2; 66.7) S (3;100) S (3; 100) S (3;100) R (3; 100)

Madrid (1; 33.3)

12 (11) 7822 MSM (6; 54.5) Barcelona (7; 63.6) R (3;27.3) S (115 100) S (10; 90.9) R (11; 100)
MSW (4; 36.4) Madrid (4; 36.4) S (8;72.7) R (1;9.1)
Women (1; 9.1)

13 (21) 1901 MSW (105 47.6) Mallorca (21; 100) R (21; 100) S (18; 85.7) S (18; 85.7) S (13;61.9)

Women (4; 19.1)
Unknown (7; 33.3)

Unknown (3; 14.3)  Unknown (3; 14.3)  Unknown (8; 38.1)

In bold: when 100% of the isolates in a cluster are resistant.

Abbreviations: AZM, Azithromycin; CFM, Cefixime; CIP, Ciprofloxacin; CRO, Ceftriaxone; MLST, multi locus sequence typing; MSM, men who have sex with men; MSMW,
men who have sex with men and women; MSW, men who have sex with women; R, resistant; S, susceptible.

Finally, cluster 12 included seven isolates from Barcelona
and four from Madrid. All carried mutations S91F and D65A
in gyrA and belonged to MLST-ST7822. Three of these iso-
lates were resistant to azithromycin and presented an ade-
nine deletion within the mtrR promoter.

Genomic epidemiology

On analysing data from each region, we found that the dis-
tribution was much more heterogeneous in Madrid and
Barcelona than in Mallorca. Seventeen different MLST-STs
were detected in Madrid, with ST9363 (25.0%; 12/48) fol-
lowed by ST1583 (10.4%; 5/48) being the most prevalent. The
most prevalent NGSTAR-ST was ST193 (16.7%; 8/48). On the
contrary, 24 different NGMAST-STs were detected without
finding any dominant ST.

Barcelona was the region with the greatest heterogene-
ity, detecting a higher number of different NG-MAST, NG-
STAR and MLST with 26, 24 and 19, respectively. The most
prevalent MLST-ST was ST7363 (20.6%; 13/63) and NG-
STAR-ST was ST710 (19%; 12/63).

On the contrary, in Mallorca we only detected seven dif-
ferent MLST-STs, being ST9363 the most prevalent (45.8%;
27/59) followed by ST1901 (39.0%; 23/59). We observed 15
different NGMAST-STs, the most frequent being ST569
(35.6%; 21/59). At least 25.4% (15/59) of the isolates detected
in Mallorca belonged to NG-STAR ST193.

Regarding the distribution of NG according to the sexual ori-
entation of the patients, 21.1% (16/76) of the strains detected in
heterosexual men and women belonged to genotype 53 (MLST
ST9363/NG-MAST ST6765/NGSTAR ST193). On the contrary,
no predominant genotype was observed in MSM, with the dis-
tribution of NG in this group being more heterogeneous.
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DISCUSSION

The present study describes data on the molecular epidemi-
ology of 170 NG isolates from three healthcare centres from
Spain over a period of 18 months. To the best of our knowl-
edge, this is the first national-level surveillance of gonococ-
cal molecular epidemiology in Spain.

Along the 170 isolates, we described 26 different MLSTs,
49 different NG-MAST-ST and 41 NG-STAR-STs. The most
common MLSTs were ST9363 and ST1901, followed by
ST7363. This is in agreement with data recently published
by Sénchez-Bus6 et al.”> who analysed 2375 gonococcal iso-
lates from the Euro-GASP 2018 survey, and reported that the
most prevalent MLST was ST9363.

Previous studies on the molecular epidemiology of NG
published in Spain are based on NGMAST, with G1407,
G2992 and G2400 being the most prevalent genotypes in
Southern Spain,” Northern Spain®* and Madrid,*® respec-
tively. The only study in which WGS was used was that by
Francés-Cuesta et al.”’ (data not published), which included
342 isolates from several areas of the national territory.
MLST-ST1901 and ST7363 were the most prevalent in agree-
ment with our results.

In addition, in our study ST1901 and ST7363 were the
most prevalent MLSTs along with cefixime-resistant strains
(16.7% and 50%, respectively), which agrees with the data
published by De Korne-Elenbaas et al.,*® in which these STs
were related to reduced susceptibility to ceftriaxone. On the
contrary, MLST-ST9363 was related to an outbreak of high-
level azithromycin resistance strains in Barcelona between
2016 and 2018, with this ST only being detected in MSM.*

We detected a cluster from Barcelona formed by four
strains belonging to MLST-ST7827, all of which contained
a non-mosaic penA XIII determinant and showed decreased
susceptibility to ceftriaxone. MLST-ST7827 was the most
prevalent in China from 2012 to 2013, as reported by the
China Gonococcal Resistance Surveillance Programme
(China-GRSP).® A few years later (2016-2018), the sudden
emergence of a clade of NG belonging to MLST-ST7827
was detected in Norway, infecting almost exclusively men
and exhibiting uniform resistance to ciprofloxacin and re-
duced susceptibility to ceftriaxone and azithromycin.*
Furthermore, a Dutch study described the emergence of a
MLST-ST7827 clade with reduced susceptibility to cephalo-
sporins and resistance to ciprofloxacin in 2017-2019.%®

In relation to sexual behaviour, 50% of the isolates from
heterosexual men and women were grouped in C7 and C13.
Whereas among isolates from MSM and bisexual patients,
no predominant cluster was detected, showing a very hetero-
geneous population.

The relationship between antimicrobial resistance
and the sexual behaviour of the patients was reported by
Salmerén et al.* in a study describing the susceptibility of
NG in Spain. These authors observed that cefixime and azi-
thromycin resistance was less frequent in MSM while, on the
contrary, ciprofloxacin resistance was significantly associ-
ated with MSM patients.

Of particular interest is C13: all the isolates included
were from heterosexual men and women living in Mallorca
and belonged to the same MLST (ST1901) and NG-MAST
ST (ST569) and all were resistant to azithromycin and cip-
rofloxacin. In addition, this cluster had the least number of
SNPs between samples, which may suggest that this cluster
is spreading among heterosexual patients in Mallorca. To
our knowledge, there is no previous study on the molecular
epidemiology of NG on this island, but previous data pub-
lished in Europe®® and Canada®’ also related MLST1901
with resistance to azithromycin. To our knowledge, the as-
sociation of NGMAST-ST-569 with heterosexual patients
and resistance to azithromycin has not been previously
described.

Regarding the distribution of NG in the three regions
of the study, we observed important differences. While the
most prevalent NG-STAR and MLST-STs in Madrid and
Mallorca were ST193 and ST9363 respectively, and were, in
turn, the most prevalent in the study, the most prevalent in
Barcelona were NG-MAST-ST710 and MLST-ST7363. Fur-
thermore, Barcelona was the region with the greatest num-
ber of different STs. This could be explained by Barcelona
being a city with growing national and international tour-
ism, which could assist a dynamic and heterogeneous pop-
ulation of NG. On the contrary, Mallorca was the region in
which the distribution was more homogeneous, suggesting
the existence of a sexual network in this territory, which is
geographically isolated. Unfortunately, information about
previous trips to determine whether there was a travel rela-
tionship between these areas was not available.

Some limitations of our study are that due to its retro-
spective design many demographic and epidemiological
data are missing. For example, it was not possible to collect
the data about the sexual behaviour of all the patients or
about previous trips in order to fully correlate the different
sequence types with the sexual behaviour of the patients
and to establish some link between the different clades de-
tected in the three regions. Another limitation is that when
NG was isolated in multiple sites in one patient, antimi-
crobial susceptibility was only studied in genital samples.
This is an important limitation as it could lead to the loss
of strains with higher MIC values in pharyngeal carriers
and, consequently, underestimate antimicrobial resistance.
Lastly, it was not possible to include the same percentage
of susceptible or resistant strains to cefixime and/or azi-
thromycin from the different regions. This can result in
obtaining biased data. However, it was observed that most
of azithromycin-resistant strains from Mallorca (57%) were
grouped into the cluster 13, which was formed exclusively
by these strains.

In conclusion, to the best of our knowledge, this is the
first multicentre study to analyse the molecular epidemiol-
ogy of a large number of NG isolates from different regions
of Spain. We found that the NG population in Spain is quite
heterogeneous, although MLST-ST9363, ST1901 and ST7363
predominate, comprising 53% of the strains in our study. We
detected 13 clusters, with two being of note: one associated
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with cefixime-resistance belonging to MLST-ST7363 and
the other associated with azithromycin resistance belonging
to MLST-ST1901.

This study highlights the need to maintain culture to
monitor antimicrobial susceptibility and for early detection
of the emergence of antimicrobial-resistant strains.

Although genotyping by MLST or NGMAST has been
widely used previously and has helped to understand the
population distribution of NG, these molecular techniques
do not provide enough information on transmission net-
works or the detection of new clones. The resolution of WGS
provides a means of easy learning about key characteristics
regarding the composition of sexual networks which we
would not otherwise be able to detect through the use of
conventional genotyping methods. Therefore, WGS is an ef-
fective tool for the epidemiological surveillance of gonococci
and the detection of resistance genes.
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5. DISCUSION

La infeccién gonocécica continda siendo un importante problema de salud publica a nivel mundial,
tanto por su prevalencia como por la capacidad de N. gonorrhoeae de desarrollar o adquirir
resistencia a todos los antimicrobianos utilizados para su tratamiento, incluidos los dos antibidticos

recomendados por la mayoria de guias internacionales (ceftriaxona y azitromicina).

La propagacién global de un clon resistente a ceftriaxona (FC428), el aumento de la tasa de
resistencia a azitromicina en los ultimos afios, los reportes de casos de fracaso terapéutico en
pacientes tratados con terapia antimicrobiana dual (ceftriaxona 500mg + azitromicina 1g) y la
aparicion de cepas de N. gonorrhoeae MDR y XDR son motivo de gran preocupacién y suponen un
reto en el tratamiento de la infeccién gonocécica. Este panorama subraya la necesidad de
implementar programas de vigilancia para la monitorizacién de la resistencia de esta infeccion, asi

como la urgencia de desarrollar nuevos agentes antimicrobianos.

Por otro lado, la vigilancia gendmica mediante secuenciacion del genoma completo junto con datos
epidemioldgicos y de resistencia antimicrobiana son esenciales para caracterizar los linajes
circulantes de N. gonorrhoeae y su asociacidén con determinados grupos de poblacion (definidos

por factores demograficos y epidemioldgicos).

Esta tesis doctoral, constituida por los cuatros estudios previamente descritos, presenta los
primeros datos de sensibilidad antimicrobiana y de epidemiologia molecular a nivel nacional. Dado
gue los hallazgos obtenidos en los cuatro estudios se complementan, se realiza una discusién

conjunta.
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5.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y CLINICAS DE LOS PACIENTES

La incidencia de la infeccidn gonocécica en Europa ha ido aumentando a lo largo de los ultimos
afios®’, debido no sélo al nimero de casos, sino también a la implementacion de técnicas
diagndsticas moleculares. Este incremento lo hemos podido observar en el primer estudio de esta
tesis doctoral, ya que desde el 2013 al 2017 el nimero de cepas aisladas en el Hospital Universitari
Vall d’'Hebron ascendié de 327 a 572, y alcanzé los 752 en el aifio 2021 (datos de la comunicacion
oral “Sensibilidad antimicrobiana de Neisseria gonorrhoeae en Barcelona de 2013 a 2021” del

congreso XXV SEIMC 2022).

La infeccion gonocdcica afecta mayoritariamente a hombres. En el Ultimo informe del ECDC, el
ratio de infeccién hombre:mujer fue de 3,1:1 y el grupo de edad mas afectado fue el de 25-34
afos, seguido del grupo 15-24 afios. Ademas, en aquellos casos en los que se disponia de
informacion, el 12% presentaban infeccion por VIH y al menos el 54% de los casos se

diagnosticaron en HSH.

En este sentido, los hallazgos detectados en nuestros trabajos arrojan datos muy similares. La
mediana de edad de los pacientes estaba alrededor de los 32 afios, siendo mas del 87% hombres.
La mayoria de los casos sintomaticos cursaron con uretritis (83,2%). El estado seroldgico frente al

VIH de los pacientes incluidos en el estudio multicéntrico fue seropositivo en el 17,2%.

5.2 SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Dos de los trabajos que componen esta tesis doctoral describen datos de sensibilidad
antimicrobiana. En el primero de ellos se estudiaron 2.036 aislados de N. gonorrhoeae en Barcelona
durante un periodo de 5 afios. En el tercer trabajo que compone esta tesis doctoral, se estudié la
sensibilidad antimicrobiana de 2571 aislados detectados en 10 centros localizados en distintas
comunidades autonomas de Espafia durante un aflo y medio. Hasta donde sabemos, se trata de la
primera vigilancia a nivel nacional de la resistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae en Espaiay
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son los primeros informes que describen la resistencia antimicrobiana de un numero tan

considerable de aislados.

La tasa de resistencia a penicilina en el estudio realizado en Barcelona (2013-2017) fue del 20,1%,
presentando una disminucidn estadisticamente significativa a lo largo de los afios de estudio
(p=0,0000): del 28,1% en 2013 al 12,2% en 2017. El 14,7% de estos aislados eran productores de
penicilinasa (PPNG). Por otro lado, el 13,3% de los aislados incluidos en el estudio multicéntrico
(2018-2019) fueron PPNG, siendo este porcentaje significativamente superior en el afio 2019 (OR
=1.29; 95% Cl = 1.12-1.49). Estos datos son similares a los recogidos en el reporte del ECDC del
afio 2016, en el que el 14,9% de los aislados incluidos fueron PPNG®!. Del mismo modo, se ha

observado una tendencia en constante aumento en la prevalencia del PPNG desde 2010 en Europa.

Nuestros resultados exponen que la tasa de resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido
permanece baja, siendo del 0,3% vy 0,2 % para la ceftriaxona y del 4,9% y 1,8 % para la cefixima en
el estudio realizado en Barcelona (2013-2017) y en el estudio multicéntrico (2018-2019),
respectivamente. Ademas, se observé una reduccion significativa en la tasa de resistencia de ambas
cefalosporinas de espectro extendido a lo largo del periodo de estudio. Estos hallazgos guardan
similitud con los datos publicados en diversos paises europeos, que reportaron una tasa de
resistencia a cefixima en 2018 del 1,4%°? habiendo disminuido al 0,5% en el reporte del Euro-GASP

que recoge los datos del 20203,

Desde la implementacién en 2012 de la terapia dual en Barcelona (ceftriaxona 500 mg IM +
azitromicina 1 g VO), se ha observado un descenso en la resistencia a la ceftriaxona: del 2,8% en
2012 (datos no publicados) al 0% en 2017. Esta tendencia podria explicarse por el cambio en el

régimen de tratamiento ya que, hasta 2011, se utilizaba Gnicamente ceftriaxona 250 mg®.
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En nuestro medio, entre los afios 2013 y 2015, el nimero de aislados con CMI < 0,016 mg/L de
ceftriaxona y cefixima parecié aumentar de forma gradual. Sin embargo, durante 2016 y 2017, se
observé un marcado descenso en el porcentaje de estas cepas y un incremento en aquellas con
CMI mas elevadas, siendo el porcentaje de cepas con sensibilidad disminuida a cefalosporinas (DSC)
del 15,8% en Barcelona y del 12,5% en el estudio multicéntrico. Este patrén concuerda con el
informe del Euro-GASP, donde se describe la emergencia de aislados con DSC en Europa durante
esos mismos afios®. No obstante, el informe més reciente del ECDC, que incluye los datos hasta el
afio 2020, refiere un cambio significativo en la distribucién de las CMIs de ceftriaxona en
comparacién con 2019, con un incremento de los aislados altamente sensibles (CMI < 0,016 mg/L)
y una disminucién en aquellos con CMI de 0,032 mg/L y de 0,064 mg/L*3. Es importante destacar
que en ninguno de los dos estudios se detectd resistencia de alto nivel a ceftriaxona, ya que todas
las cepas resistentes a esta cefalosporina presentaban una CMI de 0,19 o 0,25 mg/L, valores

cercanos al punto de corte establecido por EUCAST (CMI > 0,125 mg/L)®®.

Es importante destacar que, desde la implementacion de la terapia dual (ceftriaxona 500 mg +
azitromicina 1 g) en Barcelona en el afio 2012, la tasa de resistencia de azitromicina ha
incrementado del 1,5% en 2014 al 3,0% en 2017. Este incremento en la tasa de resistencia a

azitromicina se ha documentado en varios paises europeos®®.

La tasa global de resistencia a la azitromicina en Barcelona documentada en nuestro primer estudio
fue del 2,6% de acuerdo con el actual punto de corte de EUCAST (ECOFF establecido en 1 mg/L).
Este porcentaje es inferior al reportado por otros grupos de investigadores espafioles durante el
mismo periodo de estudio, como el de Cobo et al’’, donde documentaron un porcentaje de
resistencia del 9,7% en Almeria entre 2012 y 2016. Paralelamente, Fuertes de Vega et al.’®
reportaron una tasa de resistencia del 5,2% en Barcelona desde junio de 2009 a diciembre de 2014,
un valor que guarda mayor similitud con nuestros resultados. En este contexto, es necesario tener

en cuenta que los investigadores de dichos estudios utilizaron el anterior punto de corte
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establecido por EUCAST (0,5 mg/L), lo que podria influir en las discrepancias observadas.
Recientemente, han sido publicados dos estudios que tuvieron lugar en Valencia®® durante el
periodo comprendido entre 2013 y 2018, y en Galicia'® entre los afios 2014 y 2018. Estos estudios
describieron una tasa de resistencia a la azitromicina (con punto de corte ECOFF>1 mg/L) del 6%y
7,2%, respectivamente. Cabe resaltar que dichas tasas resultan superiores a las observadas en

nuestro propio estudio.

La tasa global de resistencia a este antimicrobiano en el trabajo multicéntrico fue del 12,1%,
observandose diferencias significativas entre regiones, siendo las mas bajas en Asturias y Catalufia
y las mas altas en Euskadi. Por lo que podemos concluir que la tasa de resistencia a azitromicina en

Espaia varia significativamente en funcidn del area geografica.

Durante las ultimas décadas se ha reportado la aparicidn de aislados HL-AziR en Escocia®, Reino
Unido®?, Irlanda®®?, Italia®3, Suecia®, Argentina®?, Canada®®, Estados Unidos®, Australia®” y China02,
Este perfil de resistencia, definido como CMI igual o superior a 256 mg/L, estd asociado
principalmente a la mutacién A2059G (Escherichia coli numbering) presente en tres o cuatro alelos
del gen 23S del ARNr.”® En Barcelona, detectamos por primera vez 16 cepas que presentaron alto
nivel de resistencia a azitromicina entre 2016 y 2018 (resultados de la segunda publicacion que
componen esta tesis): 6 en 2016, 9 en 2017 y uno en 2018. Durante este periodo de tiempo, el 3,7%
(64/1749) de los aislados detectados en Barcelona fueron resistentes a azitromicina,
representando estas 16 cepas el 25% del total de cepas resistentes. Ninguno de estos aislados HL-
AziR fue resistente a ceftriaxona ni cefixima, no obstante, el 85,7% fueron resistentes a
ciprofloxacino. La caracterizacion mediante secuenciacion de genoma completo de estas 16 cepas

se comentard en un apartado posterior de esta tesis doctoral.

A la luz de lo expuesto, se evidencia un incremento de la resistencia a la azitromicina tras la
introduccion de la terapia dual, planteando un debate en torno a las estrategias terapéuticas
dptimas. Aunque las guias europea y espafiola continian recomendando la terapia dual,*7° es
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importante sefialar que el aumento de la resistencia a azitromicina, no sélo en N. gonorrhoeae,
sino también en otras ITS como Mycoplasma genitalium, pone en duda la idoneidad de esta
estrategia terapéutica. De hecho, desde el afio 2019, la Asociacidn Britanica para la Salud Sexual y
el VIH (BASHH) recomienda el tratamiento en monoterapia con ceftriaxona 1 g% y las
recomendaciones mads actuales de las guias europeas también contemplan la monoterapia en

103 respaldan que la seleccidn/induccion de

situaciones especificas*®*. No obstante, algunos estudios
la resistencia a la azitromicina en N. gonorrhoeae por el uso de la terapia dual es limitada, y

posiblemente esté asociada al uso generalizado de este antibidtico en el tratamiento de infecciones

respiratorias o de uretritis no gonocécicas.

Cabe sefialar que, aunque en la presente tesis doctoral no se detectd ninguna cepa con resistencia
dual a ceftriaxona y azitromicina, una cepa presenté DSC y resistencia a cefixima y azitromicina. La
emergencia de estos perfiles de sensibilidad, junto con la deteccidon en 2018 de los primeros tres
casos de cepas XDR, que mostraron resistencia a la ceftriaxona y un alto nivel de resistencia a
azitromicina en el Reino Unido!! y Australia??, y los fracasos terapéuticos con ceftriaxona y
azitromicina'’, refuerza la necesidad de programas de vigilancia de la resistencia a los

antimicrobianos para la deteccién temprana de estos aislados.

Nuestros resultados muestran una tasa de resistencia a quinolonas (51,3% en Barcelona y 56,4%
en Espafia) ligeramente superior a la cifra reportada en Europa (46,5%)°>% y en Reino Unido
(46.9%),%* y significativamente mas alta que en otros paises, como EE.UU (35,4%)%%°. Por
consiguiente, este antimicrobiano no puede considerarse como opcidn de tratamiento empirico en
nuestro entorno. No obstante, en situaciones en las que la sensibilidad es conocida antes de
instaurar el tratamiento, ciprofloxacino puede constituir una alternativa terapéutica viable. Esta
recomendacidn ya estd incluida en las guias terapéuticas europea y britanica vigentes*>®. Por
ende, en linea con estas guias, se sugiere considerar ciprofloxacino como una opcién de

tratamiento de primera linea solamente cuando los datos de sensibilidad a los antimicrobianos,
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fenotipicos o genotipicos, indiquen sensibilidad a ciprofloxacino en todos los posibles focos
infecciosos'%. La resistencia a ciprofloxacino estd fuertemente asociada con una Unica mutacién
en el coddn 91 del gen gyrA, y se ha demostrado que la deteccidn de esta mutacidn es un excelente
predictor de la resistencia a ciprofloxacino. Esto permite la caracterizacidn de la sensibilidad a las
quinolonas directamente de muestras clinicas mediante pruebas de amplificacion de acidos
nucleicos (NAAT). En esta linea, Allan-Blitz et a/*®” publicaron un estudio prospectivo basado en el
tratamiento de la infeccién gonocdcica guiado por resistencia con un 100% de eficacia en aquellos

pacientes tratados con ciprofloxacino con cepas que no poseian dicha mutacion en el gyrA.

A lo largo del periodo de estudio, no se ha detectado ningln aislado de N. gonorrhoeae resistente
a la espectinomicina. La inclusidn de este antimicrobiano como opcidn terapéutica se encuentra
recogida en diversas guias de manejo de ITS**%°, donde se considera como una alternativa viable a
la terapia convencional, junto con azitromicina. Es relevante mencionar que, debido a su limitada
eficacia, el uso de este antimicrobiano no es recomendado para el tratamiento de infecciones

faringeas y ademds en muchos paises no esta disponible.

Con el propédsito de examinar alternativas terapéuticas adicionales para el tratamiento de la
infeccion gonocodcica, incorporamos la gentamicina y la fosfomicina en nuestros trabajos. Los
valores de CMIsp y CMlgo para gentamicina fueron de 4 y 6 mg/L en el caso del estudio en Barcelona,
y en 4y 8 mg/L en el estudio multicéntrico. Estos valores concuerdan con hallazgos previos'®® y
sugieren que la gentamicina podria representar una alternativa terapéutica eficaz y

econdmicamente viable.

Cabe destacar que EUCAST aln no ha definido puntos de corte para este antimicrobiano. Brown et
al.*% aplicaron criterios basados en registros de curacién clinica previa y comparaciones de CMI

para definir como sensibles las cepas con CMI €4 mg/L, como sensibilidad intermedia aquellas con

123



Discusion

valores de 8 a 16 mg/L, y como resistentes aquellas con CMI de 232 mg/L. En base a estos criterios,

el 57,6% de las cepas incluidas en nuestro estudio fueron sensibles y el 42% intermedias.

A pesar de que la combinacién de gentamicina y azitromicina podria considerarse una alternativa
adecuada en infecciones genitales no complicadas, se han publicado diversos estudios que ponen
en tela de juicio su efectividad. Cole et al.*'° encontré un indice de fracaso terapéutico mas elevado
en los individuos tratados con gentamicina y azitromicina (25/292; 9%) en comparacion con
aquellos que recibieron ceftriaxona y azitromicina (7/306; 2%). En esta linea, un estudio reciente
en Reino Unido mostré un rendimiento subdptimo de gentamicina 240 mg en combinacién con
azitromicina 1g, particularmente en la infeccién extragenital (faringea y rectal'!). En el ultimo
trabajo de Matoga et al.1*? se describe la sensibilidad a la gentamicina en N. gonorrhoeae y los
resultados del tratamiento de la infeccion urogenital con gentamicina en combinaciéon con
doxiciclina y metronidazol. Estos autores concluyen que las CMIs de gentamicina no predicen
adecuadamente el resultado del tratamiento de la infeccién gonocdcica con este antimicrobiano
ya que verificaron fracasos terapéuticos con cepas que mostraban sensibilidad in vitro a la

gentamicina.

Por otro lado, un estudio de la Republica Checa mostré una tasa de eliminacion del 100% con
gentamicina 240 mg y azitromicina 2 g en infecciones extragenitales'3. Del mismo modo, otros
investigadores respaldan la actividad in vitro de la gentamicina, utilizada en combinacién con

cefixima o ertapenem, para controlar la propagacion de cepas de N. gonorrhoeae MDR y XDR¥4115,

Todo ello sugiere la necesidad de adaptar la dosis de gentamicina segln la CMI y el lugar de la

infeccion, con el propédsito de asegurar la erradicacion de todos los focos de infeccion.

En cuanto a la fosfomicina, los valores de CMlsg y CMIgo fueron en 12 y 24 mg/L en el caso del
estudio en Barcelona, y en 24 y 48 mg/L en el estudio multicéntrico. Al igual que con la gentamicina,
EUCAST no ha establecido puntos de corte para fosfomicina. La revisidn realizada por Tesh et al.11®
sugiere que la fosfomicina puede ser un tratamiento alternativo para la infeccion gonocdcica
debido a su mecanismo de accidn Unico y su prometedora actividad in vitro. En esta revisidn, se
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consideraron como sensibles aquellos aislados con una CMI<16 mg/L y aquellos que mostraron una
CMI>64 mg/L como resistentes. Otro estudio realizado por Hauser et al.,*'” evalué la actividad in
vitro de fosfomicina en monoterapia y en combinacién con ceftriaxona o azitromicina frente a
aislados clinicos de N. gonorrhoeae y cepas MDR/XDR. Los autores de este estudio concluyen que,
aunque la ceftriaxona sigue siendo el pilar actual del tratamiento de la infeccidon gonocdcica,
fosfomicina puede ser un potencial antibidtico para una terapia dual, ya que demostré una accidn
bactericida fuerte y rdpida para todas las cepas testadas. Ademds, todo ello respaldado por su alta
biodisponibilidad oral, excelente seguridad y el buen historial de fosfomicina en el tratamiento de
las infecciones urinarias. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para establecer un régimen de

fosfomicina seguro, conveniente y eficaz para el tratamiento de la infeccién por N. gonorrhoeae®'®.

Uno de los objetivos de esta tesis doctoral era correlacionar lo datos de sensibilidad con las

caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes.

En el primer trabajo, se analizd la relacion entre los datos epidemioldgicos disponibles (afo de
aislamiento, sexo del paciente y centro de consulta) y la sensibilidad a los distintos antibidticos
estudiados y se concluyé que las tasas de resistencia a penicilina, cefixima, azitromicina y
ciprofloxacino fueron mas altas en las unidades de atencién primaria que en la unidad de ITS
Drassanes-Vall d'Hebron. Sin embargo, no detectamos diferencias estadisticamente significativas
respecto a los afios de aislamiento ni el sexo de los pacientes. Aunque en este primer trabajo no
disponiamos de la orientacidon sexual de los pacientes, hipotetizamos que la mayoria de los
pacientes que acuden a las unidades de atencién primaria de salud son mujeres y hombres que
tienen sexo con mujeres, en cambio el 70% de los pacientes atendidos en la Unidad de ITS de
Drassanes-Vall d’"Hebron son HSH. Por tanto, estos resultados podrian sugerir que hay diferentes

poblaciones de N. gonorrhoeae circulando en los dos grupos de poblacion en Barcelona.

Respecto al trabajo multicéntrico (trabajo 3), observamos que la resistencia a cefixima fue

significativamente menos frecuente en las infecciones diagnosticadas en 2019, en pacientes HSHy
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en pacientes VIH positivos. Del mismo modo, la resistencia a azitromicina fue menos frecuente en
pacientes HSH. Por otro lado, la resistencia a ciprofloxacino se asocié de forma estadisticamente
significativa con los pacientes HSH y la coinfecciéon con VIH. Ademas, se observaron diferencias
importantes entre los distintos centros, siendo las mas relevantes las relacionadas con la resistencia
a azitromicina. Estas diferencias podrian deberse a divergencias en los patrones de tratamiento o
a la circulacion de diferentes linajes con mayor capacidad para desarrollar resistencia a los

antimicrobianos.

5.3 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Los métodos tradicionales de genotipado para el estudio de la epidemiologia molecular de N.
gonorrhoeae tienen una utilidad limitada. No obstante, la secuenciacion del genoma completo
ofrece una mayor resolucidn para describir la dinamica de la poblacién y predecir e inferir la
transmision de la resistencia a los antimicrobianos. Ademas, la secuenciacién de genoma completo
de grandes colecciones de aislados en todo el mundo ha revelado detalles sobre la evolucion de la
resistencia, pero también sobre la estructura poblacional de N. gonorrhoeae, la propagacion

intercontinental y la transmisidn en diferentes grupos de riesgo.

La deteccidn de los primeros aislados de N. gonorrhoeae en Barcelona que presentaban HL-AziR
fundamenté el objetivo del segundo trabajo de esta tesis doctoral: la caracterizacién mediante
secuenciacion de genoma completo de las cepas citadas anteriormente para asi identificar los
mecanismos de resistencia, estudiar la epidemiologia molecular e identificar la relacién clonal de

estos aislados con otras cepas de N. gonorrhoeae previamente descritos en otros paises.

En este trabajo, los resultados del analisis por WGS nos permitieron concluir la aparicién de 3 brotes

de NG con HLAziR en Barcelona durante los afios 2016-2018, dos brotes en 2016 pertenecientes al
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genotipo G1 (MLST ST7823 y NG MAST ST5309/ST19618) y otro en 2017-2018 perteneciente al

genotipo G2 (MLST ST9363 y NG MAST ST3935).

Como comentamos anteriormente, existe escasa informacion sobre la sensibilidad antimicrobiana
de N. gonorrhoeae en Espafia y los datos sobre la resistencia a azitromicina varian mucho?”-%%2%,100,
Sin embargo, cabe destacar que en ninguno de estos estudios se detectaron cepas de HL-AziR. Por
lo tanto, hasta donde sabemos, estos son los primeros aislados de N. gonorrhoeae con HL-AziR

detectados en Espafia.

Por el contrario, se han informado aislados de HL-AziR en otros paises. De hecho, se detectd un
brote persistente de N. gonorrhoeae con HL-AziR en Inglaterra con 118 casos confirmados entre
noviembre de 2014 y mayo de 2018.11811° Este brote surgid entre jovenes heterosexuales que
vivian en Leeds sin factores de riesgo especificos, pero se extendié por Inglaterra entre redes de
HSH. La mayoria de estos aislados pertenecian al ST9768 de NG-MAST y no se detectaron aislados

pertenecientes a los ST5309 y ST3935 de NG-MAST.

En el analisis filogenético de los 16 aislados de HL-AziR de nuestro estudio y de los 49 aislados
adicionales utilizados para la contextualizacion, se identificaron cinco clados. El clado 3 estaba
formado por 20 aislados pertenecientes a MLST ST9363 y NGMAST ST3935: 16 aislados de
diferentes paises y los 4 aislados pertenecientes al genotipo G2 de nuestro estudio. De hecho, un
aislado procedente de Italia era muy similar (5—6 core SNP) y compartia un ancestro comun, lo que
sugiere una fuente comun de infeccidon. Desafortunadamente, la informacién sobre contactos
sexuales no estaba disponible. Por otro lado, los 36 aislados del clado 5 pertenecian a MLST ST7823,
dentro de los cuales se incluyeron los 12 aislados del G1 de nuestro estudio. Estos aislados fueron
detectados en diferentes paises y durante un largo periodo de tiempo, lo cual sugiere que los
aislados vinculados a este clado pueden exhibir una mayor capacidad de propagacién. Ademas,
todos estos aislados presentaban la delecién -35A en mtrR, indicando un mayor potencial de
desarrollar resistencia antimicrobiana. Todos estos hallazgos recalcan el riesgo inherente de los

viajeros internacionales sexualmente activos y la posible diseminacion de cepas.
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Por otro lado, con el objetivo de conocer la epidemiologia molecular de N. gonorrhoeae en Espania,
se estudid, mediante WGS, 170 aislados procedentes de tres regiones (Catalufia, Madrid y

Mallorca). Este estudio constituyo el cuarto trabajo de esta tesis doctoral.

Entre los 170 aislados, describimos 26 STs diferentes de MLST, 49 NG-MAST-STs y 41 NG-STAR-STs.
Los MLST-STs mas comunes fueron ST9363 y ST1901, seguidos por ST7363. Esto concuerda con
datos publicados recientemente por Sdnchez-Busé et al.,*?° quienes analizaron 2375 aislados de N.
gonorrhoeae detectados en Europa en 2018, y reportaron que el MLST mas prevalente fue el
ST9363. Como previamente expusimos, este ST se relaciond con un brote de aislados que

presentaban HL-AziR en Barcelona entre 2016y 2018, detectandose solo en HSH.

Los estudios previos sobre epidemiologia molecular de N. gonorrhoeae publicados en Espaia se
basan en NG-MAST, siendo G1407, G2992 y G2400 los genotipos mas prevalentes en el Sur de
Espafia'®l, Norte de Espafia'?? y Madrid*?3, respectivamente. El Unico estudio basado en WGS fue
el de Francés Cuesta et al.'** (datos no publicados), que incluyé 342 aislamientos de varias zonas
del territorio nacional. En este estudio, los MLST-ST1901 y ST7363 fueron los mas prevalentes,

datos que concuerdan con nuestros resultados.

En nuestro trabajo, los MLST-ST1901 y ST7363 representaban el 16,7% y 50% del total de cepas
resistentes a cefixima, respectivamente. Un estudio previo publicado por de Korne-Elenbaas et
al.,}?*> describen una asociacién entre estos STs y una sensibilidad reducida a ceftriaxona en cepas

detectadas entre 2014 y 2016.

Nuestros resultados muestran la deteccion de un clado formado por cuatro cepas de Barcelona
pertenecientes a MLST-ST7827, que presentaban las mutaciones A501V en penA vy
G120K/A121D en porB1b y mostraban sensibilidad disminuida a la ceftriaxona (CMI=0.064-0.125
mg/L). El MLST-ST7827 fue el mas prevalente en China entre 2012 y 2013, segun los datos del

Programa de Vigilancia de la Resistencia Gonocécica de China (China-GRSP)'?®. Unos afios mas
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tarde (2016-2018), se detectd en Noruega?’ |a aparicidn repentina de un clado de N. gonorrhoeae
perteneciente a este ST, que afectaba casi exclusivamente a hombres y mostraba una resistencia a
ciprofloxacino y sensibilidad reducida a cefalosporinas de espectro extendido y azitromicina.
Ademas, el estudio holandés previamente comentado, publicado por de Korne-Elenbaas et al.'?®
describid la emergencia de aislados MLST-ST7827 entre 2017 y 2019 con sensibilidad reducida a
ceftriaxona, presentado las mismas mutaciones en penA y porBlb previamente comentadas, y
resistencia a ciprofloxacino. Estos autores resaltan la agrupacién genética de aislados MLST-ST7827
holandeses y otros europeos, sugiriendo la circulacién de esta cepa en Europa y, por tanto, siendo
necesaria una estrecha vigilancia de su propagacidon ya que presenta un perfil de sensibilidad

alarmante.

En relacién al comportamiento sexual, el 50% de los aislados de hombres y mujeres heterosexuales
se agruparon en dos clados (C7 y C13). Por el contrario, no se detectd ningln grupo predominante

entre los aislados de HSH y pacientes bisexuales, lo que muestra una poblacién muy heterogénea.

En este ultimo trabajo, se detectd un clado de particular interés (C13): todos los aislados incluidos
procedian de hombres y mujeres heterosexuales residentes en Mallorca, pertenecian al mismo
secuenciotipo de MLST (ST1901) y NG-MAST (ST569) y eran resistentes a azitromicina y
ciprofloxacino. Ademas, este grupo tuvo el menor nimero de SNPs (3-28) entre muestras, lo que
puede sugerir que se estd extendiendo entre pacientes heterosexuales en Mallorca. Hasta donde
sabemos, no existe ninglin estudio previo sobre la epidemiologia molecular de N. gonorrhoeae en
esta isla, pero datos previos publicados en Europa'?® y Canada® también relacionaron el MLST-
ST1901 con la resistencia a la azitromicina. Del mismo modo, tras revisar la literatura disponible
hasta la fecha, la asociacion de NGMAST-ST569 con pacientes heterosexuales y la resistencia a la

azitromicina no se ha descrito previamente.

En cuanto a la distribucién de N. gonorrhoeae en las tres regiones del estudio, observamos algunas
diferencias importantes. Los NG-STAR y MLST STs mds prevalentes en Madrid y Mallorca fueron

ST193 y ST9363, respectivamente, y fueron, a su vez, los mas prevalentes en el estudio. En cambio,
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en Barcelona los mas prevalentes fueron NG-MAST-ST710 y MLST-ST7363. Ademds, Barcelona fue
la regién con mayor numero de ST diferentes. Esto podria explicarse porque Barcelona es una
ciudad con un turismo nacional e internacional creciente, lo que podria justificar la circulacién de
una poblacién de N. gonorrhoeae dinamica y heterogénea. Por el contrario, Mallorca fue la regién
en la que la distribucién fue mas homogénea, lo que sugiere la existencia de una red sexual en este
territorio geograficamente aislado. Desafortunadamente, la informacién acerca viajes anteriores
no estaba disponible, con lo que no pudimos determinar si existia una relacién de viaje entre estas

areas.

En conclusidn, tras revisar la literatura disponible hasta la fecha, este es el primer estudio
multicéntrico que analiza la epidemiologia molecular de un gran numero de aislados de N.
gonorrhoeae procedentes de diferentes regiones de Espafia. Nuestros resultados muestran que la
poblacién de N. gonorrhoeae en Espaiia es bastante heterogénea, aunque predominan los MLST-
ST9363, ST1901 y ST7363, que engloban el 53% de las cepas de nuestro estudio. Detectamos 13
clados, destacando dos: el primero asociado con resistencia a cefixima perteneciente al MLST-
ST7363 en Barcelona y el segundo asociado con resistencia a azitromicina perteneciente al MLST-

ST1901 en Mallorca.

Los trabajos que componen esta tesis doctoral presentan algunas limitaciones. La primera es la
falta de muchos datos demograficos y epidemioldgicos debido al andlisis retrospectivo. Por
ejemplo, no fue posible recopilar datos sobre el comportamiento sexual de todos los pacientes o
sobre viajes anteriores, con el fin de correlacionar los diferentes secuenciotipos con el
comportamiento sexual de los pacientes y establecer algin vinculo entre los diferentes clados
detectados en las tres regiones. Otra limitacion es que cuando se aislé N. gonorrhoeae en multiples
localizaciones anatémicas en un paciente, la sensibilidad a los antimicrobianos solamente se

estudié en la muestra genital. Esta es una limitacion importante ya que podria provocar la pérdida
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de cepas con valores de CMI mas altos en portadores faringeos y, en consecuencia, subestimar la

resistencia a los antimicrobianos.

Finalmente, en el ultimo trabajo no fue posible incluir el mismo nimero de cepas sensibles o
resistentes a cefixima y/o azitromicina de las diferentes regiones, con lo que los resultados pueden
estar sesgados. Sin embargo, se observé que la mayoria de las cepas resistentes a azitromicina
procedentes de Mallorca (57%) se agrupaban en un mismo clado, el cual, estaba formado

exclusivamente por estas cepas.
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Todos los trabajos previamente comentados destacan la necesidad de mantener el cultivo de
N. gonorrhoeae para monitorizar la sensibilidad a los antimicrobianos y detectar de forma

temprana la aparicidn de cepas resistentes a los antimicrobianos

La sensibilidad de Neisseria gonorrhoeae a las cefalosporinas de espectro extendido (la terapia
antimicrobiana empirica de primera linea) permanece alta y estable a lo largo de los afios,

siendo la tasa de resistencia del 0,2% para ceftriaxona y 1,7% para cefixima.

La tasa global de resistencia a azitromicina en Espaia fue del 12,1% y se observaron
diferencias significativas entre regiones, siendo las mas bajas en Asturias y Catalufia y la mas

alta en el Pais Vasco.

En Barcelona se observé un aumento preocupante en las tasas de resistencia a la azitromicina
durante el periodo de estudio, detectandose los primeros aislados con HL-AziR entre 2016 y

2018, siendo, ademas, los primeros casos descritos en Espaia.

Los 16 aislados con HL-AziR pertenecian a dos genotipos diferentes no asociados previamente
a HL-AziR. El analisis filogenético revelé que surgieron como tres brotes discretos asociados
de forma independiente con el comportamiento sexual de los pacientes y el afio, la mayoria

de ellos en hombres que tienen sexo con mujeres.

La resistencia a cefixima y azitromicina se observé con mas frecuencia en varones

heterosexuales y mujeres, mientras que la resistencia a ciprofloxacino se asocio

significativamente con HSH.
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10.

11.

12.

Nuestros datos reflejan un aumento significativo en la proporcion de cepas PPNG y en la tasa
de resistencia a las fluoroquinolonas, siendo mas de la mitad de los aislados resistentes a esta

ultima familia de antimicrobianos.

El andlisis filogenético de las cepas del estudio multicéntrico sugiere que la poblacion de N.
gonorrhoeae en Espaia es bastante heterogénea, detectandose 13 clados que abarcaban el

69% de las cepas incluidas en el estudio.

La existencia de un clado de 21 cepas procedentes de Mallorca que presentaban resistencia a
azitromicina y pertenecian al mismo MLST-ST1901 y NG-MAST-ST569 sugiere una red de

transmision de N. gonorrhoeae en un territorio mas aislado.

En Barcelona, se detectd un clado de 15 cepas resistentes a cefixima pertenecientes al MLST-
ST7363, que abarcan la mitad del total de cepas resistentes a cefixima del estudio, ademas de
otro clado formado por cuatro cepas con sensibilidad disminuida a ceftriaxona que

pertenecian al MLST-ST7827.

La secuenciacion de genoma completo es una herramienta eficaz para la vigilancia

epidemiolégica de N. gonorrhoeae y la deteccidn de genes de resistencia.

Estos resultados subrayan la necesidad de desarrollar e implementar un programa nacional
de vigilancia de la sensibilidad antimicrobiana que, junto con datos epidemioldgicos, permitira
mantener las guias nacionales de tratamiento actualizadas, la deteccidon temprana de aislados
MDR vy caracterizar los linajes circulantes de N. gonorrhoeae mediante secuenciacién de

genoma completo y su asociacidon con determinados grupos de pacientes.
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7. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Esta tesis contribuye a ampliar el conocimiento sobre la sensibilidad antimicrobiana y la
epidemiologia molecular de Neisseria gonorrhoeae en Espafia. Las conclusiones de esta tesis

doctoral abren nuevas lineas de investigacion, de las cuales destacan:

e Analizar in vitro posibles interacciones positivas o antagdnicas de combinaciones de

antibidticos.

e Caracterizar mediante WGS las 12 cepas con HL-AziR detectadas en Barcelona entre 2021
y el 2023 y estudiar la relacién clonal con las cepas detectadas entre 2016 y 2018 descritas

en esta tesis doctoral.

e Evaluarlaimplementacion de técnicas moleculares en los laboratorios de point of care que
permitan detectar la presencia de mutaciones asociadas a resistencias a quinolonas. Eso
permitiria tratar con ciprofloxacino las infecciones gonocdcicas en las que no se detecten

dichas mutaciones y asi conservar las cefalosporinas de espectro extendido.

e Realizar estudios de epidemiologia molecular a nivel nacional que, junto con datos
epidemiolégicos y fenotipicos, permitan conocer mejor la distribucién de N. gonorrhoeae
en el territorio nacional y ayuden a la deteccién de la posible propagacion de cepas

resistentes a los antimicrobianos.
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Neisseria gonorrhoeae culture growth rates from asymptomatic

individuals with a positive nucleic acid amplification test

Patricia Nadal-Barén, Paula Salmerédn, Jorge Nestor Garcia, Jesus Trejo-Zahinos, Elena Sulleiro,
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Grau, Montserrat Llinas, M2 Jesus Barberd, M2 Nieves Larrosa, Tomas Pumarola, Yannick Hoyos

Mallecot; Drassanes Exprés Collaborative Group.

Lett Appl Microbiol. 2022 Nov;75(5):1215-1224

Abstract

La infeccidn gonocdcica se diagnostica con frecuencia en localizaciones extragenitales en individuos
asintomaticos y se relacionan con una mala recuperacién en el cultivo, lo que dificulta las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana. El objetivo de este estudio fue evaluar las tasas de recuperacion de
Neisseria gonorrhoeae por cultivo entre individuos asintomaticos que dieron positivo en pruebas
de amplificacidn de acido nucleico entre 2018 y 2019 en Barcelona (Espaiia). En total, se realizaron
pruebas de deteccion de N. gonorrhoeae a 10.396 personas en la primera orina y en hisopos
rectales, faringeos y/o vaginales, segiin su comportamiento sexual. La prevalencia general de
infeccion fue del 5,5% (intervalo de confianza [IC] del 95%: 5,0-5,9). Setecientas diez muestras
resultaron positivas correspondientes a 567 individuos. El sitio mas comun de infeccion fue la
faringe (71,3%), seguida del recto (23,1%) y los genitales (4,7%) (P <0,0001). Se calcularon la tasa
de recuperacién de N. gonorrhoeae en cultivo, el tiempo desde la deteccidn positiva hasta la
muestra de cultivo y el retraso de la inoculacidn. La tasa de recuperacion fue del 21,7% en faringe,
66,9% en recto y 37,0% en genitales (25,0% vagina, 71,4% uretra) (P < 0,0001). El tiempo medio de
recogida del cultivo fue de 1 [0; 3] dias, y el retraso medio de la inoculacién fue de 5,01 [4,99 7,99]
h, sin impacto en la recuperacién de N. gonorrhoeae, P =0,8367 y P =0,7670, respectivamente. A

pesar de los esfuerzos por optimizar las condiciones preanaliticas, la tasa de recuperacién de N.
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gonorrhoeae en individuos asintomaticos es inaceptablemente baja (especialmente en la faringe),

lo que representa un problema para el seguimiento de las infecciones resistentes a los

antimicrobianos.
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Impact of time of culture specimen collection on the recovery

of Neisseria gonorrhoeae after a positive nucleic acid amplification test

Patricia Nadal-Bardn, Jesus Trejo-Zahinos, Jorge Nestor Garcia, Paula Salmerén, Elena Sulleiro,
Maider Arando, Vicente Descalzo, Patricia Alvarez-Lépez, Rachid el Ouazzani, Luis Lopez, Francesc
Zarzuela, Edurne Ruiz, Montserrat Llinas, Albert Blanco-Grau, Adrian Curran, M2 Nieves

Larrosa, Tomas Pumarola, Yannick Hoyos Mallecot.

Sex Transm Infect. 2023 Dec;99(8):520-526.

Objetivos:

El cultivo de Neisseria gonorrhoeae es esencial para la vigilancia de la resistencia antimicrobiana
(RAM). El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto del retraso en la toma de muestra para

cultivo tras un test de amplificacion de acido nucleico (TAAN) positivo en un programa de cribado.
Métodos:

Se evalud retrospectivamente el rendimiento del cultivo de N. gonorrhoeae en individuos
asintomaticos (en su mayoria hombres que tienen sexo con hombres) que acudieron a un cribado
de salud sexual y obtuvieron un TAAN positivo. Dos sistemas de cribado estaban disponibles:

cribado y notificacién de resultados en el dia (Drassanes Exprés) o cribado convencional
Resultados:

Se cribaron 10.423 personas, de los cuales, 809 (7,7%) obtuvieron una prueba positiva para N.

gonorrhoeae. Se testaron un total de 995 localizaciones anatdmicas. Se realizo el cultivo de 583 de
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las 995 (58,6%) localizaciones anatdmicas (Drassanes Exprés 278 de 347, 80,1%,; cribado estandar
305 de 648,47,1%; p<0,001). La recuperacion fue mayor cuando las muestras de cultivo se tomaron
dentro de los 3 a 7 dias posteriores al cribado, con solo una ligera caida en la recuperacién cuando
el intervalo se extendid a 7 dias. La recuperacién en faringe fue del 25,5% (38/149) en 3 dias, del
23,4% (19/81) después de 4-7 dias (p=0,7245), del 10,7% (11/102) tras 8-14 dias (p<0,0036) y del
4,5% (1/22) con demoras mas largas (p=0,00287). La recuperacion del recto fue del 65,3% (49/75)
en los primeros 3 dias, del 62,2% (28/45) tras 4-7 dias (p=0,7318), del 59,4% (41/69) después de 8-
14 dias (p=0,4651) y del 33,3% (6/18) con retrasos mayores (p=0,0131). El tiempo mediano de
recogida de muestras para cultivo fue de 1 dia en Drassanes Exprés frente a 8 dias en el cribado
estandar. En consecuencia, el rendimiento global del cultivo fue ligeramente superior en Drassanes

Exprés (102/278, 36,6% vs 99/305, 32,5%; p=0,2934).

Conclusiones:

La reduccién del intervalo entre el cribado y la toma de muestras para cultivo aumento la
recuperacion de N. gonorrhoeae en muestras extragenitales. La implementacién de un programa
de cribado y notificacion de resultados en el mismo dia aumentd la toma de muestras para cultivo

y el rendimiento del cultivo en nuestro entorno, lo que puede ayudar a la vigilancia de la RAM.
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