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Introduccion

1.1 Generalidades

La gonorrea es una infeccion conocida desde la antigliedad, existen referencias
a la uretritis venérea en antiguas escrituras chinas, el Antiguo Testamento de la Biblia
(Levitico) y otras literaturas antiguas. Galeno (130aC) introdujo el término gonorrea
(“flujo de simiente”), debido posiblemente a una confusion del exudado purulento con
semen (1). El microorganismo causal fue descrito en 1879 por Neisser y se cultivd en
1882 por primera vez (Leistikow y Loeffler). En la actualidad es la segunda infeccion de
transmisiéon sexual (ITS) de etiologia bacteriana mas prevalente en el mundo, tras la
causada por Chlamydia trachomatis. Lla infeccion estda producida por el
microorganismo Neisseria gonorrhoeae. Se trata de un microorganismo cuyo unico
huésped es el hombre y que siempre es considerado patégeno, incluso aunque los

sintomas de la enfermedad estén ausentes.

El género Neisseria comprende dos especies principalmente patégenas, N.
gonorrhoeae y N. meningitidis, y aproximadamente 30 especies normalmente no
patdgenas, entre las mas habitualmente referidas N. lactamica, N. sicca, N. cinerea, N.
flavescens, N. subflava, y N. mucosa. Estos microorganismos se encuentran
principalmente en las vias respiratorias altas como flora saprofita, y se pueden
encontrar también con menor frecuencia en el tracto urogenital. Son cocos gram
negativos (con un didmetro de hasta 2 um), aerdbicos, capndfilos (crecen mejor en
presencia de concentraciones definidas (3-7%) de diéxido de carbono (CO,)), no
contienen flagelos, no producen esporas, y dan positivas las pruebas de la oxidasa y la
catalasa. Normalmente se disponen en parejas con los lados adyacentes cdncavos, es
decir, en microscopia aparecen con forma de rindn o grano de café. Lo que distingue a
N. gonorrhoeae de otras Neisserias spp es que se trata de un microorganismo
particularmente sensible a factores ambientales desfavorables tales como
temperaturas extremas, la desecacion y condiciones alcalinas o acidas, por lo que
requiere medios de cultivo complejos enriquecidos con nutrientes para su crecimiento
in vitro. Contiene pilis en su superficie y utiliza glucosa pero no maltosa, sacarosa o

lactosa en su metabolismo, lo que también la distingue del resto de Neisserias (2).
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N. gonorrhoeae produce uretritis en hombres y cervicitis en mujeres. La
infeccion urogenital asintomatica no es comun en hombres, pero si en las mujeres (al
menos el 50%). La infeccidn rectal (proctitis) y faringea, habitualmente asintomaticas,
pueden darse en ambos sexos en funcién de la conducta sexual, pero es mas frecuente
en hombres que tienen sexo con hombres (HSH). Si no se detecta y no se trata o se
trata de forma inadecuada, la infeccion pude ascender hacia el tracto genital superior
y causar infeccién gonocdcica complicada en mujeres, como, por ejemplo, enfermedad
inflamatoria pélvica (EIP) y secuelas relacionadas como embarazo ectépico e
infertilidad, y edema de pene y epididimitis en hombres. También puede producir
conjuntivitis en adultos, pero mas frecuentemente en nifios recién nacidos,
“ophthalmia neonatorum”, durante el paso a través del canal del parto de una madre
infectada, lo que puede dar lugar a ceguera.Rara vez se puede producir en ambos
sexos una infeccidon gonocdcica diseminada (IGD), lo que es considerado como una

entidad clinica distinta de la gonorrea.

Este microorganismo representa un problema de salud publica muy relevante
tanto por su magnitud, ya que, seglin datos publicados por la organizacion mundial de
la salud (OMS), en el afio 2008 se produjeron aproximadamente 106 millones de
nuevos casos de infeccion gonocdcica en todo el mundo (3), como por sus
complicaciones. Ademas, la gonorrea esta asociada a la transmisién de otras
infecciones de transmisién sexual (ITS) y a infecciones por el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH).

Debido a la ausencia de vacunas efectivas contra la infeccidn, la realizacién de
un diagnodstico apropiado, asi como un tratamiento antimicrobiano efectivo, son las
principales herramientas para la prevencion y el control de la infeccién gonocdcica (4).
Sin embargo, existe gran preocupacion en todo el mundo en relacidon con el aumento
de la incidencia de la gonorrea (5), junto con la alta prevalencia de resistencia a los
agentes antimicrobianos historicamente recomendados para su tratamiento, es decir,
sulfonamidas, penicilinas, eritromicina, tetraciclina y ciprofloxacino, y la aparicion de
cepas con sensibilidad disminuida y / o resistencia a los agentes antimicrobianos

actualmente recomendados tales como azitromicina y cefalosporinas de amplio
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espectro, mas concretamente cefixima y ceftriaxona. Por lo que N. gonorrhoeae se
esta convirtiendo en una "superbacteria" que podria llegar a ser intratable en ciertas
circunstancias (6). En consecuencia, la infeccién gonocécica, incluyendo sus graves
complicaciones, causa una importante morbilidad y consecuencias socioeconémicas
(1).Por lo tanto, los esfuerzos internacionales para reunir informaciéon sobre las
tendencias emergentes en sensibilidad antimicrobiana junto con la vigilancia de
caracter regional, nacional e internacional de las caracteristicas epidemioldgicas y la

propagacion de N. gonorrhoeae se han convertido en una prioridad de salud publica.

1. 2 Epidemiologia y transmisién

La gonorrea es un importante problema de salud publica a nivel mundial. La
OMS publica un incremento global del 21% en el nimero de casos desde 2005, afio en
el que se notificaron 87,7 millones de casos, hasta el aifio 2008, en el que estima un
total de 106 millones de casos nuevos de N. gonorrhoeae en adultos de entre 15 y 40

anos (5).

Incidencia Prevalencia Incidencia Prevalencia
Regiones analizadas (por 1000 (%) global global

habitantes) (millones de (millones de

Mujeres Hombres Mujeres Hombres casos) casos)

Africa 49,7 60,3 2,3 2,0 21,1 8,2
América 18,5 27,6 0,8 0,7 11,0 3,6
Sureste Asiatico 16,2 37,0 0,8 1,2 25,4 9,3
Europa 8,3 7,0 0,3 0,2 3,4 1,0
Mediterraneo 8,1 11,6 0,3 0,3 3,1 1,0
Oriental
Pacifico Occidental 34,9 49,9 1,5 1,3 42,0 13,3

Tabla 1. Incidencia y prevalencia de los nuevos casos de gonorrea notificados durante el afio 2008 por la OMS (5)

Las estimaciones mas altas fueron en la Regién del Pacifico Occidental, el Sur de
Asia Sudoriental y la Regién de Africa (tabla 1). Sin embargo el nimero de casos
publicados es sustancialmente mas bajo, especialmente en entornos de bajos

recursos.Esto se debe a una subestimacion de los casos diagnosticados (por falta de
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métodos de diagnodstico apropiados y el pobre manejo de los sintomas) y/o a una

incompleta notificacion de los casos y vigilancia epidemiolégica (1).

Con el fin de obtener datos mas relevantes, la OMS indica que hay que actuar

sobre determinados puntos, en particular sobre:

Los datos de prevalencia: no disponemos de muchos estudios de prevalencia de

calidad. En concreto, se deberian de obtener los datos desglosados por poblaciones
urbanas vy rurales y por edad y sexo, ademas de fortalecer la vigilancia de ITS para
monitorizar su incidencia.

Las estimaciones de la duracién de la infeccidén: La duracidn media de la infeccién por

un patdégeno depende del patégeno, de la busqueda de poblacién susceptible por
parte de la atencidn sanitaria, y del acceso a la atenciéon médica. La informacion sobre
estos tres factores se encuentra muy limitada, lo que lleva a estimaciones imprecisas

de la duracion de la infeccion.

Estos datos desempefian un papel importante en la mejora de nuestro conocimiento

sobre la carga de la infeccidon gonocodcica.

En EEUU Las infecciones por N. gonorrhoeae son la segunda enfermedad
contagiosa de declaracién obligatoria mas comun. El Center of Diseases Control (CDC)
(7) informdé en 2007, 355.991 casos en EEUU, lo que representa una incidencia de
118,9 por 100.000 habitantes, aunque en los Ultimos afios se ha observado una leve
disminucion, con una incidencia en 2009 de 99,1 por 100.000 y en 2010 se publicaron
209.341 casos. La tasa de la gonorrea disminuyd en EEUU en un 74% desde 1975 hasta
1997 a raiz de la aplicacion del programa de control de la gonorrea a mediados de los
afios 70 (7). A partir de 1997, sin embargo, la incidencia global se ha mantenido
practicamente sin cambios. Las tasas varian considerablemente entre los estados, con
valores por debajo de 19/100.000 en el Noreste y el Oeste a valores de mas de
250/100.000 en el Sur. Antes de 1996, la tasa de enfermedad era consistentemente
mayor en los hombres, pero la incidencia ha sido similar o ligeramente mayor entre las
mujeres en los Ultimos anos. Los grupos de edad con mayor carga de la enfermedad

son los adolescentes y adultos jovenes entre 15 y 24 afos. En 2007, las tasas de
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gonorrea se mantuvieron mas altas entre los afroamericanos (663 por 100.000),
afectando especialmente a las mujeres afroamericanas de entre 15 y 19 afios (2.956

por 100.000).

Segun datos del European Center for Disease Prevention and Control (ECDC)(8),
en 2011, se notificaron 39.179 casos de gonorrea en 28 Estados miembros de la Unién
Europea (UE/EEE), no incluyendo los datos de Alemania y Liechtenstein; la tasa global

fue de 12,6 por 100.000 habitantes.

La infeccidn gonocdcica se notificod tres veces mas frecuentemente en hombres que en
mujeres en el afio 2011, con una tasa global de 21,2 por 100.000 en hombresy 7,6 por
100.000 en mujeres.

Casi la mitad de los casos (42%) se registraron en adultos jévenes. Un tercio de todos
los casos de gonorrea en 2011 (33%) fueron notificados en hombres que tienen sexo
con hombres (HSH).

Desde 2008, la mayoria de los paises de la Unién Europea (UE) han registrado
tendencias crecientes informandose un aumento en la tasa global de infeccion
gonocécica de un 31%. Aunque el ECDC sefiala que estas tendencias deben
interpretarse con cautela debido a la heterogeneidad de los sistemas de informacion y

de asistencia sanitaria.

En el Estado Espafiol la informacion epidemioldgica sobre las ITS se obtiene a
través del Sistema de Enfermedades de Declaracién Obligatoria (EDO) incluido en la
Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE). En el afio 2011 este sistema
notificd 2640 casos de infeccién gonocdcica con unas tasas de 5,72 casos por 100.000
habitantes en el conjunto de la poblacidon espafola. Si analizamos los datos en el
periodo 1995-2011 se observa un descenso en la incidencia desde el afio 1995 en el
que la tasa alcanzé un maximo de 11,69 casos por cada 100.000 habitantes hasta el
afio 2011 en el que se publicaron 5,72 casos por cada 100.000 habitantes (9). En
cambio, este descenso no es homogéneo ya que desde el afio 2002 se advierte un
incremento continuo en la incidencia (figura 1). Otra fuente de informacién
complementaria e independiente en nuestro pais es el Sistema de Informacién

Microbioldgica (SIM), el cual recoge la informacién de aproximadamente el 25% de la
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poblacién, a partir de una red de laboratorios situados en 12 comunidades auténomas.
Este sistema se encarga de la vigilancia epidemioldgica de N. gonorrhoeae, C.
trachomatis y virus herpes simple, estos dos ultimos no incluidos en el sistema EDO. En
el afno 2011 el SIM publicé 869 casos de N. gonorrhoeae. El grupo de edad mas
afectado fue el de 25 a 34 afios y el 86,2% de los casos se dieron en hombres. El SIM
coincidid con el sistema EDO en describir un incremento continuado de los
diagndsticos microbioldgicos de gonococo desde el afio 2002. Aunque este aumento se

atribuye en parte a la participacion de nuevos laboratorios en el sistema de

declaracion.
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Figura 1. Incidencia de ITS, niUmero de casos y tasas por 100.000 habitantes (Centro Nacional de Epidemiologia (9))

1. 3 Patogenia

Los gonococos se adhieren a las células mucosas, penetran en las células, se
multiplican y, posteriormente, pasan a través de ellas al espacio subepitelial donde se
produce la infeccion. Hay diferentes factores que contribuyen a la adherencia vy

penetracién de los gonococos, como son los pili, las proteinas PorB y Opa. El
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lipopolisacarido gonocécico estimula la respuesta inflamatoria y la liberacién del factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a), responsable de la mayoria de los sintomas que se
asocian a la infeccidbn gonocdcica. Estos y otros factores contribuyen a la
patogenicidad del microorganismo y su conocimiento nos ayudara a disefiar sistemas
de identificacion utilizando estos factores como dianas asi como desarrollar nuevos

sistemas para combatir la infeccién.

1.3.1 Proteinas de la membrana externa

. Fimbrias (pili): Algunas cepas de N. gonorrhoeae presentan fimbrias en su
superficie. Las cepas con fimbrias son mas virulentas que las variantes que carecen de
ellas ya que se adhieren mejor a las células de las superficies mucosas humanas y son
mas virulentas en modelos de cultivo de 6rganos y en experimentos de inoculacién en
seres humanos. En un modelo de explante de trompa de Falopio, las fimbrias median
el anclaje de los gonococos a las células no ciliadas del epitelio cilindrico. Este suceso
inicia la fagocitosis de los gonococos y el transporte a través de estas células a los
espacios intercelulares proximos a la membrana basal o directamente a los tejidos
subepiteliales. En las células del epitelio urogenital tanto de varones como de mujeres
existe CD46 (cofactor proteinico de membrana), y se ha determinado que es el
receptor de PilC (10); esta subunidad estd ubicada en la punta de la molécula de la
fimbria y es crucial como mediadora de la adherencia. Las fimbrias son ademas
fundamentales para la competencia genética y la transformacién de N. gonorrhoeae,
gue permite la trasferencia horizontal in vivo de material genético entre diferentes
estirpes de gonococos.

. Proteina de Opacidad (Opa): Otra proteina importante de la superficie
gonocdcica en la adherencia a las células epiteliales es la proteina Opa (denominada
anteriormente proteina I1). Esta contribuye a la adherencia intergonocdcica,
determinante del caracter opaco de las colonias de gonococo en el agar translucido y
de la adherencia del microorganismo a diversas células eucariotas, como los leucocitos
polimorfonucleares. Ciertas variantes de Opa promueven la invasién de células
epiteliales, y este efecto se ha relacionado con la capacidad de Opa de unirse a
vitronectina, glucosaminoglucanos y a varios miembros de la familia de receptores de

la molécula de adhesién celular relacionada con antigeno carcinoembrionario
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(carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule, CEACAM). Las proteinas
Opa de N. gonorrhoeae que enlazan con CEACAM 1 (10), la cual se expresa en los
linfocitos T primarios CD4+, suprimen la activacién y proliferacion de estos linfocitos.
Dicho fendmeno explica la reduccidn transitoria del linfocito T CD4+ en las infecciones
gonocdcicas.

. Porina (PorB): La porina (anteriormente denominada proteina ) esta
universalmente presente en la superficie de la membrana externa y es la proteina mas
abundante de la superficie gonocécica, constituyendo mas del 50% del total de
proteina de la membrana externa del patégeno. Esta proteina desempefia un papel
fundamental en la patogenia de la enfermedad. Las moléculas de porina existen en
forma de trimeros que proporcionan canales acuosos anidnicos a través de la
membrana externa hidréfoba. Laporina no suele sufrir variacion antigénica en el curso
de la infeccidn por lo que constituye la base de la serotipificacion gonocdcica (11). Se
presenta en dos clases antigénicas mayores denominadas PorBla y PorB1lb, las cuales
son profundamente investigadas ya que se consideran lo suficientemente antigénicas
como para desarrollar una posible vacuna (12). Las cepas individuales expresan sélo

uno de los dos grupos de proteinas PorB:

- Las cepas PorBla, son asociadas con frecuencia a Inmunoglobulina D. Estas
cepas son, en general, resistentes a la accién bactericida del suero humano, no
desencadenan una reaccion inflamatoria local importante y, por tanto, pueden
no provocar sintomas genitales. Estas caracteristicas pueden estar relacionadas
con la capacidad de unién a moléculas reguladoras del complemento
mitigando la reaccién inflamatoria. La porina puede trasladarse a la
membrana citoplasmatica de las células del huésped iniciando la endocitosis y

la invasion gonocdcica.

- Las cepas PorBlb, suelen provocar solo infecciones genitales circunscritas

(10).

. Proteinas enlazadoras de transferrina (Tbpl y Tbp2): Son proteinas de
membrana que, junto con la proteina enlazadora de lactoferrina, constituyen las

proteinas necesarias para obtener el hierro de la transferrina y la lactoferrina in vivo.
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Se ha demostrado que la transferrina y el hierro aumentan la adherencia de N.

gonorrhoeae privando de hierro a las células endometriales del ser humano (10).

Existe un sistema de tipado, el cual se desarrolla mas adelante, basado en la
secuencia de fragmentos internos del gen que codifica la proteina porB junto con la
secuencia del gen tbpB. Este gen codifica la subunidad B de la proteina Tbp (12), un
componente expuesto en la superficie periférica de la membrana externa del

microorganismo que se une a la transferrina humana (12).

. Proteina H8: Lipoproteina que abunda en la superficie de todas las cepas de
gonococo y que constituye una excelente diana para las pruebas de diagndstico
seroldgicas (10).

. Proteasa IgAl: Esta proteasa destruye la inmunoglobulina Al y, aunque su
papel en la virulencia es desconocido, se cree que lo protege de la accion de la IgA
mucosa (2).

. Proteina modificable por reduccion (Rmp), anteriormente denominada
proteina lll:Proteina de la membrana externa que se relaciona con la propension a

reinfeccion gonocdcica (10).

1.3.2 Lipopolisacarido

El lipopolisacarido gonocécico (LPSG) consta de lipido A y de un nucleo de
oligosacaridos que carece de la cadena lateral antigénica de repeticiones de O-
carbohidrato que se ve en otras bacterias gram negativas. El LPSG posee una actividad
notable de endotoxina y contribuye a los efectos citotdxicos locales del modelo de
trompa de Falopio. Los azucares del nucleo del LPSG experimentan una gran variacion
antigénica en diferentes condiciones de crecimiento; esta variacién es un reflejo de la
regulacién genética y de la expresiéon de genes de glucotransferasa que dirigen la
estructura hidrocarbonada del LPSG. Estas variantes fenotipicas pueden afectar a las
interacciones de N. gonorrhoeae con elementos del sistema inmunitario humoral
(anticuerpos y complemento) y también puede influir en la unién directa de los

microorganismos a fagocitos (10).

11



Introduccion

1.3.3 Factores dependientes del huésped

Ademas de las estructuras gonocdcicas que interaccionan con las células
epiteliales, los factores del huésped median en la entrada de los gonococos en las
células no fagociticas. La activacién de la fosfolipasa C especifica de fosfatidilcolina y
de la esfingomielinasa acida por N. gonorrhoeae, cuyo resultado es la liberacién de
diacilglicerol y ceramida, es un requisito esencial para la entrada de N. gonorrhoeae en
las células epiteliales. La acumulacién de ceramida en el interior de las células origina
la apoptosis, que puede quebrar la integridad epitelial y facilitar la entrada de

gonococos en el tejido subepitelial.

La liberacién de factores quimiotdcticos por efecto de la activacion del
complemento contribuye a la inflamacion, al igual que el efecto téxico del LPSG, que
provoca la liberacién de citoquinas inflamatorias (10). La porina gonocdcica promueve
la proliferacién de células T en personas con infeccidn gonocécica urogenital. En
personas con infeccion gonocdcica de las mucosas se observa un aumento importante
de los linfocitos T CD4+ productores de interleucina 4 y de linfocitos CD8+. Una parte
de estos linfocitos, que muestran una respuesta TH2 especifica de porina, podria
dirigirse a las superficies mucosas y participar en la proteccién inmunitaria. Existen
pocas referencias que indigquen que una infeccidon gonocdcica previa genere inmunidad
protectora, aunque los anticuerpos bactericidas y opsoninas contra porina y LPSG
podrian ofrecer una proteccidon parcial. Por otra parte, las mujeres infectadas y que
adquieren altos niveles de anticuerpos contra la proteina de membrana Rmp, son
especialmente propensas a la reinfeccidn gonocdcica, porque los anticuerpos Rmp
bloguean el efecto de los anticuerpos bactericidas contra porina y LPSG, aunque no se
ha desarrollado completamente el mecanismo de bloqueo (4). La Rmp apenas muestra
variacién antigénica entre una y otra cepa, por lo tanto, los anticuerpos contra Rmp
pueden ser bloqueadores potenciales de la destruccidon de todos los gonococos. Como
la Rmp posee una estrecha homologia con la OmpA de las enterobacterias y las
proteinas de clase 4 meningocdcicas, es posible que estos anticuerpos bloqueadores
sean una consecuencia de la exposicion previa a proteinas de estas especies con
reactividad cruzada, y también pueden desempefar un papel en la primoinfeccion por

N. gonorrhoeae.
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1.3.4 Resistencia del gonococo a los antimicrobianos

Por su importancia en el tema que nos aborda serd tratada mas adelante en el

aparatado “Tratamiento antibidtico” (1.6).

1.4 Manifestaciones Clinicas

La enfermedad es principalmente transmitida a través de practicas sexuales e
infecta las superficies mucosas de uretra, cérvix, recto, faringe y ojo. Ademas el ojo
puede ser infectado intraparto durante el paso del feto a través del canal del parto (2).
La gonorrea es minoritariamente asintomatica en hombres (<10%), pero
frecuentemente asintomatica en mujeres (=50%) (1), y en faringe y recto tanto en
hombres como en mujeres, y los sintomas, si estan presentes, pueden no ser
especificos (tabla 2). Por lo que son necesarios procedimientos de laboratorio para el
diagndstico, la deteccidn de casos, y las pruebas de sensibilidad antimicrobiana. El
diagnodstico de la gonorrea se establece mediante la identificaciéon de N. gonorrhoeae

en las secreciones genitales o extra-genitales.

1.4.1 Infeccion urogenital
1.4.1.1 Infeccion en hombres

La infeccion gonocdcica no complicada que se manifiesta mas frecuentemente
en hombres es la uretritis aguda. Los principales sintomas son secrecidén uretral, a
veces acompafnada con disuria, por lo general sin gravedad. Es posible la coinfeccion
del prepucio, la uretra y las glandulas bulbouretrales. Ademas, hasta en un 10% de los
casos se producen infecciones completamente asintomaticos (2). La mayoria de los
casos de uretritis no tratada se resuelven espontaneamente después de varias
semanas. Se pueden dar complicaciones localizadas tras la uretritis gonocdcica que
pueden dar lugar a infertilidad, como son: epididimitisaguda, edema de pene, y

abscesos de las glandulas bulbouretrales (1).

1.4.1.2 Infeccion en mujeres

En las mujeres, el endocérvix (cervicitis) es la principal localizacion de la

infeccion genital. Ademas, N. gonorrhoeae puede infectar la uretra, el recto, las

13



Introduccion

glandulas periuretrales de Skene (skenitis) y las gldndulas vestibulares mayores de
Bartolino (bartolinitis). El epitelio escamoso de la vagina por lo general no estd
infectado en mujeres sexualmente maduras. La alta tasa de infeccidén asintomatica en
las mujeres facilita la diseminacién de la enfermedad. Las principales manifestaciones
clinicas incluyen aumento de la secrecién vaginal, disuria y sangrado intermenstrual. La
ascension de la bacteria puede dar lugar a complicaciones como enfermedad
inflamatoria pélvica (EIP), que puede manifestarse por diversas combinaciones de
endometritis, salpingitis, absceso tubo-ovarico y peritonitis (2). También puede
incrementar el riesgo de embarazos ectdpicos e infertilidad (1). Ademads, aunque
aparezcan los sintomas, a menudo no pueden ser claramente atribuidos a la infeccién
por N. gonorrhoeae, ya que es frecuente la coinfeccion por Chlamydia trachomatis y

Mycoplasma genitalium (2).

1.4.1.3 Infecciones en hombres que tienen sexo con hombres (HSH)

En este subconjunto de hombres, ademas de las infecciones urogenitales
propias de esta enfermedad, son mds frecuentes las infecciones extragenitales como la
anorrectal y faringea, que es frecuentemente asintomatica. Esto es debido a que este
colectivo se involucra con mas frecuencia en conductas sexuales de riesgo, por
ejemplo, relaciones con multiples parejas andnimas y sexo oral y rectal sin protecciéon

(13).
1.4.2 Gonorrea anorrectal

Mientras que mas del 80% de las infecciones rectales permanecen
asintomaticas, algunos pacientes presentan proctitis aguda (2).

1.4.3 Gonorrea faringea

La infeccidn faringea es adquirida por exposicion sexual oral y generalmente es
asintomatica pero también puede causar faringitis o amigdalitis evidente (2). Aunque
probablemente la infeccion faringea es menos transmisible que la gonorrea rectal o
uretral, su naturaleza silente y su considerable prevalencia entre HSH, hace de esta

localizacion un reservorio frecuente de infeccion en HSH sexualmente activos (2). Sin
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embargo, dependiendo de la practica sexual, tanto la gonorrea anorrectal como la

faringea se pueden encontrar en ambos sexos (1).

1.4.4 Sindrome de Fitz Hugh Curtis

Se trata de una perihepatitis aguda asociada a EIP. Es un proceso que afecta a la
capsula hepdtica y al peritoneo adyacente, bien por diseminacion directa desde la
trompa de Falopio o bien por fendmenos inflamatorios locales mediados por

mecanismos inmunes desencadenados por N. gonorrhoeae o C. trachomatis (14).

1.4.5 Infeccion gonocodcica diseminada (IGD)

La IGD puede ocurrir en ambos sexos y refleja la difusion bacteriémica de N.
gonorrhoeage. Hoy en dia rara vez se encuentra, ya que menos del 1% de las
infecciones mucosas se complican (1). Se da especialmente en el embarazo, puerperio
y en situaciones de déficits del complemento (10). IGD se manifiesta generalmente
como artritis séptica, sinovitis o dermatitis y debe sospecharse en pacientes con
tenosinovitis, artritis y lesiones vasculares de la piel (exantema) (2). Casos de
endocarditis, pericarditis y meningitis pueden surgir como complicaciones raras de la

IGD.

1.4.6 Conjuntivitis

La conjuntivitis puede afectar a los adultos, pero con mayor frecuencia, la
infeccion del ojo produce conjuntivitis en el recién nacido, que puede llegar a producir

ceguera (1).

1.4.6.1 Conjuntivitis purulenta neonatal

La conjuntivitis del recién nacido (ophthalmia neonatorum) se transmite
durante el parto y se ve favorecida por la rotura prematura de las membranas y el
parto prematuro (2). Historicamente ha sido una causa frecuente de ceguera, ésta se
puede prevenir mediante la administracion de una solucidén acuosa al 1% de nitrato de
plata o una pomada antibidtica (por lo general contiene eritromicina) en la conjuntiva

tras el parto (2).
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1.4.6.2 Conjuntivitis en el adulto

La conjuntivitis gonocdcica en los adultos es generalmente unilateral (6) y suele

ser resultado de autoinoculacién, exposicidn oculogenital o exposicién orogenital. Si

no se trata a tiempo se podria desarrollar rdpidamente ulceracion corneal (2).

Gonorrea no complicada

Uretra

Copiosa secrecion purulenta
Escasa secrecién clara
Disuria

Endocérvix

Orificio cervical enrojecido

Secrecion purulenta

Disuria

Salpingitis

Sensibilidad abdominal inferior unilateral o bilateral

Recto

Copiosa secrecion purulenta
Ardor, dolor agudo
Tenesmo

Sangre en heces

Faringe

Faringitis media
Leve dolor de garganta
Eritema

Conjuntiva

Copiosa secrecion purulenta

Queratitis y ulceraciéon corneal, perforacion de las lentes
Cicatrizacion, opacificacion de las lentes

Ceguera

Gonorrea complicada

Complicaciones en hombres

Edema de pene

Absceso en las glandulas de Tyson
Absceso en las glandulas de Cowper
Vesiculitis seminal

Epididimitis

Infertilidad (raro)

Complicaciones en mujeres

Endometritis
Salpingitis

Absceso Bartolino
Linfadenitis

Absceso tubo-ovarico
Embarazo ectdpico
Infertilidad

IGD

Bacteriemia

Fiebre

Dermatitis (lesidon en piel: macular, eritematosis, pustular, necrética,
hemorrégicas)

Tenosinovitis

Artritis séptica

Endocarditis

Meningitis

Tabla 2. Manifestaciones clinicas de las infecciones gonocdcicas, segun datos de la OMS (3)
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1.5 Coinfeccion con otras infecciones de transmision sexual (ITS)

La infeccidon gonocécica, debido a su corto periodo de incubacion, es un buen
indicador de prdcticas sexuales de riesgo, y frecuentemente se asocia a la transmisién
de otras ITS concurrentes. Mas de 30 patégenos bacterianos, virales y parasitarios son
transmitidos sexualmente y, aunque algunos patégenos pueden adquirirse también
por otras vias, epidemiolégicamente, el contacto sexual es la via mas importante para
su transmisién de persona a persona. El fracaso para frenar la transmision de la
gonorrea también promueve la transmision de otras ITS tan importantes como la
infeccidn por el VIH (1). En los afios 80, la importancia epidemioldgica del VIH dejé
otras ITS en un segundo plano, pero en los ultimos afios, la idea de que son
enfermedades centinelas del VIH, y de que muchas de ellas son transmitidas
concurrentemente, ha vuelto a despertar el interés por estas infecciones. Ademas en
los ultimos afios se han dado grandes avances que han contribuido al diagndstico y la
patogenia de las ITS como las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAAN) y
técnicas de secuenciacién del genoma de muchos de estos microorganismos, el mejor
conocimiento de los mecanismos de virulencia y el uso de muestras no invasivas para
diagndstico (orina, saliva, etc.). La OMS estima que el nimero de nuevos casos
diagnosticados en 2008 de cuatro de las ITS mas frecuentes (infeccién por C.
trachomatis, N. gonorrhoeae, sifilis y tricomoniasis) es de 498,9 millones en la

poblacion adulta entre 15 y 49 aios (5).

1.5.1VIH

El primer caso de sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se describid
en 1981. Desde entonces se ha extendido por todo el mundo con una estimacion de 34
millones de personas infectados en todo el mundo y 2,7 millones de nuevas
infecciones durante el afio 2010 (15), llegando a alcanzar en algunos paises una
prevalencia >30% en adultos. A pesar de que se ha desarrollado un tratamiento
antirretroviral efectivo siguen apareciendo nuevos casos. Por lo que las mejores
estrategias para frenar la propagacién de la infeccidon son un diagnéstico accesible con
asesoramiento para la prevencién y la derivacién de las personas infectadas a una

atencién especializada. La transmisién se produce por intercambio de fluidos y por
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contacto con sangre contaminada con el virus. Las mujeres embarazadas infectadas
por el VIH pueden transmitir la infeccién al nifio durante el embarazo, a través del
canal del parto (peri-natal) y durante el amamantamiento (post-natal). Hoy en dia es
rara la trasnmision a través de los donantes de sangre ya que se llevan a cabo

controles estrictos que detectan anticuerpos en la sangre del donante.

El diagndstico se realiza a través de ensayos seroldgicos, fundamentalmente se
utiliza la técnica de ELISA y en algunas situaciones pruebas inmunocromatograficas
rapidas que no requieren mucha infraestructura y son utilizadas, sobre todo, en zonas
de menos recursos. Aunque estas pruebas son muy sensibles se dan resultados falsos
positivos por lo que se requieren pruebas confirmatorias con mayor especificidad.
Estas pruebas consisten en ensayos de Inmunofluorescencia, westernt blot o
inmunoensayo lineal. También se puede diagnosticar la infeccién detectando
directamente el virus o componentes del virus (antigeno p24, ARN o ADN proviral) por

TAAN.

1.5.2 Chlamydia trachomatis

La infeccién gonocdcica frecuentemente viene acompafiada por infeccién por
C. trachomatis, sobre todo en adolescentes sexualmente activos. Segun datos de la
OMS, en el aifio 2008 se declararon globalmente 105,7 millones de casos nuevos de
C.trachomatis (5). Esto sitUa a la clamidia como la ITS bacteriana mas frecuente junto

con gonorrea.

C. trachomatis se ha clasificado en tres biovares, que a su vez se dividen en
varios serovares o genotipos, definidos segun el tipo de infeccidn, localizacion de la

infeccion (tropismo tisular) y virulencia.

El biovar ocular consiste en los serovares A al C, los cuales se encuentran
principalmente en infecciones conjuntivales. El tropismo conjuntival no es unico,
especialmente en el serovar B que, aunque raramente, también se puede encontrar en
infecciones genitales.

El biovar que se transmite sexualmente es el predominante y consiste en los serovares

D al K, infectan al epitelio genital causando uretritis en hombres y cervicitis (y menos
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frecuentemente uretritis) en mujeres. Las infecciones asintomaticas son frecuentes,
cerca de un 50% en hombres y mas del 90% en mujeres (3). Si no se detecta la
infeccion y no se trata, puede ascender al tracto genital superior y causar epididimitis
en hombres y EIP en mujeres con secuelas como embarazo ectdpico e infertilidad.
Estos serovares pueden causar infecciones oculares en neonatos que lo adquieren a
través del canal del parto, pero no suelen ser responsables del tracoma. Estas
manifestaciones clinicas son similares a las de la infeccién gonocdcica aunque N.
gonorrhoeae tiende a producir una respuesta inflamatoria mas fuerte que C.
trachomatis (13).

Por ultimo, el biovar linfogranuloma venéreo (LGV) lo componen los serovares L1, L2 y
L3, transmitidos sexualmente pero con preferencia tisular por células linfoides y una
evolucion de la enfermedad mas agresiva, por lo que pueden causar enfermedad
sistémica con mas probabilidad que el resto de serovares. El LGV es endémico en
muchos paises desarrollados de todo el mundo y desde 2003, se han publicado brotes

de proctitis y proctocolitis por LGV en HSH (16,17,18,19).

Para su diagndstico histdricamente se ha utilizado el cultivo, pero es una
técnica compleja muy laboriosa y no presenta buena sensibilidad. Por lo que a
principios de los afios 80 se desarrollaron técnicas inmunoldgicas como la
Inmunofluorescencia directa (IFD) y el enzimoinmuno andlisis (ELISA) haciendo el
diagndstico mas asequible. Actualmente los métodos moleculares, en la mayoria de los
laboratorios, han sustituido al resto de técnicas, debido a sus multiples ventajas:
presenta mayor sensibilidad y especificidad, posibilidad de utilizar muestras no
invasivas, posibilidad de automatizacién y no necesita que el microorganismo se
encuentre viable; convirtiéndose en el patrén oro. Existen diferentes métodos
comercializados a este respecto (20,21,22), algunos de los cuales permiten

simultdaneamente la determinacién de clamidia y gonococo (3).

El tratamiento tiene como primeras alternativas doxiciclina oral 100 mg cada 12
h durante 7 dias o azitromicina oral 1 g en dosis Unica. Como alternativa a estas pautas
se dispone de eritromicina o levofloxacino. En gestantes, hay estudios que muestran

que la amoxicilina es tan efectiva como eritromicina y la azitromicina (23).
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1.5.3 Micoplasmas genitales

Micoplasmas es un nombre que se utiliza para englobar bacterias de vida libre,
muy pequefas, carentes de pared celular, pertenecientes a la clase Mollicutes. En el
tracto urogenital podemos encontrar M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum y U.
parvum (clasicamente conocido como U. urealyticum, biovarl). M. genitalium se
encuentra en un 1-3% de hombres y mujeres sexualmente activos. Los ureaplasmas se
pueden encontrar en cérvix o vagina del 40-80% de mujeres asintomaticas
sexualmente activas y M. hominis en el 20-50% (200,201). De acuerdo con esto los
micoplasmas deberian ser considerados flora sapréfita del tracto genital, sin embargo
son causa de enfermedad extragenital en pacientes con déficits de células B (hipo- y
agammaglobulinemia) y en recién nacidos prematuros. M. genitalium se ha asociado a
uretritis no gonocécica detectdndose en la uretra de un alto porcentaje de hombres
sintomaticos (15-20%). M. genitalium también afecta a mujeres causando uretritis,
cervicitis e infeccidn del tracto genital superior. M. hominis y ureaplasmas se detectan
mas frecuentemente en individuos sanos y su asociacion con infeccion urogenital

tanto en hombres como en mujeres todavia no esta clara (3).

El cultivo de M. genitalium es muy lento y dificil de realizar por lo que, por
motivos practicos, su diagndstico estd limitado a las TAAN. El tratamiento de eleccidn
es la doxiciclina y como alternativas clindamicina, azitromicina, levofloxacino o
ciprofloxacino. Aunque ya se han publicado resistencias en M. genitalium a

azitromicina (3) y quinolonas con alteraciones en gyrA vy parC (24).

1.5.4 Sifilis

Se calcula que hay 10,6 millones de casos nuevos de sifilis en el mundo (5). Se
trata de una ITS cronica, caracterizada por unas manifestaciones clinicas muy
especificas y largos periodos de latencia. El microorganismo que produce la sifilis es el
Treponema pallidum subespecie pallidum, una espiroqueta morfolégicamente y
antigénicamente idéntica a otras especies de espiroquetas de las cuales se diferencia
por el mecanismos de transmisién, epidemiologia, manifestaciones clinicas y métodos
genotipicos. La transmision se produce habitualmente por el contacto con lesiones

infectadas de mucosas o erosiones en la piel, y en embarazadas, por transmision
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transplacentaria al feto. En general la enfermedad se divide en varias fases segun las

manifestaciones clinicas y el curso de la infeccion:

Infeccion: Se produce una primera ulcera genital en el lugar de la infeccidn seguida de
un periodo de incubacién de 9-90 dias. La bacteria pasa rapidamente al torrente
sanguineo.

Sifilis primaria: La primera manifestacién en el adulto es una pequefa macula, que
pasa a pdpula y después a ulcera (chancro primario). Esta lesidon suele aparecer en el
glande o pene en los hombres y en la vulva, la pared vaginal o el cérvix en mujeres.
También se pueden producir lesiones orales, en practicas sexuales orales, y perianales
o rectales normalmente en HSH o mujeres con practicas anales. Estas lesiones pueden
pasar desapercibidas ya que son practicamente indoloras, por lo que, si no se trata, la
Ulcera desaparecera espontaneamente en 3-8 semanas sin dejar rastro. Estos chancros
iniciales se pueden asociar con adenopatias inguinales bilaterales no dolorosas.

Sifilis secundaria: si el paciente no se trata, aparece esta fase que puede darse desde 6
semanas a 6 meses después de la infeccion inicial. Incluso el chancro primario podria
estar presente cuando aparecen las lesiones secundarias. La primera caracteristica de
esta fase es la apariciéon de una erupcién de la piel distribuida uniformemente, no
irritante que puede ser macular, papular o papulo-escamosa, con frecuencia aparecen
en las palmas de las manos y plantas de los pies. La erupcidon puede ir acompana de
una linfadenopatia generalizada, fiebre, dolor de cabeza y malestar general. En las
zonas vulvar y perianal la lesion puede agrandarse, formando verrugas elevadas
conocidas como condilomas planos, y en las superficies de las mucosas se pueden
formar lesiones blanquecinas. Si esta fase no se diagnostica y no se trata, todos los
sintomas desapareceran y el paciente pasara a otro periodo de latencia que podria
durar afios.

Sifilis latente: se divide este periodo en sifilis latente precoz o tardia segun si el
diangdstico se realiza antes o después de un afo desde la adquisicion de la
enfermedad. Sin embargo a menudo es dificil saber el tiempo que ha pasado desde la
infeccion incial por lo que en estos casos se debe considerar infeccidén latente tardia.
En esta fase no estan presentes los signos y sintomas de la enfermedad por lo que el

diagndstico se tiene que realizar con ensayos inmunoldgicos.
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Sifilis terciaria: es considerada la fase destructiva de la enfermedad. Las
manifestaciones clinicas aparececen afios después de la infeccién incial, aunque en
pacientes coinfectados con VIH pueden aparecer antes. Las manifestaciones tipicas de
esta fase son enfermedad gomosa benigna, sifilis cardiovascular y neurosifilis, aunque

en algunos casos pueden coexistir varias a la vez (25).

En cuanto al diagndstico T. pallidum no puede crecer en los medios de cultivo
artificiales, por lo que se realiza con la deteccién directa por métodos como la
microscopia en campo-oscuro, Inmunofluorescencia directa, técnicas seroldgicas de

aglutinacién, y TAAN, en muestras de las lesiones.

La penicilina G parenteral es el antibidtico de eleccion para el tratamiento de la
sifilis. La dosis, la duracién y el tipo de penicilina que debe emplearse varian en funcion
de que se trate de una sifilis primaria, secundaria, latente, tardia o neurosifilis, asi
como de las manifestaciones clinicas (26). Como alternativas se pueden utilizar
doxiciclina o tetraciclina. Ademas de la penicilina G como antibidtico de eleccién
clasico en el tratamiento de esta ITS, en las sifilis primaria y secundaria puede utilizarse

la ceftriaxona.

1.5.5 Virus del herpes simple (VHS)

El VHS es la primera causa de ulceras genitales en paises desarrollados vy
subdesarrollados. Estd constituido por los tipos 1 y 2, los cuales comparten una
estructura genémica similar, con un 40% de homologia en la secuencia y un 83% de
regiones codificadoras de proteinas, lo que explica las numerosas similitudes viologicas
y antigénicas. Durante la infeccidn primaria el VHS entra a través de heridas de la piel y
mucosas, después se adhiere y entra en las células epiteliales donde comienza a
replicarse. El periodo de incubacidon de ambos virus es de 2 a 10 dias, pudiendo llegar
hasta 4 semanas. A continuacion es transportado al ganglio sensorial a través de las
terminaciones nerviosas sensoriales libres que corresponden a esa area de la piel. Las
manifestaciones cutdneas que presenta son lesiones vesiculares que evolucionan a
Ulceras dolorosas superficiales, costras y finalmente sanan espontdneamente en un

periodo de 2 a 3 semanas. Entre las complicaciones que puede desarrollar la infeccién
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por el VHS encontramos meningitis aséptica, rash vesicular, retencion urinaria,
radiculopatia por la afectacion de los nervios sacros, mielitis, incremento del riesgo de
adquirir infeccién de VIH (por la exposicidon de las lesiones) y la infeccién del recién
nacido por transmision vertical a través del canal del parto de una madre infectada.
Esto ultimo puede dar lugar a diseminacion del virus, afectando al sistema nervioso
central y con la posibilidad de muerte neonatal. Sin embargo sélo del 10 al 30% de las

nuevas infecciones son sintomaticas.

Tras la desaparicion de la lesidn inicial, el virus permanece latente en el ganglio
sensorial. El virus puede reactivarse periddicamente y viajar de vuelta a la superficie a
través de los nervios sensoriales. Se puede dar diseminacidn viral intermitente bien en
presencia de lesiones o en situaciones subclinicas. Cuando el virus se encuentra en las
superficies mucosas se produce la transmisién sexual. Los episodios sintomaticos
recurrentes suelen ser mas leves que los primarios, normalmente no duran mas de 10
dias, pero en individuos inmunodeprimidos pueden ser graves.Entre el 70 y el 90% de
las personas con sintomas genitales producidos por VHS-2 y del 20 al 50% de las
cuasadas por VHS-1 tendrdn una recurrencia en el primer afio. En los paises
desarrollados las infecciones genitales pueden ser producidas tanto por el VHS-1 como
VHS-2, en cambio en los paises subdesarrollados la infeccion por VHS-1 sigue
asociandose a infeccidn frecuente en nifios y el VHS-2 a transmisién sexual. Las
infecciones genitales por VHS-1 afectan casi a la mitad de los primeros episodios en
adultos jévenes y el VHS-2 aumenta después de la primera relaciéon de manera

constante con la edad.

La infeccion herpética genital normalmente se diagnostica por los signos
clinicos. Sin embargo se pueden confundir con ulceraciones por otras infecciones por
lo que se requiere la confirmacion diagndstica en el laboratorio. Los métodos de
diagndstico consisten en la deteccion directa del virus en material de las lesiones, la
utilizacién de métodos seroldgicos indirectos y la utilizacién de TAAN. El cultivo viral,
gue se ha utilizado durante afios, esta siendo desplazado por las técnicas de deteccidn

de ADN de VHS en muestras clinicas por las ventajas que posee.
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Tanto para el tratamiento del primer episodio como de las recurrencias se

recomiendan aciclovir, valaciclovir o famciclovir, en distintas dosis (26).

1.5.6 Virus del papiloma humano (VPH)

De los 120 tipos de papilomavirus conocidos,mas de 30 infectan el tracto
genital. Puede dar lugar a un espectro muy amplio de manifestaciones clinicas que van
desde un estado asintomatico a un carcinoma invasivo. Los tipos 6 y 11 son
considerados “de bajo riesgo” y son generalmente los causantes de las verrugas
visibles asociandose rara vez con carcinoma invasivo. En cambio los tipos 16, 18, 31, 33
y 35 se consideran de “alto riesgo” y se asocian a carcinoma genital. También pueden
dar lugar a verrugas visibles, pero puede ser debido a otros tipos ya que la infeccidn
puede estar provocada por varios tipos a la vez. Por lo que todos los pacientes con
verrugas genitales se deben considerar pacientes en riesgo de padecer cancer genital.
Se considera que el VPH produce a nivel mundial unos 270 millones de casos con
presencia de ADN viral, 27 millones con condilomas genitales, 27 millones de lesiones
de bajo grado, 1,5 de lesiones de alto grado y 0,4 carcinomas de cérvix (27). En
mujeres presenta una alta prevalencia con un 15% de casos en paises en vias de
desarrollo, también se ha descrito una prevalencia elevada en HSH en algunos paises
como Holanda (206) y en pacientes VIH. Su presencia en la localizacion anorrectal se

ha asociado a la infeccidon con clamidias, gonococos o VHS.

El diagndstico por cultivo es poco eficiente y el resultado serolégico no tiene

mucho valor, por lo que se basa en pruebas moleculares.

Las verrugas genitales pueden desaparecer espontaneamente, aunque,
también pueden permanecer o incluso crecer. Por lo que se recomienda el tratamiento
con el fin de eliminar las lesiones visibles y sintomaticas. Este tratamiento consiste en
la aplicacion tépica de acido salicilico al 20% vy, acido lactico en coloidén, o de
imiquimod en crema al 5%. Estos tratamientos tienen una respuesta incicial buena,
aunque los resultados no suelen ser satisfactorios ya que las recurrencias son
frecuentes. Tampoco se conoce muy bien el efecto del tratamiento sobre la

infectividad del virus, aunque parece que se reduce.También se puede utilizar
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criocirugia o cirugia con laser de CO, para eliminar las verrugas. Las formas graves

diseminadas pueden tratarse con interferén a-2b junto con ribavirina (26).

1.5.7 Trichomonas

Se calcula que hay unos 276,4 millones de casos nuevos cada afio en el mundo
(4). En los ultimos afios se ha observando un descenso en los paises occidentales pero
la prevalencia en paises subdesarrollados se mantiene elevada. Aunque el cultivo es el
patrén oro, ya que muestra una sensibilidad elevada, requiere 2-7 dias de incubacién,
por lo que hoy en dia existen métodos moleculares comerciales para el diagndstico
que detectan Trichomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis y Candida spp (23).El
tratamiento de eleccidn es tinidazol o metronidazol aunque el CDC estima que en

torno al 5% de las T. vaginalis aisladas presentan algun nivel de resistencia (28).

1.5.8 Molluscum

Molluscum es un virus que pertenece a la familia Poxviridae y produce una
infeccidn benigna que frecuentemente afecta a nifios, pero también se transmite por
relacion sexual produciendo papulas en la piel. Las lesiones tienden a desaparecer
espontaneamente en un periodo que va desde 6 meses a 5 afios, aunque en los
pacientes inmunodeprimidos, como los infectados por el VIH, pueden prolongarse mas
tiempo. La afeccién que produce no es grave, pero pueden producir molestias en las
relaciones sexuales llegando a provocar problemas psicoldgicos. Por todo esto y con el
fin de reducir la transmisibilidad y la autoinoculacion, se recomienda realizar
tratamiento. El tratamiento consiste en la aplicacidn tdpica de imiquimod al 5% y como
alternativas se puede administrar podofilotoxina al 0,5%, acido sialico, hidréxido

potasico al 10% (en nifios), tretinoina 0,1-0,0025% o cantaridina 0,7% (26).

1.5.9 Escabiosis

Esta infeccidn estd causada por el parasito humano Sarcoptes scabiei var.
hominis. Este excava tuneles en el estracto cérneo de la piel y se transmite por
contacto directo por lo que el contacto sexual es una causa frecuente de contagio.

Afecta mas frecuentemente a hombres que a mujeres y también mas a HSH que ha
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heterosexuales con una incidencia de un 1,5% (23). El tratamiento indicado es

permetrina topica al 5% o la administracién de una dosis de ivermectina 200 ug/kg.

1.5.10 Virus de la hepatitis B (VHB)

La transmision del VHB se produce fundamentalmente por via parenteral y
sexual. La prevalencia de infeccién por el VHB en Espafa es del 2-7%, por lo que es
considerado como un pais de endemicidad intermedia. Gracias a la inclusién de la
vacunacion de VHB en el calendario vacunal ha disminuido su prevalencia por debajdo
del 2% (29).La OMS estima que la infeccidn crénica por VHB es de 350 millones de
casos a nivel global, con una prevalencia mayor en los paises en vias de desarrollo. Esta
infeccion se asocia con un mayor riesgo de evolucién a cirrosis hepatica con la

consiguiente mortalidad.

Para detertar la infeccion por VHB se realizan pruebas seroldgicas que detectan
el HBsAg y pruebas moleculares que detectan la carga viral. La hepatitis B aguda
muestra sintomas en mas de la mitad de los casos y el 1% de las formas ictéricas puede
evolucionar a hepatitis fulminante. En nifios y jovenes suele ser asintomatica. Un
factor que predice la evolucidon a la cronicidad es la edad de adquisicion de la
enfermedad: en el 90% de los casos después de la infeccién perinatal, el 30% en ninos

de entre 1y 5 afios e inferior al 5% en adultos.

El tratamiento de la hepatitis B crénica tiene como objetivo mejorar la
supervivencia de los pacientes evitando la progresion a cirrosis e impidiendo el
desarrollo de descompensacion hepdtica, hepatocarcinoma y muerte. La
determinacion del tratamiento se basa en la carga viral, el nivel de transaminasas vy la
inflamacién hepatica observada en la biopsia hepatica. En la actualidad el tratamiento

se realiza con el interferdn pegilado o los andlogos de nucledtidos o nucledsidos.

1.5.11 Otras ITS

Existen otras ITS que, aunque no menos importantes, se encuentran con menor

frecuencia en nuestro medio.
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Haemophilus ducreyi, es el productor del chancroide o chancro blanco. Se trata de una
Ulcera genital que produce adenopatias inguinales que pueden supurar y también
puede dar lugar a ulceras cutaneas cronicas. Se encuentra distribuido especialmente
en Africa, Asia y América Central y del Sur. Es importante su busqueda ya que esta
descrito como un cofactor para la transmisién del VIH (23), por lo que su tratamiento
supone una medida preventiva sobre esta infeccion.

Virus de la hepatitis A (VHA), se trata de una infeccion endémica en Espafia cuya
incidencia ha disminuido drasticamente a raiz de la implantacion la vacunacién en
poblacién de riego (en 1996). La principal via de contagio es la via feco-oral, bien a
través de agua o alimentos contaminados o por contacto interpersonal. El virus se
elimina por heces y pude ser contaminante hasta 3 meses después del episodio de
ictericia. Se ha descrito también la transmision a través de trasfusiones, el uso de
drogas via parenteral y la transmisidn sexual, siendo la prevalencia, en caso de brote
en HSH, del 10% (30). Por otro lado, el riesgo materno-fetal es muy bajo. Por lo tanto
se consideran grupos de riesgo los contactos sexuales de personas con hepatitis A
sobre todo en HSH, adictos a drogas por via parenteral (ADVP), viajeros
internacionales, nifios y sanitarios de centros de dia.

Virus de la hepatitis C (VHC): Su estimacion es de 150 millones de infectados en el
mundo con 3 millones de nuevas infecciones por afio (31). La via de transmisién mas
importante es la parenteral y, aunque historicamente se ha transmitido
principalmente por transfusiones de sangre y hemoderivados, actualmente debido al
control en la deteccidon del VHC en bancos de sangre esta via ha desaparecido, siendo
la principal poblacién de riesgo los ADVP. También se ha demostrado la transmisién
sexual que, aunque menos efectiva, es posible y la transmision vertical es muy poco
frecuente. Por lo tanto se recomienda realizar el cribado de VHC en personas con
relaciones sexuales de alto riesgo. De esta forma se puden identificar aquellas
personas que desconocen su estado de portador con el fin de realizar el seguimiento
clinico necesario y evitar el diagndstico tardio en fases muy avanzadas de la

enfermedad con altas tasas de morbi-mortalidad.

También encontramos otros microorganismos con cierta implicaciéon en

infecciones genitales y con posible transmisidn sexual aunque no se reconocen como
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porductores de ITS clasicas. Uno de ellos es Haemophillus spp. que ha sido aislado en
algunos casos de uretritis, epididimitis, cervicitis y abscesos de Bartolino.
Recientemente se ha asocioado a Haemophillus influenzae con algunos casos de
vulvovaginitis recurrente. También se han descrito casos de vaginitis, proctitis y
uretritis causados por N. meningitidis y se ha demostrado su transmision por via oral-
genital (23). En HSH se han descrito brotes de uretritis producidos por Escherichia coli.
Al igual que se transmiten parasitos como S. scabiei o Pthirus pubis también se puede

adquirir tinea cruris por medio de relaciones sexuales.

1.6 Tratamiento antibiotico

En objetivo de la terapia antimicrobiana es curar casos individuales para reducir
el riesgo de complicaciones y prevenir una mayor transmision de la infeccidn

gonocdcica.

1.6.1 Historia de los regimenes de tratamiento

Antes de la era de los antibidticos, el tratamiento de la gonorrea consistid
principalmente en vivir un estilo de vida mds saludable, con aire fresco, comida
adecuada y descanso, abstencién alcohdlica y de actividad sexual, y la administraciéon
de tratamiento basado en diferentes tipos de balsamos, irrigaciones uretrales,
compuestos quimicos, e hipertermia. Durante la segunda mitad del siglo XIX, la
gonorrea se trataba con la administracion de diferentes sustancias y ungilientos cuya
finalidad era mantener el cuerpo fresco, evitar la irritacion y diluir la orina para
disminuir los sintomas inflamatorios (32). La uretritis aguda también se trataba con
irrigacion uretral con diluciones de permanganato potdsico caliente durante varias
semanas (32,33). A finales de 1800, se inicid6 la busqueda de compuestos
antibacterianos mas especificos, y se investigaron muchos compuestos metalicos,
como compuestos de arsénico, antimonio, bismuto, oro, plata y mercurio. Durante la
Primera Guerra Mundial, los soldados recibieron paquetes profilacticos que contenian
preservativos, ungiiento calomel (cloruro de mercurio) y compuestos de plata, y
disponian de centros de tratamiento poscoital (32,33). Los compuestos de mercurio
fueron utilizados con frecuencia mds tarde (34). La artritis gonocécica se trataba

administrando calor, con tasas de curacion del 80 al 90%, para ello se utilizaba una
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cabina que soélo dejaba fuera la cabeza y alcanzaba temperaturas de unos 41°C

durante 4-6 horas (35). De esta forma también se resolvian los sintomas genitales.

En 1935, Gerhard Domagk descubrié la sulfanilamida (33). Las sulfonamidas
fueron los primeros antimicrobianos utilizados para el tratamiento de la gonorrea, con
una tasa de curacién del 80 al 90% de los casos. Pronto se observaron fracasos con la
sulfanilamida y entonces se utilizé sulfapiridina, aunque sélo llego a estar disponible
de 1940 a 1941 (36). El siguiente farmaco introducido fue el sulfatiazol, tan eficaz
como la sulfapiridina pero con mejor tolerancia (37-39). En la década de los afios 40
mas del 90% de los aislamientos de gonococo eran resistentes a sulfonamidas in vitro,
aunque algunas como el sulfametoxazol en combinacidn con trimetoprim, se siguieron

utilizando durante décadas (33).

En 1928 Alexander Fleming descubrido accidentalmente un compuesto
producido por un hongo que eliminaba estafilococos y otras bacterias. Este hongo se
identificd como Penicillium y al compuesto se le llamé inicialmente “zumo de moho” y
mas tarde, a principios de 1929, penicilina. Sin embargo, la penicilina no se documenté
hasta 1943 como tratamiento efectivo de la uretritis gonocdcica, lo que marcd una
nueva era en el tratamiento de la gonorrea, sustituyendo a las sulfamidas como
tratamiento de primera linea (40,41). La penicilina era efectiva a dosis bajas (45 mg)
curando mas del 90% de los casos, pero con el tiempo, las concentraciones minimas
inhibitorias (CMls) de penicilina fueron aumentando por la aparicién de resistencias
cromosomicas, y las dosis se incrementaron para obtener mayores tasas de curacién
(42). En 1946, se publicaron los primeros casos de resistencia a altas dosis de penicilina
(0,6 a 1,6 millones de unidades) y se siguieron aislando durante las dos décadas
posteriores. A pesar de ello la penicilina se siguié utilizando hasta que, tras una
“epidemia” de gonorrea en EEUU y en paises asociados con la “revolucion sexual” de

los afios 60, se publicaran los primeros fracasos en el tratamiento (42).

En 1976 se detectd la produccidn de dos tipos de 3- lactamasas plasmidicas que
causaban alto nivel de resistencia a penicilina en cepas aisladas en EEUU y Reino Unido
provenientes de Asia Sur-Oriental y el oeste de Africa subsahariana (43). Sin embargo

no fue hasta una década mas tarde cuando se abandond su uso en el tratamiento de la
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gonorrea de primera linea, en EEUU y varios paises de alrededor, por la aparicion de
resistencia mediada por codificacion cromosémica (44). Actualmente, las cepas
gonocacicas con resistencia a penicilina, mediada por plasmidos y / o cromosdmica,

son frecuentes a nivel mundial (42).

En 1945, Benjamin Minge Duggar descubrié la primera tetraciclina,
clortetraciclina. Pronto se empezaron a utilizar para tratar la gonorrea, especialmente
en pacientes con alergia a la penicilina. Sin embargo, las CMIs de tetracilina contra las
cepas de gonococo se incrementaron con el tiempo, debido a los determinantes
cromosémicos de resistencia (45). La aparicion del determinante tetM (el cual
ocasiona resistencia de alto nivel a tetraciclina) en el plasmido conjugativo a mediados
de la década de 1980 (46) dio lugar a la exclusién de tetraciclina de las guias de
tratamiento en los EEUU y muchos paises de todo el mundo. Estas cepas de gonococos
con resistencia de alto nivel a tetraciclinas actualmente estdn extendidas por todo el

mundo (42,47).

A principios de 1960, se sintetizd y comercializd la espectinomicina como
tratamiento de la gonorrea y fue muy utilizada en los casos con resistencia de alto
nivel a penicilina (48). En 1967 se publicé la primera cepa de gonococo resistente a
espectinomicina en Holanda (49) y durante los afios 80 se publicaron muchos casos de
resistencia en paises en los que se habia utilizado como tratamiento de primera linea
(50-52) por lo que se terminé abandonando su uso como monoterapia empirica de
primera linea a nivel internacional. En la actualidad es raro encontrar cepas de
gonococo resistentes a espectinomicina en cualquier parte del mundo, sin embargo en
muchos paises, incluido Espafia, se dejé de utilizar por el temor a una rapida apariciéon
de resistencias al introducirlo en el tratamiento de primera linea, por lo que,
actualmente no se encuentra disponible de forma comercial. Ademas las tasas de
eficacia en la gonorrea faringea no son muy altas por lo que no se recomienda su uso

en esta localizacién (53).

En la década de los afios 60, George Lesher y colaboradores descubrieron las
guinolonas sintéticas como subproducto de la fabricacion de cloroquina,

introduciéndose el acido nalidixico para el tratamiento de las infecciones del tracto
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urinario. Posteriormente se introdujeron las fluoroquinolonas ciprofloxacino vy
ofloxacino como quinolonas de mas amplio espectro. A mediados de los afos 80 se
empez6 a utilizar ampliamente ciprofloxacino en el tratamiento de la gonorrea a bajas
dosis (250 mg), pero en 1990 se elevaron las dosis (500 mg) por la aparicién de los
primeros fracasos clinicos al tratamiento (54), extendiéndose rapidamente la
resistencia desde la Region del Pacifico Occidental de Asia a todo el mundo o
emergiendo de forma independiente (55-58). En el afio 2000, en EEUU las cepas
resistentes a fluoroquinolonas fueron importadas de Asia a través de Hawaii vy
posteriormente se propagaron por la costa oeste al resto de los EEUU en su mayoria
entre HSH (59). En el afio 2007 el CDC recomenddé abandonar el uso de
fluoroquinolonas en el tratamiento de primera linea de la gonorrea (60). En la
actualidad, la prevalencia de cepas de gonococo resistentes a fluoroquinolonas es alta

en todo el mundo (4,33,42,47,61,62,64).

En 1952, se descubrieron los macrélidos cuando se aislé eritromicina a partir de
un microorganismo del suelo (Streptomyces erythraeus), y en 1980 se desarrollé la
azitromicina, como derivado sintético de la eritromicina. Los datos clinicos y la
resistencia in vitro mostraron que la eritromicina no era eficaz en el tratamiento de la
gonorrea (33), sin embargo la azitromicina si resultaba eficaz . A mediados de los anos
90 se empezaron a publicar casos de sensibilidad disminuida y resistencia a
azitromicina en paises donde se utilizaba frecuentemente azitromicina para el
tratamiento de ITS bacterianas (65-69). Se han identificado cepas de gonococo con
resistencia de alto nivel a azitromicina (CIM =256 pg / ml) en diferentes paises:
Escocia (70), Inglaterra (71), Argentina (72), Italia (73), EEUU (74) , y Suecia (75). Por lo
gue, a pesar de que se sigue utilizando azitromicina en muchos paises, no se
recomienda su uso en monoterapia empirica para el tratamiento de la gonorrea, pero
si que se recomienda su uso combinado con otros antibidticos (76,77), no solo por la
preocupacion de seleccionar rdpidamente cepas resistentes, sino también por la

posible aparicion de efectos adversos al tomar azitromicina oral a dosis de 2 g (71).

Los primeros compuestos de cefalosporinas fueron aisladas de los cultivos del

hongo Cephalosporium acremonium, descubiertos por Giuseppe Brotzu en 1948 (1).
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Tras modificaciones quimicas de estos compuestos surgié la primera cefalosporina de
utilizacion en clinica, la cefalotina (en 1964). Tras la eliminacion a nivel internacional
de las fluoroquinolonas como tratamiento de primera linea en el tratamiento de la
gonorrea, las cefalosporinas de tercera generacion (CTG), ceftriaxona (inyectable) y
cefixima (oral) son las recomendadas para el tratamiento (33,77,78). En algunas zonas
también se han utilizado otras cefalosporinas orales cuando cefixima no ha estado
disponible, como cefditoren y celdinir en Japdn, cefuroxima en Europa, cefpodoxima

en los EEUU, y ceftibuteno en Hong Kong (33,78-80 ).

Las primeras cepas resistentes a CTG se detectaron en Japdn a finales de los
afios 90 (81-84). Esto puede ser debido a que en Japén no se aprobd el uso de
ceftriaxona en el tratamiento de la gonorrea hasta finales de los afios 90 y hasta ese
momento se utilizaban regimenes de tratamiento multiples con cefalosporinas orales a
bajas dosis o se utilizaba cefixima en dosis Unica a dosis de 300mg, cuando la dosis
utilizada internacionalmente era de 400 mg, por lo que no se alcanzaba la CMI y se
seleccionaban cepas resistentes a cefalosporinas (82,83,85,86). Por todo esto en el afio
2006, se excluyeron las CTG orales de todas las guias de tratamiento japonesas, y
desde entonces, ceftriaxona (1 g por via intravenosa), cefodizima (1 g por via
intravenosa), y espectinomicina (2 g por via intramuscular) constituyen el tratamiento
empirico de primera linea para el tratamiento de la gonorrea no complicada anogenital

y faringea en ese pais (87).

Desde entonces se han publicado cepas con sensibilidad disminuida vy
resistencia a CTG en todo el mundo (42,62,63,64,65,66,88,89,90). La vigilancia de la
resistencia antimicrobiana gonocédcica es escasa en muchas regiones por lo que la
carga global de sensibilidad disminuida y resistencia a CTG es en gran parte
desconocida. En la actualidad hay casos publicados de fracasos en el tratamiento con
cefixima en Japon, varios paises de Europa, Canadd y Sudamérica (82,84,91-96), y
fracasos en el tratamiento de la gonorrea faringea con ceftriaxona en Japdn, algunos

paises europeos , y Australia (97-101).

Es alarmante la aparicion de las primeras cepas de gonococo con resistencia

extendida (XR) que exhiben resistencia de alto nivel a las CTG utilizadas en el
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tratamiento de la gonorrea con resistencia ademas a muchos de los antimicrobinos
disponibles terapéuticamente, estas cepas se han identificado en Kyoto, Japon (97),
Quimper, Francia (91) y Catalufia, Espafia (102). Estas cepas XR han sido aisladas en
poblacién de alto riesgo de transmision como trabajadores del sexo comercial o HSH. A
partir del momento en el que la ultima opcidon de tratamiento de primera linea en
monoterapia es la ceftriaxona, se puede producir un aumento en la aparicion de cepas
XR y podriamos llegar a una situaciéon en la que la gonorrea no se podria tratar
utilizando monoterapia antimicrobiana. Afortunadamente, tras la identificacion de la
primera cepa XR (HO041) se produjo un incremento en la vigilancia, emprendido en

Kyoto y Osaka (del afio 2010 al afio 2012), y esta cepa no se ha vuelto a aislar (103).

1.6.2 Regimenes de tratamiento recomendados en la actualidad

Los regimenes de tratamiento recomendados en nuestro pais para las
infecciones gonocdcicas no complicadas, infeccién uretral, cervical, rectal o faringea,
son la terapia con ceftriaxona en dosis Unica de 250 a 500 mg via intramuscular (en
nifios dosis de 125mg) o cefixima en dosis Unica de 400 mg via oral junto con
azitromicina 1-2 g. En casos de infeccién gonocdcia diseminada, bacteriemia vy artritis
las recomendaciones son ceftriaxona 1g al dia via intramuscular o intravenosa, durante
dos o tres dias y después continuar con cefixima 400 mg al dia por via oral hasta
completar de 7 a 10 dias de tratamiento. En casos de meningitis se recomienda
ceftriaxona en dosis de 2 g al dia via intravenosa durante 10 dias y en caso de
endocarditis el mismo régimen terapéutico durante 4 semanas. Para el tratamiento de
la ophthalmia neonatorum se administra ceftriaxona en dosis de 25-50 mg/kg via

parenteral (hasta 125mg) en dosis Unica (104).

Las alternativas al tratamiento de primera linea son las fluoroquinolonas orales,
bien ciprofloxacino 500 mg (la mas utilizada) o levofloxacino 500 mg, o azitromicina en
dosis de 2 g via oral en dosis Unica. La meningitis y la endocarditis pueden tratarse con
penicilina G 12x10° U/dia (confirmando siempre que la cepa sea sensible). A la hora de
utilizar las fluoroquinolonas para el tratamiento de la gonorrea hay que tener en
cuenta que en algunas areas de nuestro pais mas del 30% de las cepas de gonococo

son resistentes. Si el tratamiento antimicrobiano se realiza con un antibidtico
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betalactamico, es aconsejable afiadir doxiciclina 100 mg cada 12 h via oral durante 7
dias o azitromicina 1 g en dosis Unica, con el fin de erradicar la posible infeccidn
coexistente por C. trachomatis. En areas con prevalencia de cepas con sensibilidad
disminuida a CTG (con prevalencias mayores del 5%), el tratamiento empirico inicial
puede llevarse a cabo con la asociaciéon de ceftriaxona en dosis de 500 mg por via
intramuscular y azitromicina 2 g via oral en dosis Unica (104). Ceftriaxona vy
azitromicina en dosis Unica probablemente son eficaces también frente a la sifilis en
periodo de incubacidn, en cambio la eficacia de cefixima en la sifilis no se conoce. Hay
gue tener en cuenta que las fluoroquinolonas no son activas frente a T. pallidum. Los

espermicidas como el nonoxynol-9 reducen el riesgo de contagio por gonococo (104).

Otras indicaciones importantes que apuntan las guias de tratamiento de ITS son
tratar a los contactos sexuales de hasta 2 meses antes del episodio, evitar el coito sin
preservativo hasta que el paciente y sus contactos hayan completado el tratamiento y

realizar pruebas para diagndstico de otras ITS.

1.6.3 Mecanismos de resistencia antimicrobiana en N. gonorrhoeae

La resistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae tiene importantes
implicaciones en el control de la infeccion gonococica y de sus complicaciones. Como
ya se ha comentado, existe una gran preocupacion debido a la aparicion de cepas de
N. gonorrhoeae multirresistentes (MR) y cepas con resistencia extendida (XR) que
incluyen resistencia a la ceftriaxona que es la ultima opcidn de tratamiento de primera
linea en monoterapia. Seglin Unemo et al. (1), se definen como cepas MR las cepas
que son resistentes a una clase de antibioticos de los actualmente recomendados para
el tratamiento de primera linea, (CTG [orales o inyectables son considerados por
separado] o espectinomicina) y dos o mas clases de antibidticos de los frecuentemente
utilizados o recomendados para su tratamiento (por ejemplo, penicilinas,
fluoroquinolonas, azitromicina, aminoglucdsidos y carbapenems). Las cepas XR son las
resistentes a 2 clases de antibidticos de los actualmente recomendados para el
tratamiento de primera linea y tres o mas clases de antibioticos de los frecuentemente

utilizados o recomendados para su tratamiento. Aunque seguln otros autores, se
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definen como MR las cepas resistentes a tres o mas antibidticos de los frecuentemente

utilizados o recomendados para su tratamiento (105).

Una propiedad que caracteriza a N. gonorrhoeae es su extraordinaria capacidad
de mutacidn genética ya que presenta competencia natural para transferir fragmentos
de genes o genes enteros (por transformacion y posterior recombinacién con el
genoma) o por mutaciones especificas, durante todo su ciclo de vida. Estos
mecanismos los utiliza para adaptarse y sobrevivir a los ambientes hostiles del entorno
y las diferentes situaciones en el huésped humano, siendo un gran ejemplo de
supervivencia. De esta manera N. gonorrhoeae va evolucionando y desarrollando
mecanismos fisioldgicos de resistencia a los antibioticos utilizados para su tratamiento,

mediante diferentes mecanismos:

destruccion o modificacion del antimicrobiano por medios enzimaticos.
modificacion de la diana o reduccién de la afinidad por los antimicrobianos.

disminucion de la entrada de los antimicrobianos al microorganismo.

AN N NN

aumento del flujo de salida de los antimicrobianos del microorganismo.

En N. gonorrhoeae la mayoria de los determinantes de resistencia se sitdan en
los cromosomas, y sélo se transmiten por plasmidos el gen blae,(106,107) y el gen
tetM (46), que confieren resistencia de alto nivel a penicilina y tetraciclina
respectivamente. La adquisicion de determinantes de resistencia puede producir
resistencia in vivo en algunos casos pero en otros casos solo confiere un aumento
gradual de resistencia que sélo se manifiesta clinicamente si hay mdas determinantes
de resistencia acumulativos. Esto es lo que ocurrié con la penicilina, que desaparecid
como tratamiento efectivo de la gonorrea debido a la adquisicion de varios

determinantes cromosdmicos de resistencia.

La exposicion de N. gonorrhoeage y de otras especies de Neisserias a los
antimicrobianos indicados para el tratamiento de la gonorrea u otras infecciones
pueden seleccionar cepas resistentes. Las cepas de Neisseria spp. saprofitas habitan en
zonas anatdmicas, como la faringe, y a menudo estdn expuestas a los antimicrobianos.

Por lo que la resistencia antimicrobiana puede surgir inicialmente en las cepas de
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Neisseria spp. saproéfitas actuando como reservorio de genes de resistencia que se
pueden transferir facilmente a las cepas gonocdcicas por transformacion. Se ha
sugerido que la convivencia de cepas de gonococo con Neisseria spp. en la gonorrea
faringea asintomatica durante largos periodos de tiempo sea lo que proporcione el
ambiente propicio para que se lleve a cabo esta transferencia de genes
(42,59,62,108,109). Estas cepas resistentes pueden propagarse posteriormente,
primero dentro de una zona geografica y después establecer una presencia
internacional. La frecuencia de transformacién de ADN cromosdmico en gonococos es
muy alta, sin embargo, la frecuencia con la que se da la transformacién plasmidica es
mucho mas baja. De esta forma, aunque la tasa de mutaciones espontaneas que
determinan resistencia sea baja (110), la transferencia horizontal de estos alelos por
transformacién es muy eficiente en la difusion de las resistencias dentro de la

comunidad.

Resistencia a Sulfonamidas

Las sulfonamidas se dirigen a la enzima bacteriana dihidropteroato sintetasa
(DHPS), inhibiendo asi la sintesis del acido folico en la bacteria. La resistencia a
sulfamidas puede estar mediada por la sintesis excesiva de acido p-aminobenzoico,
gue diluye el antimicrobiano, o por alteraciones en el gen folP (mutaciones puntuales o
la presencia de un gen mosaico que contiene secuencias de ADN de Neisseria spp.
saprofitas), que codifica la enzima DHPS diana. Las alteraciones de la enzima DHPS
dan como resultado una disminucidn significativa de la afinidad de sulfonamidas y por

lo tanto un efecto bacteriostatico (87,111,112).
Resistencia a Penicilina
v Resistencia plasmidica

Los antimicrobianos [-lactamicos, tales como penicilinas y cefalosporinas,
inhiben la formacién de los enlaces cruzados del peptidoglicano en la pared celular
bacteriana a través de la unién del anillo beta-lactamico a la enzima transpeptidasa

(proteina de unidn a la penicilina [PBP]), lo que da lugar a una actividad bactericida.

Las cepas gonocdcicas con resistencia de alto nivel a la penicilina mediada por
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plasmidos contienen tradicionalmente pldsmidos con un gen blarem.1, que codifica una
[-lactamasa tipo TEM-1. Esta enzima hidroliza el enlace amida ciclica de las penicilinas
sensibles a B-lactamasas, abriendo el anillo B-lactamico e inactivando la penicilina. Las
B-lactamasas plasmidicas de N. gonorrhoeae fueron adquiridas probablemente por
transferencia en la convivencia con Haemophilus parainfluenzae, lo que puede dar
lugar a un plasmido R estrechamente relacionado, RSFO885 (113,114). Después de las
primeras descripciones de cepas gonocdcicas productoras de [3-lactamasas plasmidicas
en 1976 (78,79), estas cepas y los propios plasmidos se propagaron rapidamente a
nivel internacional. Se han descrito diferentes tipos de plasmidos pero todos ellos
contienen un elemento transponible TnA (Tn2) que lleva el gen blagv.1 que codifica la

-lactamasa TEM-1.

v Resistencia cromosomica

En los gonococos resistentes a la penicilina, tradicionalmente ha habido de 5 a
9 mutaciones en el gen penA (que codifica PBP2, la principal diana letal de los
antibidticos [-lactamicos), y juntas disminuyen las tasas de acilacién de PBP2, por
consiguiente, disminuyen la sensibilidad a la penicilina (38,115,116). Estas mutaciones
fueron adquiridas por gonococos a través de la transformacidn de secuencias penA de
Neisseria spp. comensales. Aunque la alteracién de la PBP2 es el principal mecanismo
de resistencia cromosdmica a penicilina en los gonococos, las cepas que exhiben
resistencia de alto nivel a la penicilina también poseen una mutacién sin sentido en el
gen ponA (denomiado el alelo ponA1) que codifica una PBP1, que tiene una tasa de
acilacién a la penicilina aproximadamente 16 veces menor que la cepa de tipo salvaje
PBP2 (115). Las CMiIs de penicilina pueden aumentar aun mas debido a mutaciones
especificas que producen un aumento de la salida de penicilina por sobreexpresién de
un sistema bomba de salida MtrCDE (determinante de resistencia mtrR) (117), y por
mutaciones que producen disminucion de la entrada de la penicilina, debido a la
disminucion de la permeabilidad a través de una porina de la membrana exterior
PorBlb (determinantes penB resistencia) (118).Las mutaciones especificas en el gen
pilQ (el cual codifica una secretina de membrana externa PilQ, que interaciona con los

pili tipo IV formando un poro en la membrana externa a través del cual los
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antimicrobianos pueden difundirse en el periplasma) también se encuentran en las
cepas con resistencia de alto nivel a la penicilina que contienen otras alteraciones
como penA. Sin embargo, es improbable que estas mutaciones pilQ se encuentren en
los aislados clinicos, ya que interrumpen la formacién adecuada de los pili de tipo IV,
que son esenciales para la patogénesis de los gonococos (119). Por ultimo, queda al
menos un determinante de resistencia a la penicilina desconocido, no transformable:

"El factor X", que aumenta las CIMs de penicilina (62,97).

Resistencia a Tetraciclinas

Resistencia plasmidica

Las tetraciclinas inhiben la unién de la aminoacil-ARNt al complejo ribosoma-
ARNm, principalmente por la unién a la subunidad ribosomal 30S, y en consecuencia
inhiben la sintesis de proteinas lo cual provoca un efecto bacteriostatico. La resistencia
de alto nivel a la tetraciclina mediada por plasmidos (CIM =16 pg / ml) en los
gonococos es debido al gen tetM que inicialmente se describié para el género
Streptococcus (46). TetM confiere resistencia de alto nivel a la tetraciclina uniéndose a
los ribosomas y causando la liberacion de la molécula de tetraciclina, permitiendo asi
que la sintesis de proteinas se lleve a cabo. Esto lo consigue por su similitud estructural
con el factor de elongacién G (EF-G), involucrado en la sintesis de proteinas (120). El
gen tetM se incorpora al gonococo por integracion en el plasmido conjugativo 24.5-
MDa para producir el pldsmido 25.2-MDa (40,6 kb) que se mantiene estable y puede

ser transferido a otro gonococo por conjugacion (121).

Resistencia cromosdmica

La resistencia cromosdmica a tetraciclinas en gonococo es debido a mutaciones
gue modifican la estructura de un proteina ribosomal (diana), interaccionando con
determinantes de resistencia que modifican la salida del antibidtico a través de la
membrana de la célula bacteriana. Estas mutaciones son la tet-2, junto con las
mutaciones mtrR y penB (116). La mutacidn tet-2 produce una serie de alteraciones en
la proteina ribosomal S10 que reducen la afinidad de la tetraciclina por el ribosoma

(122). Y las mutaciones mtrR y penB disminuyen la entrada de tetraciclina y aumentan
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la salida de la misma aumentando aun mas la resistencia.

Resistencia a Espectinomicina

La espectinomicina es un antibidtico bacteriostatico ya que se une a la
subunidad 30S ribosomal inhibiendo la traslacién en la sintesis de proteinas. Este
antimicrobiano interacciona especificamente con el ARNr 16S y bloquea el factor de
elongacién G (EF-G), catalizandor de la traslocacion del peptidil- ARNt del sitio A al sitio
P durante la elongacion polipeptidica. Pronto se demostré que la resistencia de alto
nivel a la espectinomicina en gonococo (CMI > 1024 pg/ml) era causada por el
polimorfismo de un nucledtido C1192U situado en la regién de unién de la
espectinomicina de la hélice 34 del ARNr 16S (123). También se produce resistencia de
bajo nivel a la espectinomicina (CMI de 128 pg/ml) debido a una mutacidén T24P en la

proteina ribosdmica S5 lo que perturba su unién al ARNr 16S (129).

Resistencia a Quinolonas

La ADN girasa y la topoisomerasa IV bacterianas son topoisomerasas tipo |l
esenciales para el metabolismo del ADN. Estas enzimas actuan rompiendo y
desenrollando la doble hélice de ADN en una reaccion que va acompafiada con
hidrdlisis de ATP. Las quinolonas inhiben estas enzimas dando lugar a un efecto
bacteriostatico. Las bacterias desarrollan resistencia a quinolonas a través de
mutaciones que alteran el reconocimiento de estas enzimas diana. La ADN girasa es
una enzima heterotetramérica que esta compuesta por dos subunidades GyrA y dos
GyrB. Las mutaciones gyrA reducen la afinidad de la enzima por las quinolonas,
haciendo a la bacteria resistente al efecto inhibitorio. La topoisomerasa IV es un
tetrdmero de dos subunidades ParC y dos ParE, codificadas por los genes parCy parE
respectivamente. Las quinolonas pueden inhibir también la actividad de la
topoisomerasa IV, aunque in vitro se necesitan concentraciones de antimicrobiano

mas altas que las necesarias para inhibir la ADN girasa.

La resistencia intermedia a quinolonas se produce por mutaciones especificas
en un nucleétido en gyrA, pero la resistencia de alto nivel requiere una o varias

mutaciones especificas concomitantes en parC. Estas mutaciones pueden ser
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facilmente seleccionadas por la exposicidn a concentraciones subinhibiotrias de
ciprofloxacino y también transferidas a otros gonococos por transformacion (125).
Niveles de resistencia a quinolonas mas altos requieren mutaciones en parC ademas
de en gyrA. Las mutaciones en gyrB y parE no parecen tener ningun impacto

significativo sobre la resistencia a ciprofloxacino (126).

Resistencia a Macrolidos

Los macrdlidos inhiben la sintesis de proteinas por uniéon a la subunidad
ribosomal 50S. Evitan la translocacién del peptidil-ARNt al interaccionar con el ARNr
23S de la subunidad 50S, provocando de esta manera la liberacién de polipéptidos
incompletos. Por ello producen un efecto bacteriostatico. La resistencia bacteriana a
los macrdlidos puede ser resultado de la modificacién de la diana ribosomal bien por
metilacidn asociada al ARNr 23S o por mutaciones especificas en el ARNr 23S y/o por

una sobreexpresion del sistema bomba de salida:

Las metilasas de ARNr pueden causar resistencia a los macrélidos a través del bloqueo
de la unidn del macrdlido al ARNr 23S por metilacidon de un residuo de adenosina. Los
genes que codifican el ARNr metilasa son los genes erm (o genes de resistencia
macrolido-lincosamida-estreptogramina B) y pueden ser transportados por
transposones de conjugacion (127). Los genes erm pueden conferir resistencia de alto
nivel a eritromicina (CMls de 4 a 16 g/ml) y bajo nivel de resistencia a azitromicina
(CMils de 1 a 4 pg/ml) en ausencia de otros determinantes de resistencia. Sin embargo,
durante los ultimos afios, los genes erm han sido muy poco frecuentes entre las cepas
gonocdcicas resistentes a macrolidos (71).

Las mutaciones especificas del ARNr 23S pueden también dar lugar a resistencias de
bajo nivel (mutaciéon C2611T) (128) y alto nivel (A2059G mutation) (71,72,74) a
eritromicina y azitromicina. Las CMls de los macrdlidos contra estas cepas gonocdcicas
resistentes dependen de cuantos de los cuatro alelos del gen ARNr 23S contienen la
mutacion especifica, cuanto mayor es el nimero de mutaciones mas posibilidades
existen de desarrollar resistencia.

Y por ultimo, el aumento de la CMI de los macrdlidos en las cepas de gonococo

resistentes puede ser debido a la sobreexpresién de los sistemas de salida,
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particularmente la bomba de salida MtrCDE (129), pero también las bombas de salida

MacAB (130) y mef-encoded (127).

Resistencia a Cefalosporinas

Las cefalosporinas, al igual que otros antibidticos B-lactamicos, inhiben los
enlaces peptidicos cruzados del peptidoglicano de la pared celular de la bacteria por
union del anillo B-lactdmico a las transpeptidasas PBPs (penicillin-binding proteins), lo

gue da lugar a un efecto bactericida.

En N. gonorrhoeae los determinantes de resistencia primaria a cefalosporinas
de amplio espectro (CES), al igual que en el caso de la penicilina, son alteraciones
especificas del gen penA que codifica una PBP2 lo que consituye una diana letal para
cefalosporinas (62). El gen penA de cepas resistentes a CES es un gen mosaico que
contiene de 60 a 70 aminodcidos alterados (62). Se cree que estos alelos alterados del
gen mosaico penA surgen por transformaciéon del ADN seguido por recombinacion con
partes del gen penA, a causa de la convivencia con Neisserias saprofitas de la
orofaringe como Neisseria perflava, Neisseria sicca, Neisseria polysaccharea, Neisseria
cinerea, y / o Neisseria flavescens, durante las infecciones gonocdcicas faringeas (62).
Este fendmeno produce un mayor aumento en la CMI de cefixima que en la de
ceftriaxona probablemente causado por relaciones estructura-funcién, ya que la
cadena lateral del extremo C-3 del esqueleto cefalosporanico de la ceftriaxona es mas
larga (62).Respecto a las cepas de N. gonorrhoeae con alto nivel de resistencia a todas
las CES aisladas en Japon, el alelo del gen mosaico penA contenia 12 cambios
aminoacidicos a diferencia del alelo X, relacionado con la mayoria de las resistencias y

fracasos en el tratamiento tempranos de cefixima en Japon (97).

Recientemente se han aislado cepas resistentes a CES en Francia (97) y en
Espana (102), y ambas cepas pertenecen al secuenciotipo MLST ST1901 y al
secuenciotipo NG-MAST ST1407, que se han identificado como un clon
multirresistente que presenta una gran proporcidon de cepas con sensibilidad
disminuida y resistencia a CES en muchos paises del mundo (62). Ambas cepas también

contenian el alelo tipo XXXIV en el gen mosaico penA con una alteracién adicional
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A501P por lo que manifiestan alto nivel de resistencia a ceftriaxona y cefixima. En
general la causa de la resistencia total a las CES de las cepas gonocécicas XR todavia se

tiene que aclarar.

Otro mecanismo de resistencia a CES es el aumento del flujo de salida y la
disminucion de la entrada al microorganismo debido a los determinantes de
resistencia mtrR y penB. Curiosamente ambos tienen mayores efectos sobre la CMI de
ceftriaxona que de cefixima, lo que sugiere que la cefixima no es buen sustrato para la
bomba de salida MtrCDE o la porina PorBlb. Como en el casos de la penicilina,
también se ha demostrado la transferencia de estos determinantes cromosémicos de

resistencia (1).

1.6.4 Respuesta internacional a la evolucion de resistencia

La aparicion de cepas gonocdcicas resistentes a ceftriaxona ha llevado a una
situacidn de gran preocupacién a nivel internacional y a la aparicion de las primeras
reacciones. En junio de 2012, la OMS lanzd una alerta resaltando la necesidad de
actuar para frenar la propagacién de la gonococia resistente, y ese mismo afio publicé
un plan de control con el objetivo de contribuir a este fin (131); el Centro Europeo de
Control de Enfermedades (ECDC) también publicé en 2012 un plan de control para
Europa (132). Ademas, todas las guias de tratamiento recomiendan regimenes con dos
antibidticos para resolver la gonorrea no complicada anorrectal y faringea, en Europa
(77), EEUU (76) y en el Reino Unido (133). Actualmente se recomienda ceftriaxona
intramuscular (250mg o 500mg en dosis Unica) junto con azitromicina oral (1g o 2g) o
doxiciclina (100 mg dos veces al dia durante 7 dias) para cubrir las posibles infecciones

por C. trachomatis.

La OMS establecié en el afio 1990 el programa global GASP (Gonococcal
Antimicrobial Surveillance Programme) que fue relanzado en 2009. Este tiene como
objetivo coordinar otros programas existentes en todo el mundo. Este refuerzo en la
vigilancia de la resistencia debe monitorizar las tendencias de resistencia
antimicrobiana, identificar la aparicion de nuevas resistencias, e informar las

recomendaciones de tratamiento. Para ello es crucial mantener los cultivos de

42



Introduccion

gonococo en los laboratorios y una vigilancia epidemiolégica en todo el mundo. Estos
planes requieren una voluntad politica y una importante financiacion para invertir en
la infraestructura de los laboratorios y en personal entrenado. Todos los planes
resaltan la importancia de acciones globales que disminuyan la carga de infecciones
gonococicas mejorando la prevencidn temprana, el diagndstico, la busqueda de
contactos, el tratamiento y la vigilancia epidemioldgica de los casos diagnosticados.
Este compromiso debe combinarse con mejores estrategias para el control de los
antimicrobianos (guias para un uso apropiado, seleccidn, etc) y una mayor conciencia
entre microbidlogos, epidemidlogos y clinicos. Los esfuerzos deben de dirigirse a las
poblaciones con mayor riesgo, como los trabajadores sexuales y los HSH, y al
tratamiento de la gonorrea faringea ya que es dificil de erradicar y un reservorio

asintomatico para la transmision de la enfermedad y la aparicién de resistencias.

1.6.5 Futuras perspectivas para el tratamiento

El régimen de tratamiento con ceftriaxona y azitromicina parece ser
fuertemente efectivo y se deberia de considerar en todas la situaciones en las que no
haya suficientes datos de resistencia antimicrobiana o no se apoye otro régimen de
tratamiento. A pesar de todo, la sensibilidad a ceftriaxona disminuye globalmente y la
resistencia a azitromicina prevalece en muchas zonas donde se utiliza frecuentemente,
y ya circulan cepas con las dos caracteristicas.Ademas, la doble terapia no es posible
en muchas zonas con pocos recursos, que ademas suelen ser las zonas con mayor
carga de infeccion gonocécica, por lo que es muy dificil paralizar la propagacion de
nuevas cepas resistentes. Por todo lo expuesto la doble terapia no parece una solucién
efectiva a largo plazo. Desde una perspectiva global de salud publica es esencial incluir
nuevos antimicrobianos en los regimenes de tratamiento. Aqui se destacan algunos de

los mas estudiados:

Recientemente se ha publicado un ensayo clinico multicéntrico en el que se evalua
gentamicina (en dosis Unica de 240 mg via intramuscular) mas azitromicina (2 g via
oral en una séla dosis) y gemifloxacino (320 mg via oral en una sdla dosis) mas
azitromicina (2 g via oral en una sdla dosis) como potenciales alternativas al

tratamiento en la gonorrea no complicada. En este estudio se observa un porcentaje
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de curacion del 100 % en los casos tratados con gentamicina-azitromicina y un 99,5 %
en los casos de gemifloxacino-azitromicina, aunque se observan efectos adversos con
relativa frecuencia en ambas opciones (134). En Malawi se lleva utilizando gentamicina
parenteral como tratamilento de primera linea desde hace 20 afios, sin observarse
ninguna resistencia in vitro (135,136), aunque no se utiliza la gentamicina en
monoterapia si no que se utiliza para el manejo de las infecciones urogenitales junto
con doxiciclina y no hay datos sobre eficacia del tratamiento en la gonorrea anorrectal
y faringea. En Europa también se ha observado una alta sensibilidad de gentamicina in
vitro (137). En un meta-analisis reciente realizado en EEUU se realiza monoterpaia con
gentamicina alcanzando procentajes de curacién del 91,5% (138). No obstante, no
poseemos datos que relacionen las CMIs de gentamicina y los parametros
farmacocinéticos y farmacodindmicos con los resultados del tratamiento, por lo que no
disponemos de puntos de corte de resistencia de referencia.

Solitromicina es una nueva fluoroquinolona oral que ha mostrado una buena actividad
contra gonococo in vitro, incluyendo cepas resistentes a CES, sin embargo no
presentan buena actividad en cepas con resistencia de alto nivel a azitromicina (139).
Ertapenem también presenta buena actividad in vitro frente a cepas multirresistentes
aungue hay determinantes de resistencia a CES que aumentan la CMI de ertapenem

(140).

Por lo tanto gentamicina, solitromicina y ertapenem podrian suponer una alternativa
futura al tratamiento de la gonorrea, probablemente no en monoterapia empirica de
primera linea si no como opcidn en las cepas resistentes a ceftriaxona o en régimentes

de tratamiento con doble terapia.

Otros antibioticos que han mostrado cierta actividad in vitro contra las cepas de
gonococo son tigeciclina, eravaciclina (andlogo sintético de tetraciclina), dalbavancina
(lipoglicopéptido semisintético) y dos nuevas fluoroquinolonas de amplio espectro

avarofloxacino y delafloxacino (1).

44



Introduccion

1.7 Diagnostico de gonorrea

Como ya se ha comentado, la infeccion gonocdcica en muchas ocasiones es
asintomatica y si manifiesta sintomas faringeos y rectales suelen ser muy inespecificos.
Por lo que los procedimientos del laboratorio son fundamentales para el diagndstico,
la deteccion de casos y la realizacién de pruebas de sensibilidad antibidtica. El
diagndstico consiste en la deteccion del microorganismo N. gonorrhoeae o su material

genético tanto en muestras genitales como extrageniales.

1.7.1 Recogida, transporte y almacenamiento de muestras

La localizacion anatdmica de la muestra depende de muchos factores: el sexo,
la edad, las practicas sexuales, las manifestaciones clinicas y el método de diagndstico
gue se vaya a realizar. En mujeres la mejor muestra para la realizacion de cultivo y
microscopia es la endocervical, y secundariamente las muestras vaginales y uretrales. Y
para TAANs la muestra endocervical o vaginal. En hombres heterosexuales la mejor
muestra para el cultivo y microscopia es la uretral, y para TAANs la orina. En hombresy
mujeres con signos clinicos indicativos/o de practicas sexuales anales y orales, se

deben de afiadir las muestras rectales y faringeas.

Para la obtencion de la muestra se utilizan torundas de plastico o alambre
flexible con punta de raydén (viscosa), dacron (tereftalato de polietileno) o alginato
calcico con medio de transporte tipo Stuart-Amies. Se deben evitar las torundas de
madera y punta de algoddn y el uso de antisépticos, analgésicos y lubricantes a base
de aceites ya que contienen acidos grasos saturados que pueden ser tdxicos para el
microorganismo (13). La toma de muestras debe realizarse antes de iniciar el
tratamiento antimicrobiano.Para el diagndstico con TAANs, se deben seguir
detalladamente las recomendaciones del fabricante respecto a la recogida, transporte

y almacenamiento de las muestras.

. Endocervical: Las muestras endocervicales se obtienen mediante Ila
introduccidn de la torunda, tras la eliminacién del moco que cubre el cuello uterino

(2), 2-3 cm en el canal endocervical, y realizando un ligero movimiento de rotacién
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durante 5-10 segundos (13). Estas muestras no deben tomarse en nifias en
prepubertad o mujeres que han sufrido una histerectomia.

. Uretral: las muestras uretrales se tienen que tomar al menos una hora después
de que el paciente haya orinado. Con la torunda se toma muestra de la secrecidn y si
no se obtiene exudado, se inserta una torunda fina 2-3 cm en la uretra y suavente se
rota durante unos 5-10 segundos. En mujeres, se masajea la uretra contra la sinfisis del
pubis y se realiza la misma técnica que en el hombre.

. Vaginal: se toma muestra vaginal sdlo en el caso de realizar una TAAN. La
torunda se debe rotar contra las paredes posteriores de la vagina durante 5 segundos.
Las torundas vaginales podrian ser obtenidas tanto por el propio paciente como por el
clinico.

. Recogida de la primera orina: también se toma sélo en caso de realizacién de
una TAAN. El paciente no tiene que limpiar el area genital. Se toman los primeros 10-
20 ml de orina evacuados en un recipiente estéril al menos una hora después de la
micidn anterior.

. Rectal: Se inserta la torunda 2-3 cm dentro del recto y se rota contra las
paredes durante 10 segundos. Las torundas muy contaminadas con heces tienen que
ser desechadas. En pacientes sintomaticos, la recogida directa con torunda de las
lesiones bajo la guia de un rectoscopio mejora el rendimiento del cultivo (3).

. Faringea: hay que frotar con la torunda la zona de la faringe posterior por
encima del borde inferior del paladar blando vy las criptas de las amigdalas.

. Conjuntival: para tomar la muestra conjuntival hay que retraer el parpado
inferior y deslizar una torunda delgada a través de la superficie de la conjuntiva

palpebral inferior hacia la esquina mediana del ojo.

1. 7. 2 Diagnéstico presuntivo: Microscopia

Ademas de ser una técnica sencilla y rapida, la microscopia es un método fiable
para el diagndstico de la gonorrea en hombres con uretritis purulenta. En estos casos
la observacién en la tincion de Gram de leucocitos polimorfonucleares (LPMN) con
diplococos gram negativos intracelulares se puede considerar diagndstico de infeccién
gonocdcica con una sensibilidad mayor del 99% y una especificidad del 99% (13).

Pueden darse resultados falsos positivos, y la especificidad puede variar (80-99%)
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dependiendo de la experiencia del microbiélogo que lo examina. Sin embargo una
tincion de Gram negativa no se deberia considerar suficiente para descartar infeccién
en un hombre asintomdtico. En muestras rectales y faringeas no se recomienda este
analisis ya que en estas muestras podemos encontrar una gran cantidad de

microorganismos saproéfitos lo que disminuye la sensibilidad de la prueba.

1.7.3 Cultivo e identificacion de N. gonorrhoeae (presuntiva y definitiva)

Durante muchos afios el cultivo de N. gonorrhoeae se ha considerado el
“patrén oro” en el diagndstico de la gonorrea genital y extragenital. Es una técnica
sensible y con una especificidad de hasta el 100% si se realiza en unas condiciones
adecuadas, ademas es barata y es el Unico procedimiento que permite realizar ensayos
de sensibilidad antibidtica completos. Sin embargo, es una técnica relativamente lenta,
y para obtener una alta sensibilidad y especificidad, es importante optimizar al maximo
las condiciones de recogida, transporte y almacenamiento de las muestras, asi como la
metodologia de cultivo, ya que N. gonorrhoeae es extremadamente sensible a

condiciones ambientales hostiles.

Transporte y cultivo

Como ya hemos mencionado, N. gonorrhoeae es muy sensible a las condiciones
ambientales adversas (temperatura, desecacién, oxidacion y sustancias toxicas) por lo
que el transporte de la muestra desde la consulta médica al laboratorio reducird la

viabilidad del microorganismo.

Las muestras inoculadas directamente en medios selectivos en el momento que
se realizan las tomas en la misma consulta es el método dptimo, pero si esto no es
posible, las torundas deben ser insertadas en un medio de transporte no nutritivo
como Stuart o Amies o ser inoculadas en un sistema de transporte nutritivo como
Transgrow, Jembec (141), Gono-Pak, o el sistema InTray GC (3). Estos sistemas de
transporte nutritivos presentan algunas ventajas ya que tienen una vida util mas larga
y recuperan mejor los microorganismos, aunque son mas caros que el transporte con
torunda (142). Si se utiliza un medio de transporte no nutritivo, la tasa de aislamiento

después del transporte de la muestra a temperatura ambiente (20-25°C) durante 6
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horas es aproximadamente del 100% y si pasan 12 horas hasta que se procesa la
muestra es de mas del 90%. Sin embargo, después de 48 horas, el nimero de
gonococos decrece y la recuperacién del microorganismo podria no ser posible, sobre
todo en muestras de pacientes asintomaticos que contienen una carga microbiana
muy baja. Cuando se espera un tiempo de transporte mayor de 48 horas, lo ideal es
utilizar sistemas de transporte nutritivos que incorporan un medio de cultivo vy
proporcionan una atmdsfera con una buena concentracion de CO,. Con estos medios,
se obtienen resultados aceptables si el tiempo de transporte no excede los 2 dias

(141).

Por lo tanto, la rentabilidad del cultivo para el diagndstico de gonorrea esta

condicionada por los siguientes factores:

. El nUmero de muestras de diferentes localizaciones.

. La técnica utilizada y las torundas utilizadas para la toma de muestra.

. Las condiciones y tiempo de duracién del transporte de la muestra al
laboratorio.

. La composicion y calidad del medio de cultivo.

. Las condiciones de inoculacién e incubacién.

. Los reactivos y técnicas utilizadas para la identificacion de N. gonorrhoeae.

Los medios de cultivo para el aislamiento N. gonorrhoeae incluyen una base de
medio suplementado con sangre equina o bovina calentada (color achocolatado) para
estimular el crecimiento de los gonococos. Los medios comerciales preparados de agar
chocolate contienen Hemina sintética y factores de crecimiento para N. gonorrhoeae.
Los medios selectivos difieren de los medios de cultivo de rutina en que contienen
agentes antimicrobianos (es decir, vancomicina, colistina, nistatina y u otro agente
antimicotico) que inhiben el crecimiento de otras bacterias y hongos (143). Para el
diagndstico rutinario de la gonorrea se recomienda el uso de medios de cultivo
selectivos como Thayer- Martin (144), Thayer-Martin modificado(MTM) y agar Ciudad
de Nueva York (NYC) (145). Se recomienda también utilizar un medio de cultivo no

selectivo para las muestras urogenitales.
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> Control de calidad del medio de cultivo

A cada lote de medio de cultivo se le debe de realizar un control de esterilidad,
de su capacidad para permitir el crecimiento de los gonococos, y su capacidad para
inhibir otros microorganismos contaminantes. Para la evaluacion de la capacidad de
crecimiento y control de calidad de todos los métodos de diagndstico, se pueden
utilizar cepas de N. gonorrhoeae de referencia como la cepa ATCC 49226 que describe
el CLSI (146) o cepas de referencia de la OMS (147). Para el control de la inhibicion de
microorganismos distintos de N. gonorrhoeae, se pueden utilizar cepas de referencia
de, por ejemplo, Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), N. sicca (ATCC 9913) y Candida albicans (ATCC 14053).

1.7.3.1 Identificacion presuntiva de N. gonorrhoeae después del cultivo

Con una tincién de Gram y la prueba de la oxidasa de las colonias sospechosas
aisladas en los medios selectivos podemos hacer un diagndstico presuntivo de

gonorrea.

La prueba de la oxidasa detecta la presencia de citocromo c oxidasa en el
microorganismo. Esta prueba se realiza frotando unas colonias directamente sobre
una tira de papel de filtro humedecido con el reactivo (solucién acuosa al 1% de
dihidrocloruro tetrametil-para-fenilendiamina) preparado en el laboratorio o un
reactivo comercial. Un resultado positivo muestra un color purpura en unos pocos
segundos (maximo 30 segundos). También se puede realizar afiadiendo directamente
el reactivo de la prueba sobre colonias de un cultivo puro, pero hay que tener cuidado
ya que el reactivo es toxico para las bacterias y si hay pocas colonias se deben

subcultivar antes de realizar la prueba.

La observacion de colonias con morfologia tipica en cultivos selectivos de
muestras genitales, que son oxidasa positivos y con tincién de gram compatible
pueden ser identificados presuntivamente como N. gonorrhoeae, sobre todo si se trata
de una paciente con alto riesgo de sufrir una infeccion gonocécica. Con estos datos ya

se puede iniciar la terapia antimicrobiana (142), incluso frecuentemente, en
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situaciones donde los recursos son limitados, estas pueden ser las Unicas pruebas

realizadas.

Para realizar un diagnostico definitivo, es necesario confirmar la identificacion
de N. gonorrhoeae distinguiéndolo de otras especies de Neisseria estrechamente
relacionadas como N. meningitidis, N. lactamica, y N. cinerea, que también podrian
crecer en los medios selectivos, sobre todo en el caso de muestras extragenitales

donde la probabilidad de aislar estas Neisserias es muy alta.

Control de calidad de los reactivos para la prueba de la oxidasa

El CC se deberia realizar siempre que se vaya a utilizar un nuevo lote de
reactivos. Se pueden utilizar cepas de referencia oxidasa positivas, tales como N.
gonorrhoeae ATCC 49226 (146) o cepas de referencia de la OMS 2008 (147), y
negativas, como S. epidermidis (ATCC 12228) o E. coli (ATCC 25922).

1.7.3.2 Confirmacion de la identificacion después del cultivo

Se pueden utilizar tres enfoques para la confirmacion: el uso de pruebas
bioquimicas que diferencian a N. gonorrhoeae de otras especies, el uso de nuevas
técnicas de espectrometria de masas como el MALDI-TOF, el uso de pruebas

inmunoldgicas o el uso de la detecciéon molecular.

La eleccion entre estos enfoques dependera de niumero de cepas a ensayar, la
experiencia, y del coste. En los laboratorios donde se aislan gonococos con poca
frecuencia, se aconseja el uso de un equipo comercial que proporcione una
identificacion completa. Ninglna prueba es 100% sensible y especifica, asi que si se
dispone de recursos, actualmente se recomienda que los aislados clinicos de N.
gonorrhoeae se confirmen mediante una combinacién de pruebas bioquimicas e
inmunoldgicas o pruebas moleculares. Este enfoque esta especialmente recomendado

para los laboratorios de referencia.
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1.7.3.2.1 Pruebas bioquimicas

Tradicionalmente la principal propiedad de N. gonorrhoeae utilizada para su
identificacion ha sido su habilidad para producir acido tras la utilizacion de glucosa en
su metabolismo. Esta propiedad se detecta por un cambio de color producido cuando
el pH disminuye debido a la presencia de un indicador de pH. Esta propiedad se puede
detectar inoculando una muestra de cultivo puro en un medio de Agar Cisteina
Tripticasa (Cysteine trypticase agar (CTA)) que contiene glucosa, maltosa y sucrosa,
tras 24 horas de incubacién. También se puede utilizar una prueba rapida como la
RCUT (Rapid carbohydrate utilization test (RCUT)) (148, 149) que muestra los
resultados en 4 horas ya que no depende del crecimiento del microorganismo si no de

la produccién de enzimas.

También hay pruebas comerciales basadas en la deteccion de diferentes
enzimas, como Gonochek-Il (E-Y Laboratories) (150,151) y Neisseria Preformed Enzyme
Test (PET; Key Scientific) (150). Estas pruebas pueden dar resultados falsos positivos
por la similitud entre N. gonorrhoeae y otras especies de Neisserias y falsos negativos

ya que no todos los gonococos producen las enzimas que muestran estas pruebas.

Lo ideal es la combinacién de las pruebas de utilizacién de los carbohidratos
con la deteccién de enzimas ya que supone una identificacién mas fiable. Las pruebas
comerciales API-NH (bioMérieux) y Rapid NH (Remel) (152) son dos ejemplos muy
utilizados. Ambos contienen sustratos deshidratados en una serie de cupulas o
pocillos, que se llenan con una suspensién de las colonias que van a ser identificadas.
Tras 2-4 horas de incubacidn a 37 °C, se registran las reacciones de color. Se obtiene un
numero de perfil que corresponde a la identificacién de la especie por comparacion
con una base de datos registrada bien en las instrucciones del equipo o en la pagina
web del fabricante. El API NH permite la identificacién de 13 pruebas en 10 pocillos,
que incluyen la prueba de la 3-lactamasa, 4 pruebas de utilizacién de carbohidratos, y

8 pruebas bioquimicas para diferentes reacciones enzima-sustrato (figura 2).

51



Introduccion

sjeielalolel | | |

' |
{l P PAL | FGAL
gl I aw o owe Yae ooe we M) (G PR

Yopi ni

Figura 2. Prueba de identificacion API NH con un perfil de Haemophillus parainfluenzae.

El equipo RapID NH consiste en dos depresiones y 11 pocillos con pruebas
bioquimicas para diferenciar reacciones enzima-sustrato. Las principales reacciones

para distinguir las especies de Neisseria se muestran en la tabla 3.

Actividad Bioquimica

Especies Sacarosa  Fructosa

Glucosa Maltosa Lactosa (sucrosa) (levulosa) ONPG® GGT®  PIP
N. gonorrhoeae + - - - - - R +-)
N. meningitidis + + - - - - +(-) -(+)
N. lactamica® + + + - - + - +
N. po/ysaccharead + + - +/- - - - +
N. cinerea” -(+) - - - - - - +
N. subflava®® + + . +/- +/- - - +
N. sicca + + - + + - - +
N. mucosa + + - + + - - +
N. flavescens - - - - - - R +
M. catarrhalis - - - - - - R -(+)
K. denitrificans + - - - - - - +

Tabla 3: Utilizacidn de Hidratos de carbono (azlcares) y actividad enzimatica de diferentes especies de Neisseria y
otras especies oxidasa-positivas tales como Moraxella catarrhalis y Kingella denitrificans (3); 3 ONPG, o-nitrofenil-B-
galactosidasa; GGT, ganma-glutamil-aminopeptidase (transferasa);c PIP, proliliminopeptidasa (hidroxiprolina
aminopeptidasa; HPA; prolina arilamidasa; PRO); d N. lactamica, normalmente crece en medios selectivos, pero
también pueden aparecer otras especies de Neisseria saprofitas no patdgenas; e Incluye biovariedades subflava,
flava, y perflava, las cuales difieren en su actividad frente a la sacarosa y fructosa;*+/-, no es un resultado
consistente para la especie ; + (=), la mayoria de las cepas son postivas pero también hay cepas negativas; - (+), la
mayoria son negativas pero también hay cepas positivas.
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» Control de calidad de los ensayos bioquimicos de verificacion de especie

Se debe llevar a cabo un control de calidad con cepas de referencia de N.
gonorrhoeae y otras como N. meningitidis (ATCC BAA-335), N. lactamica (ATCC 23970),
N. sicca (ATCC 9913), y N. cinerea (ATCC 14685) con cada lote de prueba comercial o

reactivo casero.

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

La espectrometria de masas se ha introducido recientemente en los
laboratorios dotados de recursos como técnica para identificar la mayoria de las
especies bacterianas incluidas las Neisserias (153). MALDI-TOF es una técnica de
ionizacion suave utilizada en espectrometria de masas cuyo nombre es el acréonimo
MALDI formado por las siglas en inglés de Matrix-Assisted Laser Desorption
(desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz) y TOF por el detector de iones que se
acopla al MALDI y cuyo nombre procede también de sus siglas en inglés Time of Flight.
Entre las ventajas mds importantes que presenta este método destacan tres: sélo se
requiere una pequefia cantidad de material bioldgico, consta de un protocolo de
medicion rapido y facil y posee una alta especificidad en la diferenciacion de especies
(154). El equipo para este sofisticado método es caro, sin embargo, el coste para la

identificacion de especies es bajo.

1.7.3.2.3 Ensayos inmunolégicos

Hasta ahora no se dispone de ensayos de Inmunofluorescencia directa,
enzimoinmunoanalisis, o pruebas rapidas para la deteccion de antigeno con suficiente
sensibilidad y especificidad como para ser utilizadas en el diagnéstico de la gonorrea.
Tampoco hay métodos comerciales aprobados para la deteccidn de anticuerpos de
gonococo en suero, y estos métodos no podrian diferenciar infeccion aguda de
infeccidn pasada. Por lo que no se recomienda su uso para el diagndstico de rutina de

la infeccion gonocdcica.

53



Introduccion

1.7.3.2.4 Ensayos moleculares

En las dos ultimas décadas, se han introducido técnicas de amplificacién de
acidos nucleicos (TAANs) como la PCR (Reaccidon en Cadena de la Polimerasa) para la
deteccién de ADN especifico de N. gonorrhoeae. Incluso en algunos lugares con mas
recursos han reemplazado al cultivo para la deteccidon de gonococos. Las TAANs tienen
muchas ventajas frente al cultivo, detectan microorganismos no viables, tienen una
sensibilidad superior, y son menos exigentes en cuanto a la recogida, el transporte y el
almacenamiento de las muestras. Las TAANs son rapidas, permiten la automatizacion y
la deteccidon simultdnea de varios patdgenos. Sin embargo, también presentan
desventajas ya que no permiten, al menos hoy en dia, realizar estudios de sensibilidad
antibidtica y todavia se debate el tiempo necesario para considerar la infeccidon curada,
existiendo ademas técnicas comerciales y caseras que muestran diferente sensibilidad

y especificidad.

1.7.4 Deteccion Molecular

La deteccion molecular de secuencias de acidos nucleicos (ADN/ARN) de N.
gonorrhoeae es la técnica comercial que mas habitualmente se utiliza para la
deteccion de N. gonorrhoeae. Frecuentemente se realiza junto con la deteccion de C.
trachomatis en un mismo equipo, algunas veces simultaneamente, y a menudo sin
coste adicional. Las TAANs gonocdcicas detectan una region de ADN o ARN especifica
de N. gonorrhoeae que difiere seglin los equipos utilizados (tabla 4). La secuencia
diana se amplifica utilizando varios métodos (tabla 4) para producir multiples copias

gue se pueden detectar facilmente.

El rendimiento de TAAN con respecto a la sensibilidad y especificidad es mejor
que el de cualquier otra técnica, aunque depende sustancialmente de la TAAN
utilizada. Estas técnicas poseen una mayor tolerancia a las deficiencias en la toma, el
transporte y el almacenamiento de las muestras, y se pueden utilizar con muestras no
invasivas (orinas en hombres y torundas vaginales en mujeres). Ademas, son técnicas
mas rapidas que el cultivo (minimo 2-3 dias) ya que el resultado se obtiene en pocas
horas, y a menudo son métodos automatizados lo que permite un alto rendimiento.

Por todo esto, el CDC recomienda TAAN validadas por la FDA (Food and Drug
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Administration) (3) para el diagnéstico de rutina de infeccion de N. gonorrhoeae tanto
en hombres como en mujeres con o sin sintomas. Las desventajas de estas técnicas
son el alto coste de los equipos y reactivos, la ausencia de una TAAN comercial
autorizada para muestras extragenitales, su incapacidad para realizar estudios de
sensibilidad antimicrobiana, y la baja especificidad de algunas TAAN. A pesar de estas
desventajas, debe de fomentarse su uso ademas del cultivo, para la realizacién de
pruebas de sensibilidad, incluso en entornos con bajos recursos. Este se podria llevar a
cabo con la creacidn de laboratorios de referencia regionales que proporcionen un
servicio de diagndstico utilizando ambos métodos. Los laboratorios de referencia
regionales ofrecen muchas ventajas ya que disponen de volimenes de ensayos mas
grandes, una rigurosa adhesion a las buenas practicas de laboratorio, y un mejor

conocimiento técnico.

Ensayo APTIMA Cobas Probetec GC Real
Combo 2(AC2) Amplicor Cobas 4800 Probetec ET Qx Time
CT/NG
Fabricante Gen-Probe Roche Roche Becton- Becton- Abbott
Dickinson Dickinson
Diana ARNr 16S Gen Citosina Repeticion PivNg Pilin Genes
ADN Directa Region | (Homodgolo de (diferente Opa
metil- 9 la proteina region a
transferasa (DR9) invertida Pilin) Probetec-ET)
Tecnologia Amplificacion PCR PCR a tiempo Amplificacion SDA PCR a
mediada por real de tiempo
transcripcion (TMA) desplazamiento real
de cadena (SDA)
Ensayo Si (diferente region No No No No No
suplementario del ARNr 16S)
disponible

Tabla 4: TAANs aprobadas por la FDA para la deteccion de N. gonorrhoeae (Junio 2012) (3).

» Tipos de muestras para las TAANs de N. gonorrhoeae

Se pueden utilizar diferentes tipos de muestras con TAANs: muestras invasivas
como las muestras liquidas Papanicolaou (Pap), torundas cervicales, y torundas
uretrales (en hombres), y, muestras no invasivas como muestras vaginales y orina (en

hombres y en mujeres). La FDA no valida el uso de muestras faringeas y anorrectales
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para la detecciéon de N. gonorrhoeae por TAAN, pero, a pesar de ello, el CDC las
recomienda para este uso ya que hay evidencias de que las TAANs con mas sensibles
que el cultivo en estas localizaciones (155-157) y por la facilidad de transporte y
procesamiento que ofrecen estas muestras. Por lo tanto, cada laboratorio debe
establecer las especificaciones en cuanto al rendimiento de esta técnica en muestras
extragenitales y, se recomienda la confirmacion de cualquier resultado positivo con
otra prueba suplementaria como por ejemplo, otra TAAN con una secuencia diana
distinta, antes de informar los resultados al clinico, para evitar resultados falsos
positivos (158,159). También hay que destacar que la muestra de orina no es una
buena muestra para realizar con este tipo de técnicas, ya que presenta una baja

sensibilidad para la deteccidn de N. gonorrhoeae en mujeres (155).

Especificidad de las TAANs de N. gonorrhoeae

Un tema que preocupa en este tipo de técnicas es la especificidad de la
secuencia diana utilizada para llevar a cabo la deteccidén, ya que las especies del
género Neisseria estan genéticamente muy relacionadas y podemos encontrar
especies de Neisseria, tales como N. meningitidis, N. cinerea, N. flavescens, N.
lactamica, N. sicca y N. subflava (155,158,159,160) en muestras faringeas, rectales y
con menor frecuencia en el tracto genital. Actualmente los equipos que se encuentran
en el mercado han mejorado notablemente en este sentido, pero todavia sigue siendo
un factor importante a considerar a la hora de seleccionar el equipo adecuado para
cada tipo de muestra ya que no todas las TAAN son iguales en este sentido (160). Aun
asi, la interpretacién de los resultados de las muestras faringeas debe de hacerse con

cautela por esta razon.

Sensibilidad, especificidad y prevalencia: el efecto sobre el valor predictivo positivo

(VPP)

La baja especificidad de estas técnicas dan lugar a un valor predictivo positivo
(VPP) bajo en poblaciones de baja prevalencia (3,77,161). En Europa y Australia, si el
VPP obtenido utilizando TAAN es <90% en el ambito local, se recomienda una TAAN

suplementaria (con una secuencia diana diferente) para confirmar el cribado de todas
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las muestras que resulten positivas (77,162). Esto es particularmente importante para
TAAN gque combinan la deteccién de N. gonorrhoeae con C. trachomatis ya que en
muchas zonas la prevalencia de C. trachomatis es mucho mayor que la de N.
gonorrhoeae por lo que el resultado de N. gonorrhoeae podria necesitar confirmacién
con una segunda TAAN. Es importante destacar que, en las zonas donde solo se
utilizan las TAANs para la deteccién de gonococos, es esencial para los laboratorios
epidemidlogos y clinicos la participacién en un adecuado programa de vigilancia

epidemioldgica local, nacional y/o internacional.

Control de calidad y garantia de calidad de las TAANs

Cada vez que se lleva a cabo una prueba se debe de incluir un control interno.
También se debe realizar una evaluacién interna de la prueba cada vez que se invalide
un resultado. El nimero y frecuencia de estas evaluaciones internas dependera del
numero total de pruebas realizadas, un ejemplo es realizar entre un 1 a un 5% del total
de pruebas realizadas en un mes. También se pueden llevar a cabo controles de
calidad externos mediante el uso de paneles de muestras que algunos proveedores
cualificados entregan a muchos paises, tales como el Servicio de Evaluacion de Calidad
Externa del Reino Unido (United Kingdom National External Quality Assessment
Services (UK NEQAS; www.ukneqas.org.uk)), o el Control de Diagndstico Molelucar
(Quality Control of Molecular Diagnostics (QCMD; www. gcmd.org)); o mediante un

intercambio mas informal de muestras entre laboratorios.

1.8. Sensibilidad antimicrobiana

Los métodos para determinar la sensibilidad a los antimicrobianos se deben
realizar a partir de un cultivo puro y fresco (18- 24 horas) de N. gonorrhoeae sembrado
en un medio de cultivo no selectivo. A la hora de realizar las pruebas de sensiblidad, es
importante seguir todos los pasos del procedimiento con detenimiento, incluyendo la
seleccion y el uso del medio de agar, los reactivos (potencia antimicrobiana, tiras de E-

test, discos y tampones), la inoculacion, incubacidn e interpretacion de los resultados.
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» Eleccion de los antimicrobianos incluidos en las pruebas de sensibilidad

Los antimicrobianos incluidos en las pruebas de sensibilidad deben ser los
utilizados o recomendados para el tratamiento de la infeccion gonocdcica a nivel
nacional asi como antibidticos recomendados por los programas de vigilancia locales.
Sin embargo se pueden incluir antibidticos adicionales, sobre todo en los laboratorios
de referencia, como los recomendados para el tratamiento en otros entornos, o los
posibles tratamientos futuros asi como antibidticos Utiles para estudios longitudinales

locales de N. gonorrhoeae.

» Criterios de interpretacion

Hay varias organizaciones que establecen los criterios de interpretacion para las
pruebas de sensibilidad antibidtica en N. gonorrhoeae. Dos de las mas importantes son
el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (146) y el European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST (www.eucast.org)). Cada institucion

decide por que criterios se rige basandose en su experiencia o, en ocasiones, en los
antibidticos que se vayan a utilizar. Segun el CLSI (146) los antibidticos se van a
categorizar en sensible, intermedio y resistente segun los resultados obtenidos por los

distintos métodos:

. El término sensibleindica que la infeccidn ocasionada por la cepa para la que se
ha determinado la CMI o su correspondiente halo de inhibicién puede tratarse de
forma adecuada empleando las dosis de antimicrobiano recomendadas, en funcion del
tipo de infeccidn y de la especie considerada.

. El término intermedioindica que la CMI o el halo de inhibicidn se aproximan a
las concentraciones de antimicrobiano alcanzables en sangre/tejidos y que puede
esperarse eficacia clinica en aquellas localizaciones en las que se alcanzan altas
concentraciones de antimicrobiano (p. ej. fluoroquinolonas en orina) o cuando se
emplean dosis mas elevadas de lo habitual. El CLSI también incluye en esta categoria
aquellos antimicrobianos con margenes de toxicidad estrechos en los que pequefos
errores técnicos podrian suponer cambios de interpretacidn en la categoria clinica.

. El término resistentese refiere a aquellos microorganismos que no se inhiben
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por las concentraciones habitualmente alcanzadas en sangre/tejidos del
correspondiente antimicrobiano, o a aquellos microorganismos en los que existen
mecanismos de resistencias especificos para el agente estudiado en los que no ha
habido una adecuada respuesta clinica cuando el correspondiente antimicrobiano se

ha usado como tratamiento.

1.8.1 Determinacion de la CMI

La determinacion de la CMI (en pg/ml o mg/l) se puede llevar a cabo por

métodos de dilucion en agar y E-test.

Medio de agar recomendado

El medio recomendado para la determinacién de la CMI, tanto para el método
de dilucion en agar como E-test, en los aislados de N. gonorrhoeae, es una base de
agar GC, como la “Difco GC Medium Base (Becton Dickinson)”, enriquecida con el 1%
de suplemento de crecimiento definido o 1% de IsovitaleX/Vitox. De acuerdo con el
CLSI (146) este suplemento de crecimiento definido tiene que estar compuesto por:
1,1 g L-cisteina, 0,03 g de clorhidrato de guanina, 3 mg de clorhidrato de tiamina HCl,
13 mg de acido para-aminobenzoico (PABA), 0,01 g de B12, 0,1 g cocarboxilasa, 0,25 g
de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), 1 g de adenina, 10 g L-glutamina, 100 g
de glucosa, y 0,02 g de nitrato férrico (en 1 litro de H,0). Para las pruebas de dilucién
en agar con carbapenems y acido clavuldanico este medio no tiene que incorporar

cisteina.

Criterios de interpretacion

Tanto CLSI (146) como EUCAST (www.eucast.org) establecen los criterios de

interpretacion segun la CMI obtenida. En general los puntos de corte del EUCAST son

ligeramente inferiores a los establecidos por el CLSI.

Control de calidad de la determinacion de CMI

Se deben incluir cepas de referencia (cepa ATCC 49226 (146) o cepas de

referencia de la OMS (147)) con cada lote de sensibilidad que se vaya a realizar, y
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siempre que se vaya a utilizar un nuevo lote de antimicrobianos, medio de agar, o tiras
de E-test. Los valores de CMI vdlidos para el control de calidad de los diferentes

antimicrobianos para las principales cepas de referencia utilizadas se pueden ver en la

tabla 5.
Cepas de referencia de la OMS

Antimicrobiano OMS G OMS K OoOMS M OoMS O OMS P ATCC49226°
(mg/l)
Penicilina G 0,25-1 1-4 4-16 >32 0,125-0,5 0,25-1
Cefixima <0,016 0,25-1 <0,016 <0,016-0,032 <0,016 0,004-0,032
Ceftriaxona 0,004- 0,032- 0,008- 0,016- 0,002- 0,004-

0,016 0,125 0,032 0,064 0,008 0,016
Eritromicina 0,5-2 0,5-2 0,5-2 0,5-2 2-8 1-2
Azitromicina 0,125-0,5 0,125-0,5 0,125-0,5 0,125-0,5 1-4 0,5-1°
Ciprofloxacino 0,064-0,25 >32 1-4 0,004-0,016 0,002-0,008 0,001-0,008
Espectinomicina 8-32 8-32 8-32 >1024 8-32 8-32
Produccion de no no Si si no no
[B-lactamasa
Secuenciotipo ST621 ST1424 ST3304 ST495 ST3305
PIP- negativo® si no no no no

Tabla 5. Rango de CMI aceptado como valido para cada antimicrobiano y algunas caracteristicas de tipificacion para
las cepas de referencia recomendadas para el control de calidad (3);° Rangos de CMI aceptados por el CLSI; bRango
establecido por el Laboratorio Nacional de Microbiologia, Canad4; No producen el enzima prolyliminopeptidasa
(PIP), lo que puede producir una identificacion dudosa y / o falsos negativos de N. gonorrhoeae utilizando algunas
pruebas bioquimicas o de enzima-sustrato (173, 181).

1.8.1.1 Dilucién en Agar

Es el método “patrén oro” recomendado para la determinacion de la CMI de los
antimicrobianos frente a los aislados de N. gonorrhoeae, pero resulta demasiado
tedioso por lo que se limita a laboratorios con alta capacidad de procesamiento y
grandes volimenes de muestra o estudios de vigilancia epidemioldgica (13). Los
antibidticos son afiadidos a una base de agar GC enriquecida con el 1% de suplemento
de crecimiento definido (IsovitaleX/Vitox) en diluciones seriadas. Los aislados de N.
gonorrhoeae a ensayar se cultivan durante la noche en un medio de agar no selectivo y
luego se suspenden unas 10* unidades formadoras de colonias (UFC) en caldo Mueller-
Hinton o solucidn salina estéril (o equivalente). A continuacién son inoculados en la
superficie de los medios que contienen el antimicrobiano y en dos placas de control

cuyo medio no contiene antimicrobiano con un replicador de Steer, el cual permite
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sembrar varias cepas simultdneamente (142,143,154,163), o con un asa calibrada. Las

placas son entonces incubadas y se examina el crecimiento.

Una modificaciéon del método de dilucién en agar es la técnica del punto de
corte. Esta técnica es similar a la dilucion en agar pero soélo contiene dos
concentraciones de antimicrobiano, y se utiliza para categorizar a los aislados como
resistentes (utilizando una placa de agar con la concentracion exacta del punto de
corte de resistencia) o con sensibilidad intermedia (utilizando una placa de agar con la
concentracién en el punto de corte de sensibilidad intermedia). La técnica del punto

de corte es utilizada para el cribado de un gran nimero de aislados.

1.8.1.2 E-test

E-test (Epsilon test) es una técnica cuantitativa para determinar la CMI de los
antimicrobianos contra los microorganismos y tiene una buena correlaciéon con la
técnica de dilucién en agar. Esta técnica utiliza tiras de plastico (6 cm de largo por 5
mm de ancho) calibradas con una escala de CMI en pg/ml (mg/l) y un cddigo de
identificacion del agente antimicrobiano. Un gradiente de concentracion antibidtica
predefinido es inmovilizado en la superficie opuesta de la tira, con aproximadamente
unas 15 diluciones. Una vez aplicada en la superficie del agar el antibidtico difunde en
el medio. Antes de afiadir la tira se inocula la suspension de N. gonorrhoeae en el
medio. Después de 18- 24 horas de incubacidn, se observara una zona de inhibicién del
crecimiento eliptica si el microorganismo es sensible a la prueba. La CMI se debe leer
como la insercidn de la elipse formada por el crecimiento microbiano, con la escala de
gradiente antibiético marcada en la tira. En lo que respecta al almacenamiento de las
tiras de E-test, el rendimiento y la lectura de los resultados es importante seguir las
instrucciones del fabricante. Se trata de un método sencillo para determinar la
sensibilidad a gonococo, aunque la FDA no ha aprobado las tiras de E-test de cefixima

para su uso en los EEUU (13).

1.8.2 Difusion en agar disco-placa

La técnica de difusion en disco disco-placa o difusion en disco, es una técnica

cualitativa para categorizar los aislados de gonococo en sensible, intermedio
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(sensibilidad disminuida) o resistente a los diferentes antimicrobianos. Este método
utiliza discos impregnados con una concentracion conocida de antimicrobiano. El
agente antimicrobiano del disco produce un gradiente de concentracién en la
superficie del agar, inoculado con la bacteria, que es mayor cerca del disco y disminuye
proporcionalmente a la distancia del disco. Tras la incubacidn, se visualiza la zona de
inhibicion. La concentracion de antibidtico en la interfase entre bacterias en
crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se aproxima
a la CMI obtenida por métodos de dilucién. Por ello, los métodos de difusidon no
permiten una lectura directa del valor de CMI, si no que se mide el dimetro del halo de
inhibicion en mm y se extrapolan a valores estandarizados de CMI para cada
antimicrobiano. Hay varios métodos de difusién disponibles internacionalmente que se
distinguen en la potencia de los discos utilizados (el contenido de antimicrobiano) y el
agar utilizado, lo que da lugar a diferentes puntos de corte para categorizar la
sensibilidad. EI método de difusién del CLSI (146) y el de la Sociedad Britdnica de
Terapia Antimicrobiana (164) se han utilizado y son recomendadas en diferentes zonas

(165).

Los métodos de difusién no son caros pero sélo se recomienda su uso cuando
no se puede realizar la determinacion de la CMI, debido a limitaciones en los recursos

o de otro tipo como puede ser la presencia de una gran carga asistencial.

Medio recomendado para el método de difusion en disco

Se han validado varios métodos para la determinacion de la sensibilidad por el
método de difusidon en disco, CLSI recomienda agar CG con el 1 % de suplemento de
crecimiento definido (146), también se puede utilizar el agar chocolate como el agar
Columbia (Oxoid) con 8% de sangre de caballo hervida a 70°C durante 30 minutos (3).
Aunqgue hay que tener en cuenta que hay publicaciones que certifican que el método
de difusion en agar chocolate muestra diametros de resistencia menores que con agar

GC, lo que lleva a un 5,5% de resultados falsos positivos de resistencia (166).
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» Criterios de interpretacion para el método de difusion en disco

El CLSI publica los criterios de interpretacién para sensible, intermedio y

resistente por el método de difusién en disco (146).

> Control de calidad del método de difusion en disco

Se deben de anadir cepas de N. gonorrhoeae de referencia cada vez que se
utiliza un nuevo lote de medio de agar y antimicrobianos. Los mm de halo de inhibicidn

para cada antimicrobiano con la cepa ATCC 49226son publicados por el CLSI (146).

1.8.3 Deteccion de resistencia plasmidica a penicilina

Como ya se ha documentado, N. gonorrhoeae puede transportar plasmidos que
producen enzimaP-lactamasa (penicilinasa) que inactiva las penicilinas como
bencilpenicilina, penicilina, ampicilina y amoxicilina. Se han utilizado varios métodos
de calidad para detectar la produccion de B-lactamasa por el microorganismo. El mas
extendido es el método de la cefalosporina cromogénica. Este método es simple,
sensible y especifico, para la deteccién de B-lactamasa en gonococo. Cuando es
hidrolizado el anillo B-lactdmico de la cefalosporina cromogénica (nitrocefina) por
accion de la B-lactamasa, se produce un cambio de color de amarillo a rojo. Esta
prueba esta disponible comercialmente en una variedad de formatos, y la nitrocefina
liofilizada también se puede preparar de forma casera (167). Otros métodos menos
utilizados para la deteccion de B-lactamasa son el método acidométrico y el método

iodométrico.

> Método del disco de Nitrocefina

Para realizar este método se hidrata un disco de nitrocefina en un portaobjetos
con agua destilada estéril. Con un asa estéril se cogen varias colonias de un cultivo
puro de gonococo que ha estado incubando toda la noche. Una reaccién positiva
normalmente produce color rojo en un minuto. Puede haber reacciones positivas
débiles que tarden mas en desarrollar el color. Por ultimo un resultado negativo

permanece amarillo sin mostrar cambio de color.
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» Método de dilucién de Nitrocefina

El método de dilucidn de la nitrocefina se realiza bien anadiendo unas gotas de
reactivo directamente sobre el crecimiento en el medio de cultivo o por inoculacién de
la solucion sobre un portaobjetos o sobre papel de filtro con colonias. Para ello se
puede utilizar tanto solucion de nitrocefina comercial como de preparacién casera

usando polvo de nitrocefina.

» Método acidométrico

Para realizar este método se coloca una tira de papel de filtro en una placa de
Petri limpia. Se satura el papel con solucion de penicilina (0,05 mol/l de tampdn
fosfato, pH 8,0, 0,2 g/l de purpura de bromocresol, y 50 g/I de bencilpenicilina sin
tampodn). Con un asa estéril se extienden 10-20 colonias sobre un area de 5 mm del
papel de filtro. Se incuba el papel de filtro inoculado a temperatura ambiente durante
30 min con la tapa puesta. Transcurridos unos 10 minutos, la actividad (3-lactamasa se

expresara con un cambio de color de azul a amarillo.

» Método lodométrico

Se prepara una mezcla de penicilina-yodo anadiendo 1,1 ml de una solucién de
yodo (1,5 mg de yoduro de potasio y 0,3 g de yodo en 100 ml de 0,1 mol/l de tampdn
fosfato, a pH 6,4, almacenado en una botella marrén a 4 °C )a un vial que contiene
0,15 ml de solucién de bencilpenicilina (1.000.000 Ul/ml, almacenadas a -20 ° C). La
mezcla de reactivos se debe utilizar en la hora siguiente a su preparacion. Con un asa
estéril se cogen varias colonias de la placa de crecimiento del microorganismo y se
emulsionan con una gota de la mezcla penicilina-yodo en un portaobjetos. Se anade
una gota de solucién de almiddn (4 g/l en agua destilada, autoclavada y almacenada a
4 °C) dando un color purpura intenso a la mezcla. Si el color permanece durante 5
minutos nos estda indicando que este resultado es negativo. Un cambio a incoloro en 5

minutos indica resultado positivo de la prueba.
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1.9 Secuenciotipado

El conocimiento de las cepas y poblaciones de N. gonorrhoeae que circulan en
las diferentes dreas, los cambios temporales y geograficos entre las cepas, y los
patrones de aparicion y transmisién de las cepas individuales, son cruciales para la
prevencion y control de la infeccion. Las caracterizaciones fenotipicas de la bacteria
tienen varias limitaciones, por lo que se han estudiado diferentes métodos de genética
molecular con el fin de realizar una caracterizacion objetiva y reproducible. El genotipo
de N. gonorrhoeae puede ser descrito por diferentes métodos moleculares. Los

siguientes métodos son los que poseen un mayor poder de discriminacién:

> Electroforesis de campo-pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)): esta
basado en la digestion del ADN gendmico por endonucleasas de restriccion, seguido
por la separacion de estos fragmentos mediante PFGE. Con éste método se puede
clasificar practicamente todo el genoma por lo que resulta altamente discriminatorio
(23).

> Opa-typing: estd basado en la amplificacion de 11 genes Opa seguido por la
digestion con una endonucleasa de restriccion, separacion de los fragmentos por

electroforesis en gel y visualizacién de las bandas patron (168,169).

Las principales desventajas de PFGE y Opa-typing son la interpretacidon subjetiva de las

bandas patrdn en geles y la falta de normas para comparar entre laboratorios.

> Secuenciacion completa de genes porB (Full-length porB gene sequencing): se
ha observado que la amplificacién por PCR y la secuenciacion de la totalidad de los
alelos del gen porB es util para la caracterizacion molecular de N. gonorrhoeae. Este
método puede ser utilizado como herramienta epidemioldgica para el examen de
aparicion y transmision de cepas de N. gonorrhoeae en la comunidad, pero require una
alta experiencia en este campo (170,171).

> Tipificacion de secuencias de diferentes zonas (Multi Locus Sequence Typing,
(MLST)): este método se basa en los principios de la electroforesis con multiples
enzimas de restriccidon, pero la caracterizacion de los alelos presentes en los multiples

genes se produce directamente por secuenciaciéon de nucledtidos en lugar de
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indirectamente por la movilidad electroforética de los productos génicos. Una de las
ventajas de MLST es que los resultados pueden ser compartidos entre laboratorios y se
prestan al andlisis de las relaciones genéticas entre los aislados. Entre otras
aplicaciones, los datos generados por MLST se han utilizado para tratar aspectos
genéticos de poblaciones y biologia evolutiva de especies bacterianas (172).

> Secuenciotipado multiantigénico de N.gonorrhoeae (N.
gonorrhoeaeMultiantigen Sequence Typing, NG-MAST): Los métodos de tipificacién
basados en secuencias de nucledtidos tienen muchas ventajas, debido a que tienen un
alto rendimiento y proporcionan datos inequivocos que pueden ser facilmente
comparados entre distintos laboratorios a través de internet. Para la realizacion de
estudios epidemioldgicos sobre la transmision de gonorrea en una comunidad, un
enfoque basado en la secuencia de nucleétidos debe utilizar genes altamente variables
en los que la variacién genética se acumula rapidamente. Los genes que codifican las
proteinas de la superficie externa de la bacteria sufren una gran variabilidad genética,
gue se acumula rapidamente, derivada de la seleccion que provoca la respuesta
inmunoldgica del huésped. Por lo tanto la secuenciacion de estos genes sirve para
identificar un gran numero de secuencias diferentes (alelos) entre los diferentes

aislados de un patogeno bacteriano.

Se ha evaluado un sistema de tipificaciéon basado en la secuencia completa del
gen por que codifica una porina de la membrana externa gonocécica. Este gen es muy
variable y proporciona un alto nivel de discriminacién entre los aislados. Sin embargo
la secuenciacion de todo el gen supone mucho trabajo y la mayoria de las variaciones
en por se encuentran en secuencias de fragmentos internos del gen, lo que requiere
una unica reaccion de secuenciacion para cada hebra de ADN. También se ha evaluado
el gen thbpB que codifica la subunidad B de la proteina Tbp. Estudios de secuencias de
tbpB de N. meningitidis y de las 5 secuencias de tbpB gonocdcicas disponibles en
GenBank han demostrado una gran variabilidad en la secuencia. Se ha demostrado que
la secuenciacion de fragmentos internos de por y tbpB, proporciona un alto
rendimiento en el proceso de tipado, adecuado para la identificacion de individuos
dentro de una comunidad que recientemente han sido infectados por la misma cepa

gonocodcica (12).
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Tanto MLST como NG-MAST se basan en el analisis de secuencias de ADN, y
proporcionan datos inequivocos que se pueden comparar entre laboratorios utilizando

bases de datos on-line (http://www.ng-mast.net/, http://pubmlst.org/neisseria/).

> Numero variable de repeticiones en tandem (Variable Number Tandem
Repeats, VNTR): es otro enfoque utilizado en epidemiologia. Tiene una alta capacidad
de discriminacién. En los ultimos afios, el andlisis VNTR de multilocus (Multiple Loci
VNTR Analysis, MLVA) se ha usado para tipificar aislados de diversas bacterias,
incluyendo Neisseria meningitidis. Ademas recientemente se ha desarrollado un MLVA

usando cinco locus VNTR para genotipar N. gonorrhoeae (173).

1.10 Interés del estudio

La infeccion gonocdcica representa 106 millones de los aproximadamente 498
millones de casos nuevos de ITS curables que se producen en el mundo cada afo (3).
La aparicidn en las cepas de N. gonorrhoeae de una disminucion en la sensibilidad y
concretamente el aumento de resistencia a las cefalosporinas “Ultima linea de
tratamiento”, junto con la alta prevalencia, durante muchos afios, de resistencia a
penicilinas, sulfonamidas, tetraciclinas y, mas recientemente, fluoroquinolonas vy
macrodlidos (incluyendo la azitromicina), suponen un gran motivo de preocupacion. La
gonorrea tiene el potencial de convertirse en una infeccién intratable en la realidad
actual debido a las limitadas opciones en el tratamiento, sobre todo en entornos
subdesarrollados donde también tienen una elevada carga de infeccion gonocdcica.
Esta pérdida de opciones de tratamiento eficaces y faciles de conseguir dara lugar a un
aumento significativo de la morbilidad y la mortalidad de esta enfermedad, ya que en
un futuro podriamos estar en una situacion similar a la era pre-antibidtica cuando
habia un riesgo de muerte por infecciones tales como una infeccidn estrectocdcica de

garganta o una infeccion de rodilla en un nifio.

Por esta razén nos planteamos el reto de realizar un estudio de vigilancia
epidemioldgica de la infeccién gonocdcica en nuestra area sanitaria que nos aporte un
conocimiento detallado de la incidencia de aislados, de la poblacion de riesgo de sufrir

esta infeccion, la sensibilidad antibidtica de las cepas aisladas, asi como la
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caracterizacion de estas cepas con el objetivo de prevenir la aparicion de cepas

resistentes a todos los antibidticos actualmente disponibles.
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Objetivos

2.1 Objetivos principales

1.

4.

Estimar la incidencia de los aislamientos de N. gonorrhoeae identificados en el
laboratorio del Servicio de Microbiologia Clinica y Control de Infeccion del
Hospital Universitario Basurto (Bilbao) durante los afios 2011, 2012 y 2013.
Conocer la epidemiologia de los casos de infeccidn gonocdcica
correspondientes a estos aislamientos: datos sociodemograficos y clinicos,
antecedentes relacionados con la infeccion, mecanismos de transmisidén vy
perfiles de riesgo.

Determinar los porcentajes de sensibilidad antimicrobiana de estas cepas a
distintos antimicrobianos recomendados para su tratamiento o que pueden
suponer una opcién terapéutica en el futuro, por el método de dilucién en agar
y/o por el método de difusién en agar disco-placa.

Realizar la caracterizacion molecular de las cepas aisladas.

2.2 Objetivos secundarios

1.

3.

Establecer la correlacién entre los resultados obtenidos por los distintos
métodos de sensibilidad antimicrobiana utilizados.

Estimar los puntos de corte de sensibilidad a gentamicina mediante el método
de difusion en agar disco-placa.

Analizar la relacion de los distintos secuenciotipos obtenidos y las
caracteristicas de los pacientes.

Evaluar los resultados obtenidos a lo largo del estudio y compararlos con los
datos obtenidos por otros estudios similares realizados en Espafa y en otros

paises.
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Material y Métodos

3.1 Diserio del estudio

Se trata de un estudio epidemiolégico descriptivo prospectivo, en el que se
analizan tanto los aislamientos de N. gonorrhoeae realizados en el Servicio de
Microbiologia Clinica y Control de Infeccidon del Hospital Universitario Basurto, situado
en Bilbao, durante los afios 2011, 2012 y 2013, asi como los datos demograficos de los

pacientes a los que pertenecen estos aislamientos.

3.2 Seleccidn de las cepas

El Hospital Universitario Basurto es un hospital terciario de 640 camas, que da
cobertura al area “Comarca Bilbao” con una poblacion de 346.574 habitantes en el afio
2014 (segun datos del Instituto Nacional de Estadistica), los cuales son atendidos en
Hospitalizacién, en el Servicio de Urgencias o las Consultas Externas del hospital.
Ademas el Servicio de Microbiologia Clinica y Control de Infeccién ofrece cobertura a

25 ambulatorios de la comarca Bilbao.

El Servicio de Microbiologia Clinica y Control de Infeccion posee un archivo de
cepas de N. gonorrhoeae aisladas en el laboratorio, que se conserva a una
temperatura de -80°C en crioviales Viabank (Medical Wire & Equipment Co, Corsham,
Reino Unido). La coleccién de cepas incluidas en este estudio ha sido almacenada
desde Enero del afio 2011 a Diciembre del afio 2013 y esta compuesta por un total de

371 aislamientos.

3.3 Caracteristicas sociodemograficas y datos clinicos de los pacientes

La poblacién incluida en este estudio es aquella a la que pertenecen las cepas
seleccionadas, y son aquellos pacientes clinicamente diagnosticados de infeccidn
gonocécica cuya confirmacidon se realizd6 mediante métodos microbiolégicos en el
Laboratorio del Servicio de Microbiologia Clinica y Control de Infeccion del Hospital
Universitario Basurto durante los afios 2011, 2012 y 2013 (desde Enero de 2011 a
Diciembre de 2013). Estos pacientes fueron atendidos en las Urgencias del Hospital
Universitario Basurto, en distintas Consultas externas, asi como en ambulatorios

pertenecientes al area que cubre el Hospital Universitario Basurto.
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La unidad de analisis a la hora de estudiar las caracteristicas sociodemograficas
y clinicas de los pacientes ha sido el episodio en el que se diagnostico la infeccidon
gonocdcica, considerando un nuevoepisodio siempre que, después de una primera
infeccion gonocdcica y transcurridos al menos 3 meses tras la administracion
tratamiento antimicrobiano indicado, hayan desaparecido los signos y sintomas de la
infeccion junto con la erradicacion del microorganismo con confirmacion
microbioldgica, volviendo a ser infectado con otra cepa de gonococo distinta a la
anterior. Solo se considerd una cepa de N. gonorrhoeae por paciente dentro del mismo
episodio y en los casos donde la infeccidn se detectd en distintas localizaciones se tuvo

en cuenta cada localizacion.

Por otro lado, consideramos reinfeccion cuando, un paciente que tras una
primera infeccion gonocdcica y habiendo recibido tratamiento efectivo con la
consiguiente mejoria o desaparicion de signos o sintomas de infeccion gonocécica,
junto con la erradicacién del microorganismo confirmado microbiolégicamente, vuelve

a ser infectado por una pareja sexual infectada no tratada.

Los datos epidemioldgicos fueron recogidos en la Historia Clinica de cada
paciente, por el médico clinico que les atendid en el momento del episodio de
infeccion gonocdcica. Los datos mas relevantes fueron plasmados en un informe

epidemioldgico (ANEXO 1) que recoge las variables que se describen a continuacion.

3.1.1 Caracteristicas sociodemograficas

1. Sexo: hombre, mujer o travesti/transexual.

2. Fecha de nacimiento.

3. Nivel de estudios: primarios, secundarios, superiores o desconocido.

4, Pais de origen del paciente: Espana u otros (especificando el pais de origen del
paciente).
3.1.2 Datos clinicos

5. Diagndstico: la encuesta recoge, como premisa, que el diagndstico de infeccién

gonocacica se ha realizado en el presente episodio.
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10.

11.

Motivo del diagndstico: se indica si el diagnostico se ha realizado como

consecuencia de:

Manifestaciones clinicas: Si el paciente ha acudido a la consulta como

consecuencia de la aparicion de sintomas relacionados con la infeccion.
Cribado: Si el paciente ha acudido a la consulta para realizar un estudio de
control de ITS por ser un paciente asintomatico con contactos sexuales de
riesgo, relaciones con multiples parejas sexuales, por ser trabajador sexual, por
simple deseo voluntario o por distintos protocolos clinicos de cribado (sospecha
de abuso sexual, embarazo de riesgo, etc.). Entendemos por contacto sexual de
riesgo, el mantenimiento de relaciones sexuales sin utilizacion de preservativo.

Investigacion de contactos: si el paciente acude a la consulta para realizar un

estudio de ITS por mantener contacto sexual con una persona infectada de

gonorrea.

Se sefiala si se ha realizado la confirmacién de la infeccién gonocécica por
métodos microbioldgicos, aunque en nuestro caso esta condicidn es un criterio
de inclusion.

Localizacion anatémica de la infeccidn: Anorrectal, orofaringea, cervical, uretral
u otras localizaciones (especificando cudl es esta localizacién).

Fecha de diagndstico: fecha en la que se diagnostica clinicamente el episodio
de gonorrea.

Se recoge la informacién sobre si el paciente presenta otra ITS de forma
concurrente en el momento del diagndstico de gonorrea, y cual es esa
infeccion concurrente: Sifilis, clamidiasis, tricomoniasis, condilomas, herpes
genital, hepatitis B, moluscum u otras infecciones concurrentes (que se
especifican por el clinico).

Situacion del paciente frente a la infeccion por VIH en el momento del
diagndstico de gonorrea: Se marca si el paciente presenta serologia de VIH
positiva previa al episodio de gonorrea en estudio, si presenta serologia de VIH
positiva diagnosticada con motivo de este episodio de infeccidn, y si resulta VIH

negativo o si, por el contrario no constan en la historia datos sobre el VIH.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

Tipo de paciente: Si el paciente es visto por primera vez en la consulta de ITS
o0 si ya es conocido por haber acudido antes a la consulta.

3.1.3 Antecedentes personales

Antecedentes de ITS: Senalar si existe un episodio previo de ITS reflejado en la
historia o comunicado por el paciente.

3.1.4 Mecanismo de transmisidén mas probable

Se indica cual es el mecanismo de transmision mas probable de la infeccidn

gonocadcica en este episodio:

Relaciones homosexuales no protegidas: anal, oral o no consta el tipo de

relacion.

Relaciones heterosexuales no protegidas: vaginal, anal, oral o no consta el tipo

de relacion.

Otro tipo de relaciones no protegidas, especificando cuales son.

Se indica si este episodio de infeccidn gonocdcica se atribuye a un accidente
con el preservativo.
Pais donde probablemente ocurrié la infeccion gonocécica: se informa si la

relacion sexual que dio lugar a la infeccidn ocurrié en Espafia o en otro pais.

3.1.5 Perfil de riesgo

Se indica el perfil o perfiles de riesgo de transmisién sexual que cumple el

paciente:

- Si ha ejercido la prostitucion.

- Si ha tenido contacto sexual con prostitucion.

- Si ha tenido una relacion sexual con un contacto esporadico.

- Si mantiene relaciones sexuales con una pareja estable.
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- Si ha tenido relaciones sexuales con una persona que el paciente sabia que

estaba infectada por el VIH.

- Si mantiene relaciones sexuales con una pareja estable infectada por VIH.

18. Se sefiala el nUmero aproximado de parejas sexuales en los ultimos 12 meses.

Ademas de los datos recogidos en el informe, se recogieron y analizaron datos
referentes a la respuesta al tratamiento como el fracaso terapéutico. Considerando
fracaso terapéutico cuando no aparecen cambios en los signos y sintomas de la
infeccidn o se produce un empeoramiento de los mismos, tras la administracién de un

tratamiento antibidtico aprobado para el tratamiento de la infeccidn gonocécica.

Toda esta informacién se almacend en una base de datos y posteriormente

analizada.

3.4 Procesamiento de las muestras

Las distintas muestras de los pacientes con sospecha o diagnostico clinico de
infeccion gonocodcica fueron tomadas por el clinico que atendid al paciente en el
momento del episodio y enviadas al Laboratorio de Microbiologia donde se procedio a

su procesamiento.

> Tincidon de Gram

En el Laboratorio de Microbiologia se realizd una Tincion de Gram a las
muestras uretrales, endocervicales y vaginales. El procedimiento de la tinciéon de Gram

es el siguiente:

1. Se cubre el frotis fijado con cristal violeta durante 30 segundos y se lava suavemente

con agua fria.

2. Se inunda el portaobjetos con una solucién de yodo durante 30 segundos y se lava

suavemente con agua fria.
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3. Se decolora la preparacion con acetona, acetona-etanol o etanol unos segundos solo
hasta que el color purpura desaparece y se lava rapidamente con agua corriente para

detener la decoloracidn.
4. Se realiza una contratincidon con safranina o fucsina durante 1 minuto.

5. Se lava con agua corriente y se seca suavemente el portaobjetos con papel

absorbente.

Posteriormente, se observa el frotis con aceite de inmersidn y un objetivo de
1000 aumentos. Y se describe lo que se ve en el frotis: células epiteliales, LPMN,
morfologia de las bacterias, y localizacién intracelular o extracelular. El frotis se
examina durante al menos 2 minutos antes de concluir que no contiene ningun

diplococo Gram negativo intraleucocitario.
» Inoculacidn e incubacion del cultivo

Para proceder a la inoculacién de la muestra, se hace rotar la torunda que
contiene la muestra sobre aproximadamente un cuarto de la superficie del medio de
cultivo y se extiende el inéculo sobre el resto del medio para asegurar el crecimiento
de colonias aisladas. Todas las muestras se sembraron en medio de agar GC-Lect™ y
agar chocolate (Becton Dickinson).Los medios inoculados se incubaron en estufa a
35°C, en una atmdsfera de un 70% de humedad y suplementados con 5% de CO, (con
una bomba inyectora de CO,). Las placas se examinan a las 18-24 horas, y si son
negativas se vuelven a incubar hasta 48 horas. Tras 24 horas de incubacién, las
colonias tipicas pueden variar de diametro desde 0,5 a 1 mm, con un color de gris a
blanco, un aspecto de transparentes a opacas, y de forma convexa o plana
(dependiendo de la cepa gonocécica y del medio de cultivo). Después de una
incubacién adicional, pueden llegar a medir hasta 3 mm de didmetro y su aspecto es
mas rugoso. Hay que tener en cuenta, que con frecuencia aparecen colonias
pleomdrficas, aunque se trate de la misma cepa gonocdcica. Una vez obtenidas las

colonias sospechosas de N. gonorrhoeae se siguieron trabajando, como se describe a
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continuacion, para su posterior identificacion y estudio de sensibilidad y

secuenciotipado.

La informacidn referente a las muestras recibidas en el laboratorio se obtuvo a
través de la base de datos del Sistema Informatico utilizado en el Laboratorio de
Microbiologia, donde se registran los datos reflejados en los volantes de las muestras.

Entre otros, estos datos son:

- Tipo de muestra
- Fecha de toma de la muestra.

- Servicio de procedencia de la muestra.

3.4.1 Identificacion de las cepas

Ante la presencia de colonias compatibles con N. gonorrhoeae se realiz6 una
identificacidon presuntiva con la Tincién de Gram, donde se observaron diplococos
gram negativos, y la prueba de la Citocromo-C-Oxidasa (Pathotec®), que resulta
positiva para N. gonorrhoeae. Para confirmar la identificacion se realizo la bateria de
pruebas bioquimicas API® NH (bioMérieux). Una vez confirmada la identificacion de
las cepas de N. gonorrhoeae, se procedid a la realizacién del estudio de sensibilidad
antibidtica de rutina por el método de difusién en agar disco-placa en el medio agar
chocolate. Una vez completada la identificacion y el antibiograma, estos aislados
fueron almacenadas en el cepario del laboratorio. Para ello,se inoculd todo el
crecimiento de un cultivo puro de un dia de incubacién en el medio selectivo agar GC-
Lect™, en viales que contienen aproximadamente 0,5-1 ml de un caldo nutritivo estéril
crioprotector con 15-20% de glicerol, con bolas Viabank (Medical Wire & Equipment

Co, Corsham, Reino Unido).

Para la realizaciéon de este estudio se descongelaron estos aislados y se realizd
un pase de cada aislado a un medio de Agar Chocolate (Becton Dickinson) que se
incubd en estufa a 35°C, con una atmdsfera de un 70% de humedad, suplementados

con 5% de CO,, durante 18-24 horas.
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3.4.2 Estudio de sensibilidad antibidtica

Se estudié la sensibilidad antibiotica de las cepas aisladas mediante el

desarrollo de distintas técnicas de antibiograma.

3.4.2.1 Método de difusidn en agar disco-placa

Para la realizacion de este método se elaboré medio sélido de Agar GC (Becton
Dickinson) con 1% de suplemento de crecimiento definido Vitox (OXOID™). El
suplemento de crecimiento definido Vitox contiene los siguientes ingredientes en

gramos por litro:

- 0,01 g vitamina B 12

- 10 g L-glutamina

- 1 g adenina

- 0,03 g clorhidrato de guanina

- 0,003 g acido p-aminobenzoico

- 1,1 g L-cistina

- 100 g glucosa

- 0,23 nicotinamida adenina dinucledtido (NAD)
- 0,1 g tiamina pirofosfato (cocarboxilasa)
- 0,02 g nitrato férrico

- 0,003 g clorhidrato de tiamina

- 25,9 g clorhidrato de L-cisteina
> Elaboracion del medio

El medio agar GC se elabord siguiendo las recomendaciones descritas por el
CLSI (174).Para ello se prepard 1 litro de agar GC desde una base deshidratada
disponible comercialmente (Difco GC Medium Base, Becton Dickinson) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Una vez elaborado el medio se procedid ha su
autoclavado. Después de autoclavar el medio, se enfriéd en una bafo de agua a 45°Cy
se afiadieron 10 ml de suplemento de crecimiento definido. Posteriormente se

distribuyeron en placas Petri estériles de 150 mm de diametro (30 ml de solucion)
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dentro de una cabina de flujo laminar donde se dejaron solidificar a temperatura
ambiente. Una vez solidificadas se almacenaron en un refrigerador a una temperatura
de 4°C, donde se almacenaron durante un maximo de cinco dias antes de ser

utilizadas, segun lo recomendado por algunas guias (175).

> Preparacion del inéculo

Para preparar el indculo se realizd una suspension con 2-3 colonias de N.
gonorrhoeae tomadas directamente del medio de cultivo de Agar Chocolate (Becton
Dickinson) con solucién salina hasta alcanzar una turbidez equivalente a 0,5 en la
escala MacFarland con la ayuda de un nefeldmetro. Rapidamente se inserté una
torunda estéril en la suspension y se extendid en el medio de Agar GC preparado, para
ello se deslizé el escobillén por la superficie del agar en tres direcciones rotando la

placa unos 60 grados cada vez que se cambiaba de direccion.

> Dispensacion de los discos antibidticos

Con un dispensador manual se colocaron los discos antibidticos ensayados
sobre la superficie del medio preparado y se incubaron en estufa a a 35°C, con una
atmosfera de un 70% de humedad, suplementados con 5% de CO, durante 18-24
horas. Los antibidticos testados por esta técnica y sus correspondientes

concentraciones se exponen en la tabla 6.

> Control de calidad

Como control de calidad se utilizé la cepa de N. gonorrhoeae ATCC 49226
sobre la que se llevd a cabo todo el proceso con cada remesa de placas o cada vez que

se trabajaba con un nuevo lote de antibidticos.

> Lectura e interpretacion de los resultados

Transcurridas 18-24 horas se procedié a la lectura e interpretacion de los
antibiogramas. La lectura se realizd observando el didmetro del halo de inhibicién de
crecimiento del microorganismo producido alrededor de los discos antibiéticos. Estos

resultados se interpretaron segun las categorias sensible (S), intermedio (I) o resistente
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(R) a los antibidticos utilizados segun los criterios de interpretacion publicados por CLSI
(146) (tabla 6). Solo se validaron los resultados obtenidos tras comprobar que los
didmetros de los halos de inhibicién de la cepa control (N. gonorrhoeae ATCC 49226)

se encontraban dentro de los rangos establecidos por el CLSI (146) (tabla 6).

Diametro de halo de inhibicion (mm)

S I R

Antibidtico Concentracion del disco N. gonorrhoeae
ATCC 49226

Penicilina 10 Unidades 47 247 27-46 <27
Cefixima 5ug 37-45 231 - -
Ceftriaxona 30 pg 39-51 235 - -
Ciprofloxacino 5 g 48-58 241 28-40 <28
Espectinomicina 100 pg 23-29 >18 15-17 <15
Tetraciclina 30 ug 30-42 238 31-37 <31
Azitromicina® 15 ug - 227 26-24 <24
Eritromicina’ 15 pg - - - -
Cefepima 30 ug 37-46 231 - -
Cefuroxima 30 g 28-36 231 26-30 <26
Gentamicina® 120 g - - - -

Tabla 6. Concentracién de antibidticos ensayados, rangos de control de calidad y criterios de interpretacién del didametro de
halo de inhibicién segun criterios de CLSI (146); I: sensibilidad intermedia; R: resistente; S: sensible; 1Aunque CLSI y EUCAST
no describen los criterios de interpretacién del diametro de halo de inhibicién para azitromicina consideramos estos criterios
basandonos en la experiencia de otros estudios en nuestro pais (3); ’No hay criterios de interpretacion de los halos de

inhibicion definidos, por lo que Unicamente se recogen los resultados de los milimetros de halo de inhibicién obtenidos.

3.4.2.2 Método de dilucion en agar

El método de dilucién en agar se basa en la determinacion del crecimiento del
microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que
se encuentra diluido en el medio de cultivo agar GC con 1% de suplemento de

crecimiento definido.
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> Elaboracion del medio

El medio se prepard como se describe en el apartado anterior aunque se
utilizaron placas Petri de 90 mm de didmetro vy, el antimicrobiano se incorpord el
mismo dia que se prepard el medio cuando éste aun estaba fundido. También se
prepararon placas de agar sin antimicrobiano para utilizar como control negativo. Para
lograr el rango de diluciéon deseado se prepararon diferentes medios con diferente

concentracion de antibiotico.

» Preparacion del antimicrobiano

Para llevar a cabo este método se emplearon sustancias valoradas de las que se
conoce la potencia (microgramos (ug) de sustancia pura por cada miligramo (mg) de
sustancia valorada) y se calculé la cantidad de antibidtico en miligramos (mg) necesaria
para preparar 1 mililitro (ml) de solucién madre siguiendo la férmula descrita por el

CLSI (175):

Volumen (ml) [Concentracién (ug/ml)
Peso (mg) =

Potencia (ug/mg)

Figura 3. Férmula desarrollada para calcular los mg de sustancia valorada necesarios para conseguir la

concentraciéon deseada.

La sustancia valorada se pesd en una balanza de precision y se prepararon 10
diluciones seriadas para cada antibiético a partir de la solucién madre, desde 0,5
mg/ml hasta 0,001 mg/ml. Una vez solidificado el medio se inocularon las distintas
cepas a estudio. Las soluciones madre también pueden almacenarse en alicuotas a -

20°C o, preferiblemente a -70°C durante un maximo de 6 meses.
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» Preparacion del indculo

Para la preparacion del indculo se utilizé un cultivo de N. gonorrhoeae de 18-24
horas de incubacién en medio agar chocolate. Con un asa estéril se cogen colonias del
cultivo y se suspenden con 1 ml de solucién salina estéril hasta alcanzar una
suspension equivalente a 0,5 en la escala McFarland (lo que equivale
aproximadamente a 10® UFC por ml). Las placas se secan antes de ser inoculadas,
colocandolas en una estufa en posicion invertida con la tapa entreabierta. Con la
micropipeta se transfieren 1-3 ul de cada suspensidon problema en la superficie del
agar en areas circulares con diametros de 5 a 7 mm, consiguiendo un indculo final de
aproximadamente 10" UFC. Se inoculan las placas empezando por la placa de menor
concentracion de antibiotico. Una vez que el indculo se ha secado se incuban las placas
invertidas durante 18-24 horas a 35 °C en atmodsfera con humedad (70%) enriquecida

con el 5+1% CO,.
> Control de calidad

Para realizar un control de calidad del medio, antes (control de crecimiento
inicial) y después (control de crecimiento final) de inocular los medios con antibidtico,
se utilizaron dos placas con medio agar GC con 1% de suplemento de crecimiento
definido elaboradas sin antibidtico. También se anadié la cepa control N. gonorrhoeae

ATCC 49226 en cada medio con el fin de realizar un control de la interpretacién.
> Lectura e interpretacion de los resultados

Transcurrido el tiempo de incubacién se procedié a la lectura de las CMI de
cada aislado. La lectura se realizd6 anotando el valor de la CMI, es decir, la menor
concentracion de antibidtico que inhibia completamente el crecimiento del aislado (no
se considerd crecimiento a la apariciéon de una colonia aislada o de un halo tenue
debido al propio indculo). Estos resultados se interpretaron segun las tres categorias
descritas anteriormente: como microorganismo sensible al antibiético (S), con
sensibilidad intermedia (I) o resistente (R) segun los criterios de interpretacion
publicados por EUCAST (176) (tabla 7). Sélo se validaron los resultados obtenidos tras

comprobar que todas las cepas crecieron en los medios de control de crecimiento sin
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antibidtico inicial y final, y que la CMI mostrada por la cepa control (N. gonorrhoeae
ATCC 49226) se encontraba dentro de los rangos establecidos por el CLSI (146) (tabla
7).

N. gonorrhoeae ATCC Puntos de corte CMI (mg/I)
49226' S | R
Antibidtico
Cefixima® 0,004-0,03 <0,12 - 20,25
Ceftriaxona’ 0,004-0,015 <0,12 - 0,25
Ciproﬂoxacino2 0,001-0,008 <0,03 0,06 >0,12

. . 3
Gentamicina - - - -

Tabla 7. Antibidticos ensayados mediante el método de dilucién en agar y puntos de corte clinicos
establecidos por EUCAST para interpretar su sensibilidad; I: sensibilidad intermedia; R: resistente; S:
sensible;1 Segun los criterios de CLSI; 2 Segun los criterios de EUCAST; ® No estan establecidos los

puntos de corte

3.4.2.3 Método de E-test

Para las cepas interpretadas con sensibilidad intermedia o resistencia a
azitromicina por el método de difusion en agar disco-placa se analizé la CMI

correspondiente por el método de difusién en agar E-test.

> Elaboracion del medio

El medio se procesdé como se describe en el método de difusidn en agar, pero

se prepararon placas de 90 mm de didmetro.

> Preparacion del inéculo

Se preparé el indculo y se extendid por la placa de CG con el 1% de suplemento
de crecimiento definido, como se ha descrito en el método de difusiéon en agar. Se
dejéo 15 minutos a temperatura ambiente para que se absorbiera el exceso de

humedad en la superficie del agar antes de dispensar la tira de E-test.
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> Dispensacion de la tira de E-test

Con ayuda de unas pinzas estériles, se colocd una tira de E-test por placa
inoculada. Las placas se incubaron a 35°C, con una atmosfera de un 70% de humedad,

suplementados con 5% de CO,.

> Lectura e interpretacion de los resultados

Transcurridas 18-24 horas se procedido a la lectura e interpretacion de los
resultados. La CMI se tomd como la concentracidn mas baja de azitromicina, sefialada
en la tira de E-test, que confluye con la elipse formada por la inhibicién del crecimiento
del microorganismo y la interpretacion se realizé segun los criterios establecidos por

EUCAST (http://www.eucast.org) (tabla 8).

Puntos de corte CMI (mg/l) segiin EUCAST

S | R
Antibidtico

Azitromicina <0,25 0,5 >0,5

Tabla 8. Puntos de corte clinicos establecidos por EUCAST para la

interpretacion de la sensibilidad a azitromicina(http://www.eucast.org); I:

sensibilidad intermedia; R: resistente; S: sensible

3.4.2.4 Deteccion de resistencia plasmidica a penicilina

La presencia de produccion de B-lactamasas se detectéd mediante la realizacion
de una prueba rapida comercializada, basada en la hidrdlisis de una cefalosporina

cromogénica, Nitrocefin SR0112C (OXOID™).

3.4.3 Caracterizacion de los aislados de N. gonorrhoeae

Para llevar a cabo el tipado molecular de los aislados se utilizdo el método NG-
MAST (Neisseria gonorrhoeae multi-antigen sequence typing) siguiendo la metodologia

descrita por Martin et al (12). Se extrajo el ADN y se amplificaron, por PCR ,
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fragmentos internos de los genes porB y tbpB. A continuacidn se secuenciaron en los 2

sentidos y se analizo la secuencia.
> Extraccion del ADN o Preparacion del ADN

Se recuperaron las cepas de N. gonorrhoeae almacenadas a -80°C en caldo de
glicerol, posteriormente se cultivaron en agar GC-Lect™ (Becton Dickinson) y se
incubaron durante la noche a 35°C, con una atmdsfera de un 70% de humedad,
suplementados con 5% de CO,. Tras 18-24 horas de incubacién se realizd una
suspension de api®Suspensién Médium (bioMérieux) con una turbidez equivalente a 4
en la escala McFarland. Se vorted la suspensiéon durante 1 minuto y se realizd un
choque térmico calentando la suspensién a 95°C durante 10 min y posteriormente
enfriando a 4°C durante 2-5 min. El lisado se centrifugd a 10000 g durante 5 min y se

congeld el sobrenadante a -20°C.
> Seleccion de fragmentos internos de pory tbpB

Las regiones internas variables de por y tbpB se secuenciaron en ambas
direcciones mediante el uso de un Unico par de cebadores que se identificaron a partir
de alineaciones de las secuencias disponibles en GenBank mediante el uso del
software ClustalX (versiéon 1.8, disponible en: http://wwwigbmc.ustrasbg.fr/Biolnfo/

ClustalX/Top.html) (12).

Los cebadores utilizados para amplificar el fragmento interno del gen por
fueron disefiados mediante el uso de secuencias conservadas que codifican los alelos
por IA y IB. Estos amplifican un fragmento de 737 pares de bases (pb): 5’->>°CAA GAA
GAC CTC GGC AA**®-3’ (por forward) y 5-'%*®CCG ACA ACC ACT TGG T3’ (por
reverse) (la numeracién se basa en la secuencia por de la cepa MS11) (12). Los
cebadores para tbpB fueron disefiados utilizando secuencias conservadas, y amplifican
un fragmento de 589 pb: 5’-'°*CGT TGT CGG CAG CGC GAA AAC.-3’ (tbpB forward) y
5’-1%87TC ATC GGT GCG CTC GCC TTG**®-3’ (tbpB reverse) (la numeracién se basa en
la secuencia tbpB de la cepa UU1008; niumero de acceso GenBank 2286066) (12).
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> Amplificacion de los fragmentos pory thpB

La PCR del fragmento del gen por se realiza en volumenes de reaccion de 20 pl
usando capilares de vidrio que se incorporan en un carrusel de polipropileno. Cada PCR
contiene 20 pmol de cada cebador, 10 ul de mezcla de reactivo LightCycler”FastStart
DNA Master SYBR Green | (Roche), 5 pl de lisado de ADN, y agua para PCR hasta un
volumen de 20 pl. Para realizar la PCR hemos utilizado el termociclador LightCycIer®
2.0 (Roche). El ciclo de PCR comprende una desnaturalizacion inicial de 10 min a 95°C,
seguido por 45 ciclos de, 10 segundos a 95°C, 10 segundos a 62°C y 10 segundos a
72°C, seguido por una temperatura de fusion de 5 segundos a 95°C, una extensién final
de 30 segundos a 72°C y un posterior enfriamiento a 4°C. La amplificacion del
fragmento del gen tbpB se realizd con los cebadores tbpB, mediante el uso del mismo
método, pero con una temperatura de hibridacién de 69°C. Los fragmentos de ADN
amplificados fueron purificados con el equipo UltraCleanld PCR Clean-Up (MoBio

laboratories, Inc) segun indican las instrucciones del fabricante.
> Secuenciacion de los fragmentos pory tbpB

Los fragmentos internos de los genes porB y tbpB amplificados por PCR se
secuenciaron en ambas direcciones (“forward” y “reverse”) con los cebadores usados
en la amplificacién inicial de PCR mediante el uso del equipo BigDye Terminator Cycle
Sequencing (versién 3.1; Applied Biosystems™) y se aplicaron a un secuenciador de
ADN HITACHI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems'™). Las reacciones de
secuenciacion trazadas en las direcciones “forward” y “reverse” fueron analizadas y
editadas con el uso del software Secuencing Analysis (versidn 5.3; Applied Biosystems)

y cortadas a una longitud establecida.
> Anadlisis de las secuencias

En el caso de por, se utiliza una secuencia de 490 pb para definir los alelos, a
partir de una secuencia conservada que se extiende desde el nucledtido 455 en la

secuencia de la cepa MS11, “TTGAA” (12). Para definir los alelos de tbpB, se selecciona
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una secuencia de 390 pb, a partir de una secuencia conservada que se extiende desde

el nucleétido 1118 en la secuencia de la cepa UU1008, “CGTCTGAA” (12).

Utilizando la pagina web de NG-MAST (www.ng-mast.net) se asigna el

correspondiente alelo a cada gen y el secuenciotipo (ST) resultante de la combinacién
de ellos a cada cepa. A las secuencias de los genes porB y tbpB no descritas
anteriormente se les asigna un nuevo numero alélico utilizando la base de datos

disponible en http://www.mlst.net.

3.5 Analisis estadistico de los resultados

Los resultados descriptivos para las variables cuantitativas se representan como
media y desviacion estandar (DE) y en algun caso como mediana y rango (minimo-

maximo). Las variables categodricas se representan como frecuencia y porcentaje.

Se ha utilizado la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad
de la distribucién a la hora de analizar las variables cuantitativas (edad, CMI y mm de

halo de inhibicidn).

Para analizar la relacion entre variables categdricas se ha utilizado la prueba de

Chi Cuadrado o la prueba exacta de Fisher segln proceda.

Para comprobar si existe asociacion entre las variables cuantitativas (mm de
halo de inhibicién de azitromicina y eritromicina) se ha utilizado el coeficiente de
correlacién de Pearson si se ajustan a una distribucion normal o el coeficiente de

correlacién de Spearman si la distribucién no cumple los criterios de normalidad.

Para comprobar la relacién lineal entre los resultados de sensibilidad a
gentamicina obtenidos mediante un método de referencia (dilucién en agar) y otro
método analitico (difusién en disco-placa) se ha llevado a cabo un andlisis de regresién

lineal.

Para determinar la concordancia entre distintos métodos analiticos (dilucion en
agar y difusion en disco-placa) en el caso de ciprofloxacino, se ha aplicado la prueba

estadistica Kappa.
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Para estudiar los factores relacionados con la presencia de coinfeccién con el
VIH, en primer lugar se han realizado analisis univariantes mediante los modelos de
regresion logistica para estudiar la influencia individual de cada una de las variables
sobre la presencia de coinfeccién con el VIH. A continuacién se ha considerado un
modelo de regresion logistica multivariante para estudiar la influencia conjunta. En
este caso se consideran como posibles variables independientes aquellas que han
resultado estadisticamente significativas en el analisis univariante. En el modelo
multivariante final Unicamente se han considerado aquellas variables que han
alcanzado la significacion estadistica. Los datos se presentan mediante el odds-ratio

(OR) asi como su intervalo de confianza del 95%.

Para la comparacion la CMIsqg de cefixima, ceftriaxona y ciprofloxacino a lo largo
de los 3 anos de estudio (2011-2013) se ha utilizado la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis ya que no se cumplen los requisitos de normalidad.

Un resultado se considera estadisticamente significativo siempre que el p-valor
sea inferior a 0,05. Los datos han sido analizados utilizando el software estadistico

SPSS 22.0.

3.6 Consideraciones éticas

El estudio realizado es de cardacter descriptivo, por lo que durante su realizacién
nos hemos limitado a recopilar informacién existente sin que se haya realizado a los
pacientes pruebas diagndsticas o se les haya sometido a tratamiento alguno para

llevar a cabo la investigacion.

Toda la informacidn recopilada para el mismo se ha considerado confidencial y

se ha utilizado Unica y exclusivamente en el ambito profesional.

Se obtuvo permiso para acceder a la revision de las historias clinicas a través

del comité de Etica e Investigacion del Hospital Universitario Basurto.
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4.1 Resultados epidemioldégicos

Durante el periodo de estudio se obtuvieron 371 aislamientos de N.
gonorrhoeae pertenecientes a 292 pacientes. En 15 pacientes (5%) se detecté mas de
un episodio de infeccidon gonocécica a lo largo de todo el periodo de estudio, en dos de
ellos tres episodios, por lo que, teniendo en cuenta que nuestra unidad de analisis es
el episodio en el que se diagnosticd la infeccidn tal y como se define en el apartado de

“Material y Métodos”, nuestro tamafio muestral es de 309 episodios.

4.1.1 Caracteristicas sociodemograficas

Las tasas de incidencia de infeccién gonocdcica por 100.000 habitantes a lo
largo de los tres afios de estudio son de 38 en el aifio 2011, 26 en el afno 2012 y 24 en el
afio 2013. En el afio 2011 se diagnosticaron 134 episodios (el 74,6% de los diagndsticos
se produjeron en hombres y 25,4% en mujeres), en el afio 2012 se diagnosticaron 91
episodios (82,4% en hombres y 17,6% en mujeres), y en el afio 2013 se diagnosticaron
84 episodios (81,0% en hombres y 19,0% en mujeres).

La edad media de los pacientes fue de 33 afios (DE=9,1) (mediana 33 y rango
de 16-59 afos). El patron sociodemografico muestra un predominio de los hombres
(243 (78,6 %)) con una edad media de 34 afios (DE=9,1) (mediana de edad 33 afios y
rango de 16-59 aios), frente a las mujeres (66 (21,4 %)) con una edad media de 31
afios (DE:9,1) (mediana de edad 29 afios y rango de 18-57 afios), observandose
diferencias estadisticamente significativas entre la edad media de hombres y mujeres
(p=0,022). Como se puede observar en la tabla 9, la distribucion de infeccién
gonocdcica segln los grupos de edad fue similar durante los tres afios de estudio sin

encontrar variaciones estadisticamente significativas (p=0,55).
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N episodios (%)

Edad (afios) 2011 2012 2013
15-19 2(1,5) 3(3,3) 5 (6,0)
20-24 21(15,7) 14 (15,4) 17 (20,2)
25-34 50 (37,3) 37 (40,6) 29 (34,5)
35-44 44 (32,8) 25 (27,5) 22 (26,2)
45-54 16 (12,0) 12 (13,2) 9 (10,7)
55-64 1(0,7) 0 2(2,4)

Tabla 9. Distribucion de los diagndsticos de infeccién gonocdcica segin grupos de edad y afio.

El grupo de edad mas afectado fue el de 25 a 34 anos (37%) (figura 4).Se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,04) entre los grupos de

edad de hombres y mujeres, las mujeres (32% de las mujeres entre 20-24 afios) fueron

mas jévenes que los hombres (47% de los hombres entre 25-34 afos).
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Figura 4. Distribucién de los diagndsticos de infeccidn gonocdcica segin los grupos de edad.
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En cuanto al nivel de estudios en mas de la mitad de los casos no se registré
esta informacién, pero de los 125 pacientes en los que si se registrd esta informacion,

observamos que el 44,8% de los pacientes tenian estudios superiores (figura 5).

50,0%—]

50,0%—]

40,0%

30,0%—

20,0%—

10,0%—

0,0% T
Sin estudios Primarios Secundarios Superiores Mo consta
infarmacidn

Figura 5. Distribucion de los diagnodsticos de infeccion gonocdcica segun nivel de estudios.

Observamos algunas diferencias en el nivel de estudios segun el sexo. El 35,0%
de los hombres tenian estudios secundarios o superiores frente al 27,3% de las
mujeres (figura 6), aunque no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,143). Pero si se observo significacion estadistica entre el porcentaje
de espafioles con niveles secundarios y superiores frente a extranjeros (42% frente a

13%) (p<0,05).
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Figura 6. Distribucion de los diagndsticos de infeccion gonocécica segun sexo y nivel de estudios.

En cuanto al pais de origen de los diagnosticados de gonorrea, el 70,9% de los
pacientes eran autéctonos y el 27,5% procedian de otras zonas, principalmente
Latinoamérica (62,3% de los extranjeros), siendo Colombia (13 casos), Paraguay (10
casos) y Ecuador (9 casos) los paises predominantes. El Norte de Africa fue la siguiente
procedencia con mayor porcentaje de diagndsticos, siendo Marruecos el pais de
procedencia mas frecuente (11 casos). En 5 casos no se registro el pais de origen, 4 de
ellos fueron atendidos en centros de salud y uno en el Servicio de Urgencias del
Hospital Universitario Basurto, ninguno de ellos fue estudiado en una consulta

especializada en ITS.

Lugar de origen N (%)
Espafia 219 (70,9)
Otras procedencias 85 (27,5)
Africa subsahariana 9(2,9)
Asia 2(0,6)
Europa del Este 4(1,3)
Europa Occidental 2(0,6)
Latinoamérica 53(17,2)
Norte de Africa 14 (4,5)
Oriente medio 1(0,3)
No consta informacidn 5(1,6)
Total 309 (100)

Tabla 10. Distribucién de los diagndsticos de gonorrea segun lugar de origen.
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En cuanto a la distribucidn por sexo segln el pais de origen, se observa una
mayor proporcién de mujeres entre los casos de otros paises con respecto a las
espanolas (35,3% frente a 15,1%) (p<0,05) (figura 7). También se observan diferencias
en la edad al diagndstico entre los espafioles y los pacientes procedentes de otros

paises (34 (DE:8,4) frente a 30 (DE:9,1)) (p=0,002).

80,0% Wl Hombres
M Mujeres

Esparia Ctrog paises

Figura 7.Distribucion de los diagndsticos de infeccidon gonocdcica segln sexo y pais de origen.

4.1.2 Caracteristicas clinicas

Los datos obtenidos referentes al servicio sanitario de procedencia de los
pacientes nos muestran un elevado nimero de diagndsticos realizados en las consultas
especializadas de ITS (85,4%) , de las cuales 91,7% fueron atendidas en la consulta del
Servicio de Enfermedades Infecciosas y un 8,3% en la consulta del Servicio de
Microbiologia Clinica y Control de Infeccidn. El resto de pacientes fueron atendidos en
el Servicio de Urgencias del hospital, tanto de Ginecologia (3%) como Generales
(2,6%), en las Consultas externas de Ginecologia (0,6%) y en diferentes Centros de
Salud pertenecientes al area “comarca Bilbao” (8,4%). De los pacientes que no fueron

atendidos en las consultas especializadas de ITS durante el diagndstico de este
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episodio de infeccion gonocdcica (14,6%), el 82,2% fueron remitidos a una consulta
especializada tras este primer diagndstico y el 17,8% no se remitieron a una consulta
especializada o el paciente no acudié a la consulta de ITS. Con lo cual hay datos
referentes a estos pacientes, sobre todo en lo que concierne a la historia sexual, que

no se registraron en la historia clinica.

Consultas de ITS del
I Servicio de E.
Infecciosas
Consultas de ITS del
© Servicio de
Microbiologia
Urgencias de
.Ginecologia
Urgencias Generales
Consultas de
.Ginecologia
 Centros de Salud

Figura 8. Distribucion de los diagndsticos de infeccion gonocdcica segun el servicio de procedencia de los pacientes.
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La mayoria de los pacientes presentaban manifestaciones clinicas (68%) en el
momento del diagndstico, y un 14% se diagnosticaron durante la realizacion de un
estudio de cribado de ITS ya que se trataba de pacientes con relaciones sexuales de

riesgo.

Motivo de consulta N (%)

Manifestaciones clinicas 210 (68,0)
Cribado 43 (14,0)
Investigacidn de contactos 56 (18,0)

Tabla 11. Distribucion del diagndstico segun el motivo de consulta.

HS5H
Hombres
heterosexuales

MMujeres
heterosexuales

Bis exualaes

30, 0%

Manifestaciones Cribado Investigacidn de
clinicas contactos

Figura 9. Distribucidon de los diagndsticos de infeccidon gonocécica segin motivo de consulta y orientacion sexual de

los pacientes.
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Figura 10. Distribucion de los diagnésticos de infeccidon gonocdcica segun si presentan o no sintomas y segun la

orientacion sexual de los pacientes.

Los sintomas observados en mujeres de mayor a menor frecuencia fueron la
leucorrea vaginal (13 casos), dolor abdominal por EIP (4 casos), disuria (2 casos),
faringitis (1 caso), proctitis (1 caso) y uretritis (1 caso). Y en el caso de los hombres

fueron la uretritis (174 casos), proctitis (8 casos), balanitis (5 casos) y disuria (1 caso).

Destacar los 4 casos (6%) de EIP en mujeres. Un caso diagnosticado en el afio
2011y 3 en el afio 2013. Se trata de tres pacientes espafiolas y una colombiana. Todas
se diagnosticaron por el Servicio de Urgencias de Ginecologia del hospital. En todos los
casos la localizacidon del diagndstico fue endocervical y en un caso ademas se aisld en la
muestra vaginal. Tres de ellas presentaron también un diagndstico positivo a otras ITS,
dos a C. trachomatis y una a C. trachomatis, T. vaginalis y VHS. Este ultimo caso se
trata de una paciente autdctona que ejercia prostitucion mientras que en el resto de
casos se trataba de pacientes con pareja estable. Todas estas pacientes dieron un
resultado negativo en la prueba del VIH y negaron tener episodios previos de ITS o

algun episodio de aborto. Tres de ellas eran portadoras de DIU. Todas presentaron:
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dolor abdominal, fiebre, leucorrea, cérvix doloroso a la movilizacién; sin embargo no
se observo ningun caso de endometritis. En un caso se detectd absceso tubo-ovarico
derecho, el cual se drené mediante cirugia y se cultivd aislandose también N.
gonorrhoeae. En tres casos se mostré leucocitosis, neutrofilia y proteina C-reactiva
positiva (en uno de ellos de 17,6) y 2 presentaron esterasa leucocitaria de 500. Dos
casos requirieron ingreso de 3 y 5 dias respectivamente. En ningln caso se llegd a

realizar control de la pareja.

Respecto a la localizacion de la muestra observada en este trabajo, el 64% de
los diagnosticos presentaron localizacién uretral, seguido de un 21,7% de localizacidon
anorrectal, 16,5% orofaringea, 14,2% cervical y 3,9% vaginal. El porcentaje de
localizacion vaginal puede estar infravalorado ya que en el protocolo de toma de
muestras que se sigue en las consultas especificas de ITS, al incluir tomas de todas las
localizaciones simultaneamente, no incluye el medio especifico GC-Let en el
procesamiento de la muestra vaginal por su menor rendimiento frente al foco
endocervical. La localizacién mas frecuente en los hombres fue la uretral seguida de la
anorrectal y la faringea. En las mujeres la localizacion mas frecuente fue la
endocervical, seguida de la faringea, vaginal, anorrectal y uretral (tabla 12). Sélo se
encontré un caso de faringitis en los casos de localizacion orofaringea y 8 casos de
proctitis en la localizacion rectal, lo que supone un 98% y un 85% de pacientes

asintomaticos respectivamente para estas localizaciones.

Localizacion N (%)

Hombres Mujeres
Uretral 191 (78,6) 7 (10,6)
Anorrectal 57 (23,4) 10 (15,1)
Orofaringea 27 (11,1) 24 (36,4)
Endocervical - 44 (66,7)
Vaginal - 12 (18,2)

Tabla 12. Distribucién de los diagndsticos de infeccion gonocdcica segun localizacidn de la muestra

Yy sexo.
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Si sumamos el nimero de localizaciones por episodio observamos que en el
82,5% de los diagnosticos la presentacion fue en una sola localizacion. El 15,2% en dos

localizaciones, el 1,6% en 3 localizaciones y el 0,6% en cuatro localizaciones diferentes.
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Figura 11. Distribucién de los diagndsticos de infeccidon gonocdcica segin el nimero de localizaciones distintas en
cada episodio.

Se obtuvo informacién sobre la presencia de otras ITS diagnosticadas de forma
concurrente distintas al VIH. El 31% (95 pacientes) de los pacientes con infeccién
gonocdcica presentaron ademas otra infeccion. El 15% (14 pacientes) presentaron
coinfeccién de dos o mas ITS (figura 12). La prevalencia de coinfeccidon clamidia-
gonococia fue del 22% y la de coinfecciéon condiloma-gonococia fue del 5,8%, las
prevalencias de infeccion por VHB, tricomonas, sifilis, escabiosis y VHS fueron
inferiores al 3% (tabla 13). La coinfeccién por clamidia fue mas evidente en el grupo de
las mujeres (30%) frente a los hombres (20%) mostrando diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).
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ITS diagnosticadas de forma concurrente N %
1 ITS concurrente

Sifilis primaria 1 1,1
Sifilis secundaria 0 0
Sifilis latente precoz 2 2,1
Clamidia 56 58,9
Tricomonas 1 1,1
Condilomas 13 13,7
VHS 1 1,1
VHB 4 4,1
Molluscum 0 0
Escabiosis 2 2,1
Otras ITS 1 1,1
Subtotal 81 85,3
2 ITS concurrentes

Clamidia + tricomonas 1 1,1
Clamidia + condilomas 3 3,1
Clamidia + VHB 2 2,1
Clamidia + molluscum 1 1,1
Clamidia + sifilis latente precoz 1 1,1
Clamidia + sifilis secundaria 1 1,1
Clamidia + sifilis primaria 1 1,1
Tricomonas + condilomas 1 1,1
Tricomonas + VHB 1 1,1
Subtotal 12 12,6
3 ITS concurrentes

Clamidia + Condilomas + molluscum 1 1,1
Clamidia + Tricomonas + VHS 1 1,1
Subtotal 2 2,1
Total 95 100

Tabla 13. Distribucion de los diagndsticos de infeccidon gonocdcica segun la presencia de otras ITS
diagnosticadas de forma concurrente.
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Figura 12. Distribucidon de los diagndsticos de infeccidn gonocdcica segun el nimero de ITS diagnosticadas de forma
concurrente.
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Respecto a la situacidn del VIH en los casos diagnosticados de infeccién
gonocodcica, el 12% de los pacientes estaban previamente coinfectados con el VIH, 6
casos (2%) fueron diagnosticados como consecuencia del diagndstico de infeccién
gonocdcica a estudio. En un caso se desconocia su estatus seroldgico, se trata de un
paciente que acudié a urgencias del hospital y no fue atendido posteriormente en una

consulta especializada en ITS.

Situacion frente al VIH N (%)
VIH + previo a este episodio 31(10,0)
VIH + diagnosticado en este episodio 6 (2,0)
VIH - 271 (87,7)
No consta informacién 1(0,3)
Total 309 (100,0)

Tabla 14. Distribucion de los diagnosticos de infeccion gonocdcica segun coinfeccidn con el VIH.

La tabla 15 muestra los factores asociados a la coinfeccion con VIH en los
pacientes con infeccion gonocdcica. Las variables que mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los VIH positivos y los VIH negativos fueron el
diagndstico por cribado frente al diagndstico por manifestaciones clinicas (23,3%
frente a 11,0%), la presentacién de uretritis frente a otros sintomas (10,3% frente a
3,9%), los HSH frente a hombres y mujeres heterosexuales (25,6% frente a 17,0%), la
presencia de antecedentes de ITS, la presencia de ITS concomitantes, la coinfeccidon
con sifilis, la coinfeccidn con una ITS distinta del VIH, y rozando la significacién
estadistica las relaciones sexuales con contactos esporadicos (15,2% frente a 9,3%) y la
procedencia de consultas especializadas en ITS frente a otras consultas (13,6% frente a
2,3%). En el analisis multivariante para predecir la asociacién con la coinfeccion del VIH
se incluyeron todas las variables significativas en el andlisis univariante. Los HSH (OR
de 14,27; IC del 95%: 4,16 a 48,89; p<0,001), los antecedentes de ITS (OR de 4,00; IC
del 95%: 1,66 a 9,64; p= 0,002) y la presencia de otras ITS concomitantes (OR de 2,76;
IC del 95%: 1,26 a 6,05; p= 0,011) fueron las Unicas variables que predicen la presencia
de VIH concomitante de forma estadisticamente significativa. La capacidad predictiva

del andlisis multivariante es de 0,852 (“Area bajo la curva ROC”), por lo que

106



Resultados

seconsidera que este analisis tiene un buen poder discriminativo y que estos

resultados no son debidos al azar.

VIH VIH OR Valor
Variable, n (%) positivo negativo (IC del 95 %) P
(n=37) (n=271)

Sexo

Hombres 37 (15,3) 205 (84,7) 1

Mujeres 0 66(100) - 0,001*
Edad media (rango) 34 (16-50) 33 (18-59) 1,01(0,98-1,05) 0,383
Pais de origen

Autdctonos 25 (11,5) 193 (88,5) 1

Otros paises 12 (14,1) 73 (85,9) 1,26 (0,60-2,65) 0,528
Motivo del diagnéstico

Manifestaciones clinicas 23 (11,0) 186 (89,0) 1

Cribado 10 (23,3) 33(76,7) 2,45 (1,07-5,62) 0,034

Investigacidn de contactos 4(7,1) 52(92,9) 0,62 (0,20-1,88) 0,400
Sintomas

Uretritis 18 (10,3) 156 (89,7) 1

Otros 1(3,9) 22 (12,0) 0,35(0,04-2,71) 0,313
Orientacién sexual

HSH 34 (25,6) 99 (74,4) 19,50 (5,83-65,01) <0,001

Hombres y mujeres heterosexuales 3(17,0) 170 (98,3) 1
ITS previas 29 (23,2) 96 (76,8) 6,61(2,91-15,02) <0,001
ITS concomitantes 19 (19,8) 78 (80,2) 2,66 (1,32-5,34) 0,006

Clamidia 12 (17,6) 56 (82,4) 1,84 (0,87-3,89) 0,109

Condilomas 4(22,2) 14 (77,8) 2,22 (0,69-7,16) 0,180

HBV 1(14,3) 6 (85,7) 1,22 (0,14-10,48) 0,852

Sifilis 4(66,7) 2(33,3) 16,30 (2,87-92,46) 0,002
11TS 16 (19,8) 79 (80,2) 2,41 (1,19-4,90) 0,015

21TS 3(27,3) 8(72,7) 2,90 (0,73-11,46) 0,129
Relaciones de riesgo

Ejerce prostitucion 2 (13,3) 14 (86,7) 1,10 (0,24-5,07) 0,904

Contacto con prostitucion 1(3,2) 30 (96,8) 4,63 (0,61-35,04) 0,137

Relacion sex. contacto esporadico 23 (15,2) 128 (84,8) 2,15 (0,95-4,90) 0,067

Relacion sex. pareja estable 5(6,3) 74 (93,7) 1,35(0,65-2,76) 0,415

Relacion sex. esporadica-pareja estable 6 (14,0) 37 (86,0) 1,17 (0,45-3,02) 0,746
Lugar donde fueron atendidos

Consulta especializada de ITS 36 (13,6) 228 (86,4) 6,79 (0,91-50,85) 0,062

Otros Centros 1(2,3) 43 (97,7) 1

Tabla 15. Factores asociados a la coinfeccion por el VIH en los casos diagnosticados de infeccién gonocdcica.
*El p-valor proviene del analisis Chi cuadrado ya que al tener valores 0 no se puede estimar el OR.
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4.1.3 Antecedentes personales

En relacion a los antecedentes personales, el 71,2% de los pacientes acudian
por primera vez al centro sanitario por causa de una ITS, y mas de un tercio (40,5%)

referian haber tenido previamente algun episodio de ITS.

Situacién N (%)

Visto por primera vez 220(71,2)
Ya habia acudido antes al centro 89 (28,8)
Afirma antecedentes de ITS 125 (40,5)
Niega antecedentes de ITS 184 (59,5)

Tabla 16. Distribucion de los diagndsticos de infeccion gonocdcica segun
antecedentes de ITS.

4.1.4 Mecanismos de transmision

Si desglosamos los datos de infeccion gonocdcica por sexo y practicas sexuales,
la transmision entre HSH, que agrupa hombres homosexuales y bisexuales, supone la
mayoria de los diagndsticos de infeccion gonocdcica (43,0%). En dos casos no se
registro la informacion sobre el mecanismo de transmision, se trata de 2 hombres que
se diagnosticaron en un centro de salud y en las urgencias generales del hospital

respectivamente, y que no fueron atendidos en una consulta especializada en ITS.

Mecanismo de transmision N (%)
Relaciones heterosexuales no protegidas 174 (56,3)

e Hombres con relaciones heterosexuales no protegidas 108 (35,0)

e Mujeres con relaciones heterosexuales no protegidas 66 (21,3)
Hombres con relaciones homosexuales no protegidas 125 (40,4)
Hombres con relaciones bisexuales no protegidas 8(2,6)
Mujeres con relaciones homosexuales no protegidas 0(0)
No consta informacién 2(0,7)
Total 309 (100)
Tabla 17. Distribucién de los diagndsticos de infeccion gonocdcica segiin el mecanismo de
transmision.
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Mds de un tercio (35,3%) de las relaciones homosexuales no protegidas se

atribuyen a sexo oral (tabla 18).

Practica sexual N (%)
Hombres que tienen sexo con hombres

Anal 3(2,3)
Oral 47 (35,3)
Anal + oral 83 (62,4)
Total 133 (100)
Hombres y mujeres heterosexuales

Vaginal 20 (11,5)
Anal 0(0)
Oral 28 (16,1)
Vaginal + anal 9 (5,2)
Vaginal + oral 78 (44,8)
Anal + oral 0(0)
Vaginal + anal + oral 37 (21,3)
No especifica practica sexual 2(1,1)
Total 174 (100)

Tabla 18. Distribucion de los diagndsticos de infeccidn gonocdcica segun las
practicas sexuales.

Se observan diferencias en cuanto al mecanismo de transmisién entre
espafioles y extranjeros. En los espafioles el mecanismo de transmision mas frecuente
fueron las relaciones entre HSH (49,7%), y en los extranjeros el mecanismo de
transmisiéon mds frecuente fueron las relaciones heterosexuales de los hombres
(37,6%). No se consideran aqui los 5 casos en los que no se registré el pais de origen
(1,6%), se trata de dos hombres, uno de ellos homosexual, y tres mujeres

heterosexuales.
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Figura 13. Distribucidon de los diagndsticos de infeccion gonocdcica segin mecanismo de transmisién y pais de
origen.

Al analizar la prevalencia de coinfeccidon con el VIH segin el mecanismo de
transmisién observamos mayores prevalencias en HSH que en hombres

heterosexuales (25,6% frente a 2,8%; p<0,05) (tabla 19).

Mecanismo de Numero total de casos  Prevalencia VIH (%) Situacion de VIH
transmision desconocida (n)
HSH 133 25,6 0
Hombres heterosexuales 108 2,8 1
Mujeres heterosexuales 66 0 0

Tabla 19. Prevalencia de la infeccion por el VIH en diagndsticos de infeccidn gonocdcica segun el mecanismo
de transmision.

Si desglosamos la localizacidn de la infeccidn segun el tipo de relacion sexual
observamos que en las mujeres heterosexuales la localizacion mads frecuente fue la
endocervical (41,5%), seguida de la orofaringea (24,5%), vaginal (13,8%), rectal (10,6%)
y uretral (9,6%), en hombres heterosexuales la localizacién mas frecuente fue la uretral
(92,2%) seguido de la faringea (7%) y en HSH y bisexuales la localizacién mas frecuente

fue la uretral (53,0%) seguido de la rectal (34,0%) y la faringea (13,0%).
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En cuanto a las coinfecciones distintas de VIH segln orientacién sexual,
encontramos que la coinfeccion por clamidia fue mas frecuente en mujeres
heterosexuales y HSH que en hombres heterosexuales (30,3% vy 22,6%
respectivamente frente al 16,7%), los condilomas se observaron mas frecuentemente
en HSH (8,3%) que en heterosexuales (3,7%) o en mujeres (4,5%) y el VHB fue mas
frecuente en hombres y mujeres heterosexuales que en HSH (2,8% y 3,4%

respectivamente frente al 0,8%) (figura 14).
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HSH Hombres heterosexuales Mujeres heterosexuales

B Clamidia M Condilomas & HepatitisB M Herpes Virus m Sifilis

Figura 14. Prevalencia de coinfeccidn de la infeccién gonocécica con otras ITS frecuentes seguin orientacién sexual.

Un total de 133 hombres fueron homosexuales, con una edad media de 33
afios (la mayoria entre 25-34 ainos). El 82,6% (109 casos) eran autdctonos frente al
17,4% (23 casos) que procedian de otros paises (p<0,05). El 63,9% (85 casos) se
diagnosticaron como consecuecia de las manifestaciones clinicas presentadas en el

momento del diagndstico, con los siguientes sintomas: uretritis (76 casos, 57,1%),
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proctitis (7 casos, 5,3%) y balanitis (2 casos, 1,5%). El 8,2% se diagnosticaron por
cribado y el 2,4% por contacto sexual de riesgo. El 15,1% de los aislamientos en HSH se
realizé en muestras faringeas, el 42,1% en rectales y el 63,9% en uretrales. El 58,6% de
los HSH tenian antecedentes de ITS previos al episodio de infeccién gonocécica. El 35%
de los HSH presentaron otras ITS distintas del VIH frente al 23% de los heterosexuales
rozando la significacién estadistica (p=0,06), entre estas ITS la mas frecuente fue la
deteccion de clamidia (22,6%), seguido por condiloma (8,3%), escabiosis (1,5%) y
tricomonas y HV y VHB con un 0,8%. El 30,8 % solo presentaban una ITS concomitante
y el 4,5 % (6 casos) dos. Un 25,6 % de los pacientes homosexuales eran VIH positivo, el
21,1% ya conocido, y el 4,5% se diagnosticaron a raiz del episodio de gonorrea. Un
15,8% (21 casos) de los HSH tenia Unicamente pareja estable, un 84,1% (111 casos)
mantenia contactos esporadicos y el 19,2% (25 casos) presentaba pareja estable y
contactos esporadicos a la vez. A su vez el 33% afirmaban haber tenido entre 2 y 5
contactos y/o parejas sexuales diferentes en los ultimos 12 meses, el 19% entre 6 y 10

y el 40% mas de 10.

En 3 casos la adquisiciéon de la infeccion gonocdcica (1%) se atribuyd a un
accidente con el preservativo. Respecto al pais donde probablemente fue adquirida la
infeccion, el 3% (9 casos) de las infecciones se produjeron fuera de Espafia, 4% en
heterosexuales (en Argelia, Filipinas, Republica Dominicana y Tailandia) y un 4% en

homosexuales (3 en Londres y uno en Portugal y Grecia respectivamente).

4.1.5 Perfiles de riesgo

La situacidén de riesgo mas frecuente para contraer una infeccién gonocécica
fueron las relaciones sexuales con un contacto esporadico. El 4,8% de los diagndsticos
de gonorrea ejercian la prostitucion (tabla 20).En 8 casos no se conoce la situacién de
riesgo, ya que se trata de pacientes que fueron atendidos en centros de salud o en el
Servicio de Urgencias del hospital y no fueron atendidos en un centro especializado en

ITS.
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Situaciones de riesgo’ N (%)
Ejerce prostitucidn 15 (4,8)
Contacto con prostitucion 31 (10)
Relacion sexual con contacto esporadico 194 (62,8)
Relacion sexual con pareja estable 123 (39,8)
Perfil de riesgo desconocido 8(2,6)

Tabla 20. Distribucion de los diagndsticos de infeccién gonocdcica segln situaciones de
riesgo para la adquisicion de la infeccién; *"Un mismo paciente puede presentar mas de
una situacion de riesgo

El 43,1% (53 casos) de los pacientes con pareja estable afirmaron haber tenido
también algun contacto esporadico (44 casos (9 mujeres)), contacto con la prostitucion

(4 casos, todos hombres) o haber ejercido la prostitucidon (5 casos, todos mujeres).

En cuanto a los pacientes que alegaron ejercer prostitucién, si analizamos las
situaciones de riesgo mas frecuentes segun el lugar de origen encontramos algunas
diferencias estadisticamente significativas, la proporcion de personas que ejercen
prostitucidn es superior entre los extranjeros que entre los espanoles (15,3% frente a
0,9%) (p<0,05). Sin embargo la proporcion de personas que son clientes de
prostitucidon fue similar en ambos grupos, en torno al 10%. La media de edad de las
personas que ejercen prostitucion es de 32 afios (DE=8,11), la media de edad de los
hombres 24 afios (DE=10,59) y de las mujeres 34 afios (DE=6,91). La media de edad de
los espafioles y de los extranjeros que ejercen prostitucidon es respectivamente 33 y 32
afos. Las principales caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de los pacientes que

ejercen prostitucion se describen en la tabla 21.

La mayoria de los pacientes que ejercen prostitucion son mujeres (tabla 21).
Hay que destacar el caso de una mujer espafola que fue atendida en el Servicio de
Urgencias de Tocologia y Ginecologia del hospital con clinica de EIP y coinfeccion por C.
trachomatis, T. vaginalis y VHS tipo Il. Ademas de esta mujer, tres mujeres mas fueron
diagnosticadas en las consultas de ITS por la presentacién de manifestaciones clinicas

como faringitis, leucorrea vaginal y disuria respectivamente.
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Todos los pacientes que afirmaron tener contacto con prostitucion (10%) eran
hombres, el 93,5% eran hombres heterosexuales y el restante 6,5% hombres

bisexuales.

El porcentaje de gonococia en el que estaban implicadas las relaciones no
protegidas con un contacto esporadico fue superior en los espafioles que en los
extranjeros (68,4% frente al 54,1%) (p<0,05). Como ya hemos comentado, hay cinco
pacientes en los cuales no se registrd su pais de origen, y 8 en los que no se registro su
perfil de riesgo, cuatro de los cuales coinciden con los pacientes cuyo origen se
desconoce y los otros 4 son espafioles, estos casos no han sido incluidos en este
analisis. Encontramos marcadas diferencias en cuanto al porcentaje de contactos
esporadicos segun la orientacion sexual, ya que el 84% de los HSH afirmaron tener
contactos esporadicos, frente al 62% de los hombres heterosexuales y el 27% de las

mujeres (p<0,01).

50, 0%— Ejerce prostitucian
Contacto con
prostitucidn
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Figura 15. Distribucion de los diagndsticos de infeccidon gonocdcica segun lugar de origen y situacion frente a la

prostitucion.
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Variable, n (%) M H
Sexo 13 (19,7) 2 (13,0)
Edad media 34 24
Nivel de estudios
Sin estudios 1(7,7) 0
Estudios primarios 2 (15,4) 0
Estudios secundarios 0 1(50,0)
Estudios superiores 0 0
No consta informacién 10(77,1) 1(50,0)
Orientacién sexual
Heterosexual 13 (100,0) 0
HSH 0 2 (100,0)
Pais de origen
Autdctonos 2 (15,4) 0
Otros paises: 11 (84,6) 2 (15,4)
Brasil 6 (46,1) 1(7,7)
Colombia 2 (15,4) 1(7,7)
Republica Dominicana 1(7,7) 0
Paraguay 1(7,7) 0
Venezuela 1(7,7) 0
Localizacién de la infeccién
Uretral 0 1(50,0)
Rectal 2 (15,4) 1(50,0)
Faringea 5(38,4) 0
Faringea y rectal 1(7,7) 0
Faringea y endocervical 1(7,7) 0
Rectal y endocervical 2 (15,4) 0
Endocervical y uretral 1(7,7) 0
Endocervical 1(7,7) 0
Motivo del diagnédstico
Manifestaciones clinicas 4 (30,8) 0
Cribado 5(38,4) 2 (100,0)
Investigacidn de contactos 4 (30,8) 0
ITS previas 8 (61,5) 1(50,0)
Tipo de pareja
Pareja estable y pareja esporadica o clientes 5(38,5) 0
Pareja esporadica o clientes 13 (100,0) 2 (100,0)
ITS concomitante
Clamidia 3(23,1) 1(50,0)
Tricomonas 1(7,7) 0
HV 1(7,7) 0
VIH - 13 (100,0) 0
VIH + previo 0 2 (100,0)
VIH + diagnosticado con motivo de la infeccién gonocécica 0 0
Parejas en los ultimos 12 meses >55 >25
Lugar donde fueron atendidos
Consulta especializada de ITS 12 (92,3) 2 (100,0)
Urgencias Tocologia-Ginecologia 1(7,7) 0
Centros de Salud 0 0

Tabla 21. Principales caracteristicas de los pacientes con infeccidon gonocécica que ejercen prostitucion.
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Figura 16. Distribucién de los diagndsticos de infeccidon gonocdcica segun lugar de origen y situaciones frente a la

pareja sexual.

En dos casos se declard situacién de riesgo con pareja estable VIH positivo
(0,6%), se trata de dos varones de 36 y 24 afios, de Espafia y de Ecuador

respectivamente, y con diagndstico de VIH previo a este episodio de gonorrea.

El nUmero aproximado de parejas en los ultimos 12 meses segun la orientacion
sexual y el sexo se muestra en la tabla 22. El 22% de los diagndsticos de infeccidn
gonocécica habian tenido mas de 10 parejas en el Ultimo afio, observandose
diferencias estadisticamente significativas en el grupo de HSH respecto del resto

(34,6% frente a 8,3% y 21,2%)(p<0,01).
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N2 aproximado de parejas HSH Hombres Mujeres Hombres Total
en los ultimos 12 meses (133) heterosexuales (108) (66) (243) (309)

1 10 (7,5) 17 (15,7) 27 (41,0) 27(11,1)  54(17,5)
2-5 44 (33,1) 57 (52,8) 21(31,8) 101 (41,6) 122(39,5)
6-10 25 (18,8) 19 (17,6) 1(1,5) 44 (18,1) 45 (14,5)
Mas de 10 46 (34,6) 9(8,3) 14 (21,2) 55(22,6)  69(22,3)
No consta informacién 8(6,0) 6 (5,6) 3(4,5) 16 (6,6) 19 (6,2)

Tabla 22. Distribucion de los diagndsticos de infeccién gonocdcica seglin el nimero aproximado de parejas sexuales

en los dltimos 12 meses.

4.2 Analisis microbioldgico

En el periodo comprendido entre enero del afio 2011 y diciembre del aifio 2013,

se estudiaron un total de 371 cepas de N. gonorrhoeae aisladas en diferentes muestras

clinicas. Se aislaron 157 cepas en el ano 2011, 116 en el aifio 2012 y 98 en el afio 2013.

En cuanto a la localizacién de las muestras, 198 cepas (53,4%) se aislaron en exudados

uretrales, 67 cepas (18,1%) en muestras rectales, 51 (13,7%) en frotis faringeos, 44

(11,8%) en endocervicales y 12 (3,2%) en exudados vaginales.

i Uretral

W Endocervical

Faringeo

i Rectal

i Vaginal

Figura 17. Aislamientos de infeccidn gonocdcica segun localizacion de la muestra.
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Con el objetivo de realizar un diagndstico presuntivo, se realizé un frotis de las
muestras uretrales, endocervicales y vaginales, directamente sobre un portaobjetos
para realizar una tincidn de Gram y ser observada posteriormente al microscopio. Los
resultados de la observacién de la tincion de Gram se muestran en la tabla 23. En el
53,4% (n=232) de las muestras en las que se realizd la tincién de Gram directa sobre el
frotis de la muestra, se observaron leucocitos polimorfonucleares y diplococos gram

negativos intraleucocitarios.

Observacion Tincion Gram No No se observan  LPMNv LPMNvy Aislamientos
n (%) realizado LPMN DCGNI totales
Uretral Total 16 (8) 9 (4,5) 55(27,5) 120(60,0) 200 (100)
Hombres 11 (5,7) 9 (4,7) 55(28,4) 118 (61,2) 193 (100)
Mujeres 5(71,4) 0 0 2 (28,6) 7 (100)
Endocervical 5(12,8) 10 (25,6) 23 (59,0) 1(2,6) 39 (100)
Vaginal 3 (17,7) 5(29,4) 6 (35,2) 3(17,7) 17 (100)

Tabla 23. Distribucién de los diagndsticos de infeccion gonocdcica seglin la muestra en la que fueron aisladas y la
observacion microscopica de la tincion de Gram; LPMN: leucocitos polimorfonucleares; LPMNv: leucocitos

polimorfonucleares valorables; DCGNI: diplococos gram negativos intraleucocitarios.

4.2.1 Sensibilidad antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad antimicrobiana de las 371 cepas de N. gonorrhoeae
aisladas, se llevdo a cabo utilizando diferentes métodos. Mediante el método de
difusion en agar se realizé el estudio de sensibilidad a penicilina, cefixima, ceftriaxona,
ciprofloxacino, espectinomicina, tetraciclina, azitromicina, eritromicina, cefepime,
cefuroxima y gentamicina; mediante el método de dilucion en agar se determind la
sensibilidad antimicrobiana para cefixima, ceftriaxona, ciprofloxacino y gentamicina;
por ultimo, se realizd la determinacion de sensibilidad antimicrobiana por el método
de E-test en aquellas cepas cuyo resultado por el método de difusién en agar disco-

placa se interpreté como sensibilidad intermedia o resistencia a azitromicina.

118



Resultados

4.2.1.1 Método de difusion en agar disco-placa

Los porcentajes de sensibilidad antimicrobiana observados en las 371 cepas de
N. gonorrhoeae estudiadas mediante el método de difusidn en agar se muestran en la

tabla 24.

El 98,9% de las cepas estudiadas presentaron sensibilidad intermedia o
resistencia a penicilina, de las cuales el 8,7% (32 cepas) lo fueron por accién de una [3-
lactamasa plasmidica, y de esas cepas productoras de [3-lactamasa plasmidica el 53,1%
(17 cepas) mostraron un didmetro de halo de inhibicion < 19 mm, mientras que el

resto mostraron un rango de didmetro de halo de inhibicidon de entre 20-24 mm.

El total de cepas estudiadas fueron sensibles a cefixima y ceftriaxona mediante

la técnica de difusidon en disco-placa.

Por lo que refiere a ciprofloxacino, el 53,9% de las cepas fueron resistentes y

45,8% fueron sensibles.

Difusion en agar disco-placa, N (%)

Antibidtico S [ R
Penicilina 4(1,1) 302 (81,4) 65 (17,5)
Cefixima 371 (100,0) - -
Ceftriaxona 371 (100,0) - -
Ciprofloxacino 167 (45,0) 16 (4,3) 188 (50,7)
Espectinomicina 370(99,7) 1(0,3) -
Tetraciclina 135 (36,4) 152 (41,0) 84 (22,6)
Azitromicina 352 (94,8) 8(2,2) 11 (3,0)
Eritromicina 307 (82,7) 51 (13,7) 13 (3,5)
Cefepima 350 (94,3) - 21 (5,7)
Cefuroxima 290 (78,2) 32 (8,6) 49 (13,2)

Tabla 24. Sensibilidad antimicrobiana de las cepas estudiadas mediante el método de

difusion en agar disco-placa; I: sensibilidad intermedia; R: resistente; S: sensible
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Fueron sensibles a espectinomicina el 99,7% de los gonococos estudiados,
aisldandose una Unica cepa con sensibilidad intermedia, mostrando un halo de

inhibicion de 16 mm.

El 36,4% de las cepas fueron sensibles a tetraciclina presentando el resto de los

aislamientos sensibilidad intermedia o resistencia.

Un 5,2% de los aislamientos presentaron sensibilidad disminuida o resistencia a
azitromicina. El 3% de los aislamientos fueron resistentes a azitromicina, 2
aislamientos pertenecientes al mismo paciente no presentaron halo de inhibicién (0
mm de didmetro), un tercer aislamiento presenté 18 mm de halo y el resto 22 mm. Por
otro lado, se observé una gran correlacion (r=0.813; p<0,05) entre los resultados del
diametro de halo de inhibicion de azitromicina y eritromicina, presentando
azitromicina una mayor actividad in vitro que eritromicina con un porcentaje de

variabilidad del 66,1% (tabla 25).

Antibidtico Rango Media Mediana Moda
Eritromicina  0-50 31 30 30
Azitromicina 0-50 34 36 36

Tabla 25. mm de didametro del halo de inhibicién para eritromicina y azitromicina por el

método de difusidn en agar disco-placa.

En el caso de cefepima y cefuroxima, tan solo un 7,5% de los aislamientos
fueron resistentes a cefepima y un 21,8% fueron resistentes a cefuroxima. Todas las
cepas resistentes a cefepima mostraron sensibilidad disminuida o resistencia a

cefuroxima.

En el caso de gentamicina, no existen puntos de corte para los halos de
inhibicion definidos por CLSI o EUCAST. Los resultados de los mm de diametro del halo

de inhibicion obtenidos por el método de difusidn en agar se muestran en la tabla 26.
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Antibidtico Rango Media Mediana Moda

Gentamicina 16-36 22 20 20

Tabla 26. Resultados de los didametros de halo de inhibicién (mm) para gentamicina por el

método de difusidn en agar disco-placa.

Los porcentajes de resistencia obtenidos para algunos antimicrobianos asi
como el porcentaje de cepas productores de [3-lactamasas a lo largo del periodo de
estudio se muestran en la tabla 27. En general la resistencia a penicilina muestra
algunas fluctuaciones, observandose un decrecimiento en el numero de cepas
productoras de [3-lactamasas a lo largo de los afios. La resistencia a ciprofloxacino ha
ido en descenso y la resistencia a azitromicina se ha ido incrementando

significativamente.

Antimicrobiano Numero (%) de aislados resistentes

2011 2012 2013 Total
Penicilina 36 (23,1) 10 (8,6) 16 (16,4) 62 (16,7)
Cefixima y Ceftriaxona 0 0 0 0
Ciprofloxacino 91 (58,3) 60 (51,7) 37 (37,7) 188 (50,7)
Espectinomicina 0 0 0 0
Azitromicina 2(1,3) 4 (3,5) 5(5,1) 11 (3,0)
Produccion de B-lactamasas 17 (10,9) 11 (9,5) 4(4,1) 32(8,7)
N cepas totales 156 (100,0) 116 (100,0) 98 (100,0) 371 (100,0)

Tabla 27. Porcentaje de resistencia y produccion de B-lactamasas en aislamientos de N. gonorrhoeae durante el

periodo 2011-2013, seguin el método de difusién en agar.

A excepcién de eritromicina, cefuroxima y cefepima, que actualmente no
constituyen una alternativa al tratamiento de la infeccion gonocécica, analizando el
resto de antimicrobianos, observamos que, de las 371 cepas estudiadas ninguna fue
sensible a los siete antimicrobianos utilizados (penicilina, cefixima, ceftriaxona,

ciprofloxacino, espectinomicina, tetraciclina y azitromicina). Detectamos 82 cepas
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(22,1%) resistentes o con sensibilidad intermedia sélo a penicilina o a ciprofloxacino,
132 cepas (35,6%) resistentes a dos antimicrobianos, 157 cepas (42,3%) restantes
pueden considerarse multirresistentes, ya que fueron resistentes a 3 o mas
antimicrobianos (364). Diez cepas (2,7%) fueron resistentes a mas de 3
antimicrobianos: una de las cepas fue resistente a penicilina, ciprofloxacino,
tetraciclina y con sensibilidad intermedia a espectinomicina y 9 cepas fueron
resistentes o con sensibilidad intermedia a penicilina, ciprofloxacino, tetraciclina y
azitromicina. Aunque si consideramos la definicion de MR descrita por Unemo et al.
(53), en nuestro estudio tan soélo encontrariamos una cepa MR (0,3%), la cepa

resistente a penicilina, tetraciclina, cirpofloxacino y espectinomicina.

N2 de antibidticos Antibidticos con SloR N %
con Sl o R (%)
1(22,1) Penicilina 78 21,0
Ciprofloxacino 4 1,1
2 (35,6) Penicilina y Tetraciclina 79 21,3
Penicilina y Ciprofloxacino 51 13,7
Penicilina y Azitromicina 2 0,5
3(39,6) Penicilina, Tetraciclina y Ciprofloxacino 139 37,5
Penicilina, Tetraciclina y Azitromicina 8 2,2
>3 (2,7) Penicilina, Tetraciclina, Ciprofloxacino y Espectinomicina 1 0,3
Penicilina, Tetracilina, Ciprofloxacino y Azitromicina 9 2,4
Total cepas estudiadas 371 100,0

Tabla 28. Distribucién de cepas de N. gonorrhoeae con sensibilidad intermedia o resistencia a los distintos
antimicrobianos.

Dos de estas cepas multirresistentes, presentaron sensibilidad intermedia a
penicilina y resistencia a ciprofloxacino, tetraciclina y azitromicina (ausencia total de
halo de inhibicién tanto para azitromicina como para eritromicina). Estas cepas se
aislaron en las muestras endocervical y vaginal de una paciente que fue atendida en la
consulta especializada de ITS perteneciente al Servicio de Enfermedades Infecciosas
del Hospital Universitario Basurto. Se trata de una chica espafiola de 22 afios que,
cinco dias antes de acudir a la consulta de ITS, habia sido atendida por su médico de
atencidn primaria con las siguientes manifestaciones clinicas: leucorrea de 10 dias de

evolucién y dolor en region supra-pubica. Su médico de atencién primaria le tomé una
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muestra vaginal que fue remitida al laboratorio de su hospital de referencia (distinto al
Hospital Universitario Basurto) con el resultado de G. vaginalis y N. gonorrhoeae
sensible a cefalosporinas y resistente a quinolonas, sin estudiar la sensibilidad a mas
antimicrobianos. En la historia clinica de la paciente figuraba que era alérgica a
antimicrobianos betalactamicos, por lo que ante esta situacion, su médico decidié
remitirla a la consulta de ITS sin pautarle ningun tratamiento antibiotico.En la primera
visita en la consulta de ITS (dia 1) la paciente presentaba los mismos sintomas, y en la
exploracién se observd cervicitis sin mostrar adenopatias ni faringitis. Se elabord una
historia sexual completa y se volvieron a tomar muestras, en esta ocasién vaginal,
endocervical y faringea. La paciente no presentaba antecedentes de ITS y afirmaba que
sus contactos sexuales no se encontraban en el pais (3 en el Ultimo afio), por lo que se
le remitid la informacion oportuna para aportar a los contactos. Por su posible alergia
a betalactdamicos se decidid tratamiento con azitromicina en dosis Unica de 2 g y
metronidazol, por el aislamiento de G. vaginalis. Curiosamente, esta vez en el
laboratorio de Microbiologia no se aisl6 N. gonorrhoeae en ninguna localizacién
aungue si se siguidé aislando G. vaginalis en el cultivo vaginal; ademas se realizd6 PCR
para C. trachomatis y cultivo de Trichomonas vaginalis con resultado negativo. La
paciente afirmé no haber recibido ningun tratamiento antibidtico previo a este
episodio. Dos semanas mas tarde vuelve a ser citada en la consulta de ITS (dia 14) para
realizar control post-tratamiento. La paciente presentaba una leve ectopia cervical. Se
le vuelven a extraer muestras genitales y faringeas y son remitidas al laboratorio de
Microbiologia. Esta vez no se pauta tratamiento en espera al resultado del cultivo. La
paciente aseguraba que desde su Ultima visita a la consulta no habia tenido relaciones
sexuales. En esta ocasion se aisld N. gonorrhoeae tanto en la muestra vaginal como
endocervical, el resto de cultivos fueron negativos. El resultado del antibiograma
mostro sensibilidad intermedia a penicilina, resistencia a ciprofloxacino, tetraciclina y
azitromicina, sensibilidad a espectinomicina y una CMI de 8 a gentamicina. Ante esta
situacién y por la dificultad de obtener espectinomicina en nuestro pais, se decidio
tratar alternativamente con gentamicina 280 mg via intramuscular en dosis Unica (dia
17). En el siguiente control (dia 24) la paciente se encontraba totalmente asintomatica.
En esta ocasion los resultados de los cultivos en muestras genitales fueron totalmente

negativos.

123



Resultados

4.2.1.2 Método dilucion en agar

Al igual que en el método de difusidn en agar, todas las cepas fueron sensibles
a cefixima y ceftriaxona por el método de dilucion en agar. El total de las cepas
estudiadas presentaron una CMlsq y CMlgg a cefixima de 0,002 y 0,008 pig/ml, mientras
que las CMlsg y CMlg a ceftriaxona fueron de 0,008 y 0,03 pg/ml, respectivamente
(tabla 29).

El porcentaje de cepas con sensibilidad disminuida o resistencia a
ciprofloxacino fue de un 54,5%. Las CMIlsg y CMlgg para ciprofloxacino fue de 1y 2

pg/ml respectivamente (tabla 29).

Dilucion en agar, N(%)

Antibiético S | R
Cefixima 371 (100) - -
Ceftriaxona 371 (100) - -
Ciprofloxacino 170 (45,8) 1(0,3) 200 (53,9)

Tabla 29. Sensibilidad antimicrobiana de las cepas estudiadas
mediante el método de dilucion en agar; I: sensibilidad intermedia; R:

resistente; S: sensible

Los datos de prevalencia de gonorrea segun la CMI obtenida para cefixima,
ceftriaxona y ciprofloxacino a lo largo de los afios muestran un ligero descenso de las
CMls durante el periodo de estudio (figuras 18, 19, 20). Destacar que en el afio 2012 el
15% de las cepas de N. gonorrhoeae mostraron una CMI de 0,06 pg/ml para
ceftriaxona.Si analizamos las CMlso de cefixima y ceftriaxona a lo largo de los afios
(tabla 30) observamos diferencias signficativas en la disminucién de la CMlIso tanto de
de cefixima (p=0,013) como de ceftriaxona (p=0,002), y que ceftriaxona presenta unas
CMlgo muy elevadas en los primeros afios del estudio (CMlgo= 0,06 pg/ml). En el caso
de ciprofloxacino se observa un descenso alin mas pronunciado a lo largo de los afios,

sobre todo en lo referente a la CMlIsq (p<0,001).
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2011 2012 2013 Total
Antibidtico CMilsq CMly, CMilsq CMilg, CMils, CMly, CMils, CMilg,
Cefixima 0,004 0,015 0,002 0,008 0,002 0,008 0,002 0,008
Ceftriaxona 0,008 0,06 0,008 0,06 0,004 0,015 0,008 0,03
Ciprofloxacino 4 8 0,5 1 0,008 2 1 2
Gentamicina 8 8 4 8 8 8 8 8

Tabla 30. CMl;5, y CMlIg, de cefixima, ceftriaxona y ciprofloxacino obtenidas por el método de dilucidn en agar a lo

largo de los afios.
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Figura 18. Porcentaje de aislamientos de N. gonorrhoeae a lo largo de los afios segln la CMI a cefixima obtenida

mediante el método de dilucion en agar.
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Figura 19. Porcentaje de aislamientos de N. gonorrhoeae a lo largo de los afios segun la CMI a ceftriaxona obtenida

mediante el método de dilucién en agar.
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Figura 20. Porcentaje de aislamientos de N. gonorrhoeae a lo largo de los afios segun la CMI a ciprofloxacino

obtenida mediante el método de dilucién en agar.

En el caso de gentamicina, el rango de CMI por el método de dilucidn en agar
fue de2-16 pg/ml (tabla 31).Podemos observar que cerca del 60% de las cepas
muestran una CMI de 8 pg/ml y el 94,1% muestran una CMI entre 4 y 8 ug/ml. La
CMlso y CMIgg de gentamicina es de 8 pg/ml y practicamente no ha variado a lo largo

de los afos del estudio (tabla 30).

CMI (mg/I) gentamicina 2 4 8 16 Aislamientos totales

N° (%) aislamientos 15(4,0) 127(34,3) 222(59,8) 7(1,9) 371 (100,0)

Tabla 31. Numero de aislamientos de N. gonorrhoeae segun la CMI de gentamicina obtenida por el método de

dilucion en agar.

Hasta el momento las guias no establecen los puntos de corte para la
interpretacion de las CMIs de gentamicina, aunque algunos estudios aplican criterios
basados en la comparacién de la curacion clinica con la CMI (135), definiendo como
sensibles las cepas con CMI < 4 pg/ml, sensibilidad intermedia las cepas con CMI entre
8- 16 hg/ml y resistentes las cepas con CMI >32 pg/ml. Segln este criterio, en este

estudio no se aisla ninguna cepa resistente a gentamicina.
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4.2.1.3 Método E-test

La correlacion entre la interpretacion de los resultados de sensibilidad a
azitromicina obtenidos por difusidn en agar disco-placa y E-test fue del 100 %. Todas
las cepas con sensibilidad disminuida a azitromicina (2,2%) (tabla 24) segun el método
de difusién en agar disco-placa (24- 26 mm de halo) presentaron una CMI de 0,5 pg/ml
mediante el método de E-test y las cepas resistentes mostraron distintas CMls. Dos
aislamientos resistentes a azitromicina por el método de difusién en disco-placa con
una ausencia de halo de inhibicién total (0 mm de halo) presentaron una CMI de 96
pg/ml por el método de E-test. Estos aislamientos son los pertenecientes a las dos

muestras positivas del caso clinico descrito anteriormente.

CMI (pg/ml)azitromicina 0,75 1 1,5 2 4 96 Aislamientos resistentes

N° aislamientos 2 1 3 1 1 2 11

Tabla 32. Numero de aislamientos de N. gonorrhoeae resistentes a azitromicina segun la CMI obtenida por el

método de E-test.

4.2.1.4 Comparacion entre los métodos de difusion en agar disco-placa y
dilucién en agar
Para cefixima y ceftriaxona, la concordancia entre los métodos de difusién y

dilucién en agar fue del 100%, todas las cepas fueron sensibles por ambos métodos.

En el caso de ciprofloxacino se aplicé la prueba estadistica kappa para
determinar la concordancia entre ambos métodos (tabla 33). Este analisis mostré un
acuerdo “casi perfecto” entre los dos métodos (K=0,922), segun lo descrito por Landis

JR, etal. (177). El porcentaje de acuerdo entre ambos métodos fue de 95,96 %.
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Dilucidn en agar Difusion en agar disco-placa N (%)
(CMI pg/ml) N (%) S | R Total
S 167 (45,0) 3(0,8) 0 170 (45,8)
| 0 1(0,3) 0 1(0,3)
R 0 12 (3,2) 188 (50,7) 200 (54,0)
Total 167 (45,0) 16 (4,3) 188 (50,7) 371 (100,0)

Tabla 33. Comparacién de la interpretacion de los valores de CMI de ciprofloxacino en los aislados de N.
gonorrhoeae obtenidos por el método de dilucién en agar con los resultados obtenidos por el método de difusion

en agar.

Se observaron resultados discrepantes en 15 cepas. Mientras 3 cepas fueron
interpretadas como sensibles por el método de dilucidn en agar por difusién en disco
mostraron sensibilidad intermedia y, 12 cepas resistentes por el método de dilucién en

agar se interpretaron con sensibilidad intermedia por difusion en agar.

En el caso de gentamicina se observd una correlacion moderada y positiva
entre los resultados obtenidos por el método de difusidon en agar y dilucién en agar

(r=0,769, p<0,05) (figura 21).

Basandonos en los criterios de sensibilidad publicados por el estudio de Brown
LB et al. (135), segun los cuales se define como cepa de N. gonorrhoeae sensible a
gentamicina aquella cuya CMI sea <4 ug/ml, cepa con sensibilidad intermedia la que
presenta una CMI entre 8 y 16 pug/ml y cepa resistente >32 pg/ml, y aplicando una
recta de regresion lineal entre los resultados obtenidos por ambos métodos,
estimamos como cepas resistentes por el método de difusidn en disco aquellas que
presentan un didmetro de halo de inhibicién <18mm, con sensibilidad intermedia las

cepas entre 18-28mm y sensibles las cepas > 28 mm.
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Figura 21. Diagrama de dispersion donde se correlacionan los resultados de didmetro de halo de inhibicién por el

método de difusion en agar con las CMIs obtenidas por dilucién en agar ([ig/ml) para gentamicina.

4.2.2 Caracterizacion de las cepas

La tipificacion molecular mediante NG-MAST se llevd a cabo sobre todos los
aislamientos de los afios 2012 (n=115) y 2013 (n=97), excepto 2 cepas cuya secuencia

no consta en la base de datos on-line de NG-MAST (http://www.ng-mast.net/), con lo

cual no se determind su secuenciotipo (ST), obteniendo el ST de un total de 212
aislamientos. Estos aislamientos pertenecen a 178 pacientes ya que en 18 pacientes se
aisld la misma cepa en distintas localizaciones y en un paciente se declaré un caso de
reinfeccion ya que, tras la obtenciéon de una muestra control negativa, se volvio a aislar
la misma cepa en una muestra realizada un mes y medio después del primer

aislamiento.

La caracterizacion molecular de los 212 aislamientos descubrié 50 STs

diferentes, representando 42 alelos porB y 26 alelos tbpB. Veinte STs fueron
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representados por dos o mas aislados y 30 STs fueron representados por un solo
aislado. Los STs mas prevalentes (representados por 8 aislados o mas) fueron el ST210
(25 aislados, 11,7 %), seguido del ST292 (23 aislados, 10,7 %), ST2400, ST2992 vy
ST2018 (14 aislados, 6,5%), ST5533 (12 aislados, 5,6%), ST5793 (11 aislados, 5,1 %),
ST1407 (10 aislados, 4,7%%) y ST387 (8 aislados, 3,1%). Estas cepas mas prevalentes
mostraron distintos alelos porB, pero algunos STs comparten el mismo alelo tbpB: los
STs 210y 292, 1407 y 5533, 2018 y 2992 comparten, respectivamente, los alelos tbpB
4,110y 29.

Las cepas resistentes o con sensibilidad intermedia a azitromicina pertenecen a
6 STs diferentes. Los STs mds prevalentes de estas cepas son el ST21 y el ST5049 con 3
aislados resistentes o con sensibilidad intermedia a azitromicina, seguidos del 4120
con dos aislados y los STs 4805, 4812, 437 con un aislado cada uno. Los dos aislados
del ST4120 provienen de dos muestras de la misma paciente (vaginal y endocervical) y

corresponden al caso clinico descrito anteriormente, cuya CMI de azitromicina fue de

96 pg/ml.

En algunos aislados se observaron CMls para ceftriaxona muy elevados, CMlIs
de 0,06 y 0,03 pg/ml, cercanos a los puntos de corte correspondientes a sensibilidad
disminuida segun los criterios establecidos por EUCAST (CMI > 0,12 pg/ml). Los STs
asignados a los aislados con CMI de 0,06 pg/ml para ceftriaxona son los ST2018 con 6
aislados, ST5533 con 5 aislados, ST1407 con 4 aislados, ST7245 con 2 aislados y los STs
4812 y 292 con 1 aislado (n= 19 aislados). El ST4812 mostré ademas resistencia a
azitromicina. Y los STs asignados a los aislados con CMI de 0,03 pg/ml para ceftriaxona
son los ST292 con 4 aislados (uno de ellos con una CMI de 0,03 pg/ml también a
cefixima), ST5533 con 3 aislados, ST1407 y ST2018 con 2 aislados y los STs 437, 2142,
3808, 5793, 7245, 8419 y 8516 con un asilado (n= 18 aislados).

En las tablas 35 y 36 se muestra la distribucién de STs de N. gonorrhoeae
aisladas durante los afios 2012 y 2013 respectivamente, junto con las sensibilidad a

ceftriaxona, cefixima y azitromicina y los alelos de los genes porB 'y tbpB.
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0 o Sensibilidad antimicrobiana Alelo
ST N¢ aislados (%) Ceftriaxona Cefixima Azitromicina porB tbpB
21 2(1,7) S S S 14 33
147 1(0,9) S S S 53 21
210 5 (4,3) S S S 59 4
292 18 (15,5) S S S 28 4
437 4 (3,4) S S S 14 4
887 1(0,9) S S S 997 137
897 1(0,9) S S S 609 29
1407 8(6,9) s (2) S(6) S S 908 110
1737 1(0,9) S S 1050 98
1929 1(0,9) S S 1223 29
2018 14 (12,1) s(7)S(9) S S 182 29
2142 3(2,6) S S S 997 522
2487 1(0,9) S S S 1534 241
2992 6 (5,2) S S S 1808 29
3181 1(0,9) S S S 1923 602
3307 1(0,9) S S S 30 743
3808 1(0,9) S S S 28 110
4210 1(0,9) S S S 2586 883
4444 1(0,9) S S S 262 29
4528 2(1,7) S S S 1873 24
4805 1(0,9) S S R (1) 30 1004
4812 1(0,9) s (1) S R (1) 905 110
5004 2(1,7) S S S 30 263
5049 6 (5,2) S S R(2)1(1) 3059 29
5119 1(0,9) S S S 3104 29
5533 12 (10,3) s (8)S(4) S S 3345 110
5793 11 (9,5) S S S 55 39
6206 1(0,9) S S S 263 1261
7245 4(3,4) s(2) S (2) S S 4330 110
8419 1(0,9) S S S 28 563
8516 1(0,9) S S S 4991 507
8517 1(0,9) S S S 1142 1531
No consta 1(0,9) S S S - -
Total 116 (100) - - - - -

Tabla 34. Distribucion de los ST en las cepas de N. gonorrhoeae aisladas durante el afio 2012; S: cepas sensibles con
CMIs < 0,03 pg/ml; s: cepas sensibles con CMIs = 0,03 o 0,06 pg/ml.
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0 o Sensibilidad antimicrobiana Alelo
ST N¢ aislados (%) Ceftriaxona Cefixima Azitromicina porB tbpB
21 3(3,1) S S R(2)YI(1) 14 33
210 20 (20,4) S S S 59 4
292 5(5,1) s (1) S(4) s (1) S(4) S 28 4
387 8(8,2) S S S 266 118
396 1(1) S S S 28 123
437 1(1) S S | 14 4
730 1(1) S S S 59 29
1407 2(2) s (2) S S 908 110
1501 1(1) S S S 961 383
2212 1(1) S S S 1388 110
2400 14 (14,3) S S S 1489 563
2487 3(3,1) S S S 1534 241
2992 8(8,2) S S S 1808 29
2997 1(1) S S S 866 21
3149 1(1) S S S 1903 110
3674 1(1) S S S 1142 4
4120 2(2) S S R (2) 2513 110
4444 1(1) S S S 262 29
4751 1(1) S S S 2866 29
5016 1(1) S S S 3040 29
5118 1(1) S S S 3040 32
5624 2(2) S S S 90 953
6146 1(1) S S S 3643 110
7228 1(1) S S S 65 1103
7245 3(3,1) S S S 4330 110
7289 2(2) S S S 1259 33
8058 1(1) S S S 90 884
8361 1(1) S S S 878 33
8511 1(1) S S S 5056 1553
8517 6(6,1) S S S 1142 1531
9559 2(2) S S S 5671 4
No consta 1(1) S S R - -
Total 98 (100) - - - - -

Tabla 35. Distribucidn de los ST en las cepas de N. gonorrhoeae aisladas durante el afio 2013; S: cepas sensibles con
CMIs < 0,03 pg/ml; s: cepas sensibles con CMls = 0,03 o 0,06 pig/ml

En la tabla 36 se muestran los perfiles de sensibilidad antibidtica asi como la

moda y el rango de las CMlIs obtenidas para gentamicina, cefixima y ceftriaxona, en los

STs de N. gonorrhoeae que mostraron sensibilidad intermedia o resistencia a

azitromicina y/o CMI mayor o igual a 0,03 pg/ ml para cefixima y/o ceftriaxona. La

cepa multirresistente con ST4120 es la correspondiente al caso clinico presentado.

Las caracteristicas sociodemograficas asi como la orientacién sexual y los

principales factores de riesgo de los pacientes en los que se aislé alguno de los STs mas

frecuentes se muestran en la tabla 37.
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Sensibilidad antimicrobiana

Moda CMI pg/ ml

ST N BL (n aislados para cada categoria) (rango)
P CIP AZ| TE ESP GEN CFM CRO
R (3) 8 0,008 0,06
1407 10 N I(6) R S 1 (6) s (2-8) (0,002-0,008) (0,015-0,06)
S(1) S (4)
[ R S 1 (10) S 4 0,004 0,06
2018 14 N S (4) (2-8) (0,001-0,004) (0,002-0,06)
4805 1 N | S R | S 4 0,001 0,008
4812 1 N | R R R S 4 0,008 0,06
R(2) R(1) 4 0,001 0,008
5049 6 N [ R(1) I(1) 1(2) S (4-8) (0,001-0,002) (0,004-0,015)
S(5) S(3) S(3)
R(2) 4 0,008 0,06
5533 12 N I R S 1(4) S (2-8) (0,004-0,015) (0,004-0,06)
S(6)
R(1) 4 0,008 0,06
7245 7 N R(1) I(6) R S 1(3) S (2-8) (0,008-0,15) (0,004-0,06)
S(4)
R(2) 4 0,001 0,008
23 N [ R(11) S 1(6) S (4-16) (0,001-0,03) (0,002-0,06)
292 S(12) S(15)
R(4) 1(1) 1(4) 8 0,004 0,015
437 5 N [ S(1) S(4) S(1) S (4-8) (0,002-0,008) (0,008-0,03)
4120 2 N | R R R S 8 0,008 0,015

Tabla 36. Sensibilidad antimicrobiana de las cepas de N. gonorrhoeae con aislados que muestran sensibilidad intermedia o resistentes a azitromicina y/o CMI = 0,03
pg/ml para cefixima o ceftriaxona; N= nimero de aislados; BL= produccidon de beta-lactamasas; P= penicilina; CIP= ciprofloxacino; AZI= azitromicina; TE= tetraciclina; ESP=

espectinomicina; GEN= gentamicina; CFM= cefixima; CRO= ceftriaxona
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ST (n) Edad Espafioles H HSH Heterosexuales’ OtrasITS VIH  Prostitucion® >2 parejas
media (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) sexuales’
(rango) (%)
210 (19) 32(19-53) 16(84)  18(95) 7 (37) 12 (63) 5 (26) 0 3 (16) 15 (79)
292 (21) 31(22-51) 16(76)  18(86) 14 (67) 7 (33) 5(24)  5(24) 0 18 (86)
2400 (12) 30 (19-43) 9 (75) 12 (100) 11 (92) 1(8) 3(25) 2 (17) 0 12 (100)
2992 (11) 41(30-53) 10(91)  11(100) 9(82) 2(18) 6(55)  2(18) 0 9(82)
2018 (11)  39(22-51) 6 (55) 6 (55) 0 11 (100) 8(73) 4 (36) 1(9) 7 (64)
5533 (9) 34 (20-51) 5 (56) 6 (67) 2 (22) 7 (78) 3(33) 1(11) 1(11) 7 (78)
5793 (5) 26 (19-37) 2 (40) 4 (80) 4 (80) 1(20) 4 (80) 2 (40) 0 5 (100)
1407 (9) 31 (20-42) 6 (67) 7 (78) 1(11) 8 (89) 1(11) 0 1(11) 7(78)
387 (7) 25 (18-31) 6 (86) 3 (43) 0 7 (100) 5(71) 0 0 3 (43)

Tabla 37. Caracteristicas de los pacientes infectados con los STs de N. gonorrhoeae mas prevalentes; Edad media(rango en afios); H (%): nimero

de hombres y porcentaje; Heterosexuales: nimero de heterosexuales de ambos sexos; a: todas las mujeres estan incluidas en el grupo de

pacientes heterosexuales; b: pacientes que ejercen la prostitucion o estdan en contacto con la prostitucidn; c: pacientes con 2 o mas parejas

sexuales en el ultimo afio

134



135






Discusion

5.1 Situacion epidemioldgica de la infeccion gonocodcica

En muchos paises desarrollados, tras la aparicion de la pandemia del SIDA, las
tasas de infeccion gonocdcica disminuyeron, pero, desde mediados de los afios 90, se
ha observado un aumento sustancial de infeccién gonocdcica en algunos de estos
paises, entre ellos Estados Unidos (178) y Reino Unido (179). En nuestro pais este
aumento se ha hecho notable a partir del afio 2002 (9). Esta tendencia se ha
relacionado con cambios en los comportamientos sexuales de mayor riesgo. Dichos
cambios se han documentado especialmente en varones homosexuales (179-181) con
el aumento de relaciones anales y orales no protegidas. Esto podria ser debido a
diferentes factores, como son el impacto negativo del tratamiento antirretroviral de
gran actividad en la prevencion de las ITS, ya que ha disminuido la mortalidad por SIDA
y ha contribuido a mejorar el bienestar fisico de los pacientes que padecen la
enfermedad, lo que facilita la actividad sexual de estos pacientes, a la vez que
aumenta el desinterés por el riesgo de la transmisién del VIH. Otros factores son la

ignorancia y las dificultades para mantener comportamientos sexuales seguros.

En nuestro estudio, en cambio, al analizar los datos de infeccién gonocécica
durante el periodo 2011-2013 se observa un marcado descenso en la incidencia, cuyas
tasas por 100.000 habitantes descendieron desde 38 en el afio 2011 a 24 en el ano
2013. Debiendo resaltar que durante este periodo no se han producido cambios en la

actuacion de nuestro sistema de trabajo que justifiquen esta tendencia.

A pesar de esto, las tasas de incidencia de infeccién gonocdcica alcanzadas en
el presente trabajo son las mas altas documentadas en nuestro pais (segun el Centro
Nacional de Epidemiologia la tasa por 100.000 habitantes en el afio 2011 es de 5,72)
(9), estando también por encima de la tasa europea (tasa por 100.000 habitantes de
10,4) (8) y asemejandose a las tasas publicadas en Inglaterra (tasas por 100.000
habitantes de 40,1 en 2011)(179) que histéricamente mantiene una de las tasas mas
altas de Europa (8). Aun asi, seguimos encontrando tasas muy por debajo de las tasas
informadas por el CDC en EEUU (tasa por 100.000 habitantes de 103,3 en 2011) (178).
La alta tasa de incidencia encontrada puede deberse a que el darea “Comarca Bilbao”

cuenta con dos consultas de ITS altamente organizadas y experimentadas, las cuales
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llevan a cabo la deteccidn clinica de nuevos casos y el seguimiento de los pacientes y
sus contactos sexuales. Estas consultas tienen un estrecho contacto con el laboratorio
del Servicio de Microbiologia Clinica y Control de Infeccion del Hospital Basurto donde
se realizan las determinaciones microbioldgicas, lo que implica que haya una excelente
conexidn entre los casos, las muestras y la deteccién microbioldgica. Estos datos nos
indicarian muy probablemente que la infeccidon gonocdcica esta infradiagnosticada y/o
infranotificada en muchas zonas del territorio nacional, como ya se apuntd en el
estudio realizado por Vall et al. (182), donde se relaciona este hecho con la escasez de

recursos destinados a las ITS en nuestro pais.

Este estudio presenta una descripcion de las caracteristicas clinicas vy
epidemioldgicas de los casos de gonorrea diagnosticados en el drea sanitaria de Bilbao,
asi como las caracteristicas de sensibilidad antimicrobiana y moleculares de las cepas

de N. gonorrhoeae que los producen.

5.1.1 Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con infeccion
gonocdcica

Los resultados mostrados en este trabajo ayudardn a caracterizar los grupos de
mayor riesgo de sufrir una infeccién gonocdcica en el area de Bilbao, y muestran
diferencias por sexo, via de transmision y pais de origen lo cual podria ser tomado en

consideracion a la hora de implementar las medidas de control de la infeccion.

La gran mayoria de los nuevos diagndsticos de infeccidn gonocdcica se
produjeron en HSH (43%), lo que hace evidente la representacion de este colectivo
entre los casos de gonorrea en el area de Bilbao, un resultado comun con otros
estudios realizados en entornos similares tanto en Espafia (182,183) como en otras
zonas de Europa (184). Por lo que todos los estudios atribuyen a este colectivo el
incremento generalizado de la infeccién gonocdcica en los ultimos afios. El grupo de
edad mas afectado fue el de 25-34 afios con una edad media de 33 afos, ligeramente
superior a la expresada en otros estudios realizados en nuestro pais (183,185,186),
presentando las mujeres una edad media significativamente menor que los hombres.
El 71% de los pacientes eran espafioles y un alto porcentaje tenian estudios

secundarios y superiores. Aungque una de las limitaciones que muestra el presente
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trabajo es el elevado numero de valores perdidos en la variable “Nivel de estudios” ya

que en el 60% de los pacientes se desconoce esta informacién.

Segln datos del Instituto Nacional de Estadistica los principales paises de
procedencia de los inmigrantes en nuestro pais, en orden de mayor a menor
poblacién, son Rumania, Marruecos, Reino Unido, paises latinoamericanos con
Ecuador y Colombia a la cabeza, Italia y China. Estos datos se encuentran en
consonancia con los resultados de este estudio donde los paises de procedencia mas
frecuentes fueron Colombia, Marruecos, Paraguay y Ecuador. Esta poblacion
inmigrante es frecuentemente poblacién con un bajo nivel adquisitivo que viene a
nuestro pais en busca de trabajo, sin estudios reglados o con un nivel de estudios
primarios. No obstante, como ya hemos comentado, nos encontramos con una gran
limitacion a este respecto, ya que en el 74% de los inmigrantes se desconoce este
dato. La gran representacidon de extranjeros entre los pacientes de sexo femenino en
este estudio es consecuencia de la alta proporcion de trabajadoras sexuales en este
grupo de poblacién (36,7% de las mujeres extranjeras son prostitutas) y a las
facilidades de accesibilidad gratuita al sistema de control de ITS en nuestra area para
este colectivo, resultando por tanto un dato esperable dado que es bien sabido que en
Espana mas del 90% de las mujeres que ejercen prostitucion provienen de otros paises
(184). Asi mismo, el porcentaje de hombres y mujeres que ejercen prostitucion y
provienen de otros paises es muy elevado (87%), todos ellos latinoamericanos,
predominantemente de Brasil y Colombia. Aun asi, cabe sefialar la baja frecuencia de
infeccidn gonocdcica en mujeres que ejercen la prostitucion encontrada en este
estudio (20%) comparada con otros estudios realizados en Espafia como el llevado a

cabo por Diaz et al. (40,9%) (186).

En general, las mujeres que ejercen prostitucion y son atendidas en centros
especializados en ITS presentan unas frecuencias relativamente bajas de coinfecciones
venéreas, incluido el VIH (184,186). Esto se podria deber, como ya se ha descrito en
otros trabajos (187,188), a la mayor frecuencia en la utilizacion del preservativo con los
clientes, al menos en el sexo vaginal, y al bajo nivel de prevalencia de VIH entre sus

clientes. La gonorrea faringea en este grupo de poblacién fue muy comun (54%), lo
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que nos indica el bajo nivel de utilizacién del preservativo en las practicas orales en
relacion al sexo vaginal. También se puede deber a la realizacidon de protocolos de
cribado realizados en las consultas especializadas en ITS que incluyen el frotis faringeo,
ya que, excepto una chica que acudié al Servicio de Urgencias con clinica de EIP, todas
las pacientes fueron atendidas en estas consultas. No ocurre lo mismo en los varones
gue ejercen prostitucion, mayoritariamente HSH (186), ya que presentan altas tasas de
VIH y otras ITS (184). En el presente trabajo encontramos tan sélo dos hombres que
ejercen prostitucion y ambos presentan serologia de VIH positiva, uno ademads
coinfeccion por C. trachomatis. También hay que destacar la baja edad observada en
los hombres que ejercen prostitucion comparada con las mujeres. Por este motivo es
importante realizar también intervenciones dirigidas a varones que ejercen la

prostitucién.

5.1.2 Caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccion gonocdcica

Aunque las localizaciones de la infeccidn gonocécica mas frecuentemente son
las genitales tanto en hombres como en mujeres, las localizaciones extragenitales
(orofaringeas y rectales) juegan un papel importante ya que suponen un 38% de las
localizaciones y ascienden al 56% en el caso de HSH y bisexuales. Esta proporcién de
gonorrea extragenital es mas elevada que la observada en otros estudios similares
realizados en nuestro pais (183,186) y en paises como Francia (189) y Alemania (190).
Por lo que la proporcidn de gonorrea extragenital hallada en el presente trabajo es
muy elevada a pesar de la ausencia de TAAN en el diagndstico en el laboratorio. Esto
es debido al alto numero de HSH detectados y a la realizacidn de protocolos completos
llevados a cabo en las consultas de ITS que incluyen la toma de muestra de estas
localizaciones aun en ausencia de sintomas, ya que el 98% y 85% de los pacientes con
aislamiento de N. gonorrhoeae en frotis faringeos y rectales respectivamente, no
presentaban sintomas en el momento del diagndstico. Por lo tanto, es previsible que si
dispusiéramos de TAAN podriamos encontrar un aumento en el porcentaje de
infecciones extragenitales como ocurrié en Inglaterra tras la introduccion de este tipo
de técnicas diagndsticas (183). Estas observaciones hacen altamente recomendable el
examen de las localizaciones extragenitales en los pacientes que lleven a cabo

practicas sexuales orales y anales aun en ausencia de sintomas. Esto supone un
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hallazgo importante respecto a la deteccidon, politicas de control y el tratamiento
debido a que tanto las infecciones rectales como faringeas son mas dificiles de tratar y

la eleccidn del antibiotico adecuado es crucial.

En este trabajo se observa una alta proporcidn de casos con episodios previos
de ITSs (40%) y/o que presentan otras ITS concurrentes (31%), ademas de una alta
prevalencia de casos de VIH (12%), por lo que a su vez estos pacientes presentan un
mayor riesgo de contraer y transmitir la gonorrea, es decir, son las principales

poblaciones de riesgo de esta infeccidn.

Las ITS en general, son un importante problema de salud publica tanto por su
morbilidad como por las complicaciones y secuelas que presentan si no se realiza un
diagndstico y tratamiento precoz. Destacar los cuatro casos de EIP observados durante
el periodo de estudio, los cuales nos muestran las graves complicaciones de la
gonorrea, ya que todos los casos fueron atendidos en Urgencias de Ginecologia por su
presentacion aguda, con unos parametros bioquimicos alterados (leucocitosis,
neutrofilia, proteina C-reactiva y esterasa leucocitarias muy elevadas). Requiriendo en

dos de los casos ingreso de al menos 3 dias e incluso cirugia.

Asi mismo, existe una importante interrelacion entre la infeccidon gonocdcica y
la infeccion por el VIH ya que, por un lado la infeccién gonocdcica aumenta el riego de
adquisicion y transmisién del VIH (183) y por otro lado, al compartir vias de
transmisién y tener un periodo de latencia mas corto (normalmente de 2 a 5 dias)
(191), la incidencia de gonorrea se puede utilizar como un indicador muy sensible de
cambios en los comportamientos sexuales de riesgo. Por tanto a los pacientes
diagnosticados de gonorrea u otras ITS se les debe ofrecer la prueba del VIH, de la
misma forma que se debe hacer un mayor énfasis en el cribado periddico de ITS en

personas infectadas por el VIH.

En el presente trabajo hemos observado que los HSH y las mujeres presentaron
mas coinfecciones distintas del VIH que los hombres heterosexuales. La infeccidon por
C. trachomatis y los condilomas producidos por el VPH fueron las ITS mas frecuentes

en todas las categorias de transmision sexual, pero los HSH tuvieron un mayor
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protagonismo en la infeccion por sifilis (4,5%) que el resto de pacientes ya que todos
los casos se detectaron en este grupo de transmision sexual, con ademas elevadas
tasas de coinfeccidn con el VIH. Estos resultados son similares a los obtenidos en otros
paises como Inglaterra (192) y en el estudio de Diaz et al. (186) en nuestro pais,
aunque los porcentajes de coinfeccion por clamidia en el presente trabajo son mas

elevados.

En cuanto a la infeccion por el VIH, en el Pais Vasco en el afio 2013 se
notificaron 143 nuevos casos, lo que supone un minimo histdrico desde que se
comenzaron a registrar los casos de VIH en el afio 1997 (193). A pesar de esto la
transmisién en HSH mantiene una tendencia ascendente llegando a alcanzar el 56% de
los nuevos casos de VIH. Esta misma tendencia se observa en todo el estado espaiiol
(194), por lo que la transmision en el grupo de HSH es la mas importante en lo que a
VIH se refiere (193).La proporcién de VIH detectada en el presente estudio (12,0%) es
similar a la proporcién hallada en otros paises con alta prevalencia de VIH, como
Dinamarca (12,3%), Holanda (12,0%), Italia (10,3%) e Inglaterra (10,5%) (195) y
también coincide con paises en los que la proporcién de HSH con infeccién gonocdcica

es muy elevada.

La elevada edad media de los pacientes (34 afos), el alto porcentaje de
relaciones sexuales esporadicas (78%), el acusado numero de pacientes con multiples
parejas sexuales (el 22% habian tenido mas de diez parejas sexuales en el Ultimo afo) y
la presencia de antecedentes de otras ITS (78%) muestran una tendencia hacia la falta
de prdcticas sexuales seguras. La mayoria de los pacientes con serologia de VIH
positiva fueron HSH (92%), el 2% de los casos diagnosticados con motivo del episodio
de infeccion gonococica. Es preocupante que el 84% de estos casos de VIH ya conocian
su estado antes del episodio de infeccion gonocédcica, y sin embargo no habian
utilizado preservativo. Esta situacion se da sobre todo entre la poblacién homosexual
ya que, segun describen algunos estudios (179,190), los casos de HSH con serologia
positiva para el VIH diagnosticados de gonorrea son mas propensos a reportar
comportamientos sexuales de alto riesgo que los HSH con serologia negativa para el

VIH. La causa de esto puede ser un fendmeno extendido en Europa (192) que se da
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entre HSH VIH-positivos que practican relaciones sexuales sin proteccion con parejas
de ese mismo estado seroldgico (“serosorting”) (192), creando asi un grupo de riesgo
desproporcionadamente alto que propaga rdpidamente las enfermedades de
transmisidn sexual. Otra razon puede ser la deficiente proteccion contra la reinfeccion
a causa del estado de inmunodepresion de algunos de estos pacientes (190). Otros
estudios que comparan el comportamiento de riesgo sexual entre HSH VIH positivos y
VIH negativos encontraron que los hombres VIH positivos suelen ser receptivos sin
proteccion sobre todo si la pareja que penetra es VIH negativo o su estado es
desconocido (190). Estos datos nos alertan de la importancia de continuar reforzando
la prevencidon en HSH infectados con el VIH, y por ello se recomienda que los HSH que
tienen relaciones sexuales sin proteccion con parejas nuevas o esporadicas realicen un
cribado de VIH/ITS al menos anualmente, y cada tres meses si el cambio de pareja es

habitual (183).

5.1.3 Caracteristicas relacionadas con la transmision de la infeccion
gonocdcica

Como ya hemos adelantado, los HSH estan involucrados mas frecuentemente
en conductas sexuales de riesgo ya que un alto porcentaje tienen relaciones sexuales
con multiples parejas, mas de la mitad muestran antecedentes de ITS y mas de un
tercio presentaban otras ITS distintas al VIH. Esto constituye un verdadero problema
de salud publica debido a su potencial para la transmisién del VIH. Por otro lado el
porcentaje de coinfeccion por clamidia en HSH (22%) es mads elevado que el publicado
en otras zonas de Europa como el Reino Unido (10%) (132) donde la proporcion de

infeccion gonocdcica en HSH es similar a la nuestra.

Entre el colectivo de HSH encontramos un alto porcentaje de sexo oral y
rectalsin proteccion lo que conduce a las infecciones en estas localizaciones
extragenitales. El porcentaje de gonorrea rectal encontrado en HSH (42%) es superior
a lo descrito en el estudio realizado por Diaz et al. (186) en Clinicas de ITS de nuestro
pais y lo publicado en Clinicas de ITS en Alemania (190) y en Reino Unido (192) (21%,
35% y 31% respectivamente). Del mismo modo el porcentaje de infeccidn faringea

(15%) es mayor que los porcentajes mostrados en el estudio de Diaz et al. (186), en
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Alemania (190) y en un estudio realizado a nivel Europeo (190) (5,2%, 7,3% y 7%
respectivamente) (186,190), y es igual al publicado en el Reino Unido (192). Esto
puede deberse a las diferencias en las poblaciones de estudio, y dado que tanto la
infeccion gonocdcica como la rectal suelen ser asintomaticas, esto nos indica que las
tasas de cribado en la poblacién de HSH en el area de Bilbao son mayores que las
obtenidas en otras zonas, y que el disefio y desarrollo de los protocolos de actuacién
en las consultas especializadas en ITS de Bilbao son seguramente mas eficientes, ya
que el 92,5% de los HSH en este estudio fueron atendidos en estas consultas. Para
evitar este porcentaje de ITS en HSH, ademas de los mensajes de prevencion del VIH,
se deberian de desarrollar otras estrategias como el cribado de rutina en HSH
sexualmente activos que estan en contacto con sistemas sanitarios y la deteccion e
informacién in situ del conjunto de las ITS en lugares donde los HSH buscan parejas

sexuales.

Aunque el mecanismo de transmision mas frecuente de infeccién gonocodcica
fueron las relaciones homosexuales entre hombres (43%), destaca una elevada
proporciéon de hombres heterosexuales (35%). Hay que subrayar que el 27% de
hombres heterosexuales contrajo la infeccién a través del contacto con una
trabajadora sexual, de los cuales el 4% fue consecuencia del turismo sexual fuera de
nuestro pais. Por otro lado, los estudios realizados en otros paises de Europa (179)
encontraron una proporcién importante de hombres heterosexuales infectados de
gonorrea en el extranjero, pero este no es el caso de nuestro estudio donde en todas
las categorias de transmisidn sexual la mayoria de las infecciones se han adquirido en
nuestro pais. Los altos porcentajes de localizaciones extragenitales en este grupo de
poblacién probablemente también nos muestran un cambio en las practicas
heterosexuales. lgualmente la poblacion heterosexual muestra porcentajes de
coinfeccién con otras ITS mas bajos que la poblacién de HSH, aunque en el caso del
VHB ocurre lo contario, ya que se diagnostica mayoritariamente en hombres y mujeres

heterosexuales (2,8% y 3,4% respectivamente frente al 0,8%).

Existen marcadas diferencias en las caracteristicas de las mujeres infectadas en

comparacion con los hombres tanto heterosexuales como homosexuales. Un tercio de
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las mujeres diagnosticadas tenian una edad inferior a 25 afios y un 41% indicaban
haber tenido una sola pareja sexual en el Ultimo ano, mientras que en los hombres el
grupo de edad predominante fue el de 25-34 afios y tan sélo un 11% declaraban haber

tenido una sola pareja sexual en los ultimos 12 meses.

El sexo sin proteccion con parejas ocasionales fue la fuente mas importante de
infeccion en los varones. Estos resultados son muy importantes porque reflejan una
falta de percepcion del riesgo en los hombres y hacen que sea mas dificil llevar a cabo
la notificacion y control de la pareja. Por otro lado el elevado porcentaje de contactos
esporadicos entre las parejas estables (43%) apunta una tendencia creciente, ya
mencionada, en la disminucién de las practicas sexuales seguras. Estos datos indican
que las medidas de educacidon y promocidn de la salud que actualmente se realizan

sobre la poblacidn general, no son suficientes.

Los datos referidos indican que los esfuerzos en la prevencion de la infeccion
gonocédcica, como la mayor cobertura de deteccién de ITS y el facil acceso a los
servicios especializados en ITS, deben de mantenerse e incluso reforzarse en la
atencion de los principales grupos de riesgo. La promocién y educacién en salud para
aumentar la conciencia publica y fomentar comportamientos sexuales mas seguros
como el uso necesario del preservativo con todas las nuevas parejas sexuales o
contactos esporadicos, siguen siendo fundamentales en la prevencion de las ITS. Este
hecho es, ademas, de particular importancia en el contexto que vivimos actualmente
respecto a la disminucion de la sensibilidad antimicrobiana en el tratamiento de la

gonorrea y la publicacion de un plan de respuesta europeo (131) y mundial (132).

5.2 Analisis microbiolagico

Debido a la evidente tendencia a la aparicién de cepas de gonococo
multirresistentes, es esencial desarrollar programas de monitorizacidon de resistencias,
como el que presentamos, para mantener las guias terapéuticas actualizadas con el
objetivo de llevar a cabo un correcto manejo del paciente y del control de la infeccién
tanto a nivel local como regional y mundial. Asi mismo, es importante detectar los

cambios poblacionales de N. gonorrhoeae con el propdsito de controlar y prevenir su
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diseminacidon. Debido a la diversidad genética de N. gonorrhoeae, se han desarrollado
una gran variedad de métodos para su estudio, siendo los métodos genotipicos los de
eleccidon por su elevado poder de discriminacién, reproducibilidad y especificidad.
Entre ellos el método NG-MAST es uno de los mas utilizados ya que permite comparar
los clones circulantes entre diferentes areas geograficas, por lo que es adecuado para

aplicaciones que aporten informacion epidemiolégica a corto plazo.

Los datos sobre la propagacion de la resistencia entre cepas de gonococo en
nuestro pais y los STs hallados mediante NG-MAST son escasos. Destacar el estudio
llevado a cabo por Serra-Pladevall et al. realizado en el Servicio de Microbiologia del
Hospital Universitario Vall d’Hebron (4), en Barcelona, con 100 cepas analizadas v, el
estudio recientemente publicado por el equipo de Cobo et al. (185) desarrollado por el
Servicio de Microbiologia del Hospital de Poniente, en Almeria, donde se analizaron 65
cepas. Ambos estudios reflejan la situacién local, aunque el niumero de cepas que
presentan es escaso y no relacionan los STs descritos con las caracteristicas de los
pacientes. En el resto de Europa, en cambio, ya hay descritas series con un nimero

elevado de muestras (196-200).

5.2.1 Tincion de Gram

La tincion de gram resulta un método de presuncién diagndstica de infeccion
gonocdcica que aporta informacion muy util, sobre todo en el caso de las muestras
uretrales, ya que en el 87,5% de estas muestras se observaron LPMN valorables y/o
diplococos gram negativos intraleucocitarios. Por lo que se recomienda realizar la

tincion de Gram en todas las muestras genitales tanto en hombres como en mujeres.

5.2.2 Sensibilidad antimicrobiana

La OMS apoya la teoria de que el régimen de tratamiento de la gonorrea es
eficaz si consigue curar al menos un 95% de las infecciones (5). Por lo tanto, viendo los
resultados de este trabajo y, ya que espectinomicina no se encuentra comercializada
en nuestro pais, ceftriaxona y cefixima son las mejores opciones de tratamiento

empirico de la gonorrea en nuestro entorno.
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Este estudio muestra el alto porcentaje de resistencia antimicrobiana en las
cepas de N. gonorrhoeae que circulan en nuestro medio, de manera que penicilina
(98,9% de cepas con sensibilidad disminuida o resistentes), ciprofloxacino (55% de
cepas con sensibilidad disminuida o resistentes) y tetraciclina (63,6% de cepas con
sensibilidad disminuida o resistentes) no deben de utilizarse como tratamiento
empirico de eleccion. Sin embargo, tanto el porcentaje de cepas resistentes a
ciprofloxacino como la CMlsg y CMlgg de este antimicrobiano, sufren un decrecimiento
a lo largo de los anos, probablemente debido a la exclusién de este antibidtico como
tratamiento empirico de primera linea de la gonorrea no complicada en nuestro

entorno.

M3ds de la mitad (53,1%) de los aislados resistentes a penicilina con produccidn
de [B-lactamasa plasmidica mostraron un halo de inhibicién < 19 mm, lo que coincide
con la afirmacién del CLSI de que todas las cepas de N. gonorrhoeae con un didmetro
de halo de inhibicién < 19 mm son productoras de [3-lactamasa plasmidica. Aunque no
es recomendable determinar la produccidn de [-lactamasa por este método ya que,
cepas que presentan diametro de halo >19 mm también pueden ser cepas productoras
de [-lactamasa, por lo que habria que confirmarlo con alguna de las pruebas

especificas aprobadas para la deteccion de 3-lactamasas.

En el afio 2010 el ECDC, en el estudio de vigilancia de la sensibilidad de N.
gonorrhoeae EuroGASP (The European Gonococcal Antimicrobial Surveillance
Programme), publicé que el 9% de las cepas de gonococo presentaba sensibilidad
disminuida a cefixima (CMI>0,125 pg/ml), porcentaje se elevaba al 16% en las cepas
procedentes de Espafia (132). En el afio 2011, se publica la primera cepa en Espaia con
resistencia de alto nivel a cefalosporinas (102,150), el cual supone uno de los primeros
casos a nivel mundial. La primera cepa se aislé en Japon en el mismo ano de un frotis
faringeo de una paciente asintomadtica (97), la segunda y tercera en Francia (91) y
Austria (201), de la muestra uretral de 2 varones homosexuales, y la cuarta y quinta en
Espana, de localizacién anorrectal y uretral, respectivamente, en dos varones

relacionados sexualmente (102,150).
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En nuestro estudio hemos observado que las CMIs de cefixima y ceftriaxona
muestran un ligero descenso a lo largo de los afios, observacion que también es
percibida en otros estudios como el llevado a cabo por el programa de vigilancia
europeo Euro-GASP (202) durante los afios 2009-2011 con cepas provenientes de 21
paises europeos; y lo recientemente publicado por Lebedzeu et al. (203) durante los
afios 2010-2013 en el Este de Europa. Las razones de esta disminucion en las CMIs de
ceftriaxona a y cefixima son desconocidas. Sin embargo, aunque no encontramos
ninguna cepa con sensibilidad disminuida o resistente a cefixima y/o ceftriaxona,
encontramos un 9,7% de cepas con CMI a ceftriaxona de 0,06 pg/ml. Esta CMI se
encuentra una dilucion por debajo del punto de corte de sensibilidad disminuida para
cefalosporinas segun los criterios de EUCAST (CMI>0,12 pg/ml). También se observan
CMlsg y CMIgp muy elevadas, sobre todo en el caso de ceftriaxona que en el afio 2011y
2012 alcanza una CMlg de 0,06 pug/ml. Este hecho es importante ya que , aunque el
tratamiento empirico de primera linea de la gonorrea no complicada es ceftriaxona
250 mg, algunas guias como la guia Mensa et al. (104) o la del Reino Unido (133)
empiezan a recomendar aumentar la dosis a 500 mg debido a la apariciéon de cepas
con sensibilidad disminuida a estos antimicrobianos en todo el mundo. Las guias
terapéuticas de Estados Unidos y del Reino Unido recomiendan cefixima 400 mg como
alternativa cuando ceftriaxona no es una opcion valida para el tratamiento, no
obstante, en el presente trabajo, cefixima muestra CMIs mas bajas que ceftriaxona.
Estos datos nos indican la posible aparicion de cepas con sensibilidad disminuida o
resistencia a ceftriaxona y cefixima en nuestro medio, si se siguen utilizando como
tratamiento de eleccidn, lo que hace recomendable mantener una estrecha vigilancia
de la tendencia de la CMI en estos antimicrobianos con el fin de detectar posibles
cambios de sensibilidad a lo largo del tiempo. En cuanto a los criterios de sensibilidad
hay algunas diferencias en los puntos de corte entre CLSI y EUCAST. Segun CLSI las
cepas de gonococo son resistentes a ceftriaxona y cefixima cuando la CMI es =0.25
pg/ml y segin EUCAST cuando la CMI es >0,12 pg/ml. Teniendo en cuenta estas
diferencias, seria necesario aclarar los puntos de corte para el estudio de sensibilidad a

estos antimicrobianos segun criterios clinicos y microbioldgicos.
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Por otro lado las cefalosporinas cefuroxima y cefepime, mostraron buenos
niveles de actividad in vitro contra las cepas de N. gonorrhoeae pertenecientes a este
trabajo, observandose un 78% y un 92% de sensibilidad a estos antimicrobianos
respectivamente. Lo que nos indica que cefuroxima y cefepime podrian suponer una
alternativa eventual en el tratamiento de las infecciones causadas por estas cepas,

aunque no es posible conocer el significado clinico de estos datos.

La azitromicina es un antibidtico que presenta buena penetracion en los
tejidos, larga vida media, prolongado efecto postantibidtico y que se administra por via
oral, por lo que a priori constituye una excelente opcidon de tratamiento para las
infecciones de transmision sexual de etiologia bacteriana. Estas caracteristicas junto
con su amplia utilizacién para tratar infecciones respiratorias y de transmisidon sexual
por C. trachomatis, han sido probablemente las principales causas de aparicién de
cepas de N. gonorrhoeae resistentes a azitromicina en los Ultimos anos. Se ha descrito
resistencia de alto nivel a azitromicina en gonococo (CMI>256 lg/ml) debido a
alteraciones de su diana por mutaciones especificas en el gen que codifica el ARNr 23S,
o resistencia de bajo nivel debida a mutaciones que inducen la sobreexpresion de una
bomba de salida del farmaco (72,74). En este trabajo no hay cepas con resistencia de
alto nivel a azitromicina, pero si se ha obtenido un 5,2% de cepas con sensibilidad
intermedia o resistencia (3%) (CMI > 0,25 pg/ml) segun criterios de EUCAST, dos de
ellas con una CMI muy elevada (96 pg/ml). También observamos un ascenso del
porcentaje de resistencia en los ultimos anos, llegando a obtenerse en el afio 2013 un
porcentaje del 5,1%. En cuanto a los resultados publicados en otras zonas de nuestro
pais, observamos que los porcentajes de resistencia a azitromicina varian, desde el 4%
en Barcelona en el afio 2011 (4) al 13,8% publicado en Almeria en cepas aisladas desde
el afio 2012 al 2014 (185).El programa de vigilancia de ITS del ECDC publicé, en el aio
2011, una prevalencia global de resistencia a azitromicina del 5,3% (99/1865), donde
se observa una gran variabilidad entre los diferentes paises que oscila entre el 0% en
Hungria, Malta y Reino Unido al 14% en Espafna (151). Sin embargo Euro-GASP, sigue
diferentes criterios para la definicion de cepas resistentes a azitromicina (CMI > 1
pg/ml), y segun estos criterios obtendriamos un 2,2% de resistencias a azitromicina en

nuestro estudio. Por todo esto se hace necesario, una vez mas, aunar criterios a la
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hora de definir los puntos de corte de sensibilidad intermedia y resistencia a
azitromicina para poder comparar los resultados obtenidos en los diferentes estudios.
En este mismo estudio Euro-GASP detecta, por primera vez desde el afio 2007, dos
cepas con resistencia de alto nivel a azitromicina, una perteneciente a un hombre
heterosexual en Italia y otra a un HSH en Irlanda (151). En el afio 2011 se aisla también
la primera cepa con resistencia de alto nivel en Estados Unidos (204). Aunque la
correlacidn entre la resistencia de bajo nivel o la sensibilidad intermedia y el fallo del
tratamiento con azitromicina no ha sido bien estudiada, es necesaria una estrecha
vigilancia de la epidemiologia de la resistencia a azitromicina en la infeccion
gonococica, ya que actualmente las guias recomiendan el tratamiento conjunto de
azitromicina con una cefalosporina de tercera generacion para el tratamiento de la

gonorrea (75,104,133).

Por otro lado, no se han establecido los criterios de interpretacion de los halos
de inhibicién de azitromicina frente a N. gonorrhoeae por el método de difusidn en
disco-placa, pero, tomando los criterios establecidos por otros estudios (sensibles las
cepas con halo 227 mm, con sensibilidad intermedia las cepas entre 24-26 mm y
resistentes las cepas cuyo halo de inhibicion sea <24 mm) (4), observamos que la
correlacién entre los mm de halo obtenidos por el método de difusion en disco-placa 'y
las CMIs obtenidas por el método de E-test es total. Este hecho fortalece estos
criterios de interpretacion y demanda la necesidad de nuevos estudios que,
comparando diferentes métodos, ayuden a establecer los puntos de corte definitivos.
Esto es importante ya que en muchos laboratorios de diagndstico clinico la sensibilidad
antimicrobiana se lleva a cabo por el método de difusidn en disco-placa ya que supone

una alternativa mas econémica que el método de E-test.

Los datos obtenidos afianzan la recomendacién de no utilizar azitromicina
como tratamiento Unico de las infecciones gonocdcicas por la tendencia a desarrollar
resistencias, ya que en el afio 2013 supera el 5% de prevalencia que la OMS establece
como limite de indicacion de tratamiento empirico en monoterapia. Pero si en
tratamiento combinado de las infecciones por C. trachomatis ya que, in vitro, muestra

sinergia con las cefalosporinas y mejora la erradicacion de la gonorrea faringea (133).
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Su Unica opcidén en monoterapia es como alternativa en las infecciones gonocdcicas no
complicadas de pacientes con alergia documentada a penicilinas o cefalosporinas (en
monodosis de 2 g via oral), y en aquellos casos en los que se haya confirmado la
sensibilidad antimicrobiana previamente al inicio de la terapia de la infeccidén

gonocdcica.

En cuanto a la eritromicina, no se utiliza como terapia de la infeccidn
gonocdcica ya que se ha demostrado que no resulta eficaz (33). En cambio se puede
utilizar in vitro con fines epidemiolégicos, para predecir la respuesta a azitromicina, ya
gue hemos observado una excelente correlacion entre los resultados obtenidos

mediante la técnica de difusion en agar para ambos antimicrobianos.

Espectinomicina dejé de utilizarse en nuestro pais como tratamiento de la
infeccion gonocdcica debido a la rapida aparicion de resistencias en el pasado cuando
era ampliamente utilizado (51), y a su ineficacia en el tratamiento de la gonorrea
faringea (205). Su desuso podria explicar el porcentaje de sensibilidad tan elevado a
este antimicrobiano en las cepas de este estudio (99,7%). Actualmente
espectinomicina esta retirada del mercado por lo que resulta muy dificil adquirirla en

nuestro medio.

Aunque gentamicina no es recomendada por las guias clinicas para el
tratamiento de la gonorrea, se ha utilizado como tratamiento alternativo de la
infeccidon gonocdcica en paises de Africa y en Indonesia durante muchos afios
(135,147) debido a la emergencia de cepas de N. gonorrhoeaeproductoras de
penicilinasa (206). El motivo de su uso para el tratamiento de estas infecciones es que
se trata de un antimicrobiano barato, que se puede administrar via intramuscular en
dosis Unica de 240 mg o 280 mg (135,207,208), con un importante efecto
postantibidtico (de hasta 7 horas) y que ha mostrado tasas de curaciéon de hasta un
95% en algunos ensayos (135,206,209). Las CMIs obtenidas para gentamicina en
nuestras cepas se mantienen a lo largo del periodo de estudio, hecho también
observado en los resultados obtenidos por el Euro-GASP en el afio 2011(151), ademas
no se han observado incrementos de CMI en las zonas donde su utilizacion ha sido

masiva (135,137,210), lo que nos muestra que gentamicina podria utilizarse como
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terapia empirica en el futuro y actualmente resulta una alternativa en los casos de
alergia a betalactamicos con resistencia a fluoroquinolonas y azitromicina como el caso
gue hemos presentado en este estudio. Sin embargo estos resultados se basan en
datos in vitro y no es del todo conocida la relacion entre la CMI de gentamicina vy el
resultado clinico del tratamiento de la infeccién gonocdcica debido a los escasos datos
publicados y a las dificultades que se encuentran a la hora de diferenciar reinfeccion
gonococica de fracaso terapéutico. En consecuencia, no hay criterios de interpretacion
para las CMls de gentamicina, aunque un estudio publicado en 2007 (135), realizado
en cepas de N. gonorrhoeae aisladas en Malawi, aplica unos criterios basados en
comparaciones entre CMI de gentamicina y curacidn clinica, definiendo como sensibles
las cepas con CMI <4 pg/ml, con sensibilidad intermedia entre 8 y 16 pg/ml vy
resistentes = 32 pg/ml. Con los resultados obtenidos en el presente trabajo y
basdndonos en estos criterios de interpretacion, hacemos una estimacién de los
puntos de corte de sensibilidad a gentamicina mediante el método de difusién en
disco-placa, estableciendo como sensibles las cepas con didametros de halo de
inhibicidn > 28 mm, sensibilidad intermedia 18-28 mm y resistentes las cepas con halos
<18 mm. Por otro lado, hay estudios que han comparado los resultados de CMI
obtenidos por el método de dilucion en agar y E-test, observando una buena
correlacién entre ambos métodos (151), obteniéndose por el método de E-test CMls
mas bajas que por el método de dilucion en agar (137,211). Por lo tanto, seria
conveniente establecer unos puntos de corte de referencia basados en ensayos
clinicos adecuados de manera que cada laboratorio establezca los puntos de corte del

método utilizado basandose en los métodos de referencia.

Durante el periodo de estudio se detectd un caso de fracaso terapéutico de
infeccion gonocdcica, con una cepa multirresistente, en el que las opciones
terapéuticas se encontraron muy limitadas, a la vez que se observaron posibles fallos
en el manejo y procesamiento de la muestra. Por un lado el laboratorio que realizé el
diagndstico sdlo estudid la resistencia a cefalosporinas y ciprofloxacino. Por otro lado
nos encontramos ante un probable maltrato de la muestra, que impidi6 el aislamiento
de N. gonorrhoeae en las muestras recogidas en la consulta de ITS. Todos estos

inconvenientes retrasaron el tratamiento antibiético efectivo de la paciente 17 dias
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pudiendo ocasionar complicaciones derivadas de la infeccion gonocécica. Finalmente
el caso se resolvid con éxito clinico y microbioldgico tratando con una sola dosis de 280
mg de gentamicina via intramuscular. Este caso nos muestra una vez mas el papel de
las consultas de ITS donde se llevan a cabo protocolos completos de cribado, junto con
una correcta toma de la muestra y la importancia del manejo en el transporte vy
procesamiento de las muestras en las ITS, tanto bacterianas como viricas, producidas
por agentes tan exigentes y que tan facilmente se degradan en contacto con el medio

externo como es N. gonorrhoeae.

En cuanto a las cepas MR, dependiendo de la definicion de multirresistencia
que tomemos como referencia, encontramos un porcentaje muy diferente (que varia
de 42,3% a 0,3%), lo que hace muy dificil la comparacidon de nuestros resultados con
otros estudios. Por lo que consideramos que es necesario normalizar la definicién de
cepas gonococicas MR, utilizando una definicidn mas apropiada que se base en los
antimicrobianos que mas frecuentemente se utilizan en el tratamiento de la gonorrea.
Aunque si podemos decir que no encontramos ninguna cepa XR, segun lo descrito por

Unemo et al. (1), como ya se ha observado en otras zonas de nuestro pais (102).

5.2.3 Comparacion entre los métodos de difusion en agar disco-placa y
dilucion en agar

La determinacion de la CMI se puede llevar a cabo mediante los métodos de
dilucién en agar o E-test. Para que el método de dilucidon en agar resulte eficiente,
requiere el procesamiento de un elevado nimero de asilados de una sola vez y en
muchos laboratorios clinicos el niumero de aislados suele ser reducido, por lo que no
resulta viable para la determinacién de CMI en un laboratorio convencional. Algunos
estudios han comparado el método de dilucién en agar con la prueba de E-test (212) y
se ha demostrado una excelente correlacién entre ambos métodos a la hora de
determinar la sensibilidad de N. gonorrhoeae a los antimicrobianos normalmente
utilizados en su tratamiento (92-99% de acuerdo) (196,213).No hay muchos estudios
que comparen la CMI con el método de difusidon en agar para N. gonorrhoeae y los que
hay utilizan diferentes métodos de referencia y no disponen de gran numero de

muestras (196,213-216).
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Frente a esta situacion, decidimos comparar el método de referencia de
dilucién en agar con el método de difusidon en agar para determinar la sensibilidad a
ciprofloxacino, ceftriaxona y cefixima. A la hora de determinar la sensibilidad a
ciprofloxacino, detectamos un acuerdo “casi perfecto” entre los dos métodos. A su
vez, comprobamos que el método de difusion en agar es un método mas preciso en
cuanto a la caracterizacion de las cepas de sensibilidad intermedia, ya que muestra
aislados con sensibilidad intermedia a ciprofloxacino que por el método de dilucién en
agar se muestran sensibles o resistentes cerca del punto de corte de sensibilidad
intermedia. En el caso de ceftriaxona y cefixima los resultados de difusién en agar para
la mayoria de los aislados determinados estaban correlacionados con las CMls

obtenidas por el método de dilucion en agar.

Ambos métodos mostraron resultados reproducibles. Sin embargo el método
de difusidn en agar es mas rentable y facil de realizar, caracteristicas que lo convierten
en una buena alternativa para la determinacién de la sensibilidad antimicrobiana en
los laboratorios de rutina, tanto para la vigilancia epidemioldgica como para el manejo
del paciente. Por lo tanto, recomendariamos la realizacion del método de difusion en
agar disco-placa para la determinacion de la sensibilidad a N. gonorrhoeae de forma
rutinaria y la confirmacion mediante la determinacion de la CMI de ceftriaxona vy
cefixima en todas aquellas cepas cuyos resultados de didmetro de halo de inhibicién

estén en los limites de sensibilidad intermedia o resistencia.

5.2.4 Caracterizacion de las cepas de N. gonorrhoeae

En este estudio se muestra que la poblacidon de gonococos circulantes en el
area de Bilbao es similar a lo expuesto en otras zonas relacionadas geograficamente,
ya que los STs 2992 y 1407 son dos de los mas prevalentes como ocurre en otras areas
de nuestro pais (4,185) y en paises como Francia, Irlanda y Noruega, segun datos del
Euro-GASP (217). En cambio, difieren de los STs que circulan en paises de Asia
(189,218,219) o América (220). También detectamos dos cepas cuyas secuencias no
constan en la base de datos on-line de NG-MAST, con lo cual podriamos estar ante dos

nuevos STs que anteriormente no habian sido descritos.
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El analisis de los STs de los gonococos aislados durante los afios 2012 y 2013
(212 aislamientos) muestra una variedad de 50 STs diferentes. El elevado numero de
aislados unicos (n= 31) puede estar asociado con la localizacidon subdptima de los
contactos, bien porque no se realiza un adecuado seguimiento de los contactos o bien
porque éstos se diagnostican y se tratan en centros donde no se realiza el cultivo y

consiguiente estudio de las cepas.

Los ST mas prevalentes identificados en el presente estudio son los ST210,
ST292, ST2400, ST2992, ST2018, ST5533, ST5793, ST1407, ST387, ST7245, ST8517,
ST5049, ST437 y ST21 y ST2487. Todas estas cepas mas prevalentes tuvieron un unico
alelo porB pero algunos STs comparten el mismo alelo tbpB: los STs 210y 292, 1407 y
5533, 2018 y 2992 comparten, respectivamente, los alelos tbpB 4, 110 y 29. Esto nos

puede indicar que estos STs provienen de la misma cepa que ha ido evolucionando.

Identificar la asociacién entre ST y la resistencia antimicrobiana nos ayuda a
entender la diseminacién de los clones de resistencia dentro de una poblacion y
facilitaria el desarrollo de estrategias de intervencién dirigidas. Por otro lado, al
analizar las caracteristicas socio-demograficas, la orientacidén sexual y los perfiles de
riesgo de los pacientes cuyos STs de N. gonorrhoeae se encuentran entre los mas
prevalentes también podemos observar algunas asociaciones de interés

epidemioldgico.

El ST210 es el mas prevalente en nuestra area (12%) y también se ha descrito
como uno de los STs mas prevalentes en Portugal (221), en cambio no se describe
ningun aislado con este ST en el estudio realizado en el sur de nuestro pais (4) y sélo se
describe un aislado en el estudio realizado en Barcelona (185). Este ST se asocié en su
mayoria con hombres autdctonos (37% HSH y 63% hetrosexuales). Tres de ellos (16%)
son hombres heterosexuales que refieren haber tenido contacto con trabajadoras

sexuales y mas de 5 parejas sexuales distintas en el ultimo afio.

El siguiente ST mas prevalente en nuestro estudio, el ST292 (11%), se trata de
una cepa que podria circular particularmente en nuestro medio ya que no se ha

observado en otros estudios de nuestro pais. A su vez, cinco aislados pertenecientes a
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este ST muestran CMIs de cefixima y/o ceftriaxona mayor o igual a 0,03 pg/ml, lo que
nos alerta de la posible seleccion de resistencias a cefalosporinas de tercera
generacién debido a su utilizacién para el tratamiento de la infeccidn gonocdcica no
complicada. El ST292 podria estar asociado al colectivo homosexual, ya que un 70% de
los pacientes con este ST lo eran, y con el VIH ya que un 36% de los HSH fueron

diagnosticados de VIH previo diagndstico del episodio de infeccién gonocécica.

EL ST2400 (7%) también esta ampliamente representado en nuestro estudio y
no ha sido descrito en el resto de estudios de nuestro pais. Se observa una gran
asociacion con HSH (92%) y por consiguiente también con el VIH (17%). Todos los
pacientes declararon haber tenido mds de dos contactos sexuales en el ultimo afio, lo
que facilitaria la diseminacién de la infeccién. La primera cepa con este ST se aisla en
Enero de 2013 y se sigue aislando a lo largo de todo el afio lo que podria indicarnos la
aparicion de un brote asociado al colectivo homosexual, aunque seria necesaria una

vigilancia mas prolongada para contrastar este hecho.

El ST2992 se aislé en un 6% de los pacientes con infeccidn gonocdcica. Se
encuentra asociado con el colectivo de HSH en un 82%, hecho que ya se describid en el
estudio molecular realizado por Euro-GASP (217). ST2992 se distribuye por otras zonas
de nuestro pais ya que se encontrd un aislado en el estudio de Serra-Pladevall et al. (4)
y es una de las cepas mas frecuentemente aisladas en el estudio de Cobo et al. (185) y
también se distribuye por el resto de Europa, siendo la cepa mds prevalente en Irlanda
y Noruega (217) y una de las mas prevalentes en Alemania (222). Hecho importante
teniendo en cuenta que en el reciente estudio de Cobo et al. (185) ya se ha encontrado
un aislado de este ST resistente a cefixima y azitromicina (185). En nuestro estudio es
la cuarta cepa mas prevalente y su aislamiento se distribuyo a lo largo de los dos afios
estudiados. Todos estos datos nos indican que nos encontramos ante una cepa
ampliamente distribuida, que podria estar dando lugar a un brote dentro de la
poblacién homosexual, aunque seria necesaria una vigilancia mas prolongada de una

muestra suficientemente representativa para verificar este hecho.

Los STs 2018 (6,5%) y 5533 (5,6%) se asocian a brotes que circularon durante el

afio 2012 en pacientes predominantemente heterosexuales, con un alto porcentaje de

156



Discusion

coinfeccidn con otras ITS. En el caso del ST2018, cuatro pacientes eran VIH. El primer
caso de infeccion por el ST2018 se detecté en una mujer en la que se aisld N.
gonorrhoeae por primera vez en cuatro localizaciones distintas (muestra uretral,
rectal, vaginal y endocervical). La paciente padecia VIH y manifesté tener pareja
estable y ser el Unico contacto sexual en el ultimo afio. Todos los aislados de ambos
STs mostraron resistencia a ciprofloxacino. Ademas la CMI de ceftriaxona fue 0,06
pug/ml en mas de la mitad de los aislados tanto del ST2018 (6 aislados) como del
ST5533 (8 aislados). El ST2018 se aisla desde Enero hasta Septiembre del afio 2012 y el
ST5533 desde Enero hasta Abril del mismo afio, aunque en el afio 2013 no se detecto
ningun aislado, lo que supondria la posible erradicacién de los brotes generados por
las cepas pertenecientes a estos STs . Tampoco se han detectado estos STs en otros

estudios de nuestro pais ni de Europa.

El ST5793 (5%) se asocia particularmente a pacientes provenientes de otros
paises, sobre todo Sudameérica (Paraguay y Venezuela), en su mayoria HSH. Hay 2
casos de VIH en dos pacientes espanoles homosexuales que podrian estar asociados ya
gue fueron aislados en el mismo mes. Todos los casos manifestaron haber tenido 2 o

mas parejas sexuales en el Ultimo afio.

El ST1407 es otro de los STs mds prevalentes en nuestro medio asi como en el
resto de estudios de nuestro pais y en muchos paises de Europa y del resto del mundo.
Estudios realizados anteriormente, durante los afios 2003 a 2005, no muestran cepas
pertenecientes al ST1407 o STs relacionados en Europa o en otros continentes. En
cambio, en el afio 2007 se describid por primera vez en un centro de Escocia (200)
donde se realizaba la caracterizacion molecular de todos los casos de gonorrea del
pais, alcanzando valores del 15,4% de aislados en el afio 2009 y siendo la cepa mas
prevalente en estudios recientes de Portugal (221), Noruega (223) y Alemania (222).
Un estudio publicado por el Euro-GASP (217) en el afio 2013 demuestra una amplia
difusién del ST1407 en toda Europa. También se ha documentado su distribucién a
nivel mundial, mostrando sensibilidad disminuida y resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion en Europa (201,224-227), los Estados Unidos (228), Canada (220),

Australia (229), Hong Kong (230) y Taiwan (219) y en un estudio realizado en Japdn
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(189). Nuestro estudio confirma la gran asociacion del ST1407 con la resistencia a
ciprofloxacino, ya que todos los aislados mostraron resistencia a este antimicrobiano,
al igual que lo publicado en diferentes paises de la Unidn Europea (217). También se
demuestra la relacion de este ST con el aumento de las CMIs en las cefalosporinas de
tercera generacion ya que 6 aislados (60%) mostraron una CMI > 0,03 pg/ml. Esto
pone de manifiesto la utilidad epidemioldgica de la caracterizacién molecular como
herramienta para predecir la resistencia a los antimicrobianos, ya que parece cada vez
mas evidente que ciprofloxacino y ceftriaxona, serian regimenes inapropiados para
tratar la infeccion gonocécica producida por el ST1407. En el presente estudio, el
ST1407 no se asocid con resistencia a azitromicina, como se ha publicado en cepas
aisladas en Japon (231), en cambio si se ha asociado la resistencia a azitromicina al
ST4120. EI ST4120, al que pertenece la cepa con CMI de azitromicina de 96 pg/ml, se
encuentra genéticamente relacionado con el ST1407 ya que presentan el mismo alelo
tbpB y al menos un 99% de similitud en el alelo porB (diferencia entre las secuencias
de porB en, como maximo, 5 pares de bases). Este ST es uno de los mas extendidos en
Rumania junto con el ST1407 (217). El ST1407 fue mas comun entre la poblacidon
heterosexual (8 casos, 90%) que la homosexual (1 caso, 11%), como también se
observa en un estudio recientemente publicado en Alemania donde se relaciona
principalmente con la poblacion heterosexual y con una mayor proporcion de mujeres
(222). Sin embargo en otros estudios este ST se ha relacionado con la poblacién
homosexual (224), esto puede indicar un cambio en la distribucion de este ST que
podria haber pasado de la poblacion homosexual a la heterosexual.Por todo esto, el
ST1407 representa un potencial problema de salud publica si se sigue difundiendo sin

adoptar medidas para su reconocimiento y poder asi restringir su diseminacion.

Todas las cepas del ST387 se aislan en hombres y mujeres heterosexuales, en
su mayoria autéctonos (6 casos, 86%). Cinco pacientes (71%) presentaron infeccion
por clamidia en el mismo episodio. En el estudio realizado por Cobo et al. (185) se
aislaron dos cepas con este ST. Esta cepa no se asocia con resistencia antimicrobiana
como ya ha sido publicado en otros estudios (223), pero parece ser particularmente
persistente dentro de la poblacidn heterosexual, debido a que ya fue publicado en

estudios moleculares del afio 2004 (199).
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Excepto el ST5533 y el ST5793 que fueron mayormente asociados con
pacientes extranjeros, el resto de STs fueron aislados en un alto porcentaje, en
pacientes espafioles. Por otro lado la persistencia de los STs 292, 1407, 2992 y 7245 a
lo largo de los dos afios estudiados, nos indica que podria tratarse de clones altamente

estables en nuestra area.

El ST5049, mostré 3 aislados con sensibilidad disminuida o resistencia a
azitromicina. Este ST se encuentra genéticamente relacionado con el ST2992, y no
habia sido asociado anteriormente a la disminucion de la sensibilidad a azitromicina
por ningun estudio, al igual que los ST4812 y 4805. El ST437, aunque no se ha aislado
con mucha frecuencia, es otro de los STs que presenta un aislado con sensibilidad
disminuida a azitromicina en este trabajo, y se encuentra genéticamente relacionado
con el ST225 (poseen el mismo alelo thpB y 299% de similitud en el alelo porB), el cual
es uno de los STs mas frecuentes en Suecia y Malta (217). Aungue serian necesarios

mas aislamientos para relacionar el ST437 con la aparicion de cepas resistentes.

En el marco actual de multirresistencia en N. gonorrhoeae consideramos
imprescindible realizar vigilancia epidemioldgica, alertando, educando e implicando a
la poblaciéon en la prevencién de las ITS, de manera que nos permita anticiparnos en la
busqueda e implementacidn de nuevas estrategias de tratamiento y control de la
infeccion. A nuestro entender, este estudio es el primero en nuestro pais vy
especificamente en el area de Bilbao, en cuanto a la amplitud de la caracterizacion que
realiza de la infeccién gonocdcica. No cabe duda que, por lo tanto, puede permitir una
mayor vigilancia de la gonorrea ya que complementa informacién de la resistencia a
los antimicrobianos con tipificacion molecular y caracteristicas de los pacientes a nivel
local. Aun asi, consideramos necesario realizar estudios con un nimero mayor de
cepas de manera que nos permita realizar un analisis estadistico adecuado que explore
con mayor fiabilidad la asociacion entre caracteristicas de los pacientes, resistencias
antimicrobianas y STs. Ademas surge la necesidad de acordar un enfoque estandar en
el futuro a la hora de realizar estos trabajos que nos permitan comparar los resultados

de los diferentes estudios.
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5.3 Limitaciones del estudio

En este trabajo hemos encontrado algunas limitaciones. Por un lado la ausencia
de informacién sobre la variable “Nivel de estudios” en gran parte de los pacientes.
Por otro lado, la limitada informacién sobre el comportamiento sexual de los pacientes
atendidos en servicios de Urgencias Generales y Centros de Salud que, nos advierte
una vez mas de la importancia de llevar a cabo un estudio completo de todos los
pacientes con sospecha de padecer alguna ITS en una consulta especializada con el fin
de realizar un cribado completo de otras ITS, atender, tratar y controlar a las parejas y
contactos, realizar un seguimiento adecuado de la evolucidn del tratamiento vy
recopilar informacién util para conocer con mas exactitud la epidemiologia existente

en el area de Bilbao.

La principal limitacion del estudio y al tiempo su gran valor es que todas las
cepas proceden del area de Bilbao, por lo que las conclusiones son totalmente
representativas de este territorio. Por otro lado, en contraposicion hay que destacar
gue presentamos un tamaifio muestral importante dificil de obtener en muchos
laboratorios actualmente debido, entre otras razones, a la introduccion de las técnicas
de PCR para el diagndstico de la gonococia, que ha provocado que estos laboratorios
utilicen exclusivamente esta técnica sin llevar a cabo el cultivo y, como consecuencia,

su posterior estudio de sensibilidad y caracterizacion.
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Conclusiones

1. Las tasas de infeccidn gonocdcica detectadas en este estudio son las mas altas
documentadas de nuestro pais, estando incluso por encima de la tasa europea. Sin
embargo, es notable el descenso progresivo en la incidencia observada durante los

tres afios de estudio.

2. El perfil epidemioldgico de los pacientes con infecciéon gonocédcica en el area de
Bilbao, es el de HSH, de procedencia espafiola y que tienen relaciones sexuales con
multiples parejas. HSH que, ademas, presentan mas frecuentemente que otros grupos
de poblacién antecedentes de ITS, asi como coinfeccidn con otras ITS, factores que

predicen la presencia de VIH conocomitante en los pacientes con infeccién gonocdcica.

3. No se ha detectado ninguna cepa con sensibilidad disminuida a cefixima y/o
ceftriaxona y hemos observado que sus CMIs muestran un ligero descenso a lo largo
de los afos. Sin embargo, encontramos cepas con CMI a ceftriaxona cercana al punto
de corte de sensibilidad disminuida para cefalosporinas segin los criterios de
EUCAST.Se observa un aumento de resistencia a azitromicina que afianza la
recomendacién de no utilizar azitromicina como Unico tratamiento de las infecciones
gonococicas. Los datos presentados muestran que actualmente penicilina,
ciprofloxacino y tetraciclina no deben de utilizarse como tratamiento empirico de
eleccidén en nuestro entorno ya que el porcentaje de resistencia antimicrobiana en las

cepas de N. gonorrhoeae que circulan en nuestro medio es muy elevado.

4. Las CMIs de gentamicina en las cepas que circulan en nuestra area, se mantienen a
lo largo del periodo de estudio, lo que muestra que gentamicina podria utilizarse como
alternativa en los casos de infeccién gonocdcica no complicada, con alergia a
betalactdmicos y resistencia a fluoroquinolonas y azitromicina, como el caso que
presentamos en este estudio. De acuerdo a los resultados de CMI obtenidos in vitro, se
presenta una estimacion de los puntos de corte de sensibilidad a gentamicina
mediante el método de difusién en agar disco-placa, estableciendo como sensibles las
cepas con didametros de halo de inhibicion > 28 mm, con sensibilidad intermedia las
cepas cuyos diametros de halos sean de 18-28 mm, y resistentes las cepas con halos

<18 mm.
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Conclusiones

5. Ante la emergencia en nuestro medio de cepas de N. gonorrhoeae con CMls
elevadas para ceftriaxona y/o cefixima, con resistencia simultanea a otros
antimicrobianos, recomendamos la realizacion del estudio de sensibilidad
antimicrobiana de rutina mediante el método de difusidon en agar disco-placa, a todos
los aislamientos de N. gonorrhoeae, que incluya todos los antimicrobianos indicados
para su tratamiento, asi como posibles alternativas, como la gentamicina, y la
posterior determinaciéon de la CMI en aquellas cepas de N. gonorrhoeae cuyos mm de
halo se muestren cercanos a los puntos de corte, con el fin de detectar la aparicidn de

cepas resistentes a estos antimicrobianos.

6. La caracterizacion molecular de los 212 aislamientos descubrié 50 STs diferentes
circulando en el drea sanitaria de Bilbao durante los afios 2012-2013. Los STs mas
prevalentes identificados, en orden de mayor a menor frecuencia, son los STs 210,
292, 2400, 2992, 2018, 5533, 5793, 1407 y 387. La persistencia de los STs 292, 1407,
2992 y 7245 a lo largo de los dos afios estudiados nos indica que podria tratarse de

clones altamente estables en nuestra area.

7. En el presente trabajo se describe, por primera vez en Europa, la asociacién de los
STs 5049, 4812, 4805 y 4120 con la disminucién de la sensibilidad o resistencia a

azitromicina.
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ANEXO |

CENTRO

Hoja de recogida de informacion de pacientes con ITS

N° de historia / paciente:

1. Sexo: ahombre Dmujer
Btravesti [ transexual
2. Fecha de nacimiento: / /
Dia Mes Ano
3. Nivel de estudios:
mninguno Bprimarios secundarios
E:}superiores Cdesconocido

4. Pais de origen:
EEspaﬁa
Cotros. Especificar:

5. Diagnostico (senalar las que procedan):

sinilis primaria [ sfilis secundaria

[Cstilis latente precoz Dhinfeccion gonocdcica

6. Eldiagndstico se ha realizado como consecuencia
de:
[CIManitestaciones clinicas aCribaje

alnvestigacién de contactos

7. ¢Se harealizado confirmacion por métodos de
laboratorio?

CIno

8. Localizacion anatomica de la infeccion (dejar en
blanco en el caso de sffilis latente precoz):

Osi

QAnorrectal

ﬂ Uretral

E,}Orofaringea DCervical

Cotra:

9. Fecha de diagndstico: /
Dia

Mes Afo

10. (El paciente

concurrente? :

E}No

presenta otra ITS de forma

BS{ (Especificar):

mCIamidiasis DTricomoniasis
Clcondilomas EIHerpes genital
E:}Hepa(itis B QMolluscum

uOlras:

11. Situacion actual frente a la infeccion por VIH:
E}VIH (+) previo DVIH(+) diagnosticado con motivo de la ITS

Ovin (O]

CIvin (No consta)

12. Tipo de paciente:

E:} Nuevo BYa conocido

13. Antecedentes de ITS:

Osi O no

E No sabe, no contesta

14. Mecanismo.de transmision mas probable de la ITS
actual (senalar todas las que procedan):

[CIRrelaciones homosexuales no protegidas:
1 Anal Oral mNo consta

[JRelaciones heterosexuales no protegidas

0 Vaginal Canal Corat CINo consta

Cotras. Especificar

15. ¢ Este episodio de ITS se atribuye a un accidente con

el preservativo? :

O si Ono

Pais donde probablemente ocurrié la infeccion:
E} Espana
Cotros. Especificar:

[3 No sabe

16.

17

. Senalar TODAS las que procedan:

Ejercicio de la prostitucion
Contacto sexual con prostitucion
Relacion sexual con contacto esporadico

Relacion sexual con pareja estable

oooon

Relacion sexual con una persona que el paciente

sabia que estaba infectada por VIH

0O

Relacion sexual con pareja estable infectada por VIH

18. N° aproximado de parejas sexuales en los ultimos 12
meses:

Observaciones:
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