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RESUMEN

Neisseria gonorrhoeae produce infecciones de transmision sexual a nivel mundial. El aumento
de cepas resistentes a los antibioticos de primera linea — azitromicina y cefalosporinas — la han
convertido en una preocupacion de importancia global. Las mutaciones puntuales en los genes
23S ARNr y penA de N. gonorrhoeae confieren resistencia a antibioticos y pueden ser
detectadas mediante ensayos moleculares; sin embargo, en Pert aun no existia informacion

sobre la frecuencia de estas mutaciones.

Se analizaron 124 muestras rectales de hombres que tienen sexo con hombres (HSH),
colectadas en dos periodos (2013 — 2016 y 2019 — 2021), mediante el ensayo MAMA-gPCR
que detecta las mutaciones C2611T y A2059G en el gen 23S ARNr para resistencia a
azitromicina y mutaciones en el gen penA para susceptibilidad reducida a ceftriaxona. Ademas,
27 de estas muestras se sometieron a secuenciamiento por Sanger para identificar mutaciones

en los codones del gen penA relacionadas a resistencia a cefixime.

Los resultados mostraron que 2 muestras (3.8%) portaban la mutacién relacionada a elevada
resistencia a azitromicina (A2059G), siendo confirmada en una de las muestras mediante
secuenciamiento por Sanger; adicionalmente, no se detectaron mutaciones relacionadas a baja
resistencia a azitromicina (C2611T). En el gen penA, D345del y G545S fueron encontradas en
13.5% y 7.4% respectivamente. Adicionalmente, mediante secuenciamiento se detectaron
mutaciones relacionadas a susceptibilidad disminuida a cefixime en los codones G375T,

A376P y E377K en el 40.7% de las muestras; AS01T y P551L en 11.1% y G542S en 3.7%.

En este trabajo de investigacion se logrd detectar mutaciones relacionadas a alta resistencia a
azitromicina y susceptibilidad disminuida a cefalosporinas en muestras clinicas de HSH
infectados con N. gonorrhoeae. Indicando la circulacion de cepas resistentes en la poblacion

estudiada y resaltando la importancia del uso de métodos moleculares para optimizar la



vigilancia epidemiolégica y actualizar protocolos para un tratamiento oportuno de N.

gonorrhoeae.

Palabras clave: Neisseria gonorrhoeae, resistencia, penA, 23S ARNTr, Perd.



ABSTRACT

Neisseria gonorrhoeae causes sexually transmitted infections worldwide. The emergence of
strains resistant to first-line antibiotics — azithromycin and cephalosporins — has become a
major concern. Point mutations in the 23S rRNA and penA genes confer resistance and can
detected by molecular assays; however, data on prevalence of these mutations in Peru were

lacking.

We analyzed 124 rectal samples from men who have sex with men (MSM), collected between
2013 — 2016 and 2019 — 2021, using a MAMA-qPCR assay to detect C2611T and A2059G
mutations in 23S rRNA gene (azithromycin resistance) and mosaic alleles in penA (decreased
susceptibility to ceftriaxone). Additionally, 27 samples were analyzed by Sanger sequencing

to identify penA codon mutations linked to cefixime resistance.

Two samples (3.8%) carried the A2059G mutation, confirmed by Sanger sequencing in one
specimen, while no C2611T mutations were found. In penA gene, D345del and G545S were
detected in 13.5% and 7.4% samples, respectively. Sequencing also revealed mutations in

codons G375T, A376P and E377K in 40.7%, AS01T and P551L in 11.1%, and G542S in 3.7%.

This study demonstrates the circulation of high-level azithromycin—and reduced-
cephalosporin—susceptible N. gonorrhoeae strains among MSM in our study population,
underscoring the value of molecular diagnostics for epidemiological surveillance and the

urgent need to update treatment protocols.

Keywords: Neisseria gonorrhoeae, resistance, penA, 23S rRNA, Peru.



1. INTRODUCCION

La gonorrea es la segunda infeccion de transmision sexual (ITS) mas reportada a nivel
mundial, esta es causada por la bacteria Neisseria gonorrhoeae y produce alrededor de 82.4
millones de casos nuevos al afio (1). Segun reportes del Centro para el Control de
Enfermedades (CDC), la infeccidn se presenta mayormente de forma asintomaética y por
este motivo puede contagiarse a otros individuos sanos facilmente (2). En hombres, se ha
reportado una mayor tasa de prevalencia que en mujeres; adicionalmente, la
implementacién del diagndstico en poblaciones de riesgo elevado, como son los hombres
que tienen sexo con hombres (HSH), ha incrementado la tasa de prevalencia en hombres
(3). Cabe resaltar que entre los afos entre los afios 2010 a 2014 la prevalencia en hombres

se increment6 en un 27.9% (4).

N. gonorrhoeae produce infecciones genitales y extragenitales (localizadas en la faringe y
el recto), las infecciones genitales en hombres producen secrecion purulenta y las
infecciones extragenitales a nivel de recto y faringe mayormente no producen sintomas
(5,6). La gonorrea puede presentar diversas complicaciones tanto en hombres como en
mujeres; tales como infertilidad, enfermedad inflamatoria pélvica, abortos espontaneos,
proctitis, disfuncion testicular, uretritis entre otras (4,7). Adicionalmente a lo ya
mencionado, la gonorrea aumenta el riesgo de adquirir otros organismos patdgenos como

el VIH, clamidia, entre otros (8,9).

La tasa de prevalencia de N. gonorrhoeae extragenital en poblacién HSH es mayor que en
la poblacién general, debido a sus conductas sexuales. Estudios previos realizados en HSH
que estaban infectados con N. gonorrhoeae extragenital, revelaron que solamente un 5.1%
y 11.9% presentaron sintomas a nivel rectal y faringeo, respectivamente (4). En Per(

también existen reportes previos de prevalencia de esta infeccién en HSH, el dltimo reporte



es del afio 2016, en el cual los autores reportan una prevalencia de 6.5% a nivel faringeo y

9.6% a nivel rectal (10).

En cuanto al tratamiento, N. gonorrhoeae actualmente es considerada una gran
preocupacion en salud pablica debido a su elevada resistencia a antibioticos; ya que, a lo
largo de los afios, esta bacteria ha ido adquiriendo resistencia a cada uno de los antibidticos
usados para su tratamiento, llegando a tener hasta un 90% de resistencia a ciprofloxacino,
el cual era el antibidtico usado en gonorrea hasta hace algunos afios (11). En tal sentido, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha decidido cambiar las guias de tratamiento
para N. gonorrhoeae desde el afio 2015 descontinuando el uso de ciprofloxacino y
actualmente recomienda la monoterapia oral con cefalosporinas de tercera generacion, que
puede ser ceftriaxona o cefixime, o dual mas azitromicina en lugares donde la resistencia a
azitromicina aun no haya sido reportada (12). Sin embargo, actualmente ya existen reportes
del aumento en los casos con resistencia a cefalosporinas a nivel mundial (13). Ademas,
solo entre los afios 2014 - 2017, la resistencia a azitromicina aument6 de 2.5% a 4.4% e
incluso ya se han reportado casos de pacientes con concentracion minima inhibitoria

(MICs) elevada tanto para azitromicina como para cefalosporinas (12).

Los avances en estudios moleculares en todo el mundo han permitido detectar mutaciones
especificas que confieren resistencia a los antibidticos. Existen mutaciones que confieren
resistencia a las cepas de N. gonorrhoeae, las mutaciones en los genes diana de los
antibidticos evitan que estos actlen correctamente sobre la bacteria (14,15). Diversos
autores han estudiado las mutaciones encontradas en el gen penA, el cual codifica la
proteina de unién a penicilinas tipo 2 (PBP-2 por sus siglas en inglés), dichas mutaciones
confieren resistencia y susceptibilidad disminuida a cefalosporinas (cefixime y ceftriaxona)
(16-18). Por otro lado, esta comprobado que la presencia de cualquier mutacion ubicada

en los codones 375-377, 501, 542 o0 551 en la PBP-2 confiere susceptibilidad disminuida a



cefixime, e incluso se han propuesto ensayos moleculares para su deteccion (18,19).
Adicionalmente, las mutaciones en el gen 23S ARNTr estan relacionadas con resistencia a
azitromicina, las mutaciones C2611T y A2059G en este gen confieren moderada y elevada

resistencia a azitromicina, respectivamente (20).

En nuestro pais existen escasos reportes de mutaciones genéticas asociadas a resistencia en
N. gonorrhoeae. Reportes de hace 20 afios mostraban una susceptibilidad del 100% a los
antibidticos en cepas peruanas; sin embargo, los casos de resistencia han ido
incrementandose con los afios (10). En el afio 2017, se reportd en Perd una tasa de
resistencia a ciprofloxacino de 82.3%, asi como también la aparicion de cepas resistentes a
azitromicina y ceftriaxona representando el 15.6% y 4.2%, respectivamente (21).
Recientemente, Quellon et al. hallaron un 84.0% de mutaciones en el codén 91 del gen

gyrA que codifica el aminoacido serina, asociada a resistencia a quinolonas (22).

Los datos mencionados anteriormente no reflejan el panorama actual de mutaciones
genéticas en N. gonorrhoeae que estan involucradas en la resistencia de azitromicina o
cefixime en nuestra poblacion. En tal sentido, el presente estudio tiene como objetivo
detectar las mutaciones asociadas a resistencia en los genes 23S ARNr y penA de N.
gonorrhoeae, las cuales confieren resistencia a azitromicina y cefalosporinas
respectivamente, esto nos ayudara a recomendar nuevas estrategias en el tratamiento y

manejo de la enfermedad en base al estado actual de resistencia.

1.1. Planteamiento del problema

La gonorrea, causada por N. gonorrhoeae, es una de las ITS bacterianas mas
frecuentes en el mundo, con millones de casos nuevos cada afio. Las complicaciones

asociadas a esta infeccion incluyen enfermedad inflamatoria pélvica, abortos



espontaneos e infertilidad en mujeres, asi como disfuncion testicular, proctitis e
infertilidad en hombres (7). Cuando la infeccidn se localiza en zonas anatomicas
extragenitales (como la faringe y el recto), suele cursar de manera asintomatica (6),

lo que facilita su transmisidn hacia otras parejas sexuales y complica su diagndstico.

Los hombres que tienen sexo con hombres (HSH) presentan tasas de infeccion
extragenital por N. gonorrhoeae significativamente mas elevadas que la poblacion
general, alcanzando en Peru prevalencias entre el 6% Yy el 10% (10). Esta poblacion
de alto riesgo, al no presentar sintomas, actla como reservorio y promueve la
diseminacion de cepas de N. gonorrhoeae que podrian presentar resistencia

antimicrobiana.

N. gonorrhoeae ha desarrollada resistencia a cada uno de los antimicrobianos
utilizados en el pasado para su tratamiento, incluidas las tetraciclinas, las penicilinas
y las fluoroquinolonas (11). En el afio 2018, la OMS emitié una alerta
epidemioldgica, recomendando el uso de cefalosporinas (ceftriaxona o cefixime)
como ultima linea de tratamiento, a menudo en combinacién con azitromicina
(13,23). En Peru, se ha documentado ya una resistencia del 15.6% a azitromicina y
del 4.2% a ceftriaxona en cepas clinicas aisladas mediante cultivo (24); sin embargo,
aun se desconoce la frecuencia de mutaciones a nivel molecular que podrian ser
responsables de dicha resistencia. Ademas, en los Ultimos afios se han identificado
diversas mutaciones asociadas a la resistencia en N. gonorrhoeae, tales como las
mutaciones en el gen 23S ARNr y la aparicion de alelos en mosaico del gen penA que
confieren resistencia a cefalosporinas (15,16,18,25), sin embargo, esa data aln no

esta disponible en nuestra poblacion debido a la falta de estudios en este campo.



A pesar de la actualizacién de las guias de la OMS, en nuestro pais el tratamiento
empirico sigue apoyandose en el uso de ciprofloxacino y depende de la
sintomatologia clinica (26). Esto evidencia la carencia de datos actuales sobre los
perfiles genéticos de resistencia de N. gonorrhoeae en la poblacion HSH y subraya la
urgente necesidad de realizar estudios moleculares que permitan ajustar las
estrategias de diagnostico, vigilancia y tratamiento frente al creciente desafio de

resistencia antimicrobiana.

MARCO TEORICO

2.1. Gonorrea

La gonorrea, producida por la bacteria N. gonorrhoeae, es la segunda infeccion de
transmision sexual mas reportada a nivel mundial. El término “gonorrea” fue
introducido por Galeno en el afio 130 a.C. e incluso existen referencias biblicas acerca
de los sintomas caracteristicos de la infeccion en el antiguo testamento (27). Esta
infeccion es cominmente asintomatica, entre 20.0% a 60% de hombres infectados
carece de sintomas a nivel uretral (6), y en mujeres menos del 50.0% de presentan
sintomas genitales (Figura 1). Aunque aproximadamente un 33.0% de los infectados
puede combatir la infeccidn eficazmente, se ha reportado que un 10% a 20% de las
infecciones no tratadas en mujeres pueden complicarse y causar infeccion en el tracto
genital superior generando diversas complicaciones como infertilidad, enfermedad
inflamatoria pélvica, entre otras (4,28). En sistemas inmunes comprometidos, esta
bacteria puede actuar mediante un mecanismo de transcitosis, el cual le permite

establecer una infeccion gonocdcica diseminada (DGI) que puede incluir artritis,



dermatitis, meningitis, pericarditis y sepsis (29). Adicionalmente, N. gonorrhoeae
puede causar infecciones a nivel extragenital, ya sea en faringe o recto; estas son a
menudo asintomaticas tanto en mujeres como en hombres, aproximadamente un
93.0% de infecciones faringeas son asintomaticas y que 3 de cada 4 mujeres no

presentan sintomas a nivel rectal (5).

En HSH la tasa de prevalencia de infecciones por N. gonorrhoeae es mayor que en
poblacién general e incluso el CDC ha reportado cifras alarmantes en el incremento
de la infeccion en esta poblacion de riesgo. Adicionalmente, debido a que las
infecciones en esta poblacion se presentan en mayor proporcion a nivel rectal o
faringeo debido a sus conductas sexuales, la mayoria de estas infecciones cursan de
manera asintomatica. La tasa de infecciones causadas por N. gonorrhoeae que
producen sintomas en HSH, a nivel rectal y faringeo, son tan bajas como un 5.1% y
11.9% respectivamente (4). En Peru existen reportes de prevalencia de esta infeccion
en HSH, en el afio 2016 se encontrd una tasa de prevalencia de 6.5% a nivel faringeo
y de 9.6% a nivel rectal (10). Es importante considerar que la ausencia de
sintomatologia, y por ende la falta de conocimiento del estado infectado en el
individuo, produce una mayor diseminacién hacia otras parejas sanas; ademas,
podrian presentarse casos de infecciones que no son detectadas en un chequeo
habitual en los servicios de salud lo que podria llevar a problemas cronicos
relacionados a esta infeccion. Estudios previos revelaron que de un grupo de hombres
que tenian infertilidad, 6.5% tuvieron la infeccion por N. gonorrhoeae; ademas, esto
refuerza la premisa de que las infecciones no tratadas en hombres pueden conllevar a
problemas de disfuncion testicular y/o infertilidad (7). Otro de los aspectos resaltantes

es que la infeccion causada por N. gonorrhoeae, también aumenta el riesgo de



adquirir otras ITS no curables de importancia en salud publica, como lo es el Virus

de la inmunodeficiencia humana (VIH) (8,9).

Periodo de Infeccion sintomatica 365+ dias
incubacion ~80 % Hombres ~50 % Mujeres

~1-6 dias 'y
3 5 . Desarrrollo
Exposicion “ de secuelas
' Py p.ej.,.EPI,
5 = infertilidad
Inf:actado Infeccion  -20 % Hombres 165+ dias en
~66% de las asintomatica  ~50% Mujeres mujeres

exposiciones
)

Eliminacion *
Infeccién espontanea de
asintomatica ~ N.gonorrhoeae o

. )
p

Figura 1. Historia natural de la infeccion causada por N. gonorrhoeae.

Adaptado de Lovett A. et al. “Human Immune Responses and the Natural History of
Neisseria gonorrhoeae Infection”. Front Immunol, 2019; 19;9:3187. doi:
10.3389/fimmu.2018.03187. (28)

2.2. El agente etioldgico: Neisseria gonorrhoeae

N. gonorrhoeae es un diplococo gram negativo, es inmdvil y no forma esporas,
esta bacteria infecta de manera exclusiva a los humanos (30). ElI género
Neisseria pertenece a la familia “Neisseriaceae” y a la orden “Neiseriales” (31),
se caracteriza por colonizar las células de las mucosas, como son la mucosa
genital, de la faringe, del recto y de la uretra; adicionalmente, ha desarrollado
un sistema de adaptacion a la transicién de distintos ambientes anatomicos en el
hospedero (32). Entre sus factores de virulencia destaca la adherencia a las

células de la mucosa, la cual es mediada por distintas estructuras, entre pili Tipo



2.2.1.

IV, proteinas Opa y PorB. La adhesion y colonizacion depende principalmente
de pili Tipo IV y las proteinas Opa son responsables de la evasion inmunoldgica
(32,33). Las proteinas PorB también cumplen un rol importante en la pérdida de
la actividad inmunosupresora del individuo infectado, inhibiendo la
proliferacion de las células T (34). La infeccion por N. gonorrhoeae produce
una reaccion inflamatoria en el lugar de la colonizacion, lo que produciria la
descarga uretral en hombres sintomaticos (28). Adicionalmente, esta bacteria
tiene diversos mecanismos de evasion que no permiten que el sistema inmune
pueda eliminarla exitosamente. Se conoce también que N. gonorrhoeae evade y
ataca el sistema de complemento, el cual es la principal via de defensa contra
esta infeccion; esto lo consigue a través de dos mecanismos: puede expresar
moléculas parecidas a las del organismo humano en su superficie o puede
inactivar el sistema de complemento (32). La inmunidad humoral producida
contra la bacteria no es protectora, estudios revelan que la cantidad de
anticuerpos anti N. gonorrhoeae entre individuos infectados por primera vez y
los que habian sido infectados anteriormente no variaba de manera significativa,
indicando que la inmunidad desarrollada contra la infeccion no es totalmente

eficaz en combatirla (35).

Requerimientos nutricionales y cultivo de N. gonorrhoeae

Con respecto a sus requerimientos nutricionales, N. gonorrhoeae es
cultivable y crece en condiciones de laboratorio en un tiempo de 18 a 24
horas en presencia de glucosa, glutamina, fosfatos y ademas requiere una
atmosfera con CO2, puesto que sin este suplemento no puede crecer y

pierde la habilidad de formar colonias (36,37), es sensible a la desecacion
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y temperaturas diferentes a las del ser humano (32). Los medios idoneos
para el cultivo pueden ser un medio selectivo como el agar Thayer Martin
modificado y un medio no selectivo como agar chocolate. Las muestras
utilizadas para su diagnéstico mediante cultivo pueden ser orina, descargas
uretrales o vaginales, hisopado anal, faringeo y de conjuntiva (38). El
cultivo fue la prueba de referencia para diagnéstico de gonorrea durante
afios, sin embargo, a pesar de tener una especificidad alta (>99.4%), la
sensibilidad disminuye en sitios extragenitales (43% y 41% en infecciones
rectales y faringeas respectivamente) indicando que la sensibilidad puede

variar dependiendo del sitio anatomico de la toma de muestra (39).

Métodos de diagnostico

Las guias de la OMS recomiendan el diagnéstico de la infeccion por N.
gonorrhoeae mediante cultivo o amplificacion de acidos nucleicos
(NAATS por sus siglas en inglés) (23). El cultivo ha sido la prueba de
referencia durante afios, pero ahora se recomienda el tamizaje con pruebas
moleculares usando NAATS. En algunas zonas rurales de nuestro pais, el
diagndstico microscépico mediante la coloracién de gram también es
utilizado, para esto se utilizan muestras de secrecion uretral en hombres y
tiene una sensibilidad de 90.0 a 95.0%, la sensibilidad para muestras

vaginales en mujeres es menor, entre 50 a 70% (23,38).

La OMS ha recomendado ampliamente el uso de adicional de NAATS para
el diagndstico en conjunto con el cultivo; y diversos estudios han
demostrado que la sensibilidad de los NAATs es mayor a la del cultivo

(23). La comparacion del uso de cultivo versus NAATS en muestras
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extragenitales remarca la utilidad de las pruebas moleculares, ya que se
puede llegar a duplicar el porcentaje de positividad (40); ademas, se sugiere
tomar multiples muestras tanto de lugares genitales como extragenitales,
para poder detectar la infeccion en alguno de estos lugares anatdbmicos en

poblacion de riesgo (41).

Actualmente se encuentran desarrolladas diversas pruebas moleculares
para la deteccion del material genético de N. gonorrhoeae; el ensayo Xpert
CT/NG (GeneXpert, Cepheid) es un método validado por la OMS, que
puede ser usado como una prueba de diagnostico para el lugar de la
atencion (POCTSs) el cual detecta la presencia o ausencia de la infeccion
mediante la técnica de amplificacion en tiempo real (QPCR) sin presentar
reacciones cruzadas con otras especies de Neisseria (42). Adicionalmente
se encuentra el ensayo Aptima Combo 2 (AC2 Hologic, San Diego), que
combina la amplificacion y la retrotranscripcion de &cidos nucleicos para
detectar infecciones por N. gonorrhoeae, dicho ensayo mide su reaccion
final en unidades relativas de luz (RLU) mediante las cuales se estima un
valor semicuantitativo y un umbral de positividad en las muestras, con

valores de RLU entre 100 y 3000 para indicar positividad.

Metodo de deteccion molecular Aptima para Neisseria gonorrhoeae

El ensayo Aptima Combo 2 (AC2 Hologic, San Diego) es un ensayo
cualitativo basado en la deteccion simultanea de ARN ribosomal de N.
gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis, mediante la tecnologia llamada

Amplificacion mediada por transcripcion. El tubo de transporte utilizado
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para dicho ensayo contiene un buffer de lisis, el cual lisa las células, libera
el material genético y lo conserva hasta su procesamiento. En consecuencia,
se podria utilizar este liquido para la extraccion posterior de ADN de N.
gonorrhoeae mediante diversos kits de extraccion para luego realizar
pruebas de amplificacion como la reaccion en cadena de la polimerasa
convencional (PCR), reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(gPCR) o secuenciacion. Algunas investigaciones han demostrado que este
buffer de transporte es incompatible para su uso directo en otras
plataformas de diagndstico como por ejemplo GeneXpert, obteniéndose
algunos resultados discordantes y muestras positivas no detectadas; ocurre
de la misma manera cuando se ha intentado usar otro buffer de transporte
que no es el proporcionado en el kit de AC2 para el anélisis de N.
gonorrhoeae mediante dicho ensayo (Aptima) (43,44). Se ha evaluado
utilizar métodos de extraccion que tengan una mayor recuperacion de ADN
bacteriano a partir de estos buffers para posterior procesamiento, Mayes et
al. obtuvieron una concordancia de 92.9% al comparar los resultados de
muestras positivas de N. gonorrhoeae procesadas con AC2 y las mismas
muestras de ADN extraidas con el kit de Roche Diagnostics con otro
método molecular (45). Existe la necesidad de mejorar las técnicas de
extraccion de acidos nucleicos a partir del buffer de transporte de AC2 para
poder utilizar el material genéetico de N. gonorrhoeae en diversos estudios

posteriores una vez que se tenga la prueba de tamizaje AC2 positiva.
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2.3. Resistencia antimicrobiana

2.3.1.

Historia de la resistencia en N. gonorrhoeae

Desde mediados del siglo XX, N. gonorrhoeae ha desarrollado resistencia
a casi todos los antibidticos utilizados para su tratamiento, incluyendo
penicilinas, tetraciclinas y quinolonas (46), esto se debe a la naturaleza
altamente competente para transformacion de N. gonorrhoeae, la cual es
capaz de captar material genético perteneciente a otras especies comensales
de Neisseria spp. presentes en la microbiota del hospedero (47). Las
sulfonamidas fueron el método de eleccién para tratar N. gonorrhoeae al
inicio y durante varios afios, estos antibioticos presentaron una gran
eficacia contra estreptococos, y también contra N. gonorrhoeae, se
introdujo su uso desde el afio 1937 (48); las sulfonamidas actian como un
sustrato de la enzima Dihidropeptorato sintasa (DHPS), inhibiendo la
sintesis de &cido félico. Afios més tarde se empezaron a detectar fallas al
tratamiento contra N. gonorrhoeae debido a la mutacion de DHPS,
descontinuandose su uso (49), por el afio 1944 ya se detectaban tasas de
resistencia a tetraciclinas mayores al 90% (50). Lo mencionado
anteriormente contribuy0 al uso de penicilina para tratar las infecciones de
gonorrea; este tratamiento fue introducido aproximadamente en el afio
1940, las penicilinas inhiben la sintesis de la pared celular ya que se unen
a las enzimas transpeptidasas Ilamadas Proteinas de unién a penicilina
(PBP), durante afios el tratamiento fue exitoso; sin embargo, la deteccion
de mutaciones seria reportada 20 afios después, encontrandose mutaciones
geneticas involucrados en la sintesis de la pared celular (penAy ponA) o en

las bombas de flujo de la membrana citoplasmatica (penB, penC y mtrR) y

12



ademas en los genes que codificaban betalactamasas mediados por
plasmidos (49,51). Posteriormente, la OMS recomend6 el uso de
quinolonas como una alternativa al uso de la penicilina, el ciprofloxacino
es un antibidtico del grupo de las quinolonas, el cual afecta la actividad de
enzimas involucradas en la replicacion de ADN, como la girasa y
topoisomerasa 1V (52). Este antibidtico se estuvo utilizando por varios
afios, sin embargo, las fallas al tratamiento actualmente reportadas tienen
una tasa del 90%, y se han encontrado mutaciones que confieren resistencia

en el coddn 91 del gen gyrA (22).

Actualmente, las cefalosporinas de tercera generacion cefixime vy
ceftriaxona en monoterapia, 0 a veces en casos especiales junto con la
azitromicina en terapia dual, se consideran el tratamiento estandar
recomendado por la OMS (13,23). Sin embargo, la aparicién de cepas
resistentes a estos antibioticos amenaza con dejar sin opciones terapéuticas
efectivas. La naturaleza altamente competente de la bacteria y la presencia
del pili tipo 1V, hacen que esta bacteria pueda incluir secuencias de material
genético en su ADN pertenecientes a otras Neisserias comensales también

encontradas en la microbiota del hospedero (53,54).

En el 2016, se detectdé un aumento en la resistencia a azitromicina y
cefixime en Europa, con tasas de 7.5% y 2.1% respectivamente, con un
0.3% de casos con una elevada resistencia a azitromicina (55).
Adicionalmente, en Japdn existen reportes de fallas al tratamiento y

resistencia en cefalosporinas (17,56,57).
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Debido a que las infecciones por N. gonorrhoeae son una preocupacion
creciente en todo el mundo, las investigaciones apuntan a la busqueda de
nuevos antibidticos para su tratamiento; la Zoliflodacina, un antibiotico
perteneciente a una clase nueva de medicamentos y que inhibe la biosintesis
bacteriana del ADN, se encuentra en la fase Ill en ensayos clinicos,
demostrando efectividad contra cepas que producen infecciones genitales
y rectales, ademas de demostrar una buena efectividad comparado al

tratamiento dual de ceftriaxona mas azitromicina (58,59).
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Por otro lado, la Gepotidacina, otro antibidtico que se encuentra

actualmente en investigacion e inhibe la actividad de ADN topoisomerasa

I, ha mostrado una eficiencia del 95% en tratamientos de gonorrea

urogenital, demostrando su efectividad (58,60). Si bien estos antibidticos

son prometedores, aun se encuentran en diversas fases de investigacion

para poder comprobar su eficacia e inocuidad en el tratamiento.
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Figura 2. Historia de los antimicrobianos utilizados para el tratamiento de N. gonorrhoeae
y la aparicion de resistencia desde el afio 1930 hasta 2020.

Adaptado de Unemo et al., “Antimicrobial Resistance in Neisseria gonorrhoeae in the 21st
Century: Past, Evolution, and Future”, Clin Microbiol Rev, 2014; 27(3):587-613. doi:
10.1128/CMR.00010-14. (46)
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Resistencia a azitromicina por mutaciones C2611T y A2059G en el gen
23S ARNr

La azitromicina es un antibidtico perteneciente a la familia de los
macrdlidos, tiene como molécula diana a la subunidad 23S del ARN
ribosomal (23S ARN), el cual forma parte del canal de salida del péptido
de la unidad 50S del ribosoma, la azitromicina se une al 23S ARNTr
inhibiendo de esta manera la sintesis de proteinas (15,20). Existen 2
mutaciones puntuales, las mutaciones C2611T y A2059G ubicadas en el
bucle (loop) del dominio V peptidiltransferasa del gen 23S ARNr de N.
gonorrhoeae que han sido asociadas a resistencia a azitromicina (ver figura
3). La mutacién C2611T confiere una baja a moderada resistencia a
azitromicina (valores de MIC en antibiograma mayores o iguales a
2ug/ml), mientras que la mutacion A2059G confiere una elevada
resistencia a azitromicina (valores de MIC mayores o iguales a 256 pg/ml)
(25). N. gonorrhoeae posee 4 copias del gen 23S ARNr en su cromosoma,
si se encuentran las mutaciones antes mencionadas en por lo menos 3
copias del gen se puede asociar a la resistencia a azitromicina; Wang et al.
reportaron que el valor predictivo positivo de la mutacion A2059G en
muestras con alta resistencia fue de 96.4%, existiendo una fuerte relacion
entre la mutacion A2059G vy la resistencia elevada (61). Ademas, otro
estudio realizado en 23 paises de Europa entre los afios 2009 - 2014 sugirié
que la presencia de estas dos mutaciones en el gen 23S ARNr (C2611T y
A2059G) pueden predecir acertadamente la resistencia a azitromicina

mediante ensayos moleculares (62).
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Figura 3. Estructura del dominio V peptidiltransferasa en el gen 23S ARNr.
Entre paréntesis se encuentra la numeracion de N. gonorrhoeae. Adaptado de
Lai-King Ng et al. “Mutation in 23S rRNA associated with macrolide resistance
in Neisseria gonorrhoeae”. Antimicrob Agents Chemother, 2002; 46(9):3020-5.
doi: 10.1128/AAC.46.9.3020 (63)

2.3.3. Susceptibilidad disminuida o resistencia a cefixime por mutaciones en

el gen penA

Cefixime es un antibidtico perteneciente al grupo de cefalosporinas de
tercera generacion, este antibiético es usado actualmente como tratamiento
en gonorrea y ejerce su actividad antibidtica uniéndose a las proteinas de
unién a penicilina (PBPs). Las PBPs son enzimas generalmente envueltas
en la sintesis de peptidoglucano en N. gonorrhoeae, a las cuales se unen las
penicilinas u otros antibidticos de la clase de los B-lactdmicos para
inactivarlas (54). Las PBPs se subdividen PBP-1, la cual tiene funcion en

la elongacion de la célula y su ausencia esta relacionada a lisis celular, la
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PBP-2 que estaria relacionada a la forma celular y la BPB-3 involucrada en
la formacion del septo. (64). EI gen penA de N. gonorrhoeae se encarga de
codificar el dominio transpeptidasa de la PBP-2 (65). La disminucidn de la
afinidad de los antibidticos debido a mutaciones en la PBP-2 esta
correlacionada a resistencia o susceptibilidad disminuida a cefixime con un

MIC mayor a 0.5 pg/ml (14).

Adicionalmente, Deng et al. realizaron una revision sistematica de diversas
publicaciones relacionadas a resistencia o susceptibilidad disminuida a
cefixime y encontraron que cualquier alteracién encontrada en cualquiera
de las posiciones 375-377, 501, 542 0 551 de los amino&cidos del gen penA
pueden predecir la susceptibilidad disminuida con un 99.5% de precision

(18,19).

Susceptibilidad disminuida o resistencia a ceftriaxona por mutaciones

en el gen penA mosaico y no-mosaico

La ceftriaxona es una cefalosporina de tercera generacion utilizada como
tratamiento de Ultima linea para infecciones causadas por N. gonorrhoeae.
La resistencia a ceftriaxona reportada en diversos paises es una
preocupacion creciente nivel mundial (66). Existen mutaciones en el gen
penA asociadas a resistencia a este antibiotico, estas mutaciones surgen
debido a eventos de recombinacion entre diferentes especies pertenecientes
a Neisseria, dichas especies pueden ser comensales o patdgenas (16). Se
han encontrado hasta 70 aminoacidos mutados en cepas en mosaico,

pertenecientes a otras especies de Neisseria (66). La ausencia de insercion
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de un aspartato en el codon 345 (D345del) del gen penA es caracteristico
de las cepas en mosaico, esto disminuye significativamente la afinidad al
antibiotico ceftriaxona, contribuyendo asi a la disminucion de la
susceptibilidad (67). Por otro lado, las sustituciones en la posicion 545, el
reemplazo de una Glicina por una Serina (G545S) estda asociada a
disminucion de susceptibilidad en Ceftriaxona y es frecuentemente
encontrada en alelos en mosaico del gen penA (68). En la figura 4 se puede
apreciar el impacto de la mutacion G545S en N. gonorrhoeae mediante la
superposicion de la estructura del sitio activo de ceftriaxona en la cepa
silvestre (wt) y la cepa H041 (mutante), evidenciandose un tipo de unién
diferente cuando existe la mutacion G545S que altera la interaccion del

antibiotico en esta posicion mutada.

La perspectiva actual en cuanto a la resistencia en gonorrea se centra tanto
en la busqueda de nuevos antibidticos para el tratamiento de cepas
resistentes como en la deteccion temprana de dichos casos. Con este
objetivose estan desarrollando ensayos moleculares dirigidos a la deteccion
de mutaciones puntales altamente asociadas a resistencia, destacando las
dos mutaciones en el gen 23S ARNr (A2059G y C2611T) relacionadas a
resistencia a azitromicina y las alteraciones en los alelos mosaico y no
mosaico del gen penA, las cuales estan relacionados a resistencia y

susceptibilidad disminuida a cefixime y ceftriaxona.
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Figura 4. Impacto de la mutacion en G545S en el PBP-2 de N.
gonorrhoeae.

Figura tomada de Singh A. et al. “Mutations in penicillin-binding
protein 2 from cephalosporin-resistant Neisseria gonorrhoeae hinder
ceftriaxone acylation by restricting protein dynamics”. J Biol Chem.,
2020 ; 295(21):7529-43. doi:10.1074/jbc.RA120.012617 (68)
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HIPOTESIS

Existen mutaciones que confieren resistencia a azitromicina y cefixime en los genes

23S ARNr y penA de Neisseria gonorrhoeae detectada en muestras rectales de HSH.

OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar la frecuencia de mutaciones que confieren resistencia a azitromicina y
cefixime en los genes 23S ARNr y penA de Neisseria gonorrhoeae detectada
mediante amplificacién mediada por transcripcion (Aptima) en muestras rectales de

HSH.

4.2. Objetivos especificos

- Identificar las mutaciones C2611T y A2059G en el gen que codifica el 23S ARNr

de Neisseria gonorrhoeae que confieren resistencia a azitromicina.

- Identificar las alteraciones en las posiciones de los aminoacidos 375-377, 501,
542 o 551 del gen penA de Neisseria gonorrhoeae que confieren resistencia a

cefixime.
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MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefo de estudio

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal. Para este estudio se

consideraron 124 muestras de hisopado rectal positivo para N. gonorrhoeae

provenientes de participantes HSH pertenecientes 2 estudios realizados en centros de

ITS (CERITS) pertenecientes a Lima y Callao::

Un total de 65 muestras pertenecientes al estudio “Picasso”, las cuales fueron
colectadas entre junio del afio 2013 y Julio del afio 2016. Este estudio considero
participantes HSH infectados con sifilis previa o infecciébn de novo como
criterio de inclusion. Este grupo de muestras fueron colectadas en 2 CERITS:
“Epicentro”, localizado en el distrito de Barranco y “Centro de Salud Alberto
Barton” localizado en el Callao.
Un total de 59 muestras pertenecientes al estudio “Prospero”, realizado entre los
afios 2019-2021. Este estudio considerd poblacién con factores de riesgo que
podian estar infectados con Clamidia/Gonorrea y otras ITS y que acudia a clinicas
de ITS como criterio de inclusion. Este grupo de muestras fueron colectadas en 2
CERITS: “Centro Materno Infantil Tahuantinsuyo Bajo”, localizado en el distrito

de Independencia y “Centro de Salud Alberto Barton” localizado en el Callao.

Las muestras rectales fueron autocolectadas con hisopo y resuspendidas en el buffer

del kit de coleccion del ensayo Aptima Combo 2 (AC2, Hologic, San Diego CA) para

su procesamiento. El buffer del ensayo de AC2 lisa las células de la muestra para

liberar el material genético y lo conserva adecuadamente. Las muestras rectales con

resultado positivo para N. gonorrhoeae mediante el ensayo de Aptima fueron
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seleccionadas y almacenadas a -80°C en ultra congeladora hasta su posterior uso (ver

figura 5).
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Figura 5. Flujograma de procesamiento de hisopos rectales por el ensayo de Aptima combo 2
(Amplificacion mediada por transcripcion) y posterior seleccién de positivos para N.

gonorrhoeae.

Figura creada con BioRender.com

5.2. Procedimientos y técnicas

5.2.1.

Extraccion de ADN de N. gonorrhoeae a partir de la muestra

resuspendida en tubo de coleccion de AC2

Debido a que la recuperacion de ADN a partir de tubos de transporte AC2
es baja y ademas este buffer de transporte no es compatible con otras
plataformas de amplificacion comercial, se realiz6 una estandarizacion del
método de extraccion (método por columnas utilizando 03 Kits diferentes

de extraccion de ADN vy por fenol cloroformo) en una muestra positiva por
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AC2, la cual fue escogida por presentar un valor de RLU de 1250,

indicando una elevada positividad para N. gonorrhoeae en AC2 ( y asi

poder elegir el mejor método de extraccion y para su posterior

amplificacion y anélisis adecuado.

Extraccion por columnas (Kits de extraccion)

Este método de extraccion realizd por columnas siguiendo las

instrucciones del fabricante en cada uno. Se utilizaron 3 diferentes kits de

extraccion:

QlAamp DNA minikit (Qiagen, Ontario, Canada): Se utiliz6 el
protocolo de extraccion de ADN para sangre o fluidos bioldgicos
utilizando el volumen de muestra segun fabricante y también con 2
variantes: 1. Volumen de la muestra duplicada (400 pl de muestra 'y
40 pl de proteinasa K) y 2. Buffer ATL (buffer de lisis para tejidos).
GeneJET Genomic DNA Purification kit (Thermo Fisher Scientific
In, USA.): Se utiliz6 el protocolo de extraccién de ADN para sangre
o fluidos bioldgicos utilizando el volumen de muestra segun
fabricante y también duplicamos el volumen de la muestra (400 pl de
muestra, 40 ul de proteinasa K y 700 pl de solucion de lisis).

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Inc, USA): Se
utiliz6 el protocolo de extraccion de ADN para sangre o fluidos
bioldgicos utilizando el volumen de muestra siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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Figura 6. Diagrama de flujo que muestra los pasos seguidos en el analisis de 124 muestras
rectales positivas para N. gonorrhoeae.

Muestras rectales detectadas mediante tamizaje por AC2. Se realizo la extraccion de ADN,
deteccion de mutaciones puntuales asociadas a resistencia mediante el ensayo MAMA-gPCR
en los genes 23S ARNr (C2611T y A2059G) y penA (D345del y G545S), asi como la
confirmacion de mutaciones seleccionadas mediante secuenciamiento Sanger. Este diagrama
resume el flujo de trabajo desde la extraccion de muestras hasta el analisis genético.

& Amplificacion Mediada por Transcripcion
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Tabla 1. Lista de muestras positivas para N. gonorrhoeae utilizadas para comparar kits de
extraccion a partir del buffer de AC2

ID Muestra Kit de extraccion empleado (marca) Modificaciones

21512 (a) QlAamp DNA minikit (Qiagen) Sin modificaciones

400 pl de muestra, 40 pl
21512 (b) QlAamp DNA minikit (Qiagen) de proteinasa K y buffer
ATL

. 400 pl de muestra, 40 pl
21512 (c) QlAamp DNA minikit (Qiagen) )
de proteinasa K

400 pl de muestra, 40 pl
21512 (d) GeneJET Genomic DNA (Thermo Fisher) de proteinasa Ky 700 pl
de solucion de lisis

21512 (e) High Pure PCR (Roche) Sin modificaciones

21512 (f) GeneJET Genomic DNA (Thermo Fisher) Sin modificaciones

e Extraccion por fenol cloroformo modificado

Se extrajo 400 ul del liquido de transporte del tubo AC2 en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml estéril, se agregd 400 ul de buffer de extraccion de
ADN (2 % SDS, 0.01 M EDTA pH 8.0) y 20 ul de Proteinasa K, luego de
mezclar usando el vortex, se incubo por 2 horas a 56 °C; luego se agrego
Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) en igual proporcion que el
buffer de extraccion y Proteinasa K (20 mg/ml), se centrifug6 a 50009 por
10 minutos. Se recuperd el sobrenadante y el ADN se precipitd con 2
voliumenes de etanol absoluto y 50 ul de acetato de sodio 3M.

Posteriormente fue lavado con etanol 70° y secado a 37°C. Obteniéndose
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finalmente DNA resuspendido en 50 ul de agua libre de nucleasas para su

posterior amplificacion (ver figura 7).

. H HE= | ¢
— o, - Electroforesis y
K e lectura en
P \ - transiluminador UV
ADN extraido
por Fenol G
— -
g ~ . .
\*] Amplificacién
PCR
Buffer AC2 ADN extraido por convencional

Columnas (kits)

Figura 7. Esquema de extraccién de ADN de muestras positivas a N. gonorrhoeae.

Figura creada con BioRender.com
La amplificacién en cadena de la polimerasa (PCR) de las muestras
extraidas con diferentes métodos, se realizé utilizando 2 tipos de primers
(uno para amplificar el gen gyrA y el otro para amplificar el gen ARN
ribosomal 23S de N. gonorrhoeae), los primers utilizados se detallan en la
tabla 2.
Se realiz6 una curva de amplificacién de magnesio y se probaron diferentes
temperaturas de hibridacion:
- Curva de amplificacion: 1.5 mM MgClz, 2.0 mM MgCly 2.5 mM

MgCl;

- Temperaturas de hibridacion: 60°C y 62°C
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Tabla 2. Primers utilizados para la amplificacion de N. gonorrhoeae por PCR

convencional (63)

Primers Secuencia primer (5’ a 3°) Gen e que
amplifica
gonrRNA-F ACGAATGGCGTAACGATGGCCACA
23S ARNr
gonrRNA-R2 TTCGTCCACTCCGGTCCTCTCGTA
gyrA _F TGGAATAACTGGAATGCCGCCTA
gyrA*
gyrA R CCGATTTCGGTATAGCGCATGG

* Tamaiio del producto 188 pb

Los productos amplificados fueron visualizados mediante una corrida
electroforética en gel de agarosa al 2%, a 75V con posterior tefiido con
Bromuro de Etidio bajo luz UV en transiluminador. Se evalud y escogid las
condiciones dptimas para la PCR, segun la intensidad de la banda presente

en el gel de agarosa.

5.2.2. Deteccidn de cepas mutantes en los genes 23S ARNr y penA mediante
el ensayo “Mismatch Amplification Mutation Assay por PCR

cuantitativo en tiempo real” (MAMA-gPCR)

El ensayo MAMA-gPCR (69) es un método que permite amplificar cepas
mutantes de N. gonorrhoeae mediante PCR en tiempo real (QPCR). Este
ensayo es altamente especifico y permite detectar mutaciones puntuales en
N. gonorrhoeae, las cuales estan asociadas a resistencia antibidtica,

especialmente a azitromicina y cefalosporinas.
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Los primers utilizados para este ensayo se unen y amplifican cepas
mutantes y de tipo silvestre (wt por sus siglas en inglés) de N. gonorrhoeae.
En el ensayo MAMA-QPCR, el extremo 3' del primer presenta un desajuste
(o mismatch) con un nucleétido especifico en el ADN wt de N.
gonorrhoeae. Durante la qPCR, solamente el primer que coincida con la
secuencia del ADN objetivo (mutante) lo amplificard de una manera
eficiente en comparacion con la amplificacion de la cepa wt. EI desajuste
en el extremo 3' del primer evita la elongacion eficiente si el DNA
pertenece a una cepa wt, permitiendo la deteccion de polimorfismos de un
solo nuclettido (SNP).

Para detectar mutaciones que confieran resistencia antimicrobiana en N.
gonorrhoeae, se utilizaron primers previamente disefiados (69) para el
ensayo MAMA-gPCR (ver tabla 3), los cuales coinciden en su extremo 3’
con las mutaciones de interés en los genes 23S ARNr y penA. Para el gen
23S ARNI se utilizaron 2 tipos de primers que amplifican la mutacion en
la posicion 2611 (C->T) y en la posicion 2059 (A->G) del gen. Para el gen
penA en mosaico permiten detectar las siguientes mutaciones: delecion en
el codon 345 que codifica Aspartato (D345del) y la sustitucion de Glicina
por Serina en el codon 545 (G545S).

El ensayo MAMA-gPCR utiliza SYBR green como colorante fluorescente.
Los valores de Ct mas bajos sugieren una eficiente amplificacion (cepa
mutante), mientras que un valor de Ct mas elevado esta relacionado a una
amplificacion menos eficiente (cepa wt), lo que nos permitié determinar si

las muestras tenian ADN de N. gonorrhoeae mutante o wt.
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Tabla 3. Primers utilizados para la amplificacion de N. gonorrhoeae por MAMA.-

gqPCR

Primers Secuencia primer (5’ a 3°) Gen que amplifica
C2611 F AACGTCGTGAGACAGTTTGGTTT

23S ARNTr
C2611 R GAACTTAGCTACCCGGCTATGCA

mutacion C2611T
A2059 F TACAGTAAAGGTTCACGGGGTCAC

23S ARNTr
A2059 R TGGCCACACTGTCTCCTCCC

mutacion A2059G
545 F TGGTTAACGGTCGTTACGTCGATT

penA mutacion
545 R GGCCCTGCCACTACACCGTT

G545S
345 F GGCAAAGTGGATGCAACCGAT

penA D345del
345 R GATAAACGTGGGTATCTTGTACGG

Los nucle6tidos que contienen mutaciones (comparados a la secuencia wt) se

encuentran subrayados.

5.2.3. Secuenciamiento por Sanger del gen 23S ARNr de N. gonorrhoeae

La seleccion previa de cepas mutantes para el gen 23S ARNr en las
posiciones C2611T y/o A2059G se realizd6 mediante PCR en tiempo real

(gPCR).

Se amplificaron por PCR convencional los 4 alelos del ARNr 23S

utilizando los primers enumerados en la tabla 4, los primers gonrRNA-F
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(forward) se emparejaron con primers especificos rRNA_1, rRNA 2,
rRNA_3 y rRNA_4 (reverse) para la amplificacion de los alelos 1 a 4,
respectivamente (63). Las condiciones de la PCR convencional se
establecieron en 1 minuto de desnaturalizacion a 94 °C, 1,5 minutos a 66
°C (alelos 2y 3) 0 68 °C (alelos 1y 4) para la hibridacion y 2,5 minutos de
elongacion a 72 °C durante 30 ciclos. Luego de obtener los amplicones
correspondientes a los cuatro alelos en la primera amplificacion, se
utilizaron los primers gonrRNA-F y gonrRNA-R2 para una segunda
amplificacion y posterior secuenciamiento. Las condiciones para esta
segunda PCR fueron 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto a

59°C para hibridacién y 1 minuto de elongacion a 72°C durante 35 ciclos.

Las muestras amplificadas con éxito fueron enviadas para secuenciacion
mediante el método Sanger. Los electroferogramas se analizaron
comparandolos con la secuencia wt de N. gonorrhoeae de referencia
M32091 mediante alineamiento multiple utilizando la herramienta de
andlisis de secuencia EMBL-EBI Job Dispatcher
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher) y se identificoO la presencia de las
mutaciones C2611T y/o A2059G en cada uno de los cuatro alelos del gen

23S ARNT.
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Tabla 4. Primers utilizados para la amplificacion de los 4 alelos del gen ribosomal de

N. gonorrhoeae por PCR convencional

Tamano del

Primers Secuencia primer (5’ a 3°)
producto (pb)
gonrRNA-F ACGAATGGCGTAACGATGGCCACA 712
gonrRNA-R2 TTCGTCCACTCCGGTCCTCTCGTA
rRNA 1 TCAGAATGCCACAGCTTACAAACT 2,054
rRNA 2 GCGACCATACCAAACACCCACAGG 2,240
rRNA 3 GATCCCGTTGCAGTGAAGAAAGTC 2,217
rRNA 4 AACAGACTTACTATCCCATTCAGC 1,847
5.24. Secuenciamiento por Sanger del gen penA de N. gonorrhoeae y

alineamiento multiple

Para detectar mutaciones adicionales en el gen penA se amplificd mediante

PCR la tercera porcion del gen y posteriormente el producto de

amplificacion se secuencio por el método de Sanger. Las condiciones del

PCR empleadas fueron las siguientes: 1 minuto para denaturacién a 94°C,

1.5 min a temperatura de hibridacion a 60°C y 2.5 minutos a 72°C para

elongacién por 35 ciclos.
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Tabla 5. Primers utilizados para la amplificacion del gen penA de N. gonorrhoeae por

PCR convencional

Primers Secuencia primer (5’ a 3°) Posicion de
nucleotidos

PenA-A3 GCCGTAACCGATATGATCGA 1003-1022

PenA-B3 CGTTGATACTCGGATTAAGACG 1844-1865
Una vez obtenidas las secuencias de penA de las cepas, se realiz6 un
alineamiento multiple de los aminoacidos del PBP-2, utilizando el
programa EMBL-EBI Job Dispatcher (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher)
para detectar mutaciones.
Posteriormente se analizo la variabilidad en las regiones que contienen
mutaciones de nucledtidos, pero codifican para el mismo aminoéacido, para
lo cual se generd un logo de secuencia a partir de los resultados de la
secuenciacion.

5.2.5. Cepas control utilizadas

Se realizd la reactivacion de seis cepas control de N. gonorrhoeae, las
cuales fueron enviadas desde el laboratorio del Dr. Klausner ubicado en la
Universidad de California en Los Angeles (UCLA, EEUU), dichas cepas
fueron enviadas en medio criopreservante manteniendo la cadena de frio y
almacenadas posteriormente a -80°C. Las cepas control seleccionadas
incluyeron dos cepas con resistencia conocida a azitromicina (una con baja
resistencia y otra con elevada resistencia), dos cepas con resistencia

confirmada a ceftriaxona y cefixime y dos cepas control sensibles a los
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antibidticos mencionados. En la tabla 6 se encuentran las caracteristicas y

estado de resistencia y susceptibilidad de las seis cepas control utilizadas.

Las cepas fueron reactivadas mediante inoculacion directa en agar
chocolate incubacion durante 24 a 48 horas en atmosfera enriquecida con
COo, y una temperatura de 37°C. La prueba de susceptibilidad fue evaluada
mediante E-test (BioMérieux Inc., Francia) y se interpretaron los MICs
para confirmar resistencia de acuerdo con los valores establecidos por el

Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI).

El ADN de las cepas fue extraido con el kit comercial QlAamp DNA

minikit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La caracterizacion de cepas control se llevé a cabo mediante el ensayo
MAMA-gPCR para identificar las mutaciones de interés relacionadas a
resistencia a azitromicina y ceftriaxona en los genes 23S ARNr y penA
respectivamente. Finalmente se amplificaron las muestras seleccionadas
por PCR convencional. Los productos de amplificacion fueron enviadas
para secuenciamiento mediante el método de Sanger para corroborar la

presencia de las mutaciones previamente detectadas.
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Tabla 6. Cepas control de N. gonorrhoeae utilizadas para los ensayos moleculares de

resistencia
Cepa Fenotipo de resistencia MIC Mutacion
0202 Resistencia moderada a azitromicina 16 pg/ml C2611T
0181 Resistencia elevada a azitromicina 256 pg/ml A2059G
FQO009 Susceptible a azitromicina 0.5 pug/mi wt
FQO069 Susceptibilidad reducida cefixime 0.250 pg/ml D345del
FQO096 Susceptibilidad reducida ceftriaxona 0.250 pg/mi D345del / G545S
FQO093 Susceptible a ceftriaxona <0.125 pg/mi wt

5.3. Analisis estadistico de los datos

Para el analisis estadistico se utilizd el programa STATA version 18.0 (Stata
Corporation, College Station, Texas, EE. UU). Se realiz6 el analisis descriptivo de la
variable afio de coleccion, utilizando frecuencias absolutas y relativas. Se calculo la
proporcion de cepas de N. gonorrhoeae que contenian mutaciones en los genes 23S
ARNr y penA mediante MAMA-gPCR. Ademas, se realizd6 un subandlisis para
comparar el acuerdo entre los resultados de MAMA-gPCR disponibles con las muestras
de penA secuenciadas, para detectar las mutaciones D345del y G545S. Se utiliz6 el
método binomial exacto para determinar los valores Kappa. Para evaluar la asociacién
entre el periodo de coleccion (2013 — 2016 o 2019 — 2021) y el resultado de las
mutaciones para MAMA-gPCR del gen penA (D345del o G545S) se construyd una
tabla de contingencia excluyendo resultados de muestras no amplificadas, se calculd
porcentajes y prueba de chi2 para detectar asociacidn global y prueba exacta de Fisher

el cual es un método no paramétrico.
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6.

RESULTADOS

6.1. Seleccion del método de extraccion de ADN por columnas mediante

amplificacion del gen gyrA

Se utiliz6 una muestra (ID 21512) colectada en buffer AC2, esta muestra fue
extraida por diferentes kits de extraccion (QlAamp DNA minikit, GeneJET
Genomic DNA Purification kit y High Pure PCR Template Preparation Kit),
utilizando diferentes modificaciones afiadidas al procedimiento del fabricante
en algunos casos (detalladas en la tabla 1). La figura 8 muestra los resultados de
visualizacion del gel de agarosa de los productos amplificados en
transiluminador UV.

Debido a que la misma muestra fue extraida por diferentes kits comerciales, la
eficiencia en la extraccion se logréd identificar mediante las caracteristicas de las
bandas de ADN en el gel de agarosa ademéas de seleccionar las mejores
condiciones para el PCR convencional. Los resultados obtenidos indicaron que
las mejores condiciones para amplificar las muestras de N. gonorrhoeae fueron:
1.5 mM MgClzy una temperatura de 60°C (figura 8, gel A). Por otro lado, el kit
de extraccion que ofrecid mejores resultados a dichas condiciones fue el kit
QlAamp DNA minikit (Qiagen). Los resultados indican que duplicar el
volumen de muestra y de proteinasa K (400 pul de muestra 'y 40 pl de proteinasa

K) con este kit arroja mejores resultados que con los otros Kits de extraccion.
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(
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Figura 8. Productos de la amplificacién por PCR de la muestra cddigo 21512 por diferentes
métodos de extraccion.

Se utilizaron primers para amplificar el gen gyrA de N. gonorrhoeae. Las letras “a — {”
representan las condiciones de extraccion para la muestra ID 21512 indicados en la tabla 1, las
figuras (A) y (B) muestran los productos amplificados a diferentes concentraciones de MgCl»
a temperaturas de 60°C y 62°C respectivamente.

M: Marcador 100pb; “a”: muestra 21512 extraida con kit QIAamp DNA minikit; “b”: muestra
21512 extraida con kit QlAamp DNA minikit modificado con doble volumen de muestra
proteinasa y buffer ATL; “c”: muestra 21512 extraida con kit QIAamp DNA minikit
modificado con doble volumen de muestra proteinasa; “d”: muestra 21512 extraida con kit
GeneJET Genomic DNA modificado con doble volumen de muestra proteinasa y solucion de
lisis; “e”: muestra 21512 extraida con kit High Pure PCR; “f”: muestra 21512 extraida con kit
GeneJET Genomic DNA,; “+”: control positivo N. gonorrhoeae; “-”: control negativo (ADN
humano); B: blanco.
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6.2. Amplificacion del gen 23S ARNr en muestras positivas para N.

gonorrhoeae extraidas por el método de fenol — cloroformo

Se utilizaron 6 diferentes muestras positivas para N. gonorrhoeae que fueron
extraidas por el método de fenol cloroformo (ver Anexo 1), dichas muestras
fueron utilizadas para amplificacion por PCR convencional del gen 23S ARNr
utilizando los primers gonrfRNA-F y gonrRNA-R2 detallados en la tabla 2. Se
decidi6 amplificar un segundo gen para evaluar la eficacia de este método ya
que el producto era de un tamafio de 700pb. Como resultado se obtuvo

amplificacion en 5/6 muestras (figura 9). |

1.5 mM MgCl2, 60°C

«— 700pb

Figura 9. Productos de la amplificacion por PCR con primers que amplificaron el gen
ribosomal mediante el método de Fenol — cloroformo.

Las muestras utilizadas fueron enumeradas del 1 al 6. “M”: Marcador 100pb, “+”: control
positivo N. gonorrhoeae, “-”: control negativo (ADN humano), “B”: blanco.
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6.3.

Se considerd que el método de Fenol — Cloroformo tenia mejores resultados en
cuanto a concentracion de ADN y una banda mas nitida que los métodos de
extraccion con Kit, por lo que se eligio como el método de extraccién para el
resto de las muestras a las condiciones previamente estandarizadas de 1.5 mM
MgClz y una temperatura de 60°C. La figura 9 muestra los resultados de

amplificacion por método de Fenol — Cloroformo de las 6 muestras.

Deteccion de mutaciones en el gen 23S ARNr por el ensayo MAMA-gPCR

Se procesaron un total de 124 muestras de ADN extraidas del buffer de
transporte de AC2 por método de fenol cloroformo. La amplificacion se
considero exitosa cuando el punto de corte era menor de 40 (Ct <40 ciclos). Se
utilizaron primers para amplificar las posiciones 2611y 2059 del gen ribosomal.
Para la posicion 2059, el 41.94% (n=52) amplifico exitosamente y de estas, el
3.8% (n=2) presentd la mutacion A2059G asociada a elevada resistencia a
azitromicina. Entre las muestras que amplificaron, no se encontraron
mutaciones que contenian la mutacion en la posicion C2611T que se
correlaciona a resistencia baja a moderada a azitromicina. En la tabla 7 se
muestran los porcentajes de muestras mutantes detectadas en el gen 23S ARNr,

los valores fueron calculados en base a las muestras que amplificaron.

38



Tabla 7. Proporcion de muestras mutantes detectadas mediante el ensayo de MAMA-

gqPCR
Posicion en Muestras que no  Muestras que Mutantes
el gen 23S amplificaron amplificaron detectadas Mutacion
ARNTr n (%) n (%) n (%)
2611 95 (76.6%) 29 (23.4%) 0 (0.00%) C>T
2059 72 (58.1%) 52 (41.9%) 2 (3.8%) A> G

6.4. Deteccion de mutaciones en los codones D345del y G545S en el gen penA

por el ensayo MAMA-gPCR

Se procesaron un total de 86 muestras de ADN extraidas del buffer de transporte
de AC2 por método de fenol cloroformo. En la tabla 8 se muestran los resultados
de la amplificacién y deteccion de mutaciones en dos posiciones del gen penA
de N. gonorrhoeae (codones 345 y 545). La amplificacion se consider6 exitosa
con un punto de corte de Ct <40 ciclos. Para el coddn 345, el 43.02% (n=37)
amplificd exitosamente y de estas, el 13.5% (n=5) presentdé la mutacién
D345del, asociada a alelos en mosaico del gen penA y por ende a la disminucion
de susceptibilidad en cefalosporinas. Para el codon 545, el 62.79% (n=54)
amplificaron exitosamente y de este grupo, el 7.41% (n=4) tuvo como resultado
la sustitucion G545S, también relacionada con susceptibilidad disminuida a
cefalosporinas. Los porcentajes de muestras mutantes detectadas fueron

calculados en base a las muestras que amplificaron.
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Tabla 8. Deteccion de mutaciones en el gen penA mediante el ensayo MAMA-qPCR.

(N=86)
Posicion en Muestras que no  Muestras que Mutantes
el gen penA amplificaron n amplificaron detectadas Mutacion
(coddn) (%) n (%) n (%)
345 49 (57.0%) 37 (43.0%) 5 (13.5%) D345del
545 32 (37.2%) 54 (62.8%) 4 (7.4%) G545S

6.5. Anélisis del secuenciamiento de muestras mutantes en la posiciéon A2059G

para el gen 23S ARNr de N. gonorrhoeae

De las 124 muestras previamente analizadas para detectar mutaciones en el gen
23S ARNTr de N. gonorrhoeae, se encontrd que 02 muestras presentaron la
mutacion A2059G, solo una de ellas se logré amplificar (ID 12702) utilizando
los primers de la tabla 2 mediante PCR convencional para amplificar cada uno
de los 4 alelos del gen (la segunda muestra no produjo productos de
amplificacion por PCR, por lo que no pudo ser secuenciada). Luego del analisis
de los electroferogramas del secuenciamiento, se encontrd que los 4 alelos del
gen 23S ARNr pertenecientes a dicha muestra contenian la mutacion A2059G
validando asi los resultados obtenidos por PCR en tiempo real. En la tabla 9 se
muestran las secuencias de nucleétidos de los 4 alelos del gen 23S ARNr
secuenciados, resaltando en color rojo el nucledtido “G” representando la
mutacion respectiva en la posicion 2059 correlacionada a resistencia elevada a

azitromicina.
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Tabla 9. Mutaciones encontradas en las secuencias de la muestra ID 12702R para los

4 alelos del gen 23S ARNr

ID Gen 23S ARNr Secuencia (5'-3") Mutacion

12702 Alelo 1 ACGGAGAGACCCCGT A-> G
Alelo 2 ACGGAGAGACCCCGT A-> G
Alelo 3 ACGGAGAGACCCCGT A-> G
Alelo 4 ACGGAGAGACCCCGT A-> G

6.6. Anadlisis del secuenciamiento de muestras con mutaciones en el gen penA

de N. gonorrhoeae que confieren resistencia a ceftriaxona y a cefixime

Se realizé un PCR convencional en las 124 muestras de ADN rectales positivas
para N. gonorrhoeae, sin embargo, solo 27 de ellas produjeron productos de
amplificacion para posterior secuenciamiento por Sanger de la tercera porcion
del gen penA. La figura 10 incluye todas las mutaciones de aminoacidos
encontradas en las muestras secuenciadas (tercera porcion del gen penA), desde
la posicion del coddn 341 hasta el codon 555. Se ha considerado agregar en +1
las posiciones a partir del codén 345 debido a la insercion del Aspartato
(D345ins) en el codon 346 de los alelos No-mosaicos del gen penA. Del total,
se detectd la insercion D345ins en 16 (59.3%) muestras y de estas mutantes un

total de12/16 (75.0%) fueron colectadas entre los afios 2019 — 2021.
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Respecto a los alelos en mosaico relacionados a sensibilidad disminuida a
ceftriaxona, 10 (37.0%) muestras contenian la delecion D345del relacionada a
cepas con penA en mosaico; adicionalmente, 8 (29.6%) muestras presentaron la
sustitucion G545S. Respecto a las sustituciones relacionadas a susceptibilidad
disminuida a cefixime, se detectaron mutaciones a nivel de los codones G375T,
A376P y E377K en 11 (40.74%) muestras; las mutaciones A501T y P551L se
detectaron en 3 (11.11%) muestras y la mutacion en G542S se detectd solamente
en 1 (3.70%) muestra perteneciente al afio 2020. Todas las 27 muestras
secuenciadas presentaron la sustitucion F504L y A510V; adicionalmente, 8

(29.6%) muestras tenian la sustitucion de N512Y.
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Figura 10. Alineamiento de aminoacidos de la regidn transpeptidasa del PBP-2 (codones 341 — 555) en N. gonorrhoeae.

Los puntos (“.”) indican identidad con la cepa de referencia wt (M32091), mientras que las letras indican cambios en los amino&cidos. Las
mutaciones que confieren resistencia a cefixime estan resaltados en azul, las cepas con alelos en mosaico estan resaltadas en amarillo y gris. La
insercion D345ins de alelos No-mosaico estan resaltados en verde. La numeracion de codones de las variantes wt y mosaico fue ajustada sumando
+1 para asegurar el alineamiento correcto con las cepas No-mosaico.
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6.7. Comparacion de resultados entre el ensayo MAMA-qPCR vy el

secuenciamiento por Sanger para mutaciones en mosaico del gen penA

Los resultados obtenidos de la amplificacion por MAMA-gPCR de los codones
345 y 545 con los resultados del secuenciamiento por Sanger de las muestras
que amplificaron, fueron comparados para hallar el porcentaje de concordancia,
se realiz6 la comparacion de un total 13 muestras para el codon 345 y 12
muestras para el coddn 545, de las cuales se tenia informacion tanto para
MAMA-gPCR y para secuenciamiento (ver tabla 10). Para la mutacién D345del
encontrada en el coddn 345, el porcentaje de concordancia total y el coeficiente
Kappa fueron del 84,6 % (intervalo de confianza [IC] del 95 %: 54,6 % — 98,1
%) y 0,69 (IC 95%: 0,33 — 1,00) respectivamente. Con respecto a la mutacion
G545S en el codon 545, se obtuvieron resultados similares, con una mejora en
el porcentaje de concordancia general del 91,7 % (IC del 95 %: 61,5 % —99,8

%). y un valor Kappa de 0.82.

44



Tabla 10. Desempefio del ensayo MAMA-gPCR en la deteccion de mutaciones en el gen penA comparado al secuenciamiento por Sanger

1)

Secuenciamiento del

Porcentaje de

codon 345 Total concordancia total Coeflggz(;ti:lfappa
Resultado Resultado (95% ClI) (95% C1)
wit mutante

MAMA-gPCR
345 (resultado 6 2 8

wt)
MAMA-qPCR 84.6% 0.69
345 (resultado 0 5 5 (54.6% - 98.1%) (0.33-1.00)

mutante)
Total 6 7 13
Secuenciamiento del .
(2) Porcentaje de -
codon 545 Total concordancia total Coef|C|e0nte Kappa
Resultado Resultado (95% CI) (95% CI)
wit mutante

MAMA-gPCR
545 (resultado 7 1 8

wt)
MAMA-gPCR 91.7% 0.82
545 (resultado 0 4 4 (61.5% - 99.8%) (0.49 - 1.00)

mutante)
Total 7 5 12
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6.8. Variabilidad de nucleotidos en el codon 542 y 551 del gen penA

Para evaluar la variabilidad en las regiones que codifican los codones 542
(posicion 1624 — 1626) y 551 (posicion 1651 — 1653) del gen penA, se genero
un logo de secuencia a partir de los resultados del secuenciamiento. En la figura
11 se observa la variabilidad en 2 alineamientos de aproximadamente 40
nucleotidos (eje X), la altura de cada letra graficada en el eje Y (bits) representa
la conservacién de cada nucledtido en las posiciones. Las posiciones altamente
conservadas (sin variabilidad de nucledtidos) aparecen con una letra Unica alta
(aproximadamente 1.8 — 2 bits) indicando que practicamente todas las muestras
Ilevan el mismo nucle6tido en esas columnas.

En lafigura 11 (A) se realizo el anélisis de variabilidad del alineamiento de las
26/27 muestras secuenciadas que codificaron para el aminoacido “glicina”, a
partir de la posicion 1609 en el gen (posicion 1 en eje X). En la posicion 18
(tercer nuclettido del coddn 542), las letras C/T relejan un polimorfismo
GGC~> GGT paraglicina, el nucleétido C esta en aproximadamente 60% de las
cepas, mientras que T en el 40% restante. La predominancia de GGC frente a
GGT en esta posicion se visualiza con claridad resaltando la coexistencia de
ambas variantes en las cepas analizadas, aunque codificando para el mismo
aminoacido glicina.

Por otro lado, en la figura 11 (B) se puede observar el anélisis de variabilidad
del alineamiento de las 24/27 muestras secuenciadas que codificaron para el
aminoacido “prolina”, contadas a partir del nucle6tido 1617 en el gen (posicion
1 en eje X). En la posicion 37 (tercer nucledtido del codon 551), las letras G/C
relejan un polimorfismo CCG—> CCC para prolina, el nucledtido G estd en

aproximadamente 85% de las cepas, mientras que C en el 15% restante. Existe
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una predominancia de CCG frente a CCC en esta posicion, ambos codones

codifican el mismo amino&cido prolina.

(A)
o_
n‘-—wmwmmhmmnn-agw mhImugmnq%mhmmI—wmmeﬂm%
: S SSRRRANANANARsAARREE RS,
(B)
T
AR e T R LG A A CC C
ﬂ-,-Nm&gmhamlwNgwmw&mmcwlmwmwhggc?ﬁum mw‘h:-m_!m_g
5 Trrrroomomadaaaaaaaaaeoongooneosy

wabloga. berhaley adu

Figura 11. Variabilidad de nucleotidos en los codones 542 y 551 del gen penA de N.

gonorrhoeae.
Se utilizo el programa WebLogo para la creacién de las figuras (70).

6.9. Proporcién de mutaciones en los genes penA'y 23S ARNr entre periodo de

anos 2013 — 2016 vs 2019 — 2021

En lafigura 12 se muestra la frecuencia de mutaciones de los alelos wt y mutante
de penA en dos posiciones clave, las cuales fueron detectadas mediante MAMA-
gPCR (D345del y G545S) entre los periodos 2013 — 2016 y 2019 — 2021. Entre
los afios 2013 — 2016 se encontrd que el 100% de las cepas amplificadas

presentaron alelos wt en los codones 345 y 545, mientras que entre los afos
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2019 — 2021 se observd un 85.3% de cepas wt y un 14.7% de cepas mutantes
con la delecion D345del; y un 88.6% de cepas wt y un 11.4% de cepas mutantes
en el codén G545S. Aunque se observa un aumento de mutantes en el segundo
periodo (2019 — 2021) para ambos codones, las diferencias no alcanzaron
significancia estadistica para D345del (p=0.573) ni para G545S (p=0.125), por
lo que no puede confirmarse un verdadero incremento de las variantes mosaico

de penA entre estos periodos temporales.

120.0%

100.0% 100.0%
88.6%

100.0%
85.3%
80.0%

60.0%

40.0%

Porcentaje de muestras (%)

20.0% 14.7% 11.4%

0.0% 0.0%
0.0%

Wild type Mutante Wild type Mutante
D345del G545S

2013 -2016 2019 -2021

Figura 12. Proporcion de mutaciones D345del y G545S en el gen penA de N.
gonorrhoeae.
Periodo de afios 2013 — 2016 vs 2019 — 2021.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion, se han detectado mutaciones en los genes 23S
ARNr y penA de N. gonorrhoeae, usando muestras rectales de pacientes HSH, dichas
mutaciones estan relacionadas con susceptibilidad disminuida a cefalosporinas (cefixime y

ceftriaxona) y con resistencia a azitromicina.

Del total de 124 muestras analizadas por MAMA-gPCR para mutaciones en el gen 23S
ARNIr, 52 muestras amplificaron con los primers dirigidos a la mutacion A2059G; de estas,
la mutacion A2059G se detectd en 2 (3.8%) muestras rectales, esto constituye una sefial de
alerta en nuestra poblacion de estudio, ya que esta mutacion esta asociada a elevada
resistencia a azitromicina con un MIC>256 pg/ml (15). Siendo el presente trabajo el primer
reporte del hallazgo de esta mutacidn en cepas pertenecientes a muestras de pacientes HSH
provenientes de los distritos de Lima (Barranco e Independencia) y Callao, resaltando la
importancia de implementar un programa de vigilancia molecular en este patégeno y
evidenciar las diversas mutaciones que podrian existir en el resto de la poblacion. La
presencia de la mutacion A2059G en los 4 alelos del gen 23S ARNr fue confirmada por
secuenciamiento, esto refuerza el vinculo que existe entre el nimero de alelos y el grado
de resistencia previamente reportados en diversos estudios, los cuales indican que la
existencia de la mutacién en al menos 3 alelos predice de manera confiable la elevada
resistencia a azitromicina (15,25); por otro lado, Wang et al. realizaron un estudio
sistematico, confirmando que esta mutacién es el Unico factor que resulta directamente en
elevada resistencia a azitromicina en N. gonorrhoeae (61). Si bien los métodos clasicos de
cultivo y antibiograma (dilucion en agar, E-test) son ampliamente usados a nivel clinico y
en investigacion, su baja sensibilidad en muestras extragenitales (faringeo o rectal) y el
tiempo de respuesta limitan su utilidad para la toma de decisiones a nivel clinico, pudiendo

enmascarar la verdadera prevalencia de resistencia en poblaciones clave (71,72). En este
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contexto, la incorporacién de ensayos moleculares que detecten mutaciones de importancia
clinica, permitird optimizar el tratamiento, reducir el uso inadecuado de antibioticos y
prevenir la diseminacién de cepas resistentes. En la presente investigacion se ha
comprobado que el ensayo MAMA-gPCR permite detectar mutaciones directamente en
muestras clinicas rectales, sin necesidad de utilizar el cultivo, lo que la convierte en una

alternativa més réapida y eficaz para la deteccion de resistencia (69,73).

De las 86 muestras procesadas por MAMA-gPCR para el gen penA, amplificaron 37
muestras con los primers de la reaccion D345del y se detectod que el 13.5% contenia la
delecion D345del y de las 54 muestras que amplificaron con los primers de la mutacion
G545S, se detectd dicha mutacion en el 7.41%. Ambas mutaciones son marcadores
caracteristicos de alelos en mosaico de penA, los cuales han sido implicados en la
disminucion de susceptibilidad en cefalosporinas de tercera generacion (56,74). En
consistencia con los resultados de esta investigacion, Grad et al. han evidenciado que la
expansion de los alelos en mosaico del gen penA han impulsado un incremento global en
el MIC de aislados de ceftriaxona y cefixime (75). Mientras que Ohnishi et al. describieron
una cepa aislada en Japon de N. gonorrhoeae con alta resistencia a ceftriaxona y cefixime
que contenia D345del y G545S en un alelo en mosaico (76). Estructuralmente la mutacion
G545S introduce cambios conformacionales en el dominio transpeptidasa de la PBP-2,
reduciendo asi su afinidad por los antibidticos. Singh et al. demostraron que los ajustes en

el sitio activo son criticos para el fenotipo resistente (66,68).

La comparacion entre el ensayo MAMA-gPCR para la deteccion de la delecion D345del y
G545S en penA y el secuenciamiento (tomando como referencia el secuenciamiento por
Sanger) muestra coeficientes Kappa que indican un acuerdo sustancial para la delecién
D345del (0.69) y un acuerdo casi perfecto para la mutacién G545S (0.82). Sin embargo

solo se pudo hacer esta comparacion en 13 muestras para la delecion D345del y en 12
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muestras para la mutacion G545S, dando como resultado intervalos de confianza amplios,
esto debido a que la cantidad de muestras que amplificaron para posterior secuenciamiento
fue baja, esto resaltaria la necesidad de optimizar la extraccion de ADN y condiciones de
PCR en muestras rectales, donde la cantidad de ADN bacteriano recuperado de N.
gonorrhoeae es tipicamente bajo (77). No obstante, estos resultados indicarian que es
posible utilizar el ensayo MAMA-gPCR como herramienta de deteccion de mutaciones
directamente de muestras clinicas. En tal sentido, se hacen necesarios ensayos adicionales
que puedan validar la consistencia en esta aseveracion con una mayor cantidad de muestras
extragenitales, ya que se han reportado algunas reacciones cruzadas con otras especies de
Neisseria en muestras faringeas mediante el uso de MAMA-gPCR sobre todo al detectar la
delecion D345del (69). La busqueda e implementacion de ensayos moleculares que
detecten mutaciones directamente de muestras clinicas se ha convertido en uno de los
principales objetivos en la resistencia en N. gonorrhoeae, Peterson et al. validaron un
ensayo multiplex de qPCR para predecir la susceptibilidad a cefalosporinas en muestras
clinicas positivas para N. gonorrhoeae, indicando que, para evitar la deteccion de falsos
positivos debido a las cepas comensales, es recomendable utilizar este g°PCR multiplex en
muestras que hayan sido previamente caracterizadas como positivas para N. gonorrhoeae

mediante NAATS (78), tal como lo hemos utilizado en este estudio.

La baja tasa de amplificacion observada tanto en el ensayo MAMA-qPCR como en la PCR
convencional previa al secuenciamiento de las 124 muestras analizadas también podria
explicarse por algun desajuste entre los primers utilizados y el ADN molde en regiones del
target altamente variables. Se ha demostrado que incluso las variaciones de un solo par de
bases en la region 3’ podria reducir drasticamente la eficiencia de la PCR y llevar a falsos
negativos, Stadhouders et al. encontraron que estos desajustes en la region 3’ podrian

reducir hasta 90% la eficiencia de la PCR (79). En N. gonorrhoeae esto se” agrava en cepas
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con alelos mosaicos de penA, ya que estas incorporan fragmentos de otras Neisseria y
pueden acumular diversas sustituciones en la region de union a los primers (80,81), lo que
explicaria la baja tasa de amplificacion en este estudio. Una posible solucién podria ser
ensayar paneles multiclonales que incluyan cepas wild type, mosaico y mutantes emergentes
para medir eficiencia de cada primer, sin embargo, para esto se necesitarian ensayos

adicionales.

Por otro lado, la presencia de fenol residual, dado que las muestras fueron extraidas por
método de fenol cloroformo, puede inhibir drasticamente la PCR, ya que este compuesto
actua sobre la ADN polimerasa, reduciendo su actividad e incluso provocando fallos en la
amplificacion (82). Asimismo, Wilson et al. realizaron una revision de los diferentes
inhibidores de PCR presentes en extractos biolégicos, incluyendo fenol y recomendando
su completa eliminacién mediante lavados o el uso de columnas para evitar falsos negativos
debido a esta inhibicion (83). Lo antes mencionado podria explicar la tasa de amplificacion
obtenida en los ensayos moleculares de este estudio, que podria evitarse en futuros estudios

optimizando el paso de limpieza previo a la amplificacion.

Los alelos en mosaico se distinguen por la acumulacion de sustituciones de aminoacidos
en la PBP-2, producto de eventos de recombinacion inter-especies con otras Neisseria,
Takahata et al. describieron por primera vez este tipo de recombinaciones en aislados
clinicos de N. gonorrhoeae con susceptibilidad disminuida a cefixime y estructura en
mosaico, reconociendo segmentos idénticos a N. preflava, N. cinerea, N. flavescens y N.
meningitidis, confirmando la transferencia horizontal de ADN entre especies comensales y
patdgenas (84,85). En este estudio se han detectado 11 (40.7%) muestras con sustituciones
que reflejan un patron en mosaico, llegando a alcanzar hasta 32 sustituciones solo en la
tercera porcion del gen penA secuenciado (contando desde el codén 341 hasta el codon

555). De manera similar, Tomberg et al. realizaron un analisis molecular y estructural de
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variantes mosaico de PBP-2, demostrando que estos alelos podrian contener hasta 63
sustituciones de aminodcidos, algunas de las cuales podrian estar localizadas en regiones
criticas del sitio activo de las cefalosporinas, explicando la disminucién de afinidad por el
antibiotico (80). Ademas, estudios in vivo han demostrado que algunas variantes mosaico
no solo confieren resistencia a ceftriaxona, sino que podrian incorporar mutaciones
compensatorias que restauran el fitness bacteriano, ilustrando la dindmica evolutiva de N.
gonorrhoeae bajo presion antimicrobiana; sin embargo, serdn necesarias mas
investigaciones al respecto para poder identificar si las mutaciones compensatorias en cepas

resistentes estan presentes en todos los aislados de resistencia a cefalosporinas (86).

Esta investigacion permitio identificar tres muestras con la mutacion P551L, la cual esta
significativamente asociada con resistencia a ceftriaxona (87), en coexistencia con las
mutaciones A501T y F504L. Estudios previos indican que la sustituciéon AB50LT,
especialmente combinada en alelos no-mosaicos pueden contribuir significativamente a la
disminucion de susceptibilidad a cefalosporinas de espectro extendido (88,89). Asimismo,
mutaciones especificas en el codén 551 han sido significativamente asociadas con la
reduccion de susceptibilidad a ceftriaxona, sugiriendo que las mutaciones a este nivel
desempefian un papel critico en el sitio activo de la PBP-2 (76). De manera particular, la
combinacion de mutaciones F504L y P551S ha sido previamente relacionada con
resistencia a penicilinas ya que producen la acilacion del sitio activo de la PBP-2 (90). Sin
embargo, en este estudio se ha identificado la combinacion de mutaciones F504L y P551L,
la cual no ha sido ampliamente documentada en la literatura. Esto resalta la necesidad de
llevar a cabo estudios adicionales que nos permitan comprender el impacto de estas dos
mutaciones combinadas en la conformacion estructural de la PBP-2 y el efecto que
producen en la susceptibilidad antibiotica. Respecto a los codones que predicen la

reduccion de susceptibilidad a cefixime, se logré identificar mutaciones en los codones
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criticos 375-377, AS01T, G542S y P551L de la PBP-2, las cuales estan estrechamente
relacionadas con la disminucién de susceptibilidad. Estudios previos han confirmado que
la presencia de cualquier mutacién en los codones mencionados, puede predecir la
susceptibilidad a cefixime con una precision de 98.5% (18,19). Especificamente la
mutacion A501T fue detectada en el 11.1% de las muestras secuenciadas, dicha mutacion
genera una mayor rigidez en el sitio activo de la PBP-2 reduciendo afinidad por las
cefalosporinas y contribuyendo directamente al fenotipo de resistencia observado en estas

cepas (81).

Los resultados obtenidos en los codones 542 (glicina) y 551 (prolina) del gen penA que no
tuvieron ninguna variacion a nivel de aminoacido, pero si a nivel de nucleétido, podrian
reflejar diferentes presiones selectivas o preferencias en el uso de codones (codon usage)
especificas para N. gonorrhoeae (ver Anexo 5). En el analisis realizado en el codon 542, se
evidencia la coexistencia de los codones GGC y GGT que codifican el aminoécido glicina,
los cuales son observados en las muestras procesadas en un 60% y 40% respectivamente.
Segun los datos del Codon Usage Database (Kazusa DNA Research Institute) para N.
gonorrhoeae FA1090, el codon GGC es mas frecuente que GGT (46.7 por mil vs 15.2 por
mil) en cepas silvestres, lo que podria indicar una preferencia selectiva hacia el uso de GGC
en condiciones normales (91). De manera similar, en el codon 551 se observa una
predominancia del codon CCG sobre CCC (19.4 por mil vs 15.0 por mil). La coexistencia
de estos codones alternativos en las cepas secuenciadas, pese a que codifican para el mismo
aminoacido, podria estar asociada a cambios adaptativos en respuesta a presion antibiotica
0 podrian presentar una adaptacion local que contribuya a variaciones fenotipicas de
resistencia a cefalosporinas (92). La importancia de estudiar estas variaciones en el codon
usage radica en la influencia que podria presentar en la evolucion molecular de N.

gonorrhoeae. De esta manera la evaluacion del uso de codones correlacionado a los
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hallazgos de mutaciones en los nucleétidos anteriormente mencionados no solo aporta
informacion adicional para comprender la evolucion de cepas circulantes, sino también
podria guiar futuras investigaciones dirigidas a la optimizacién de herramientas
moleculares y bioinforméaticas que nos ayuden a comprender y detectar a tiempo la

resistencia antibiotica.

8. CONCLUSIONES

e Se logrd detectar la mutacion A2059G en el gen 23S ARNr de N. gonorrhoeae
asociada a resistencia elevada a azitromicina, en 2 muestras mediante el ensayo
MAMA-gPCR, representando el 3.8%. El secuenciamiento adicional de una de
estas 2 las muestras, corroboro la presencia de la mutacion en los 4 alelos del gen
23S ARNT.

e No se identificaron mutaciones C2611T relacionadas a resistencia baja a moderada
a azitromicina en ninguna de las muestras analizadas por MAMA-gPCR.

e Se detectaron mutaciones en los codones D345del (13.5%) y G545S (7.4%) del gen
penA de N. gonorrhoeae mediante el ensayo MAMA-qPCR, indicando la presencia
de penA en mosaico que confiere susceptibilidad reducida a cefalosporinas en las
muestras estudiadas.

e Se detectaron mutaciones en el gen penA de N. gonorrhoeae de las 27 muestras
secuenciadas, en los codones G375T, A376P y E377K (40.7%), A501T y P551L
(11.1%) y G542S (3.7%) relacionadas a susceptibilidad disminuida a cefixime.

e Se comprobd la eficacia del ensayo MAMA-qPCR en la deteccion directa de

mutaciones en los genes 23S ARNTr y penA a partir de muestras clinicas rectales,
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9.

evidenciando una soOlida concordancia con los resultados obtenidos mediante

secuenciamiento por Sanger.

LIMITACIONES

Este estudio presentd las siguientes limitaciones:

1.

2.

Solo se utilizé una muestra para la estandarizacion y extraccion de ADN con kits
comerciales y su posterior evaluacién comparativa, esta limitacion impide generalizar
los resultados obtenidos respecto al rendimiento de este método de extraccion, ya que
no se consideraron diferentes muestras ni se evaludé la reproducibilidad del
procedimiento en otros casos. Por tanto, los resultados mostrados con los Kits de
extraccion deben tomarse con cautela, podrian no reflejar el comportamiento del resto
de muestras con estos Kits.

Al menos la mitad de las muestras analizadas no amplific6 adecuadamente debido a la
baja cantidad de ADN recuperado del buffer de transporte empleado (AC2), lo que no
permitio realizar el andlisis de gPCR y secuenciamiento de todas las cepas
pertenecientes al estudio, limitando la cantidad de data obtenida. La incompatibilidad
del buffer AC2 con otras plataformas de amplificacion sumado a la baja carga
bacteriana de N. gonorrhoeae en muestras rectales, las cuales comldnmente son
asintomaticas, podria haber resultado en un impacto negativo en la cantidad final de
muestras rectales amplificadas (22,93).

No se ha realizado una prueba para control de extraccién de ADN de las muestras (como
por ejemplo amplificacién del gen de Globina humana), lo que podria haber verificado
la eficiencia del proceso de extraccidén en cada muestra y asi poder detectar posibles

inhibidores en la muestra dando resultado de falsos negativos. Adicionalmente, no se
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incluy6 un control interno de amplificacion en el PCR de cada reaccién, por lo tanto,
no se ha podido confirmar que la reaccion de PCR se llevé a cabo de manera correcta y
asi poder diferenciar entre la ausencia del target y de posibles fallos técnicos en las
muestras no amplificadas.

La ausencia de resultados fenotipicos en las muestras analizadas, debido a que estas
muestras clinicas fueron colectadas directamente en buffer de transporte AC2 y no en
un medio de cultivo microbiolégico, pudiendo recuperar solo el material genético de
estas a partir de este buffer para ensayos moleculares. Por lo tanto, no se pudo hacer

una correlacion entre las mutaciones detectadas y el fenotipo resistente.

RECOMENDACIONES

Se recomiendan mas ensayos de secuenciamiento adicionales que permitan corroborar
la relacion entre otras mutaciones de importancia y fenotipos de resistencia para N.
gonorrhoeae en nuestro pais.

Se sugiere la adicion de controles internos de extraccién como Globina humana y de
PCR en futuros ensayos para discernir si las muestras no amplificaron debido a algin
fallo durante la técnica de extraccion o en el PCR.

Se recomienda ampliar la cantidad de muestras en futuras investigaciones, se deberia
incluir a futuro muestras de tipo faringeo y genital adicionales a las muestras rectales
empleadas en este trabajo para detectar cepas mutantes circulantes, esto ayudaria a tener
un panorama mas completo de los datos moleculares asociados a resistencia en N.

gonorrhoeae actuales en poblacion de riesgo.
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13. ANEXOS

Anexo 1

Protocolo de extraccion de ADN gendmico de bacterias, hongos y levaduras por método

de Fenol — cloroformo

1. Agregar 400ul de buffer AC2, 75ul de SDS al 10%, luego agregar 20ul de proteinasa K

SN

10

(20mg/ml Promega), vortexear y dejar incubar por 1 a 3 horas a 65°C. Vortexear cada
media hora observando que la muestra se encuentre completamente homogénea.
NOTA: el tiempo de incubacidon se realizara teniendo en cuenta las caracteristicas de la
muestra tales como: Coloracién Gram (Gram + o0 Gram -), cantidad de muestra.
Afadir 100ul de NaCl 5M, luego agregar 100ul de CTAB/NaCl (previamente calentado
a 65°C), vortexear suavemente e incubar 10 minutos a 65°C.
Adicionar 750ul de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), vortexear y
centrifugar a 10000rpm por 5 minutos. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo
Eppendorf.
Adicionar 750ul de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), vortexear y
centrifugar a 10000rpm por 5 minutos. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo
Eppendorf.
Afadir 1ml de etanol absoluto frio y colocar a -70°C por al menos 20 minutos.
Centrifugar a 10000rpm por 8 minutos. Descartar el sobrenadante.
Agregar 1ml de etanol al 70% previamente enfriado y centrifugar a 10000rpm por 3
minutos. Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet colocando el tubo boca abajo
con la tapa abierta sobre un papel toalla.
Eluir el ADN en 30-50ul de buffer Tris EDTA o de Agua libre de nucleasas y conservar

a -20°C hasta su uso.



Anexo 2

Valores de concentracion de ADN por cada muestra a partir del método de fenol cloroformo

y los pardmetros de calidad y pureza de ADN (A2860/A280 y A260/A230)

Nro.| Cadigo concentracion ng/ul | A260/A280 | A260/A230
1| 213241 34.3 1.08 0.65
2 111641 12.3 3.19 0.08
3 111503 9.2 11 0.08
4| 112033 12.8 0.97 0.06
5 112317 11.3 1.7 0.06
6| 112146 1.4 1.45 0.1
7| 214568 4.4 1.95 0.16
8| 214569 5.1 3.27 0.07
9| 31102R 5.5 1.65 0.19

10| 213011 6.9 0.91 0.41
11| 214591 8.6 2.75 0.11
12| 213412 2.5 2.1 0.08
13| 213616 8.4 1.91 0.16
14| 213318 9.3 1.65 0.1
15 111426 4.4 1.38 0.09
16| 214109 3.8 1.26 0.11
17| 214659 6.7 2.13 0.14
18| 30702R 10.5 2.94 0.21
19| 213371 2.3 1.92 0.73
20| 214651 1.7 2.7 0.11
21| 213594 2.7 1.72 0.12
22| 213586 2 1.97 0.16
23| 111016 3.7 1.89 0.1
24| 111026 5.8 1.83 0.29
25| 214699 2.8 1.86 0.12
26| 30182R 11 1.39 0.22
27| 10172R 9.9 1.69 0.33
28| 110461 12.5 1.05 0.74
29| 214691 4.7 1.47 0.12
30| 213704 1.6 1.15 0.09
31| 111425 2.6 1.39 0.16
32| 213847 0.7 1.26 0.12
33| 213589 2.3 1.52 0.14
34| 213119 54 1.28 0.17
35| 31272R 12.6 1.65 1.29




36| 30562R 15.7 1.69 0.17
37| 110231 2.3 0.82 0.49
38| 110043 1.7 1.56 0.12
39| 213254 0.4 1.19 0.09
40| 110605 1.2 0.74 0.02
41| 111996 0.5 0.84 0.07
42| 213239 2 2.64 0.09
43| 213419 3 1.57 0.15
44| 31452R 10.2 1.8 0.63
45| 30392R 18.2 1.52 0.43
46| 110664 10.2 1.65 0.36
47| 110301 5.6 1.2 0.14
48| 112314 6.3 1.16 0.11
49| 110035 6.5 1.3 0.13
50| 213868 4.9 1.25 0.07
51| 213219 6.2 0.97 0.06
52| 110459 12.2 1.77 0.15
53| 30832R 16.2 1.85 0.4
54| 10332R 14.7 2.03 0.32
55| 214161 8.8 1.45 0.11
56| 110661 2.3 21 0.09
57| 213245 1 2.05 0.09
58| 110438 14 2.27 0.08
59| 214127 2.2 1.38 0.09
60| 110069 4.03 21 0.12
61| 110669 1.9 1.92 0.11
62| 10202R 7.7 2.35 0.3
63| 31002R 11.5 1.95 0.41
64| 111311 2.8 1.77 0.13
65| 214542 2.9 1.96 0.11
66| 214285 2.2 1.82 0.15
67| 213218 1 1.52 0.1
68| 214497 0.9 3.18 0.05
69| 111249 1.6 1.54 0.19
70| 213509 2.7 4.1 0.05
71| 10342R 9.1 1.81 0.31
72| 12042R 6.2 1.84 0.27
73| 111611 1.5 -1.26 0.03
74| 111323 1.8 1.71 0.11
75| 213426 0.9 14.52 0.06
76| 214436 1.1 1.51 0.23
77| 214657 1.9 -0.61 0.01
78| 110759 4.5 3.71 0.1
79| 214059 2.3 -1.55 0.02
80| 31322R 3.3 3.67 0.15




81| 10752R 7.9 2.15 0.22
82| 10652R 6.2 2.32 0.31
83| 11482R 12.3 1.89 0.49
84| 31532R 4.4 -4.68 0.16
85| 32462R 5.1 1.99 0.4
86| 33132R 4.8 2.02 0.18
87| 11322R 14.1 2.18 0.28
88| 12172R 144 2.48 0.24
89| 31702R 4.3 5.89 0.17
90| 31902R 3.9 2.06 0.53
91| 33382R 0.1 7.38 0.06
92| 11042R 7.1 2.02 0.27
93| 11082R 6.6 1.87 0.39
94| 32022R 13.5 1.71 0.88
95| 32652R 9.8 1.77 0.82
96| 33462R 1.6 3.23 0.07
97| 11712R 12.7 2.57 0.33
98| 11562R 20.1 1.93 1.22
99| 32052R 1.9 -0.54 0.03
100| 32662R 5.7 3.31 0.86
101| 33572R 2.3 17.72 0.11
102| 11142R 9.44 3.31 0.2
103| 10302R 0.2 1.35 -0.74
104| 32712R 13.5 1.86 1.7
105| 33802R 2.8 251 0.2
106| 11332R 11.9 2.17 0.73
107 | 32142R 0.9 1.13 0.27
108| 32772R 0.6 1.56 0.26
109| 33852R 1.1 2.63 0.08
110| 11532R 3.9 1.91 0.31
111| 12272R 1.1 1.14 0.2
112 | 32172R 2 1.47 0.48
113| 32782R 0.8 1.43 0.49
114 | 33932R 5.6 2.02 0.34
115| 10922R 2.2 4.07 0.17
116| 31482R 2 1.8 0.68
117| 32382R 0.9 1.44 0.36
118| 32962R 0.2 1.87 -0.12
119| 12532R 1.6 2.33 0.12
120 | 12212R 3.3 2.01 0.25
121| 31502R 7.1 1.27 0.38
122 | 32422R 0.2 0.4 0
123| 33032R 1.3 2.85 0.49
124 | 12702R 22.7 1.92 0.99




Anexo 3

La siguiente figura ilustra el calculo de la diferencia de Cr utilizado en la deteccion de mutantes
en el gen 23S ARNr mediante el ensayo MAMA-QPCR, figura tomada del articulo “Mismatch
Amplification Mutation Assay-Based Real-Time PCR for Rapid Detection of Neisseria

gonorrhoeae and Antimicrobial Resistance Determinants in Clinical Specimens” (69)
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Figure S1. Example of delayed amplification due to the MAMA-strategy. When plating same amounts of gDNA
copies/reaction, the Ct of the opa reaction will be comparable to the the Ct of the AMR reaction if the mutated allele
is present (A), whereas there will be a strong delay in the amplification if the wild type allele is present (B). The
different colors indicate different amounts of plated gDNA.



Anexo 4

Alineamiento de amino&cidos del PBP-2 (penA). Los aminoécidos se muestran en colores
comparados con la cepa WT_NG (primera secuencia) desde el coddn 321 hasta el 573. La
diferencia entre aminoacidos (entre la secuencia wt y las secuencias de las cepas estudiadas) se
ve en colores. El programa utilizado para este alineamiento fue Clustal Omega (94) y el archivo

FASTA fue analizado posteriormente en Jalview 2.11.4.1
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Anexo 5
Frecuencia del uso de codones (codon usage) para la cepa de referencia Neisseria gonorrhoeae

FA1090, cepa wt ampliamente estudiada (https://www.kazusa.or.jp/codon/cqgi-

bin/showcodon.cqi?species=242231)

Neisseria gonorrhioeae FA 1090 [gbbcet]: 2002 CDS's (564135 codons)

fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number])

UUU 20.2( 11370) UCU 5.4( 3045) UAU 13.4( 7586) UGU 2.9( 1626)
UUC 21.7( 12233) UCC 14.3( 8076) UAC 15.8( 8939) UGC 8.3( 4659)
UUA 6.3( 3542) UCA 4.1( 2287) UAA 1.8( 1e1e) UGA 1.4( 774)
UUG 30.5( 17180) UCG 10.8( 5667) UAG ©.4( 218) UGG 11.5( 6481)

CUU 9.9( 5564) CCU 6.9( 3910) CAU 8.4( 4716) CGU 10.9( 6143)
CuC 13.7( 7756) CCC 15.@( 8487) CAC 13.3( 7496) CGC 29.8( 16799)
CUA 1.6( 938) CCA 2.8( 1150) CAA 21.6( 12171) CGA 2.7( 1583)
CUG 35.2( 19865) CCG 19.4( 10952) CAG 16.8( 9482) CGG 8.@( 4523)

AUU 20.6( 11647) ACU 4.9( 2784) AAU 13.6( 7695) AGU 3.8( 2167)
AUC 31.2( 17584) ACC 25.7( 14484) AAC 25.9( 14593) AGC 16.2( 9134)
AUA 5.4( 3025) ACA 5.8( 33e@) AAA 45.2( 25527) AGA 2.3( 1306)
AUG 24.7( 13946) ACG 13.7( 774@) AAG 18.9( 6133) AGG 3.9( 2224)

GUU 16.1( 9106) GCU 7.9( 4458) GAU 21.4( 12098) GGU 15.2( 8591)
GUC 24.1( 13598) GCC 43.7( 24648) GAC 30.7( 17344) GGC 46.7( 26329)
GUA 9.7( 5463) GCA 19.1( 18765) GAA 49.5( 27985) GGA B8.6( 4827)
GUG 17.9( 10085) GCG 31.6( 17842) GAG 12.2( 6884) GGG 8.5( 4771)

Coding GC 53.99% 1st letter GC 57.81% 2nd letter GC 41.03% 3rd letter GC 63.13%


https://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=242231
https://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=242231

