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Sintesis

Neisseria gonorrhoeae es la segunda infeccion de transmision sexual bacteriana mas
prevalente a nivel mundial de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud. N.
gonorrohoeae esta clasificada por Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
como una super bacteria por ser resistente a todos los antibiéticos disponibles
clinicamente para su tratamiento, desde penicilina hasta cefalosporinas de tercera
generacion. Dada la naturaleza Unica de N. gonorrhoeae como patégeno obligado con
el humano y su evolucion a la resistencia; es importante una revision bibliografica de su
resistencia a antibidticos con una perspectiva evolutiva. Una fractura profunda entre la
evolucién y la medicina ha prevenido que la medicina haga uso de la biologia evolutiva.
La comprension de los procesos que contribuyen a la evolucion y seleccion de la
resistencia permitira un mejor manejo y desarrollo de nuevos antibiéticos. En esta tesis
se hace una revision de los avances en la resistencia a antibiéticos en N. gonorrhoeae,
describiendo los mecanismaos evolutivos que prevalecen en la resistencia a antibiéticos
en N. gonorrhoeae y analizando sus implicaciones a nivel de salud publica. Tal vez no
hay mejor ejemplo de la nocién darwiniana de selecciéon natural como la resistencia a
antibiéticos en N. gonorrhoeae. La resistencia a antibiéticos ha probado ser inevitable.
Los movimientos de genes horizontal y verticalmente en las poblaciones bacterianas no
respetan frontera. Las bacterias viven en ambientes dominados por moléculas
pequefias, y han evolucionado mecanismos especificos. Los avances en la
comprension de la evolucion de resistencia a antibiéticos en N. gonorrhoeae, permitirdn
a los médicos tomar decisiones mas acertadas en los tratamientos. Los avances en
biologia molecular permitiran analizar las cepas que infectan a los pacientes para

conocer su susceptibilidad a antibiéticos y dar tratamientos personalizados, lo que
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ayudara a predecir los elementos de resistencia antibidtica y alargara la eficacia de

futuros antibiéticos usados para el tratamiento de N. gonorrhoeae.
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Introduccion

La gonorrea es la segunda infeccién bacteriana de transmision sexual con mayor
prevalencia a nivel mundial (Magnus Unemo & Jensen, 2017; Magnhus Unemo & Shafer,
2014). Cepas de N. gonorrhoeae con baja susceptibilidad a la dltima linea de tratamiento
empirica (cefalosporinas de tercera generacion en combinacion con azitromicina) se han
reportado en Asia, Europa y Norte América (England, 2016; Fifer etal., 2016);
convirtiendo a ésta infeccién de transmisién sexual en un importante problema de salud
publica debido al alto indice de infeccion a nivel mundial y a la posible amenaza de
convertirse en una infeccion sin tratamiento en un futuro cercano (Centers for Disease
Control and Prevention, 2012; Suay-Garcia & Pérez-Gracia, 2017). En el 2012 fue
clasificada como una super bacteria por Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) por ser resistente a todos los antibiéticos usados clinicamente para el tratamiento

de la gonorrea (Suay-Garcia & Pérez-Gracia, 2017; Magnus Unemo & Shafer, 2011).

Después de que N. gonorrhoeae mostrard resistencia a penicilina, 40 afios
después de su introduccién (Patel et al., 2011), cuando la concentracion inhibitoria minima
(MIC por sus siglas en inglés Minimum Inhibitory Concentration)! comenz6 a aumentar fue
necesaria la introduccion de otros antibidticos. La evolucion de la resistencia a cada uno
de los antibidticos usados para tratar la gonorrea ha surgido después de su introduccion
en la clinica (Centers for Disease Control and Prevention, 2012). En los ultimos 70-80
afos, las opciones de tratamientos han disminuido rapidamente, debido a la evolucion de
la resistencia a todos los antibidticos previamente usados o considerados como primera

linea de tratamiento: penicilinas, tetraciclinas, espectinomicinas, cefalosporinas,

1 Concentracién inhibitoria minima es la concentracion mas baja a la que un antibiético previene
el crecimiento de bacteriano después de sub-cultivo a un medio sin antibidtico. MIC son
consideradas el estdndar de oro para determinar la susceptibilidad de organismos a antibi6ticos
(Andrews, 2006).



anfenicoles, sulfonamidas y combinaciones de trimetoprima, macrdlidos vy

fluoroquinolonas (Workowski, Berman, & Douglas Jr., 2008).

Durante la ultima década se han reportado cepas resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion, ceftriaxona y cefixima, las Ultimas opciones disponibles para el
tratamiento de monoterapia, con casos reportados en Japén, Noruega, Austria y Reino
Unido (Suay-Garcia & Pérez-Gracia, 2017; M. Unemo, Golparian, Stary, & Eigentler,

2011; M. Unemo, Golparian, Syversen, Vestrheim, & Moi, 2010).

La resistencia a antibiéticos no es nueva, pero si el namero de bacterias
patdgenas que afectan a humanos resistentes a antibiéticos, las locaciones geograficas
afectadas por resistencia a farmacos, y el aumento al nimero de antibiéticos en un mismo

organismo estd comenzando a aumentar como no se habia visto antes.

Esta documentado que la acumulacion de mutaciones genéticas genera la
mayoria de estas variaciones (Eyre-Walker & Keightley, 2007; Futuyma, 2013; Rodriguez-

Rojas, Rodriguez-Beltran, Couce, & Blazquez, 2013).

En esta tesis se utilizan los conceptos fundamentales de variacion genética y
seleccion natural para explicar la resistencia a antibiéticos en N. gonorrhoeae, se
describen los mecanismos moleculares que favorecen la resistencia y se analizan las
implicaciones que tiene la resistencia a antibiéticos de N. gonorrhoeae en salud publica y

en el desarrollo de nuevos farmacos.

La naturaleza global de la gonorrea, el uso descontrolado de antibidticos en
algunas regiones del mundo, pobre control y monitoreo de resistencia antimicrobiana,
tratamientos fallidos, lenta actualizacion de las normas de tratamiento en la mayoria de

las regiones geogréficas, y la extraordinaria capacidad de los gonococos de transferencia



horizontal y vertical de genes, ha resultado en una presion selectiva en N. gonorrhoeae

(Magnus Unemo & Nicholas, 2012).

En esta tesis se sintetizan y analizan los Gltimos descubrimientos y reportes de la

resistencia a antibioticos en N. gonorrhoeae con una perspectiva evolutiva.



Capitulo 1: Agente etioldgico, manifestaciones clinicas y deteccion

La gonorrea y sus manifestaciones clinicas relacionadas son causadas por la infeccion
causada por la bacteria gram-negativa Neisseria gonorrhoeae (Bignell et al., 2013). La
infeccion generalmente involucra la invasion de la columna epitelial de la uretra, endo-
cérvix, recto, faringe y conjuntiva, aunque generalmente sélo queda localizada a los sitios
iniciales de infeccion. Cuando la infeccion es asintomatica o no es tratada adecuadamente
puede ascender a la parte superior de los genitales y causar enfermedad inflamatoria
pélvica en mujeres y epididimitis o prostatitis en hombres (G. Hughes et al., 2014). En
mujeres puede causar complicaciones como infertilidad de origen tubarico o embarazos

ectopicos (Tsevat, Wiesenfeld, Parks, & Peipert, 2017).

La transmision es a través de la inoculacion directa de secreciones infectadas,
contacto genital-genital, genital-anorectal, oro-genital u oro-anal o por transmision madre-
hijo en el nacimiento — transmision vertical — (Bignell etal., 2013). La infeccién es
sintomatica en la mayoria de los hombres (>90%) y aproximadamente en la mitad de las
infecciones en mujeres (G. Hughes et al., 2014). Se ha reportado que la infeccién por
gonorrea aumenta la carga viral de VIH en el tracto genital, facilitando la transmision de

VIH (Lewis, 2010; Tsevat et al., 2017).

Los datos de la incidencia de gonorrea a nivel mundial no muestran el numero real
de casos debido al pobre seguimiento, bajo reporte de nuevos casos y diagnésticos sub-
Optimos en algunas regiones geograficas; asi como la privacidad de datos del paciente
(Bignell et al., 2013). Se ha reportado una incidencia tres veces mayor en hombres que en
mujeres, mostrando la mayor proporcion de sintomas en hombres, asi como un mayor

indice de infeccidbn en hombres que tienen sexo con hombres (Kirkcaldy et al., 2013). La



mayor incidencia de gonorrea es en adultos jovenes, entre 15 a 29 afios, y en algunos
paises hay una desproporcién de la infeccion en grupos étnicos minoritarios y en hombres

gue tienen sexo con hombres (Bignell et al., 2013).

La infeccibn por N. gonorrhoeae puede ser detectada con pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos o por cultivos celulares de muestras de origen genital,
recto, faringe o secreciones oculares (Bignell et al., 2013). La prueba por amplificacion de
acidos nucleicos es mas rapida, tiene mayor sensibilidad y especificidad que la prueba por
cultivos celulares. Sin embargo, la prueba por amplificacién de acidos nucleicos es mas
costosa. La prueba por amplificacién de &cidos nucleicos es la prueba-diagnéstico de
eleccion si se hace un diagnéstico dentro de las primeras 48 horas después de la
exposicion a N. gonorrhoeae (L.-K. Ng & Martin, 2005; Pogany et al., 2015). En casos
donde se sospecha la falla del tratamiento o ésta esta documentada, los médicos deben
realizar prueba por amplificacién de &cidos nucleicos y cultivo celular, ya que las pruebas

sin cultivo no proporcionan resultados de susceptibilidad a antibiéticos.

N. gonorrhoeae también puede ser detectada por microscopia de frotis de tejidos
afectados para facilitar un diagnéstico rapido en pacientes sintométicos. Ninguna prueba
ofrece una sensibilidad y especificidad del 100% (Bignell et al., 2013; L.-K. Ng & Martin,

2005).

El control de la gonorrea depende totalmente de un tratamiento apropiado, asi
como de esfuerzos generalizados para la prevenciéon, uso de métodos de diagndstico
efectivos, procesos de natificacion a parejas sexuales y vigilancia epidemioldgica.
Actualmente, la Gnica opcion de tratamiento es la terapia con antibiéticos, no hay vacuna

para prevenir la infeccion.



N. gonorrhoeae puede modular la expresiéon, o el caracter quimico de sus
componentes de superficie por variacion de fase, o por variacion antigénica.
Generalmente, la fase variacién es una consecuencia del desplazamiento del marco de
lectura dentro de un gen que lleva a el cambio aleatorio entre los estados de encendido o
apagado, mientras la variacion antigénica lleva a cambios en la composicién quimica de
algunos componentes estructurales. Es asi, que cada célula gonococal puede expresar
diferencialmente distintos antigenos de superficie, en varias formas quimicas, lo que
impide el reconocimiento por los anticuerpos del hospedero y ayuda a explicar la falta de

vacunas eficientes contra N. gonorrhoeae (Hill, Masters, & Wachter, 2016).

Las opciones de tratamiento con antibiéticos han disminuido a lo largo del tiempo
debido a la evolucion de la resistencia a antibioticos. Considerando el alto numero de
casos anuales estimados 106 millones de casos de gonorrea en adultos a nivel mundial
(Bignell et al., 2013), la resistencia a antibidticos en N. gonorrhoeae tiene implicaciones
considerables en el presupuesto dedicado a la salud pues la resistencia a antibiéticos
amenaza nuestra habilidad para curar esta infeccion y prevenir secuelas de salud

Severas.



Capitulo 2: Historia de antibioticos usados para el tratamiento de
N. gonorrhoeae

Selman Waksman fue el primero en usar la palabra antibiético como un sustantivo en
1941 para describir cualquier molécula pequefia sintetizada por un microorganismo que
antagoniza el crecimiento de otros microorganismos (Clardy, Fischbach, & Currie, 2009),
mientras que la Organizacion Mundial de la Salud describe a los antibidticos como
farmacos usados para tratar o prevenir infecciones bacterianas (World Health
Organization, 2017). En esta tesis se usa la palabra antibiético para referirse a moléculas
gue inhiben el crecimiento bacteriano, pues el término antimicrobiano se usa de forma
mas amplia para referirse a compuestos que inhiben el crecimiento de microorganismos

(parasitos, virus, hongos y bacterias).

Los antibiéticos han sido descritos como una de las formas mas exitosas de
guimioterapia en la historia de la medicina; desde su descubrimiento han ayudado a
salvar millones de vidas (Fig. 1) (Davies & Davies, 2010); ademas de que han jugado un
papel muy importante en el control de infecciones que han sido causa de morbilidad y
mortalidad en la historia de la humanidad, como tuberculosis y célera (Aminov, 2010). A
pesar de que los antibiéticos han sido exitosos en la eliminacién de infecciones, algunas
bacterias han evolucionado resistencia a todos los antibidticos usados para su

tratamiento, como es el caso de N. gonorrhoeae.

La era de los antibiéticos, desde el descubrimiento de la penicilina en 1929
(Morse, 2009), se ha visto retada continuamente por bacterias resistentes a ellos. Las
diferentes variables que actualmente predicen el nivel de resistencia en una comunidad

son el mal uso de antibiéticos que inducen a la seleccion y la propagacién de bacterias



resistentes como resultado de un pobre control de infeccion y la intrusién de otras cepas
resistentes al antibiético, en donde la transferencia horizontal de genes juega un papel

importante.

Una definicion aceptada de resistencia a antibioticos en N. gonorrhoeae es cuando
la prevalencia de resistencia es mayor a 5%; un tratamiento eficaz tiene una tasa de cura
igual o mayor al 95% (Easmon et al., 1984; Handsfield, McCutchan, Corey, & Ronald,

1992; McCutchan, Adler, & Berrie, 1982).

La tasa de mortalidad causada por enfermedades infecciosas bajo drasticamente
en el siglo XX después de la introduccion de los antibidticos. Sin embargo, en 1980s y
1990s las muertes causadas por enfermedades infecciosas comenzaron a aumentar

debido a la resistencia a antibioticos (Fig.1)
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Figura 1. Niveles de mortalidad por cada 100,000 habitantes en Estados Unidos causados por enfermedades

infecciosas. Modificado de (J. M. Hughes, 2001).



En N. gonorrhoeae se ha visto que después de la introduccién de un nuevo antibiético
para su tratamiento, N. gonorrhoeae obtiene resistencia después de una o dos décadas
(Suay-Garcia & Pérez-Gracia, 2017; Magnus Unemo & Shafer, 2011)(Fig.2). Los
gonococos presentan la mayoria de los mecanismos de resistencia a antibioticos mas
conocidos; inactivacion de farmacos, alteracion de blancos de antibiéticos, incremento en

la exportacion e importacion de moléculas (Lind, 1997; Magnus Unemo & Shafer, 2014)

La historia del desarrollo de la resistencia a antibiéticos en N. gonorrhoeae cubre
varias décadas (Fig. 2) y presenta un tema recurrente que generalmente comienza con
las sefales de un incremento gradual de la concentracion inhibitoria minima en cada uno

de los casos.

Los primeros reportes de resistencia a antibiéticos en N. gonorrhoeae fueron publicados
en 1947 (Dunlop, 1947), Dunlop describe la baja susceptibilidad de las sulfonamidas,
primer agente antimicrobiano usado para el tratamiento contra la gonorrea, que con el
paso de los afos se propagd a todo el mundo (Suay-Garcia & Pérez-Gracia 2017).
Posteriormente, las sulfonamidas fueron reemplazadas por penicilina y tetraciclina, esta

tltima usada en pacientes alérgicos a la penicilina.

A mediados de 1980 se reportd una baja susceptibilidad a estos antibi6ticos, y a principios
de 1990 el escenario parecia prometedor con la introducciéon de tratamientos de dosis
Gnica de administracion oral, tales como las fluoroquinolonas (principalmente
ciprofloxacina y ofloxacina) y cefalosporinas orales de tercera generacion (ceftriaxona y
cefixima, siendo esta Ultima mas eficiente). Sin embargo, una década mas tarde la
susceptibilidad a las fluoroquinolonas bajo, y dejé de ser la primera linea de tratamiento
empirico para la gonorrea en la regién del Pacifico-Asia en la década de 1990, y
subsecuentemente en Estados Unidos, Europa y algunas partes de Africa (Suay-Garcia &

Pérez-Gracia, 2017; J. Tapsall, Ndowa, Lewis, & Unemo, 2009; Workowski et al., 2008).
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Figura 2. Linea de tiempo representando la introduccion y primeros reportes de resistencia de todos los

tratamientos usados contra gonorrea. Modificado de (Suay-Garcia & Pérez-Gracia, 2017).

Asi, desde principios del afio 2000, las cefalosporinas de tercera generacién

(cefixima y ceftriaxona) han sido la Unica clase de antibidticos recomendados como
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primera linea empirica de tratamiento. Actualmente, Centers for Disease Control and
Prevention recomienda la combinacion de ceftriaxona y azitromicina (macrélidos) para su
tratamiento (Enters for Disease Control and Prevention, 2015). En los ultimos afios se han
registrado casos de cepas resistentes a cefixima y ceftriaxona, ambas cefalosporinas de
tercera generacién (Lewis, 2010; Suay-Garcia & Pérez-Gracia, 2017; Magnus Unemo &
Jensen, 2017), lo que ha convertido a la gonorrea en un problema de salud publico (Fig.

3).

Prevalence of N, gonorrhoeae Reported drug resistance
| 0.1%-0.6% [l 2.9%-5.3% © Azithromycin
B 0.7%-28%7 | Nodata @ Cepholosporin
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Figura 3. Prevalencia global de gonorrea y resistencia a antibiéticos reportada. La prevalencia mostrada
en esta figura, son estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud a nivel mundial, usando un gradiente
sombreado. Los paises que han reportado casos susceptibles a azitromicina son mostrados con un circulo
blanco, los paises que han reportado casos susceptibles a cefalosporinas son mosttrados con un circulo
negro, los paises que han reportado susceptibilidad a azitromicina y cefalosporinas son mostrados con un
circulo con una mitad en negro y la otra mitad en blanco. Los paises marcados con interlineado no fueron
incluidos en los datos de prevalencia de la Organizacién Mundial de la Salud. Fuente Buono et al. (2015).

Sulfonamidas

Las sulfonamidas fueron el primer antibiético usado para el tratamiento de la gonorrea. El
descubrimiento de las sulfonamidas en 1935 por el patolégo aleman Gerhard Domagk y
su introduccién para el tratamiento de infecciones por estreptococos, indujo a probar la

sulfanilamida para el tratamiento de la gonorrea en 1937, obteniendo resultados exitosos
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(Kampmeier, 1983; Lewis, 2010). A partir de 1940 se probaron otros derivados de
sulfanilamida, sulfopiradina y sulfathiazol. En 1942 el comité del American Neisserian

1

Medical Society publicé: “...hoy dia el farmaco excepcional para el tratamiento de la
gonorrea es el sulfathiazol” y se aceptd publicamente que la sulfanilamida no tenia la
misma eficacia, ademas de que el sulfathiazol era mas tolerado (Garvin, 1941; Magnus
Unemo & Shafer, 2014). Charles H Moore reporté en 1941 la eficacia de sulfanilamida,
sulfopiradina y sulfathiazol para el tratamiento de gonorrea, con porcentajes de cura de

58.9%, 88.3% y 91.3%, respectivamente (Garvin, 1941), aunque el tratamiento con

sulfonamidas nunca tuvo un éxito de cura del 100%.

En 1944 los porcentajes de cura con sulfonamidas disminuyeron; un médico oficial
de la campana italiana reporté: “...desde la invasion de los paises latinos, la gonorrea se
ha hecho dificil de curar con los métodos de quimioterapia disponibles... son necesarios
meétodos adyuvantes en un alto porcentaje de los casos” (Kampmeier, 1983). En 1947
Dunlop traté a 205 hombres con gonorrea usando sulfathiazol y encontré una tasa de cura
de 14.1 por ciento (Dunlop, 1947), por los siguientes 40 afios la penicilina fue el antibidtico

recomendado para tratar la gonorrea (Workowski et al., 2008).

Penicilina

En 1930, un afio después de que Alexander Fleming descubriera la penicilina (American
Chemical Society International Historic Chemical Landmarks., 1999), el microbi6logo
inglés Cecil Paine usé un extracto crudo del hongo que produce la penicilina, Penicillium
notatum, para curar oftalmia por gonococo en un infante (Lewis, 2010; Wainwright &
Swant, 1986). Sin embargo, tuvieron que pasar algunos afios antes de que la penicilina
fuera usada terapéuticamente para tratar la gonorrea. Los primeros reportes del uso de la
penicilina en casos resistentes a sulfonamida fueron en 1943, con un 100% de casos

curados en algunos ensayos, posteriormente fue usada como tratamiento estandar contra
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la gonorrea, usando 50,000 unidades de penicilina (Lewis, 2010; Van Slyke, Arnold, &
Buchholtz, 1943; Workowski et al., 2008) suplantando a las sulfonamidas como primera

linea de tratamiento (Magnus Unemo & Shafer, 2014).

Sin embargo, las concentraciones de inhibicibn media de penicilina para el
tratamiento de gonorrea comenzaron a aumentar, en 1946 se reportaron cuatro casos
resistentes a altas dosis de penicilina, entre 0.6-1.6m de unidades (Martin, Lester, Price, &
Schmale, 1970; Reyn, Korner, & Bentzon, 1958); en 1961 se reportaron casos de cepas
con poca sensibilidad a la penicilina en Inglaterra, Alemania y Dinamarca y en 1965 las
autoridades de salud publica de Estados Unidos recomendaron doblar la concentracion de

penicilina usada para tratar la gonorrea (Thayer et al., 1961).

El surgimiento de cepas de N. gonorrhoeae que productoras de beta-lactamasaz
se reportd por primera vez en Inglaterra (Percival et al., 1976; Phillips, 1976) y Estados
Unidos (Ashford, Golash, & Hemming, 1976) en 1976; y se recomendoé el uso de agentes
estables a penicilasa cuando la prevalencia de cepas de N. gonorrhoeae excediera 5%
(Easmon et al.,, 1984; McCutchan etal.,, 1982), ademas en Estado Unidos la CDC
recomend6 el aumento de concentracion de penicilina a 4.8 m de unidades de penicilina

en 1974, un aumento de 960% de 1946 a 1974 (Workowski et al., 2008)

En el hospital St Mary’s en Londres se reporté en 1984 el aumento de casos de N.
gonorrhoeae con produccién de penicilasa de <0.5% en 1978 a 6.5% en 1982 y en enero
de 1983 se introdujo la espectinomicina, antibiético que ya estaba siendo usado para
tratar pacientes alérgicos a la penicilina, como primera linea de tratamiento en mujeres y

hombres en este mismo hospital (Easmon etal., 1984). Sin embargo, en 1982 se

2l a expresion de B -lactamasa es el mecanismo mas prevalente de resistencia a la familia de
antibioticos de la familia de B-lactamicos, que incluye penicilinas y cefalosporinas.
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publicaron casos de cepas de N. gonorrhoeae con produccién de penicilasa3 resistentes a
espectinomicina (Thin, Barlow, Eykyn, & Phillips, 1983), y se recomendd el uso de
cefotaxima (cefalosporina) para el tratamiento de cepas de N. gonorrhoeae con
produccién de penicilasa resistentes a espectinomicina (McCutchan et al., 1982; Thin

etal., 1983).

Tetraciclina

La primera tetraciclina, clortetraciclina, fue descubierta en un huerto en 1945 por Benjamin
Minge Duggar. Las tetraciclinas se usaron para tratar a pacientes alérgicos a penicilina,
pero su eficacia disminuyd con el tiempo y la concentracién inhibitoria minima aumentoé
debido a determinantes de gonococo cromosomico. El surgimiento del determinante
TetM* (causante de altos niveles de resistencia a tetraciclina) en el plasmido conjugativo
a mediados de la década de 1980 resulté en la exclusion de la tetraciclina para el
tratamiento de la gonorrea en los Estados Unidos y en otros paises. En febrero de 1985
Centers for Disease Control and Prevention en Estados Unidos identific6 12 cepas de N.
gonorrhoeae con altos niveles de resistencia a tetraciclina pero susceptible a penicilina, y
en ese mismo afio se recomendd el uso de tetraciclina Unicamente en pacientes alérgicos
a penicilina (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1985; Magnus Unemo &

Shafer, 2014).

Espectinomicina

La espectinomicina fue desarrollada especificamente para el tratamiento de la casos de
gonorrea resistentes a penicilina a principios de la década de 1960 (Easmon et al., 1984)

y en 1967 se reportaron casos resistentes a espectinomicina y susceptibles a penicilina en

3 La penicilasa es una enzima que pertenece a la familia B —lactamasa y puede inactivar a la
penicilina.

4 TetM es una proteina resistente a tetraciclina. Anula el efecto inhibitorio de la tetraciclina en la
sintesis de proteinas a través de una modificacion no covalente de los ribosomas.

14



los Paises Bajos (Stolz, Zwartt, & Michelt, 1975). La espectinomicina fue introducida como
primera linea de tratamiento para militares de Estados Unidos en la antigua Republica de
Corea en 1981, pero después de 4 afios, una tasa de 8.2% de fallas en el tratamiento
fueron reportados , y fue reemplazada por ceftriaxona (cefalosporina de amplio espectro)
(Boslego et al., 1987). En la década de 1980 el uso de espectinomicina fue abandonado

internacionalmente como primera linea de tratamiento mono terapéutico para la gonorrea.

Fluoroquinolonas

A mediados de la década de 1980 las fluoroquinolonas ciprofloxacina y ofloxacina fueron
usadas ampliamente, con dosis iniciales de 250 mg. de ciprofloxacina y en la década de
1990 se reportaron fallas con el tratamiento con ciprofloxacina y se duplicé la dosis a 500
mg. (Gransden, Warren, Phillips, Hodges, & Barlow, 1990). Como se habia observado con
otros antibioticos, la resistencia a las dosis mas altas surgié y se extendid rapidamente,
inicialmente en regiones de la regién del pacifica del Oeste de Asia y en algunos paises
del Oeste del Pacifico se dejo de usar como primera linea de tratamiento a mediados de

la década de 1990 (Magnus Unemo & Shafer, 2014).

Debido a los altos niveles de resistencia a fluoroquinolonas, varios paises asiaticos
y europeos quitaron la ciprofloxacina como primera linea de tratamiento a principios de la
década del 2000. Actualmente la prevalencia a la resistencia a fluoroquinolonas a nivel
mundial es de 50% a 90% en algunos paises (Centers for Disease Control and Prevention

(CDC), 2007; J. W. Tapsall, 2005).

Macrélidos

En 1952, se descubrieron los macrolidos, cuando la eritromicina fue aislada del
microorganismo de suelo Streptomyces erythraeus (Magnus Unemo & Shafer, 2014). En

1980 se desarrolld6 un derivado sintético de eritromicina, azitromicina. Comparado con
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eritromicina, azitromicina es mas efectiva contra la actividad de N. gonorrhoeae, ademas
de tener la ventaja de ser un tratamiento de dosis Unica. Desafortunadamente, a
mediados de la década de 1990 se reportaron casos de resistencia a azitromicina en
América Latina, en donde ademas es usada para el tratamiento de otras infecciones de
transmision sexual, como clamidia y sifilis. Se identificaron cepas con altos niveles de
resistencia a azitromicina en Escocia, Inglaterra, Argentina, Italia y los Estados Unidos y
Suecia del 2009-14 Susanne Jacobsson and others, ‘WGS Analysis and Molecular
Resistance Mechanisms of Azithromycin-Resistant ( MIC > 2 Mg / L ) Neisseria
Gonorrhoeae Isolates in Europe from 2009 to 2014, Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 2016, 1-8 <http://dx.doi.org/10.1093/jac/dkw279>.. En el 2016 Centers for
Disease Control and Prevention se reporté que el porcentaje de cepas de gonorrea con
susceptibilidad a azitromicina disminuyo, un indicador de resistencia, incrementando mas
del 300 porciento entre el 2013 y el 2014 (de 0.6 porciento a 2.5 porciento en las cepas de

gonorrea aisladas).

La primera linea empirica de tratamiento en Canada, Estados Unidos, Europa y
Australia son las cefalosporinas de espectro extendido, principalmente ceftriaxona o
cefixima y azitromicina (macrélidos) como co-terapia (Suay-Garcia & Pérez-Gracia, 2017).
Se han reportado casos de cepas con alta resistencia a azitromicina en el Reino Unido,
Irlanda, Italia, Suecia, China, Australia, Argentina, Canada y los Estados Unidos. El
incremento en la resistencia a azitromicina en N. gonorrhoeae amenaza la sustentabilidad
a largo plazo de los regimenes actuales de terapia dual antibiética, que son las Ultimas

opciones de tratamiento empirico de primera linea en varios paises (Walter et al., 2016).

Cefalosporinas

Las cefalosporinas fueron descubiertas en 1948 por Giuseppe Brotzu de un cultivo aislado

de Cephalosporium acremonium. Las modificaciones quimicas de estos compuestos
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resultaron en el primer agente antibidtico Gtil. Las cefalosporinas de tercera generacion,
ceftriaxona (inyectable) y cefixima (oral), son actualmente el tratamiento usado contra la
gonorrea, después de que las fluoroquinolonas dejaran de ser eficientes en la década del

2000 (Magnus Unemo & Nicholas, 2012).

En la Ultima década se han encontrado cepas de N. gonorrhoeae con resistencia a
cefalosporina. El primer reporte fue en Japén y en la Ultima década se han reportado
casos de cepas de N. gonorrhoeae resistentes a cefalosporinas en otras regiones del

mundo (Centers for Disease Control and Prevention, 2012).

La resistencia a antibioticos en gonorrea Yy fallas en los tratamientos han sido
verificados en Japén (Yokoi et al., 2007) y en Europa (Ison, Hussey, Sankar, Evans, &
Alexander, 2011; Magnus Unemo & Shafer, 2011). Se report6 una cepa de N.
gonorrhoeae en Japén con resistencia a ceftriaxona parental asociada con un probable
tratamiento fallido con ceftriaxona (Ohnishi et al., 2011). Lo anterior seguido con la
identificacion de una cepa altamente resistente en Francia y en Espafa (Centers for

Disease Control and Prevention, 2012; Magnus Unemo & Nicholas, 2012).

Desafortunadamente, la vigilancia de la resistencia a antibidticos en N.
gonorrhoeae es muy limitada en varias regiones del mundo, lo que ha ocasionado un
descontrol en el conocimiento de la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en
N. gonorrhoeae. Ya se han reportado casos de fallas en el tratamiento con cefixima en
Japon y en diferentes paises en Europa, Norteamérica y Sudameérica, y algunas fallas en
tratamientos faringeos con ceftriaxona han sido identificados en Japdn, Europa y Australia

(Ohnishi et al., 2011; M. Unemo et al., 2010; Magnus Unemo & Nicholas, 2012).
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Capitulo 3: Genética de la resistencia a antibidticos

Muchos de los mecanismos de resistencia a antibidticos relevantes en la clinica son
caracteres adquiridos. Los genes de resistencia que los codifican pueden ser
incorporados en plasmidos, transposones o integrones, 0 pueden existir como cassettes
de genes o como fragmentos parciales de genes liberados por bacterias y ser adquiridos
por nuevas cepas a través de transferencia horizontal. Estos procesos son las principales
formas de diseminacién de genes de resistencia adquiridos pero las mutaciones también
son esenciales para la evolucion y diversificacion de los genes adquiridos (Woodford &

Ellington, 2007).

Aunque el intercambio genético alguna vez se pensé que era imposible entre
bacterias con reproduccion asexual, ahora se sabe que es la mayor fuerza en la evolucién
de procariontes. De hecho, la falta de intercambio genético entre bacterias ahora se cree
es una situacion inusual, limitada a solo algunos linajes, como los patégenos

genéticamente monomoérficoss (Didelot & Maiden, 2010).

N. gonorrhoeae tiene una capacidad extraordinaria de alterar su material genético
dado que es naturalmente competente a la transformacién durante todo su ciclo de vida
(Cannon & Sparling, 1984). Uno de los mecanismos por el que los gonococos obtienen
resistencia a antibioticos es a través de la transferencia de genes (transformacion y

subsecuente recombinacion en el genoma) (Magnus Unemo & Shafer, 2014). N.

5> Patégenos genéticamente monomorficos son linajes de bacterias con niveles de diversidad
genética extremadamente baja. Ha sido posible analizar estos linajes de bacterias usando
gendmica comparativa de alto rendimiento. Los genomas de linajes genéticamente monomarficos
contienen muy pocos sitios polimérficos. Algunos ejemplos son Staphyloccus aureus y Yersinia
pestis (Achtman, 2012).
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gonorrhoeae usa estos mecanismos para adaptarse rapidamente y sobrevivir en

ambientes hostiles en diferentes sitios en el cuerpo del hospedero.

La transferencia de genes entre poblaciones de bacterias es mediada por tres
mecanismos: conjugacion, transduccién y transformacion (Didelot & Maiden, 2010). Estos
procesos promueven la adquisicién de nuevos elementos genéticos del “pool genético”, y
estan asociados al surgimiento de nuevos fenotipos (Didelot & Maiden, 2010;
Giedraitiené, Vitkauskiené, Naginiené, & Pavilonis, 2011; Redfield, 2001). Las bacterias
frecuentemente importan genes, o fragmentos de genes, en regiones de material genético
homologo existente en su genoma, un proceso que fue identificado en Neisseria en 1992
por el grupo de John Maynard Smith en la Universidad de Sussex en Inglaterra, a través
de la observacién de genes mosaico en loci que codifican para antigenos y resistencia de
antibioticos (Spratt, Bowler, Zhang, Zhou, & Smith, 1992). Este fenbmeno conocido como
recombinacibn homologa, estd ampliamente distribuido en el genoma de muchas
bacterias y generalmente es una consecuencia de la recombinacién dependiente de
homologia mediada por la enzima de recombinacion RecA. Estudios mas recientes
sugieren altos niveles de recombinacion dentro del género Neisseria (Didelot & Maiden,

2010).

Una vez dentro del citoplasma del receptor, los fragmentos de DNA no son
degradados una vez que son integrados al cromosoma del hospedero. Esto generalmente
ocurre a través del reemplazo de una secuencia del receptor por una del donador(Thomas

& Nielsen, 2005).

Como organismos haploides, todas las bacterias dependen de la transferencia
horizontal de secuencias de cromosomas para permitir la mezcla de diferentes

combinaciones de genes (Kline, Sechman, Skaar, & Seifert, 2003). El intercambio
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genético ocurre tan frecuentemente en Neisseria, que se considera a N. gonorrhoeae

como una poblacién panmiticas (Hamilton & Dillard, 2006; Kline et al., 2003).

La transferencia horizontal de genes es el mayor contribuyente en la evolucién de
los genomas bacterianos y puede facilitar la diseminacién de genes para la resistencia de
antibidticos entre reservorios ambientales y patdogenos potenciales (Munck et al., 2015).
Algunos estudios de fuentes de genes de resistencia de antibiéticos han encontrado que
varios de los genes relevantes para la resistencia de antibiéticos como el gen de la
resistencia a cefalosporinas de la familia ctx-m, el gen para la resistencia a las quinolonas
de la familia gnr, tienen homdlogos cercanos en especies bacterianas no patégenas
(Forsberg, Reyes, Wang, Selleck, & Morten, 2012). Estos descubrimientos muestran que
los genes de resistencia a antibiéticos pueden ser transferidos de reservorios ambientales

a patégenos humanos.

a) Transduccidon y conjugacion

Ambos procesos dependen de agentes infecciosos que mueven DNA de una célula a otra.
En ambos, la transferencia de DNA parece ser un efecto colateral de las actividades

infecciosas de estos agentes (Lorenz & Wackernagel, 1994).

En la conjugacion, la célula donadora debe contener un elemento conjugativo
(plasmido o transposon), y la célula donadora y receptora tienen que establecer un
contacto fisico suficientemente estable para permitir la transferencia de DNA. Ambas
células tienen que estar metabolicamente activas para permitir la sintesis de DNA y otras

actividades (Redfield, 2001).

6 Poblacion panmitica es aquella donde todos los individuos tienen el potencial de

entrecruzamiento sin haber restricciones de entrecruzamiento, ya sean genéticas o0 de
comportamiento y por lo tanto toda recombinacion es posible.
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Los agentes infecciosos responsables de la conjugacion son en su mayoria
plasmidos, pequefias moléculas circulares de DNA que se replican independientemente
del cromosoma del hospedero, aunque algunos transposones también pueden causar
conjugacién. Ambos tipos de elementos de conjugacion causan que sus células
hospederas formen una conexion con las células que no tienen el elemento y pasan una
copia del elemento de DNA a la nueva célula hospedera. Si hay DNA cromosdmico

conectado al elemento, este también es transferido (Thomas & Nielsen, 2005).

La transferencia horizontal de genes también ocurre por plasmidos conjugativos en
N gonorrhoeae, que no Unicamente pueden transferir su propio DNA, sino que también
puede co-movilizar DNA cromosomico o plasmido (Pachulec & Does, 2010). Se han
descrito tres tipos de plasmidos conjugativos en N. gonorrhoeae, un plasmido de 24.5
MDa sin marcador detectable, y dos plasmidos de 25.2 MDa que contienen el

determinante tetM (Pachulec & Does, 2010).

La transduccién es causada por fagos bacterianos (virus) que ocasionalmente
empacan DNA del hospedero en lugar de DNA del fago, en particulas virales y después
inyectan este DNA en nuevas células (Redfield, 2001). No se conoce ningun fago que

infecte N. gonorrhoeae (Hamilton & Dillard, 2006).

b) Transformacion

La transferencia genética por transformacion no requiere de una célula viva, porque la
liberacion de DNA durante la muerte vy lisis celular proporciona DNA libre. El receptor tiene
gue estar fisiolégicamente activo para poder tomar el DNA. No es necesaria una relacion
genética cercana entre el donador y el receptor (Lorenz & Wackernagel, 1994; Thomas &
Nielsen, 2005). La transformacién es la Unica forma de intercambio genético de

marcadores de cromosomas conocida en Neisseria (Kline et al., 2003). A pesar, de que la
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conjugacién de plasmidos es posible en Neisseria y contribuye a la resistencia de

antibioticos, la conjugacion no moviliza secuencias cromosémicas.

La transformacién también contribuye a la adquisicion de resistencia de
antibidticos codificada por cromosoma; ambos mecanismos, transformacion vy
conjugacioén, han contribuido a la resistencia a penicilina en N. gonorrhoeae; B-lactamasa
TEM-1, codificada por pldsmido y mutaciones cromosdmicas mdultiples en genes que

codifican para B-lactamos, que incrementan la resistencia de manera progresiva.

N. gonorrhoeae es naturalmente competente a la trasformacién genética a lo largo
de su crecimiento (Hamilton & Dillard, 2006). En el 2001 Dillard y Seifert encontraron que
la mayoria de cepas de N. gonorrhoeae tienen islas genéticas que codifican un sistema de
secrecion tipo IV, que proporciona DNA transformante al medio, sin lisis celular (Dillard &
Seifert, 2001). Este sistema de secrecion tipo IV es parecido al sistema de conjugacién
factor-F y se cree que también funciona para transferir otras moléculas que son
importantes para la patogénesis de N. gonorrhoeae. La identificacion de este sistema
sugiere que en la mayoria de cepas de N. gonorrhoeae el DNA liberado para
transformacion no sélo se obtiene de células lisadas, pero también puede ser secretado
por bacterias en crecimiento que pueden continuar causando infeccibn en otros
hospederos (Kline et al., 2003). EI DNA para la transferencia horizontal de genes en su
mayoria proviene de lisis celular, pero las frecuencias de transferencia incrementan
aproximadamente 500 veces en cepas que secretan DNA por la via del sistema de
secrecidn tipo IV, que se encuentra en la isla genética de gonococos (Gonococcal Genetic

Island GGI) (Pachulec & Does, 2010).

Todos los tipos de DNA se unen inespecificamente a la superficie celular. Sin

embargo, para la toma de DNA, N. gonorrhoeae Unicamente reconoce DNA con
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secuencia de 10 bases (GCCGTCTGAA), presente Unicamente en el cromosoma de

especies de Neisseria (Hamilton & Dillard, 2006).

Mutaciones

Las mutaciones son una de las principales fuerzas en evolucidn pues generan la
variabilidad genética en las poblaciones, materia prima de la seleccién natural (Lee,
Popodi, Tang, & Foster, 2012; Loewe & Hill, 2010). Las bacterias tienen tiempos de
generaciones cortos y pueden evolucionar en lo que es percibido como tiempo real. Esta
habilidad de adaptarse rapidamente a las condiciones cambiantes se ilustra muy bien en
la evolucion de la resistencia a antibiéticos. Cada nuevo agente antibacteriano presenta a
las bacterias con nuevos retos (como condiciones de crecimiento adverso a su

exposicién) y consistentemente han superado los retos impuestos.

Las mutaciones tienen consecuencias evolutivas Unicamente si son transmitidas a
las siguientes generaciones. Inicialmente, la mutacién puede ser portada por una pequefia
parte de la poblacion, y, eventualmente por seleccion natural o deriva génica la mutacion

puede ser fijada y transmitida a toda la poblacion (Futuyma, 2013).

Los efectos de las mutaciones pueden ser ampliamente divididos en tres
categorias: la primera, mutaciones que son dafiinas a la adecuacién del portador; estas
mutaciones generalmente reducen la supervivencia. Segunda, mutaciones neutrales, que
tienen poco o ningun efecto en la adecuacion. Finalmente, mutaciones ventajosas, que
incrementan la adecuacion, permitiendo a los organismos adaptarse a nuevos ambientes

(Eyre-Walker & Keightley, 2007).
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Los efectos de las mutaciones en la adecuacion’ pueden variar desde muy
ventajosas hasta muy desventajosas, atravesando por toda la gama entre estas dos,

como mutaciones neutras o casi neutras.

Una mutacién puede alterar uno o0 mas caracteres fenotipicos, como tamafio, color
o0 resistencia a antibidticos, estas alteraciones en tales caracteristicas pueden afectar la

supervivencia y reproduccion, los dos componentes mas importantes de la adecuacion.

Se han reportado diferentes tipos de mutaciones en el DNA, desde cambios en
una sola base, hasta alteraciones que afectan secuencias mas largas en el DNA que
pueden involucrar un gen completo o una parte (Futuyma, 2013; Krebs, Kilpatrick, Lewin,

& Goldstein, 2010).

Las mutaciones tienen asociadas a ellas costos de adecuacion que seran
seleccionados en contra en la ausencia de antibiéticos. Sin embargo, mutaciones
secundarias compensatorias en el gen blanco u otros en el cromosoma, pueden mejorar
la adecuacion de las bacterias resistentes. Asi, las mutaciones en genes de resistencia a
antibiéticos pueden propagarse verticalmente en poblaciones de bacterias aun en la

ausencia de seleccion (Wright, 2012).

" Adecuacion es el éxito de una entidad para reproducirse; por lo tanto, la contribucion media de
un alelo o genotipo a la siguiente generacion o las generaciones exitosas.
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Capitulo 4: Mecanismos de resistencia a antibioticos

Para inhibir sus blancos bacterianos en N. gonorrhoeae, los antibi6ticos necesitan cruzar
las envolturas celulares bacterianas y en algunos casos tienen que ser activados por
enzimas bacterianas, antes de poder accesar a esos blancos. N. gonorrhoeae tiene
determinantes de proteccion contra los efectos de antibidticos, tales como enzimas que
inactivan antibiéticos como B-lactamasas y bombas de eflujo de multi-resistencia

(Martinez & Baquero, 2000).

Tres tipos de genes intrinsecos son relevantes en cepas resistentes a antibidticos:
i) genes involucrados en la sintesis y posicionamiento celular del blanco del antibi6tico; ii)
genes involucrados en el acceso de antibidticos a sus blancos (como aquellos requeridos
para activar antibidticos inactivos) y son necesarios para el acceso bioquimico del
antibiotico; y iii) genes involucrados en la proteccion del blanco del antibiético, como
desintoxicacion por enzimas que modifican antibiéticos o eflujo de los compuestos

antibacterianos.

Bajo el concepto de bala-blanco, los mecanismos de resistencia a antibidticos

pueden ser clasificados en:

Blancos: (i) Protegidos por modificacion (mutaciones que los hacen insensibles a
la accion de antibiéticos, tales como mutaciones en RNA polimerasa, (ii) modificados por
una enzima (como la metilacién de un residuo de adenina en rRNA 23S, haciéndolos
insensibles a macrolidos, (iii) reemplazados (por ejemplo, proteinas ribosomales de

proteccién que confieren resistencia contra tetraciclinas) y (iv) protegidos a nivel celular o
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poblacional (formacién de una barrera protectora por secrecién, por ejemplo, una gran

cantidad de exopolisacaridos).

Balas: (i) modificadas para que la eficiencia sea perdida, como en el caso de
acetilacion de aminoglucdsidos, (ii) destruidos (como en el caso de antibiéticos B-lactamos
a través de la accion de B-lactamasas), y (iii) expulsados de las células como en los

mecanismos de resistencia de bombas de expulsion.
Penicilina

La resistencia a penicilina en gonococos ocurre por dos rutas: por la produccion de un tipo
de B-lactamasa ,TEM-1, codificada en un plasmido y mutaciones cromosomicas multiples
en genes que codifican para B-lactamos, que incrementan la resistencia de manera
progresiva, los genes de resistencia cromosomica pueden ser transferidos de una cepa
con alto nivel de resistencia a una cepa susceptible por transformacion y recombinacion
homologa (Zhao, Tobiason, Hu, Seifert, & Nicholas, 2005). Se requieren multiples
mutaciones cromosémicas para la resistencia de alto nivel. Unicamente cuando estas
mutaciones son combinadas, se incrementa la resistencia drasticamente (Patel et al.,

2011).

Los blancos de los agentes B-lactamos son las proteinas de uniéon a penicilina
(PBPs por sus siglas en inglés), enzimas localizadas en la envoltura celular que participan
en el metabolismo de la pared celular. Se conocen cinco mutaciones génicas que
contribuyen al alto nivel de resistencia cromosdmica a penicilina en N. gonorrhoeae (Patel

etal., 2011).

Las primeras dos mutaciones que codifican para PBP-2 y PBP-1 bajan su afinidad
a penicilinas, y asi la susceptibilidad del organismo. PBP-2 es codificada por el locus

penA. La tercera y cuarta mutacion en los loci mtr y penB producen efectos aditivos. El
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locus mtr media la resistencia a un amplio rango de antibiéticos, detergentes y colorantes
a través de un sistema de eflujo activo. Mutaciones en el locus penB, que afectan una
porina, resultan en permeabilidad reducida de la envoltura celular a antibiéticos hidréfilos
y otros compuestos. El efecto combinado de mutaciones en penA y expresion
incrementada de mtr incrementa la CIM de penicilina casi 120 veces. Los gonococos que
presentan estos cambios son llamados N. gonorrhoeae cromosémicamente resistente.
Susceptibilidad reducida a cefalosporinas, tetraciclinas y otros agentes también es
mediada por mecanismos cromosémicos. La quinta mutacion en penC, incrementa la
resistencia a penicilina y tetraciclina, es el resultado de una mutacién espontanea y es
facilmente transferible entre cepas. penC altera la permeabilidad a antibiéticos, esta
mutacion resulta de una mutacién puntual en el gen pilQ, que cambia Glu-666 a Lys (Zhao

et al., 2005).

La resistencia a penicilina, ademas de ser cromosémicamente mediada también
es mediada por plasmido, B-lactamasa tipo TEM-1. B-lactamasa hidroliza el anillo B-
lactamo de las penicilinas, induciendo su inactivacién. La resistencia mediada por
cromosoma es lenta e incremental, por el contrario, la resistencia mediada por plasmido

es un proceso de un paso.

Las cepas productoras de penicilasa fueron detectadas al mismo tiempo en el
Reino Unido y en Estados Unidos en 1976, en pacientes en Africa y el Lejano Oriente,
respectivamente (Ashford et al., 1976). A pesar de que el mismo tipo de B-lactamasa TEM
estaba presente en ambas cepas, el tamafio del plasmido era diferente. Sin embargo, la
transmision del plasmido requeria de la presencia de un plasmido movilizador, que sélo se
encontraba presente en la cepa asiatica, lo que influy6é en que la cepa asiética se disipara

mas rapida y ampliamente (Patel et al., 2011).
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Quinolonas

La resistencia a ciprofloxacina y ofloxacina, quinolonas de segunda generacion, ha
evolucionado a través de multiples cambios cromosémicos. El acceso de las quinolonas a
sus blancos es reducido por cambios en la permeabilidad celular y posibles mecanismos
efluentes. Estos cambios producen bajos niveles de resistencia a quinolonas. Los blancos
de las quinolonas son topoisomerasas, como DNA girasa. La resistencia clinica de alto
nivel es mediada por alteracion de los sitios blanco, inicialmente por mutacién en el gen
gyrA. Se han descrito mdltiples sustituciones de aminoacidos, que cuando son
combinados, resultan en altos niveles de resistencia. Mdltiples mutaciones también
ocurren en el gen parC que codifica para la sintesis de topoisomerasa IV, un blanco

secundario de quinolonas en gonococos (Patel et al., 2011).

Cefalosporinas

En gonococos, la baja susceptibilidad y resistencia a las cefalosporinas es mediada por
cromosoma y se debe a los mismos cambios que suceden en la baja susceptibilidad a
penicilina (Patel et al., 2011). Sin embargo, no todas las cefalosporinas son hidrolizadas
por la B-lactamasa TEM-1, por lo que algunos compuestos son activos en contra de N.

gonorrhoeae productora de penicilasa.

Los determinantes primarios de la resistencia a las cefalosporinas de amplio
espectro en N. gonorrhoeae son alteraciones especificas del gen penA que codifica para

PBP2, que también es blanco letal para las cefalosporinas.

El alelo penA se considera surgié por transformacion de DNA seguido por
recombinacion con genes parciales de penA, particularmente aquellos de especies
comensales de Neisseria que comunmente residen en la orofaringe, como Neisseria

perflava, Neisseria sicca, Neisseria polysaccharea, Neisseria cinerea, y Neisseria
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flavescens. Esta transferencia horizontal intragénica in vivo de genes enteros o parciales
de penA pudo haber ocurrido durante infecciones de faringe por gonococos. La
adquisicion de alelos mosaico penA parece incrementar las concentraciones de inhibicion

minima de cefixima mas que los de ceftrioxona (Patel et al., 2011).

Tetraciclina

La resistencia a tetraciclina es a través de dos mecanismos principales: expresion de la
proteina TetM codificada por plasmido y mutaciones en genes endbgenos (resistencia
mediada por cromosoma) que pueden ser transferidos de una cepa resistente a una cepa
susceptible por transformacion de DNA y recombinacién homologa. Tres genes estan
involucrados en la resistencia mediada por cromosoma a tetraciclina (CIM de

tetraciclina>2 ug/mL): mtrR, penB, y tet-2.

En el 2005, el grupo de Nicholas de la Universidad de Carolina del Norte demostré
gue la resistencia de tet-2 se debe a una mutacion puntual, Val-57 a Met en el gen rpsJ
gque codifica para la proteina ribosomal S10 (Hu, Nandi, Davies, & Nicholas, 2005).
Ademds, esta misma mutaciébn se encontr6 en seis distintas cepas resistentes a
tetraciclina aisladas en la clinica con una CIM>2 ug/mL. También identificaron que la
mutagénesis por saturacion alta del coddén para Val-57, también induce otras dos
mutaciones (Leu y GIn) que confieren niveles idénticos de resistencia a la mutacion Met-
57. Sus datos sugieren gue los aminoacidos sin carga alteran la estructura de rRNA cerca

del sitio de unién de tetraciclina, lo que resulta en una baja afinidad al antibidtico.

Macrélidos

Los mecanismos de resistencia a macrolidos incluyen eflujo de estos antibibticos y
modificacion del blanco ribosomal de enzimas o mutaciones que reducen la afinidad de

los antibidticos a los ribosomas (L. Ng, Martin, Liu, & Bryden, 2002). Se han descrito
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diferentes sistemas efluentes que confieren resistencia a macrolidos. La primera bomba
descrita para N. gonorrhoeae fue el sistema MtrC-MtrD-MtrE, codificado por el operén
mtrRCDE, que exporta agentes hidrofébicos como colorantes tales como cristal violeta y
macroélidos como azitromicina y eritromicina. Recientemente se encontro otra bomba de
eflujo de macrélidos codificada por el gen mef en cepas clinicas de N. gonorrhoeae (Luna,

Cousin S., Whittington, & Roberts, 2000).

Otra maodificacion ribosomal involucra mutaciones en el bucle de péptido-
transferasa en el dominio V de rRNA 23S y también confiere resistencia a macroélidos (L.

Ng et al., 2002).

La resistencia a azitromicina en N. gonorrhoeae ha sido atribuida principalmente a
dos mecanismos: mutaciones puntuales en rRNA 23S A2059G (numeracion de
Escherichia coli) que confiere altos niveles de resistencia (MIC>256 pg/mL) cuando se
presenta en 3 0 4 de los 4 alelos del gen rRNA 23S o C2611T (numeracion de E. coli)
confiriendo baja a moderada resistencia (MIC=2-32 ug/mL); y la sobre expresion de la
bomba de eflujo MtrCDE mayormente causada por una delecibn -35 en la region
promotora del represor mtrR y contribuciones menores de mutaciones en MtrR A39T y

G45D (Walter et al., 2016).

Los agrupamientos filogenéticos geograficos y temporales indican que la evolucién
de resistencia a azitromicina se presenta independientemente y puede rapidamente
expandirse clonalmente en una regién a través de redes sexuales locales (Jacobsson

et al., 2016).
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Capitulo 5: Evolucion de la resistencia a antibioticos

La investigacion de la resistencia a antibidticos ha ampliado el conocimiento de los
procesos evolutivos que gobiernan el desarrollo y la propagacion de la resistencia a ellos.
Se han clasificado ampliamente como: 1) resistencia innata, 2) resistencia adquirida
(transferencia génica horizontal o elevadas tasas de mutacién) y 3) resistencia de novo

(Tenover, 2006).

Ademas de las mutaciones, existen otros mecanismos que generan variacion
génica en las bacterias, como la reorganizacion intragendmica de secuencias genémicas
(recombinacién intracromosomal) y la adquisicién de secuencias de DNA externo de otros
organismos a través de transferencia horizontal génica. Ambos mecanismos juegan un
papel importante en la evolucién y adaptacién de bacterias, como la evasion a la
respuesta inmune, distribucién de genes que incrementan la virulencia y la resistencia a

antibioticos (Davies & Davies, 2010; Rodriguez-Rojas et al., 2013; Tenover, 2006).

El descubrimiento y desarrollo de farmacos se encuentra encerrado en una batalla
co-evolutiva con compuestos bacterianos naturales, ningun antibiético usado hasta ahora

ha escapado la resistencia bacteriana.

Las bacterias pueden desarrollar mecanismos de resistencia a antibiéticos a través
de varios mecanismos, como alteracion por mutaciones de los blancos de antibiéticos,
cambios en la permeabilidad y flujo de antibiéticos, y transferencia horizontal de genes

gue confieren resistencia a antibiéticos (Rodriguez-Rojas et al., 2013)

El proceso fundamental en evolucion es un cambio en las caracteristicas de una

poblacién o especie, independientemente de si la resistencia es innata o adquirida,
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existen diferentes mecanismos que originan la variacién génica, aunque no son la causa
de evolucidén pero si el ingrediente necesario en evolucion (Futuyma, 2013; Schroeder,

Brooks, & Brooks, 2017).

Una de las perspectivas clasicas que revolucioné el estudio de la evolucion de
resistencia a antibiéticos en la década de 1940, fue la demostracion de la exposicion de
bacterias a agentes letales, que resultd en la seleccion de variantes resistentes pre-
existentes y se observé que los agentes no siempre inducen la aparicion de novo de

variantes resistentes (Rodriguez-Rojas et al., 2013).

Todos los antibidticos son susceptibles a la evolucidn a resistencia en bacterias.
Los antibiéticos son pequefias moléculas organicas (masa molecular ~100-2,000 Da)
compuestos de C, H, O, S y otros elementos. Los microorganismos viven rodeados por
miles de moléculas parecidas, el mundo de las bacterias es un mundo de pequefas
moléculas, en donde existen niveles de comunicacién complejos entre las moléculas y las

otras bacterias a su alrededor.

Sin embargo, muchos de estos compuestos son toxicos para las bacterias,
muchos de los cuales ahora pueden estar presentes y no tener ningun efecto téxico para
ellas. Algunos de los mecanismos que han evolucionado son el bloqueo de entrada de
compuestos toxicos en las células o la disminucion de las concentraciones intracelulares
de tales compuestos. Adicionalmente, mecanismos altamente especificos como la
alteracion o mutacion de blancos celulares de antibidticos y desarrollo de enzimas
degradadoras o modificadoras. La evolucion de las defensas de bacterias ha ocurrido a lo

largo de milenios.

Desafortunadamente, la mayoria de la literatura en resistencia a antibiéticos se

centra Unicamente en la evolucion de la resistencia en patdgenos humanos previamente
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susceptibles a antibioticos. La gran mayoria de bacterias son no patdgenas, sin embargo,
éstas también estan expuestas a antibidticos que ocurren naturalmente y han

evolucionado resistencia a ellos.

La microbiota del suelo representa uno de los origenes evolutivos de la resistencia
a antibiéticos mas antiguos y se ha propuesto como reservorio de genes de resistencia a
antibiéticos disponible en el intercambio de genes con patégenos clinicos (Forsberg et al.,
2012). En el 2012 el grupo de Dantas en Missouri, Estados Unidos, publicé un estudio
donde encontraron bacterias de suelo no patégenas con multi-resistencia a antibidticos
usando metagendmica de seleccion de alto rendimiento, donde encontraron cepas de
bacterias que contenian cassettes contra cinco clases de antibidticos (B-lactamos,
aminoglucésidos, amfenicoles, sulfonamidas y tetraciclinas) con perfecta identidad de
nucledtidos con los genes de diversos patdgenos humanos, la identidad también
comprendié de regiones no codificantes, lo que ofrece no Unicamente evidencia de
intercambio lateral, pero también un mecanismo por el cual se disemina la resistencia a

antibioéticos.

El suelo es el habitat mas grande de microorganismos en la Tierra, y esta
comenzando a ser reconocido como el mayor reservorio de genes de resistencia a
antibioticos. El suelo ademas de entrar en contacto con antibiéticos usados para el
ganado, también es el habitat natural del actinomiceto género Streptomyces, que cuenta

con varias de las especies que naturalmente producen antibiéticos (Costa et al., 2011).

En otro estudio hecho por el grupo de Gerard Wright en Canad4 en el 2011,
reportaron un analisis hecho con metagenémica dirigida de DNA antiguo de sedimentos
de permafrost del Pleistoceno tardio, de 30,000 afios de edad, donde encontraron una
coleccion diversa de genes que codifican para la resistencia de antibiéticos de p-lactamos,

tetraciclina y glucopéptidos (Costa et al., 2011).
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Gerard Wright et al. 2006 propusieron el concepto de resistoma a todos los genes
gue directamente o indirectamente actllan para conferir resistencia a antibiticos en
bacterias. Esto incluye los elementos de resistencia en bacterias patégenas y también en
los organismos mas diversos, los no patégenos. Ademas, el resistoma incluye los genes
de bacterias que contribuyen a la resistencia a antibiéticos en un organismo en particular,
el resistoma intrinseco. La otra parte del resistoma son los genes domésticos que pueden
inducir los elementos de resistencia por mutacion o sobreexpresion, nombrados

elementos de proto-resistencia.

Ahora entendemos que, a diferencia de los organismos complejos, el flujo de
genes en bacterias puede ocurrir de manera vertical y horizontal. Por lo tanto, la
resistencia a antibiéticos que evoluciona en una bacteria puede ser transmitida a su
progenie y también puede ser movilizada horizontalmente a bacterias de otras especies.
Asi, la resistencia a antibidticos en bacterias no patégenas puede ser transferida a

bacterias patégenas.

La presion de los antibiéticos selecciona a bacterias con elevadas tasas de
mutacion — conocidas como bacterias mutadoras o con fenotipo mutador — ya que los
alelos presentes en estas bacterias incrementan la posibilidad de tener mutaciones
favorables que aceleran la tasa de evolucién en ciertas condiciones. En este proceso, las
bacterias mutadoras pueden ser fijadas en la poblacién por un segundo orden de
seleccion autostop o hitchhicking8, con las mutaciones favorables que han originado
(Barton, 2000). Esta caracteristica de hipermutabilidad se produce generalmente por
alteracion en genes que pertenecen al sistema de reparacion de DNA (mutS, mutL, mutH,

y uvrD) (Namadurai et al., 2010; Stohl & Seifert, 2006). La ausencia del sistema de

8 El efecto autostop o hitchhiking es cuando un alelo cambia su frecuencia no porque tenga un
efecto en la adecuacion, pero porque esta cerca de otro gen que esté siendo sometido a un barrido
selectivo y esta en la misma cadena de DNA.
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reparacion de DNA aumenta la tasa de mutacion y la frecuencia a la que dos secuencias
divergentes se recombinan, ya sean de la misma cepa de bacteria o de diferentes cepas.
Se ha observado que la probabilidad de adquirir nuevas funciones por mutaciones y
recombinacion es favorecida en cepas deficientes del sistema de reparacion (Rodriguez-

Rojas et al., 2013).

En 1997 Mao et al. demostraron que la presion de antibiéticos puede seleccionar a
las bacterias con fenotipo mutador (Mao, Lane, Lee, & Miller, 1997). La seleccion
individual de un mutante resistente a un antibiético incrementa a proporcién de mutadores
en la poblacién seleccionada de 0.001% (la frecuencia normal en una poblacion de E. coli)
a 0.5%. Ademas, selecciones sucesivas pueden incrementar la proporcion de cepas
mutadoras en la poblacién seleccionada a un 100%. Asi, un antibiético no Unicamente
puede seleccionar resistencia, sino que también, a través del aumento de la proporcion de
mutadores, puede seleccionar indirectamente a la seleccion de resistencia a antibiéticos

no relacionados (Mao et al., 1997).

Diferentes antibiéticos pueden incrementar las tasas de mutaciones de diferentes
maneras como dafio oxidativo, respuesta SOS, desbalance de nucleotidos y respuestas

de estrés general (Martinez & Baquero, 2000).

La produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) ha
sido postulada como un paso comun en la letalidad antibiética. Esta via de muerte celular
es mediada por un incremento en la tasa de respiracion, una reduccion en los niveles de
NADH y la oxidacién irreversible de grupos de hierro-sulfuro, que llevan a la formacién de
radicales hidroxilos. Sin embargo, este mecanismo parece no ser estrictamente necesario,
ya que las quinolonas y cefalosporinas son igualmente efectivas en condiciones
anaerdbicas. Se sabe que las especies reactivas de oxigeno causan dafio en

componentes celulares clave, como proteinas, lipidos y DNA. Este dafio puede causar
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lesiones al DNA directa o indirectamente, que, si son dejados sin reparar, llevan a la
acumulacion de mutaciones. Se ha observado que el tratamiento de Neisseria
gonorrhoeae con antibidticos a concentraciones sub-letales incrementa los niveles de
especies reactivas de oxigeno, que correlaciona significativamente con un incremento en

la mutagénesis (Hill et al., 2016).

Como consecuencia del incremento en los niveles de especies reactivas de
oxigeno (producidas por fluoroquinolonas, aunque otros antibiéticos no relacionados
también producen la respuesta SOS) la respuesta SOS es activada. Esta activacion inicia
la expresion de polimerasas de DNA especializadas que pueden pasar las lesiones de
DNA con reducida fidelidad, de hecho, se sabe que las quinolonas son mutagénicas en

bacterias.

Los antibidticos beta-lactdmicos como penicilina y cefalosporinas, también pueden
inducir la respuesta SOS, pero lo hacen a través de una via completamente diferente. La
inhibicion de la divisién celular por exposicién a betalactdmicos induce el operon dpiBA,
uno de los genes efectores que se activa con este operén es DpiA, esta molécula se une
al origen de replicacion de cromosoma e inhibe la replicacion, induciendo la respuesta
SOS e incrementando la variabilidad genética. dinB también es inducido por exposicién a

beta lactamos por una via independiente a la respuesta SOS.

El cuerpo humano vy los sitios expuestos a bajas concentraciones de antibiéticos
pueden convertirse en puntos de recombinacion y sitios de induccion de mutaciones por
antibidticos, responsables de variacion fenotipica y especificamente del surgimiento,

mantenimiento y diseminacion de resistencia a antibioticos.

Ademés de las mutaciones, existen otros mecanismos que generan variacion

genética en N. gonorrhoeae, tales como la reorganizacién intragenémica, de secuencias
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gendmicas también conocido como recombinacién intracromosomal y la adquisicion de
secuencias de DNA foraneo de otros organismos a través de la transferencia horizontal de
genes. Ambos mecanismos han jugado un papel importante en la evolucion y adaptaciéon
de N. gonorrhoeae, como evasion del sistema inmune e incremento a la resistencia de
antibidticos. La mayoria de la resistencia a antibiéticos ha sido posiblemente adquirida a

través de transferencia horizontal de genes que confieren resistencia a antibiéticos.

A pesar de los costos de adecuacion, la presién de antibiéticos selecciona a las
bacterias que tienen una tasa de mutacién mas alta, estas altas tasas de mutacion son
conferidos normalmente por alteraciones en genes de reparacion de DNA (Schroeder
et al., 2017), las mutaciones en los genes del sistema de reparacion también incrementan
la prevalencia de recombinacion genética, proporcionando diversidad para la resistencia a

antibioticos (Schroeder et al., 2017).
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Conclusiones

La resistencia a antibiéticos ha probado ser inevitable. Los movimientos de genes
horizontal y verticalmente en las poblaciones bacterianas no respetan frontera. Las
bacterias viven en ambientes dominados por moléculas pequefas, y han evolucionado
mecanismos especificos y no especificos para evadir compuestos y desintoxicar
compuestos nocivos. Ademas de la resistencia que ha evolucionado miles de afios antes
del descubrimiento de los antibidticos, la resistencia de novo puede evolucionar por
mutacion y amplificacion de genes, y a través de estos procesos pueden surgir nuevos

alelos que confieran resistencia a antibioticos.

Sin embargo, los antibidticos ain son el caballo de batalla en la medicina
moderna, un mundo sin antibiéticos seria un mundo sin cirugias, tratamientos para
pacientes con cancer, tratamientos para infecciones oportunistas, por mencionar solo
algunos de sus usos. El nimero de muertes aumentaria drasticamente en recién nacidos

y personas de tercera edad, seria retroceder un siglo en el tiempo.

El desarrollo de nuevas herramientas genémicas epidemiolégicas para la vigilancia
de resistencia a antibioticos y analisis de su diseminacion es clave para el mejoramiento
de la respuesta en salud publica a infecciones emergentes. En el caso de N. gonorrhoeae,
los cultivos bacterianos aun siguen siendo cruciales para permitir estudios de secuencias
de genoma completo y generar evidencia microbiolégica para planear estrategias de

como disminuir la diseminacién de esta amenaza resistente a antibiéticos.

Siempre habra resistencia a antibidticos, pero la velocidad a la que actla

dependerd en como tratemos la enfermedad. La probabilidad de la evolucion de
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resistencia a antibiéticos es un fenémeno complejo en el cual la fisiologia, genética,
dinamica bacteria-antibiético y el comportamiento histérico de las poblaciones de

bacterias, junto con la estructura fisica del medio selectivo, juegan un papel importante.

Los avances en el entendimiento de la evolucion de resistencia a antibioticos en N.
gonorrhoeae permitiran a los médicos tomar decisiones mas acertadas en los
tratamientos. Sin embargo, es importante que los médicos tengan un conocimiento
integral en evolucion pues la medicina es el mayor beneficiario de los descubrimientos
gue se han hecho en evolucién. Entender los procesos que contribuyen a la evolucién y
seleccion de la resistencia es esencial para el manejo y desarrollo de antibitticos. La
seleccion de cepas resistentes es inevitable y la clinica se encuentra atrapada en una

creciente escasez de antibioticos para el tratamiento de N. gonorrhoeae.

El enfoque evolutivo para mejorar el problema de escasez de antibiéticos no debe
ser tomado como Unico para atacar el problema, pero tal vez si como piedra angular para
entender como, por qué y hacia dénde deberiamos mirar en la clinica y en el desarrollo de

nuevos farmacos.

El estudio de Costa et al., 2011 demuestra de modo conclusivo que la resistencia
a antibiéticos es un fendbmeno natural que precede la presion de seleccibn moderna de

uso de antibioticos en la clinica.

Es posible que el problema global de la resistencia a antibidticos en N.
gonorrhoeae empeore en un futuro cercano y las complicaciones severas que
comprometen la salud reproductiva y general de los individuos infectados emerjan como
una epidemia silenciosa sino se toman las medidas necesarias para evitar esta amenaza

inminente.

39



El estilo de vida actual, donde las personas pueden viajar de un pais a otro en algunas
horas ha aumentado la transferencia de cepas resistentes en poblaciones donde antes no

se presentaba.

El programa de la OMS The Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme
(GASP) documenta el surgimiento y propagacion de resistencia a antibiéticos en N.
gonorrhoeae desde 1992 y ha proporcionado informacién nacional, regional y global de
las guias de tratamiento (Who, 2012; WHO, 2012). Sin embargo, la vigilancia y reporte de
nuevos casos es carente o de baja calidad en paises con alta incidencia de gonorrea. Es
necesario implementar protocolos que sean estandar en los paises que son parte de
GASP para tener datos confiables de la resistencia a antibiéticos en N. gonorrhoeae a

nivel global, lo que permitir4 detectar patrones de infeccion y resistencia.

Un acercamiento de salud publica comprehensivo para el manejo de la infeccién
por gonococo incluye diagnosis, tratamiento, seguimiento (incluyendo el manejo de
tratamientos fallidos), prueba de cura, prevencion de reinfeccion, notificacion a pareja(s), y

notificacion de los nuevos casos a instituciones de salud publica regionales.

Las nuevas cepas multi-resistentes a antibiéticos y la poca investigacion para el
descubrimiento de nuevos antibidticos hacen necesario aumentar los esfuerzos para

alargar el tiempo de eficacia de los antibiéticos usados actualmente.

Los avances en la deteccion de susceptibilidad a través de métodos moleculares
de tiempo real son una realidad, la secuenciacion de genoma completo en N.
gonorrhoeae ha sido usada en diferentes estudios, en el Reino Unido se analizaron cepas
de la ciudad de Brighton que fueron colectadas en un periodo de cuatro afios y cepas de
otras locaciones del Reino Unido, y usaron resultados obtenidos de pacientes en Estados

Unidos para calibrar su analisis (Ezewudo et al., 2015; Silva et al., 2017). La aportacion
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mas importante del estudio del grupo de Dilrini De Silva ha sido el desarrollo de una
herramienta nueva, un nomograma?® de transmision, en el cual el nimero de polimorfismos
de nucleétidos Unicos entre cepas es la base de localizacién de contactos y puede ser
usada para desarrollar una respuesta de salud publica. A pesar de que no se puede
probar el contacto de persona a persona con esta nueva herramienta, el nhomograma
puede ser usado en combinacién con datos clinicos y de contactos para controlar la
propagacion de gonorrea, de una manera que no era posible con los métodos

microbioldgicos tradicionales.

En los Ultimos afios, la secuenciacién completa de genomas ha sido ampliamente
usada en bacteriologia. La informacién que se obtiene con esta prueba puede ser usada
para entender la evolucion, resistencia a antibioticos, transmision de N. gonorrhoeae y
caracteristicas de virulencia pues permite rastrear la transmisién y resistencia a

antibiéticos en N. gonorrhoeae a nivel local, nacional e internacional.

La cantidad de informacién y los costos cada vez mas bajos de esta prueba son
las principales razones del éxito de este tipo de prueba. La implementacién de esta
prueba en el programa GASP podria ayudar a mejorar la respuesta en salud publica a N.

gonorrhoeae.

En el 2016 Public Health England report6 un brote de gonorrea resistente a
azitromicina aislaron y analizaron las cepas de los pacientes por secuenciacion de
genoma completa, donde lograron especificar el ancestro comin mas reciente y region

(England, 2016).

La individualizacion de los tratamientos retrasaria la presion de seleccién a la par

gue aumentaria el tiempo de eficacia de los antibidticos usados actualmente, pues se

®Los nomogramas muestran las relaciones entre dos 0 mas variables a través de escalas
numeéricas, asi el valor de una de las variables puede ser encontrado por una simple construccion
geomeétrica.
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podria tomar ventaja de las cepas que aun son sensibles a antibiéticos viejos, como

tetraciclina y ciprofloxacina.

La batalla contra la resistencia a antibidticos en N. gonorrhoeae adn continda,
pues la evolucién es inevitable, asi como la resistencia a antibiéticos que alin no han sido

descubiertos.
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