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INTRODUCCION

Sin lugar a dudas y alin cuando representa una afeccién comin cuyo tratamiento
es relativamente sencillo y barato, la gonorrea continia siendo una de las mas

frecuentes enfermedades de transmision sexual.

Una parte de las personas que la adquieren en forma sintomatica suelen buscar
inmediatamente la curacién y hasta suspenden su actividad sexual hasta que lo
logran; no obstante, en estos casos el problema radica en que numerosos
individuos no presentan signos y sintomas caracteristicos: cerca de la tercera
parte de las mujeres infectadas y ¢l 10 % de los varones son asintomaticos, por
lo que todos ellos ignoran su condicién y continian fungiendo como focos
infecciosos, a menos de que se enteren de que alguna de sus parejas sexuales ha

contraido ¢l padecimiento en forma clinica,

En los estratos socio-econémicos menos favorecidos, la situacion es atn mas
critica: Ia escasa gravedad y molestia de los cuadros, sumadas a la ignorancia, el

desinterés, el hacinamiento y otros factores adicionales, garantizan la



permanencia y el progreso tanto de las entidades clinicas implicadas como de su

tenaz agente etiologico.

Ante ese panorama, el mejor antidoto podria ser la educacion y la elaboracion de
vacunas eficaces; empero, la pobreza representa el principal obstaculo y los
esfuerzos masivos tendientes a disefiar vacunas han enfrentado toda una serie de
desveniajas, ya que ¢l agente causal ha desarrollado notables estrategias que
evaden la respuesta inmune; de hecho, el gonococo posee la capacidad de
aparecer como parte de los tejidos humanos -para evitar que el sistema
inmunolégico lo reconozea como extrafio-, € inclusive, modifica constantemente
sus antigenos superficiales, provocando que las respuestas inducidas resulten

indtiles.

Sin embargo, la necesidad de encontrar una vacuna efectiva continia vigente,
porque la cantidad de cepas de N. gonorrhoeae resistentes a diversos
antibioticos (tetraciclinas, B-lactaminas y otros) aumenta dia con dia, obligando
a que se establezcan regimenes terapéuticos mas costosos -lo cual resulta
contrario a la actual disminucién de los presupuestos- que también podrian

alcanzar ta obsolescencia en el corto plazo.

-




Hasta el momento, se han detectado dos tipos de resistencia a los antibiticos B-
lactdmicos: uno reside en un gen cromosémico que codifica para la sintesis de
una proteina que se une temporalmente a la penicilina y, el otro, en un plasmido
que origina la produccién de B-lactamasas. Por su parte, la resistencia a las
tetraciclinas también se asocia a un plasmido cuya expresion genera la

proteccion de los ribosomas microbianos.

Desafortunadamente, los casos de resistencia suelen relacionarse con epidemias,
por lo que su adecuado combate requeriria que los equipos de salud se
desplazaran hasta las regiones afectadas, para localizar a todos los enfermos y a
sus parejas sexuales, y administrarles ¢l tratamiento apropiado; sélo de esta
manera se evitaria que los individuos involucrados siguieran fungiendo como

diseminadores de las cepas resistentes.

(=)




OBJETIVOS

e Describir las caracteristicas microscopicas, culturales y bioquimicas
asociadas a la identificacion de Neisseria gonorrhoeae en el laboratorio

clinico.

e Seiialar las diversas afecciones ocasionadas por el gonococo en el humano,
subrayando los avances logrados en la determinacion de los factores y

mecanismos de patogenicidad del agente causal.

e Describir los fundamentos de las principales metodologias relacionadas con

el diagnéstico de laboratorio de la gonorrea.




I. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DEL GENERO Neisseria

i. Especies principales

El género Neisseria forma parte de la familia Neisseriaceae, y sus especies
principales son: N. gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica, N. sicca, N.

catarrhalis, N. flava, N. subflava, N. perflava y N. flavescens (44, 59).

Cabe mencionar que las cuatro especies citadas en dltimo término son las uinicas
cuyas colonias presentan pigmentos no hidrosolubles que van desde el amarillo
hasta €l naranja; por su parte, Neisseria catarrhalis ha estado sujeta a toda una
serie de cambios taxonémicos y, en la actualidad, pertenece al género
Moraxella. No obstante, debido a que las caracteristicas microbiol6gicas de
Moraxella (Branhamella) catarrhalis coinciden plenamente con las del género
Neisseria, continba estudidndose junto con los miembros de este ultimo,

considerandosele uno mas de ellos (44).

Finalmente, N. sicca. N. flava, N. subflava, N. perflava. M. catarrhalis y N.

lactamica forman parte de la flora habitual de vias respiratorias altas y, la altima



de ellas, también integra la flora vaginal de mujeres sanas, lo cual no debe pasar
inadvertido, porque su observacién al microscopio puede sugerir erréneamente

la presencia de gonococos (21, 59).

ii. Microscopia

Las neisserias se consideran cocos Gram negativos (aunque algunas cepas
tienden a resistir la decoloracién con alcohol-acetona); se agrupan en pares,
miden entre 0.6 y 1 p y presentan sus lados adyacentes aplanados, lo cual hace
que se les describa en la literatura como estructuras que semejan rifiones; son
inméviles, no esporulados y sélo N. gonorrhoeae y N. meningitidis presentan
capsula -de polisacéridos-, si bien algunos autores contintian afirmando que los

gonocecos no son capsulados (44, 59, 79).

iii. Cultivo

En cuanto a su cultivo, dentro del mismo género se observan algunas
diferencias: en tanto que la mayoria de las especies pueden desarrollar en
medios sencillos -como la gelosa nutritiva-, el gonococo y el meningococo son
muy exigentes en cuanto a sus requerimientos nutricionales; de hecho, se

considera que solo cerca de) 50 % de las cepas de V. gonorrhoeae desarrolla en




gelosa sangre y que 65 % lo hace en gelosa chocolate. Por tal motivo, el medio
mas adecuado para lograr el primoaislamiento de gonococos y meningococos es
el Thayer Martin modificado -l cual contiene hemoglobina, vancomicina,
colistin, nistatin, trimetoprim y polienriquecimiento-, aunque también se
mencionan otros muy similares como el New York City, el Martin Lester y el

Catlin Scholer, entre algunos otros (42).

El Thayer Martin esté conformado de la siguiente manera: una base adecuada +

hemoglobina + polienriquecimiento + VCN (44, 59}.

Las bases més convenientes son el medio Hinton Mueller (que también se
emplea para realizar antibiogramas) y la base GC (base para preparar gelosa
chocolate). Los componentes principales de dichas bases son las peptonas, los
extractos de levadura o carne, el agar, un amortiguador de fosfatos y el almidon;
este ultimo tiene como finalidad atrapar las trazas de metales pesados
contenidos en el medio, los cuales son toxicos para gonococos Yy/o

meningococos (21, 44).

En relacion con la hemoglobina (Hb), ésta resulta indispensable para que dichos

microorganismos sinteticen los grupos "hemo” de sus citocromos. La Hb puede




adicionarse a la base mediante dos mecanismos diferentes: cuando se dispone de
Hb purificada, ésta se adiciona a la base antes de la esterilizacién, a una
concentracién finat de 2 %. Sin embargo, si s6lo se cuenta con sangre completa,
ésta se agrega después de la esterilizacién, en una proporcion de 2 a 3 % -en
relacién a la base- y cuando la temperatura de esta tltima haya descendido hasta

80°C (44).

Cabe subrayar que la base junto con la Hb constituyen lo que se conoce como
gelosa chocolate. Por lo que se reficre al polienriquecimiento, el mas utilizado
es el que produce la casa BBL, denominado IsoVitaleX, mismo que viene en
condiciones estériles y, por ello, se adiciona cuando la temperatura de la base ha
disminuido hasta 45 a 50°C, buscando que su concentracion final sea de 1 al 2%
en el medio. Los componentes de dicho polienriquecimiento son los siguientes:
adenina, guanina, tiamina, icido p-amino benzoico (PABA), vitamina BI2,

glutamina, cistina, cisteina, NADT, cocarboxilasa, dextrosa y nitrato férrico

(21).

Finalmente, el VCN es una mezcla de tres antibioticos: Vancomicina (para
inhibir el desarrollo de cocos y bacilos Gram positivos, asi como el de las

neisserias diferentes al gonococo y al meningococo), Colistin (para evitar el




crecimiento de bacilos Gram negativos) y Nistatin (que impide la reproduccion
de Candida aibicans y la de muchos otros hongos que pudieran estar presentes
en las muestras). Este complejo de antibidticos se agrega al medio en una
concentracion final de 2 %, inmediatamente antes o después de adicionar el

polienriquecimiento (44).

Aunque la mayoria de las cepas (92 a 93 %)} de los gonococos y meningococos
desarrollan en Thayer Martin o sus equivalentes, algunas no llegan a hacerlo,
dado que resultan sensibles a la vancomicina. Por tal motivo, se recomienda
sembrar las muestras tanto en dicho medio como en gelosa chocolate (con

IsoVitaleX o sin él) (44).

Cabe mencionar que cuando las muestras patologicas no se pueden procesar de
inmediato, deben sembrarse en medios de transporte, entre los cuales destaca el
Transgrow, cuya composicion es pricticamente la misma que la del Thayer
Martin y la Gnica diferencia importante radica en que el primero se envasa en

tubo, de manera que quede en pico de flauta y con 5 a 10 % de CO2 (44, 59).

Por lo que se refiere a las condiciones de incubacion de las neisserias, todas sus

especies son aerobias estrictas y sus colonias aparecen en 24 h. Sin embargo, es




preciso hacer notar que los gonococos y meningococos requieren de hasta48 h y
de que exista una atmésfera de entre 5y 10 % de CO2. Esta ultima puede
generarse mediante el método de 12 vela o a través de la réaccién entre ¢l acido
citrico y el bicarbonato sédico en medio acuoso. De cuaiquier manera, dicha
atmésfera tiene como finalidad estimular la sintesis de 4cidos grasos durante la

fase lag y, con el segundo método, ademas se logra conferir una humedad

adecuada al cultivo (21, 44),

Una vez transcurrida la incubacién, la deteccion presuntiva de estos
microorganismos no representa mayores problemas, ya que ¢l didmetro de sus
colonias varia entre | y 2 mm y éstas son grisaceas -excepto en el caso del grupo
flava que presenta los pigmentos antes mencionados-, convexas, de bordes

regulares y consistencia butiricea (59).

iv. Pruebas de identificacién

Deteccién del género Neisseria. En general, las neisserias y M. catarrhalis
pueden diferenciarse ficilmente de otras especies que integran la familia
Neisseriaceae, ya que el hecho de que sean diptococos Gram negativos resulta
suficiente para no confundirlas con bacterias relactonadas (como el género

Acinetobacter) o con otras especies de Moraxella. No obslante, en ¢l caso de M.



calarrhalis también son utiles las pruebas de la citocromo oxidasa, la de
utilizacion de glucosa, y su incapacidad para desarrollar en agar Mc Conkey

{consultar la tabla 1) (28).

Tabla 1. Diferenciacion entre Neisseria sp, M. catarrhalis y los miembros
restantes de la Familia Neisseriaceae (21).

Microorganismo Morfologia Ox | Glu | McC
Neisseria sp Diplococos Gram — + + ~
M. catarrhalis Diplococos Gram — + - -~
Otras moraxelas Cocobacilos Gram - + - +
Acinetobacter sp Cocobacilos Gram — - - +

CLAVE: Ox= Oxidasa, Glu= Glucosa, McC= Capacidad para desarrollar en
agar Mc Conkey.

Como puede deducirse de 1a tabla 1, la observacién de un frotis al Gram y la
realizacion de la prueba de las oxidasas, suelen ser suficientes para detectar la
presencia de neisserias, incluida la especie N. catarrhalis (Moraxella

catarrhalis) (44).

La prueba de la citocromo oxidasa, también conocida como prueba de las
oxidasas, consiste en detectar si el microorganismo analizado posee una

citocromo oxidasa capaz de oxidar compuestos aminados tales como el




clorhidrato de N N-dimetil p-fenilendiamina y ia forma tetrametilada del mismo

compuesto (57).

Dichos sustratos deben ser de preparacion reciente y se emplean en solucion
acuosa al 1 %. Dado que la citocromo oxidasa es una ectoenzima, €s necesario
que el sustrato seleccionado se ponga en contacto con la colonia, ya sca
depositando una gota de la solucion sobre esta Gltima, o bien, impregnando un
trozo de papel filtro con el compuesto aminado antes de frotarle una asada del

microorganismo (57).

En cualquier caso, la prueba se¢ considera como positiva cuando, 1 2 3 minutos
mas tarde, se observa un color marrén que después se torna negro -ya sea en la
propia colonia humedecida con la solucion o en la asada depositada sobre el

papel filtro- (57).

Las siguicntes son algunas otras consideraciones relevantes acerca de esta

prueba (21):

o Las colonias que manifiestan la coloracion negra no deben seleccionarse para

continuar ¢! estudio, debido a que el indofenol -mismo que representa el




producto de la oxidacion total del sustrato y cuya coloracion es precisamente
la que se detecta sobre la colonia- puede haber oxidado los sistemas

enzimaticos del microorganismo, provocandole la muerte (57).

o La adicion de o-naftol al sustrato incrementa la sensibilidad y rapidez de la
prucba, ya que la oxidacién de este ultimo se realiza en un paso Gnico. No
obstante, en este caso, la colonia o la asada manifestardn una coloracion azul
muy oscuro (indofenol azul) en vez de la negra a que se hizo referencia

anteriormente {21, 57},

o Las colonias oxidasa negativa no cambiaran su color original (57).

e La prueba de las oxidasas no es especifica para estos microorganismos; de
hecho, también resulta positiva para Pseudomonas aeruginosa,

Campylobacter sp, Vibrio sp y algunas otras especies (57).

Diferenciacion de especie. Una vez que se ha establecido que el
microorganismo pertenece al género Neisseria, se procede a diferenciar la
especie correspondiente (44). Para eilo, es necesario recurrir a las pruebas

mencionadas en la tabla 2.



Dicha tabla 2 subraya ei hecho de que estos microorganismos son oxidasa
positiva y las columnas restantes hacen referencia a las pruebas mds empleadas
para diferenciar a las principales especies. En este sentido, destacan las de
oxidacion de cinco carbohidratos, mismos que deben adicionarse al 1 % en el
medio base adecuado: CTA (cistina-tripticase-agar); este ultimo es semisélido y
se distribuye en tubos de 13 x 100, sembrandose mediante picaduras poco
profundas (debido a que las neisserias son aerobias estrictas y no desarrollarian

en el fondo) {44, 59).

Una vez inoculado el CTA, se incuba a 35°C durante 48 h y se llevan a cabo las
lecturas, considerandose como positivos aquellos tubos que muestren un vire a
amarillo. Esto ultimo se debe a que la oxidacion de un carbohidrato también
produce acidez y ésta es detectada por el vire del rojo de fenol contenido en el

medio (21, 44).

Cabe mencionar que en la actualidad también se distribuyen comercialmente los
equipos para poder identificar gonococos y meningococos, mediante reacciones

de coaglutinacion (38).



Tabla 2. Pruebas de diferenciacion entre las principales especies de Neisseria
(44).
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CLAVE: Ox= Oxidasa, G= Glucosa, M= Maltosa, L= Lactosa, $= Sacarosa, F=
Fructosa, MTM= Desarrollo en Thayer Martin, GNu= Desarrollo en gelosa
nutritiva, Pig= Pigmentacion, V= Variable.




Il. ENTIDADES CLINICAS ASOCIADAS A LA GONORREA

i. Patologia

La gonorrea es la segunda enfermedad mas frecuente entre las de transmisién
sexual (sélo superada por la clamidiasis genital) y, de acuerdo con lo que
establecen los sociélogos, entre las causas que determinan su elevada incidencia,
destacan: el aumento de la promiscuidad, la ignorancia y Ia
existencia/utilizacion de los anticonceptivos orales, aunque otro factor relevante
es el gran nimero de individuos asintomaticos (principalmente entre el sexo
femenino), quienes diseminan al microorganismo entre la poblacién (16, 61,

66).

Sin lugar a dudas, la frecuencia de este padecimiento se relaciona con la edad de
las personas, siendo ¢l grupo mds afectado el de 19 a 24 afios, seguido por el de

14 a 18, después el de 25 a 30 y, finalmente, el de “otras edades”™ (59).

Cabe mencionar que el gonococo es muy semsible a las condiciones

climatolégicas externas y a la desecacion (por lo cual se tranismite casi



totalmente por contacto directo) y suele aparecer, en las preparaciones tefiidas,
dentro de numerosos neutréfilos (en forma intraleucocitaria), cuando los cuadros

patoldgicos implicados cursan en forma aguda (39).

Es conveniente subrayar que la gonorrea tiene un periodo de incubacion de 3 a 4
dias {y hasta de 1 semana en algunos casos) y que las entidades clinicas mds
frecuentes asociadas a dicha enfermedad son: en el vardn, la vretritis aguda
(con alrededor de 15 % de casos asintométicos), que se caracteriza por disuria
{dificultad para orinar), sensacién de miccion frecuente y de ardor al orinar, y
por la aparicién de secreciones uretrales grisiceas que drenan en forma
espontinea 0 previso masaje prostitico y, en cuanto a la mujer, la vagino-
cervicitis (con 40 a 60 % de casos asintomaticos) (16, 73), en la que también
pueden estar presentes las sensaciones de miccion frecuente y de ardor al orinar,
con dolor abdominal, fiebre y secrecién vaginal (1, 3, 8). El diagrama 1 muestra

las mds frecuentes rutas de transmision del gonocaco.

Evidentemente, en los casos de falta de tratamiento o cuando éste no es
adecuado y oportuno, la uretritis y la vagino-cervicitis pueden derivar en otras

entidades clinicas, de acuerdo con lo sefialado en los diagramas 2 ¥ 3 (16, 41).



Diagrama 1. Principales vias de transmision de N. gonorrhoeae. (41).
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Diagrama 2. Diseminacion de N. gonorrhoeae, a partic de los genitales
masculinos, cuando no se aplica el tratamiento adecuado oportunamente
(53).
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CLAVE: ' = Por estenosis del epididimo; * = La artritis es el cuadro que sucede
con mayor frecuencia a la gonococcemia (de hecho, Ja endocarditis y meningitis
gonocdccicas son raras).



Diagrama 3. Diseminacién de N. gonorrhoeae, a partir de vagina y cérvix,
cuando no se aplica el tratamiento adecuado oportunamente (53).
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VAGINO- diseminacion
CERVICITIS | del
' microorganismo
escurrimiento 1
de la secrecidn por via
vaginal hematégena
(50 % de casos) l
l ARTRITIS’
| GONOCOCCEMIA | +| ENDOCARDITIS
—| MENINGITIS

| PROCTITIS |}

CLAVE: ' = Por estenosis del oviducto; > = La artritis es el cuadro que sucede
con mayor frecuencia a la gonococcemia (de hecho, la endocarditis y meningitis
gonocdccicas Son raras); * = Si ademas de la salpingitis aparecen la peritonitis
y/o la perihepatitis, el cuadro se conoce con el nombre de enfermedad
inflamatoria pelviana (EIP).



En relacién con los diagramas 2 ¥ 3, €s preciso tomar €n cuenta las siguientes

consideraciones:

- La salpingitis (inflamacién de las trompas de Falopio) y la epididimitis
(inflamacion de! epididimo) suelen resolverse por fibrosis, en cuyo caso las y

los pacientes pueden quedar infértiles (3, 41, 63).

- Cuando el microorganismo ocasiona gonococcemia y alguna(s) otra(s)
entidad{es) clinica(s) derivada(s) de la antes mencionada, el cuadro se
denomina infeccion gonococcica diseminada o IGD. En este sentido, se ha
observado que ello solo puede ocurrir cuando las cepas implicadas pertenecen

a un biotipo auxétrofo para arginina, hipoxantina y uracilo (14, 33, 44).

. Cuando en la mujer se presentan salpingitis y peritonitis y/o perihepatitis, se

asigna el nombre de enfermedad inflamatoria pelviana o EIP a dicho cuadro

(at, 51).

21




ii. Tratamiento

En los afios recientes, €l agente causal de la gonorrea ha venido manifestando
una creciente resistencia a numerosos antimicrobianos, con base en genes
cromosémicos y plasmidicos que codifican para la sintesis de productos que

inactivan a las penicilinas y tetraciclinas (2, 44, 72).

Por tal razon, actualmente los Centros de Control de Enfermedades de los
E.U.A. recomiendan el empleo de cefalosporinas de amplio espectro y de
nuevas fluoroquinolonas. Sin embargo, aunque la tetraciclina no es muy eficaz
contra los gonococos, ain se sugiere combinarla con alguna de las antes
mencionadas, a fin de continuar combatiendo a Chlamydia trachomatis, cuya

presencia en Jos pacientes suele sumarse a la de N. gonorrhoeae (65).

Para los casos comunes, se acepta que el laboratorio sélo efectie pruebas de
susceptibilidad in vitro, con las cuales se defina si la cepa aislada resulta
sensible a fa penicilina, tetraciclina o espectinomicina; empero, €s mas adecuado
que, cuando se cuente con los recursos necesarios el andlisis abarque una o mas
cefalosporinas (incluida la cefoxitina) y al menos una fluoroquinotona,
principalmente si el paciente involucrado se encuentra afectado por alguna de

las entidades gonococcicas sistémicas (EIP e 1GD) (44).

[
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Cabe schalar que el hecho de que otras especies bacterianas han empezado a
mostrar resistencia a diversas cefalosporinas y a fas nuevas fluoroquinoionas,
debe promover que los laboratorios establezcan programas permanentes que se
dirijan a determinar la eventual resistencia del gonococo a estos
antimicrobianos; inicamente de esta manera se estara en condiciones de impedir
que fas préximas epidemias lleguen a alcanzar mayores dimensiones que las

actuales, las cuales ya de por si son muy extensas y dificiles de controlar (65).



lll. FACTORES DE VIRULENCIA DE N. gonorrhoeae

El gonococo es un patégeno primario del ser humano y no infecta a los
animales, a menos de que sea administrado por rutas no naturales, tales como la
via parenteral; por tal motivo, los estudios in vivo que incluyen el empleo de
cepas mutantes deben realizarse en voluntarios humanos (32, 48). En cuanto a
las lineas celulares que se utilizan, destaca la de Chang, proveniente del epitelio
conjuntival, aunque también se han llegado a emplear las células tumorales de
prostata y cérvix (1, 68), e inclusive, los polimorfonucleares (PMN's) y la serie
monocito-macréfago, sobre todo cuando se pretende analizar el destino del
microorganismo dentro de los fagocitos (45). Asimismo, se¢ ha trabajado con
ratones a los que implantan cimaras dentro de {as cuales son inyectadas las
bacterias -para observar los efectos de las fases sistémicas del padecimiento- y
con tejidos de trompas de Falopio, como modelo para determinar las

caracieristicas de la colonizacion del oviducto (30).

La investigacién sobre factores gonociccicos de virulencia ha representado todo
un desafio para los expertos: aunque la transformacion genética de N

gonorrhoeae ocurre de manera natural (62, 68), el sistema del microorganismo

24



discrimina y descarta DNA ajeno, por lo que no es posible la recepcion de genes
clonados en otras especies (£. coli u otras); anilogamente. algunos
transposones, tales como el Tn9/6 y Tnl545, pueden integrarse al cromosoma
del microorganismo, pero etlo no se da casualmente; ademas, la ruptura y la
sustitucion génicas son posibles, pero resultan bastante més complicadas que en

otras bacterias (7, 80).

La tabla 3 resume los principales factores de virulencia detectados en los

£onococos.

i. Adherencia e invasividad

Una de las primeras ctapas del proceso infective relacionado con los gonococos
consiste en la colonizacion de la superficie mucosa (generalmente genital), en la
cual, como consecuencia, aparecen numerosos PMN’s (3, 39, 48). En este
sentido, la descarga purulenta contiene a dichas células y una parte de ellas
manifiesta en su interior la presencia de microorganismos; sin embargo, aiin no
se ha logrado establecer con plena certeza si estos ultimos estin siendo
destruidos o si pueden sobrevivir intraleucocitariamente; sin embargo, los
analisis microscépicos indican que una fraccion muere y, la restante, aparenta

permanecer viable (1).

j3e)
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Tabla 3.

Principales factores de virulencia de N. gonorrhoeae (44, 59).

Factor

Caracteristicas y/o localizacion

Contribucion a la virulencia

Pilina

Pili

PilE principal proteina
constitutiva de la pilina
PilC = proteina implicada en

la maduracion de la pilina

Adhesidn inicial a las células
epiteliales.

Experimenta variaciones
antigénicas que inutilizan a los
anticuerpos originales.

P.II
(Opa)

Proteina de membrana externa

Adhesidn intima a las células
epiteliales.

Promueve la invasion intracelular
y la formacion de microcolonias

P.I

Porina de membrana externa que
produce 2 variantes de fase:

P.1IA = forma antigénica encontrada
en las cepas mas invasivas

P.IB = forma antigénica detectada
en las cepas que generan infeccitn
localizada

Interfiere la fagocitosis,
impidiendo la fusion
fagolisosomal y/o reduciendo la
carga oxidativa del contenido
lisosomal.

LOS

Lipo-cligosacirido de la pared
celular

Promueve la unidn entre bacteria
y bacteria para formar
microcolonias.

Induce ¢l proceso inflamatorio y
dispara la liberacién de TNFao, el
cual daifia las trompas de Falopio

P.III

Porina de la membrana externa

Los anticuerpos dirigidos contra
ella bloguean el paso de otros con
accion bactericida, inducidos por
Plyel LOS.

IgA
hidro-
lasa

Enzima extracelular

Hidroliza a los anticuerpos de la
clase IgA, permitiendo la
liberacién del microorganismo.

Tbpl vy
Tbp2

Receptores para transferrina hu-
mana

Procuracion de hierro

Lbp

Receptor para lactoferrina humana

Procuracion de hierro
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Como algunos otros patdgenos, N. gonorrhoeae se adhiere a diversos cultivos
tisulares y penetra en las células implicadas provocando rearreglos en la

estructura de la actina superficial presente en estas Gltimas (29, 30, 60).

En primer lugar, el microorganismo se fija a la superficie de las células
epiteliales por medio del pili, los cuales son del tipo IV (N-metilfenilalanina),
estan constituidos por subunidades de pilina PilE y podrian contener en la punta
otras proteinas adhesivas (24, 26, 48, 74); otra estructura proteica, conocida
como PilC, desempeiia algin papel relevante en la afinacién de cada pilus;
inicialmente, se pensd que participaba en el traslado y ensambie, porque las
mutantes PilC— carecian de pili completos, no obstante, recientemente se
observé que otras mutantes PilC*  tampoco se adherian a las céluias epiteliales
pero si a los eritrocitos, lo que sugiro que la proteina PilC se localiza en la punta
de la fibrilla y podria determinar la especificidad de unién a ciertas células del

hospedador (40, 73).

Al parecer, después del enlace inicial, ¢l segundo estadio del proceso de
infeccion involucra uniones ain mds intimas entre ¢l agente etiologico y las
células “blanco™; particularmente, las proteinas microbianas P.II (también

denominadas Opa -debido a la opacidad que confieren a las colonias-) son



importantes protagonistas en esta etapa, ya que las cepas carentes de dicho
componente no se adhieren a las células epiteliales y, por lo tanto, tampoco las
invaden; sin embargo, es preciso mencionar que se han detectado aislamientos
de E. coli productoras de P.11. incapaces de provocar su internalizacion (30, 45,

60).

Adicionalmente, las Opa median otro relevante tipo de uniéon en N
gonorrhoeae: la que permite enlazar unas células bacterianas a otras que se han
logrado fijar previamente sobre la superficie tisular, para dar lugar a
microcolonias. Es decir, las P.II de las primeras se¢ enlazan a los azicares
expuestos que forman parte del lipo-oligosacarido (LOS) de las segundas, lo que
refuerza la colonizacién inicial de! tejido “blanco”; empero, se ha comprobado
que Ia penetracién a las células de los cultivos de tejidos implica a bacterias

individuales y no a las microcolonias (1).

Por su parte, la membrana externa del microorganismo contiene a la porina P.I,
cuya funcién primaria consiste en formar poros a través de los cuales difunden

nutrientes de bajo peso molecular hacia el citoplasma bacteriano (63).



No obstante, esa porina también podria influir para que el invasor sobreviva
dentro de los fagocitos, habida cuenta de que la adicién de P.I purificada a los

cultivos de tejidos (15), promueve los siguientes fendmenos:

o La insercion de la porina en la membrana celular, con lo cual se forman poros

que suelen conducir 2l colapso de esta Gltima (58).

» La reaccion entre P.I y la proteina calmodulina (atrapadora de calcio) de la
célula eucariote; esto parece afectar la capacidad de los fagocitos para matar a
los microorganismos engullidos, ya sea limitando la accién oxidativa del

contenido lisosomal, o bien, impidiendo la fusién fagolisosomal (15).

Estas acciones de P.I podrian explicar el hecho de que parte de los gonococos
intraleucocitarios muera y que la restante sobreviva. Por otro lado, también es
interesante el hallazgo de que existen dos formas alélicas de P.1, la PIA y la
P.IB. y de que mientras la primera aparece en las cepas que provocan las formas
sistémicas de la gonorrea, la segunda caracteriza a las que ocasionan infecciones
localizadas (15,58).

Finalmente, es necesario tomar en cuenla gue numerosas cepas de gonococos

producen y liberan IgA hidrolasas (4).



En este sentido, las especies bacterianas que pretenden colonizar las superficies
mucosas enfrentan el riesgo de quedar inmovilizadas en la capa de mucina, cuyo
poder atrapador reside en su consistencia pero, ademas, en su contenido de
anticuerpos de la clase IgA secretorial (IgAs); estas moléculas diméricas se
encuentran fijas a la mucina por su fraccién Fe, por lo que sus Fab libres fungen
como elementos “pegajosos” a los que, previa reacciOn inmunoespecifica, se
fijan los microorganismos via sus determinantes antigénicas (consulitar la figura

1) (36, 52).

En contraparte, la estrategia bacteriana correspondiente consiste en producir
IgA hidrotasa2, que escinde a la inmunoglobulina -a nivel de la bisagra-, con
lo cual la célula bacteriana implicada se puede separar de la mucina, junto con
los fragmentos del anticuerpo que se han adsorbido a su superficie y dejando el
Fc ligado al moco. Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae figuran
entre las especies que sintetizan IgA hidrolasa con mayor regularidad. Es

preciso mencionar que este tipo de enzimas sélo exhibe su capacidad hidrolitica

! Los anticuerpos se dividen en 5 clases: IgA, 1gG, IgM, IgE e gD, siendo las 3
primeras las que participan mds consistentemente en la defensa del organismo del
hospedador; la IgA es la que predomina en las mucosas y, las 2 siguientes, en la
sangre, en la linfa y en los dganos internos.

? Los gononcocos producen al menos 2 tipos de IgA hidrolasa; uno de ¢llos escinde a
la IgA al nivel de las uniones prolina-serina y, el otro, en las untones prolina-

treoning.



sobre el jsotipo igAl, pero éste es el que predomina en casi todas las superficies

mucosas {4, 36, 532).

Figura 1. Esquema simplificade de un anticuerpo3.

Fc¢ = region cristalizable
{no especifica)

d Puentes difulfuro

L 3

Bisagra

l i — Fab (regiones que reaccionan
i especificamente con su componente
homélogo, localizado en la

superficie bacteriana)

ii. Antigenos superficiales hipervariables

La base fundamental para desarrollar vacunas contra la gonorrea contempla el
uso de antigenos bacterianos de superficie, tales como la pilina o la proteina

PII, ya que ambos inducen una respuesta de lgAs que podria impedir la

3 Los anticuerpos son profeinas (inmunoglobulinas) integradas por dos cadenas
pesadas (H) y dos ligeras (L). unidas entre si por puentes disulfuro.
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adherencia del microorganismo al epitelio mucoso y, por ende, la colonizacién

bacteriana (18).

Sin embargo, las evidencias cuestionan dicho planteamiento: los individuos que
han curado recientemente de la enfermedad pueden volver a infectarse en
posteriores contactos con el agente causal, pues aunque el padecimiento si
induce eficazmente la respuesta inmune, el gonococo regula la variacion de sus
antigenos superficiales, haciendo obsoletos los anticuerpos originales {64, 66,

74).

A este respecto, se ha comprobado que en cuanto a los pili, el agente causal
cuenta con un repertorioc muy completo de variantes antigénicas y que, en el
caso de las invasinas P.II, la gama de posibilidades también es importante (9,

40).

Evidentemente, esta clase de transformaciones fenotipicas tiene por objeto
evadir la respuesta de anticuerpos del hospedador y de incrementar las
probabilidades de union, obedeciendo a los cambios ambientales a los que se
exponen, tanto dentro del organismo al que parasitan como al interactuar con los

fagocitos profesionales (9).

[
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Variaciones relativas a los pili. Las variantes detectadas en la composicién
fimbrial de N. gonorrhoeae son numerosas y muy diversas; de hecho, sélo
algunas regiones de la pilina (en particular la porcién amino-terminal), se
conservan con cierta regularidad; s decir que, muchas otras zonas (conocidas
como mc -por microcassettes-) difieren de una a otra copia, tanto a nivel del
DNA como -légicamente- al de la secuencia de los aminoacidos involucrados.
En ¢l gonococo, la expresion del gen pilE es controlado durante la transcripcion,
merced a un sistema regulatorio de dos componentes: PilB actia como el sensor
que fosforila a PilA, a fin de que ésta desempefie su papel como activador
transcripcional. Mientras la sefial que activa a PilB permanece ain desconocida,
PilA parece interactuar con la RNA polimerasa 654, 1a cual transcribe los genes

asociados a las condiciones de carencia de nitrégeno (25, 26, 48).

Por otra parte, los pili sinietizados pueden ser ensamblados sobre la superficie
bacteriana (como ocurre en las cepas Pilt) o transportados hasta el medio
ambiente (cepas Pil™); a los cambios de Pil* a Pil— y viceversa, se les denomina
variaciones de fase y éstas tienen lugar debido a que existen dos posibles sitios

de corte (PT y PS) en la nueva proteina: las PilE cortadas en Pt si se ensamblan



(redituando la variante Pil*), mientras que las escindidas en el sitio PS son

secretadas (cepas Pil=) (7, 75).

Un segundo tipo de variacion de fase también surge a partir de la produccion de
una forma carente de PIIE que no es ensamblada a los pili (5). Para comprender
el mecanismo de esta dltima, es importante saber que aunque existen copias
multiples del gen dispersas a lo largo del cromosoma, en realidad s6lamente una
de ellas (y ocasionalmente dos) cuenta(n) con un promotor y puede(n)
expresarse; éstas(s) altima(s) se denomina(n) pilE (E de “expresion™), mientras
que las restantes se conocen como pil§ (S de “silenciosa”). De esta manera, las
eventuales recombinaciones entre las regiones homologas de pilE y pilS pueden
redituar variaciones antigénicas, pero las que ocurren entre segmentos diferentes
suelen originar formas de PilE més largas que las normales, las cuales no son
procesadas ni incorporadas a los pili, por lo que las células bacterianas

implicadas resultan Pil~ (40, 79).

Fl tercer mecanismo de variacion de fase implica a otro gen de pilina: pilC,
cuyo producto proteico participa en el adecuado ensamble y en la maduracion de
los pili. Al principio de la region gendmica que codifica para PilC se encuentra

una larga cadena de residuos de guanina (G). que se puede modificar durante la



sintesis de DNA (particularmente cuando aparecen segmentos mal colocados);
en estos casos, también tienen lugar diversas mutaciones que generan cepas Pil~

(40, 73).

En cualquier caso, se ha logrado determinar que las variaciones antigénicas y/o
de fase ocurren s6lo en una pequefia parte (10~2 a 10~4) de la poblacién
bacteriana que se reproduce, y que basta con que algunas de las células
gonocoecicas no sean reconocidas por Jos anticuerpos anti-pilina, para que éstas
escasas variantes pronto representen la forma dominante en crecimiento. En
otras palabras, la estrategia de N. gonorrhoeae es la de producir toda una
coleccion de variantes antigénicas y/o de fase, ya que es muy probable que al

menos una de ellas llegue a sobrevivir (75).

Variaciones asociadas a la P.II. La mayoria de las cepas gonococcicas cuenta
con miiltiples copias (al menos 11 ¢ 12) del gen que codifica para P.II; dichas
copias difieren en forma primaria en dos regiones hipervariables (HV1 y HV2)
y, por lo tanto, los eventos recombinantes que impliquen a algunas de ellas
daran lugar a variaciones antigénicas de la mencionada proteina.
Adicionalmente, tal como sucede en el caso de la pilina, también se pueden

originar variaciones de fase PII* y P.II~. cuando existen segmentos mal
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colocados que modifican la cantidad de bases repetidas en ciertos segmentos del
DNA; es decir que, asi como el nimero de residuos G determina si PilC es
escindida antes o después de que la estructura proteica se haya completado
(redituando células bacterianas PilC* o PilC™), el nimero de secuencias CTCTT
(citosina-timina-citocina-timina-timina) en la porcion terminal del gen influye

para producir variantes P.II* o P.II~ (20).

iii. El lipo-oligosacarido (LOS) y la resistencia al suero

Los lipopolisacéridos (LPS) que componen la pared celular de las bacterias
Gram negativas presentan actividad endotoxica y (37), por lo gencral, se

encuentran constituidas por tres regiones:

¢ Ellipido A
s El nicleo polisacaridico

s El polisacérido O, también denominado antigeno somatico O

Lipido A. Este conforma la region lipidica del LPS, se encuentra embebido en
la membrana externa y contiene disacaridos fosforilados de f§ 1-6 D-
glucosamina, unidos a acidos grasos tales como el ldurico, palmitico, miristico y

B-hidroxi-miristico (53).
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Ei lipido A corresponde practicamente a la region téxica de Ja molécula, ya que
estimula la liberacion de proteinas bioactivas del hospedero, entre las que

destacan las citocinas {53).

Niicleo polisacaridico. Corresponde a un niicleo intemo ligado al lipido A y, a
otro, externo, unido al polisacdrido O; su estructura basica esta conformada por
hexosas sustitvidas lateralmente con otros azdcares, etanclamina y fosfatos, asi
como por el dcido 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octanoico (KDO); esta region, junto

con el polisacdrido O, constituye la porcion hidrofilica del LPS (44).

Polisacarido Q. Se encuentra ligado al nucleo polisacaridico y consta de
unidades repetidas de azicares (3'-5°), siendo las mds frecuentes ias de manosa,
fucosa, ramnosa y galactosamina; ademds, constituye la region de mayor
antigenicidad y variabilidad del LPS y llega a representar una adhesina itil para

la bacteria (44).

De hecho, la proteina CD14, presente en la membrana plasmatica de la linea

monocito-macréfago, funge como “receptora” del LPS y de la proteina conocida

como “proteina unida al LPS” (LBP); los complejos CDI4-LPS-LBP actian
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como mediadores del reconocimiento celular y de diversas respuestas celulares
contra ¢! lipido A. En este sentido, [a interaccién del LPS con su receptor CD14

da lugar a tres importantes eventos lesivos asociados a las endotoxinas (20, 44).

e La produccion de citocinas (IL-1, IL-6, IL.-8, TNF-a y el factor activador de
plaquetas) por parte de los monocitos, macréfagos y algunas otras células;
dichas citocinas estimulan la sintesis de prostaglandinas y leucotriencs. La
IL-1 provoca la temperatura por si misma o estimuwla la liberacion de
prostaglandinas y, por su parte, la IL-6, la IL-8, el TNF-a y el factor
activador de plaquetas, dafian las células endoteliales y trastornan su funcion

normal (67).

o La activacion del complemento, en donde los componentes C3a y C5a actban
sobre el tejido endotelial; particularmente, C5a estimula la migracion de
polimorfonucleares a los vasos sanguineos y dafian seriamente las paredes del

endotelio, a través de enzimas lisosomales (67).
o La activacion de la cascada de la coagulacién, a partir de la cual se forman

numerosos coagulos que obstruyen la circulacion; el fendémeno se conoce

como coagulacién intravascular diseminada (CID) (67).
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En resumen, la combinacion de jos tres eventos anteriores conduce al shock
séptico, también denominado colapso del sistema circulatorio, después de que se
presentan algunos signos previos tales como fiebre, vémito, sofocacion,

hipotension y aumento de la permeabilidad vascular y del ritmo cardiaco (44).

Por lo que se refiere a N. gonorrhoeae, al parecer, diversos sintomas de la
gonotrea estan relacionados con el LPS microbiano, ampliamente conocido
como lipo-oligosacarido (LOS) en esta especie; esta molécula es capaz de
inducir una intensa respuesta inflamatoria por parte del organismo del

hospedador (9, 37).

Ciertamente, 1a activacion del complemento, las interacciones ocurridas durante
el englobamiento fagocitario del invasor y la destruccion de los fagocitos,
contribuyen de manera decisiva a la formacién de fa descarga puruicnta
caracteristica del padecimiento; no obstante, es el LOS gonocdceico el que
provoca la cuantiosa produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que,
a la postre, representa la causa principal de los severos dafios localizados en las

trompas de Falopio (9, 32, 35, 37).

39



Independientemente de las lesiones que se le atribuyen, el LOS desempeiia una
funcién trascendental en lJas cepas que generan cuadros patologicos

diseminados: les confiere resistencia a la accion bactericida del suero (18).

En este contexto, es oportuno recordar que uno de los principales “blancos” del
complemento en las bacterias Gram negativas es precisamente el LPS (LOS en
N. gonorrhoeae), ya que éste funge como receptor de C3b y de C3b (consultar el
diagrama 4}; por lo tanto, ciertos ajustes bacterianos que se concentran en dicha

region pueden afectar la eficacia del complemento (37).

En concreto, la accion anticomplementaria del LOS gonocdccico se basa

fundamentalmente en lo siguiente:

e Los residuos de galactosa presentes en ¢l LOS forman enlaces covalentes con
el dcido sidlico (acido N-acetilneuraminico) presente en la sangre humana; de
esta manera, el LOS queda recubierto por un azicar -producido por el propio
hospedador- que impide 1a funcion de los componentes del complemento y.

por 1o tanto, la formacion del MAC (18, 50, 55, 56).
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Diagrama 4. Principales eventos asociados a la activacion del complemento

(67).
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o Los polisacaridos presentes en el LOS llegan a elongarse, por lo que las
moléculas del MAC que se produzcan sobre las extensiones no entraran en
contacto con la membrana externa del microorganismo y, por ende, tampoco

podran afectar su continuidad e integridad (9).

iv. Neutralizacién de anticuerpos

Los anticuerpos son producidos y liberados por las células plasmaticas las

cuales, a su vez, corresponden a linfocitos B maduros (23).

Cuando un agente microbiano penetra al organismo del hospedador, se expone a
entrar en contacto con macrofagos o con una parte de los linfocitos B que es
capaz de sintetizar anticuerpos dirigidos contra alguna de sus determinantes
antigénicas. En tal contexto, e! microorganismo es inactivado y procesado, y sus
epitopos son trasladados hasta la superficie de dichas células? -merced al
desplazamiento de las moléculas del complejo principai de histocompatibilidad

(MHC)?-, para ser presentados a los linfocitos T cooperadores (11).

4 Por 1al razén, macrofagos y linfocitos B se consideran “células presentadoras de
antigeno™; fos epitopos microbianos de naturaleza polisacdrida, lipopolisacirida o
predominantemente lipidica sélo son presentados por los linfocitos B.

* El MHC de clase II soporta epitopos pertenecientes a pardsitos extracelulares y el

MHC de clase I realiza la misma funcion cuando se trata de patdgenos capaces de
reproducirse intracelularmente; en este dltime caso, también participan linfocitos T
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Como consecuencia de los eventos anteriores, los linfocitos T cooperadores se
dividen y liberan linfocinas que amplian {a informacion sobre las determinantes
antigénicas del agente invasor, activando especificamente a las clonas de
linfocitos B que producen anticuerpos contra alguno de los epitopos implicados

{47.

Finalmente, una porcion de dicha clona permanecerd como “células de
memoria” que podran iniciar el proceso -junto con otros macrofagos- en
episodios futuros y, la restante, evolucionard a céfulas plasmdticas formadoras

del anticuerpo requerido (47).

Es conveniente precisar que los anticuerpos de la clase IgG pueden actuar como
opsoninas, neutralizan toxinas y activan ¢! complemento; los IgM sélo hacen
esto ltimo y, los IgA, incrementan la adhesividad de la mucina; por ello, las
dos primeras predominan en los tejidos, la sangre, la linfa y ofros liquidos
internos, mientras la tercera sélo abunda en los epitelios mucosos y en ia leche

materna (34).

citotdxicos que destruyen a las células hospedadoras en cuyo interior se reproduce o
replica ¢l invasor.
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Por otro lado, algunas bacterias patogenas son capaces de evadir a accion de los
anticuerpos, a través de diversos mecanismos; entre los mas conocidos, se
cuentan: a) la modificacion de la  estructura de importantes proteinas
superficiales, incluidas las de la membrana externa y las que constituyen sus pili
(variacion antigénica); b) la sintesis de sustancias de envoltura que semejan a
otras localizadas en los tejidos del hospedador (como en el caso de las capsulas
conformadas por los dcidos sidlico o hialurénico); y ¢) El recubrimiento
microbiano con azucares o proteinas producidos por el organismo al cual

colonizan (43).

Por lo que se refiere especificamente a N. gonorrhoeae, los anticuerpos
dirigidos contra la P.I y el LOS (no unido a 4cido sidlico) suelen resultar
bactericidas con mayor regularidad que los que reaccionan con otros
componentes gonococcicos de superficie; aparentemente, lo anterior se debe a
las diferentes capacidades de los diversos complejos antigeno-anticuerpo para

activar el complemento y promover la formacién del MAC (18,32).

En este sentido, cabe sefialar que ia porina P.IH, fa cual abunda en fa superficie

bacteriana de N. gonorrhoeae, es un excelente inmunégeno pero los complejos

antigeno-anticuerpo de los que forma parte no favorecen la formacion del MAC.
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Por 1a} motivo, P.111 actia como protectora de P.I y del LOS, ya que al adsorber
grandes cantidades de anticuerpos dirigidos contra ella, estos ultimos limitan ¢l
paso de los que estaban destinados a reaccionar con P.I y el LOS y todo el

proceso se traduce en la sobrevivencia del microorganismo (66).

v. Interaccion con las células fagocitarias

La fagocitosis representa uno de los principales mecanismos de defensa con que
cuenia el hospedador y depende de la eficacia de los fagocitos profesionales: los
neutrofilos PMN's y las células pertenecientes a la serie monocito-macrifago
(45). Los fagocitos poseen la capacidad de desplazarse por quimiotaxis hasta los
tejidos en los que se ubica el agente invasor, para: a) englobarlo (mediante la
emision de pseudépodos fagocitarios y la previa reaccion entre las superficies de
ambos protagonistas); b) encerrarlo en sus fagosomas; y ¢} provocar si muerte a
través de las hidrolasas, el HyO2 y los iones superdxide (O2™) contenidos

dentro de los lisosomas (23).

Entre los signos que caracterizan a la gonorrea, se cuentan la presencia de gran
ntmero de PMN's -varios de los cuales contienen numerosos gonococos en su
interior- y la naturaleza viscosa de las secreciones purulentas (35); dicha

viscosidad se asocia a la lisis de los abundantes PMN's, ya que este fenomeno
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se traduce en la acumulacién del DNA liberado. Por obvio, la destruccion de
esta clase de leucocitos puede ser provocada por los gonococos aunque, ademas,

tiene su origen en la corta vida media de los propios PMN's (43, 46).

De acuerdo con lo anterior, la sobrevivencia de N. gonorrhoeae a la accion de
los PMN'’s se basa en su capacidad para: a) limitar el reclutamiento de estos
altimos; b) evitar el englobamiento; ¢) persistir dentro del fagosoma leucocitario
(impidiendo la fusién fagolisosomal y/o neutralizando el poder oxidante del

contenido lisosomal) (39).

Para interferir el reclutamiento leucocitario, el microorganismo emplea al menos
una estrategia detectada durante el estudio de las infecciones asintomaticas; en
éstas, se observd que el nimero de gonococos y PMN's era pequefio, aunque
inicialmente no se logré definir con certeza si esta clase de leucocitos no llegaba
a ser abundante debido a la escasés de bacterias, o bien, a que éstas contaban
con algin mecanismo que impidiera la acumulacién de PMN's; sin embargo,
con el tiempo se logré establecer que ciertas cepas no promueven eficazmente la
activacion del complemento y que, por ende, no provocan que se alcancen

concentraciones importantes del agente quimiotactico C3a en el tejido afectado

(43).
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En cuanto a los mecanismos gonocdecicos que evitan €l englobamiento, se ha

determinado lo siguiente:

» Buena parte de las cepas sintetizan material capsular que impide la reaccion
directa entre los componentes superficiales de la bacteria y de los fagocitos

(43).

¢ Las cepas cuyo LOS se ha unido al dcido sidlico del hospedador, oponen
resistencia a ser opsonizadas por el péptido C3b. A este respecto, cabe
recordar que el proceso fagocitario adquiere mayor eficacia cuando participan
las opsoninas {sustancias que lo facilitan y potencian) y que, de éstas, el
organismo del hospedador elabora al menos dos clases: el citado péptido C3b,
cuya acci6n es inespecifica porque reconoce a cualquier microorganismo, y
los anticuerpos IgG; ambas clases de opsoninas desempefian su relevante
funcion, merced a que pueden unirse muy estrechamente a la superficie del
invasor y a que, ademds, cuentan con numerosos receptores localizados en fa

membrana de los fagocitos (53, 56, 71).

Finalmente, ef hallazgo de que sélo algunos de los numerosos PMN's conticnen

gonococos intracelutarmente, sugiere que dichos leucocitos s6lo son capaces de
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fagocitar a este microorganismo, cuando se encuentran en determinado estadio

de su desarrollo (45).

vi. Procuracion de hierro

Como es sabido, el hierro representa un elemento indispensable para el
crecimiento bacteriano, pero sus concentraciones son particularmente bajas
dentro del organismo humano, en donde practicamente casi todo se encuentra

ligado a transferrina, ferritina, lactoferrina y hemina (49, 78).

De acuerdo con ello, la sobrevivencia bacteriana depende de la capacidad de
cada especie para captar hierro libre o enlazado 2 otras moléculas (76); en este
aspecto, se han detectado tres posibles mecanismos: uno implica la sintesis de
sider6foros o “proteinas extracelulares de batalla” que, ademds de unirse al
metal, cuentan con receptores propios en la célula del microorganismo (6); en el
segundo, otros receptores superficiales de hierro fijan a este ltimo, aunque se
encuentre ligado a sideréforos sintetizados y liberados por otras especies
microbianas, e inclusive, a transferrina o a lactoferrina (12, 48, 49); finalmente,
el tercero parece involucrar la produccion de exotoxinas que destruyen 2 las
células del hospedador -incluidos los eritrocitos- para que éstas liberen sus

reservas del metal: varios estudios efectuados in vitro han evidenciado que este
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tipo de toxinas solo se llega a sintetizar cuando el microorganismo desarrolla en

medios carentes de hierro (13, 77).

N. gonorrhoeae puede adquirir €l metal directamente de la transferrina y la
lactoferrina humanas, ya que cuenta con receptores separados para cada una. No
obstante, sélo se ha logrado identificar al receptor para la primera: TonB,

correspondiente a una proteina ubicada en la membrana externa (78).

Es importante sefialar que, aunque se sabe que E. coli posee una proteina
homologa, la cual actita como sider;iforo, lo cierto es que atn se desconoce si la
TonB gonococcica desempeila el mismo papel. Empero, dicha proteina ¢s
sintetizada en cantidades mas elevadas cuando el microorganismo desarrolla

bajo condiciones carentes del metal (78).
Adicionalmente, estudios mas recientes sugieren que N. gonorrhoeae también

podria obtener hierro, a partir de la hemoglobina y de otros grupos “heme”,

aunque ello ain se encuentra en estudio (12, 78).
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vii. La busqueda de vacunas eficaces

Si bien las vacunas empezaron a aparecer desde la primera mitad del siglo XX,
la carencia del sustento cientifico necesario para su disefio, motivo que las
aportaciones de la gran mayoria de ellasd resultaran nulas o muy limitadas; de
hecho, la dnica que alcanzé la efectividad deseada fue la ampliamente conocida
como “triple” (ya que protege a la poblacidn contra el tétanos, la tosferina y la

difteria) (20, 31).

Es decir que, realmente, en esa época sdlo se conocian los fundamentos
primarios -aun vigentes- de la produccién vacunal; tales bases se resumen en las

siguientes aseveraciones:

e Por lo general, cuando un agente infeccioso se establece por vez primera en el
organismo del hospedador, transcurren hasta 2 semanas para que los

anticuerpos dirigidos en su contra alcancen concentraciones protectoras (46).

¢ En contraste, un segundo contacto con el mismo agresor llega a generar

respuestas inmunoldgicas considerables en tan sélo 1 & 2 dias (46).

¢ Incluidas las elaboradas contra neumonia, meningitis, célera. fiebre tifoidea. diarrea
infantii, gonorrea, sifilis y sepsis bacteriana
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e Por lo tanto, el papel concreto de una vacuna, es el de sustituir la primera

exposicion (2).

Evidentemente, en los afios recientes se han logrado definir los requerimientos
minimos para que las vacunas cumplan estrictamente su finalidad en los seres
humanos: deben inducir una respuesta inmune basta y especifica, ser accesibles
desde el punto de vista econémico, administrarse, almacenarse y trasladarse con
cierta facilidad, asi como resultar muy seguras, en ¢l sentido de no originar
efectos toxicos ni signos de las enfermedades contra las cuales se desea conferir

proteccion (20).

Ante tal panorama, el estudio de los factores bacterianos de virulencia ha

adquirido una importancia capital. Por citar 3 ejemplos:

e El descubrimiento de que la adherencia representa uno de los pasos
determinantes en ef proceso infectivo ha conducido a investigar si las
adhesinas de los agentes causales pueden significarse como eficaces
componentes vacunales; en consecuencia, tales organelos -purificados- estdn
siendo probados como inmundgenos para prevenir el célera y la tosferina (17,

34).
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e El hallazgo de que la cdpsula bacteriana posee propiedades antifagocitarias ha
estimulado la preparacién de vacunas experimentales, integradas por
polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumoniae (agente etiologico de
la neumonia neumocéccica) y de Haemophilus influenzae (principal causante
de la meningitis infantit), para tratar de establecer si los anticuerpos inducidos
facilitan la erradicacién de dichos microorganismos capsulados por parte de

los macrofagos y neutrdfilos (22, 34).

e Las observaciones en ¢l sentido de que Neisseria gonorrhoeae y algunas otras
especies pueden modificar ripidamente sus antigenos de superficie, ha
prevenido a los disefiadores de vacunas sobre la necesidad de elegir
correctamente los inmundgenos bacterianos; la desafortunada eleccién de
algin componente microbiano que sufriera variaciones i vivo, dejaria sin

utilidad a los anticuerpos inducidos por la estructura original (52, 63).

Por lo que se refiere al disefio de vacunas que pudieran brindar proteccion

contra la gonorrea, recientemente se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. Los pili parecen no ser viables candidatos para producir vacunas, ya que:
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= Aungque presentan regiones antigénicas variables y conservadas, estas
Gltimas se encuentran enmascaradas por las primeras y los anticuerpos

dirigidos contra cualquiera de ellas resultarian practicamente inttiles (58).

= Pl no varfa en una misma cepa, pero si entre una y ofra cepas. Sin
embargo, continia siendo considerada como probable componente
vacunal, debido a que contiene regiones expuestas que se conservan €n

ambas variantes P.IA y P.IB (15, 52, 58, 63).

2. Otras estructuras gonocoéccicas tampoco redituarfan resultados dptimos.
Por ejemplo, PBP3 es una proteina de membrana externa, asociada al
peptidoglicano, que es capaz de fijar a las penicilinas y cuya estructura
parece conservarse intacta en la gran mayoria de las cepas gonocdccicas.
No obstante, diversos autores cuestionan su utilidad como componente de
las vacunas, esgrimiendo que si PBP3 fuera una proteina bien expuesia y
actuara como inmunogeno potente, fos individuos que han curado de

gonorrea no volverian a contraer la enfermedad (20).
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IV. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA GONORREA

En el laboratorio, el diagnostico de la gonorrea se realiza con mayor frecuencia
mediante metodologias microbiologicas comunes tendientes a aislar colonias
puras del microorganismo, para identificarlas secuencialmente mediante pruebas
bioquimicas y/o inmunoldgicas. Sin embargo, ya también se cuenta con la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la cual, dada su rapidez y
especificidad, representa la herramienta més confiable. A continuacidn se

describen los fundamentos asociados a ambas clases de técnicas (38).

i. Diagnéstico microbiologico

Por lo regular, se acepta que el tracto genital femenino se divide en 2 regiones:
la inferior o externa, constituida por vulva, vagina y cérvix y, la superior o

interna, en donde se iocalizan el utero, las trompas de Falopio y los ovarios (27).

Dicha clasificacién no solo resulta til desde el punto de vista anatémico sino
que, ademas, permite establecer algunas diferencias referentes a la etiologia de
los padecimientos que se presentan en ambas regiones; en este sentido, puede

afirmarse que las afecciones infecciosas de la zona inferior se deben
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comunmente a microorganismos de transmision sexual, en tanto que las de la
superior son ocasionadas con mayor frecuencia por los integrantes de la flora
habitual, los cuales llegan a desplazarse a partic del tracto inferior,

aprovechando diversas irreguiaridades que favorecen esta situacion (21, 44).

Lo antes mencionado determina que, ¢n condiciones de salud, los integrantes de
la flora genital femenina solo colonizan la region inferior, destacando la
constancia de los estreptococos del grupo Viridans, los estafilococos coagulasa
negativa (ECN), Neisseria lactamica, Veillonella sp, Streptococcus agalactiae,
los difteroides, Mycobacterium smegmatis, el bacilo de Déderlein (Lactobacillus
sp), Candida albicans y, dada la cercania del recto, los estreptococos del grupo
D (Enterococcus sp), algunas especies de Pseudomonas -principalmente P
aeruginosa- y ciertas enterobacterias. No obstante, la observacion de los 3
ultimos se restringe a personas que muestran menores cuidados respecto a sus

habitos de higiene (70).

Cabe sefialar que la frecuencia de estos microorganismos es mas elevada en las

mujeres sexualmente activas y que a ellos se pueden incorporar otros, en

funcion del nimero de parejas sexuales, del empleo de anticonceptivos orales
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y de numerosos factores mas que pueden variar la integridad de las mucosas y ¢l

pH vaginal (44).

Por lo que se refiere a N. gonorrhoeae, el diagnostico se lleva a cabo mediante
la deteccién del microorganismo en las secreciones o los raspados uretrales o
endocervicales; en este sentido, deben recolectarse por lo menos 2 muestras de
cada paciente: una de ellas para realizar una extension tefiida al Gram y, la otra,
para intentar el cultivo, sembrando -mediante rotacién del hisopo sobre la
superficie del medio- en el Thayer Martin modificado (MTM) y en una gelosa
chocolate. La razén de que se empleen los 2 medios radica en que algunas cepas

de gonococos resultan sensibles a la vancomicina ~contenida en el MTM- (28).

Previa incubacion durante 48 h a 35°C, en atmosfera de 5 a [0 % de CO2, se
localizan las colonias cuya morfologia resulta sospechosa -pequefias, grisaceas
de bordes regulares- y se resiembran 6 a 10 de ellas en otra placa unica de
gelosa chocolate, para propagarfas durante otras 24 a 48 h y que el crecimiento
de cada una resulte suficiente para llevar a cabo los frotis al Gram -buscando los
caracteristicos diplococos Gram negativos-, prucbas de las oxidasas -dado que
este género es uno de los relativamente pocos que la dan positiva- y, en caso de

que ambos procedimientos confirmen la presencia de Neisseria, se pucdan
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tomar 5 asadas para sembrar tubos de CTA con glucosa, maltosa, lactosa,
sacarosa y fructosa, respectivamente. El diagnéstico se establecera si alguna de
las colonias propagadas oxida inicamente la glicosa; no obstante, las reacciones

de coaglutinacion podran reiterar el resultado (28, 72).

Con base en lo sefialado anteriormente, cada laboratorio clinico disefia su propio
protocolo, considerando los recursos con que cuenta. Por lo regular, dado que
los sintomas de la gonorrea pueden sugerir diversas etiologias, la gran mayoria

de los infectélogos recolectan 4 muestras (44):

e En cuanto a la primera, el hisopo se introduce en un tubo con 1.5 2 2 ml de
solucién salina isoténica (SSI) y se incuba a 37°C, antes de buscar la
presencia de Trichomonas vaginalis, colocando una gota en un portacbjetos

y, sobre ella, un cubreobjetos, antes de revisatla con los objetivos 10X y 40X

(2.

e Con la segunda se prepara un fiotis al Gram, rotando el hisopo sobre el
portacbjetos y se revisa a inmersion para investigar si existen Neisserias
intracelulares. Cabe sefialar que, en caso de detectarse las estructuras

correspondientes, esta preparacion tendra caracteristicas mas significativas si
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la muestra procede de un vardn, ya que ¢n la vagina se encuentran
microorganismos de la flora habitual, incluyendo a N. lactamica, que

comparten caracteristicas microscopicas con el gonococo (21, 53).

e Con la tercera se lleva a cabo las siembras en et MTM y la gelosa chocolate

{44).

¢ Finalmente, con la wltima se intentan los cultivos en las placas de manitol-sal
agar o alguno de sus equivalentes (S110, etc.), EMB o Mac Conkey y Biggy,
para detectar en ellos la presencia de S. aureus, enterobacterias o P.

aeruginosa y C. albicans, respectivamente (21).

Cabe destacar que algunas de las consideraciones mas importantes sobre la

recoleccion de las muestras son:
= El paciente no debe encontrarse bajo tratamiento antimicrobiano, dado que es

posible que pequefias cantidades de antibidticos -presentes en los

especimenes- inhiban el desarrollo ir vitro del agente etioldgico (53).
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= Cuan:io s¢ sospecha de gonorrea, debe muestrearse la zona endocervical, va
que en ésta se encuentra el microorganismo. Aunque N. gonorrhoeae también
afecta la vagina, ésta contiene un gran numero de integrantes de la flora
habitual, los cuales pueden enmascarar el crecimiento de dicha especie en las

placas de cultivo (21, 53).

= El empleo del espejo vaginal resulta muy importante para recolectar la
muestra directamente de las zonas en las que se detectan las lesiones. No
obstante, es conveniente que no se utificen lubricantes que puedan interferir

el desarrollo de los microorganismos (21).

= Los hisopos mas adecuados son los de alginato de calcio y de poliéster, ya que

los de algoddn, manifiestan toxicidad para algunos agentes etio]égi::os (53).

= Cuando fas muestras no puedan ser procesadas inmediatamente después de su
recoleccion, es necesario preservar su representatividad y ello solo se logra
depositandolas en medios de transporte tales como ¢f Amies y el Stuart y
manteniéndolas a temperatura ambiente. Si se sospecha de gonorrea, dichos
medios pueden sustituirse por el Transgrow, el cual si debe incubarse a 35°C

(44, 53).
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ii. Diagnostico por PCR

Fundamento del método

La amplificacién de DNA por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
corresponde a un proceso enzimatico ejecutado por alguna DNA polimerasa;
esta clase de enzimas cataliza la formacion de un enlace fosfodiéster entre el 3'-
OH en el extremo creciente de la cadena de DNA a elongar (el iniciador) y el

grupo 5'-POy4 del desoxirribonucledtido trifosfato (dNTP) entrante (10).

La eleccion de cada nucledtido a incorporar estd determinada por el DNA

molde, al que el iniciador se ha unido previamente por complementariedad de

bases (10).

La amplificacion del DNA se logra mediante ciclos repetidos de PCR, cada uno
de los cuales presenta 3 etapas distintivas de temperatum7 (consultar la figura
2).

(1) Desnaturalizacion del DNA molde -entre los 94° y 96°C-.

(2) Alineamiento de los iniciadores al molde -entre los 42° y 60°C-.

(3) Extensién (elongaciéon) de los iniciadores por la DNA
polimerasa -entre los 60° y 72°C-.

7 Cada etapa dura apenas entre uno y algunos minutos, por lo cual casi resula
indispensable que el laboratorio cuente con un termociclador; éste permite programar
tas temperaturas y |a duracién de los diversos periodos. para todo cl proceso.
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La reaccion de amplificacién contempla la participacion de dos iniciadores
(primers o cebadores), que se hibridan (se unen por compiementariedad de
bases) a cadenas opuestas del segmento “blanco™; cada iniciador se orienta de
forma tal que la elongacion se lleva a cabo a partir de su exiremo 3'-OH, a través
de la zona delimitada entre ambos iniciadores y hasta la region homologa al
“otro iniciador” (44). Como cada producto de la amplificacion incluye la
secuencia complementaria a la del “otro iniciador”, practicamente todos los
productos de cada reaccién sirven de molde para el siguiente ciclo de la PCR

(38).

En la primera etapa del ciclo de la PCR, se provoca la desnaturalizacién det
DNA molde, entre los 94° y 96°C. En la segunda etapa, la mezcla de reaccion se
somete a la temperatura 6ptima de alineamiento entre el iniciador y su molde
{42° a 60°C). Finalmente, en la tercera etapa, la temperatura se modifica a 72°C,
que es ligeramente inferior a la 6ptima de una DNA polimerasa termoestable.
De esta manera, fos iniciadores se elongaran hasta producir nuevas hebras de
DNA, incorporando los dNTP’s que correspondan -por complementariedad-, a

través de la participacién de la enzima (28, 44).
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Evidentemente, la hibridacion inespecifica de los iniciadores puede conducir a

la acumulacion de productos inespecificos o a la ausencia de amplificacién (16).

Cabe sefialar que la reaccién concluye cuando la cantidad de enzima se reduce
hasta niveles insuficientes (por la inactivacién térmica ocurrida después de cada
paso de desnaturalizacion), pero también gravita el hecho de que fa efectividad
del alineamiento de los iniciadores va decreciendo paulatinamente (al irse
disminuyendo su concentracién e incrementando en forma exponencial ¢l

nimero de secuencias "blanco™) (79).

Figura 2. Programa de temperaturas de un termociclador de PCR (44).
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Principales componentes de la PCR

Secuencia "blanco". Dado que una molécuia de DNA bacteriano suele ser
relativamente larga, en realidad se busca evidenciar una parte de aquélla cuya
secuencia de bases resulte representativa (especifica) de la especie en cuestién,
en este sentido, es conveniente tomar en cuenta que una secuencia "blanco”
6ptima presenta una longitud de 150 a 500 pares de bases (bp), aunque
segmentos mayores también son susceptibles de amplificarse en forma efectiva

{28).

Puesto que la PCR es capaz de detectar minimas cantidades de DNA, es
indispensable evitar cualquier riesgo de contaminacién con dcidos nucleicos

provenientes de ensayos anteriores (38).

Iniciadores de la amplificacién (primers). Los iniciadores son
oligonucledtidos que, en condiciones ideales, deben presentar una composicion
y longitud (de 15 a 25 bp) semejantes, a fin de que sus respectivas temperaturas

de fusion (T, la temperatura a la cual sélo el 50 % del iniciador esta separado

del DNA molde) sean similares (16, 44).
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La temperatura de fusion (Tyy), utilizada para la fase de alineamiento, se calcula

con base en el contenido total de GC8 y ATY del iniciador correspondiente,

mediante la formula: Ty, =2(A + T) +4(G + C) (28).

Los iniciadores no deben ser complementarios entre si, para evitar la formacion
de estructuras secundarias; asimismo, es preferible que no presenten series de 3
o mis G’s 0 C’s en el extremo 3’ y que su contenido de GC sea similar al del

DNA molde (79).

La formacion de estructuras secundarias que presentan la forma de “pasador de
cabello” (hairpin), debidas a hibridaciones intramoleculares ocurridas en algun
iniciador, asi como la produccion de DNA de doble cadena debida a uniones
interiniciadores, representan dos de las principales causas de aparicion de

productos secundarios (inespecificos), cuyo peso molecular es generalmente

bajo {28).

Dichos “dimeros” pueden fungir por si mismos como moldes y competir con ¢l

DNA “blanco” tanto por la enzima, como por los dNTPs y por los iniciadores, lo

4 G = guanina y C = citosina.
? A = adenina y T = timina,
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que puede derivar en rendimientos escasos de los productos de amplificacion

deseados (28, 44).

Por 1o regular, los iniciadores se utilizan en niveles de 0.1 a 0.5 uM, ya que
concentraciones mayores suelen promover uniones inadecuadas al DNA molde,

provocando la acumulacion de productos inespecificos (38).

E! disefio de jniciadores suele basarse en el empleo de programas comerciales
que identifican caracteristicas criticas de disefio y permiten al investigador
encontrar algin par de iniciadores con propiedades conocidas y predictivas. De
hecho, aportan datos tales como el tamafio esperado del producto, 1a temperatura
optima de alineamiento, asi como el peso molecular, la localizacion y secuencia

de cada iniciador (16, 28).

En el caso de Neisseria gonorrhoeae se utilizan como cebadores dos moléculas
de 20 oligonucleétidos, conocidos como HOl y HO3, cuyas respectivas
secuencias son complementarias de la que conforma al gen cromosomico cpp B

(23).
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DNA Polimerasa 1 termoestable. Los protocolos originales de la PCR se
desarrollaron contemplando el empleo del fragmento Klenow de la DNA
polimerasa 1 (DNA pol 1) de Escherichia coli; sin embargo, tal enzima no es
termoestable y la mayor parte de ella resultaba inactivada durante la fase de
desnaturalizacion, lo que obligaba a afiadir otras cantidades antes de que
ocurriera la siguiente etapa de alineamiento. Dicha limitacién, sumada a la baja
temperatura requerida para la elongacion, daba lugar a reacciones de baja

eficiencia y especificidad (44).

En ese contexto, el reemplazo de la enzima Klenow por una seric de DNA
polimerasas termoestables ha venido a representar uno de los avances técnicos
de mayor importancia para la PCR. La primera y mas utilizada de tales enzimas
es la Tag DNA polimerasa I (Tag pol I), producida por la bacteria terméfila
Gram-negativa Thermus aquaticus. Cabe sefialar que el gen estructural que
codifica para la sintesis de dicha enzima se ha logrado clonar y secuenciar en
forma Optima, por lo cuval actualmente no existen razones de peso para

prescindir de ella (44).

La Tag pol I altamente purificada tiene una temperatura 6ptima de 70 a 80°C

con una Vpay proxima a los 180 nucledtidos/segundo/molécula de enzima
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(nt/s), cifra que supera notablemente a los 16 a 20 nt/s de la E. coli DNA pol Y

(28).

La concentracion a la cual se utiliza la Tag poi I es de 1.0 a 2.5 unidades, ya que
cuando aquélla es muy elevada se pueden acumular productos inespecificos y,

en contraste, cuando es muy baja, suele obtenerse una cantidad insuficiente del

producto deseado (28).

Desoxirribonucleétidos. La  sintesis de  DNA  requiere  de
desoxirribonucledtidos trifosfatados libres (dNTPs); la concentracion de cada
uno de eltos (@ATP, dGTP, dCTP y dTTP) en la PCR debe ser 200 uM, para
lograr una especificidad optima. En todo caso, es conveniente que los cuatro
dNTPs se utilicen en concentraciones aproximadas, a fin de reducir los errores

en la incorporacién (44, 79).

En un volumen de reaccion de 100 ul, basta una concentracién 20 pM de cada

uno de los dNTPs, para sintetizar 2.6 pg de una secuencia “blanco” de 400-bp

(16).
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Otros componentes. Uno de los participantes “secundarios” mas importantes de
la PCR es ¢l ién Mg2*, ya que su participacion influye en lo relativo al
alineamiento de los iniciadores, a la temperatura de fusion del DNA y a la
actividad enzimatica de la Tag DNA pol 1; su proporcion optima en la mezcla de
reaccion fluctda entre 0.5 y 4.0 mM. Evidentemente, la presencia de EDTA o de

otros agentes quelantes puede disminuir la concentracion de este componente

(38).

Por otra parte, la solucién amortiguadora recomendada para ia PCR ¢s la de
Tris-Cl, 10 a 50 mM a pH 8.3 a 8.9. Esta proporciona un adecuado medio de

reaccion que incrementa la especificidad y el rendimiento de los productos de

amplificacién (28).

Cuando ¢l DNA molde se encuentra mezclado con numerosas estructuras
secundarias, es oportuno incorporar urea, formamida o dimetilsulfoxido al 1 a
10 %; finalmente, la adicién de albimina o glicerol incrementa el rendimiento

de la reaccién de amplificacién cuando se trata de fragmentos de DNA molde

mayores de 2.5 kbp (38).
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Identificacién del DNA amplificado

Una de las principales decisiones de quienes emplean la PCR consiste en
seleccionar un método adecuado para detectar el producto amplificade dado
que. entre los que se encuentran disponibles, existen diferencias muy
significativas en términos de sensibilidad, especificidad, confiabilidad,

dificultad y costo (16).

Como el producto primario de la PCR es una molécula duplex de DNA lineal,
de longitud y secuencia definidas, el método de deteccion ideal debe permitir
una determinacion precisa del tamafio y de la pureza del producto amplificado

(38).

En este sentido, existen técnicas que se basan en el uso de simples geles de
agarosa hasta las que contemplan la secuenciacién del DNA. A continuacion se

mencionan tres de las que se emplean con mayor frecuencia:

Electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. El corrimiento
electroforético de los productos de la PCR representa el método empleado mas
frecuentemente en los laboratorios, ya que aporta resuitados relativamente

confiables. con una sensibifidad de 1.0 a 5.0 ng de DNA (44).
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El procesamiento simultaneo de marcadores de peso molecular ¥ de controles
positivos provenientes de microorganismos caracterizados con anterioridad,
permite realizar las comparaciones correspondientes y, consecuentemente,

establecer la procedencia del DNA amplificado por PCR (44).

Evidentemente, el uso de geles de agarosa a los que se ha incorporado un tinte
fluorescente como bromuro de etidio -el cual se intercala entre las bases apiladas
del DNA- facilita las lecturas con sdlo exponer las placas correspondientes a la
luz U.V. Las terminates de la fuente de poder deben conectarse de tal manera
que el DNA emigre hacia el anodo; una vez concluido el corrimiento, el sistema
se puede fotografiar, colocandolo en un transiluminador U.V.,, utilizando filtros

rojo o naranja y pelicula de blanco y negro (44).

Southern blot. Esta metodologia representa una herramienta muy efectiva para
establecer el origen del DNA presente en una muestra clinica. Una vez que se ha
llevado a cabo la separacién de los productos de la PCR -mediante electroforesis
en gel-, se puede identificar un fragmento especifico del DNA, previa
transferencia de los diversos segmentos a una membrana de nylon ©
nitrocelulosa; posteriormente, la secuencia “blanco” se identifica via su

hibridacién con una sonda (segmento monocatenario de DNA. de 18 a 50
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nucledtidos de largo, proveniente de algin microorganismo plenamente
identificado), marcada con algin elemento radioactivo. Después del lavado de la
membrana, las dobles cadenas de DNA (constituidas por la sonda marcada y el
DNA “problema™, permaneceran unidas a dicho soporte, en tanto que las
moléculas monocatenarias se habran eliminado. E) revelado correspondiente se

logra mediante la exposicién de la membrana a una pelicula de rayos-X (44).

Fragmentos polimérficos de restriccion con longitudes variables (RFLP).
Otra metodologia relacionada con el uso de sondas para identificar especies
bacterianas, consiste en el denominado “fragmentos polimorficos de restriccion

con longitudes variables™ (16, 28}.

La mayoria de los genomas microbianos posee regiones que presentan una
variabilidad muy evidente, lo que determina que, en ciertas partes del DNA, las
secuencias de los oligonucleétidos varien no solo entre una y otra especie

bacterianas, sino también, de una cepa a otra (79).

Esta variabilidad puede ser demostrada cuando el DNA Cromosomico  €s

purificado y se fragmenta en varios segmentos, via la accion de endonucleasas

de restriccion, las cuales cortan el DNA en regiones muy especificas, que
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presentan una determinada secuencia de bases nitrogenadas (consultar fa tabla 4)

(38).

Una vez digerido el DNA con la enzima de restriccién en turno, los fragmentos
se separan mediante electroforesis en gei de agarosal0; la distancia recorrida en
el gel por cualquiera de los segmentos del DNA, puede relacionarse con

marcadores de peso molecular (44).

Tabla 4. Secuencias de reconocimientol! de algunas enzimas de restriccion
(28).

Microorganismo Nombre de la | Secuencia de reconocimiento
enzima
Escherichia coli EcoRl GIAATTC
Escherichia coli EcoRIl JCCAGG (secuencia no
palindrémica)
Haemophilus influenzae Hindll GTPyVPuAC
Haemophilus influenzae HindlIl AAGICTT
Bacillus subtilis BsuRI GGICC
Thermus aquaticus Tagi TICGA

CLAVE: Las flechas indican el sitio en que ocurre el ataque enzimatico en cada
caso. Pu=cualquier purina. Py=cualquier pirimidina; A=adenina; T=timina;
G=guanina; C=citosina. S6l0 se muestra la secuencia en direccion 5’3"

19 [ os diferentes tamafios de los fragmentos obtenidos (origen de la denominacion de
“polimorfismo”) dependen plenamente de la ubicacién y cantidad de las secuencias
que fungen como sitios de reconocimiento/corte para la(s) enzima(s) utilizada(s).

' | a secuencia de reconocimiento de una enzima de restriccién suele presentar entre 4
y 6 nucledtidos de largo; en una molécula de DNA, generaimente se encuentra un
mimero limitado de fragmentos con dicha secuencia.



Cuando el DNA de dos cepas diferentes es digerido por la misma enzima de
restriccidn, y a continuacion sus respectivos productos se separan mediante
etectroforesis, generalmente es facil establecer diferencias entre ambos
conjuntos de bandas. Sin embargo, ocasionalmente dichas diferencias pueden
ser muy pequefias, en cuyo caso se puede recurrir al andlisis por Southern-blot

(consultar la figura 3) (44).

Figura 3. Mapa de restriccién obtenido mediante RFLP.
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CONCLUSIONES

1. Neisseria gonorrhoeae presenta forma de diplococos Gram negativos y sus
requerimientos nutricionales determinan el empleo de medios selectivos muy
enriquecidos, tales como el Thayer Martin modificado, para lograr su

aislamiento en el laboratorio.

2. El gonococo puede ser diferenciado del resto de las especies del género
Neisseria mediante pruebas de oxidacion de carbohidratos, reacciones de

coaglutinacion y a través de la PCR.

3. Las diversas entidades clinicas asociadas a la gonorrea son: la vagino-
cervicitis, uretritis, faringitis, proctitis y la oftalmia neonatal; sin embargo, a
falta del tratamiento oportuno, pueden sobrevenir cuadros de mayor
gravedad, entre los que destacan la gonococcemia, artritis, endocarditis,
meningitis -causados por cepas auxotrofas a arginina, hipoxantina y uracilo-,

asi como la epididimitis (en el varén) o la salpingitis, peritonitis y
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perihepatitis (en la mujer); la epididimitis y la salpingitis suelen resolverse

por fibrosis, provocando infertilidad en el(la) paciente.

4. La creciente aparicion de cepas resistentes a las penicilinas y tetraciclinas ha
conducido al empleo de nuevos regimenes terapéuticos basados en ¢l empleo
de espectinomicina, fluoroquinolonas de reciente produccion y cefalosporinas
de amplio espectro (destacando la cefoxitina), cuya seleccion debe

fundamentarse en la realizacion de pruebas de susceptibilidad in vitro.

5. Neisseria gonorrhoeae cuenta con diversos factores de virulencia que le
confieren patogenicidad; los principales son: sus adhesinas (los pili y la
proteina P.II), la porina P.1, el lipo-oligosacarido (LOS), la porina P.II, la
IgA hidrolasa y los receptores proteicos de la transferrina y lactoferrina
humanas. Los pili promueven la adhesion inicial a las células epiteliales y
sufren constantes variaciones antigénicas que originan la obsolescencia de los
anticuerpos; la P.II actiia como invasing; la P.1 funge como agresina; el LOS
es anticomplementario e induce el proceso inflamatorio; la P.II es muy
inmundgena y capta numerosos anticuerpos anti-P.1IT que impiden la reaccion
de los anticuerpos “bactericidas™ anti-LOS y anti-P.I; la IgA hidrolasa

escinde a los anticuerpos de la clase IgA secretoria, liberando al
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microorganismo; finalmente, los receptores de transferrina y lactoferrina

permiten que el microorganismo obtenga hierro.

. El diagnéstico de laboratorio de la gonorrea se realiza generalmente mediante
metodologias microbiolégicas que implican el aislamiento del gonococo y su
secuencial identificacién bioquimica y/o inmunologica; sin embargo, dada su
rapidez y confiabilidad, resultaria muy positivo que un mayor nimero de
laboratorios también incorporara a la PCR. Esta se basa en la amplificacion
de segmentos de DNA especificos del agente etioldgico, los cuales
posteriormente se identifican por una simple electroforesis, por Southern blot

o por RFLP.
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