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ETS

INTRODUCCION

Las enfermedades de transmisién sexual (ETS) representan un grupo de
padecimientos infecciosos, algunos de los cuales son clasificados como de
notiﬁcaciéh obligatoria en la mayoria de los paises, y su elevada frecuencia
incide fundamentalmente entre la gente joven con vida sexual activa y en

edad reproductiva.

La especialidad clinica en las ETS ha evolucionado en los tltimos tiempos,
abarcando desde ‘Ias afecciones clasicas tales como la gonorrea, sifilis,
chancroide, linfogranuloma venéreo y granuloma inguinal, hasta
enfermedades producidas por multiples bacterias (incluyendo a las bacterias
entéricas), hongos, ectoparasitos, protozoarios y virus. Es decir, actualmente
las ETS incluyen a todos los patégenos capaces de ser transmitidos entre tos

humanos a través de las relaciones sexuales (15, 100).

Las ETS se han agrupado o clasificado con base en Ia entidad clinica y/o tos
signos que provocan al individuo, en enfermedades genitales ulcerativas, de la
mucosa genital, epidérmicas, vaginales y con sindrome de enteritis/diarrea. La
tabla 1 enumera a las ETS, asociandolas a su respectivo agente causal y a su

clasificacion segun Shulman y cols. (100).
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Tabla 1. Ciasificacion de las ETS y su agente causal (100).

epidérmicas

CLASIFICACION NOMBRE AGENTE CAUSAL
Sifilis Treponema pallidum (B)
id Haemophilus ducreyi (B
Enfer ades Chancroide emophi L rey{ (B)
genitales Granuloma inguinal Caly mml.oa’t'c: btz'aclenBum
ulcerativas ngntl\le ats ( I)
irus herpes simplex
Herpes VHS-1y VHS-2 )
Gonorrea Neisseria gonomhoeae (B)
Enfermedades Clamidiasis Chlamydia trachomatis (B)
dela mucosa Mycoplasma hominis,
genital Micoplasma Mycoplasma genitalum,
Ureoplasma urealyticum (B)
Papilomavirus humano Virus del p(a\?;%r;\a humano
Enfermedades

Molusco contagioso

Molluscum contagiosum (V)

Enfermedades ectopara-
sitarias: piojos y sarna ©

Phthirus pubis (ladilla)
Sarcoptes Scabiei (acaro)

Candidiasis vulvovaginal

Candida albicans (L)

con sindrome de
enteritis/diarrea

Enfermedades - —— - ——
vaginales Tricomoniasis Trichomonas vaginalis (P)
Vaginosis bacteriana Gardenella vaginalis (B) ©
. . Shigella sonnei, S. flexneri
Shigelos 4
Enfermedades 'gelosis (B)

Salmonelosis

Especies de Salmonella (B)

Campilobacteriosis

Campylobacter jejuni (B)

Amibiasis

Entamoeba histolytica (P) ®

CLAVES: (B) = bacteria; (P) = parasito; (V) = virus; (L) = levadura.

(1) = La gran mayoria de las infecciones genitales primarias y recurrentes son
producidas por el VHS-2

(2) = Se transmiten por cualquier contacto personal estrecho y también por
animales, en particular perros.

(3) = Por su interaccion con bacterias anaerobias y micoplasmas genitales.

(4) = Por contacto anogenital u oroanal.

(5) = AlNn no existen claras evidencias.



ETS

Si bien en los dltimos anos han surgido nuevos padecimientos sexuales,
destacan sobre todo otros tres aspectos que han resultado cruciales para
mantener e incrementar el interés de los infectdlogos en las enfermedades

adquiridas por contacto sexual:

a) La permanencia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)

producido por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

b) La resistencia progresivamente creciente a los antimicrobianos,
principalmente por parte de especies tales como Neisseria. gonorrhoeae,

Haemophilus ducreyi y algunos otros patdgenos urogenitales.

c) Las fuertes evidencias de que las ETS (ulcerativas y no ulcerativas)
representan factores predisponentes criticos en la adquisicion y
transmision del VIH, ya que proporcionan una puerta de entrada mas
accesible a las secreciones genitales y al VIH, asi como al reclutamiento

de linfocitos T activados CD4" (15).

Las ETS y sus complicaciones no estan distribuidas uniformemente entre la
poblacién, en virtud de que sdlo ciertos grupos se encuentran en fiesgo de
adquirirlas o transmitilas y, de ellos, hay algunos subgrupos especificos que
sufren las complicaciones. Se ha estimado que se diagnostican anualmente
330 millones de casos de ETS en todo el mundo, 5 a 12 millones de los cuales

ocurren en Estados Unidos; esta cifra es rebasada en el sureste de Asia
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donde se detectaron alrededor de 150 millones de casos nuevos en el afio de

1995.

Adicionalmente, las enfermedades ocasionadas por Chlamydia trachomatis y
Neisseria gonorrhoeae (clamidiasis genital y gonomrea, respectivamente),
representan las infecciones bacterianas mas comunes transmitidas
sexualmente a nivel mundial. Los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades calcularon que, en el afio 1996, se presentaron en EUA de 2.5
a 3.3 millones de infecciones clamidiales, 660,000 gonocdccicas y 130,000

casos de sifilis (15, 59, 67, 88, 117).

En los paises pobres o subdesarrollados, los datos sobre las ETS y sus
complicaciones son muy limitados, 1o que podria significar que su incidencia
es subestimada. Ello incluye a México, en donde el problema de las ETS no
se conoce debidamente, ain cuando su frecuencia en la poblacion general
fluctia entre 0.1 y 0.5 %, cifras que se incrementan a 10-20 % en los grupos
considerados de alto riesgo; evidentemente el grupo etario mas afectado es el

de 18 a 24 afos y la relacidn hombre-mujer varia entre 7:1 y 10:1 (15, 88).

Por lo regular, las ETS son asintomaticas y su diagndstico resulta dificil y

costoso. Hace 15 arfios, aquél dependia en gran medida de métodos
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tradicionales tales como el cultivo, el ensayo inmunoenzimdtico y la
inmunofluorescencia directa o indirecta; no obstante, en el lustro mas reciente
han habido importantes avances en cuanto a la deteccién de dichas
patologias, con base en el advenimiento de |a tecnologia de amplificacion de
acidos nucleicos y en la introduccion de pruebas no invasivas que emplean

muestras urinarias (67, 88).

A pesar de la disponibilidad de regimenes terapéuticos eficaces, es importante
subrayar que la prevencion y el control resultan mas econdmicos y saludables.
En EUA, el Comité Asesor sobre prevencion del VIH y ETS de los Centros
para el Control de Enfermedades (CDC Advisory Committee on HIV and STD
Prevention), fomenta intensamente diversos programas activos de control
destinados como medida primaria a las infecciones transmitidas sexualmente

(117).

La mujer embarazada es parte de un grupo especial para el control de las
ETS, ya que estas patologias pueden llegar a alterar el curso normal del
embarazo, el parto, el puerperio y la lactancia, situacion que compromete |a
salud del binomio madre-hijo. Las ETS suelen significarse como un evento de
inter-recurrencia, ya que los patégenos transmitidos sexualmente llegan a

desempeniar papeles relevantes en la etiolegia del embarazo ectdpico, el
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aborto espontaneo, los mortinatos, el parto prematuro, las infecciones

congénitas y en las infecciones puerperales maternas (15).

En relacion con la edad pediatrica, las ETS son mads frecuentes en los dos
extremos de dicho lapso: en recién nacidos y en adolescentes. En cuanto al
recién nacido, estas afecciones se pueden adquirir in utero o al paso a través
del canal vaginal durante el parto; en lactantes mayores, preescolares y

adolescentes, la transmision tiene lugar debido a abuso sexual (59)

.Por otro lado, los adolescentes son considerados de alto riesgo, en virtud de
los motivos siguientes: desarrollan diversas afecciones a temprana edad;
practican relaciones sexuales sin medio de proteccidon alguno; son
biolégicamente mas susceptibles a la infeccion; tienen mayores
probabilidades de contraer padecimientos asintomdticos; son mas renuentes a
acudir a consulta médica, ya que enfrentan multiples obstaculos para utilizar
los servicios de salud; se aplican tratamientos empiricos (sin establecer la
etiologia correspondiente); no son sujetos a vigilancia epidemiolégica en
pareja; y suelen experimentar complicaciones tempranas o tardias durante su

vida sexual (15).

Otro muy destacado grupo de interés es el constituido por los(as)
trabajadores(as) sexuales, entre los cuales la prevalencia de ETS es

particularmente elevada, sobre todo cuando no se implementan estrategias
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efectivas de prevencion; por obvio, la adecuada difusibn acerca de la
creciente informacién que se genera en torno a dichos padecimientos, a las
practicas sexuales de estas personas y a la necesidad de adoptar diversas
medidas protectoras, resulta de gran importancia en el desarrollo de cualquier

programa de control (88).

Es decir, se pretende que la prevenciéon y control de las ETS estén

fundamentados en cinco conceptos principales:

= La educacion tendiente a reducir los riesgos de contraer alguna ETS: la
participacion en el autocuidado de la salud sexual, la abstinencia sexual
en tanto se sufra de lesiones activas y durante los lapsos de
tratamiento -tanto en el paciente como en su pareja sexual- y el uso

correcto del condon.

= La deteccion de individuos asintomaticos, e inclusive, de enfermos

sintomaticos que no han acudido a consulta.

» La realizacion de diagndsticos certeros y el establecimiento de
regimenes terapéuticos apropiados; en este ultimo caso, el uso de

microbicidas topicos por parte de la mujer se ha venido implementando
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como una nueva estrategia de salud para prevenir la diseminacion de
esta clase de padecimientos. Cabe mencionar que, en los ultimos aios,
se ha estudiado intensamente a las protegrinas, consistentes en
moléculas peptidicas con actividad microbicida, producidos por
leucocitos porcinos y cuya actividad contra N. gonorrhoeae, los cuerpos
elementales de C. trachomatis y viriones del VIH tipo 1 se ha

comprobado debidamente (84, 85).

La notificacion, evaluacion y el tratamiento de las parejas sexuales de

los individuos que padecen alguna ETS.

La inmunizacion, via ia aplicacion de vacunas, ya que éstas
representarian una solucién eficiente y de largo plazo para el control de

este tipo de afecciones (15, 20).
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OBJETIVOS

v Describir los aspectos mas sobresalientes acerca de las diversas
afecciones ocasionadas al ser humano por Treponema pallidum,
Chlamydia trachomatis y Neissena gonomhoeae, subrayando los
mecanismos de patogenicidad del agente causal y los regimenes

terapéuticos correspondientes.

v'  Seifialar las principales metodologias implicadas en la identificacion de
laboratorio de estas bacterias, incluyendo aquéllas que se encuentran en

fase de desarrollo.

v Describir las medidas de prevencion y/o control de cada uno de los
padecimientos ocasionados por estos microorganismos, asi como los

avances logrados en el desarrollo de vacunas eficaces.
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I. Treponema pallidum y LA SIFILIS

Treponema pallidum es el agente etiologico de la sifilis, enfermedad de
transmision sexual que aqueja a la raza humana desde hace varios siglos y
que continua representando un importante problema de salud publica en el
ambito mundial, a pesar de que desde hace mas de cinco décadas se cuenta

con un tratamiento efectivo.

Adicionalmente, las ulceras genitales en general, incluido el chancro de la
sifilis primaria, han sido identificadas como cofactores para la transmision del

virus de la inmunodeficiencia humana.

Asi mismo, el diagndstico de este padecimiento ofrece retos para el
laboratorio clinico no asociados con la mayoria de las infecciones bacterianas,
pues la falta de un medio de cultivo que permita el crecimiento del
microorganismo a partir de muestras clinicas ha traido la necesidad de usar
metodos alternativos (los cuales carecen de sensibilidad en algunas etapas de
la enfermedad y de especificidad en algunas poblaciones) para su deteccién o

la de anticuerpos especificos.

10
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Todo lo mencionado hace que las investigaciones entorno a este
padecimiento se enfoquen en la busqueda de proteinas de membrana externa
que sean potenciales determinantes de la virulencia y vacinégenos, y en el

desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico mas sensibles y especificas.

i. Caracteristicas microbiolégicas del género Treponema

Especies principales

En general, las espiroquetas se ubican en el orden Spirochaetales, constituido
por las familias Leptospiraceae y Spirochaetaceae. Esta altima consta de
cuatro géneros, uno de los cuales es Treponema, que inciluye a cuatro
especies patégenas para el ser humano y, por lo menos, diez especies no
patégenas que integran la flora habitual de la cavidad oral y el tracto genital

(48, 58, 74).

A diferencia de las especies no virulentas, las especies patéogenas nunca se
han logrado cultivar in vitro; tal es el caso de T. pallidum, causante de la sifilis
venérea, T. endemicum productora de la sifilis endémica (también
denominada bejel); T. pertenue, que ocasiona la frambesia y 7. carateum

agente causal de la pinta (45, 48).

Cabe mencionar que la diferenciacion de estas especies es dificil y

comunmente se basa en la forma en la que se manifiesta el padecimiento, en

1
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su severidad y en {a infectividad hacia los animales de laboratorio; por ello, en
el Bergey's Manual of Sistematic Bacteriology (1984) la nomenclatura se
reestructuré para reflejar la homologia entre ellas. Asi, la especie Treponema
pallid;lm lincluye a tres patogenos (consultar la tabla 2): T. pallidum
subespecie pallidum, T. pallidum subespecie endemicum y T. pallidum
subespecie pertenue; es decir, T. carateum permanece como una especie
separada, debido a |la falta de informacién genética (48, 58, 74). Tal como se
acostumbra en la literatura especializada, en el presente texto se empleara el
término T. pallidum para aludir especificamente al agente causal de la sifilis

venérea.

12
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Treponema pallidum
Tabla 2. Caracteristicas de las especies patdgenas de Treponema (74)
. . Edad mas . Infeccion
Bacteria Enfermedad Distribucién susceptible Transmision congénita
T. pallidum subsp . . Adolescentes y| Contacto -
pallicum Sifilis venérea Mundial adultos sexual Si
Areas tropicales,
T. pallidum subsp Frambesia |Africa, América del Nifios Através de la No
pertenue (pian) Sur, Caribe, piel
Indonesia
. . Areas &ridas .
T. pallidum subsp Sifilis . o Denifiosa | Membranas
endemicum endémica Af”%aé :{A : dio adultos mucosas Rara vez
Areas célidas,
. semiéridas, Nifiosy  |Atravésdela
T. carateum Pinta América Centraly | adolescentes piel No
del Sur
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Morfologia y estructura

T. pallidum es una espiroqueta que mide 0.09 a 0.2 um de diametro por 5 a 20
um de longitud, lo que impide su observacion al microscopio de luz: debido a
su diametro celular tan pequeiio, deben emplearse microscopios de campo

oscuro o de contraste de fases (48, 74, 83).

Morfoldégicamente, las espiroquetas de T. pallidum presentan hélices regulares
(entre 6 y 14 por célula), con una longitud de onda de 1.1 um. Sus extremos
no son tan puntiagudos y carecen de la forma de gancho caracteristica de

algunas espiroquetas comensales (74).

La estructura de T. pallidum es similar a la de otras Spirochaetaceae (48),

desde dentro hacia afuera presenta (ver figura 1):

1. Un cilindro protoplasmadtico, el cual encierra el contenido celular y esta
limitado por una membrana citoplasmatica asociada estrechamente a la

capa de peptidoglucano (48, 83).

2. Espacio periplasmico, en el que se sittan las fibrllas axiales o
endoflagelos. Estos inician en cada extremo de la espiroqueta, se enrollan
a lo largo del cilindro protoplasmatico y pueden superponerse en el centro
del microorganismo (45, 48, 83). Es importante mencionar que el nimero

de endoflagelos por extremo celular representa una caracteristica

14
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morfologica de cada especie; asi, en las especies virulentas de Treponema

es de tres (48).

Debido a la accion del endoflagelo, el microorganismo exhibe movimientos
rapidos de rotacion sobre su propio eje (similar a un sacacorchos) en las
preparaciones en fresco, y los movimientos de flexion también pueden
ocurrir, a diferencia de los de translacion, que soélo se observan en medios

viscosos (74).

Otras proteinas son relativamente poco abundantes y/o poco

inmunogénicas durante la infeccion sifilitica (98).

La membrana externa; ésta es dificil de visualizar debido a su labilidad y a
su bajo indice proteinas/lipidos (86). (consultar fa parte de factores de

virulencia).

Como resultado de su arquitectura de doble membrana, se ha considerado a

T. pallidum como una bacteria Gram negativa. No obstante, ello aparenta ser

inapropiado, ya que su membrana externa es mas fragil que la de aquélias vy,

ademas, no contiene lipopolisacaridos (LPS o endotoxina), lo que explica por

qué la sifilis carece de la patofisiologia séptica tipica de las infecciones

ocasionadas por la mayor parte de los microorganismos Gram negativos (86).

15
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Figura 1. Estructura de T. pallidum

Proteina(s)
(TROMPS)
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n
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BaasbLaaL ABRRLYS

me {

espacis
periplasmitice

Aunclaje lipidice
ala membrana

Adaptado de 26
CLAVES: ME = membrana externa; EF = endoflagelos; LP1, LP2 =
lipoproteinas; pg = peptidoglucano; MC = membrana citoplasmatica.

Cultivo
Hasta la fecha, no se ha logrado cultivar a 7. pallidum en medios artificiales,
huevos embrionados o cultivos de tejido (45). Su propagacion (cepa Nichols)

se realiza mediante la inoculacién intratesticular en conejos, los cuales

desarroilan infecciones primaria y secundaria similares a las humanas (48).

16
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La bacteria tiene un tiempo de generacion muy prolongado (de airededor de
30 h), se divide por fisién transversal, es microaerdfila (ya que carece de los
genes que codifican para las enzimas superoxido dismutasa, catalasa, o
peroxidasa [101]), resiste muy poco fuera del organismo humano y muere
rapidamente por desecacion y a temperaturas de 40-42°C (45, 48). Sin
embargo, se mantiene movil y viable, durante 3 a 6 dias a 25°C, en un medio
complejo definido por WNelson, con albumina, vitaminas, aminoacidos,

cofactores y sales, en atmosfera de 95% de nitrégeno y 5% de CO; (45, 83).

Metabolismo

Los estudios fisioldgicos han mostrado que las capacidades biosintéticas de T.
pallidum son limitadas, por lo que su desarrollo requiere de multiples
nutrientes del hospedero; de hecho, la reciente secuenciacion de su genoma
confirma su incapacidad para sintetizar enzimas, cofactores, acidos grasos y
nucleétidos de novo; no produce las enzimas para convertir fosfoenolpiruvato
o piruvato en aspartato ni para realizar la -oxidaciéon de los acidos grasos

(27, 101).

Debido a lo anterior, la bacteria accede a los diferentes nutrientes por medio
de 18 transportadores distintos para aminoacidos, carbohidratos y cationes;
ademas, su falta de LPS en la membrana externa, origina que ésta sea mas

permeable a los compuestos de naturaleza lipofilica: de hecho, los acidos
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grasos de cadena corta (oleico, palmitico y linoleico) los adquiere mediante

difusion pasiva (27, 101).

Por otro lado, se sabe que este microorganismo posee genes que codifican
para todas las enzimas de la via glucolitica, 10 que sugiere que utiliza varios

carbohidratos como fuente de energia (101).

Finaimente, la neelaredoxina, proteina que emplea fierro como cofactor
inorganico, cataliza la permanencia de un equilibrio redox entre el superdxido
y el perdxido de hidrogeno (accion de superdxido reductasa), mecanismo

utilizado por la espiroqueta para hacer frente al estrés oxidativo (51).

Diferenciacion

Tal como se mencion6 con anterioridad, 7. pallidum subsp pallidum es
indistinguible morfologica y antigénicamente de las demas subespecies y
especies patégenas del género (83); inclusive, varias regiones de su genoma,
las cuales han sido “blanco” de diversos estudios, no son de utilidad para

efectuar la diferenciacion correspondiente (23).
Las razones que explican la poca diversidad genética de estos

microorganismos son inciertas, si bien aparentan incluir la falta de sistemas de

recombinacion y transferencia de DNA, plasmidos y transposones, o bien, sus
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mecanismos de restriccion son muy eficaces e impiden cualquier recambio de

acidos nucleicos con otros microorganismos (23).

A pesar de ello, recientemente se definié una region génica que codifica para
la lipoproteina de 15-kDa (TpN15, de T. pallidum Nichols), la cual distingue a
T. pallidum subsp pallidum de las subespecies pertenue y endemicum (77,

101).

Esto es de particular importancia para las comunidades infectadas que viven
en areas donde la frambesia y el bejel son endémicos y para llevar a cabo las
evaluaciones a los inmigrantes provenientes de esos lugares, ya que los
métodos de diagnodstico serolégico estandar no discriminan entre estas

afecciones y la sifilis venérea (23).

ii. Sifilis

Patologia y patogenia

La sifilis, enfermedad de los vasos sanguineos y las areas perivasculares,
tiene fundamentalmente tres etapas activas y un periodo de latencia, ias

cuales se relacionan con la duracion de la infeccién (48, 100).

7. pallidum penetra al organismo humano a través de heridas, excoriaciones,

fisuras no evidentes o diminutas abrasiones ocurridas durante las relaciones
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sexuales (59, 93). Una vez ubicados en los tejidos subepiteliales, los
microorganismos se reproducen extracelularmente en forma local y se
diseminan mediante los vasos linfaticos perivasculares hacia la sangre.
Adicionalmente, la bacteria se puede transmitir de ia mujer embarazada
infectada hacia el feto, quien adquiere la sifilis congénita (consultar ia figura 2)

(48, 93).

El periodo de incubaciéon fluctia entre 10 y 90 dias con una media de 3

semanas y parece estar relacionado con el tamano del in6culo (59, 101).

Sifilis primaria. Esta etapa es altamente contagiosa y se caracteriza por la
aparicion de una Ulcera cutanea, denominada chancro, resultado de la
respuesta inflamatoria a la infeccion en el sitio de inoculacién. La lesion es
firme, de 0.3 a 3 cm de tamafnio, por lo general indolora, con margen bien
definido y bordes indurados, y de ella drena una secrecibn serosa poco

abundante (59, 100, 101).

En el vardn, el sitio mas afectado es el pene, en tanto que, en la mujer, en
orden decreciente, se ven implicados el labio mayor, menor y el perineo; sin
embargo, la lesion también se puede localizar en el cuello uterino o en la
pared vaginal, por lo que puede ser pasada por alto, situacién que también
ocurre cuando se trata de hombres homosexuales, en quienes es comin el

chancro ano-rectal (48, 101).
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Figura 2. Patogenia de la sifilis (93).
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Es importante mencionar que los chancros extragenitales son frecuentes, en
los dedos, el borde de la lengua y el ano, en donde el dolor es un sintoma
prominente. Otro signo comun es la linfadenopatia regional (unilateral o
bilateral) no dolorosa (100, 101). El chancro suele desaparecer en forma
espontanea, sin dejar cicatriz, en 3 a 4 semanas, con variaciones de 1 a 5 (59,

100).

Sifilis secundaria. La etapa secundaria inicia 2 a 12 semanas después de la
desaparicion del chancro y es el resultado de la diseminacion sistémica del
microorganismo, mismo que se reproduce en los ganglios linfaticos, el higado,

las articulaciones, musculos, piel y mucosas (59, 93).

La manifestacidn mas comin de esta fase es una erupcion cutanea que
aparece en el 75 a 100% de los pacientes y que puede ser eritematosa,
macular, maculopaputar o folicular, hasta pustular, involucrando a todo el
cuerpo, incluyendo las palmas de las manos y las plantas de los pies (100,

101).

En las mucosas, las lesiones aparentan parches mucosos blancos, sobre todo
en la lengua, la cavidad bucal y los labios; ademds, se producen condilomas
planos (papulas palidas) alrededor de las areas mas humedas, tales como
vagina y ano. lgual que en ia etapa primaria, todas las lesiones mencionadas

son contagiosas (45, 48, 101).
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Otras manifestaciones propias de este estadio son la irritacion faringea, fiebre,
hepatitis, linfadenopatias generalizadas, malestar general, alopecia por zonas,
adelgazamiento del tercio lateral de las cejas, anorexia, nauseas y vomito (48,

100, 101).

Las complicaciones oculares de la sifilis secundaria pueden abarcar procesos
inflamatorios que incluyen afectacion del nervio Optico y anormalidades

pupilares (101).

LLos signos secundarios a la respuesta inmunoldgica generalizada abarcan el
sindrome nefrético por inmunocomplejos (originado por el deposito de éstos

en la membrana basal glomerular), la artritis y las artralgias (48).

Sifilis latente. Al periodo secundario le sigue una prolongada fase de
latencia, que se extiende por 2 a 20 afios (59) y se le define como el lapso que
se presenta en pacientes con prueba serologica positiva para la enfermedad;
transcurre sin signos o sintomas, ya sea que el individuo termine por alcanzar
la cura terapéutica o, en su defecto, llegue a desarroliar las manifestaciones

terciarias (100, 101).

Esta etapa se divide, arbitrariamente, en latente temprana, cuando su
duraciéon es menor a 1 afo, y en latente tardia si rebasa dicho lapso. La
primera se considera potenciaimente infecciosa; ademas, las mujeres

embarazadas que dan a luz durante este periodo llegan a tener bebés con
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sifilis congénita. Por su parte, la segunda se caracteriza por el desarrollo de
inmunidad contra las recaidas y por resistencia adquirida (no duradera) contra

la infeccién (100).

Sifilis terciaria. Por lo general, |a sifilis terciaria s6lo se hace evidente hasta
varios afos después de la fase secundaria (entre 1 y 46 afios, con una media
de 15). En esta etapa, el paciente puede desarroliar lesiones localizadas no
progresivas, denominadas gomas o sifilomas, en los tejidos blandos ¢ en los

huesos de cualquier parte del cuerpo (48, 93, 100, 101).

Los gomas corresponden a lesiones granulomatosas que contienen pPocos
treponemas y células inflamatorias; aparecen como resultado de una marcada
reaccion inmunolégica y, si bien se pueden considerar benignas (sifilis
terciaria benigna), en ausencia de tratamiento llegan a destruir
permanentemente los tejidos afectados, abarcando a los sistemas

cardiovascular, nervioso central y musculo-esquelético (48, 93,100).

Sifilis cardiovascular. Aproximadamente 10 a 40 afios después de la sifilis
primaria, aparecen signos de compromiso cardiovascular en 80% de los
pacientes no tratados (48, 100). Las principales alteraciones de esta indole
incluyen al aneurisma aértico y a la disfuncién de la valvula adrtica (100), e
inclusive, la reaccion inflamatoria implicada puede causar insuficiencia

miocardica y la muerte (48).
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Neurosifilis. La sifilis del sistema nervioso central se presenta en el 3 a 7% de
los pacientes, aunque existen claras evidencias de que numerosos individuos
sufren invasion del liquido cefalorraquideo (LCR) por espiroquetas desde las

primeras etapas de la enfermedad (100, 101).

Después de la invasion inicial del LCR, las infecciones no tratadas o tratadas
inadecuadamente pueden seguir diversos cursos: rasolucién espontanea,
meningitis asintomatica o meningitis sifilitica aguda. Posteriormente, la
enfermedad puede permanecer asintomatica o progresar hasta sifilis

meningovascular, paresis o tabes dorsal (101):

e La neurosifilis asintomatica se caracteriza por {a ausencia de sintomas
neurolégicos, aunque aparecen anormalidades en el LCR, tales como
linfocitosis moderada, proteinas ligeramente elevadas y prueba no

treponémica positiva (100).

e La sifiis meningea es muy rara y se puede parecer a la meningitis
aséptica. Los hallazgos clinicos incluyen dolor de cabeza, confusién,
nauseas, vomito, rigidez del cuello; los nervios craneales comunmente
involucrados son los Opticos y los auditivos (100, 101). Por lo regular los
pacientes son jovenes y las pruebas no treponémicas en LCR sueten ser

positivas (100).
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Las manifestaciones mas comunes de la sifilis meningovascular incluyen
dolores de cabeza durante varios dias o semanas, hemiparesis o
hemiplejia, cambios psicologicos 0 conductuales, convulsiones, vértigo e

insomnio (100, 101).

La paresis corresponde a una meningoencefalitis asociada a invasion
directa del cerebro por T. pallidum (100). Su tiempo de incubacion fluctua
entre § y 25 arios, los sintomas son mas comunes en hombres que en las
mujeres y son similares a otras formas de demencia con irritabilidad,
cambios en la personalidad, pérdida gradual de la memoria y de las
funciones cognoscitivas. Cuando la enfermedad contintia, la demencia

progresa hasta imitar a los padecimientos psiquiatricos (101).

El tabes dorsal es el compromiso de las columnas dorsales de la médula
espinal, 1o que ocasiona la pérdida de la sensacién de la posicion (93,
101). Las manifestaciones tempranas abarcan dolores relampago de las
extremidades inferiores, parestesias, cambios en la pupila y ataxia. Las
anormalidades del LCR son frecuentes, pero las pruebas inmunolégicas no
treponémicas en el liquido espinal y en el suero pueden revertirse a la

normalidad en casos tratados con sintomas persistentes (100, 101).
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Respuesta Inmune

Un aspecto importante de la inmunologia relacionada a la sifilis se basa en 1a
identificacion de los factores treponémicos que inician la respuesta
inflamatoria. Como ya se menciond, T. pallidum carece de LPS, un potente
.agonista inflamatorio, sin embargo, el microorganismo posee abundantes
lipoproteinas que fungen como los principales mediadores proinflamatorios y
activan eficazmente in vitro a varias células del sistema inmune, incluidos los
monocitos, macrofagos, linfocitos y células endoteliales. Obviamente, esto no
excluye la posibilidad de que otros componentes bacterianos, tales como el
peptidoglucano y los glucolipidos, puedan contribuir a la respuesta

inflamatoria global (14, 34).

Algunas otras moléculas implicadas en el desarrollo de la respuesta inmune
protectora son las proteinas transmembranales TROMPs (por T. pallidurn rare
outter membrane proteins), las que ademas se relacionan con las propiedades
patogénicas del microorganismo y con la posibilidad de que tenga lugar la

infeccion cronica (62).

Estudios recientes han demostrado que la activacion de la respuesta inmune
celular es consecuencia de la fagocitosis y degradacion del microorganismo,
acciones que liberan a las lipoproteinas de sus respectivos compartimentos y

que promueven la interaccion de estas ultimas con receptores celulares tales
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como el CD14; de esta manera, se estimula la secrecidn de citocinas

proinflamatorias y de f-quimiocinas (14, 97).

Cabe sefialar que las células dendriticas (CD) son los primeros componentes
del sistema inmune que contactan a los diversos antigenos en la piel y en las
membranas mucosas —los sitios principales de infeccion sifilitica—, para dar
inicio a una respuesta de células T antigeno-especifica. En ésta destacan las
células Th1 (aunque no se puede excluir totalmente a las Th2) las cuales,
junto con su patrén de citocinas (IL-2, INF-y e IL-12), promueven la activacion
de macrofagos y la destruccién bacteriana en la sifilis temprana. En la sifilis
tardia se piensa que estas células participan en el desarrollo de inmunidad a

la reinfeccion (3, 14).

Asi mismo, varias evidencias apoyan la importancia de la inmunidad humoral
en la sifilis, incluyendo a 1a proteccion pasiva, a la inhibicion de la adherencia
e invasion de T. pallidum en cultivos celulares, a la fagocitosis por macréfagos
obtenidos de conejo y a la accidon bactericida del complemento dependiente

de anticuerpos (62).

Sifilis y VIH

Desafortunadamente, las uUlceras genitales también fungen como cofactores
para la transmision bidireccional del virus de la inmunodeficiencia humana tipo

1 (VIH-1); en tal sentido, los sifiliticos estan predispuestos a transmitir 0 a
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adquirir este virus, en virtud del desarrollo de udlceras durante las etapas

primaria y secundaria de la enfermedad (97).

Diversos trabajos han mostrado que los principales componentes inflamatorios
de T. pallidum (lipoproteinas, etc.) pueden estimular al CCRS5, el principal
correceptor para ia entrada del VIH-1 cepa M-tropic (la cepa que se transmite

con mayor frecuencia por via sexual) a los monocitos humanos (101).

Adicionalmente, las citocinas secretadas pueden atraer numerosos
macrofagos y linfocitos T que expresan el CD4 al sitio de replicacion del
microorganismo, lo que provee de mas células “blanco” al VIH-1, cepa T cell-
tropic, cuyo correceptor CXCR4 no resuita tan buen promotor de la

transmision pero si del progreso de la enfermedad (97).

Todo este escenario explica, en parte, porqué los sifiliticos estan
predispuestos a adquirir el VIH (97); en tal caso, se ha comprobado
ampliamente que el espectro clinico de la sifilis y la rapidez con que ésta
avanza se pueden modificar cuando ocurre una infeccion concomitante por

dicho virus (100).

Sifilis congénita

La sifilis congénita a menudo constituye una forma severa y mutilante del

padecimiento y es resultado de la transmision transplacentaria al feto,
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situacién que puede ocurrir durante cualquier estadio clinico de la enfermedad

materna (48).

Durante el embarazo, la espiroqueta puede atravesar la placenta desde la
décimo sexta semana de gestacién, liberandose directamente hacia la
circulacion fetal; ello ocasiona espiroquetemia con una alta diseminacion (48).
La competencia inmunitaria del producto empieza a desconocer al
microorganismo hasta después del quinto mes, cuando se producen las

lesiones tisulares o la muerte fetal (48, 59).

Al nacer, los neonatos pueden parecer normales, salvo por el menor peso
para la edad gestacional, anemia moderada y abdomen prominente (puede
haber hepatoesplenomegalia). La situacidon clinica del recién nacido
corresponde a la etapa secundana de la enfermedad (la fase primaria ocurre
in utero) y suelen transcumir 2 a 4 semanas antes de las primeras
manifestaciones clinicas, las cuales incluyen fisuras periorales y anorrectales,
lesiones bulbosas en palmas de las manos y plantas de los pies, rinitis
hemorragica y lesiones anulares en cuello y cara; sin embargo, en ocasiones

estas aparecen después del aio de vida (59).

Posteriormente, la enfermedad terciaria ocurre cerca de los 2 afios de edad,
aunque rara vez ha. tenido lugar después de cumplirse los 30. Algunas
lesiones dejan cicatrices que persisten como “estigmas” de la enfermedad,

destacando, en orden decreciente, los nddulos frontales de Parrot, manxilar
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superior corto, arco palatino elevado, triada de Hutchinson (dientes de
Hutchinson, queratitis intersticial, sordera del VIIl par craneal), nariz en silla de
montar, molares en forma de cupula, protuberancia relativa del maxilar inferior

y tibia en sable (48, 59).

Epidemiologia

La susceptibilidad del ser humano a la infeccién sifilitica es universal, e
inclusive, no ocurre resistencia natural ni adquirida a ninguna edad (59). La
forma primaria de transmision es la via sexual, a través del contacto directo
entre las mucosas (genital, anal, oral); adicionalmente, le sigue en frecuencia
el contagio a través de la placenta (83, 101). A este respecto, se sabe que la
mayoria de los infantes con sifilis congénita son infectados in utero, pero ello
también puede tener lugar al suceder el contacto con una lesidén genital activa

al momento del parto (101).

Actualmente, la transmisién por transfusion sanguinea es de menor
importancia, aunque tedricamente es posible, ya que el microorganismo

puede sobrevivir durante mas de § dias en la sangre refrigerada (101).
En el ambito mundial se estima que ocurren anualmente 12 millones de casos

nuevos de sifilis, siendo los paises subdesarrollados los mas afectados; en tal

sentido, destacan el sur y el sureste asidticos y la region africana del sub-
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Sara, en donde se reportaron, respectivamente, 5.8 y 3.5 millones casos en

1995 (14, 101).

En Europa, !la incidencia de este padecimiento se ha venido incrementado a
partir de 1992, especialmente en los paises de la Federacién Rusa, en donde

se alcanzan cifras de 263 casos por cada 100,000 habitantes (95).

En cuanto a México, la tasa observada en 1996 fue de menos de 1,500 casos
de sifilis adquirida y menos de 100 de sifilis congénita por cada 100,000

personas (59).

Independientemente de las cifras observadas en cada pais, |a probabilidad de
contraer ia enfermedad aparenta ir en aumento; algunos de los principales

factores predisponentes, son (59):

1. La progresiva apertura de la poblacion joven hacia las relaciones sexuales
prematrimoniales, o que se ha traducido en una mayor duracion de la
etapa sexual activa (59).

2. La disminucion de los niveles socioeconémicos y educativos entre los
grupos de mayor riesgo (93).

3. El uso de anticonceptivos hormonales, el cual ha conducido al menor
temor hacia el embarazo y, por io tanto, a mayor namero de contactos
sexuales y al menor uso de anticonceptivos fisicos (los cuales ofrecen

cierta proteccion hacia la infeccion) (59).
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4. Los movimientos de la poblacién: los internos, como resultado de la
industrializacion y de la urbanizacién crecientes; y los externos, en los
casos de los trabajadores migratorios, los turistas y los conflictos bélicos
(59).

5. El limitado acceso a los cuidados de salud y la disminuciéon en los servicios
de las clinicas departamentales (114).

6. Ei intercambio de sexo por drogas o por dinero para comprarias
(especiaimente la cocaina tipo “crack”) (114).

7. La dificuitad para encontrar a los contactos sexuales cuando, como suele

ocurrir, estan implicadas muitiples parejas (114).

De cualquier forma, los grupos con mayor riesgo de contraer sifilis siguen
siendo los jovenes, emigrantes, viajeros, marinos, homosexuales,

sexoservidores y la gente con situacion economica precaria (59, 101).

Tratamioento

Todos los estadios y las formas clinicas de la sifilis pueden ser tratados
exitosamente con penicilina G de accién prolongada ya que, por fortuna, T.
pallidum representa una de las pocas especies bacterianas que no han
desarrollado resistencia a dicho antibidtico (59, 91). No obstante, las dosis y
vias de administracion varian de acuerdo con a etapa de la enfermedad y el

historial alérgico del paciente; por obvio, siempre se obtendran mejores
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resultados cuando la enfermedad es diagnosticada en forma temprana, (91,

100).

Las recomendaciones actuales para el tratamiento de la sifilis se resumen en

la tabla 3, de la cual es preciso tomar en cuenta lo siguiente:

®
e

Las pacientes embarazadas alérgicas a la penicilina y los individuos con
neurosifilis solo pueden ser tratados con penicilina después de la
desensibilizacion. En caso de que ésta no resulte posible, en las mujeres
embarazadas se puede emplear eritromicina pero, al nacer, el producto
debe recibir tratamiento de inmediato, ya que este antibidtico no atraviesa
placenta. La tetraciclina esta contraindicada, debido a sus efectos nocivos
sobre el feto y la madre (59, 101).

La experiencia clinica con doxiciclina es menor que la asociada a la
tetraciclina pero, entre ambos agentes terapéuticos, se recomienda el uso
de la primera (101).

La eritromicina es menos efectiva que otros antimicrobianos (101).

La enfermedad terciaria se debe de excluir antes de empezar el
tratamiento de la sifilis latente (101).

En la neurosifilis, se han observado fracasos terapéuticos con penicilina
benzatinica, debido probablemente a que el medicamento, con base de
aceite, es incapaz de atravesar la barera hematoencefalica y alcanzar la

concentracién treponemicida minima en el LCR (0.018 pg/mlL. durante el
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tratamiento) (93, 101). Para resolver este inconveniente suele utilizarse
probenecid (derivado altamente liposoluble del acido benzoico), el cual
incrementa los niveles del antibiotico, tanto en el suero como en el LCR
(101).

La ceftriaxona, una cefalosporina de amplio espectro con una vida media
de 7 h en el suero (caracteristica que permite administraria en una sola
dosis diaria), posee la ventaja de penetrar mejor en el LCR; de esta
manera, se reducen los fracasos terapéuticos y/o la subsecuente
neurosifilis (101).

El tratamiento de los pacientes VIH positivos con sifilis primaria o
secundaria, es exactamente el mismo que el destinado a los VIH
negativos. En cambio, los individuos con sifilis latente tardia —de duracion
desconocida—- o con neurosifilis deben tratarse como VIH negativos y

darseles seguimiento a los 6, 12, 18 y 24 meses (114).

Tabla 3. Tratamiento de la sifilis en personas no infectadas por el VIH (101).

Tratamiento

Etapa Pacientes no alérgicos a la Pacientes alérgicos a la
_penicilina _ penicilina

Sifilis primaria,
secundaria y
latente
temprana (<1
afo)

Penicilina G benzatinica, 2.4 mU
i.m. en una sola dosis

Nifios: penicilina benzatinica,
50,000 U/Kg i.m., a un maximo de
24 my

Doxiciclina, 100 mg v.o. 2/d
por 2 semanas. O
Tetraciclina, 500mg v.o. 4/d
por 2 semanas. O
Eritromicina, 40mg/kg/dia
(max 500mg/dosis) v.0. en
dosis divididas por 14 dias.
(0]

Ceftriaxona, 1g diario por 8-
10 dias
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Latente tardia
(>1ano)o
sifilis latente de
duracién
desconocida

Penicilina G benzatinica, 7.2 mU
i.m., administrada como 3 dosis de
2.4 mU i.m cada una en intervalos
de 1 semana

Niflos: penicilina benzatinica,
150,000 U/Kg i.m., a un maximo
de 7.2 mU, divididas y dadas en 3
dosis iguales en intervalos de 1
semana

Doxiciclina, 100 mg v.o. 2/d
por 4 semanas. O

Tetraciclina, 500mg v.o. 4/d
por 4 semanas.

Sifilis terciaria
(gomas o sifilis
cardiovascular,
no neurosifilis)

Penicilina G benzatinica, 7.2 mU
i.m., administrada como 3 dosis de
2.4 mU i.m cada una en intervalos
de 1 semana

Doxiciclina, 100 mg v.o. 2/d
por 4 semanas. O
Tetraciclina, 500mg v.o. 4/d
por 4 semanas.

Penicilina G cristalina acuosa, 18-
24 mU diario, administradas como

':‘:c‘l’"j‘;zfgz 3-4 mU i.v. cada 4 h por 10-14
infeccion dnas., o pepu_:ulma procainica, 2.4
ocular muU i.m. diario, mas probenecid,
500 mg v.o. 4/d, ambas por 10-14
dias
Sifilis
congénita
Penicilina G cristalina acuosa,
100,000-150,000 U/Kg/dia,
administradas como 50,000
U/Kg/dosis i.v. cada 12 h por los
<1 (mmt;zde primeros 7 dias de vida y a partir
de entonces cada 8 h por un total
de 10 dias, o penicilina procainica,
50,000 U/Kg/dosis i.m. diario en
una sola dosis por 10 dias
Penicilina G cristalina acuosa,
>1mesde [200,000-300,000 U/Kg/diai.v.,
edad administradas como 50,000 U/Kg

cada 4-6 h por 10 dias

CLAVES: i.m = intramuscular; mU = millones de unidades; v.o = via oral; 2/d =
2 veces al dia; 3/d = 3 veces al dia; 4/d = 4 veces al dia; i.v = intravenosa.

Reaccién de Jarisch-Herxheimer. La reaccion de Jarisch-Herxheimer se

atribuye a la destruccion masiva y subita de espiroquetas por los farmacos —lo

que conduce a la liberacion de moléculas toxicas- y corresponde a signos y
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sintomas tales como los siguientes: fiebre, cefalea, malestar general y
agravamiento del cuadro clinico existente. Aparece 2 a 12 h después de
iniciado el tratamiento y suele ceder a las 24 h; la terapéutica no debe
suspenderse, a menos de que las alteraciones amenacen con ser mortales, o
cuando el enfermo padece de meningitis sifilitica, ya que es posible que
ocurra dafio ireversible (48, 114). Las anomalias se pueden modificar
administrando antipiréticos o corticoesteroides simultaneamente, aunque elio

se emplea de manera empirica (114).

Prevenciéon

La sifilis es una de las ETS de mayor trascendencia sanitaria y social debido,
entre otras razones, a que diversas circunstancias dificuitan su eficaz
profilaxis: la escasa educaciéon sobre sexualidad y ETS, lo poco severo pero
muy contagioso de los periodos precoces, la consideracion social peyorativa

de estos padecimientos, la movilidad de los contactos sexuales, etc. (83).

A pesar de ello, Thomas Parran definié en 1937 un plan de control de esta
enfermedad, basado en 5 puntos: educacién publica, exploraciéon o monitoreo,
diagnéstico y tratamiento clinico, notificacion a las parejas sexuales de los
enfermos y tratamiento profilactico. Es conveniente mencionar que este
trabajo sigue conformando las bases del control actual de la sifilis, si bien los
cambios epidemiolégicos ocurridos han obligado a agregar otras estrategias

(83, 101):
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o,
oo

Educacion publica. Representa la medida primaria de prevencion y se
refiere a la educacion de la poblacion general acerca de las consecuencias
y la prevencion de ia sifilis y de otras ETS. Su cumplimiento se traduce en
el reconocimiento temprano de los signos y sintomas del padecimientb, asi
como en la modificaciéon de las practicas sexuales y en la solicitud

oportuna de atencion médica (83, 101).

Exploracion. La exploraciéon poblacional tiene diversos intereses:
prevencion de las complicaciones, incluidas las de la sifilis congénita, y
disminucion de la transmision (lo cual también conduce a reducir el VIH)

(101).

Diagndstico y tratamiento. Ambos componentes son esenciales para el
control de la sifilis, ya que la deteccidn temprana y la terapéutica inmediata
reducen las complicaciones y minimizan la transmisién futura de la

enfermedad (101).

Notificacion a las parejas sexuales. Sumada a la evaluacion, tratamiento y
seguimiento, ésta es esencial para limitar la diseminacion de la afeccion;
no obstante, esta actividad, mediante la cual se visita, informa y entrevista
a los(as) compafieros(as) sexuales es particularmente costoso y debe ser
mas selectivo. Los tiempos estimados para la notificacion de sifilis
primaria, secundaria y latente temprana son 3, 6 y 12 meses

respectivamente (101).
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<+ Tratamiento profilactico. Esta medida, también conocida como tratamiento
epidemiolégico, se recomienda desde que se desconocia cuantos
contactos de los individuos con sifilis infecciosa pueden desarrollar la
enfermedad. Adopta 2 modalidades: el preventivo, encargado de evitar la
inoculacion de treponemas durante el contacto sexual y, el abortivo,
dirigido a la destruccion de los mismos durante el periodo de incubacion

(59, 101).

Sin lugar a dudas, la investigacion resulta esencial para encontrar y evaluar
nuevos métodos de control y prevencion, por ejempio, medicamentos
efectivos y baratos que se puedan administrar por via oral y en una sola dosis,
pruebas diagnésticas rapidas basadas en la obtencion de muestras no
invasivas y, sobretodo, vacunas eficaces, seguras, baratas y faciles de

transportar, almacenar y aplicar (59, 101).
iii. Factores de virulencia

La membrana externa bacteriana desempefia un papel central en la
patogénesis e inmunidad, ya que participa en la adherencia a las células

hospederas y funge como “blanco” de los anticuerpos opsonizantes (24).

Sin embargo, las moléculas de Treponema pallidum implicadas en tales
acciones biolégicas aun no se han logrado identificar debido, en parte, a la

imposibilidad de cultivar in vitro a este microorganismo y a la falta de sistemas
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de intercambio genético que permitan efectuar los estudios correspondientes,
como seria la caracterizacion de los determinantes de virulencia treponémicos

(24, 125).

Ademads, esta bacteria posee una membrana externa poco inmunogeénica,
hecho que es necesario analizar y comprender, puesto que contribuye a la

larga permanencia del treponema en el hospedero (26).

Quimiotaxis

Debido a que esta espiroqueta obtiene la mayoria de sus nutrientes a partir
del hospedero, la movilidad y quimiotaxis constituyen factores de particular
importancia para su crecimiento y diseminacion durante la infeccion temprana

(32).

Los sistemas quimiotacticos de bacterias tales como E. coli, S. typhimunium y
B. subtillis, estan compuestos por proteinas transmembranales “aceptadoras”
de grupos metilo (MCPs, de methyl-accepting chemotaxis proteins) y por

proteinas citoplasmaticas.
En T. pallidum, se han detectado un gen (mcp1) que codifica para las

primeras y 4 para las segundas. De hecho, se han caracterizado dos

proteinas de 66 y 45-kDa, la Mcp1 y la Mcp2, respectivamente, la segunda de
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las cuales es sintetizada durante la infeccion y provoca una respuesta humoral

de anticuerpos IgG (32).

Adherencia e invasién

Los sistemas experimentales demuestran que T. pallidum se adhiere con
avidez a un amplio espectro de lineas celulares y de muestras de tejido, lo
que se basa en la interaccion de ligandos especificos, presentes tanto en la
bacteria como en la célula hospedera (48, 101). En este sentido, parece ser
que la fibronectina es el receptor de cierta estructura presente en los extremos
ahusados del microorganismo, posibiemente la proteina TpN83, aunque eilo

aun requiere de mas estudios que lo comprueben (77, 91).

Otra molécula proteica involucrada en la adhesion es la TpN92, ia cual
presenta una secuencia muy similar a las proteinas de membrana externa de
un amplio rango de especies bacterianas, incluidas Neisseria gonorrhoeae y

Chlamydia trachomatis (17).

La TpN92 posee residuos de serina al final de la region C-terminal,
distribuidos dentro de una asa situada sobre la membrana externa, los cuales
podrian representar sitios potenciales en donde ocurra la unién entre el
hidrogeno de este aminoacido y los carbohidratos superficiales de las células

hospederas (17).
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Por otra parte, la invasién parece representar un factor critico de virulencia
para el treponema, ya que éste muestra una gran capacidad para penetrar
monocapas de células endoteliales y membranas intactas, merced a que
produce una hialuronidasa que desdobla a la sustancia basal de diversos

tejidos (45, 48, 101).

Evasion de la respuesta inmune

Si bien se trata de una bacteria extracelular de lento crecimiento, todo indica
que ésta evade extraordinariamente las respuestas celular y humoral que
provoca en el hospedero (86, 98). Por tradicion, su pobre antigenicidad se ha
explicado con base en una capsula de mucopolisacaridos que cubre los
antigenos superficiales y que, por ende, impide la deteccion imunologica
correspondiente (26). De hecho, ia acumulacion de esta sustancia obedece
aparentemente a una respuesta del hospedero y no a la actividad treponémica

7).

Por otro lado, evidencias recientes indican que la inmuno-evasion se debe
principalmente a la arquitectura molecular treponémica, la cual es bastante
inusual, aunque también a la capacidad del microorganismo para recubrirse
con proteinas del hospedero, entre las cuales destacan la a-macroglobulina,
ia albumina, la cadena pesada de las 19G, la transferrina y el complejo

principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | (86, 91).
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La membrana externa de 7. pallidum corresponde a una labil bicapa de
fosfolipidos (consultar la figura 4) que contiene muy pocas proteinas
transmembranales de baja inmunogenicidad (TROMPs), es decir, las
proteinas altamente inmunogénicas son lipoproteinas  ancladas
predominantemente a la cara periplasmica de ta membrana citoplasmica (26,

86).

Lipoproteinas. Las lipoproteinas treponémicas constan de diversos
polipéptidos unidos a lipidos covalentemente, lo cual incrementa notablemente
sus propiedades inmunologicas especificas y les confiere su caracter

hidrofébico (34, 86, 99).

El genoma de T. pallidum contiene familias de genes que codifican para 22
lipoproteinas potenciales, si bien a la fecha s6lo se conocen 8, cuyas
funciones y localizacién estructural (superficie externa o intema de la
membrana citoplasmatica) aun no han sido bien establecidas. Al parecer,
muchas de ellas se expresan de manera diferenciada, a fin de adaptarse a las
diferentes condiciones ambientales que enfrenta dentro del hospedero (34,
77). A continuacion se describen brevemente las lipoproteinas detectadas a la

fecha:

Glicerofosfodiester fosfodiesterasa (GlpQ). Esta lipoproteina de 38.5-kDa

presenta una secuencia relacionada con la GlpQ, enzima involucrada en el
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catabolismo del glicerol y del glicerol-3-fosfato (G3P), y que hidroliza a los

fosfolipidos diacilados redituando alcohol y G3P (98, 99).

Esta molécula parece estar asociada al complejo membrana citoplasmatica-
peptidoglucano y tiene la capacidad de unirse a las inmunoglobulinas (ig), por
lo que posiblemente posea alguna funcién adicional a la antes mencionada

(16, 99).

TpN38. Esta presenta una similitud de al menos 60% con el receptor
periplasmico de glucosa/galactosa (MgiB) presentes en E. coli y S.
typhimurium; tal receptor funciona como sistema de transporte de alta afinidad
para la galactosa y como receptor en la quimiotaxis para el mismo azucar (6,

86).

Puesto que el microorganismo utiliza la glucosa del hospedero como su fuente
de carbono y energia, la presencia de receptores para carbohidratos es

consistente con la biologia de la bacteria (6).

TpN47. Representa el principal inmunégeno treponémico, equivale a las PBPs
(por penicillin-binding proteins) de otras bacterias y actia como una
carboxipeptidasa dependiente de zinc (86, 125). Las PBPs se encuentran
unidas a la membrana citoplasmatica y corresponden a enzimas involucradas
en la biosintesis del peptidoglucano, aunque también constituyen el “blanco”

de las penicilinas (125).
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TROMPs. T. pallidum contiene mucho menos proteinas transmembranales
que las bacterias Gram negativas tipicas; dichas proteinas son de una
densidad extraordinariamente baja y presentan un dominio superficial, lo cual
sugiere que son mediadores potenciales de la virulencia y “blanco” de la

respuesta inmune del hospedero (86, 11).

Las TROMPs son relativamente uniformes en cuanto a tamarnio, lo que sugiere
la posibiidad de que representen una sola proteina u oligdmero.
Evidentemente, el hecho de que una bacteria contenga una o muy pocas
proteinas de membrana externa, en escasas copias, resulta contrario a lo que
se conoce acerca del transporte de nutrientes a través de membranas. De
esta forma, las pocas sustancias que atraviesan la membrana externa de la
espiroqueta, ya sea por difusion y/o a través de un pequefio numero de
canales acuosos, podria relacionarse, tanto con la imposibilidad de cultivaria
en medios artificiales como con su prolonéado tiempo de generacion (de 30 a

33 h) (86).

Ademas, estas proteinas se encuentran formando una espiral alrededor del
microorganismo, distribucion no fortuita que sugiere la restriccion de su
movimiento lateral de translacion, como resultado de interacciones con ciertos

componentes del complejo membrana citoplasmica-peptidoglucano.

Dicha movilidad limitada podria ser benéfica para el treponema, ya que

provocaria la lentitud en los procesos de fagocitosis y activacion del
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complemento. No obstante, es importante consignar que tal caracteristica no
concuerda con las observaciones de que el endoflagelo rota libremente por

debajo de la membrana externa y a lo largo de ésta (86).
Hasta e! momento, sélo dos TROMPs han sido identificadas:

Tromp1. Esta proteina de 31-kDa posee actividad de porina y comparte una
homologia significativa (27% de identidad) con una familia de adhesinas
estreptococcicas, lo que sugiere una posible funcion similar en T. pallidum.
Por otra parte, se ha especulado acerca de que la parte externa de esta

molécula sea “blanco” de anticuerpos treponemicidas (10, 11).

Tromp2. Es una proteina de 28-kDa que se encuentra en proporciones 3 a 4
veces menores que las de la Tromp1 en la membrana externa. Es reconocida
por el sistema i.nmune del conejo durante la infeccion sifilitica pero, debido a
su baja concentracion, no se ha podido evidenciar si desempeiia alguna

actividad como porina (25).

Cabe sefalar que la supuesta localizacion de estas proteinas, asi como su
papel en la respuesta inmune, no han sido aceptados universalmente. En
tanto la Tromp3 esta sujeta a investigacion, las busquedas en las restantes
proteinas de membrana externa aun se pueden considerar incipientes (24,

98).
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Ensayos asociados al eventual desarrolio de vacunas

Los esfuerzos por identificar a las moléculas especificas de T. pallidum que
inducen la generacion de anticuerpos treponemicidas y, en general,
promotoras de la inmunidad protectora, desafortunadamente hasta ahora han
sido improductivos. En suma, las inmunizaciones de animales de
experimentacion, ya sean con microorganismos completos muertos,
fraccionados © con proteinas recombinantes, so6lo han logrado conferir

proteccion parcial (12, 17).

Entre las moléculas que se han estudiado como posibles antigenos vacunales
se encuentran las Tromp1 y 2, las cuales son antigénicas cuando se exponen
a suero inmune proveniente de conejos infectados; sin embrago, ambas son
débilmente inmunogénicas, comparadas con las lipoproteinas periplasmicas

del microorganismo (12).

Con relacién a la Tromp1, se han efectuado experimentos inmunizando
ratones con vesiculas de membrana extarna; si bien los resultados sugieren
que esta molécula provoca la aparicion de titulos elevados de anticuerpos
bactericidas, las inmunizaciones con la proteina recombinante purificada no
proporciona la actividad sérica protectora que se esperaria. Ello se atribuye a
que el antigeno usado no posee las propiedades de la molécula nativa, tales
como hidrofobicidad, actividad de porina y, sobre todo, una conformacion

oligomeérica (12).
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Otro candidato de interés es la enzima GlpQ (glicerofosfodiéster
fosfodiesterasa); en un estudio interesante, conejos inmunizados con la
molécula recombinante activa presentaron lesiones de formacion acelerada,
atipica y no ulcerativa, con resuitados negativos de microscopia de campo
oscuro, después de efectuado el reto intradérmico con la bacteria virulenta.
Sin embargo, la discrepancia en los hallazgos obtenidos en este y otros
experimentos, sumada al hecho de la localizacion periplasmatica de la
enzima, hacen cuestionable la eficacia de la molécula en cuestion para inducir
una respuesta inmune protectora, acompafnada por la formacion de

anticuerpos opsdnicos (16, 34, 99).

Una molécula que parecia proveer de proteccion significativa contra la sifilis
experimental es la Tpr K, miembro de la familia de las proteinas Tpr (de T.
pallidum repeaf), de las que se sugeria se encontraban localizadas en la
membrana externa de T. pallidum con dominios variables expuestos en la

superficie (17, 24).

Contrario a esto, recientemente se demostré que la Tpr K es pobremente
inmunogénica, reside enteramente en el espacio periplasmatico, no induce la
generacion de anticuerpos opsonicos ni de inmunidad protectora durante ia
infeccion experimental de conejos y, por lo tanto, no es un componente

propicio para una vacuna eficaz (39).
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Finalmente, los anticuerpos dirigidos contra la proteina TpN92 tienen una
actividad opsénica significativa y su invariabilidad en numerosas cepas hace
de esta molécula un candidato atractivo para el diseiilo de una vacuna

universal (17).

Por el momento, es conveniente recalcar que los antigenos que confieren
protecciéon completa contra la infeccion sifilitica aiun estan por ser
descubiertos, y los regimenes de vacunacién exitosos pueden involucrar la
inmunizacion simultanea con los que prometen ser inmunoprotectores como

parte de una vacuna cocktail (17).

iv. Diagnéstico de laboratorio de la sifilis

A través de los afios, dado que T. pallidum no puede cultivarse ni tefiirse con
facilidad, se han debido desarrollar otros recursos tendientes a caracterizar la
infeccion en sus diferentes etapas. De esta manera, las actuales pruebas
diagnésticas asociadas a la sifilis se ubican en 3 categorias: a) examen
microscopico directo, adecuado para cuando las lesiones estan presentes; b)
pruebas no treponémicas, utilizadas para dar seguimiento a los pacientes; y ¢)
pruebas treponémicas, las cuales son confirmatorias. El diagnéstico eficaz de
la sifilis requiere de que se seleccionen las pruebas apropiadas, dependiendo

de la etapa de la enfermedad (consuitar la tabla 4) (61, 74).
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Tabla 4. Criterios para efectuar el diagnostico de la sifilis (74).

¢ Primaria
Definitivo: identificacion directa de T. pallidum en material de la lesion,
aspirado de nddulo linfatico o biopsia
Presuntivo (requiere de 1 y cualquiera de 2 o 3):

1. Lesion tipica

2. PrueQa no treponémica reactiva y no tener historia de sifilis

3. Para personas con historia de sifilis, un incremento de 4 veces en el
titulo en la prueba no treponémica mas reciente comparado con los
resultados de las pruebas pasadas

Sugerente (requiere 1y 2):

1. Lesidn parecida a chancro

2. Contacto sexual dentro de los 90 dias precedentes con una persona
que tenga sifilis primaria, secundaria o latente temprana

¢ Secundaria
Definitivo: identificacion directa de T. palfidum en material de la lesion,
aspirado de nodulo linfatico o biopsia
Presuntivo (requiere de 1 y cualquiera de 2 o 3):

1. Lesiones tipicas de la sifilis secundaria en la piel o membranas
mucosas
a. Macular, papular, folicular, papuloescamosas o pustular
b. Condilomas (region anogenita!l o boca)
c. Parches mucosos (orofaringe o cervix)
2. Prueba no treponémica reactiva con un titulo =1:8 y sin historia
previa de sifilis
3. Para personas con historia de sifilis, un incremento de 4 veces en el
titulo en la prueba no treponémica mas reciente comparado con los
resultados de las pruebas pasadas
Sugerente (requiere de 1 y 2 se realiza solamente cuando ios resultados de
las pruebas serologicas no estan disponibles)
1. Presencia de las manifestaciones clinica como las descritas
anteriormente
2. Exposicion sexual en los 6 meses pasados a una persona con sifilis
temprana
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¢ Latente temprana

Definitivo: este diagnostico no existe ya que las lesiones no estan presentes
en esta etapa
Presuntivo (requiere 1,2y 3 0 4)

1. Ausencia de signos y sintomas

2. Pruebas no treponémicas y treponémicas reactivas

3. Pruebas no treponémicas no reactivas en el aito anterior

4. Incremento de 4 veces en el titulo de las pruebas no treponémicas
comparado con resultados previos de personas con historia de sifilis
o du sintomas compatibles con la enfermedad temprana

Sugerente (requiere de 1y 2)
1. Pruebas no treponémicas reactivas
2. Historia de exposicion sexual en el afio precedente

¢ Sifilis terciana benigna y cardiovascular
Definitivo: observacion de treponemas en secciones de tejido por examen
microscopico directo con DFAT-TP
Presuntivo:

1. Pruebas treponémicas reactivas
2. No tener conocimiento de historia de tratamiento para sifilis
3. Sintomas caracteristicos del padecimiento benigno o cardivascular

¢ Neurosifilis
Definitivo (requiere de 1 y cuaiquiera de 2 o 3)
1. Pruebas treponémicas seroldgicas reactivas

2. Prueba VDRL LCR reactiva en el liquido espinal

3. ldentificacion de 7. pallidum en el LCR o tejidos por examen
microscopico o inoculacion en animales

Presuntivo (requiere de 1 y cualquiera de 2 o 3)

1. Pruebas treponémicas serologicas reactivas

2. Signos clinicos de neurosifilis

3. Proteinas en el LCR elevadas (>40mg/dL) o cuenta de leucocitos
(>5 células mononucleares/mL) en ausencia de otras causas
conocidas

e Sifilis congénita
Definitivo: demostracion de T. palfidum por examen microscopico directo del
cordon umbilical, placenta, descarga nasal o material de lesiones en la piel
Presuntivo (requierede 1,2y 3)

51



Treponema pallidum

1. Determinacion de que el infante nacid de una madre que no se haya
tratado o que haya recibido un tratamiento inadecuado de sifilis a
pesar de los hallazgos en el nifio

2. Infantes con pruebas treponémicas reactivas

3. Uno de los siguientes criterios adicionales:

a. Signos clinicos o sintomas de sifilis congénita en el examen
fisico
Hallazgos anomales en le LCR sin otras causas
Prueba VDRL LCR reactiva

d. Prueba de anticuerpos igM especifica para sifilis reactiva

Deteccion de T. pallidum

Inoculacién en animales. El método mas antiguo para detectar una infeccion
por T. pallidum consiste en la prueba de infectividad en animales, la cual es
probablemente la mas sensible y, por o tanto, es la reconocida como estandar
de oro para comparar la confiabilidad de nuevos métodos tales como la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (61).

El modelo animal mas utilizado es el conejo, ya que en éste se produce una
lesion local en el sitio de la inoculacion, los tejidos permanecen infectados de
por vida, la infeccion puede transferirse a otro animal —utilizando material
proveniente de los testiculos o de los nddulos linfaticos—, las pruebas para
sifilis son reactivas y la sensibilidad alcanza el 100% cuando la muestra
contiene al menos 23 espiroquetas y el paciente no ha recibido tratamiento.

Evidentemente, el periodo de incubacion, desde la inoculacién hasta la
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formacion de la lesion, es inversamente proporcional al tamafio del indculo

(61).

Microscopia de campo oscuro. La microscopia de campo oscuro 8s mas
productiva en |la etapa primaria, pero también resulta de utilidad en la sifilis
secundaria, en las recaidas y en la sifilis congénita temprana, cuando estan
presentes la mayoria de las lesiones que contienen numerosos treponemas:
chancros, condilomas, parches mucosos (exceptuando a los de la cavidad
oral, ya que T. pallidum es indistinguible de las espiroquetas saprofitas

presentes en este sitio) (61, 74).

Dado que esta técnica depende de la visualizacion directa de las espiroquetas
moviles (microorganismos activos y viables), el procedimiento se debe realizar
inmediatamente después de obtenida la muestra, preferentemente durante los
siguientes 20 minutos. El microorganismo se distingue de otras espiroquetas
con base en la separacion de las espirales y en su movimiento de
sacacorchos; sin embargo, la técnica no pemite diferenciar al agente causal

de ofros treponemas patégenos (48, 61, 74)

Los hallazgos positivos conducen a un diagnostico inmediato y especifico,
antes de que las pruebas serolégicas empiecen a ser positivas. No obstante,
un resultado negativo no excluye el diagnodstico del padecimiento, ya que los
microorganismos son muy pocos cuando la lesién esta por cicatrizar o cuando

el paciente ha recibido tratamiento sistémico o topico (48, 61, 74)
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La sensibilidad del examen de campo oscuro es de B80%, pero es
indispensable la experiencia y el cuidado para realizar un diagnéstico exacto,
ya que el observador inexperto puede confundir al treponema con fibras de

algodon y el movimiento browniano (61, 74).

DFA-TP (anticuerpo fluorescente directo para T. pallidum). Esta prueba
detecta y diferencia a los treponemas patdgenos de los que no o son, por
medio de una reaccion antigeno-anticuerpo; no es imperativo que los
microorganismos sean moviles y se puede aplicar a las muestras provenientes
de lesiones orales, rectales o intestinales. Los anticuerpos marcados que se
emplean corresponden a globulinas anti-T. palliidum, humanas o de conejos
infectados, y los sueros correspondientes se han adsorbido previamente con
treponemas de Reiter (Treponema phagedenis), a fin de evitar reacciones
cruzadas; en este contexto, también se pueden utilizar anticuerpos

monoclonales (61, 74, 95).

Al igual que en la microscopia de campo oscuro, un resultado negativo no
excluye el diagndstico de sifilis, ya que la deteccion del agente causal puede
ser afectada por las condiciones de la muestra o de la lesion y por diversos

factores técnicos (61, 74).

Este método alcanza una sensibilidad del 100% cuando se lleva a cabo en
muestras de lesiones frescas, es facil de realizar y también se puede utilizar

para detectar al microorganismo en secreciones y fluidos corporales (61, 74).
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DFAT-TP (DFA-TP para la tincién de secciones de tejido). El DFAT-TP,
combinado con tinciones histologicas, se aplica para examinar secciones de
tejido (biopsias o autopsias), procedente del cerebro, tracto gastrointestinal,

placenta, cordon umbilical o piel (61).

Esta prueba también emplea anticuerpos monocionales marcados
(preparados en ratén), tal como en la técnica DFA-TP, o bien, se puede
modificar utilizando anticuerpos anti-T. pallidum provenientes de suero
humano o de conejos inmunizados y, posteriormente, agregando una
globulina marcada, ya sea anti-humano o anti-conejo, segun el caso. Es
conveniente considerar un control, por ejemplo, una seccién tisular de

testiculos infectados de conejo (61, 74).

El uso mas comun de esta prueba consiste en el diagndstico durante la etapa
tardia de la sifilis congénita y en la diferenciacién entre las lesiones cutaneas
de la etapa secundaria o de latencia, respecto a las que aparecen en la

enfermedad de Lyme (61, 74).

Recoleccién de la muestra. El espécimen para microscopia de campo
oscuro consiste de un fluido seroso claro, libre de eritrocitos, de otros
microorganismos y de residuos de tejido; la lesion solo se debe limpiar si esta

contaminada, utilizando agua corriente o solucion salina libre de aditivos
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antibacterianos. Las muestras para DFA-TP son similares a las antes

descritas, excepto que se secan al aire (74).

Pruebas serolégicas

Debido a que en el periodo de latencia y en la sifilis tardia suele no haber
lesiones detectables, las pruebas serolégicas de diagnostico resultan
indispensables (74). Estas se clasifican en dos categorias generales: a)
pruebas no treponémicas, que al parecer detectan anticuerpos dirigidos contra
antigenos lipidicos presentes tanto en el hospedero como en T. pallidum; y b)
pruebas treponémicas, las cuales emplean como antigeno a 7. pallidum subsp
pallidum, vivo o muerto, a fin de detectar anticuerpos especificos anti-T.
pallidum (114). En la actualidad, 4 de las primeras y 2 de las segundas son

consideradas como estandares para el diagndstico (consultar la tabla 5) (74).

Tabla 5. Pruebas estandar para diagnoéstico serolégico de la sifilis (74).

Tipo de prueba Nombre

- VDRL (por Venereal Disease Research
Laboratory)

- USR (por unheated-serum reagin)

- RPR (por rapid plasma reagin) en tarjeta con
circulos de 18 mm

- TRUST (por toludine red unheated-serum tesf)

- FTA-ABS (por fluorescent-treponemal-antibody
absortion)

-  MHA-TP (microhemaglutinacion para anticuerpos
anti- T. pallidum)

No treponémicas

Treponémicas
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Evidentemente, la sencillez de las pruebas no treponémicas ha originado que
aquéllas se utilicen universaimente en las exploraciones iniciales, se trate de
examenes individuales o de encuestas poblacionales (59); ademas, tienen la
ventaja de ser accesibles, baratas, adecuadas para aplicarias a un gran
numero de muestras y Gtiles para determinar la eficacia del tratamiento. Por
otro lado, sus limitaciones incluyen |a falta de sensibilidad en los casos de
sifilis primaria y la posibilidad de que se presenten efectos de prozona o de

que se obtengan resultados falsos positivos (74).

Por lo que se refiere a las pruebas treponémicas, su uso primario consiste en
verificar la reactividad de las anteriores, incluidos los casos que presentan
evidencias de sifilis, pero las pruebas no treponémicas han resultado
negativas, tal como puede ocurrir en la sifilis tardia. Desafortunadamente, este
tipo de pruebas es técnicamente mas complicado, dificil de llevar a cabo,

costosas y la mayoria no es util para monitorear el tratamiento (74).

Pruebas no treponémicas. Estas se basan en el empleo de un antigeno
constituido por una solucién alcohdlica que contiene cantidades definidas de
cardiolipina (1,3-difosfatidilglicerol), colesterol y suficiente lecitina purificada

para producir una reaccion estandar (61, 74, 83).

Las pruebas VDRL (Unica que se puede utilizar para analizar LCR) y USR son
de floculacién y requieren revelarse al microscopico optico, mientras que las

de RPR y TRUST corresponden a reacciones de aglutinacion visibles a simple
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vista, ya que incluyen particulas de carbén y particulas pigmentadas,
respectivamente, las cuales quedan atrapadas en la red formada por la

reaccion antigeno-anticuerpo (61, 74).

Cabe seiialar que en la VDRL y RPR es necesario inactivar el complemento,
calentando el suero a 58°C, durante 30 minutos (100). Todas las anteriores
detectan a anticuerpos IgM e IgG dirigidos contra del material lipidico
proveniente de las células hospederas dafadas, asi como de las lipoproteinas
y de la cardiolipina del treponema; ademas, pueden ser cualitativas o
cuantitativas, dependiendo de si se utiliza el suero concentrado y/o diluciones
seriadas del mismo. Por obvio, las cualitativas sélo detectan la presencia o
ausencia de anticuerpos, en tanto que, con las cuantitativas, es posible
determinar si una infeccidn es reciente por un incremento de 4 veces en el
titulo, o si se trata de una reinfeccion o una recaida —en cuyo caso se observa

reactividad persistente— (61, 74, 87).

La sensibilidad (71-100%) y especificidad (93-100%) de estos métodos son
muy similares, aunque su reactividad puede variar, como consecuencia de la

diferente preparacién del antigeno (61, 74).
Los resultados de estas pruebas deben ser interpretados de acuerdo con la

etapa de la enfermedad. Por lo general, dan positivas 4 semanas o mas,

después de que aparece el chancro y, en la etapa secundarna, se detectan
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titulos de =1:8 (aunque algunos autores reportan valores mayores de 1:32);

en cuanto a los estadios tardios, las cifras disminuyen a menos de 14, e

inclusive, llega a no haber reactividad (74, 114).

Cuando las pruebas no treponémicas se emplean para dar seguimiento al
tratamiento de las etapas primaria y secundaria, los resultados que sugieren
terapia adecuada se asocian a un decremento de 4 veces el titulo obtenido 3
6 4 meses antes, y de B veces para el sexto y octavo mes. En la sifilis
temprana, el titulo declina hasta valores minimos o a reacciones negativas.
Asimismo, en los pacientes de las etapas latente o tardia, la reduccion de los

titulos es gradual (74).

Las eventuales reacciones de prozona se deben a muy elevadas
concentraciones de anticuerpos o a que éstos actian como incompletos;
inicialmente, esas muestras seroldégicas “concentradas” pueden mostrar
reactividad débil, atipica o hasta reacciones negativas inconstantes o de
apariencia granulosa. Evidentemente las muestras se diluyen (generalmente

hasta 1:32) para definir el titulo correspondiente (61).

En cuanto a las reacciones falsas-positivas, éstas dependen de la prueba
utilizada y de la poblacion estudiada, calificindose como agudas a las que
duran menos de 6 meses y, como cronicas, a las que persisten por mas

tiempo.
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Las agudas suelen relacionarse con hepatitis, mononucleosis infecciosa,
neumonia viral, varicela, sarampion, otras infecciones virales, malana,
inmunizaciones previas, embarazo y errores de laboratorio, en tanto que, las
crénicas, son frecuentes en las enfermedades del tejido conectivo (como el
lupus eritematoso sistémico), en las que existen anormalidades de las
inmunogtobulinas (las cuales son mas comunes en mujeres), en la lepra y en
la adiccibn a narcéticos. El titulo de las reacciones suele ser bajo y soélo
ocasionaimente llega a manifestarse muy aito; por lo tanto, ni las pruebas

cuantitativas pueden diferenciar entre dichas afecciones y la sifilis (61).

Pruebas treponémicas. Los métodos considerados actualmente como
estandar (consultar la tabla 5), emplean como antigeno a T. pallidum, por 1o
que detectan y cuantifican anticuerpos especificos dirigidos contra

componentes celulares del microorganismo (61, 74).

Las pruebas varian en cuanto a reactividad durante la etapa primaria, en tanto
que las diferencias acerca de l|a sensibilidad (70-100%) se relacionan
principalmente con el momento de recoleccion del suero respecto al desarroilo

de la lesion.

La FTA-ABS corresponde a una técnica de inmunofluorescencia indirecta,
cuyo antigeno es T. palidum (cepa Nichols) (61, 74). Se lleva a cabo
diluyendo 1:5 el suero del paciente, con un extracto de treponema de Reiter.

Posteriormente, la muestra se coloca sobre una preparacion fija del antigeno
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y, durante la incubacion, los anticuerpos, si es que estan presentes en el
suero del enfermo, se uniran al microorganismo; previo lavado con solucion
salina amortiguada, se agrega a la preparacion un suero anti-globulina
humana marcado con isotiocianato de fluoresceina (FIT-C), los cuales solo se
incorporaran a la extension cuando antes lo hayan hecho los anticuerpos
humanos. Bajo tales condiciones, las espiroquetas podran observarse

fluorescentes con la ayuda de un microscopio de fluorescencia (61, 74).

E! resultado se reporta como reactiva, reactiva minima, no reactiva o
fluorescencia atipica. La reactividad minima implica la repeticion de la

reaccion (61, 74).

Para el diagnostico de la sifilis congénita se recomienda realizar la prueba
para IgM (FTA-ABS 19S IgM), ya que las inmunoglobulinas del neonato son
una mezcla de IgG procedentes de la madre (transferencia placentaria) y de

IgM producidas por el feto (59).

En esta técnica, las fuentes de error son considerables, ya que se trata de
pruebas multicomponentes; por tal motivo, es preciso incluir los controles para
las muestras reactivas, reactivas minimas, no reactivas, tinciones
inespecificas y adsorbente, asegurarse de que el antigeno esta bien adherido
y que el microscopio se encuentre en condiciones éptimas de operacion, con
los filtros apropiados. Adicionalmente, el estado inmunitario del paciente

también puede afectar los titulos de anticuerpos (61, 74, 114).
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Por su parte la hemaglutinacion pasiva de eritrocitos sensibilizados con
antigeno corresponde a un método muy simple para detectar anticuerpos. En
la MHA-TP los eritrocitos se recubren con productos de lisis de T. pallidum

cepa Nichols, tratada con formalina y sonicacion (61, 74).

El suero del paciente se mezcla con un diluyente constituido por treponemas
de Reiter y por otros adsorbentes y estabilizantes; posteriormente, es
colocado en placas de microtitulacion y se agregan los eritrocitos
sensibilizados. Si el suero contiene anticuerpos, éstos provocaran la
aglutinacion de los glébulos rojos, formandose un sedimento suave en los

pozos de reaccion.

Los resuitados se reportan como reactiva, no reactiva o inconclusa. El control
de reacciones inespecificas consta de eritrocitos sin sensibilizar y, en el caso
de que manifieste aglutinacion, toda la prueba debera repetirse, en forma
cuantitativa, preparando diluciones seriadas del suero adsorbido y de dicho

control (61, 74).

Debido' a que esta técnica se basa en la aglutinacion de glébulos rojos, es
posible cuantificar los anticuerpos anti-treponémicos; empero, esto no es de
utilidad, ya que los estudios muestran que no existe relaciéon practica entre los
titulos obtenidos y el progreso de la enfermedad o el estado clinico del

paciente (61).
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pueden llevar a cabo con muestras plasmaticas. La sangre se debe de
recolectar con el anticoagulante adecuado, sin excederse en cuanto al tiempo
establecido de almacenamiento. Para el diagnéstico de sifilis congénita, el
CDC recomienda utilizar suero materno, mas que sangre proveniente del
cordén umbilical, ya que aquél constituye un mejor indicador de la infeccion,
seguido por el suero neonatal; l6gicamente, las pruebas especificas para IgM

requieren muestras del infante (74).

Nuevas pruebas para el diagnéstico de Ia sifilis

Anilisis inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISAs). A partir de 1975
se han venido desarrollando ELISAs que emplean como antigeno a los
filamentos axiales de Treponema phagedenis biotipo Reiter, a la mezcla
cardiolipina-colesterol-lecitina, a 7. pallidum purificado y sonicado, e inclusive,
a antigenos recombinantes tales como el TmpA, TpN15, TpN17, TpN47 y a
combinaciones de proteinas. Estos ultimos cuentan con potencial para
mejorar la especificidad de las pruebas seroldgicas, ya que no se encuentran

contaminados con componentes de los testiculos de conejo (95).

La sensibilidad de esta técnica se puede atribuir a su disefio:

ELISA tipo sandwich. En ésta, el antigeno estd adherido a una fase soélida vy,
transcurrido el tiempo de incubacibn con el suero analizado, el

inmunocomplejo se detecta con un conjugado IgG o IgM anti-humano (95).
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ELISA competitivo. El antigeno también esta unido a alguna superficie, pero
los anticuerpos presentes en el suero compiten por aquél con anticuerpos
anti-T. pallidum marcados que se adicionan al ensayo. Para la lectura se
requiere de evaluar la densidad dptica (DO), la cual es baja cuando el suero

del paciente contiene anticuerpos especificos.

ELISA de captura. En ésta se cuenta con moléculas anti-igG o anti-igM
humanas adheridas al pozo de microtitulacion, después de la incubacion con
el suero, las respectivas inmunogiubulinas humanas se une a la fase soélida.
En la segunda incubacién se agrega un complejo formado por antigeno y
anticuerpos anti-T. pallidum marcados, el cual pone de manifiesto la presencia
de anticuerpos anti- T. pallidum (ya sean IgG o IgM) en el suero del paciente

(95).

Cabe seialar que las dos ultimas variantes son mas sensibles que la primera,
si bien las tres fluctian entre 99.5 y 100%. Evidentemente, todas superan a la
VDRL y MHA-TP y son recomendables para manejar gran cantidad de
muestras, porque se pueden automatizar, sus resuitados se leen
objetivamente y los reportes se generan electronicamente, reduciendo los

errores de transcripcion (95).

En este sentido, la FDA (Food and Drug Administration) aprobé un ELISA tipo
sandwich, el cual evalla anticuerpos IgG especificos (CAPTIA Syphilis-G,

Trinity Biotech, Jamestown, N.Y.) (36) y el ensayo de competencia BioElisa
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Syphilis (Biokit, Barcelona, Spain/instrumentation Laboratory, Paris, France

(30).

Para detectar sifilis congénita se cuenta con el Captia Syphilis M, un ELISA de
captura que utiliza anticuerpos anti-igM humana para poner de manifiesto a
las IgM séricas del infante. Aquéllos estdn marcados con peroxidasa de
rabano, la cual actua sobre el sustrato comespondiente (61). Debido a que
esta prueba puede dar resultados positivos durante los 2 aflos posteriores al
tratamiento, es recomendable llevar a cabo el monitoreo con pruebas no

treponémicas (RPR, etc.) para determinar la eficacia de la terapéutica (36).

Western Blot. Este método diagnoéstico puede detectar tanto IgG como IgM.
La preparacion de las tiras para inmunocorrimiento, se realiza mediante la
electroforesis del extracto acuoso del microorganismo en cuestion y, después,
las proteinas separadas en el gel se transfieren a una hoja de nitrocelulosa.
Posteriormente, esta uitima se corta en tiras y se incuba junto con el suero del
paciente (en los kits comerciales el punto inicial son las tiras ya preparadas):
los anticuerpos se detectan agregando un segundo anticuerpo, marcado con
una enzima o con material radioactivo (61). Generalmente, los anticuerpos
que se detectan para llevar a cabo el diagnostico correspondiente son los

dirigidos contra la TpN15, TpN17, TpN44.5 (TmpA) y TpN47 (95).

PCR. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) también es altamente

especifica y sensible para efectuar la deteccion del DNA gendémico de T.
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pallidum; de hecho, representa una de las mejores alternativas. Sin embargo,
no permite distinguir entre microorganismos vivos y muertos, por lo que su
capacidad para determinar si una infeccién es activa ha sido cuestionada, no
solo tratandose de sifilis sino para muchas otras enfermedades infecciosas

(126).

Hasta la fecha se han descrito varios segmentos “blanco” de la PCR para
realizar el diagnostico de esta afeccion; en 3 pruebas se amplifica el gen
asociado a la TpN44.5, TpN19 o TpN39 y en otras 2 ai de la TpN47. Las
sensibilidades reportadas para esos ensayos son de 130, 130, 1,1a 10,y 1a
10 bacterias, respectivamente, pero ninguna de las pruebas ha mostrado ser

mas sensible que la de infectividad en el conejo (22).

La RT-PCR (reverse transcriptase PCR) utiliza como “blanco” una region de
366-bp del RNA ribosomal 16S, y es mas sensible que las PCR antes
mencionadas, ya que tedricamente permite la identificacion de 102 bacterias
en el LCR; oftra ventaja consiste en que, después de la lisis de los
microorganismos, la muestra se puede diluir 100 veces mas, lo que permite el
diagnodstico aiin en presencia de inhibidores de la reaccion (como ocurre
algunas veces con la sangre, tejidos o grandes volumenes de LCR); ademas,
es posible distinguir entre treponemas vivos y muertos, puesto que el RNA se

degrada rapidamente en estos ultimos (22).
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Recientemente, se desarrolld una variante de PCR basada en las
caracteristicas unicas del gen que codifica para la DNA polimerasa | (polA) de

T. pallidum, enzima fundamental en ia replicacion y reparacion del DNA (63).

En la mayoria de los microorganismos, ia DNA polimerasa | contiene 1 a 2
residuos de cisteina, caracteristica muy diferente en T. pallidum, cuya polA
posee 24, lo que representa el 2.4% del total de los aminoacidos. Por tal

motivo, el segmento implicado es el amplificado por los primers.

Tedricamente, el limite de deteccion de esta técnica es de 2 microorganisnios
por PCR. Sin embargo, el método no ha resultado completamente
satisfactorio, debido al tiempo que requiere: 1 h para la extraccién del DNA,
dependiendo del nimero de muestras a procesar; 2 a3 h parala PCRy 1 h

mas para el revelado en gel (63).

Otras PCR son capaces de llevar a cabo la deteccion simultanea de los tres
principales microorganismos causantes de ulceras genitales: T. pallidum,
Haemophilus ducreyi y el virus del herpes simplex tipo 1 y 2. Las muestras
pueden ser piel, ulceras genitales, sangre, liquido amnibtico, tejidos diversos,

suero y LCR (22, 63, 123, 126).
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Il. Chlamydia trachomatis y LAS CLAMIDIASIS GENITALES

Chlamydia trachomatis es el agente causal de la ETS bacteriana mas
importante en términos de incidencia, prevalencia de las complicaciones y
costos asociados al cuidado de |a salud tanto en paises industnalizados como

aquellos en vias en desarrollo.

Este hecho trae la necesidad de que se sigan desarrollando nuevos métodos
de diagndstico, que sean mas sensibles, rdpidos y confiables y que, ademas,

permitan el uso de muestras mas accesibles.

Lo anterior evitaria la propagacion de este padecimiento, ya que se facilitaria
la realizaciéon de los programas de exploracion de las poblaciones de alto
riesgo y podria efectuarse el diagndstico del gran porcentaje de personas

asintomaticas.
Por otro lado, el objetivo de las investigaciones recientes concernientes a esta

enfermedad consiste en el desarrollo de alguna vacuna exitosa, la cual

representaria el mejor método de prevencion.
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Mientras ello ocurre, se han venido tomando una serie de medidas tendientes
a impedir que el paciente abandone el tratamiento y, consecuentemente, que

adquiera una reinfeccion o experimente las complicaciones de la enfermedad.

i. Caracteristicas microbiolégicas del genero Chlamydia

Especies principales

En virtud de sus caracteristicas especiales, entre las cuales destacan la de
presentar un ciclo de crecimiento intracelular unico y ser parasitos
intracelulares obligados (ya que no pueden generar ATP), las clamidias se
han agrupado dentro de su propio orden: Chlamydiales, en la familia
Chlamydiaceae, con un solo género, Chlamydia, del cual se conocen cuatro
especies: C. pecorum, C. psittaci, C. pneumoniae y C. trachomatis,
clasificadas segun su potencial patégeno, variedad de hospederos y
diferencias antigénicas (38,45, 68, 74). Las caracteristicas de las altimas tres

especies se resumen en la tabla 6.

Morfologia

Las clamidias se observan como cocos inmoéviles: presentan una morfologia
esférica u ovalada que, junto con el tamario, varia en reiacion con la fase de
desarrollo. De acuerdo con ello, se pueden distinguir dos estructuras

fundamentales: el cuerpo elemental (CE) y el cuerpo reticular (CR) (83).
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Tabla 6. Principales caracteristicas de las clamidias patobgenas para el

humano.
Caracteristica C. psittaci C. pneumoniae C. trachomatis
Morfologia de Grande, forma Redonda,
la inclusion variable, densa Redonda, densa vacuolar
Glucégeno en .
1a inclusion No No Si
Mortologia de Redonda Piriforme, redonda Redonda
Susceptibilidad
alas No No Si
sulfonamidas
Plasmidos Si No Si
Variedades
serolégicas >4 1 19
H?g:ﬁ:’:;ro Aves Humanos Humanos
Modo de Excreta de aves a Persona a persona Pers?na a
transmision humanos a través a través del aire persona,
del aire madre a hijo
Neumonia, Tracoma
faringitjs, enfermedadés de
Principales Psitacosis, bronquitis, transmisién
enfermedades neumonia, fiebre ateroesclerosis, 1 .
asma, EPOC y sexual, neumonia
Al z'h eimer del lactante, LGV

CLAVES: CEs

cuerpos elementales; EPOC =

obstructiva crénica; LGV = linfogranuloma venéreo.

enfermedad pulmonar

El CE corresponde a una estructura esférica pequeiia y densa con un
diametro de 0.2 a 0.4 um, se tiiie de color parpura con el colorante de Giemsa,
contrastando con el color azul del citoplasma de la célula hospedera; ademas,
es la forma infecciosa y responsable de la fijacion e ingreso a la célula
“blanco”, aunque metabolicamente es inactiva e incapaz de replicarse (45, 48,

83).
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Este elemento presenta una pared celular semejante a la de las bacterias
Gram negativas, incluida una membrana trilaminar externa con
lipopolisacaridos, pero carece de la molécula estabilizadora de
peptidoglucano; en su lugar aparece una gran cantidad de puentes disulfuro
que se forman entre los residuos de cisteina de las principales proteinas de la
membrana externa. Esto le confiere rigidez, escasa permeabilidad y

estabilidad en el medio extracelular (75, 83).

El CR es la forma intracelular metabélicamente activa, se divide por fision
binaria, es osmoéticamente fragil, no infectante, posee un diametro de 0.6 a

1.2 um y se tifie de color azul con el colorante de Giemsa (48, 83).

Su pared celular es mas fina, carece de la capa interna y no presenta los
enlaces disulfuro que caracterizan a los CEs; por ende, es menos rigido y

permeable para los nutrientes y los productos finales del metabolismo (83).

El CR adquiere su ATP por medio de una ATP-ADP translocasa y, una vez
dentro de él, lo degrada a ADP por una ATPasa especifica; la fuerza

promotora resultante ayuda a conducir el transporte de los nutrientes (48).

Ciclo de crecimiento

El ciclo de crecimiento de las clamidias se considera unico, es comun para

todas las especies del género y se divide en cinco fases principales: 1) fijacion
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y penetracion del CE a las células epiteliales susceptibles; 2) transicion dei CE
a CR; 3) divisién y desarrollo del CR; 4) maduraciéon del CR a CE infeccioso; y

5) liberacion del CE de la célula hospedera (48, 75).

El paso inicial en el ciclo de crecimiento y en el proceso infectivo inicia con la
fijacion del CE a las microvellosidades de una célula epitelial (48). Debido a
que éstas no son fagocitos profesionales, las clamidias inducen su propia
internalizacién, proceso al que se denomina endocitosis dirigida por el
parasito. Posteriormente, los microorganismos son captados por fagosomas, a
la vez que aquéllos bloquean los mecanismos celulares de defensa tales

como la fusion fagolisosomal (75, 83, 93).

Una vez dentro del fagosoma, el CE aumenta dos a tres veces su tamaiio, la
pared celular se torna mas fina y permeable, el nucleoide desaparece y el
citoplasma se evidencia mas homogéneo, para dar lugar a la formacién del

CR y a la subsecuente replicacion (48, 83).

La microcolonia de clamidias en desarrolio, conocida como inclusion, suele
contener 500 a 1000 particulas de progenie, lo que requiere de la ocupacion

de mas de la mitad del volumen celular (48,93, 120).

Para completar el ciclo de desarrollo, el CR madura a CE, antes de que el
microorganismo sea liberado de la célula hospedera, por lisis o exocitosis,

después de 48 a 72 h totales (48, 83). Al parecer, esta ultima transformacion
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se lleva a cabo cuando los nutrientes se han agotado, si bien no se descarta
la posibilidad de que dicho evento ocurra debido a las condiciones oxidativas
que se producen tardiamente en el curso de la infeccion (lo que lievaria a la

restitucion de los puentes disulfuro de |la pared celular de los CE) (48, 93).

Estructura antigénica

La familia Chlamydiaceae presenta antigenos especificos de género (o de
grupo), especie y serotipo y, aunque se trata de microorganismos
antigénicamente complejos, sélo algunos epitopos desempenan un papel

importante en la patogénesis y en el diagnostico (48, 74).

El antigeno de género es el lipopolisacarido (LPS), molécula analoga a ia de
ciertas bacterias Gram negativas, que se manifiesta durante todo el ciclo de
crecimiento y cuyo componente inmunodominante es el acido 2-ceto-3-

desoxioctanoico (45, 48, 74).

Los antigenos especificos de especie son principaimente proteinas
termolabiles de ia membrana externa (45, 48) y, los especificos de serotipo,
sélo son comunes para ciertos aislamientos (48, 83). En este sentido, se ha
demostrado que la proteina principal de membrana externa o MOMP (por
major outter membrane protein), contiene tanto antigenos especificos de

especie como los de serotipo (74).
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Asi, C. trachomatis se divide en 3 variantes biologicas (biovariedades), con
base en su tipo de hospedero y las enfermedades que causa y, en 19
serovariedades, tomando en cuenta los antigenos especificos de serotipo

(consultar la tabla 7) (5, 73).

Tabla 7. Biovariedades y serovariedades de C. {rachomatis

Biovariedaes Serovariedades Enfermedades que ocasionan
A, B8 BayC Tracoma
Tracoma D, Da E, F, G, Ga, H, |, J y] Infecciones del tracto genitai,
K conjuntivitis de inclusion
LGV L1, L2 1 2ayL3 Linfogranuloma venéreo
MoPn® - Neumonia del raton

CLAVE: a = esta biovariedad esta muy poco relacionada genéticamente
con las demas, por lo que numerosos investigadores sugieren no incluiria
dentro de ias biovariedades de C. trachomatis (53).

Cultivo e identificacién

Puesto que las clamidias son microorganismos intracelulares, el cultivo celular
todavia se considera como el método mas sensible y especifico para llevar a

cabo su aislamiento e identificacion (48).

En tal contexto, Ias lineas celulares mas utilizadas son las McCoy (fibroblastos
de ratén), HelLa 229 (células cancerosas de cérvix humano), BHK-21 (células
de rifidn de hamster recién nacido), L 929 (fibroblastos de ratén) y BGMK
(células de rindn de mono verde Buffalo) (9, 48). Cabe mencionar que no en

todas ellas se obtiene el mismo desarrollo, pues las cepas oculares y
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genitales de C. trachomalis tienden a variar ampliamente en cuanto a su

infectividad (48).

Antes de efectuarse la inoculaciéon, las monocapas celulares son tratadas con
dietilaminoetiidextrana (DEAE-dextrana) y cicloheximida (la cual inhibe
selectivamente la sintesis de proteinas del hospedero), lo que se traduce en
un i‘mportante incremento de la susceptibiidad a la infeccion y de la

replicacion clamidiana (9, 48).

La incubacion se realiza a 35°C durante 48 a 72 h, en medios de crecimiento
para las células hospederas (minimo esencial de Eagle —EMEM-, etc.), y
posteriormente se lleva a cabo la visualizacion de las inclusiones, lo que
contribuye a la especificidad cercana a 100 % del cultivo; esto Gltimo se logra
mediante tinciones con anticuerpos monocionales fluorescentes, los cuales
pueden ser anti-LPS (para reconocer al género) o anti-MOMP (para realizar

una identificacion especie-especifica) (9, 74).

ii. Enfermedades de transmisién sexual asociadas a Chlamydia
trachomatis

Patologia

C. trachomatis infecta preferentemente el epitelio columnar o transicional del
aparato genital, aunque el proceso puede propagarse a otros tejidos; asi

mismo, el progreso y las complicaciones inducidas por el ascenso de esta
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bacteria en el tracto genital dependen de lo intenso del proceso inflamatorio y

de la fibrosis (122).

Por lo general, la infeccion se adquiere a traves del sexo vaginal o anal
realizado sin proteccion, asi como del orogenital, aunque otra via de contagio
para la mujer consiste en la inseminacion artificial, ya que el semen puede

contener particulas clamidiales (82, 103, 127).

En los varones heterosexuales sintomaticos, los signos aparecen 1 a 3
semanas después de la exposicion, siendo la uretritis el trastorno clinico mas

comun, muy parecido —por cierto— a la gonorrea (9, 100).

La epididimitis suele ser resuitado de una infeccion ascendente y clinicamente
se caracteriza por un dolor escrotal unilateral, inflamacién, sensibilidad del
epididimo y fiebre; evidentemente, si no es tratada a tiempo puede conducir a
la esterilidad. La prostatitis y otras formas de infeccion local son muy poco

frecuentes (9, 100).

Los varones homosexuales y bisexuales suelen desarrollar proctitis, en
muchos casos asintomatica; cuando los sintomas se presentan incluyen

descarga rectal, dolor al defecar, tenesmo, diarrea y/o sangrado rectal (9).

Parecido a lo que ocurre en la gonorrea, el padecimiento clamidiano puede

abarcar alteraciones sistémicas, si bien las manifestaciones se deben a la
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formacion de complejos antigeno-anticuerpo y no a la diseminacion

hematogena del microorganismo (100).

Evidentemente, en el varén, las infecciones no tratadas conducen a otras
complicaciones, entre las cuales figura el sindrome de Reiter, caracterizado
por una triada de sintomas recurrentes: uretritis, conjuntivitis y poliartritis. (48,

100).

En mujeres sintomaticas, las manifestaciones clinicas incluyen cervicitis
mucopurulenta, uretritis, endometritis, abscesos en las glandulas de Bartholin,
salpingitis o EIP (salpingitis con perihepatitis y/o peritonitis); no obstante,

también puede verse afectada 1a mucosa rectal (9).

Las secuelas de la salpingitis no tratada pueden inciuir abscesos tuboovaricos
y respuestas inflamatorias graves que causan cicatrizacion tubular con

subsecuente infertilidad y generan riesgos de embarazo ectopico (9, 100).

En las mujeres embarazadas, la infeccion clamidiana se ha relacionado con
EIP postparto, periodos de gestacion mas cortos, rompimiento prematuro de

membranas y morbilidad perinatal (9, 48).

Los recién nacidos pueden adquirir conjuntivitis por inclusiéon y/o neumonia,
tras su paso a través del canal de parto infectado. La primera se hace

evidente 5 a 12 dias después del nacimiento y se caracteriza por un exudado
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pegajoso acompanado por vulvovaginitis, otitis o rinitis mucopurulenta. Por su
parte, fa neumonia se manifiesta a las 4 a 17 semanas posteriores al
nacimiento (como complicacion de la conjuntivitis), con silbidos, tos y ausencia

de fiebre (9, 45, 48).

Es importante subrayar que, en los niitos menores de 12 afos, la

identificacion de esta bacteria debe hacer sospechar de abusos sexuales (59).

Respuesta inmune

Las superficies mucosas representan el area mas extensa de contacto entre
los microorganismos y el sistema inmune del organismo humano; en tal
sentido, el tracto reproductivo posee posiblemente el sistema inmune mas
especializado, ya que enfrenta el doble reto de proveer de proteccion continua
contra los patdgenos potenciales y contribuir con un ambiente receptivo para

el esperma y el embrion (52).

Estudios en ratones han mostrado que la respuesta inmune contra la infeccion
genital por C. trachomatis es bastante compleja, ya que resuelve la infeccion y
confiere proteccion especifica de serotipo a corto plazo pero, al mismo tiempo,
sensibiliza al hospedero para el desarrollo de alteraciones inmunopatologicas
que conducen al dafo tisular y a la fibrosis. Por esta razén, un componente
critico de la respuesta consiste en el reclutamiento de la subpoblacién

linfocitaria adecuada en la mucosa genital (52, 53, 80, 122).
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Una vez que C. trachomatis se localiza en |la vagina y el cérvix, se encuentra
con células dendriticas (CD), monocitos (los cuales liberan interferon-y [INF-y]
y factor de necrosis tumoral-a [TNF-a] en respuesta al LPS), neutrdfilos y
macréofagos (capaces de eliminar a las clamidias mediante mecanismos

dependientes e independientes de oxigeno) (75, 79).

Las CD, células presentadoras de antigeno (CPA) por excelencia, juegan un
papel muy importante en el inicio de la respuesta inmune: internalizan a las
clamidias, las inactivan y las presentan via sus moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad de clase | (MHC ). Esta interaccion induce
su maduracién, a fin de que estimulen de una forma antigeno-especifica a las

células T CD4* (75, 79).

Entre las citocinas participantes en la resolucion de la infeccion, se cuenta la
interleucina 12 (IL-12), la cual dirige la respuesta residente en los linfocitos T
CD4* Th1, cuyo papel preponderante consiste en la produccion de IFN-
y, destinada a controlar la infeccién genital primaria y a prevenir que ésta se
extienda hacia otros tejidos (102). Contrario a ello, la respuesta inmune
mediada por los linfocitos T CD4" Th2 es inefectiva para eliminar al parasito, e
inclusive, puede contribuir a prolongar la infeccion y a propiciar cambios

patolégicos (53).
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El mecanismo de proteccién sugerido para el INF-y no es el de un efecto
directo sobre las clamidias, sino la degradacién del triptofano hasta N-
formilcinurenina y cirunenina, a través de la enzima indoleamina 2,3-
dioxigenasa, la cual es inducida por aquélla molécula. Este proceso se ha
correlacionado con la inhibicion del crecimiento del microorganismo en
diversas células humanas, incluidos los macréfagos, fibroblastos, las células

epiteliales y las conjuntivales (75)

Otro mecanismo mediante el cual el INF-y contribuye a resolver la infeccion es
activando a los macrofagos, hecho que promueve la eliminacion de ios CE en

el sitio de la infeccion (60).

Por su parte, los linfocitos T CD8* también confieren proteccion por medio de
dos mecanismos posibles. Ei primero involucra la lisis de las células
hospederas durante la replicacion intracelular de las clamidias, lo que
promueve la liberacion de los CR, formas no infectantes a los que, ademas,
despoja de su nicho intracelular; el segundo se relaciona con la produccién de

INF-y (60).

Finalmente, a los anticuerpos no se les ha logrado establecer alguna funcién
protectora dominante en los modelos animales, lo que sugiere que aquélios
desempedian algun papel limitado en la infeccion primaria, mismo que se

incrementa notablemente en los estadios severos y en las reinfecciones (102).

81



Chlamydia trachomatis

Epidemiologia

Las ETS ocasionadas por C. trachomatis suelen ser de dos tipos: 1) las
ocasionadas por los serotipos D a K, que en la mujer se caracterizan por
cervicitis mucopurulenta y, en el varén, por uretritis y epididimitis; y 2) el LGV

originado por los serotipos L1, 1.2, L.2a y L3 (48, 59).

Acerca de dichas enfermedades, en 1995, la cervicitis y la uretritis
manifestaron una incidencia de 89 millones de casos, hecho que las ha
convertido en las ETS bacterianas con mayor frecuencia en el ambito mundial;
por lo que respecta al LGV, actualmente se registran menos de 300 casos al
ano en EUA (48, 103). De acuerdo con los datos anteriores, el presente
capitulo sélo hace referencia a los padecimientos provocados por los

serotipos D a la K.

En EUA, el indice de infecciones clamidianas entre las mujeres aumentd de
78.5 a 404.5 casos por 100,000 habitantes en el lapso de 1987 a 1999.
Actualmente, la incidencia anual de las clamidiasis genitales es de mas de 4
millones, de los cuales 2.6 miliones afectan a la mujer, 1.8 al varén y el resto

involucra a infantes (21, 55, 81).

La prevalencia de C. trachomatis en mujeres adolescentes sexualmente
activas generalmente excede el 10%; loégicamente, en las clinicas

norteamericanas de ETS esta cifra asciende a 40% para adolescentes y
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mujeres, es de 15 a 20 % para varones, de 8 a 12 % para mujeres
embarazadas y aproximadamente el 65 % de los recién nacidos llega a

padecer la infeccion tras la exposicion perinatal (9, 59).

Asi, el costo anual del tratamiento de las clamidiasis genitales en ese pais se
estima en 4 billones de dolares, monto superado solamente por el que se
destina al SIDA. Cébe subrayér que el 80 % de tales costos se asigna a la
terapéutica de las secuelas de la enfermedad en fa mujer, rubro en el que
destacan la enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), la infertiidad y los

embarazos ectopicos (103, 108).

En la ciudad de México, la incidencia de la infeccion en mujeres dedicadas a
la prostitucion fue de 13 % en 1995 y de 20 % en 1996 y 1997. En Guerrero,
la cifra ascendié a 36.9 % en 1999 (2) y, entre las mujeres embarazadas, fue

de 10 a 15% (59). )

Es importante sefalar que el porcentaje de personas asintomaticas es
elevado: en el varon rebasa al 50 % (9, 103) y, en la mujer, se estima que el
70 a 90 % de las infecciones endocervicales pasan inadvertidas, pudiendo

persistir sin tratamiento durante meses o afios (103).

En la mujer, diversos estudios han establecido que el principal factor
demografico correlacionado con la infeccion es la juventud (18 a 21 afos) y

que los factores asociados a mayores edades incluyen la solteria, la
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nuliparidad (el hecho de nunca haberse embarazado), la raza y las bajas
condiciones socioecondmicas; asi mismo, influyen otros factores de riesgo
tales como tener numerosas parejas sexuales o alguna nueva, no utilizar

condon, etc. (9, 55, 104).

Adicionalmente, es conveniente reiterar que las infecciones genitales
ocasionadas por este microorganismo se cuentan entre las ETS que

incrementan el riesgo de contraer el VIH (9).

Tratamiento

El ciclo de crecimiento de las clamidias impacta directamente sobre la
terapéutica correspondiente, ya que son microorganismos intracelulares que
s6lo se encuentran fuera de la célula hospedera cada 48 a 72 h. Bajo tales
condiciones, los antibiéticos seleccionados deben ser capaces de alcanzar el
ambiente intracelular y poder administrarse por tiempos prolongados (durante
por lo menos 7 dias) para lograr su efectividad clinica y microbiolégica (93,

103).

Otro aspecto negativo del tratamiento reside en el hecho de que la mayor

parte de las infecciones son asintomaticas (93).

Adicionalmente, el incumplimiento por parte del paciente representa otro factor

de ineficacia, medida por cultivos positivos después de 7 a 14 dias de
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finalizado el régimen terapéutico. A la fecha, la resistencia a antibidticos no
constituye una dificuitad, ya que el CR permanece dentro de las inclusiones y
el CE es relativamente inerte en lo referente a sostener interacciones
genéticas con otros microorganismos que podrian transferirle los genes

correspondientes (9, 93, 103).

El CDC estadounidense, en sus Guias para el Tratamiento de las
Enfermedades Transmitidas Sexualmente de 1998 (1998 Guidelines for
Treatment of Sexually Transmitted Diseases) recomienda que los pacientes
infectados sean tratados con doxiciclina (por 7 dias) o azitromicina (en una
sola dosis); los antibidticos alternativos son eritromicina base, etilsuccinato de

eritromicina y ofloxacina (20).

La doxiciclina y la azitromicina, esta uitima de mayor costo, son igualmente
eficaces; por su parte, la eritromicina es menos efectiva y genera efectos
gastrointestinales, lo que provoca que los pacientes incumplan el régimen. La
ofloxacina alcanza eficacias similares a las de las primeras, pero es mas cara
y no aporta ventajas respecto al régimen de dosificacion, ya que se debe
administrar por 7 dias; otras quinolonas no son efectivas en contra de la

infeccion clamidiana o no han sido evaluadas adecuadamente (20).

En el caso de mujeres embarazadas, la doxiciclina y la ofloxacina estan

contraindicadas; asi mismo, a seguridad y eficacia de la azitromicina durante
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el embarazo y la lactancia ain no se han establecido. De acuerdo con lo

anterior, se indica un tratamiento con eritromicina base o con amoxicilina.

Para los infantes con oftalmia o neumonia también se recomienda la
eritromicina base, igual que para quienes pesan menos de 45 Kg, para
menores de 8 afios de edad con 45 Kg o mas, el antimicrobiano adecuado es
la azitromicina y, para los mayores de 8 afos, se puede elegir entre ésta y

doxiciclina (20).

Prevencion

Las medidas actuales encaminadas a la prevenciéon de la infeccion por C.
trachomatis se basan en las siguientes consideraciones: la mayoria de los
padecimientos que ocasiona son asintomaticos en mujeres, y resultan
usualmente en salpingitis silenciosa, cicatrizaciéon de las trompas de Falopio e
infertilidad; la falta de tratamiento o su incumplimiento incrementa estos
riesgos y, la uretritis en hombres jovenes es también frecuentemente
asintomatica. Tomando esto en cuenta se sugiere que la exploracion periddica
de las personas en alto riesgo para contraer la infecciéon, asi como el
tratamiento de los individuos asintomaticos y el manejo adecuado de los
sintomaticos son las mejores medidas de prevencion y control, mientras se

cuenta con una vacuna efectiva (92, 103).
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iili. Factores de virulencia

Chlamydia infecta a las células a través de su adherencia, endocitosis e
inhibicion de la fusion fagolisosomal. Las principales células hospederas
“blanco” in vivo son las epiteliales columnares, a las que el microorganismo

ingresa via endocitosis mediada por receptor (128).

Tal como ocurre en otras enfermedades infecciosas, se espera que el
conocimiento de las bases moleculares de la adherencia y la infectividad de
las clamidias resulten trascendentales para entender la patogénesis y
virulencia y, con base en ello, poder desarrollar estrategias eficaces de

prevencion, tanto inmunolédgicas como biologicas (128).

Adhesinas

La adherencia clamidiana puede involucrar a diferentes componentes de la
envoltura de los CE (75). A continuacién se describen los mecanismos

asociados a cada uno de ellos en el proceso de adhesion.

MOMP. La MOMP es una proteina glicosilada de 40-kDa, equivalente al 60 %
de las proteinas de membrana externa del CE. La forma activa, funciona como
las porinas bacterianas pero, a diferencia de éstas, contiene un gran namero

de residuos de cisteina que le confieren la capacidad de formar enlaces
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disulfuro intramoleculares o intermoleculares (o ambos), lo que contribuye a la

rigidez del CE (42).

Esta molécula (codificada por el gen omp1), presenta cuatro dominios de
secuencia variable, VS1 al VS4, que se encuentran expuestos en la superficie
y estan distribuidos entre cinco regiones o secuencias altamente conservadas,
de la CS1 a fa CSS5, con ubicacién transmembranal. Los dominios variables 1,
2 y 4 contienen varios epitopos antigénicos que generan respuesta por parte
de las células Th y la consecuente apariciéon de anticuerpos neutralizantes con

especificidad de serotipo, subgrupo y subespecie (42, 80, 81, 104).

Se ha propuesto que la MOMP participa en la adhesion de Chlamydia a las
células hospederas a través de tres mecanismos independientes —y tal vez
cooperativos— que involucran tanto factores especificos como no especificos:
1) interacciones electrostaticas de los residuos cargados negativamente en los
VS2 y 4; 2) interacciones hidrofébicas del inaccesible e invariable nonapéptido
localizado en la region central del VS4 (105); y 3) interaccion tipo ligando-
receptor entre ella (o su porcién glicosilada) y el sulfato de heparan presente

en la superficie de las células epiteliales (106, 110).

Ademas, Su y cols encontraron que esta proteina no es internalizada después
de la unién, por lo que su funcion primaria es sélo la de mediar un paso
imeversible en la adhesion para promover otras interacciones que puedan

propiciar el evento de internalizacion (106).
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Por otro lado, las variaciones antigénicas de la MOMP, las cuales ocurren con
relativa frecuencia (por mutaciones puntuales o a través de eventos
recombinantes) representan un factor de evasion de la respuesta inmune, ya
que el cambio de un sélo aminoacido altera la secuencia de los epitopos e
interfiere su reconocimiento por parte de los anticuerpos neutralizantes (80,
103). De hecho, ello contribuye a la aparicion de las infecciones recurrentes
del tracto genital, aun a pesar de la frecuente respuesta de los linfocitos Th1y

T CD8* (80).

Citoadhesina clamidiana (CCA). Esta es una molécula termolabil,
componente menor de la membrana externa de los CE y cuyo peso molecular
es de 38-kDa; se une a las células hospederas a través de interacciones
proteina-proteina, lo que indica la presencia de un receptor especifico, al cual

aun no se ha logrado identificar (49, 50, 75, 105).

La CCA (por chlamydial cytadhesin) es inmunogénica y la presencia de
anticuerpos anti-CCA en el suero de los individuos infectados comprueba su

expresidn in vivo durante la infeccion (50).

Glucosaminoglucano. Aparentemente, un mecanismo trimolecular que
involucra receptores para glucosaminoglucanos (GAG) también contribuye a
la adherencia clamidiana. Si bien dichas moléculas se encuentran presentes
tanto en la célula hospedera como en la bacteria (75, 128), todo indica que su

origen es eucariético, ya que C. trachomatis es incapaz de sintetizarios (112).
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Aunque |a identidad del receptor no se conoce con certeza, al parecer podria
tratarse de las lectinas o las proteinas que se unen a la heparina o al sulfato
de heparan. Dichos receptores presentes en las células hospederas, los
cuales captan heparina o sulfato de heparan para su uso intracelular,
mediarian la adhesion clamidiana y promoverian la endocitosis, proceso que

no incluye la fusion fagosoma-lisosoma (128).

Evidentemente, otra ventaja de clamidia, al habilitar ai GAG eucariético como
su adhesina, reside en aplicar el mimetismo molecular, a fin de dificuitar el
inicio de la respuesta inmune; ademas, ello bloquearia la accion de los
anticuerpos dirigidos contra otros componentes de la superficie clamidiana, e

inclusive, afectaria la activacion de los componentes del complemento (128).

Omp2. La Omp2 (por outter membrane protein 2), se asocia a la pared celular
de los CE, es rica en cisteina y posee la capacidad de generar una interaccion
selectiva, basada en su conformacion nativa, con la superficie de las células

HeLa (115).

Esta proteina de 60-kDa no se detecta en las etapas tempranas del ciclo de
crecimiento, lo que sugiere que probablemente es degradada después de la
internalizacion y el subsecuente desarrollo clamidiano; por otro lado, su
expresion es regulada en forma tardia, aproximadamente cuando los CR se
empiezan a diferenciar en CE, lo que coincide con la fase mas peligrosa del

proceso infectivo (115, 1 24).
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Invasién

Existen dos mecanismo endociticos utilizados por Chlamydia para invadir las
células hospederas: la fagocitocis y la pinocitosis dependiente de
microfitamentos; ambos ocurren independientemente, por lo que, en aiguna

etapa de la adhesion, es seleccionado uno u otro (89).

Mecanismos para establecer persistencia

La capacidad de las clamidias para impedir la fusién de los lisosomas con la
inclusién dentro de la cual se reproduce es critica para su sobrevivencia
intracelular y, por lo tanto, para su persistencia. De esta manera, las
biovariedades que mas prolongan su presencia en los fagocitos profesionales
son las asociadas a las enfermedades mas invasivas, cronicas y
generalizadas; de hecho, es posible que monocitos y macréfagos representen
vehiculos bacterianos para la colonizacion de organos y tejidos lejanos al sitio

inicial de infeccién (75).

La persistencia ciamidiana se ha descrito como una asociacion entre
Chlamydia y las células hospederas, dentro de las cuales el microorganismo
permanece en estado viable pero el cultivo celular es negativo. Este tltimo
término se refiere a la ausencia de un crecimiento bacteriano patente
(correlacionado con ia reduccion de la actividad metabdlica clamidiana),
sugiriendo la presencia de las clamidias en una forma diferente al de sus

estructuras morfolégicas intracelulares tipicas. Es decir, se asume que el ciclo
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de crecimiento se interrumpe, pero continua cuando las condiciones son mas

favorables, hasta originar la infeccién productiva.

Los diferentes factores que influyen en la persistencia clamidiana incluyen la
inhibicién de la fusion fagolisosomal, la reduccion de nutrientes, el uso de

antibidticos y la presencia de citocinas (75).

La fusion fagolisosomal se inhibe via proteinas termolabiles ain no definidas,
situadas en la pared celular del CE, o bien, debido a ciertas caracteristicas

atipicas que aparecen en a inclusion intracitoplasmica (75).

En cuanto a esto dltimo, las inclusiones clamidianas se pueden describir como
vesiculas aberrantes derivadas del aparato de Golgi, a partir dei cual recibe
lipidos derivados del hospedero. Es decir, esta estructura representa una
vesicula secretoria, cuyo transporte y fusion con la membrana plasmatica
celular se retrasan, por 1o que no es percibida por la célula como un fagosoma

destinado a fusionarse con los lisosomas (75, 35).

Otra hipotesis que explica la ausencia de fusion fagolisosomal se relaciona
con la retencion de bombas Na'-K' ATPasas dentro de la vesicula; dichas
bombas y la H*-ATPasa vacuolar estan involucradas en la regulacion del pH
de los compartimentos endociticos. A tal respecto, se ha observado que, una
vez ingeridos los CE, el pH de los endosomas que los contienen se estabiliza

en 6.6, debido a la internalizacion de la Na'-K* ATPasa, lo que limita la
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acidificacion por la H'-ATPasa hasta pH menores de 6.0 (como los

lisosomales), hasta que dicha enzima es removida de las vesiculas (75).

Por otro lado, la reduccidn de algiun nutriente esencial puede bloquear fa
multiplicaciéon, no sélo de las bacterias sino también de las propias células
hospederas. En este contexto, hospedero y parasito sobreviven en estados no

multiplicativos, reversibles cuando el nutriente vuelve a estar disponible.

Al parecer, los antibidticos también ocasionan interrupciones en el ciclo de
crecimiento de las clamidias, lo que provoca la aparicion de formas de
desarrollo anormales. Un ejemplo de elio incluye a la penicilina, la cual
bloquea la conversién de los CR en CE (al inhibir la sintesis de la Omp2),

originando la acumulacién de los primeros (75).

Puesto que el INF-y bloquea reversiblemente el ciclo de desarrollo de estos
microorganismos (al propiciar la degradacion del triptofano), también afecta el
crecimiento y la division del CR; lo anterior se demuestra por la reduccion de

los componentes estructurales incluidos la MOMP, la Omp2 y el LPS.
Asi mismo, el TNF-o ha manifestado capacidad para inducir el desarrollo de

formas irregulares in vitro, sugiriendo que diversas citocinas liberadas por el

hospedero podrian inducir el desarrollo de formas persistentes (75).
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En conclusién, cuando Chlamydia existe en una forma aberrante —inducida
por alguno de los mecanismos antes descritos—, el microorganismo es capaz
de evadir la respuesta inmune, ya que permanece mas tiempo dentro de las
células hospederas, protegido de |a neutralizacién mediada por anticuerpos.
Las clamidias también podrian evadir 1a inmunidad mediada por células, si

bien aliin no se ha logrado obtener alguna evidencia directa de ello (75).

Regulacién de la apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada representa uno de los principales
mecanismos asociados a la eliminacion de células, tanto durante la seleccion
inmune como en el propio desarrollo y regeneracion de los tejidos. Es un
proceso regulado genéticamente que tiene lugar como resultado de estimulos
especificos, tanto internos como externos, y en el cual las macromoléculas se
escinden y se liberan en forma ordenada, a fin de evitar que se desencadene

una respuesta inflamatoria (28).

La apoptosis es controlada por varios factores, incluidas las proteinas de la
familia Bcl-2, que pueden ser pro-apoptoticas (Bax, Bad y Bid) o anti-
apoptoéticas (Bcl-2 y Bel-XL) y el Fas, también llamado CD95. Por otro lado, la
fase efectora de este proceso se lleva a cabo por una serie de enzimas

llamadas caspasas que actuan en cascada (1).
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La figura 3 muestra los modelos de apoptosis mediada por Bcl-2 y por el Fas,

y la figura 4 se refiere a la activacion de las caspasas.

La capacidad de algunos patégenos para inducir apoptosis es relevante en
cuanto a la iniciacion de la infeccidn, a su sobrevivencia y al escape de la
respuesta inmune del hospedero. La infeccion de las células no solo cambia
su susceptibilidad a los mecanismos inductores de este evento, sino que

también puede mediar la apoptosis de las células no infectadas (46).

Chlamydia es capaz de modular este proceso (induciéndolo o inhibiéndolo) a

través de los siguientes mecanismos:

1) Induccién de la apoptosis de las células T, por parte de macréfagos
infectados, a través de la interaccién del Fas con su ligando (Fasl.), de la
produccion de TNF-a o de la secrecion de especies reactivas de oxigeno.
En este sentido, algunos experimentos han mostrado que los linfocitos T
CD4" son eliminados previa interaccion Fas-Fasl., mientras que los CD8"
suelen ser mas susceptibles a la senalizacion mediada por el TNF-c.
Evidentemente, estos eventos afectan la evolucidon de la respuesta

inmune, lo suficiente como para no emradicar la infeccion (46).

2) Inhibicion de la apoptosis durante la infeccidon activa, manteniendo

secuestrado al citocromo ¢ en la mitocondria. La translocacion del
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3)

4)

citocromo desde el espacio intermembranal de dicho organelo representa
un evento critico en la activacién de las caspasas. Especificamente, la
liberacion de esta molécula al citoptasma facilita su union a la Apaf-1 y, en
la presencia de ATP, escinde y activa a la procaspasa-9, la cual a su vez
estimula a la caspasa-3 hasta que se concreta el proceso de

desmantelamiento de la célula (28) (ver figura 4).

Resistencia al estimulo apoptético. Este mecanismo involucra a la hsp (por
heat sock protein) 60, ia cual podria ser transportada hasta el citoplasma
de la célula hospedera, en donde interacciona con moléculas celulares
tales como la procaspasa-9, impidiendo su posterior activacién, lo que

interrumpiria el proceso (28).

Regulacién de la apoptosis a nivel de proteinas. Esta se lleva a cabo via la
formacion de heterodimeros y homodimeros entre los miembros de la
familia Bcl-2 (ver figura 3), los cuales provocan o bloquean la salida del
citocromo c¢ de la mitocondria. Dichas moléculas proteicas presentan
regiones compartidas con humanos, nematodos y ciertos patégenos
virales y, a pesar de que en C. trachornatis aun no se han encontrado
proteinas homoélogas, se piensa que algunas interactian con la membrana
mitocondrial externa y bloquean la translocacion del citocromo después de

la induccion apoptética (28).
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Figura 3. Regulacion Apoptosis
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Los mecanismos antes descritos proponen nuevas formas para evadir la
respuesta inmune por parte de Chlamydia, mismas que contribuirian a la
persistencia del microorganismo hasta 5§ afios en el tracto genital, con una
continua expresiéon antigénica responsable de la inflamacion y la fibrosis (28,

46).

Desarrolio de eventuales vacunas

El desarrollo de vacunas —cuya finalidad es inducir inmunidad en la mucosa
genital a largo plazo- se ha visto obstaculizado debido, en parte, al poco
entendimiento de la respuesta inmune del organismo humano en contra C.

trachomatis (43, 80)

En general, la eficacia de una vacuna es influenciada por la inmunogenicidad
del antigeno y el estado inmune del hospedero. En particular, la respuesta
inmune de las mucosas puede ser afectada por factores adicionales que

incluyen el adyuvante, el vehiculo o la ruta de administracion (43).

En este sentido, el desarrollo de vacunas seguras contra Chlamydia, usando
estrategias convencionales de inmunizacién, no ha tenido el éxito esperado
debido a que la efectividad es relatvamente limitada por la poca
inmunogenicidad del antigeno que las conforma; por otro lado, el uso de
microorganismos completos inactivados no es recomendable debido a los

componentes inmunopatogénicos que poseen (43).
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De esta forma, los objetivos en el disefo de una vacuna protectora anti-
clamidia incluyen: 1) la identificacion de el (los) antigeno(s) apropiado(s); 2) el
desarrollo de vehiculos de administracion efectivos; 3) el uso de adyuvantes
(que optimizan la induccion y reclutamiento de linfocitos Th1 clamidia-
especificos en la mucosa genital); y 4) el establecimiento de la ruta de

inmunizaciéon adecuada (43, 44).

En C. trachomatis existen ocho antigenos (cuyo peso molecular oscila entre
10 a 75-kDa) como principales candidatos para ser componentes de una
vacuna; de ellos ta MOMP es el mas promisorié, ya que es altamente
inmunogénica e inmunoaccesible, provoca respuestas de células T y de
anticuerpos neutralizantes, es la proteina de superficie dominante y se
expresa en todas las fases del ciclo de crecimiento; sin embargo, futuras
investigaciones determinaran la eficacia y seguridad para utilizarla en

humanos (43).

Cabe mencionar que en afos recientes se ha estudiado usar como
adyuvantes a CD autdlogas “alimentadas” ex vivo con microorganismos. La
razén para emplearlas con este fin es que son potentes inductoras de la
respuesta Th1 especifica, ia cual proporciona inmunidad protectora en contra
del reto con bacterias vivas en el tracto genital de ratones. No obstante, hay
que tener presente lo impractico de usar este método como inmunoterapia

para la prevencion en humanos (79, 107).
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Una vacuna que no se ha estudiado es aquella que tiene por antigeno a
microorganismos vivos atenuados debido, en parte, a qQue no se han
desarrollado sistemmas genéticos para las clamidias que permitan la
generacion de cepas atenuadas por mutacion de factores de virulencia o de

componentes inmunopatogénicos (108).

Ciertamente, este tipo de vacuna puede tener ventajas importantes sobre los
inmunogenos basados en el DNA o en subunidades recombinantes, ya que
esta bacteria presenta un estilo de vida intracelular estricto, complejidad
biologica y antigénica y afinidad por la mucosa genital, sitio que requiere la

induccion de una respuesta inmune local (108).

iv. Diagnéstico de laboratorio de las clamidiasis genitales

En virtud de que las infecciones clamidiales pueden causar enfermedades
clinicas severas, especialmente en mujeres, el diagnostico y tratamiento
apropiados representan todo un desafio para los equipos de salud (13). El
meétodo tradicional de diagndstico de las infecciones ocasionadas por C.
trachomatis consiste en el cultivo de las muestras urogenitales; sin embargo,
en la década pasada, el desarrollo de nuevas técnicas se incrementd
notablemente, ante la necesidad de detectar las numerosas infecciones
asintomaticas y de establecer programas de exploraciéon vy vigilancia

epidemioldgica (9, 109).
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Las guias para la practica clinica del CDC (CDC Clinical Practice Guidelines)

definen el diagnostico de C. trachomatis en tres categorias:

1.

Diagnéstico sugerente. Este se basa en la presencia de los sintomas
clinicos de la infeccién y en la exclusion de otras causas de la leucorrea,
de la exposicion sexual a alguna persona infectada con C. trachomatis o
de diagnosticos recientes de uretritis no gonococcica, cervicitis

mucopurulenta o EIP (9)

Diagnéstico presuntivo. Requiere de determinar la presencia o ausencia de
los sintomas clinicos y de efectuar la deteccion de C. trachomatis mediante

pruebas no culturates (9).

Diagnéstico definitivo. Se fundamenta en el aislamiento de C. trachomatis
mediante el cultivo del espécimen cervical, rectal o uretral, asi como en la
plena identificacion de las caracteristicas inclusiones intracelulares o del
microorganismo, en este ultimo caso, mediante uno de los siguientes
métodos y la confirmacion por medio de un método cultural o no cultural (9,

45):
a) DFA (anticuerpo fluorescente directo).

b) EIA (andlisis inmunoenzimatico).

c) Hibridaciéon con sondas marcadas o PCR.
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Recoleccién y transporte de las muestras

En las mujeres, los sitios adecuados para obtener los especimenes, ya sea
con hisopo o con cepillo citélogico, son el endocérvix o la uretra. Los hisopos
de eleccion para este fin son los de dacron, algodon, rayén o alginato de
calcio, pero es indispensable que el soporte no sea de madera, ya que ésta

resulta tdéxica para las clamidias (9).

Por lo que se refiere a los varones, la uretra anterior es la regidon mas
recomendable para recolectar la muestra; en tal caso, el espécimen se
obtiene al menos 1 h después de que el individuo ha orinado, debido a que la
orina puede eliminar las células columnares infectadas, reduciendo la

sensibilidad de la mayoria de los métodos de diagnéstico.

Cabe mencionar que el aislamiento de las clamidias se optimiza cuando las
muestras se refrigeran inmediatamente después de ser recolectadas, siempre
y cuando sean procesadas dentro de las proximas 48 h; de lo contrario,
aquéllas se pueden congelar a --70°C, pero la viabilidad de los

microorganismos disminuye en un 20 % (9).
Si las muestras se van a procesar en un lugar diferente de donde se

recolectaron se deben transportar en los medios 2-sacarosa fosfato (2SP),

sacarosa-giutarmato fosfato, M4 o FlexTrans, de preferencia adicionados con
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antibidticos tales como la gentamicina, vancomicina, anfotericina B o nistatina,

a fin de prevenir el crecimiento de bacterias y hongos.

En la realizacién de métodos que no implican el cultivo del agente causal, la
recoleccion y el transporte de las muestras deben efectuarse como lo indique
el instructivo de manufactura; empero, aquellos generalmente no difieren de io

descrito para el cultivo (9).

Es importante mencionar que, a diferencia de los ElAs y las sondas de DNA,
los métodos de amplificacion del acido nucleico (PCR y LCR) son muy
sensibles y especificos para detectar a la bacteria en muestras urinarias
provenientes de mujeres o varones; ello se debe a que las copias del DNA
clamidiano permanecen sin cambios en la orina que lava las superficies

mucosas (9, 66).

Ciertamente, la facilidad con la que se obtiene una muestra de orina ayuda a
que las personas asintomaticas acepten someterse al analisis
correspondiente, e inclusive, apoya a la economia de los programas de
exploracién poblacional; sin embargo, algunas llegan a contener sustancias
que originan la obtencion de resultados falsos negativos: ia LCR es inhibida
por los nitritos y la PCR es afectada por la hormona gonadotropina coridnica y
diversos cristales (especialmente los que incluyen cationes divalentes taies

como Mg**) (66, 72).
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En tal contexto, cabe subrayar que la mayoria de las sustancias inhibitonas
puede eliminarse, llevando a cabo aiguna de las siguientes acciones: 1)
extrayéndolas con fenol-cloroformo; 2) almacenando las muestras toda la
noche a 4°C o a —70°C; 3) realizando lo mencionado en el punto anterior y,

posteriormente, diluyendo las muestras 1:10 (66).

Otros especimenes no invasivos que se pueden someter a los métodos de
amplificacion del acido nucleico son los que las mismas pacientes recolectan

a partir de vagina o vuiva (9).

Métodos culturales

Actualmente, el CDC recomienda el cultivo celular para llevar a cabo la
deteccion de C. trachomatis en los especimenes uretrales provenientes de
mujeres y varones asintomaticos y, adicionalmente, en las muestras rectales
de cualquier paciente, en las nasofaringeas de infantes, en las vaginales de
nifias prepuberes y en los casos en que se sospecha de abuso sexual. Ello se
debe a que dicho método ofrece algunas ventajas sobre los demas: sélo
detecta CEs viables, las posibilidades de contaminacién son cada vez mas

escasas y su especificidad alcanza el 100% (9).

Evidentemente, algunas caracteristicas limitan el uso del cuiltivo: las

sensibilidades de 70 al 85% unicamente se logran con personal
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experimentado, su costo es alto y el tiempo en el que se obtienen los

resultados se extiende hasta los 3 a 7 dias.

Antes de inocular las lineas celulares McCoy, Hela 229 o BGMK, es
necesario sonicar las muestras para lisar a las células hospederas y a las
inclusiones y que, de esa manera, se liberen CEs. Después de transcurrido el
tiempo de incubacion (48 a 72 h), se procede a la busqueda de las inclusiones
intracitoplasmaticas, utilizando anticuerpos anti-MOMP o anti-LPS marcados

con fluoresceina.

Es preciso que la identificacion de las inclusiones no se realice mediante otros
métodos que detectan antigenos (DFA y EIA), ya que éstos carecen de
especificidad para tal fin; asi mismo, las tinciones de Gram, Giemsa o yodo

son poco sensibles (9).

Métodos no culturales

Las ventajas de estos métodos incluyen su accesibilidad para los analistas
que carecen de experiencia o de posibilidades de practicar el cultivo; ademas,
se reducen los requerimientos para el transporte de la muestra, se pueden
estandarizar, son tan sensibles como los métodos de tincion directa y

permiten efectuar un pronto diagnéstico (9, 48).
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Por obvio e independientemente de la prueba seleccionada, la interpretacion
de los resultados requiere de todo el cuidado y atencion del analista,
particularmente cuando el diagnostico se asocia a serias implicaciones

médicas, legales y sociales (9).

Métodos de deteccién del antigeno. Los principales métodos diagnosticos

que detectan antigenos clamidiales incluyen al DFA y al ElA (9).

El primero tiene como ventajas la de que tas muestras se tiflen directamente
con anticuerpos especificos anti-clamidia (9, 45), se lleva a cabo en
aproximadamente 30 minutos, su sensibilidad es de 80 a 90% con el uso de
anticuerpos monoclonales anti-MOMP, y la especificidad fluctia entre 98 y
99% con respecto al cultivo. No obstante, la evaluaciéon microscopica de cada
espécimen es laboriosa y requiere de personal altamente especializado, lo

que limita su uso a un numero pequefo de muestras (9).

Esta técnica es especialmente util para detectar a C. trachomatis en frotis
endocervicales, en donde el resultado se considera positivo cuando se
encuentran al menos 10 CEs; ademdas, es aplicable para las muestras

provenientes de la conjuntiva, uretra, recto y nasofaringe de infantes (9).

Por su parte, el EIA se basa en la detecciéon inmunoquimica del LPS extraido

de los CEs presentes en la muestra; dicha molécula es mas abundante y
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soluble que la MOMP y, en cuanto a ia metodologia, los resultados se

obtienen en 3 a 4 h, aunque se trate de técnicas manuales (9, 45).

En los EIA directos, los anticuerpos marcados con enzimas se unen al LPS de
la muestra; a diferencia de ello, en los indirectos, se emplea un anticuerpo
primario anti-LPS (lgG murina) como reactivo detector y, posteriormente, se
agrega un anticuerpo secundario anti-igG murina marcado con enzima

(anticuerpo revelador) (9).

Esta técnica se puede automatizar y, por lo tanto, es util para grandes
cantidades de muestras; sin embargo, también exige un entrenamiento y

equipamiento minimos, con los cuales proporciona resultados confiables (48).

Por otro lado, su principal desventaja consiste en que los anticuerpos anti-
LPS pueden llegar a presentar reaccién cruzada con el de algunas bacterias
Gram negativas. Esta limitante obliga a realizar paralelamente ensayos de
bloqueo, en los cuales la prueba se repite en presencia de anticuerpos
monoclonales especificos dirigidos contra el LPS clamidiano. Dichos
anticuerpos bloquean o inhiben competitivamente el epitopo “"blanco” del
anticuerpo detector, lo que se traduce en una reduccion de la coloraciéon

correspondiente (9).

Los EIA son menos sensibles que el cultivo (alcanzan cifras de 80 a 95%),

dependiendo de cada uno. Asi mismo, su especificidad varia dependiendo de
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si se emplean o no los anticuerpos bloqueadores: los valores suelen ser de 97
% cuando aquéllos no se emplean y hasta mayores de 99 % si se les

incorpora a la técnica (9, 45).

Métodos de deteccién del acido nucleico. Entre las técnicas moleculares
mas utilizadas para llevar a cabo el diagnéstico de las clamidiasis figuran los
basados en el empleo de sondas de hibridacion del DNA y los de
amplificacién del acido nucleico. En las primeras se aplican sondas
quimioluminiscentes, que hibridizan alguna secuencia especifica en el RNA
ribosomal (rRNA) 16S clamidiano. Una vez que se forma el hibrido DNA-
rRNA, éste es absorbido sobre una cama magnética y la reaccion se detecta y

cuantifica en un luminémetro (9).

En teoria, esta clase de metodologias es mas sensible que las de deteccion
del antigeno, ya que las clamidias en division poseen mas de 10* copias del
rRNA 16S; ademas, aunque su especificidad es relativamente alta (98 a 99%),
es conveniente realizar ensayos de confirmacién con sondas de competencia

dirigidas hacia el mismo “blanco” que la sonda diagndstica (9, 45, 48).

Por lo que respecta a las técnicas de amplificacion del acido nucleico, éstas
son muy sensibles, ya que basta que la muestra contenga una sola molécula
del segmento “blanco” para detectar la participacion del agente causal y se
pueden realizar en frotis de garganta, muestras del endocérvix, uretra y

urinarias, esputo, fluido broncoalveolar y secreciones oculares (9, 65, 92).
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Ef método mas ampliamente conocido de anpliﬁwci&n es la PCR (reaccion
en cadena de la polimerasé), la cual emplea dos “primers” de oligonuciedtidos
sintéticos con secuencias que son complementarias a un segmento especifico
de DNA presente en el microorganismo “blanco” que puede ser género,

especie, grupo o cepa especifica, dependiendo del “primer” utilizado (9).

En este sentido, las PCR desarrolladas para detectar a C. trachomatis tienen
como “blanco” algun segmento del plasmido presente en la bacteria, el cual se

llega a encontrar a razén de 7 a 10 copias por molécula (9).

Otro método de amplificacién del acido nucleico utilizado es el de LCR
(reaccion en cadena de la ligasa), en el cual cuatro sondas de
oligonucledtidos sintéticas (dos por hebra de DNA) se alinean en sitios
especificos del plasmido. Cada par de sondas se hibridizan cerca la una de la
otra sobre el templado con sélo una abertura de 1 6 2 nucledtidos entre ellas.
Una vez que esto ocurre la abertura es llenada por la DNA polimerasa y
cerrada por la enzima ligasa. Dicho proceso de dos pasos (llenar y cerrar), en

teoria, la hace mas especifica que la PCR.

Una limitacion importante de ambas técnicas es que el diagnostico depende
de la posibilidad de detectar segmentos especificos de DNA y no
microorganismos viables o intactos; por ello, los resuitados pueden estar
sujetos a discrepancias con los del cultive cuando se utilizan para comprobar

la eficacia del tratamiento. En este sentido, se ha descrito que la “ventana”
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para el periodo cultivo negativo-PCR positivo parece durar tres semanas o
mas después de una terapia con doxiciclina; transcurrido ese lapso, el cultivo

como la PCR reditian resultados negativos (9).

Pruebas serolégicas

Aunque las pruebas serologicas no pueden reemplazar a los métodos que
detectan de forma directa a C. trachomatis, son utiles para el diagnostico de
los pacientes que padecen una enfermedad cronica -en quienes la bacteria no
se detecta localmente y un resultado positivo podria ser la unica indicacion de
la infeccion- y para predecir si una infeccion es activa (Que se demuestra con

un incremento de cuatro veces en el titulo de anticuerpos) (4,9).

Las pruebas serologicas que se han desarrollado para ia deteccion de
anticuerpos contra C. trachomatis son las de fijacion del complemento (FC),

microinmunofluorescencia (MIF) y el ELISA (8, 48).

La prueba de FC detecta anticuerpos fijadores de complemento que
reconocen al LPS, pero es de escaso valor en el diagnostico de las

infecciones genitales ya que carece de sensibilidad (4, 48).

Por su parte, el diagnostico serologico a través del MIF incluye: 1) la

demostracion de seroconversion, 2) aumento de 4 veces en el titulo para un
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serotipo especifico o 3) la presencia de anticuerpos IgM (indicativos de

infeccion aguda) (9, 48).

La MIF es la mas sensible de las pruebas serolégicas razén por la cual se
sigue considerando como el estandar de oro en este rubro. Sin embargo, es
laboriosa, los antigenos (CEs fijados con formalina) son costosos, su
disponibilidad es limitada y se han reportado reacciones cruzadas entre las

especies (4, 9).

En cuanto a las pruebas inmunoabsorbentes ligadas a enzima (ELISA),
existen aquellas que utilizan antigenos recombinantes de Chlamydia (LPS de
los CE o CR), pero también se dispone de antigenos especificos de C.
trachomatis como son la hsp 70, hsp 60, hsp 10 y un polipéptido (pgp3)

codificado por el plasmido (4, 9).

Se recomienda usar esta técnica solo en las serovigilancias de las
poblaciones de alto riesgo (9), siempre y cuando se tome en cuenta que esta
sujeta a una interpretacion subjetiva y no es recomendable para manejar un

gran nimero de muestras (4).

Nuevos métodos de diagnéstico

La tecnologia utilizada para el diagndstico de las ETS clamidianas sigue

refinandose con el fin de mejorar su sensibilidad y especificidad y ofrecer asi
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un diagnodstico rapido y definitivo. Entre las pruebas que se ha desarrollado y
aun se encuentran en fase de experimentacion estan la amplificacion mediada
por transcripcion o TMA (por ftranscnption-mediated amplification), la
amplificacion basada en la secuencia del acido nucleico o NASBA (por nucleic
acid sequence-based amplification) y la SDA (por strand displacement

amplification) (9).

No obstante, se tiene que llevar acabo muchos estudios para que estas

formas de diagndstico puedan reempiazar al cultivo (9).
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lIl. Neisseria gonorrhoeae y LA BLENORRAGIA

La gonorrea, ocasionada por Neissernia gonorrhoeae, constituye una de las
principales y mas antiguas enfermedades de transmision sexual que afectan
al humano. Sin embargo, su elevada incidencia, ain mayor en los paises en
vias de desarrollo, hace que este padecimiento continie representando un

grave problema de salud mundial.

La prevalencia de esta enfermedad en la poblacion se debe en buena parte a
la aparicion de cepas resistentes a los antibidticos que se utilizan
comiunmente en el tratamiento, asi como a las personas asintomaticas
quienes, al no solicitar atencion meédica, fungen como reservorio del

microorganismo y, por ende, provocan su diseminacion.

Todo ello conduce a que las autoridades de salud lleven a cabo una

permanente vigilancia epidemiolégica y establezcan diversos programas de

prevencion y control.

Por otro ilado, los investigadores siguen perfeccionando y desarrollado
métodos de diagndstico que ofrezcan resultados mas exactos y confiables en

poco tiempo, con el fin de que se administre el tratamiento de forma oportuna
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y sin contratiempos, e inclusive, continian buscando una vacuna eficaz que

funcione como método de prevencion ideal.

i. Caracteristicas microbiolégicas del género Neisseria

Especios principales

La familia Neisseniaceae consiste de los géneros Neissenia, Acinetobacter,
Kingella y Moraxella, el Ultimo de los cuales abarca a los subgéneros
Moraxella (bacilos) y Branhamella (cocos). No obstante, con base en los
resultados denvados de estudios de secuenciacion del RNA ribosomal (RNAr)
y de hibridizacion del DNA, se ha propuesto que las especies de Neisseria,
Kingella y Eikenella sean agrupadas en la familia Neisseriaceae, en la
subclase p de las Proteobacterias, y que los géneros Acinetobacter, Moraxella
y Psychrobacter se reubiquen en la familia Moraxellaceae, en ia subclase y de
las Proteobacterias (37). Cabe subrayar que esta clasificacion aun esta en

desarrollo y no es oficial, por lo que en este trabajo se hara alusion a la

clasificacién vigente.

El género de Neissernia incluye a las especies N. gonommhoeae, N. meningitidis,
N. lactaminca, N. sicca, N. subflava, N. mucosa, N. flavescens y N. cinera,
Cuyo unico reservorio es aparentemente el humano. Las dos primeras son
patégenas y ocasionan, respectivamente, gonorrea y meningitis séptica

epidémica, encontrandoseles frecuentemente dentro de los leucocitos
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polimorfonucleares o acompafados por ellas. Las especies restantes son
miembros regulares de la flora habitual del aparato respiratorio y pocas veces

llegan a ocasionar afecciones (45, 48).

Por lo que respecta a N. gonorrhoeae, espacie a ia cual también se le conoce
como gonococo, se sabe que existen mas de 70 cepas distintas,
diferenciables mediante auxotipificacion, serotipificacion o pruebas de

sensibilidad a antimicrobianos (100).

Micro y macromorfologia

Las neisserias tipicas corresponden a diplococos Gram negativos, inmoviles y
aerobios o facultativos, no capsulados y de 0.6 a 1.0 um de diametro (48, 59).
Las células individuales presentan forma de rifid6n y cuando se encuentran en

pares evidencian sus lados adyacentes aplanados (45).

La envoltura celular gonocéccica esta conformada por tres elementos
principales: la membrana citoplasmatica, una capa rigida de peptidoglicanos y
la membrana externa, la cual contiene lipopolisacaridos, fosfolipidos y

proteinas importantes desde el punto de vista inmunolégico (48).

Las neisserias crecen dptimamente en condiciones aerobias, si bien algunas
cepas logran desarrollar en ambientes anaerobios; en cuanto a N.

gonorthoeae, se multiplica mejor en medios que contienen sustancias
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organicas complejas tales como sangre calentada, hemina, proteinas

animales y atmosfera de 5 a 10 % de CO. (45).

Por otro lado, su crecimiento puede ser inhibido por algunos constituyentes
del medio; por ejemplo, los acidos grasos', ciertas sales o pHs menores de
5.8; ademds, son muy susceptibles a la desecacion, luz solar, calor himedo y
varios desinfectantes, y frecuentemente producen enzimas autoliticas que
originan tumefaccion rapida y lisis de las colonias, sobre todo a 25 °C y/o @ pH

alcalino (45, 48, 75)

Los principales medios selectivos empleados para el aislamiento de neisserias
patégenas son el Thayer-Martin modificado (MTM) y el Martin-Lewis (ML), los
cuales permiten una mejor diferenciaciéon y su reconocimiento en las placas en

las que llegan a desarrollar algunos miembros de la fiora habitual (48).

El medio Thayer-Martin se compone de un agar chocolate suplementado con
factores de enriquecimiento necesarios para el aislamiento de
microorganismos exigentes; en tal sentido, destaca el polienriquecimiento
IsoVitalex o Supplement B. Ademas, contiene el complejo antimicrobiano
VCN, constituido por vancomicina (3 ung/mL), colistina (7.5 ug/mL) y nistatina
(12.5 ng/mt), destinado a inhibir bacterias Gram positivas, a la flora entérica

Gram negativa y a diversas levaduras, respectivamente (48, 56).

! Para neutralizar el efecto téxico de los écidos grasos es preciso agregar almidén, colesterol
o atbumina.
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El medio Thayer-Martin modificado incluye 5 ug/mL de trimetoprim (ajuste
realizado por el Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Venéreas en el
CDC), compuesto similar a las suifonamidas que inhibe a ciertas cepas de

Proteus resistentes a los antibiéticos antes mencionados (100).

En cuanto a otro medio selectivo, conocido como Martin-Lewis, éste es
semejante al MTM excepto que su concentracion de vancomicina es de 4
ng/mlL y la nistatina es reemplazada por anisomicina (20 ng/mL) como agente
antimicético. En la década de los 70 se introdujo el agar New York City (NYC),
también selectivo, constituido por agar base peptona-almidéon, plasma
citratado de caballo y, para incrementar la recuperacion de las cepas
exigentes de N. gonomhoeae, un dializado de levadura y dextrosa; sus
antibidticos son: vancomicina (2 pug/mL), colistina (7.5 pug/mL), lactato de
trimetropina (5 ug/mL) y anfotericina B (1.2 ng/mlL), como agente antimicotico

(56).

Cabe serialar que, recientemente, se ha introducido un nuevo medio: InTray
GC (BioMed Diagnostics, San José, California), el cual consiste de una
bandeja rectangular con agar chocolate, antibiéticos y un sistema generador
de CO:z. Dicho medio ha mostrado ser equivalente al MTM aun después de su
almacenamiento por un afio a temperatura ambiente; por tal motivo, su

empleo es recomendable para cultivar a N. gonorrhoeae, a partir de muestras
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endocervicales, sobre todo en lugares donde el almacenamiento y la

disponibilidad del MTM resultan problematicos (7).

Es importante hacer notar que algunas cepas de N. gonomrhoeae son
susceptibles a vancomicina, especialmente las AHU (auxétrofas a arginina,
hipoxantina y uracilo), razén por la cual resulta conveniente inocular los
especimenes urogenitales, tanto en medios selectivos como en algunos no
selectivos (agar chocolate, por ejemplo), a fin de asegurar el desarrollo del
agente causal. Sin embargo, las muestras orofaringeas y rectales sélo deben
inocularse en medios selectivos, porque la flora de estos sitios, muy numerosa

y de rapido crecimiento, enmascararia la presencia de os gonococos (56, 74).

En cuanto a la morfologia colonial de N. gonorrhoeae, suelen predominar las
siguientes caracteristicas, previa incubaciéon durante 72 h: colonias convexas,
brillantes, prominentes, mucoides, transparentes u opacas, nc pigmentadas,
no hemoliticas, de color blanco grisaceo y de 1 a 5 mm de didmetro. N.
flavescens, N. subflava y N. lactamica muestran pigmentacion amarilla o

rojiza. Por su parte, N. sicca produce colonias opacas y rugosas (56).

Identificaciéon

Debido a que la morfologia y la afinidad tintoreal de Neisseria, Moraxella,
Kingella y algunas especies de Acinetobacter son similares en las

preparaciones tefiidas al Gram, en diversas ocasiones la microscopia no
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representa un criterio muy confiable para llevar a cabo la diferenciacion del

género Neisseria (56).

De hecho, los parametros conjuntos utilizados para llevar a cabo la
identificacion de este género se resumen en la tabla 8: todas las especies de
Neisseria y Moraxella dan positivas las pruebas de catalasa y citocromo
oxidasa, caracteristica que ayuda a diferenciarias de bacterias similares en
morfologia; Acinetobacter es oxidasa negativa, Kingella se diferencia de
Neisseria microscopicamente y por ser catalasa negativa y, finaimente, la
utilizacion de glucosa es Util para distinguir entre Moraxella y Neisseria (48,

56).

Tabla 8. Diferenciacion entre géneros de |a familia Neissenaceae.

Género Morfologia Ox § Cat |} Glu
Neisseria Cocos §(-) + + +
Moraxella

Subgénero Moraxella Bacilos G(-) + + -
Subgénero Branhamella Cocos G(-) + + -
Acinetobacter Bacilos G(-) - + ko

Kingella Bacilos G(-) + - +

CLAVES: G(-) = Gram negativo; Ox = oxidasa; Cat = catalasa;

Glu = glucosa.
Una vez identificado el género, es necesario llevar a cabo la identificacion de
la especie, ya que otras neisserias también se pueden encontrar en la region
urogenital, sugiriendo de forma erronea la presencia de N. gonorrhoeae. Para

tal fin se cuenta con la prueba de utilizacion de carbohidratos, el método de
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electroforesis de isoenzimas, diversos procedimientos inmunolégicos —
incluidas algunas pruebas con anticuerpos fluorescentes (FA) vy
coaglutinacién- y ciertas técnicas de sustrato enzimatico cromogénico (48,

56).

El medio basal empleado para llevar a cabo la prueba de utilizacion de
carbohidratos es el cistina-tripticase-agar (CTA); éste contiene cistina,
peptonas, rojo de fenol y 0.25 % de agar, esta suplementado con aiguno de
los hidratos de carbono implicados en la diferenciacion. Los patrones de
oxidacion, observables por el cambio de color del indicador de rojo a amarillo
derivado de la produccién de acidos organicos, se muestran en la tabla 9 (45,

48, 56).

Evidentemente, cuando las pruebas de oxidacion de carbohidratos llegan a
complicarse por alguna de las caracteristicas del crecimiento microbiano?,
suele utilizarse alguna de las ofras pruebas antes mencionadas, de las cuales

a continuacion se incluyen algunos comentarios:

? Por ejemplo, cuando la produccién de écido se enmascara con los productos alcalinos
provenientes de la degradacion de las peptonas.
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Tabla 9. Patrones de oxidacion de carbohidratos de las principales especies de Neisseria.

Sepecie N?{:"cm“xfrg%% Gluc ACS;a aL:ic: d:jac/Fruc Ox | PIGM

. gonorrhoeae + + . - . + _
IN. meningitidis + + + R . + .
W. lacatamica + |+ |+ N ¥ |+
N. sicca - + + - + + 4
FV. subfiava - + + | - 3 v |+
[N. mucosa - + + R + A 3
IN. flavescens - - - - . + Py
FI. cinera + . - |- 3 y | -

CLAVES: MTM = Thayer-Martin modificado; ML = Martin-Lewis; NYC = New York City; Gluc = glucosa;
Mal = maltosa; Lac = lactosa; Sac = sacarosa; Fruc = fructosa; Ox= oxidasas; PIGM = pigmento
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«» Electroforesis de i'soenzimas. En esta prueba se analiza la hexoquinasa
de las Neisserias, ya que gonococos y meningococos poseen una
isoenzima especifica de especie que, por lo tanto, pemite efectuar la

diferenciacion correspondiente (48).

e Procedimientos inmunoldgicos. Estos se utilizan para realizar la
confirmaciéon de los cultivos de N. gonommhoeae. La prueba de FA es
rapida y confiable; de hecho, ya se distribuyen comerciaimente los
anticuerpos monoclonales conjugados con isotiocianato de fluoresceina.
Por su parte, las reacciones de coaglutinacion emplean como soporte
solido células de Staphylococcus aureus ricas en proteina A recubiertas
con anticuerpos antigonococcicos; de esta manera, se producen
agregados faciimente visibles como resultado de mezclar dicho reactivo

con su antigeno homologo (56).

e Técnicas de sustrato enzimatico cromogénico. Estas usan reactivos
bioquimicos especificos para detectar actividades enzimaticas de las
bacterias y la hidrdlisis de estos sustratos se traduce en productos
finales con colores especificos, los cuales se pueden detectar
directamente o después de agregar algun revelador. Las actividades
enzimaticas incluyen a la B-galactosidasa, y-glutamilaminopeptidasa y
prolilaminopeptidasa. La presencia de las dos ultimas identifica a N.

gonomrrhoeae (56).
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ii. Caracteoristicas de la gonorrea

Patologia

Los gonococos son patogenos exclusivos del ser humano, por lo que no
infectan de forma espontanea a los animales, e indusive, no viven libremente

en el medio ambiente (93).

El potencial patogénico de las diferentes cepas de N. gonorrhoeae evidencia
diferencias sustanciales, ya que una clona determinada puede causar
cervicitis o uretritis no complicadas, enfermedad inflamatoria pélvica (EtP) o la

infeccion gonocéccica diseminada (IGD)® (75, 93).

El gonococo se une a las células epiteliales columnares del cervix, o bien, de
la uretra, via multiples adhesinas, incluyendo a sus pili, a las proteinas Opa, a
los lipooligosacaridos (LOS) y a sus porinas (Por); el proceso de adhesion
resulta decisivo en la patogenia, ya que impide el arrastre mecanico de los
microorganismos por efecto de la miccion. Posteriormente, la bacteria ingresa
en las células epiteliales a través de un mecanismo aan indefinido y, después
de transitar intracelularmente dentro del fagosoma correspondiente, es
exocitado hacia el estroma subepitelial, donde usualmente se le localiza y da

origen a una severa respuesta inflamatoria, la cual conduce a la destruccion

3 Las cepas AHU se asocian a IGD y, ademas, a uretritis asintomatica en varones.
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de la mucosa uretral, a la balanitis erosiva (inflamacion del prepucio y del

glande) y a la cervicitis (33, 59).

La diseminacion a partir del tejido “blanco” primario se realiza por dos vias: la
linfatica, que canaliza a las bacterias hacia la prostata, el epididimo, las
glandulas de Skene, de Bartholin y de Cowper, la piel del area genital, las
trompgs de falopio, el peritoneo y el espacio perihepatico; y la hemidtica, que
suele desencadenar artritis o dermatitis séptica, e inclusive, endocarditis o

meningitis (59).

En el varén, la enfermedad clinica aguda se asocia a la uretritis anterior, que
aparece 1 a 8 dias después de la exposicion (con un promedio de 3 a 4 dias);
la patologia inicia con molestias uretrales y poliuria (eliminacién excesiva de
orina) pero, al ocurrir la reaccién inflamatoria, aparece la disuria (dificultad
para orinar) y una secrecion mucoide de color blanco amarillento que en
pocas horas se toma purulenta; ésta se conforma por leucocitos
polimorfonucleares (PMN) que han fagocitado a los gonococos, aunque
también contiene células epiteliales descamadas y liquido intersticial (59,

100).
Por obvio, cuando no se modifica el curso de la enfermedad se corre el riesgo

de que el proceso inflamatorio se extienda a la uretra posterior, a la préstata, a

las vesiculas seminales y, finaimente, al epididimo, o que provoca la
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infertilidad. Una minoria de casos (2 al 10 %) son asintomaticos desde su

origen y el 95 % lo es 6 meses después, en ausencia de tratamiento.

Por lo que respecta a las mujeres, la infeccion involucra al canal endocervical,
aunque la colonizacion de la uretra es frecuente. Los sintomas incluyen el
aumento de descarga vaginal, disuria, fiebre, sangrado uterino anormal y
menorragia; el cuello uterino puede tener descarga purulenta o presenta areas
de sangrado facilmente inducible. Las infecciones asintomaticas llegan a
alcanzar cifras cercanas al 90 % y entre el 20 y 50 % presenta procesos

patologicos en el recto, debido al escurrimiento de las secreciones.

Evidentemente, cuando el tratamiento no inicia oportunamente, aparecen
diversas complicaciones de la gonorrea, entre las cuales destacan la A
salpingitis (infeccion de las trompas de Falopio) y la EIP; ésta abarca casos de
perihepatitis y/o peritonitis. La salpingitis puede cursar en forma aguda,
subaguda o crénica, dependiendo de lo oportuno del diagndstico, de la calidad
del tratamiento y de la virulencia de la cepa implicada, y puede tener como
consecuencia la obstruccion de las trompas, via la cicatrizacion del tejido, lo

que provoca la esterilidad de la paciente o los embarazos ectopicos (59, 100).
Las mujeres embarazadas con gonorrea pueden transmitir el microorganismo

hacia el producto, cuando éste se expone al exudado cervical durante el

nacimiento; 2 a 5 dias después, ello ocasiona conjuntivitis o enfermedades
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sistémicas que incluyen septicemia y artritis;- otras manifestaciones menos

serias incluyen rinitis, vaginitis y uretritis (20, 78).

En ambos sexos, el cuadro ocasionado por gonococcemia y alguna otra
patologia asociada se conoce como infeccién gonocdccica diseminada o IGD;
los principales cuadros adyacentes son la artritis (el mas coman), meningitis,
endocarditis, dermatitis, miocarditis o pericarditis; la IGD afecta a entre 1 y 3
%‘de los pacientes, siendo las mujeres con ViH y las embarazadas las mas

propensas a adquirir dicha entidad clinica (59, 78).

La figura 5 muestra importantes aspectos asociados a la patogenia de la
infeccion gonocéccica en el varén y la mujer. En tal sentido, es importante

destacar que:

e La vagina no es muy colonizada por el gonococo, merced a su pH
acido, que interfiere la proliferaciobn microbiana; otro factor contrario al
desarrollo gonocdccico corresponde a la actividad de un relevante

sisterna bactericida, mediado por peroxidasa y dependiente del pH.

e En la mujer, la proctitis gonocéccica tiene su origen en la
contaminacion a partir de la mucosa genital, o bien, en el coito rectal
(este ultimo resuita fundamental en el contagio del varén homosexual);
ofra posibilidad radica en la ruptura de algun absceso pélvico; el

equivalente en el var6n alude a los abscesos prostaticos (59).
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« La inflamacién de las glandulas de Cowper y Litire -en el hombre-, asi
como las localizadas en las de Bartholin y Skene -en la mujer-, llega a
originar {a obstruccién de la luz y, cuando ello se prolonga, tiene lugar

la formacién de abscesos.
+ Lainflamacion de la conjuntiva produce abundante secreciéon purulenta;
cuando ademas se ulceran el epitelio y la comea, es posible que se

originen las panoftalmias y la celulitis orbitaria.

e La transmisién orogenital inicamente puede afectar a las amigdalas,

con o sin linfadenopatia regionai (59).
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Figura 5. Patogenia de la infeccién gonocéccica.
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CLAVES:

(1) = Glandulas de Cowper: también conocidas como glandulas

bulbouretrales, situadas por debajo de la prostata, secretan un moco

lubricante y protector del liquido seminal (71).

(2) = Glandulas de Littre: conocidas como glandulas uretrales, se
encuentran a lo largo de toda la uretra.

(3) = Glandulas de Skene: o glandulas parauretrales, estan cerca del
orificio uretral y son consideradas ia contraparte femenina de la
prostata

(4) = Glandulas de Bartholin: se abren a cada lado del orificio vaginal,
tienen una funcion humectante (71).

(5) = Si no se administra el tratamiento adecuado.

Otro punto de interés consiste en el hecho de que las reinfecciones por N.
gonorrhoeae son muy comunes, debido a que el microorganismo produce IgA
hidrolasas y a que generaimente ocurre una pobre respuesta inmune, con
escasas células de memoria, minimos niveles de inmunidad protectora y bajos

titulos de anticuerpos séricos (40, 93).

Por otra parte, la infeccion gonocédccica también aparenta facilitar la
adquisicion y transmision del VIH: la inflamacion de la mucosa proporciona
una mejor puerta de entrada al virus y la liberacion de particulas virales en el
semen es significativamente mayor en los individuos VIH positivos con

gonorrea que en quienes no padecen esta ultima afeccion (8).
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Epidemiologia

La gonorrea afecta a 78 millones de personas anualmente (67), dato que
convierte a esta afeccion como la segunda ETS de origen bacteriano mas
importante en términos de incidencia (s6lo es superada por la clamidiasis

genital).

En EUA, las clinicas especializadas reportan indices anuales de 327 casos de
gonorrea/100,000 hombres y de 229 casos/100,000 mujeres, asegurando que
el 40 % de los varones y entre el 30 a 50 % de las enfermas se encuentran

coinfectados con Chlamydia trachomatis (19).

En Canada3, la incidencia de esta enfermedad en 1995 fue de 5,500 casos, los
cuales las autoridades correspondientes estiman que su costo para el sistema

canadiense de salud fluctia alrededor de 43 millones de ddlares al aifo (113).

Cabe mencionar que, en la década pasada, se presentaron casos de
transmision endémica en Londres, Inglaterra; Cleveland, Ohio; Seattle,
Washington; Sydney, Australia y Ontario, Canada, asi como una epidemia en
Grecia en 1999; ademds, se ha estimado que en los paises del sureste de

Asia ocurriran el mayor numero de casos (8, 69).

En México, la tasa de morbilidad por cada 100,000 habitantes disminuy6 de

21.27 en 1987 a 13.57 en 1996; sin embargo, es preciso subrayar que, en las
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ETS, las estadisticas suelen evidenciar una subestimacion importante, debido
en gran parte a que el médico no comunica los casos a las autoridades

sanitarnias (59).

La gonorrea afecta principalmente a las personas con mayor actividad sexual;
actualmente, el grupo etario con mayor morbilidad es el de 15 a 20 afos,
aunque el padecimiento afecta a personas de cualquier edad. En general, no
hay inmunidad natural, ni susceptibilidad racial y los principales factores de
riesgo incluyen los bajos niveles socioecondomicos, la residencia urbana, la

solteria y un historial pasado de gonorrea (59, 100).

Es importante resaltar que, en las nifas prepuberes, el pH alcalino del moco y
el menor espesor de la pared vaginal se conjuntan para que el cuadro clinico
caracteristico de esta edad sea la vulvovaginitis, misma que, en la actualidad,
- no se presenta como resulitado del empleo de toallas, termémetros y articulos
de aseo contaminados; por ello, después del periodo neonatal, ei abuso

sexual es la causa mas frecuente de gonorrea (20, 59).

Por ultimo, es oportuno sefialar que, en una pareja en la que la mujer esta
infectada, el riesgo de que la enfermedad se contagie es de 18 a 25 %; dicha
cifra asciende hasta 73 % cuando el varén es la persona infectante.
Adicionalmente, se ha observado que la practica del sexo anal representa una

via mas efectiva de transmision que las practicas orogenitales (59, 100).
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Tratamiento

La terapéutica de la gonorrea, hasta hace algunos afios sencilla y barata, en
los altimos lustros se ha tornado mas complicada, debido a que N.
gonomrhoeae ha venido desarrollando una amplia resistencia a diversos
agentes antimicrobianos. Entre los factores asociados a este fenémeno se
cuenta la muy extendida autoprescribcion de medicamentos como medida

profilactica (54, 111).

La resistencia de este microorganismo puede residir en el cromosoma o en
plasmidos. La tolerancia a penicilina codificada por genes cromosémicos es
resultado del efecto aditivo de mutaciones en multiples /oci, en tanto que, la
resistencia debida a un plasmido tipo Africano de 3.2-MDa, se relaciona con la
produccién de B-lactamasas. Es importante mencionar que la transferencia
plasmidica entre distintas cepas de N. gonormhoeae se lleva a cabo por
conjugacion, lo que requiere la presencia de un plasmido conjugativo de 24.5-

MDa en la célula donadora (8).

En cuanto a la resistencia a las tetraciclinas, ésta se encuentra mediada por
plasmidos qt')e contienen al determinante ftetM; el plasmido conjugativo
gonocéccico tiene originalmente un peso de 24.5-MDa, mismo que se
incrementa a 25.2-MDa al adquirir el gen tetM; dicho plasmido se puede
movilizar por si mismo entre las cepas gonocdccicas y de éstas a ofros

géneros (y viceversa). De hecho, las clonas resistentes a tetraciclina son
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propensas ha diseminarse mas rapidamente que las productoras de
penicilinasa, ya que el plasmido involucrado también suele encontrarse en
algunos miembros de la flora vaginal que pueden fungir como donadores de

N. gonormrhoeae (8B).

Debido a esta situacion, el CDC (Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades) estadounidense, ubicado en Atlanta, actualmente recomienda
a las cefalosporinas o a algunas fluoroquinolonas tales como la ciprofioxacina
y ofloxacina, para sustituir a la penicilina y tetraciclina como los farmacos de
primera eleccion para el tratamiento de las gonococcias; cuando la persona es
alérgica o manifiesta intolerancia o reacciones adversas a estos

medicamentos, el antibiético recomendado es la espectinomicina (8, 20).

Es importante sedalar que, en los Uitimos anos, se han reportado casos de
resistencia a las fluoroquinolonas, en Estados Unidos, Inglaterra, Bangladesh,
Grecia y Japon. En este caso, la resistencia es originada por mutaciones
puntuales localizadas en los genes de la DNA girasa (gyrA) o de la
topoisomerasa IV (parC) (8, 69, 111); por ello, se propone cada vez mas
insistentemente la realizacion de pruebas de susceptibilidad, las cuales
resultan dtiles, tanto con fines epidemiolégicos, como para establecer el
régimen terapéutico adecuado, sobre todo cuando los tratamientos empiricos

no han sido exitosos (20).
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Prevencién

Si bien en cualquier enfermedad es mas adecuado prevenir que tratar, desde
el punto de vista epidemiologico la prevencién de la gonorrea resulta

realmente complicada, debido principalmente a las siguientes razones (59):

e La existencia de un muy amplio reservorio de portadores asintomaticos
potencialmente infectantes.

* La carencia de pruebas serol6gicas utiles para llevar a cabo encuestas
epidemiologicas confiables.

« La falta de inmunidad posterior al padecimiento.

e Se trata de una enfermedad con un muy corto periodo de incubacidn.

Antiguamente, el tratamiento epidemiolégico de la gonorrea (profilactico o
abortivo) implicaba la administracion de penicilina a sujetos de riesgo tales
como los(as) sexoservidores(as) y el personal militar con licencias cortas; no
obstante, debido a la aparicién de cepas resistentes a dicho antibidtico y a que
diversos estudios han demostrado que la resistencia es, en parte,
consecuencia de esta clase de practicas preventivas, dicha medida se ha ido

abandonando gradualmente (59).

Consecuentemente, los Unicos tratamientos preventivos que se manejan en la
actualidad son los destinados a evitar la oftalmia del recién nacido y consisten

en la instilacién de solucién acuosa de nitrato de plata al 1% (solucién de

134



Neissenia gonomhoeae

Créde), eritromicina al 0.5 % o tetraciclina al 1 %; iégicamente, esta medida se

aplica a los infantes cuyas madres padecen de gonorrea (20).

iii. Factores de virulencia

El proceso de colonizacion de 1a mucosa genital por N. gonoirhoeae inicia en
la supefrficie apical, en la que tienen lugar varios eventos de toda una cascada
de reacciones que desembocan en la adherencia bacteriana; ésta es sucedida
por el ingreso de los gonococos a la célula hospedera, los cuales sobreviven

intracelularmente hasta ser depositados en la submucosa.

Dichos sucesos son modulados por la participacion de una serie de factores
de virulencia gonocéccicos y de su respectivo receptor en la célula epitelial; ia
interaccion entre las adhesinas y receptores induce diversas sefiales que
fluyen desde el patogeno hasta el hospedero -y viceversa- durante las

diferentes etapas antes sefaladas (70).

Buena parte de las estructuras superficiales gonocéccicas que interaccionan
con las células hospederas experimentan dos tipos de cambios: la variacion
de fase, consiste en el encendido o apagado de la sintesis de algun
componente antigénico, en tanto que, la variacion antigénica, se refiere a la
periddica modificacion de los epitopos externos. Légicamente, ambos tipos de
cambios promueven que el microorganismo evada la respuesta inmune del

hospedero y el resultado polimdrfico también afecta otros aspectos bioldgicos

135



Neisseria Enorrhoeae

tales como la inmunogenicidad, hidrofobicidad, densidad de carga,
aglutinacion, resistencia a microbicidas, requerimientos nutricionales y

especificidad en la adhesion e invasiéon de las células hospederas (70, 93).

Por otro lado, se ha observado que los PMNs presentes en la descarga
purulenta (leucorrea) del enfermo usualmente contienen nuUMErosos
gonococos intracelulares. El analisis microscopico indica que muchos de ellos
son eliminados, mientras otros permanecen intactos en el interior de las
vacuolas, si bien cada vez aparecen mas reportes acerca de que estas

bacterias pueden escapar y reproducirse en el citosol.

AUn cuando es claro que la adherencia gonocdoccica a las células epiteliales
es trascendental en el proceso de infeccion, lo cierto es que persisten algunos
puntos por ser dilucidados, principalmente aquéllos que se relacionan con la

penetracion del microorganismo en los fagocitos no profesionales (70 ,91)

Adherencia e invasién

Sin lugar a dudas, la adherencia del gonococo a los epitelios representa un
primer paso crucial el cual, sin embargo, no necesariamente es sinénimo de

daio tisular (31, 75).

A la fecha se han propuesto cuatro mecanismos generales que conducen a la

invasién bacteriana de las ceélulas hospederas: endocitosis mediada por
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receptores, endocitosis dependiente de microtubulos, englobamiento en forma
de cierre (zipper) y penetracion disparando el reameglo del citoesqueleto. En
este sentido, diversos estudios han demostrado {a capacidad de N.
gonorrhoeae para invadir células hospederas mediante los tres mecanismos
citados en primer término y, mas recientemente, se ha encontrado que e_l
microorganismo puede inducir rearreglos citoesqueléticos macropinocitarios

que lo transfieren hacia el medio intracelular (31).

A continuaciéon se describen brevemente los aspectos asociados a las
principales moléculas de membrana externa de N. gonorrhoeae, involucradas

en la adhesién e invasion.

Pili. Estos organelos permiten que N. gonorrhoeae se adhiera fuertemente a
la superficie de las células endoteliales y epiteliales. Los gonococos producen
pili tipo IV conformados por lo menos de dos proteinas diferentes: la
subunidad principal y altamente variable PilE (pilina) y la adhesina PilC.
Mientras la primera constituye la mayor parte de |a fibrilla y desempeiia alguna
funcidn en el reconocimiento del receptor, e inclusive, posiblemente funciona
como hemaglutinina, la PilC s6lo se localiza en la punta del pilus, es critica
para que se concrete la union de la bacteria a las células epiteliales y al
parecer esta implicada en la maduracion de la pilina. Ademads, recientemente
se ha reportado que los pili presentan sitios unicos de glicosilacion, en los
cuales podrian radicar las propiedades adhesivas o la modulacion de la
adherencia (70, 91, 94).
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Es preciso sefalar que este tipo de pili no es meramente un conjunto de fibras
pasivas involucradas en la adhesion, sino que también juega un papel muy
dinamico en otras activilades tales como la agregacion bacteriana, la
dispersion de dichos agregados y la induccién de respuestas por parte de la
célula hospedera (el flujo del calcio citosélico, exocitosis, citotoxicidad y
rearreglos del citoesqueleto y de la membrana plasmatica); adicionaimente,
participa en la transformacion genética (mecanismo bacteriano de

transferencia de genes) (70).

Aunque las bases moleculares de la adhesion se han estudiado intensamente,
fue hasta recientemente que se identifico al primer receptor de los pii de
Neisseria: la glicoproteina de superficie CD46, de la cual se ha logrado
establecer que existen seis variedades, que esta presente en casi todas las
células humanas y que participa en la regulacion de la cascada del

complemento (47, 70).

La proteina pilE experimenta una variacién antigénica oﬁginada por la
recombinacion genética entre el loci pifE y algunas regiones homoblogas
situadas en varios loci parciales, clasificados como “silenciosos” o “de
almacenamiento” (pifS). Dicha recombinacion es unidireccional y puede ocurrir
de forma intragénica o con ADN exégeno proveniente de algun gonococo

destruido (75).
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Por su parte, la variaciéon de fase de los p#i gonococcicos se refleja in vitro en
el cambio del fenotipo pili* al pili"; cuando este tipo de variacion implica al gen

pilC suele ocurrir una reduccion en la piliacion del microorganismo (75).

Otro hallazgo interesante referente a los p#i tuvo lugar al realizarse un estudio
con humanos, en el cual se observd que gonococos mutantes incapaces de
producidos podian colonizar la uretra masculina, aunque sin provocar una
respuesta inflamatoria tipica o significativa. Por obvio, la adhesina no fimbrial
involucrada podria mediar la presentacion de otros componentes de superficie
y estar también directamente relacionada con ciertos procesos inhibidores de

la inflamacion (47).

Proteina Opa. La segunda etapa de la adhesion e invasion gonocodccica
parece estar mediada, en buena parte, por una familia de proteinas
bacterianas de membrana externa denominadas Opa, debido a la opacidad
que confieren a las colonias que las producen. Estas moléculas proteicas,
también conocidas como P.ll, fueron las primeras en identificarse como
invasinas gonocdccicas y también‘ poseen la capacidad de unirse a los
azucares expuestos de los lipooligosacaridos (LOS) pertenecientes a otras
células de N. gonomhoeae, lo que resulta esencial en la formacion de

microcolonias (47, 91).
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Las Opa promueven la invasion de las células hospederas interactuando con
distintos receptores superficiales: la union de las diferentes variantes de esta
proteina a su respectivo receptor desencadena diversas cascadas de
sefalizacion, lo que permite el ingreso de los gonococos por rutas distintas y,
posiblemente, la seleccién de diferentes destinos intracelulares y/o grados de
infeccion. Los receptores de las Opa incluyen a aquelios proteoglucanos cuya
porcion del polisacarido esta constituida por el sulfato de heparan (HSPGs),

asi como a varios miembros de la famitia CD66 (70, 121).

El HSPG se une a las variantes de Opa que exponen residuos cargados
positivamente (acil-aminos); no obstante, esta interaccion es insuficiente para
promover la internalizacion. Por su parte, la unién Opa-CD66 corresponde a

una interaccion proteina-proteina (70).

Adicionalmente, las Opa se unen a la piruvato quinasa (PK) subtipo M2
humana, enzima soluble elaborada por numerosas células, incluyendo las
epiteliales, que cataliza la conversion irreversible de fosfoenol-piruvato en
piruvato, con la produccion de ATP. Es posible que, de esta manera, los
gonococos intracelulares unidos a la PK promuevan su procuracion de
piruvato, molécula que representa una de sus tres unicas fuentes de carbono

utilizables, lo cual aseguraria su superfvivencia intracelular (47).

Es importante mencionar que, como resultado de la variacién antigénica, N.

gonorrhoeae puede expresar entre 8 y 11 Opa, de 25 a 30-kDa, las cuales
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podrian ser determinantes en el tropismo celular, en la induccion de la
respuesta oxidativa de los neutréfilos y en el grado de foto-opacidad de las

colonias (que varian desde transparentes hasta muy opacas) (70, 75, 64).

Porinas. Las proteinas mas abundantes en la membrana externa gonocéccica
son las porinas denominadas Por o P.1, cuya funcion comin es la de permitir
la difusion de nutrientes de bajo peso molecular a través de la membrana
externa; sin embargo, dichas proteinas también desempefian un papel muy
significativo en la invasion de las células epiteliales (potenciada en presencia
de las Opa): se translocan desde la superficie bacteriana hasta la de la célula
hospedera -a través del sitio de contacto-, lo cual se traduce en el colapso del
potencial de membrana en esta ultima, debido probablemente a la formacion
de poros; posteriormente, ello permite el flujo de Ca**, lo que al parecer

promueve la invasion gonocdccica y la induccion de apoptosis (47, 64, 70, 91)

Adicionalmente, las Por o P.| afectan a los neutréfilos: previa insercion en la
membrana de estos uUltimos, inhiben la fagocitosis, la polimerizacion de la
actina, la secrecion de enzimas microbicidas, la expresion de los receptores
para las opsoninas, la maduraciéon del fagosoma y la fusién fagolisosomal;
ademas, provocan la modificacion de las reacciones del metabolismo
oxidativo dependientes de la mieloperoxidasa, las cuales son fundamentales

en la conversion del peroxido a diversas especies reactivas de oxigeno (ROS

=057, 05 y OH), enéargadas de matar a los microorganismos (64).
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Existen dos subtipos diferentes de Por: P.IA y P.IB. Las cepas productoras de
la primera se asocian a la gonorrea diseminada, son usualmente mas
resistentes al suero y capaces de invadir a las células en ausencia de las Opa.
Esta invasion es facilitada por la limitacion de fosfato, lo que se traduce en
disminucién del crecimiento bacteriano, o posiblemente, por alguna
modulacién directa de la funcién de la porina. Por su parte, las variantes P.I1B
estan mas relacionadas con las infecciones que permanecen localizadas y

requieren de las proteinas Opa para concretar su internalizacion (121).

Adhesina inducible. Hace varios afios se observé que la incubacion de
algunas cepas de N. gonomhoeae con células endometriales humanas de la
linea Hec1B, inducia la expresién de alguna(s) molécula(s) gonococcica(s) de
superficie que aumentaba(n) la adhesion o invasién bacteriana. Mas
recientemente, se ha reportado que la adhesina inducible se une al receptor
de lutropina (hCG/LH), el cual parece ser requerido para originar el fenotipo
invasivo; sin embargo, aun no se ha logrado establecer la identidad de esta(s)

molécula(s) (47).

Rmp y el bloqueo de anticuerpos

La proteina de membrana externa Rmp (proteina modificable por reduccién o
P.Ill) se encuentra formando un compiejo con las Por, a las que se encuentra

unida no covalentemente. Al parecer aquélla esta involucrada en la invasion
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gonocéccica de las células epiteliales humanas' y en el bloqueo de los
anticuerpos bactericidas dirigidos contra la porina y el LOS (no sialicado),

evento que se atribuye a impedimentos estéricos (47, 91, 121).

Es importante mencionar que el suero humano normal suele contener
anticuerpos dirigidos contra esta proteina, aunque ello también puede ser
debido a que ésta presenta reaccién cruzada con la proteina OmpA de E. coli,
lo que descarta la posibilidad de que dichos anticuerpos séricos se puedan

aplicar al diagnéstico indirecto (75).

IgA1 proteasa

Tal como se ha detectado en algunos otros patdégenos que colonizan
mucosas, N. gonorrhoeae secretan inmunoglobulina A1 (lgA1) proteasa,

enzima que resulta relevante en los siguientes aspectos:

v" Promueve la colonizaciéon bacteriana: escinde a nivel de la region de la
bisagra a la IgA1s humana, oorrespoﬁdiente a una de las dos
subclases de IgA localizadas en las mucosas (la subclase IgA2

representa del 10 al 20% del total [30]) (93).

* De hecho, las cepas de N. gonorrhoeae que carecen de Rmp invaden con menor eficacia.
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v Apoya el escape gonococcico de la fagocitosis, via la remocion del
extremo Fc de las moléculas de IgA unidas al microorganismo; el Fc es

la porcion reconocida por los fagocitos (93).

¥ incrementa la sobrevivencia intraceiular, ya que también corta a la
LAMP1 (proteina 1 asociada a la membrana lisosomal); ésta es una
glicoproteina que integra la membrana lisosomal, se encuentra
involucrada en la maduracién vacuolar o endosomal y presenta un
segmento parecido a la region de la bisagra de la IgA1. La protedlisis
provocada conduce a miiltiples alteraciones en los lisosomas de las

células infectadas (41, 47).

Procuracién de hierro

Las bacterias requieren fierto como nutriente indispensable para su
crecimiento, por lo que la capacidad de los microorganismos patégenos para
obtener dicho metal a partir de su hospedero representa un factor
determinante de virulencia. En tal contexto, las bacterias Gram negativas,
incluida N. gonommhoeae, han desarrollado sistemas para lograr la asimilacién
de este elemento, implicando receptores de membrana externa que

reconocen y adsorben moléculas que transportan hierro (116).

Numerosos microorganismos sintetizan y secretan siderdforos quelantes del

fierro encontrado en el ambiente, los cuales posteriormente se unen a alguin
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receptor especifico que los transporta hacia el interior de la membrana. Sin
embargo, N. gonomrhoeae no sintetiza sideréforos; de hecho, utiliza las fuentes
de fierro derivadas del hospedero a través de receptores situadas en su
membrana externa, mismos que interactian especificamente con |a

transferrina, la lactoferrina, la hemoglobina y otros grupos heme (76, 96, 116).

Dichos receptores gonocdoccicos para transferrina y lactoferrina son el Tbp1 y
Tbp2, asi como el LbpA y LbpB; diversos estudios han logrado determinar que
el fierro es removido de ambas proteinas hospederas con gasto de energia,
aunque éstas no son intemalizadas. Es decir, el hierro es tomado por la FbpA
(por femmic binding protein) y transportado a través del espacio periplasmico

hacia la membrana citoplasmica (96, 116).

Los receptores HmbR y el HpuB, facilitan la adquisicion del fierro a partir del
grupo heme de la hemoglobina y de los complejos hemoglobina-haptoglobina
respectivamente; una posible ruta de transporte del fierro del grupo hemo
reside en la FbpA, aunque no puede descartarse la posibilidad de que ofras
proteinas también participen en el proceso. Cabe mencionar que, si bien el
gonococo es capaz de producir el grupo heme, se ha observado que también

cuenta con las herramientas para adquiririo del hospedero (96, 116).
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Resistencia al suero

LOS. Los lipooligosacaridos (LOS) encontrados en la superficie de N.
gonorrhoeae difieren de los lipopolisacaridos de las bacterias entéricas Gram
negativas en que los primeros carecen de la cadena lateral larga de antigeno
O (unidades repetidas de azucares); légicamente, si poseen al lipido A unido
a las cadenas de carbohidratos, mismas cuya longitud y composicion de
azlicares resultan muy variables, merced a la accion de diversas

glicosiltrasferasas (45, 75).

El LOS posee una estructura terminal conservada, la lacto-N-neotetraosa,
ésta se une al receptor de la asialoglicoproteina (ASPG-R), hecho que se
relaciona con la invasion a cultivos de células epiteliales de uretra humana,

aunque no necesariamente con la adhesion (45, 47, 75).

Otros eventos importantes asociados a LOS que presentan dicha fraccion,

son:

e Mimetismo molecular, ya que dicha fraccién es muy parecida a la que
presentan algunos glucoesfingolipidos humanos. Elo y el hecho de que
otros fragmentos del LOS gonococcico también comparten epitopos
con los globdsidos, ganglidésidos y lactésidos humanos, explican la
capacidad del microorganismo para evadir al sistema inmunolégico

(45).
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e Sialicaciéon. La sialicacion de la galactosa terminal presente en esta
porcion es catalizada por la enzima gonococcica sialittransferasa, la
cual usa como donadora de &acido sidlico a una molécula del hospedero
conocida como acido citidinmonofosfato-N-acetiineuraminico (CMP-

NANA) (75).

De esta manera, se inhiben las interacciones bacten'aﬁas con las células
hospederas —debido a |la carga negativa que confiere el acido sialico a la
cadena de carbohidratos— (70), pero también se origina la resistencia del
microorganismo al suero, ya que se impide la deposicion del complemento
sobre la superficie bacteriana (75, 91), pues dicho acido favorece la
captacion de factor H (proteina responsable de la regulacion del mismo
sistema), el cual bloquea el ensamblaje de la convertasa de C3 de la via
alterna y adicionalmente, sirv9 como cofactor en la protedlisis mediada por
el factor plasmatico | del C3b —componente que ademas actiua como

opsonina- (1).

La sialicacion también interfiere con la produccion del componente CSa
del complemento, el cual representa un relevante factor quimiotactico
para fagocitos; de esta forma se interfiere la llegada de estos ultimos

(91).

Evidentemente, el LOS también es responsable de los eventos endotdxicos

que ocurren durante las infecciones gonocéccicas: estimula la produccion de
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mediadores inflamatorios por parte de macroéfagos y neutrofilos, destacando
el TNF-a (factor de necrosis tumoral «), IL-8 (interfeucina 8), IL-6, IL-1 y GM-

CSF (factor estimulante de colonias de macréfago-granulocito) (47).

El TNF-a esta involucrado en el proceso inflamatorio, en el catabolismo y la
fibrosis, ademas de participar en el daiio tisular ocasionado a las trompas de
Falopio; la IL-8 interviene en la inflamacidén y en la migracion celular, ya que
constituye un potente inductor de la quimiotaxis de neutréfilos y de células T;
la IL-6 es importante para inducir la diferenciacién de las células formadoras
de anticuerpos; la IL-1 genera fiebre, estimuia a las células B y T e induce
respuestas pro-inflamatorias tales como la produccion de prostaglandinas y de
enzimas degradativas tales como fa colagenasa; finalmente, el GM-CSF actua

como factor de activacion sobre célutas maduras (90, 91).

Cuando la produccion de dichas citocinas resulta muy intensiva, ocurre el
denominado shock o choque endotdxico, caracterizado por fiebre, colapso
circulatorio, coagulacién intravascular diseminada y necrosis hemorragica,

conjunto de alteraciones que puede conducir al fallo organico multiple (90).

AniA. La AniA es una proteina de membrana externa presente durante el

crecimiento anaerdbico del microorganismo. Diversos estudios efectuados con

el suero de mujeres que padecen infeccidon gonocdccica local, IGD y EPI, han
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detectado anticuerpos anti-AniA, 1o que indica que aquella proteina es

elaborada in vivo por N. gonorrrhoeae (18).

Cabe mencionar la propuesta de algunos autores en el sentido de que la AniA
podria potenciar la resistencia del microorganismo al suero, ya que dicha
proteina presenta una regién repetitiva rica en prolinas y, por io general, éstas
participan en numerosas interacciones proteina-proteina. Asi, tales regiones
adsorberian al factor H, ya sea directamente, o bien, utiizando como puente a

la heparina (18). .

Reclutamiento directo de proteinas del hospedero

En anos recientes, se ha logrado confirmar la existencia de una singular
estrategia de diversas bacterias para amplificar su virulencia. En concreto, el
mecanismo implicado, ya demostrado también en N. gonorrhoeae, consiste en
que el microorganismo recliuta, con base en sus propios factores estructurales
y funcionales, diversas proteinas del hospedero, las cuales incluyen
mediadores inflamatorios, glicoproteinas adhesivas, factores de crecimiento y

otras citocinas, sin que ello requiera de la produccion de receptores para cada

uno (29).

El mecanismo propuesto consiste en la adsorcion de heparina o de
polisacaridos suifatados funcionalmente relacionados (tales como los

glicosaminoglicanos) a la superficie bacteriana, los cuales, a su vez, fungen

149



Neissena gonomhoeae

como sitios de unién “secundarios” para las proteinas del hospedero;
generalmente, dicha unién implica a grupos de 6 a 8 aminoacidos basicos e
hidrofilicos alternados y, légicamente, la deposiciéon indirecta de todo un
universo de proteinas del hospedero sobre la célula bacteriana repercute
notablemente en aspectos tales como virulencia del agresor y defensa del
organismo invadido. En este lltimo caso, se reduce la quimiotaxis y la eficacia
de la respuesta inmune, al tiempo de que se incrementa la probabilidad de

adaptacion del microorganismo (29).

Adicionalmente, N. gonorrhoeae también puede adsorber a la vitronectina
(proteina que promueve la adhesion plaquetaria y modula al sistema del
complemento), a través del mismo mecanismo: la heparina o los polisacaridos
sulfatados antes mencionados forman un puente molecular estable entre la
Opa y aquella proteina. En tal sentido, se ha demostrado que dicho evento
capacita al gonococo para invadir ciertos tipos de células epiteliales que, de

otra manera, no podrian ser infectados por el microorganismo (29).

Desarrollo de eventuales vacunas

Sin lugar a dudas, la medida preventiva que ofreceria una solucién mas eficaz
y de largo plazo consiste en el desarrollo de una vacuna efectiva, segura,
barata, facil de transportar y almacenar. El disefio de inmunégenos que
estimulen la inmunidad humoral, fundamentalmente en las mucosas, debe

tomar en cuenta los siguientes factores: a) La complejidad y grado de
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diversidad antigénica del microorganismo; b) la naturaleza de la infeccion
(aguda o cronica); c) la capacidad del organismo humano para desarrollar
inmunidad después de la inmunizacion; f) la posibilidad de obtener modelos
experimentales que reproduzcan los procesos infectivo e inmunitario; y g) ia
posibilidad de evitar que las infecciones subclinicas evadan el sistema inmune

(15).

En N. gonommhoeae, por lo menos tres moléculas de la membrana externa
experimentan variacion de fase, antigénica o ambas: los pili, las proteinas Opa
y el LOS (93). El pilus aparentaba ser un buen candidato para obtener una
vacuna confiable, ya que presenta regiones conservadas; sin embargo, éstas

no resultan accesibles a los anticuerpos (91, 93).

Las proteinas Por representan una buena alternativa, ya que estan presentes
en forma abundante sobre la superficie bacteriana, su naturaleza es
relativamente conservada y no varian dentro de una misma cepa (aunque si
entre cepas); de hecho, hasta existen regiones conservadas entre los subtipos
PJIA y P.B, y los estudios de epidemiologia molecular sugieren que los
anticuerpos anti-Por que aparecen durante las infecciones naturales podrian
aportar una proteccion parcial contra la reinfeccion por gonococos del mismo

serotipo (91, 121).

Recientemente, se ha venido estudiando la variabilidad antigénica del TbpA

(receptor de transfermina) entre las diferentes cepas gonocéccicas, accion
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necesaria para evaluar a dicha molécula como potencial componente de una

vacuna antigonocdccica (76).

iv. Diagnéstico de laboratorio de la gonorrea

Entre los 60s y 80s, las opciones de diagnostico de la gonorrea eran limitadas,
lo que no representaba preocupacion alguna, ya que el cultivo en medios
selectivos era barato, confiable y altamente sensible, sobre todo cuando se
realizaba en laboratorios capacitados en los que, ademas, podia intentarse el

monitoreo de cepas resistentes a antibioticos.

En la década de los 90s, las alternativas se ampliaron significativamente al
desarrollarse los métodos de deteccion del acido nucleico, los cuales incluyen
pruebas para efectuar la identificacion presuntiva del gonococo en los
especimenes usuales o en muestras urinarias, pero también contemplan
ensayos para llevar a cabo la deteccion simultanea de N. gonorrhoeae y
Chiamydia trachomatis en el mismo espécimen. Evidentemente, estas nuevas
técnicas ofrecen mas ventajas pero resultan sustancialmente mas costosas

que el cultivo y la diferenciacion microbiologicos (57).

El diagndstico de la gonorrea se puede dividir en tres niveles: sugerente,

presuntivo y definitivo.
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Diagnéstico sugerente. Este se basa en la presencia de un exudado
mocopurulento endocervical o uretral en la examinacion fisica vy,
adicionalmente, en el conocimiento de un contacto sexual con ailguna

persona infectada con N. gonomhoeae. (57).

Diagnéstico presuntivo. Este se desprende de alguna de las siguientes
caracteristicas: a) la observacion de diplococos intracelulares Gram
negativos, a partir de secreciones prostaticas, uretrales (en varones) o
en endocervicales (en mujeres); b) el aislamiento de colonias que,
provenientes de muestras de secrecion uretral (en varones) o
endocervical, sean oxidasa positiva y presenten una morfologia
macroscopica y microscopica sugerentes de N. gonorrhoeae;, c) la
deteccion de segmentos de DNA que pudieran provenir de N.

gonorrhoeae.

Diagnostico definitivo. Este requiere de: a) el aislamiento de N.
gonorrhoeae a partir de los sitios de exposicion (por ejemplo, uretra,
endocérvix, garganta o recto), con morfologia microscopica y colonial
tipicas, oxidasa positiva e identificacion a nivel de especie, ya sea
mediante pruebas bioquimicas, enzimaticas, serolégicas o moleculares.
Por ejemplo, utlizacion de carbohidratos, pruebas rdpidas con
sustratos para enzimas, reacciones de coaglutinacion o con

anticuerpos fluorescentes y PCR (57).
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Diagnéstico con técnicas microbiolégicas

Cultivo. En virtud de su elevada sensibilidad y especificidad (mayores del 85
%), la identificacion de N. gonomhoeae mediante cultivo y la secuencial
realizacion de pruebas confirmatorias, continia constituyendo el estandar de
oro para pruebas de evaluacion, propdsitos medicolegales y exploraciones de

rutina (57).

Las muestras recién recolectadas se estrian sobre medios selectivos (por
ejemplo, MTM y NYC) y se incuban 48 h, a 37°C, en atmdsferade 5 a 10 %
de COg; transcurrido dicho lapso, se localizan colonias blanco grisaceas,
brillantes y convexas las cuales, previa propagacion en gelosa chocolate, se
someten a observacion microscopica a inmersion, a la prueba de las oxidasas

y a la de oxidaciéon de carbohidratos en CTA (45, 56).

Cuando se sospecha de una IGD, se obtienen muestras sanguineas que se
inoculan en medios tales como el agar soya-tripticaseina (TSA); cabe
mencionar que algunas cepas de gonococos pueden ser susceptibles ai
polianetol sulfonato de sodio (SPS), anticoagulante presente en algunos

medios estandar para hemocultivo (45, 56).

Algunas desventajas de este tipo de métodos diagnosticos tienen su origen en

lo exigente del microorganismo, 10 cual provoca que solo haya éxito cuando se
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empleen medios Optimos (de transporte y para aislamiento) y pruebas

confiables (57, 119).

De hecho, suelen obtenerse falsos negativos cuando el paciente se encuentra
bajo tratamiento antimicrobiano al momento en el que se recolectan las
muestras, o si el microorganismo pierde la viabilidad durante el transporte o se

trata de una cepa susceptible a la vancomicina (57, 119).

Examen microscépico. Los frotis al Gram provenientes de exudados
uretrales o endocervicales se consideran positivos para gonorrea cuando se
observan los tipicos diplococos Gram negativos, ya sea dentro de los PMN o
en estrecha asociacion a ellos. Es decir, el diagnodstico resulta dudoso si sélo
se evidencian microorganismos extracelulares o cocos Gram negativos

atipicos (45, 48).

Ademas, los frotis tefidos de exudados conjuntivales también suelen ser
indicativos, pero los procedentes de muestras faringeas, rectales, cutaneas o

de liquido cefalorraquideo generalmente carecen de utilidad (45, 48, 57).

La sensibilidad y especificidad de la tincion de Gram para hombres con
uretritis son comparables a las del cultivo cuando se usa para diagnéstico
presuntivo (para mujeres son mucho menores), ademds tiene la ventaja de

ofrecer un diagnéstico rapido que facilita el tratamiento inmediato (57).
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Diagnéstico con otras técnicas

Técnicas inmunoenzimiticas. La aplicacion de técnicas inmunoenzimaticas
se destina a la deteccibn de anticuerpos dirigidos contra antigenos
gonocodccicos especificos en el suero del paciente. Algunas ventajas de estas
pruebas incluyen su realizacion en s6lo 3 a 4 h, ya que el resuitado no
depende del crecimiento microbiano in vitro, ademas de que la refrigeracion
de la muestra por tiempos prolongados (30 dias) no resta confiabilidad al

diagnéstico (100).

Si bien algunos autores afirman que estas técnicas tienen una mejor
sensibilidad cuando se trata de muestras provenientes de varones
asintomaticos que de mujeres asintomaticas, algunos autores cuestionan su
uso diagnoéstico, debido principalmente a la marcada heterogeneidad
antigénica de los gonacocos, al lento desarrollo de anticuerpos en las
infecciones agudas y a la relativa gran concentracion de anticuerpos anti-

gonococo entre |la poblacién sexualmente activa (45, 57, 100).

Técnicas de amplificacion del écido nucleico. Estas abarcan a la reacciéon
en cadena de la polimerasa (PCR) y a la reaccion en cadena de la ligasa
(LCR). En numerosos casos, los “blancos” seleccionados para el diagnostico
molecular corresponden a secuencias de DNA que codifican para factores

toxicos o patogénicos o para antigenos especificos, e inclusive, para rRNA
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(75), sin soslayar que también se puede intentar la amplificacion de

fragmentos de plasmidos especificos (37).

Sin embargo, para propositos de identificacion se recomiendan los genes del
rRNA; en general, ia identificacion de N. gonormrhoeae por LCR implica la

deteccion del gen opa? y la PCR apunta hacia los genes HO1-HO3 (37, 57).

En la actualidad, las pruebas mas recientes de amplificacion del acido
nucleico pueden detectar a N. gonommhoeae y C. trachomatis (ya sea que uno
o ambos estén causando la infeccion) en una misma muestra y la mayoria se
puede aplicar a especimenes urinarios®, las cuales son mas recomendables
para evaluar poblaciones asintomaticas. El tiempo que requieren es sélo de 3

a 4 h, dependiendo del tipo de muestra (117, 118).

En cuanto al lapso durante el cual los especimenes se pueden almacenar sin
sufrir deterioros que disminuyan la confiabilidad de los resultados, para
muestras de orina aquél es de 2 dias entre los 2 y 27°C, o bien, de 6 dias
entre los 2 y 8°C; por su parte, para las secreciones o exudados cervicales y

uretrales, es de 6 dias entre los 2 y 27°C (117).

Evidentemente, las ventajas que ofrecen estos métodos de diagnéstico sobre
el cultivo tradicional incluyen la flexibilidad en cuanto a la obtencién de la

muestra, asi como su facil manejo y la rapida obtencién de los resuttados. A

5 Evidentemente, también existen técnicas que utilizan muestras cervicales o uretrales.
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pesar de ello, el cultivo continia representando una excelente opcién para
llevar a cabo el diagnéstico de la gonorrea, ya que el aislamiento del

microorganismo también permite realizar pruebas de susceptibilidad (57).

Recoleccién de la muestra

Es muy importante tomar en cuenta que los hisopos de alginato de calcio,
dacron o rayon resultan los mas apropiados para efectuar l1a recoleccion de
los especimenes, ya que el algodén suele contener acidos grasos que son

toxicos para N. gonommhoeae (56).

Por lo que respecta a la mujer, la preparacion de la paciente de quien se
obtendra la muestra requiere del uso de agua tibia y de solucion salina estéril,
evitando la aplicacion de desinfectantes y lubricantes que en pequeias
cantidades pueden resultar toxicos para el gonococo. Ademas, el endocérvix
constituye la region 6ptima para obtener los especimenes para el cultivo; los
especimenes se recolectan bajo visualizacién directa, con apoyo de un
espéculo vaginal: el exceso de moco cervical debe ser removido con algodoén
o0 gasa y el hisopo se inserta en el canal endocervical, desplazandolo con
suavidad de un lado a otro y/o dejandolo en el mismo sitio durante 10 a 20

segundos, para permitir la adsorcion de las bacterias.

Por lo que se refiere a los varones que padecen uretritis gonocdccica, el

material purulento correspondiente puede proceder de la uretra anterior y se -
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obtiene con el hisopo. Por obvio, cuando el paciente es asintomatico, la
muestra se recolecta insertando un hisopo nasofaringeo en la uretra, a 2 6 3
cm del extreamo externo, por lo menos 1 h después de que el individuo ha

orinado.

Los especimenes orofaringeos pueden obtenerse con el apoyo de luz dirigida
y de un abatelenguas; el hisopo se frota con firmeza sobre el area de las
amigdalas y la faringe posterior. Por su parte, las muestras rectales se
obtienen insertando un hisopo 4-5 cm en el canal anal; dicho hisopo se
desplaza con suavidad de un lado a otro y se deja 10 a 20 segundos para
permitir que los microorganismos presentes en las criptas anales se adsorban
a él. Cuando el hisopo contiene demasiada materia fecal, es conveniente usar

otro y tomar una segunda muestra (56).

Los especimenes que no sean procesados inmediatamente después de
haberse recolectado, deben depositarse en medios de transporte, tales como

el Amies, JEMBEC, Transgrow, BioBag y Gono-Pak (56).

Tal es el caso de las muestras urinarias que se destinaran a la realizacion de
pruebas de amplificacion de acido nucleico; en concreto, deben obtenerse 15
a 20 mL de la primera orina de la manana, en recipientes estériles, de
plastico, libres de preservativos. La ventaja de este tipo de muestras es que

pueden ser recolectadas por el propio paciente (19).
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CONCLUSIONES

a) Actualmente las ETS aidn muestran una elevada frecuencia en el ambito

b)

©)

d)

mundial, afectando predominantemente al grupo etario integrado por los
jovenes en edad reproductiva y con vida sexual activa quienes, por ende,
son los que mads evidencian las graves complicaciones de esta clase de

padecimientos.

El concepto sobre ETS ha evolucionado en cierto grado, ya que hoy en dia
se considera agente causal a cualquier patégeno capaz de ser trasmitido

entre seres humanos durante la actividad sexual.

Se ha estimado que el diagndstico de ETS a nivel mundial asciende a 330
millones de casos anuales, de los cuales 89 millones corresponden a
Chlamydia trachomatis, 78 a Neisseria gonorhoeae y 12 a Treponema
palidum; dichos microorganismos figuran como los agentes etiolégicos de

la clamidiasis genital, gonorrea y sifilis, respectivamente.

La sifilis presenta tres etapas activas diferentes y un periodo de latencia,
cada uno de los cuales muestra duraciones y manifestaciones clinicas
diferentes; la etapa terciaria o neurosifilis es la de mayor gravedad.
Ademas, dado que el agente causal puede atravesar la barrera
placentaria, el feto llega a adquirir sifilis congénita, la cual frecuentemente

se traduce en abortos o en malformaciones fisicas.
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e)

)]

h)

Las entidades clinicas mas comunes asociadas a la clamidiasis y la
gonorrea son la uretritis y la cervicictis; ambas suelen cursar en forma
asintomatica, alcanzando cifras de hasta 90 % en el caso de C.

trachomatis y, cercanas al 50 %, cuando se trata de N. gonorrhoeae.

Independientemente de que cursen o no en forma sintomdtica, la
clamidiasis genital y la gonorrea pueden dar lugar a serias complicaciones
clinicas cuando no son tratadas oportuna y adecuadamente, destacando
patologias tales como EIP, embarazos ectépicos en la mujer, e inclusive,

IGD e infertilidad en ambos sexos.

La prevencion y control de las ETS se basan en la educacion de la
poblacion, complementada con un diagndstico y tratamiento efectivos.
ljesafortunadamente, el desarrollo de vacunas que ofrecerian una solucion
concreta de largo plazo, se ha visto obstaculizado debido, en parte, al
desconocimiento y/o al escaso entendimiento de los factores de virulencia

de los agentes causales.

Los principales factores de virulencia de Treponema pallidum son las
posibles adhesinas TpN83 y TpN92 y la hialuronidasa, enzima implicada
en el proceso de diseminacion. Ademas, se ha comprobado que esta
espiroqueta evade con cierta eficacia la respuesta inmune del hospedero,
via misma que esta directamente relacionada con la estructura de su

membrana externa y con su capacidad para unirse a proteinas del aquél.
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)

k)

En cuanto a Chlamydia trachomatis, auin no se conocen con certeza las
moléculas determinantes de virulencia, si bien se han logrado determinar
como adhesinas potenciales a las proteinas MOMP, Omp2 y GAG.
Ademas, destaca la capacidad de este microorganismo para modular el

proceso apoptdtico en las células del hospedero.

Los principales factores de patogenicidad de Neisseria gonormmhoeae son
los pili, las proteinas Opa y Por, et LOS y la IgA1 proteasa; estos participan
fundamentaimente en la adhesion, invasién, resistencia a la accion
bactericida del suero y en hidrolisis de los anticuerpos IgA1,

respectivamente.

Los métodos de laboratorio utilizados para la identificacion de estos
patégenos abarcan a los de indole microbioldgico, inmunoldgico,
serolégico y molecular. Estos ultimos ofrecen mayor rapidez en los
resultados, si bien no han podido sustituir completamente a los primeros,

ya que son considerablemente mas costosos.

Las actuales pruebas diagnosticas asociadas a la sifilis se ubican en 3
categorias: a) examen microscopico directo, adecuado para cuando las
lesiones estan presentes; b) pruebas no treponémicas, utilizadas para dar
seguimiento a los pacientes; y c) pruebas treponémicas, las cuales son

confirmatorias.

162



Conclusiones

m) Para las clamidias, microorganismos intracelulares, el cultivo celular

n)

o)

todavia se considera como el método mas sensible y especifico para llevar
a cabo el diagnéstico. En tal contexto, las lineas celulares mas utilizadas
para cultivar a C. trachomatis son las McCoy, Hel.a 229, BHK-21, L 929y
BGMK.

En virtud de su elevada sensibilidad y especificidad, el cultivo de N.
gonomhoeae en medios selectivo y la secuencial realizaciéon de pruebas

confirmatorias, continia constituyendo el estandar de oro.

Los “blancos” seleccionados para llevar acabo el diagnéstico molecular

(mediante PCR o LCR) corresponden a secuencias de DNA que codifican

para factores patogénicos o antigenos especificos, e inclusive, para rRNA.
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Abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

AST

ATP

cDC

CE
CMP-NANA
CR

CTA
DEAE-dextrana
DFA
DFA-TP
DNA

EIA

EIP

ELISA

ETS

FA

FbpA

FC
FTA-ABS
GAG

GlpQ
GM-CSF
HmMbR y HpuB
Hsp

LbpA y LbpB
LCR
LGV
LOS

Agar soya-tripticaseina

Adenosin trifosfato

Centers for Disease Control and Prevention
Cuerpo elemental de Chlamydia trachomatis
Acido citidinemonofosfato-N-acetilneuraminico
Cuerpo reticular de Chlamydia trachomatis
Cistina-tripticase-agar

Dietilaminoetildextrana

Anticuerpo fluorescente directo

Anticuerpo fluorescente directo para T. pallidum
Acido desoxirribonucleico
Enzimoinmunoanalisis

Enfermedad Inflamatoria pélvica

Analisis inmunoabsorbente ligado a enzima
Enfermedades de transmision sexual
Anticuerpos Fluorescentes

Ferric binding protein

Fijacion del complemento

Absorcion de anticuerpos fluorescentes treponémicos
Glucosaminoglucanos

Glicerofosfodiester fosfodiesterasa

Factor estimulante de colonias macréfago-granulocito
Receptores para hemoglobina de N. gonorhoeae
Proteinas de shock térmico

Inmunogiobulina

infeccion gonocdccica diseminada

Interleucina

Receptores para lactoferrina de N. gonorrhoeae
Reaccion en cadena de la ligasa
Linfogranuloma venéreo

Lipooligosacarido
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Abreviaturas

LPS
MAC
MHA-TP
MHC
MIF

ML
MOMP
MTM
NADP
NYC
Omp2
PBPs
PCR
PK
PMNs
Por
rDNA
rRNA
Rmp
RNA
ROS
RPR
SIDA
Tbp1y Tbp2
TNF-«
TROMPS
TRUST
USR
VCN
VHS
VIH-1
VPH
VDRL

Lipolisacarido

Complejo de ataque a la membrana
Microhemaglutinacion para anticuerpos contra T. pallidum
Moléculas del complejo de histocompatibilidad
Microinmunofluorescencia

Medio Martin-Lewis

Proteina principal de membrana extema de C. trachomatis
Medio Thayer-Martin modificado

Nicotin adenin difosfato

Agar New York City

Proteina de membrana extema 2 de Chlamydia trachomatis
Proteinas que se unen a penicilina

Reaccion en cadena de la polimerasa

Piruvato quinasa

Polimorfonucieares

Porinas de N. gonormhoeae

DNA ribosomal

RNA ribosomal

Proteina modificable por reduccion de N. gonorrhoeae
Acido ribonucleico

Especies reactivas de oxigeno

Prueba de reagina plasmatica rapida

Sindrome de inmunodeficiencia humana

Receptores para transferrina de N. gonorrhoeae

Factor de necrosis tumoral a

T. pallidum rare outer membrane proteins

Prueba en suero no calentado con rojo de toluidina
Prueba de reagina suero-no calentado

Vancomicina, colistina, nistatina

Virus de! herpes simplex

Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

Virus del papiloma humano

Laboratorio de investigacion de enfermedades venéreas
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