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1. POSICION TAXONOMICA
1.1 Caracteristicas del género Neisseria.

Los microorganismos del género Neisseria pertenecen a la familia
Neisseriaceae en la cual también estdn incluidos Moraxella, Kingella vy
Acinetobacter.

El género Neisseria esta constituido por bacterias cocdceas Gram
negativas de 0.6-1.5 ym de didmetro, que aparecen normalmente en parejas con
los lados adyacentes aplanados. No producen esporas y son inméviles. Algunas
especies son capsuladas. Muchas de las especies del género presentan unos
complejos requerimientos nutritivos para su crecimiento. La temperatura 6ptima
de crecimiento es de 35-37° C, utilizando un reducido nimero de carbohidratos.
Son aerobios o anaerobios facultativos. Poseen actividad de catalasa y citocromo-
oxidasa excepto Neisseria elongata, y su proporciéon de G+C en el DNA es de
46.5-53.5 mol %.

Las especies que forman parte del género Neisseria son: N.
gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica, N. sicca, N. subflava, N. flavescens,
N. mucosa, N. cinerea, N. denitrificans, N. elongata, N. canis y N. polysaccharea
(Bovre, 1984).

De todas ellas salvo N. meningitidis, agente causal de la meningitis
cerebro espinal epidémica y de septicemias, y N. gonorrhoeae causante de la
gonorrea, el resto se pueden considerar microorganismos oportunistas y en raras

ocasiones producen patologias en el hombre.

Neisseria meninqgitidis

Neisseria meningitidis (meningococo) es el agente causal de la
meningitis cerebro espinal epidémica. Es pardsito obligado del hombre. El

meningococo se aisla frecuentemente de exudados faringeos y nasofaringeos de
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personas sanas {portadores), constituyendo un importante reservorio.

El meningococo puede aislarse de diferentes localizaciones como liquido
cefalorraquideo, sangre, exudados nasofaringeos, esputos, etc. También se han
descrito aislamientos de N. meningitidis en uretra, cervix y recto (Faur y cols.,
1981; Hook Il y Hansdfield, 1990). Los meningococos se clasifican
serologicamente en funcién de la presencia de distintos polisacdridos capsulares.
Actualmente se reconocen distintos serogrupos A, B, C, H, I, K, L, X, Y, 2, 29E
y W135 (Morello y Bonhoff, 1980).

Neisseria lactamica

Raramente patégena, se aisla frecuentemente de nasofaringe
especialmente en nifios y ocasionalmente de tracto genital (Telfer Brunton y cols.,
1980).

La mayoria de las cepas de N./actamica son autoaglutinables.

Presentan asf mismo reactividad cruzada con sueros antimeningocécicos (Gold y
cols., 1978; Sdez Nieto y c¢ols,. 1982).

Neisseria sicca

Se puede aislar de nasofaringe y rara vez se comporta como
patégeno, aunque se han descrito casos de infecciones, tales como meningitis

(Bansmer y Brem, 1948), endocarditis (Gay y Sevier, 1978} etc.

Neisseria subflava

Forma parte también de la flora normal faringea, aunque asi mismo

ha sido aislada de pacientes con meningitis y sepsis (Herbert y Ruskin, 1981},



endocarditis (Scott, 1971).

Neisseria mucosa

Al igual que el resto de las neiserias saprofitas, ocasionaimante est4
involucrada en procesos infecciosos. Existen casos descritos de meningitis,

endocarditis y pericarditis (Fainstain y cols., 1978; Hennessey y cols., 1981).

Neisseria flavescens

Normalmente neiseria comensal. Esporddicamente ha producido
casos de meningitis y sepsis (Prentice, 1957).

Neisseria cinerea

Es una de las especies que recientemente ha generado un notable
interés, principalmente porque puede confundirse facilmente con AV. gonorrhoeée.
Forma parte de la flora del tracto respiratorio superior aunque también ha sido
aislada en tracto genital {Knapp y cols., 1988) y en un paciente con proctitis
(Dossett y cols., 19865).

Neisseria elongata

Se presenta en forma de bacilos cortos de 0.5 mm de didmetro, a
menudo como diplobacilos o en cadenas cortas, no es capsulada, es inmdvil y
puede presentar fimbrias. No presenta actividad de catalasa. Se ha aislado de
faringe de individuos sanos y de casos de faringitis, también de aspirados
bronquiales y tracto urinario {Bovre, 1984).
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Neisseria polysaccharea

Es una especie descrita recientemente {Riou y Guibourdenche,
1983), que se ha aislado de exudados faringeos de portadores sanos y su
importancia reside en que puede ser confundida con el meningococo {Boquete y
cols., 1986).

Neisseria denitrificans

Es comansal del tracto respiratorio superior de los animales {Pérez
y cols., 1989).

Neisseria_qongrrhoeae

Es el agente productor de la gonorrea en el hombre; se aisla
fundamentalmente a partir de exudados del aparato genital y en los casos de
infeccidn gonocécica diseminada se ha aislado de sangre, lesiones de la piel,
liquido cefalorraquideo, etc. En funcién de los hébitos sexuales también pueden

aislarse a partir de exudados anorrectales y orofaringeos.

El gonococo es muy sensible a las variaciones ambientales, como
son temperaturas extremas y desecacién; esto implica que no pueden sobrevivir
mucho tiempo fuera del huésped, por io que la principal via de transmisién es por

contacto directo entre individugs sobre todo por contacto sexual.

En los cultjvos en medio sdlido pueden observarse cuatro tipos de
colonias morfolégicamente distintas denominadas T1, T2, T3y T4 (Kellogg y cols.,
1963): en los cultivos primarios aparecen fundamentalmente colonias de tipo T1
y T2 en aislamientos de infecciones del tracto genitourinario, ademds en dichas
colonias predominan los gonococos piliados, mientras que los gonococos no

piliados aparecen en las colonias tipo T3 y T4 que se obtienen en subcultivos o
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bien en cultivos primarios de localizaciones extragenitales.

Los métodos de caracterizacién de las cepas de N. gonorrhoeae los

veremos mas adelante en el apartado 2.2,

1.2 Diferenciacidn de las especies del género Neisseria

1.2.1 Diferenciacién bioquimica

El aislamiento de gonococos de localizaciones en las que
normalmente se encuentran también una gran variedad de microorganismos
saprofitos {faringe, mucosa anorectal, cervix, etc.) ha sido un problema que se
soluciondé con el empleo de medios que contenian agentes antimicrobianos que
inhibian la gran mayoria de las neiserias no patégenas asi como flora acompanante
(estafilococos, estreptococos etc.), pero que permitian el crecimiento de los
gonococos.

El medio selectivo mas empleado ha sido el descrito por Thayer y
Martin en 1966, gue consiste en un agar chocolate, un suplemento quimico (Wite
y Kellogg, 1965} y los antibiéticos vancomicina, colistina y nistatina para eliminar
la flora acompanante. El aislamiento de zonas que normalmente son estériles
(sangre, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial etc.) se puede realizar en agar
chocolate sin antibidticos. En la Tabla 1 se resumen algunos de los criterios de

identificacién de las especies del género Neisseria.

E! crecimiento de los gonococos en el medio de Thayer-Martin (TM)
es una caracteristica utilizada en la diferenciacién con otras neiserias saprofitas;
sin embargo hay que tener en cuenta que N. meningitidis, N. lactamica y N.
polysaccharea también son capaces de crecer en ese medio, y puesto que han sido
aisladas de las mismas localizaciones que N. gonorrhoeae (Hollis, 1973; Faur y

cols., 1981) es muy importante su diferenciacidn.

En el caso de V. factamica, la produccién de dcido con lactosa vy la
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posesién de g-galactosidasa que hidroliza a lactosa y el sustrato cromogénico o-
nitrophenil-g-D-galacto-piranésido (ONPG), son caracteristicas suficientes para

diferenciarlas de los gonococos.

La propiedad fundamental para diferenciar . polysaccharea de los

gonococos es la produccién de polisacérido de sacarosa pdr parte de la primera.

En cuante a la correcta identificacion de N. meningitidis y N.
gonorrhoeae, puede ser mas complicada dado que se han descritoc meningococos
que no producen &cido con maltosa, ademds de otras cepas atipicas en la
produccién de é&cido con glucosa tanto entre los gonococos como en los
meningococos (Sdez Nieto y cols., 1982). Por este motive se han introducido das

pruebas adicionales, que son actividad de aminopeptidasa y test de superoxol.

1.2.2 Hibridacién de ADN

Los ensayos realizados para la determinacién de ia composicién de
bases en el ADN , estudios de transformacién e hibridacién de ADN (Hoke y
Vedros, 1982; Riouy Guibourdenche, 1987), han servido para clarificar la posicién

taxondmica de las distintas especies del género Neisseria.

Los resultados que se obtienen sugieren que las neiserias se dividen
en dos grupos genéticos (Tabla ). Estos grupos estén constituidos en funcién de
la composicién de bases del ADN, nivel de transformacién entre las especies del
grupo, y grado de hibridacién de ADN que se produce entre los miembros de un

mismo grupo y los de otros grupos.

El grupo | estaria formado por N. meningitidis, N. gonorrhoeae, N.
cinerea, N. lactamica y N. polysaccharea; caracterizado por un valor de G+C de
'50.5-53.2 mol %, un elevado nivel de transformacién entre los miembros del
grupo, asi como un alto grado de hibridacién del ADN (por encima del 60 %) entre
las especies de este grupo, siendo sin embargo muy bajo con los miembros del

grupo |l { menos del 46 %),



TABLA |. CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES

DEL GENERO NVEISSERIA
N| N{ N| N| Nj N| N| N} N| N| N
m| p| gy | 1| 8| m{ £| 8| e d
el ol ol L a} 4| u| 1| u| 1} e
nj{ 1} n| n| €j e} ¢| aj b| oj n
il y| ol e| t} e} o v £| n| i
n} s r{ r| aj a| 8| e[ 1] g| ¢t
g a| r| e/l m a| s| al a] r
i| ¢| b| a| 1 c|l v|] £} 4
t] ¢| o c el al a] £
ij] h| e a n i
d! al a s c
i} r| e a
- -1 n
a s
Morfologia c ¢ ¢ cec c ¢ ¢ c b ¢
Oxidasa + + + + + + 4+ + + + o+
Catalasa + + + + F+ ¥ + + - o+
Superoxol N - + - N - V V N - -
Produccién de:
Glucosa + + + N + + + - + = %+
Maltosa + + - + + g = 4 = =
Lactosa - = = = 4 = = = = = =
Sacarosa - = = e = 4+ + =V = 4+
Fructosa - = e e = 4+ ¥ =Y -
Crecimiento en:
Thayer-Martin + + + YV 4+ = = = N = =
Agar Sangre 222C - = = ¥V V V + 4+ V¥V + +
Agar Nutritivo 35:2C - = = 4+ 4+ 4+ + + V + +
Enzimas:
yglutamilaminopeptidasa + = = = = = YV « N - -
Prolilaminopeptidasa V V + + + + + + v -
ONPG T
Reduccidn de:
Nitratos - e, = = w = = = = -
Nitritos V -~ = + + + + + + + +
Polisac. de sacarosa - 4+ = = = 4+ + + YV - 3+
Resistencia a colistina + + + = + = - = N - =
V: variable; N: negativo con excepcicnes ocasionales.
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En el grupo Il se incluyen N. flavescens, N.sicca, N. subflava, N.
flava, N. perflava, N. mucosa, N. denitrificans y N. elongata en el que el
porcentaje dea G+C es de 49.3-55.6 mol % y el grado de hibridacién de ADN con
las especies del grupo | es del 20-46 %, en cambio entre los miembros del grupo

este valor es superior al 78 %.

1.2.3. Anélisis de isoenzimas

El andlisis electroforético de enzimas ha sido un métoedo ampliamente
utilizado en estudios de genética de poblaciones de los organismos sucariéticos
(Nei, 1975; Ayala, 1976).

Las técnicas que se emplean mas frecuentemente en estudios
taxondmicos y epidemiolégicos como son la biotipia, fagotipia, serotipia,
electroforésis de proteinas totales etc., detectan exclusivamente variabilidad
fenotipica, lo cual implica grandes problemas para relacionaria variacién alélica con
dicha variacién fenotipica, ademés de no suministrar informacién acerca de la

frecuencia de alelos, aspecto necesario en el estudio de la genédtica de poblaciones.

Técnicas como la hibridaciéon de ADN contribuyen muy poco al
conocimiento de la variedad genética dentro de las especies debido a la
complejidad experimental, distorsiones provocadas por el ADN extracromosdémico
etc.

La carga eléctrica neta de una proteina depende de su secuencia de
aminoacidos, por lo tanto es un reflejo de la secuencia de bases en el
correspondiente gen estructural. Como consecuencia cuando se detectan
diferentes movilidades electroforéticas de un mismo enzima se puede asumir que
corresponden a un alelo distinto del gen estructural que codifica ese enzima. La
electroforésis en gel puede detectar entre el 80 y el 90 % de las sustituciones de
aminoécidos, es decir |a sustitucion de un aminodcido en la molécula de un enzima,

probablemente si modificard su movilidad electroforética (Selander y cols., 1986)
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TABLA II. RELACION GENETICA DE LAS ESPECIES DEL GENERQ NE/SSERIA EN
FUNCION A LA COMPOSICION DE BASES DEL ADN E HIBRIDACION DEL

ADN.
Eibridacién
ADN bases con miembros
Grupo Especies mol % del grupo
1 11
I N. gonorrhoease

N. meningitidis

N. lactamica 50.5~53.2 z60° 246
N. cinerea

N. polysaccharea

II N. flavescens
N. sicca
N. subflava
N. flava 49,3-55.6 20-46 278
. perflava

N

N. mucosa
N. denitrificans
N

. elongata

a Porcentaje de hibridacién
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Para determinar la diversidad genética en los loci que se vayan a
estudiar, s necesario conocer las frecuencias de los distintos alelos {en este caso
el término alelo es equivalente a electromorfo). Estas frecuencias se calculan a
partir del total de Tipos electroforéticos (diferentes perfiles de electromorfos)

encontrados en la poblacién analizada.

Cada aislado se caracteriza por su combinacién de electromorfos
sobreg el nimero de enzimas ensayadas; los distintos perfiles de electromorfos que
corresponden a un Unico genotipo se designan como ya hemos dicho tipos

electroforéticos (TE), que son equivalentes a los perfiles alélicos.

El estudio de la varibilidad genética a partir de la determinacién de
patrones electroforéticos enzimaticos ha permitido realizar numerosos ensayos de
genética de poblaciones en bacterias de indudable interds ciinico: £. coli (Achtman
y cols., 1986), N. meningitidis (Caugant y cols., 1986), H. influenzae (Musser y
cols., 1986) etc.

Los isoenzimas han contribuido a ampliar el grado de conocimiento

acerca de la regulacién metabdélica en bacterias, plantas y animales.

Existen diversas causas de la multiplicidad enzim4tica,
tradicionalmente definidas como causas primarias o geneticas y causas
secundarias o postranscripcionales. Las primeras son el resultado de variaciones
en la secuencia de nucledtidos del gen o genes responsables de la sintesis del
enzima, mientras que los isoenzimas postranscripcionales son consecuencia de las

modificaciones del mecanismo de regulacién, una vez sintetizado el enzima.

1.2.4. Aglutinaéién con lectinas

Las lectinas son aglutininas de animales y plantas capaces de unirse
a una amplia variedad de sustancias microbianas. La utilizacién de lectinas ha ido
en aumento debido a la capacidad que presentan para reaccionar con una gran

variedad de moléculas que contengan carbohidratos simples o complejos,
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pudiendose obtenerinformacién acerca de los carbohidratos de la superficie celular
de las bacterias Gram+ y Gram-.

Se han empleado para detectar modificaciones en la pared celular,
analizar variaciones en la composicién de carbohidratos de la pared celular dentro
de las especies etc. (Pistole, 1981).

En un estudio realizado con diferentes especies del género Neisseria,
utilizando un panel de 22 lectinas diferentes (Doyle y cols., 1984), se cbserva que
ademés de los gonococos vy los meningococos, otros miembros de la familia
Neisseriaceae interaccionan con las lectinas; N. Jactamica se muestra
especialmente reactiva, mientras que N. sicca no aglutina con ninguna de las

lectinas ensayadas.

En un trabajo posterior se ha llevado a cabo la caracterizaciéon de M.
gonorrhoeae en base a la reactividad con 14 lectinas distintas (Schalla y cols.,
1985).

En conclusién podria decirse que la aglutinacién con lectinas puede
ser un método vélido de apoyo en la identificacién de especies dentro del género
Neisseria, asi como marcador epidemiolégico para tipificar cepas de M.
gonorrhoeae, sobre todo en aquellos casos en los que la utilizacién de otros

marcadores no discrimina suficientemente (Vazquez y Berrén, 1990).

1.2.5. Otros métodos de identificacian de N. gonorrhoeae.

Los métodos inmunoldgicos ofrecen grandes ventajas a la hora de
confirmar la identificacién de los gonococos, como son la rapidez y la utilizacién
de pequefias cantidades de crecimiento bacteriano. Estos factores unidos a las
dificultades que se presentan a veces en la utilizacién de carbohidratos, han

estimulado el desarrollo de estos métodos inmunoldgicos.
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a. Anticuerpos policlonales

Métodos como la inmunofluorescencia directa {FDA) y coaglutinacién

(CoA) han sido ampliamente utilizados en la identificacién de los gonococos.

El primer método utilizado fue la FDA, sin embargo la CoA es més
sencilla de realizar y la interpretacién es mas fécil (Young y McMillan, 1982). En
la CoA se utiliza protefna A de estafilococo con anticuerpos antigonocécicos de

conejo unido por el fragmento Fc a la proteina A (Danielsson y Kronvall, 1974).

La CoA reemplazé a la FDA en la mayoria de los laboratorios,
fundamentalmente porque se producen reacciones cruzadas con N. /factamica,
siendo por lo tanto un método desechable en la identificacién de gonococos de

aislados faringeos.

b. Anticuerpos monoclonales

Actualmente la utilizacién de CoA empleando anticuerpos
monoclonales ha desplazado totalmente los ensayos con anticuerpos policlonales,
siendo éstos sustituidos por anticuerpos monoclonales de ratdén dirigidos a

epitopos de la proteina | de la membrana externa de los gonococos.

Existen varios sistemas comerciales con una excelente sensibilidad
y especificidad, sin embargo en evaluaciones realizadas de los mismos, se
describen reacciones cruzadas con N. factamica, algunas cepas de Sranhamella

catarrhalis y sobre todo con N. cinerea (Dillon y cols., 1988).

Por lo tanto, con el fin de conseguir una correcta identificacién de
N. gonorrhoeae, se deben llevar a cabo una serie de pruebas adicionales como son

la utilizacién de azucares, hidrélisis de ONPG, resistencia a colistina etc.
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2. CARACTERIZACION DE LA ESPECIE NEISSERIA GONORRHOEAE

2.1 Estructura antigénica

i.a estructura de la pared de los gonococos es la tipica de las
bacterias Gram negativas, la membrana externa, la membrana citopldsmica que
rodea al citoplasma bacteriano y entre elias el espacio peripldsmico en el que se
encuentra el peptidoglicano. La membrana externa consiste en un complejo
mosaico de proteinas, lipopolisacérido y fosfolipidos unidos estrechamente entre
si. Estas moleculas de la superficie celular juegan un importante papel en la
colonizacién bacteriana, en la infeccién, asi como en la resistencia de los

gonococos a las defensas naturales o inducidas del huésped.

2.1.1 Antigenos capsulares

El gonococo no expresa una verdadera capsula de polisacérido, y
aunque hay autores que argumentan la existencia de la misma {James y Swenson,
1977; Hendley y cols., 1981). no se ha realizado nunca aislamiento y purificacién

de material capsular.

Los gonococos producen una " pseudocapsula” de polifosfatos que
podria realizar algunas de las funciones atribuidas a las capsulas de polisacérido
(Noegel y Gotschlich, 1983). Sin embargo el papel de esta pseudocapsula en la

biologia y patogénesis de los gonococos es por el momento desconocida.

2.1.2 Pili

Los pili son apéndices no flagelares que se encuentran en la
superficie, formados por subunidades proteicas idénticas que se unen dando lugar
a largos polimeros. El peso molecular de cada subunidad oscila entre 17.000-
22.000 daltons dependiendo de las cepas (Buchanan, 1975).
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Los gonococos piliados predominan en las colonias tipo T1 y T2
(colonias obtenidas de cultivos primarios), aisladas de infecciones del tracto
genitourinario, mientras que en las colonias tipo T3 y T4 aparecen gonococos no
piliados y se obtienen en subcultivos o bien en cultivos primarios de localizaciones

extragenitales.

Los pili de N. gonorrhoeae sufren dos tipos de variaciones, antigénica

y de fase.

La variacién de fase se refiere a la expresién reversible entre dos
estados alternativos, produccién de células piliadas (P*) o no (P} (Britigan y cols.,

1985). Esta variacién se presenta ¢con una alta frecuencia.

La wvariacidn antigénica, igualmente, se presenta con una alta
frecuencia. La molécula de un pili puede dividirse en tres regiones: una constante
en la que la secuencia de aminoécidos es altamente conservada, una semivaraible
en la cual se producen muchas variaciones de amino4cidos y una altamente

variable cerca de la zona carboxi terminal (Schoolnik y cols., 1984).

Los gonococos piliados presentan mayor capacidad de adherencia
a las superficies mucosas del huésped y son mds virulentos (McGee y cols.,
1981).

2.1.3 Lipopolisacarido

En fa superficie celular todos los gonococos poseen un

lipooligosacdrido (LOS), similar al lipopclisacérido (LPS) de las bacterias Gram-.
El LOS estd formado por un lipido A y un core polisacérido
constituido por dcido cetodeoxioctanoico (KDQ}, heptosa, glucosa, galactosa,

glucosamina y/o galactosamina (Griffiss y cols., 1988).

Atendiendo a criterios quimicos e inmunoldgicos existen en la
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naturaleza variaciones en los azdcares del core del LOS, dicha variacién antigénica
es la base del esquema de serotipia de Apicella {(Apicella y cols., 1987). Esta
variabilidad antigénica estérelacionada con la resistenciarelativa que ciertas cepas
de N. gonorrhoeae presentan a la actividad bactericida del suero y quizds
relacionada también con la manifestacién clinica y severidad de la infeccién
gonocdécica (Apicella y cols,, 1986).

2.1.4 Proteinas de la membrana externa

Como hemos dicho anteriormente la membrana externa de los
gonococos contiene lipooligosacérido, fosfolipidos y una variedad de proteinas, de

las que las mds importantes son la Proteina |, la Proteina Il y la lll.

La Proteina | tiene un peso molecular de 32-36 Kd; en su estado
nativo aparece como un trimero, se encuentra fisicamente préxima en la membrana
externa &l LOS y también a la Proteina Il (Newhall y cols., 1980). Funciona como

una porina y se piensa que juega un papel importante en la patogénesis.

La Proteina | se presenta en dos clases distintas desde el punto de
vista quimico & inmunoldgico, designadas como PIA y PIB. Una cepa puede poseer,

ya sea la PIA o PIB pero nunca las dos.

Se han desarrollado esquemas de serotipia con anticuerpos
monoclonales basados en la Proteina |, que estudiaremos mas ampliamente en €l
apartado 2.2.2. Los genes que codifican para la PIA y PIB son alelos de un mismo

locus.

Proteina Il es el término empleado para designar a un grupo de
proteinas relacionadas entre si, con un peso molecular de 20-28 Kd. Las colonias
de N. gonorrhoeae que carecen de Proteina Il son transparentes, mientras que

aguellas que poseen uno o mas tipos de Proteina I} son opacas {(Swanson, 1982).

En contraste con la Proteina |, 1a Proteina Il puede variar en cantidad
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o bien estar ausenta en un aislado e incluso se pueden expresar hasta seis
variantes de la misma.
|
La Proteina Ill, con un peso molecular de 30-31 Kd, estd presente
en todos los gonococos en estrecha asociacién con la Protelna | y el LOS, vy
presenta una variacién antigénica muy pequefia entre las cepas, (Blake y
Gotschiich, 1983).

La Proteina H8 es un antigeno definido recientemente y que se
encuentra en todas las cepas de N. gonorrhoeae y N. meningitidis as{ como en N.

lactamica y N. cinerea pero no en |as neiserias saprofitas (Cannon y cols., 1984).

La Proteina H8 es antigenicamente homogénea independientemente
de la presencia o ausencia de pili, el tipo de colonia, opaca o transparente, y todas
las cepas tienen en comun uno o mds epitopos de este antigeno expuestos en la

superficie.

Durante la convalecencia de la infeccién gonocécica se producen
anticuerpos frente a la Proteina H8 (Black y cols.. 1985), pero su papel en la

patogénesis es por el momento desconocido.

En la membrana externa se han encontrado también otras proteinas,
muchas de las cuales no han sido completamente caracterizadas en cuanto a su
estructura y funcién. Por ejemplo existen una serie de proteinas que solo se
expresan bajo ciertas condiciones incluyendo la ausencia de hierro, crecimiento
anaerdbico o otras situaciones limite de crecimiento (West y Sparling, 1285; Clark
y cols., 1987).

Dentro de este grupo de proteinas reguladoras de hierro se encuentra
una de 37 Kd vy varias dentro de un rango de 65-100Kd (Mietzner y cols., 1984).
La proteina de 37 Kd ha sido bien definida quimicamente y se piensa que puede
intervenir en el transporte de hierro. Se ha encontrado en todos los gonococos y

meningococos.
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Igualmente ha sido definida una proteina de 70 Kd comdn en N,
gonorrhoeae y N. meningitidis. Cepas mutantes en las que no estd presente dicha
proteina son incapaces de transportar hierro a partir de diversas fuentes incluyendo
la transferrina y la lactoferrina, con lo cual se piensa que igualmente desempefia
un papel en el transporte de hierro.

Asfi mismo todos los gonococos y meningococos preducen una
proteasa que reconoce como Unico sustrato el suero y la IgA1 secretora {(Mulks y
Plant, 1978). Son enzimas proteoliticas que inactivan a la subclase IgA1 de la
fraccién IgA, que representa el principal tipo de anticuerpos encontrados en
membranas mucosas. Esta inactivacién podrfa constituir un paso m3s en la

patogénesis de la infeccién gonocdcica {(Hook y Holmes, 1985).

2.2 Métodos de caracterizacion de las cepas de N. gonorrhoeae

2.2.1 Auxotipia

La auxotipia ha sido el primer método utilizado para tipar las cepas

de gonococo; fue desarrollada por Catlin en 1973.

Consists en el empleo de un medio quimicamente definido libre de
proteinas en el que se omite la adicién de aminodcidos {por ejemplo prolina,
arginina o metionina), bases nitrogenadas (como uracilo e hipoxantina) vy/o
vitaminas como tiamina, de forma que al examinar si se produce crecimiento de
los gonococos es posible clasificarlos en distintos grupos {auxotipos) de acuerdo
a' sus requerimientos nutricionales. En la Tabla Il se describen los auxotipos

definidos actualmente.

El auxotipo al que pertenece una cepa se expresa de la siguiente
forma: por ejemplo, Pro” son cepas que requieren prolina para su crectmiento; Arg’
Hyx/Ura  cepas que requieren arginina, hipoxantina y uracilo. Las cepas que no
presentan ningdn requerimiento para su crecimiento se denominan prototréficas

{Prototr. o Cero).
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Existen determinadas caracterfsticas especificas de las cepas que se
encuentran asociadas con ciertos auxotipos, por ejemplo, cepas no productoras de
penicilinasa (no-NGPP) Arg/Hyx /Ura" {AHU), son muy susceptibles a penicilina
{Knapp y cols., 1984) y mé4s resistentes a la accién bactericida del suero normal
humano. Este tipo de cepas se aislan significativamente méds a menudo en
pacientes con infeccién gonocécica diseminada o en casos asintomaticos (Knapp
y Holmes, 1975).

Asi mismo se han descrito variaciones geogréaficas y temporales en
cuanto a la distribucién de auxotipos (Bygdeman y cols., 1981); se han
demostrado igualmente correlaciones entre determinados auxotipos y algunas
serovariedades, y el perfil pldsmidico {en las cepas productoras de penicilinasa)
(Dillon y cols., 1987), incluso se ha documentado |a existencia de correlacién entre
ciertos auxotipos y el sexo ¢ hibito sexual de los pacientes {Backman y cols.,
1985).

La auxotipia debe emplearse siempre en combinacién con otros
marcadores, especialmente la serotipia, debido a que normalmente sélo se
encuentra un nimero reducido de auxotipos en las cepas Eirculantes. La utilizacién
de la auxotipia junto con la clasificacién serolégica, aumenta notablemente el poder

discriminatorio de las cepas de gonococo.
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TABLA lll. AUXOTIPOS DESCRITOS EN NEISSERIA GONORRHOEAE

\'a v ARG
PRO" ARG MET" HIS LYS" LEU" HYX URA" V' THI* THPP' ORN*

1 Cero + + + + + + + + + nd nd nd
2 Pro 0 + + + + + + + + nd nd nd
3 Arg + 0 + + + + + + + nd nd +
4 Met + + o] + + + + + + nd nd nd
5 Thi + + + + + + + + 0 + + nd
& Thp + + + + + + + + 0 0 + nd
7 Pro,Axg 0 o + + + + + + + nd nd +
8 Pro,Met 0 + 0 + + + + + + nd nd nd
9 Pro,Hyx v} + + + + + 0 + + nd nd nd
10 Pro,Hyx

Thi 0 + + + + + 0 + 0] + + nd
11 Pro,Arg

Hyx,Ura 0 0 0 0 nd nd

12 Arg,Met + 0 0 + + + + + + nd nd
13 Arg,Hyx + 0 + + + + 0 + + nd nd

14 Arg,Hyx

Ura + o] + + + + 0 0 + nd nd +
15 Arg,Met

Hyx,Ura + 0 o + + + o 0 + nd nd +
16 Arg',Hyx

Ura + 0 + + + + 0 0 + nd nd Q
17 Arg',Met

Hyx,Ura + 0 0 + + + 0 0 + nd nd 0
18 Arg",Byx

Ura,Thp + 0 + + + + 0 0 0 0 + 0
19 Arg,Hyx

Ura, Thp + 0 + + + + 0 0 0 0 + +
20 Arg,Hyx

Ura,Thi + 0 + + + + 0 0 o + +
21 Pro,Thp 0 + + + + + + + 0 0 + nd
22 Pro,Met

Thp o + o} + + + + + 0 0 + nd
23 Pro,Thi 4] + + + + + + + 0 + + nd
24 Arg,Thi + 0 + + + + + + 0 + + +
25 Lys + + + + 0 + + + + nd nd nd
26 His + + + 0 + + + + + nd nd nd
27 Arg,His + 0 + o} + + + + + nd nd +
28 Arxg,His

Byx,Ura + 0 + 0 + + o 0 + nd nd +
29 Arg*,His

Hyx,Ura + 0 + 0 + + 4] o + nd nd 0
30 Arg,Leu

Hyx,Ura + 0 + + + 0 o 0 + nd nd +

continua en la pagina siguiente.....
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TABLA IIX. Continuacioén

v v
PRO" ARG" MET" HIS LYS' LEU HYX URA° V' THI* THPP* ORN'

31 Arxg*,Leu

Hyx,Ura + 0 + + + 0 0 0 + nd nd 0
32 Arg',Leu
Hyx,Ura,Thp + 0 + + + 0 0 o 0 0 + 0
33 Pro,Arq"
Met ,Hyx,Ura O o) 0 + + + 0 0 + nd nd 0
34 Pro,hArg’
Mot ,Leu,Hyx
Ura o 0 0] + + 0 0 0 + nd nd 0
35 Pro,Arg

Hyx,Ura,Thp O 0 + + + + 0 0 o 0 + +
36 Hyx nd nd nd

+
+
+

Abreviaturas utilizadas:

Pro: Prolina; Arg: Arginina; Met: Metionina; Thi: Tiamina; Thp:
Pirofosfato de Tiamina; Hyx: Hipoxantina; Ura: Uracilo; Lys: Lisina;
His: Histidina; Leu: Leucina; Arg': Cepas que no crecen en ausencia de
Arginina, pero que lo hacen en presencia de Ornitina; nd:no
determinado; V: mezcla de vitaminas (Tiamina, colina, inositel,
biotina, etc.); THPP: Pirofosfato de tiamina.
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2.2.2 Serotipia

Sandstrém y Danielsson, en 1980, describieron las bases para la
clasificacién seroldgica de los gonococos utilizando un método de coaglutinacidn.
Empleando anticuerpos antigonocécicos policlonales de conejo dividieron a los
gonococos en tres grandes grupos denominados W1, Wil y WIII, basdndose en las

diferencias antigénicas de 1a Proteina | (Pl) de la membrana externa.

Sandstrom y cols., en 1982, utilizando el mapeado de péptidos
definieron dos moleculas principales de la Pl a las que denominaron A y B. Las
cepas del serogrupo WI posefan antfgenos de PI/A, mientras que las cepas de los
serogrupos WI!l y WIll tenian antigenos de PI/B.

Tamy cols., en 1982, desarrollaron anticuerpos monoclonales frente
a epitopos de PI/A y PI/B respectivamente. La mayoria de las cepas de los
serogrupos WI y WIl/lll reaccionaban con més de uno de los monoclonales frente
a Pi/A y PI/B.

En la actualidad existen dos esquemas de clasificacién serolégica
descritos en la Tabla IV; en el esquema 1 se utiliza un panel de 6 anticuerpos
monoclonales frente a la proteina 1A vy otros‘s frente a la proteina |1B (Knapp y
cols., 1984; Bygdeman y cols., 1985). En el esquema 2 se emplea un panel de 5
anticuerpos monoclonales frente a la PIA y 9 frente a la PIB, lo cual permite
caracterizar un total de 13 serovariedades entre la PIA y 51 entre las cepas PIB
{Sandstréom y cols., 1985).

E! modelo de reaccidén observado con una cepa en particular se

denomina serovariedad.
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TABLA IV. ESQUEMAS DE CARACTERIZACION SEROLOGICA DE LAS
CEPAS DE NEISSERIA GONORRHOEAE

ESQUEMA 1
SEROCVARIEDADES ANTICUERPOS MONCCLONALES

FRENTE A LA PROTEINA IA
b e 4 g i nh

Abg* 13* X X

Abe 15 X X

Abed 14 X X X

Abegqg 7 X X X

Abedg p.4 X X X

Abedh 11 b4 X b4 x

Abedgh 9 X X b4 X x

Abedgi 12 X X X X X

Abedgih X x x x X b4

Aedgih X X x X X

Aedih b4 X X %

Aedgh 10 x x X X

Aedh 3 X X X

Aeg 16 x X

Aed 8 b4 x

Ae 4 b4

Ad 17 x

Adgih 18 X x X X

a, b: Nomenclatura empleada para denominar las serovariedades

continua en la pdgina siguiente......
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TABLA IV. Continuacidén

ESQUEMA 1
SEROVARIEDADES ANTICUERPOS MONOCLONALES

FRENTE A LA PROTEINA 1B
a b c g h k

Ba 20 X

Bak 6 b4 X

Bahk 13 x b4 x

Bab 14 )4 X

Babk X X b 4

Babhk X X b 4 X

Bac 16 X X

Back 2 X b 4

Bachk 21 X x b4 X

Babc 10 b4 X b4

Babck 1 x P X X

Babcgk 26 X X X X X

Bb 17 | X

Bbk 23 X b 4

Bbc 25 X X

Bbck 22 b4 b4 X

Bbgk 18 X X X

Bbghk 11 X X X X

Bbhk 27 x X X

Bbcgk 5 x X p14 b4

Bck 19 p.4 X

Begk 7 X X X

Bchk 28 p 4 x X

Beghk 12 X X X b4

Bgk X X

Bghk x X b4

Bh 24 x

Bhk 15 X X

continua en la pagina siguiente......
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TABLA IV. Continuacién

ESQUEMA 2

SEROVARIEDADES ANTICUERPOS MONOCLONALES

FRENTE A LA PROTEINA IA
r o s t v

Arost X X X X

Aros X X b 4

Arot b4 b 4 X

Aro X b 4

Arst X X X

Ars X X

Aost b4 X X

Aot X b4

Ao X

Ast X X

As p.4

At X

Av b 4

continua en la pdgina siguiente......
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TABLA IV. Continuacién ESQUEMA 2

SEROVARIEDADES

Bropyust
Bropyst
Bropust
Bropyut
Bropyt
Broput
Bropst
Bropvt
Bropt
Brot
Bropu
Brop
Bro
Brpyvust
Brpyust
Brpyst
Brpyut
Brpyt
Brput
Brpt
Brpyu
Bopyust
Bopyvst
Bopyst
Bopyut
Bopyvt
Bopyt
Boput
Bopvt
Bopst
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2.2.3 Plasmidotipia

Muchas cepas de N. gonorrhoeae poseen un pldsmido conjugativo
de 24.5 Megadaltons (Md), el cual puede transferir por conjugacién, otros
pldsmidos no transferibles {Biswas y cols., 1980).

Un elevado nimero de gonococos poseen un plidsmido (Pc') que
codifica la produccién de un tipo de f-lactamasa (penicilinasa) llamada TEM-1.
Estas cepas productoras de penicilinasa se denominan NGPP. Se han descrito 5
pldsmidos que codifican la produccién de g-lactamasa: el pldsmido de 3.2 Md
"Africano”, el de 3.05 Md "Toronto" y el de 2.9 Md "Rio" podrfan haberse
formado por delecciones del plasmido de 4.4 Md "Asiatico". E! pldsmido de 4.0
Md "Nimes" parece provenir de la insercién de un fragmento en el pldsmido de
3.2 Md. {Knapp y cols., 1990). Como puede observarse (Figura 1) presentan una
estrecha relacidén entre si; igualmente estdn muy relacionados con pldsmidos
similares encontrados en ciertas especies de Haemophifus, incluyendo H. ducreyi
{(Anderson y cols., 1984). De hecho hay autores que defienden la hipdtesis ds que

los gonococos adquirieron el pldsmido Pc' de H. ducreyi {Anderson y cals., 1984).

Los pldsmidos Pc' son normalmente transferidos a otros gonococos

por el pldsmido conjugativo de 24.5 Md.

Los gonococos que poseen un pldsmido de 25.2Md que codifica para
resistencia a tetraciclina, transportan el pldsmido conjugativo de 24.5 Md en el
cual se ha insertado el transposon tetM {Morse y cols., 1986); sin embargo hay
autores que discrepan, argumentando que la ruta evolutiva de ese plasmido de
25.2 Md haya sido por transposicién del determinante tetM desde un organismo
donante (probablemente un estreptococo} a un pldsmido conjugativo de un
huésped intermediario; o bien que el determinante tetM se haya asociado con el
pladsmido progenitor por recombinacién eh lugar de por transposicién (Gascoyne
y cols., 1990).

El determinante tetM también confiere resistencia a tetraciclina a

otras bacterias, incluyendo algunas especies de Streptococcus, Mycoplasma vy
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varios microorganismos genitales, tales como Gardnerella vaginalis y Ureaplasma

urealyticum (Roberts y cols., 1979},

Finalmente, la mayoria de los gonococos contienen un plasmido

criptico de 2.6 Md, cuya funcién se desconoce por el momento.

El andlisis del perfil pldsmidico en N. gonorrhoeae, contribuye a
caracterizar las cepas de gonococo, sobre todo enlas NGPP (Fenoll y cols., 1987).
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3. SENSIBILIDAD DE NEISSERIA GONORRHOEAE A LOS ANTIMICROBIANOS

La evolucién de la resistencia a antimicrobianos en N. gonorrhoeae

tiene implicaciones negativas en el control de la gonorrea.

Generalmente a los pocos anos de utilizar en el tratamiento nuevos
agentes antimicrobianos han aparecido cepas resistentes a los mismos. Cepas con
resistencia multiple cromosdmica a penicilina, tetraciclina, eritromicina y cefoxitina,
asf como una disminucién en la sensibilidad a ceftriaxona, se han descrito en todo
el mundo. También se han detectado, esporddicamente, cepas con altos niveles
de resistencia a espectinomicina. En la tabla V se describen los tipos de resistencia

antimicrobiana en N. gonorrhoeae.

TABLAYV. TIPOS DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN N. GONORRHOEAE

TIPO DE RESISTENCIA AGENTE ANTIMICROBIANO

Penicilina

Cromosdmica
(genes localizados

en el cromosomaj)

Mediada por pldsmidos
{genes localizados

en plasmidos)

Tetraciclina
Espectinomicina
Cefoxitina

Ceftriaxona

Penicilina (antibidticos
B-lactamicos) NGPP
Tetraciclina NGTR
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3.1 Tratamientos antimicrobianos mas utilizados frente a la

gonorirea.

En la eleccién de un tratamiento antibiético para infeccién
gonocdcica, ademas de la sensibilidad a los antimicrobianos, hay que tener en
cuenta otros factores, como son , las caracteristicas farmacocinéticas de los
antibiéticos, eficacia en gonorrea no complicada o en las que se producen
complicaciones, eficacia diferencial en base a las diferentes localizaciones

anatémicas que pueden estar afectadas, toxicidad y coste.

Un factor adicional en el tratamiento de la gonorrea y otras
enfermedades de transmisién sexual, es la eficacia potencial del tratamiento en el

caso de infecciones concurrentes.

Historicamente, la sifilis solia acompafar a las infecciones
gonocdécicas y todavia sigue jugando un papel importante en algunos paises, sobre
todo, en poblaciones marginales de paises industrializados (por ejemplo en varones
homosexualmente activos, drogadictos ete¢.) (Handsfield, 1990).

Sinembargo la infeccién méas comdn entre personas heterosexuales,
que coexiste actualmente con la gonorrea en Estados Unidos y Europa, es la
infeccidn por Chlamydia trachomatis. Estudios realizados en las dos dltimas
décadas confirman lo antericrmente dicho, ya que los resultados demuestran que
entre un 15-25% de varones heterosexuales y un 35-50% de mujeres con
gonorrea, estaban también infectadas con C. trachomatis (Batteiger y Jones,
1987). En estos pacientes existe un alto riesgo de que se produzca una uretritis
post-gonocécica o enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), si el tratamiento no es

eficaz frente a la infeccién por clamidias.

En Espafia, sin embargo no se observa esta elevada incidencia en la

infeccién por clamidias, situdndose en un nivel muy bajo (Berrén y cols., 1988).

Hay que afadir que un elevado numero de mujeres con infeccién

gonocdcica, presentan simuitdneamente infeccién por Trichomonas vaginalis. En
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Africa y otras 4reas donde la prevalencia del chancroide es elevado, muchos
pacientes pueden estar infectados por Haemophilus ducreyi en el momento de

presentar infeccién gonocécica (Hook 11l y Handsfield, 1990).

La recomendacion de la Divisién de Enfermedades de Transmisién
Sexual del Centro para el Control de Enfermedades (CDC}, en cuanto al tratamiento
a seguir, consiste en una dosis Unica con un antibiético eficaz para erradicar a N.
gonorrhoeae, seguida de 7 dias de tratamiento con tetraciclina o eritromicina, para

evitar posiblas complicaciones por C. trachomatis (CDC, 1989).

En zonas donde la resistencia de N. gonorrhoeae a antimicrobianos
no es un problema, una dosis Unica de 4.8 millones de unidades de penicilina
procaina mds 1 gramo de probenecid por via intramuscular o una combinacién de
2 gramos de ampicilina o bien 2 gramos de amoxicilina mas 1 gramo de prebenecid
por via oral , da muy buenos resultados; seguido de los 7 dias de tratamiento
antibiético frente a clamidias (CDC, 1987).

En aquellas zonas geogréficas donde existe un indice elevado de
cepas resistentes o bien no se realiza una vigilancia adecuada, el empleo de
ceftriaxona (250 mg) o espectinomicina (2 gr) por via intramuscular es el

tratamiento adecuado.

El tratamiento con espectinomicina es muy eficaz en la infeccién
gonocdcica no complicada, genital y rectal, sin embargo se muestra sin efecto en
infecciones faringeas. El empleo de ceftriaxona, en cambio, da buenos resultados

en los tres tipos de infeccidén anteriormente citados.

En 1984, se describié la utilidad en el empleo de una nusva
quinolona, norfloxacina, en el tratamiento de infeccién gonocécica (Crider y cols.,
1984).

El entusiasmo que suscitd el tratamiento de la gonorrea con las
primeras quinolonas {dcido nalidixico y rosoxacina), pronto desaparecié debido a

ia rdpida aparicién de cepas resistentes y a los efectos neurotdxicos que se
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producian (Dallabetta y Hook. 1989). Al mismo tiempo otras nuevas quinolonas
(ciprofloxacina, ofloxacina, enoxacina, fleroxicina, etc.) han sido evaluadas en

régimen de dosis Unica dando resultados prometedores.

Sin embargo, ya ha sido descrita la aparicién de cepas resistentes
a quinolonas aisladas en Filipinas (Joyce y cols, 1988}, donde la rosoxacina ha
sido ampliamente empleada durante varios afios en el tratamiento de la gonorrea;
asf mismo en el afio 1980, se produce el aislamiento de la primera cepa resistente
a ciprofloxacina en el Reino Unido (Turner y cols., 1990), y posteriormente en
1991 se han descrito también cepas de N. gonorrhoeae resistentes a

ciprofloxacina (Gransden y cols., 1991).

En la Tabla VI se describe el tratamiento recomendado a levar a

cabo en la infeccién gonocécica.

3.2 Sensibilidad frente a penicilina

En 1930, se llevé a cabo el primer tratamiento antibidtico frente a
la gonorrea, siendo la sulfanilamida el antibidtico empleado. Sin embargo en 1944
ya se produjeron muchos aislamientos de cepas resistentes a ese antibiético.
Afortunadamente, en 1943 se publicaron por primera vez los resultados obtenidos
en el tratamiento de la gonorrea con penicilina, con un porcentaje de éxito cercano
al 100% (Mahoney y cols., 1943}, siendo desde ese momento el tratamiento de

eleccidn.

Sin embargo a principios de 1950, empezarcon a aparecer cepas
resistentes a penicilina, aunque continud siendo el tratamiento utilizado durante los
siguientes 25 afios ya que debido a su gran eficacia y baja toxicidad, permitié ir

aumentando la dosis a fin de superar el incremento de la resistencia a penicilina.

En 1870, entre un 18-20% de los gonococos aislados en diferentes
lugares del mundo habian desarrollado resistencia cromosdmica a penicilina
{Sparling, 1978).
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TABLA VI. Tratamiento recomendado en infeccién gonocécica.

TERAPIA RECOMENDADA EN LA GONORREA NO COMPLICADA

Ceftriaxona:250 mg IM Doxiclclina:100 mg VO* /7dias
o o

Espectinomicina:2 gr IM + Tetraciclina HCL:500 mg vO/7d
o o

Ciprofloxacin:500 mg Eritromicina base':500 mg VO/7d

a: Via intramuscular; b: Via oral
* Se emplea en pacientes en los que el uso de tetraciclina estd
contraindicado (mujeres embarazadas y nifios).

TERAPIA RECOMENDADA EN LA INFECCION GONOCOCICA COMPLICADA

SINDROME : TERAPIA RECOMENDADA
Infeccién gonocbdecica Ceftriaxona:lgr IV/7 dias
diseminada
Meningitis/endocarditis En general, se recomienda
cefalosporinas de tercera
generacidn
Ophthalmia
Neonatal Ceftriaxona:25-50 mg/kg/dia
IM o IV/7 dias
Adultos Ceftriaxona:lgr IM o IV/1
dosis
EIP° gonocbdeica Cefoxitin y probenecid +
doxiciclina
o

Gentamicina o tobramicina
+ clindamicina

a: Via intravenosa; b: Via intramuscular
EIP: Enfermedad Inflamatoria Pélvica
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En 1972, la dosis recomendada en el tratamiento de la gonorrea, fue
incrementada de 2.4 a 4.8 millones de unidades de penicilina procafna, junto con
la administracién de 1 gr de probenecid que aumenta el efecto de la penicilina al
retardar la excrecién del antibiético {CDC, 1972).

En 1976, se aislan por primera vez, cepas de gonococo con
resistencia a penicilina mediada por pldsmidos.

A partir de entonces, y hasta 1979, se produce un aumento gradual
en la incidencia de cepas NGPP. La transmisién endémica de este tipo de cepas se
incrementdé gradualmente hasta 1985 y desde entonces la proporcién de cepas
NGPP ha aumentado dramaticamente.

3.2.1 Mecanismos de resistencia

Los gonococos presentan dos mecanismos de resistencia frente a
penicilina:
a. Resistencia mediada por pldsmidas

b. Resistencia cromosémica

a. Resistencia mediada por pladsmidos

Como hemos dicho, la primera vez que se describen cepas de N.
gonorrhoeae con un alto nivel de penicilina mediada por plasmidos fue en 1976
(Phillips, 1976). Estas cepas presentan un pldsmido (Pc') que codifica la
produccién de un tipo de S-lactamasa llamada TEM-1 y fueron aisladas al mismo
tiempo en el Qeste de Africa, Asia, Europa y Estados Unidos (Roberts y cols.,
1977; Perine y cols., 1977).

Las cepas productoras de penicilinasa (NGPP), aisladas en el Oeste
de Africa contenian un pldsmido, que codificaba para la produccién de 8-
lactamasa, de 3.2 Md; mientras que el pldsmido contenido en las cepas NGPP
asidticas era de 4.4 Md.
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Recientemente se han descrito otros pldsmidos que codifican la
produccién de f-lactamasa, sin embargo no tienen de momento una amplia
distribucién {Embden y cols., 1985; Gouby y cols., 1986; Yeung y cols., 1986;
Brett, 1989).

Estos pldsmidos Pc’ normalmente se traspasan de unos gonococos

a otros por conjugacién a través del pldsmido de transferencia de 24.5 Md.

El mecanismo de accidn de la S-lactamasa, consiste en la hidrdlisis

del anillo f-lactdmico de la penicilina, convirtiéndola en un derivado inactivo.

b. Resistencia cromosémica

Este tipo de resistencia es debido a la acumulacién de diferentes
mutaciones independientes en el cromosoma, las cuales afectan a la superficie

celular,

Existen 3 loci implicados en la resistencia cromosdmica a penicilina

que son penA, penB y mtr (Cannon y Sparling, 1984).

La mutacidén en el locus penA tiene como resultado la alteracién de
la proteina fijadora de penicilina 2 (PBP 2), con lo que disminuye !a afinidad de esta
PBP 2 por la penicilina, Actualmente se conoce que ia presencia de un aminodcido
extra {residuo de 4cido Aspdrtico) en la PBP2, el cual no estd presente en la PBP2
de las cepas sensibles a penicilina, es la causa de esa baja afinidad (Brannigan y
cols., 1990).

Las otras dos mutaciones en los loci penB y mtr, tienen como
resultado la alteracién de la membrana externa siendo menos permeable a la
entrada de diversos componentes incluyendo la penicilina. Asl mismo las
mutaciones en estos loci incrementa la resistencia a antibidticos hidrofébicos y

tetraciclina respectivamente.

La aparicidn de este tipo de mutaciones en una cepa sensible tiene
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COmMo consecuencia un increamento en la Concentracién Minima tnhibitoria {CMI}

de penicilina desde 0.1 hasta 2-4 ug/ml.

3.2.2 Distribucién geogréfica de las cepas resistentes

En Estados Unidos el nimero de cepas NGPP se ha ido
incrementando desde 1976, habiéndose declarado este tipo de cepas en todos los
Estados. En 1988, en el sur de Florida y New York, la prevalencia da NGPP
excedia el 33 y 10% respectivamente (CDC, 1987). A nivel nacional el nimero de
aislados NGPP en 1989 era del 7,4% (CDC, 1990). As{ mismo en 1987 el 13%
de los aislados en los que no se detecta resistencia plasmidica a penigilina

presentaban resistencia cromosémica a este antibidtico (CDG, 1987).

En Canadd, también hay un aumento drastico en la tasa de
incidencia a partir de 1960, estabilizandose en 1976 y empieza a disminuir a partir
de 1981.

En el Reino Unido la incidencia de las cepas NGPP, ha aumentado
hasta 1983, disminuyendo posteriormente. Sin embargo el porcentaje de cepas
con resistencia cromosdémica a penicilina ha aumentado desde un 6% en 19856
hasta un 10,6% en 1988 (Ison y cols., 1990).

En Holanda ia prevalencia de cepas no-NGPP entre 1983-1986 fue
de un 14% (van Klingeren y cols., 1988), siendo hasta hace poco el pals europeo

con mas alta incidencia de cepas NGPP {van Klingeren y cols., 1985).

En los Paises No6rdicos la incidencia de NGPP es bastante baja,

encontrandose en torno al 1% con respecto al total de casos.

En un estudio realizado en Senegal la proporcidn de gonococos
resistentes a penicilina, aurmnenta de 18 a 46%, en el periodo de 1982-1986 (Lind
y cols., 1991).
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En Espafa, se ha producido también un incremento en la incidencia
de cepas NGPP, como se pone de manifiesto en un trabajo presentado en la VIl
Reunién Nacional del Grupo Espaniol para la Investigacién de las Enfermedades de
Transmisién sexual (Nogueira y cols., 1990). Desde 1983-1990 la incidencia de
cepas resistentes a penicilina por mutacién cromosémica, ha sido importante; en
1990 el numero de cepas no-NGPP disminuye debido probablemente a una menor
utilizacién de penicilina en el tratamiento de la infeccidn gonocécica, aunque es

necesario observar si esta baja frecuencia de aislados no-NGPP se mantiena,

3.3 Sensibilidad frente a Tetraciclina

3.3.1 Mecanismos de Resistencia

La resistencia a Tetraciclina también se ha incrementado en los
dltimos afios y es debida, por un lado al efecto aditivo de varias mutaciones

cromosémicas o bien a la adquisicién de pldsmidos.

Los loci cromosdmicos que intervienen en este tipo de resistencia
han sido designados penB, mtr y tet, dos de éstos, como ya hemos dicho, estdn
involucrados también en la resistencia cromosdémica a penicilina. El resultado es
un incremento en la CMI a tetraciclina de 0.25 a 2-4 yg/ml (Cannon y Sparling,
1984).

El mecanismo de resistencia a tetraciclina se basa en la produccidn
de un aumento de permeabilidad de la membrana celular, que impedirfa por un
mecanismo continuado de entrada y salida, alcanzar en el interior concentraciones

atiles para ejercer su accién.

Un mads alto nivel de resistencia a tetraciclina (CMl =16 ug/ml), se
encuentra en los gonococos que contienen un pldsmido de 25.2 Md, que parece
ser un derivado del pldsmido conjugativo de 24.5 Md, como ya se mencioné

previamente.
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El pldsmido Tc¢' contiene el determinante tetM en una posicién en la
gue no se inactiva la funcién del pldsmido conjugativo, con lo que los gonococos
Tc' pueden transferir este pldsmido, asi como los pldsmidos Pc’, a otros
gonococos. Incluso la transferencia de pldsmidos entre gonococo y otras especies
del género Neisseria, resuita ser mas eficaz cuando es este pladsmido el implicado
{Roberts y Knapp, 1988).

E!l mecanismo de resistencia mediado por tetM, implica la produccion
de una proteina citopldsmica que proteje a los ribosomas de la accién de la
tetraciclina (Tartaglione y Russo, 1990).

3.3.2 Distribucidn gegréfica de la resistencia a Tetraciclina

La primera vez que se describieron cepas de gonococo con alto nivel
de resistencia a tetraciclina, mediada por pldsmidos, fue en Estados Unidos en
1985. La prevalencia de cepas de V. gonorrhoeae resistentes a tetraciclina (NGRT),
varia geograficamente; presentandose sin embargo una amplia distribucién (CDC,
1987).

En Holanda el 10% de los gonococos aislados entre 1985-1986
presentaban resistencia cromosémica a tetraciclina {van Klingeren y cols., 1988}
y alrededor del 9% de las cepas NGPP y el 5% de las no-NGPP, en 1988, eran

ademas NGRT con resistencia plasmidica (van Kligeren y cols., 1989)}.

También se han descrito cepas de N. gonorrhoeae con resistencia
plasmidica a tetraciclina en el Reino Unido (Waugh y cols., 1988) y en Francia
(Casin y cols., 1989).

Los més altos niveles de resistencia plasmidica a tetraciclina han
sido descritos en Estados Unidos, en concreto en el 4rea de Baltimore, donde entre
un 15-20% de los aislamientos llevados a cabo desde 1986 a 1988 fueron NGRT;
asl mismo el 48% de los gonococos aislados sin ningun tipo de resistencia

plasmidica presentaban resistencia cromosémica a este antibiético (CDC, 1987).
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La tasa de cepas NGRT a nivel nacional en 1989 es de un 4.9% (CDC, 1990).

En Canadd, entre 1986 y 1987, las cepas NGRT representaban el

2% de los aislamientos realizados (Dillon y Carballo, 1989).

En Esparia existe una elevada incidencia de cepas de N.gonorrhoeae
resistentes a tetraciclina (Nogueira y cols., 1990). Aunqua desde 1983-1990 el
numero de cepas con resistencia cromosémica ha ido disminuyendo, en 1990 el
porcentaje de este tipo de aislados adn es del 19.1%. En 1990 se describe por
primera vez en Espafia una cepa de gonococo con resistencia plasmidica a

tetraciclina (Vazquez y cols., 1990).

3.4 Sensibilidad frente a Espectinomicina

3.4.1 Mecanismos de Resistencia

Durante muchaos afios, han sido muy pocos los casos descritos de
cepas resistentes a espectinomicina (Spc), pero en aquellas zonas geogréficas
donde este antibidtico se ha empleado muy frecuentemente a causa de la
prevalencia de cepas Pc’, los aislamientos de N. gonorrhoeae resistentes a

espectinomicina {Spc') son méas habituales (Boslego y cols., 1987).

La resistencia Spc’ es debida normaimente a mutaciones

cromosdmicas que afectan a la subunidad ribosdmica 30s.

3.4.2 Distribucién geogréfica de la resistencia a

espectinomicina

En Corea, y debido a la alta tasa de cepas NGPP, se impuso como
tratamiento antibiético, a partir de 1981 la espectinomicina; en 1987, fue descrito
un brote de gonorrea producido por gonococos con un alto nivel de resistencia a

espectinomicina (Boslego y cols., 1987).
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La investigacién de dicho brote puso en evidencia el efecto que la
presién selectiva antimicrobiana habia producidc en el desarrollo de la resistencia
a este antibidtico.

En Estados Unidos, se han descrito casos esporddicos de gonococos
resistentes a espectinomicina, no siendo muy habituales este tipo de cepas (I1son
y cols,, 1983).

En Espaiia no se han descrito cepas con resistencia cromosdmica a
espectinomicina (Vazquez, 1991).

3.5 Sensibilidad frente a cefalosporinas
3.5.1 Mecanismos de resistencia

El mecanismo de resistencia a cefalosporinas, es similar al descrito
para penicilina, incluyendo mutacién cromosdmica y resistencia mediada por
pldsmidos. Los pldsmidos pueden codificarla produccién de enzimas que destruyen
las cefalosporinas.

A diferencia de las NGPP, los gonococos resistentes a penicilina por
mutacidn cromosdmica presentan también una disminucién en la sensibilidad a

cefalosporinas {(Whittington y Knapp., 1988).

Las mutaciones responsables de la resistencia cromosémica a
penicilina (pen A, Pen B y mtr), producen .asf mismo una reduccidén en la
sensibilidad a las cefalosporinas de segunda y tercera generacién. Ha sido descrita
la estrecha relacién que existe entre la resistencia cromosdmica a penicilina y la
aparicién de baja sensibilidad a cefuroxima en aislades clinicos no-NGPP (lson y
cols., 1990).

De momento no se han descritc en N. gonorrhoeae lactamasas que

inactiven a las cefalosporinas.
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3.5.2 Distribuci6n geogréafica de la resistencia a

cefalosporinas

Por el momento no se han descrito casos de cepas cuya resistencia
a ceftriaxona haya producido fallo terapedtico. Sin embargo, se han descrito
fracasos terapéuticos por la aparicion de cepas con resistencia cromosémica a
cefalosporinas de segunda generacién (Rice ycols., 1986); con lo cual y por lo
dicho anteriormenta, el uso en el tratamiento de la gonorrea de cefalosporinas de
segunda y tercera generacién, podria ejercer una presién selectiva produciéndose
un incremento en la prevalencia de las cepas no-NGPP.

En Espafa no se han aislado cepas de gonococo resistentes a

cefalosporinas. Sin embargo si se han producido un abundante ndmero de

aislamientos con sensibilidad disminuida a cefoxitina (Vizquez, 1991).

3.6 Sensibilidad frente a quinolonas

3.6.1 Mecanismos de resistencia

El mecanismo de resistencia a las quinolonas consiste enlainhibicién

de la subunidad A de la enzima ADN girasa, esencial en la replicacién del ADN.

3.6.2 Distribucién geogréfica de la resistencia a quinolonas

En 1984, se describid la utilidad del empleo de norfloxacina en ei

tratamiento de la infeccidn gonocécica.
Sin embargo, como ya hemos dicho anteriormente, aparecieron
rdpidamente cepas resistentes, ademdés de los efectos secundarios nocivos que su

uso producia,

Se han realizado evaluaciones de tratamiento de la gonorrea
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empleando las nusvas quinolonas (ciprofioxacina, ofloxacina, enoxacina, etc.),
aunque los resultados obtenidos eran prometedores (Dallabetta y Hook, 1989), ya
en 1990, se aisla la primera cepa resistente a ciprofloxacina en el Reino Unido
(Turner y cols., 1990), y en 1991 también en e! Reino Unido se describe el
aislamiento de 23 cepas resistentes a ciprofloxacina (Gransden y cols,, 1991).



............................................... OBJETIVOS
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Neisseria gonorrhoeae es el agente etiolégico de la gonorrea cuyas
manifgstaciones clinicas mds frecuantes son uretritis, cervicitis, salpingitis, artritis,
etc. Estéd estrechamente relacionado con N. meningitidis agente causal de la
meningitis cerebroespinal epidémica, presentando asi mismo una relacién
relativamente préxima con N. /actamica que se comporta como patdégeno
oportunista.

Las relaciones entre los miembros de la Familia Ne/sseriaceae han
sido estudiadas llevando a cabo la aplicacidn de una seria de marcadores como la
hibridacién de ADN, composicién de bases de ADN, comparacién inmunolégica de
protelnas, perfiles bioquimicos y transformacién entre las distintas aspecies que
la componen., Aunque estos métodos han permitide una redefinicidn de la
estructura taxondmica de esta Familia, permanecen adn muchas cuestiones por

resolver,

N. gonorrhoeae es un microorganismo muy sensible a los
antimicrobianos, cuando se compara con otras bacterias Gram negativas. Sin
embargo, el tratamiento de la infeccién gonocéeica en los dltimos afos se ha ido
haciendo mé&s complicado debido por un lado a la adquisicién de diversos
pldsmidos en la especie que codifican para altos niveles de resistencia y por otro
lado, por el aumento de cepas resistentes a penicilina por mutacién cromosdmica,
en donde se encuentran implicados los loci pen A, pen B y mtr. Las mutaciones en
los loci pen B y mtr producen una alteracién de la membrana externa haciendo que
sea menos permeable y evitando asf la entrada de la penicilina, incrementindose

asi mismo la resistencia a antibidticos hidrofébicos y tetraciclina respectivamente.

La aplicacion de marcadores fenotipicos ha permitido a algunos
autores establecer asociaciones entre determinados tipos de cepas y la resistencia
a antimicrobianos. Asi mismo, el andlisis de los resultados que se obtienen al
aplicar estos marcadores ha sido de gran utilidad en el estudio de brotes y en el

conocimiento de las cepas circulantes.

Nuestro estudio pretende, por un lado, analizar la ubicacién de la
especie N. gonorrhoeae dentro del género Neisseria, realizando un estudio de
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polimorfismo enzimético en las diferentes especies que componen dicho género y
por otro lado, tratar de aportar datos acerca de la evolucién filogenética que ha

tenido lugar entre las especies.

A partir de 1983, en el laboratoric de E.T.S del Centro Nacional de
Microbioclogia, se han aplicado diferentes marcadores epidemiaclégicos con el fin da
caracterizar las cepas de gonococos recibidas de distintas Comunidades

Auténomas.

La aplicacién de un dnico marcador no discrimina mis que un
nimero reducido de cepas, por lo que el empleo conjunto de serotipia, auxatipia

y plasmidotipia se hace necesario.

De esta forma empileando las técnicas de tipificacién antes
mencionadas, a l!o largo de los © afos analizados, podriamos obtener una
perspectiva global del tipo de cepas de gonococo més frecuente en nuestro pafs,
as{ como investigar la evolucidn de sensibilidad a antimicrobianos durante ese

periodo de tiempo.

En los dltimos afios, se ha descrito |a utilidad de la electroforésis de
isoenzimas aplicada en cepas de diferentes especies bacterianas; de estos estudios
se han obtenido conclusiones interesantes en cuanto a la estructura genética de
poblaciones asi como a la variacién genética que han experimentado dichas

poblaciones.

Los estudios que hemos realizado van encaminados a conseguir 108

siguientes objetivos:

1. Ubicacién de la especie N. gonorrhoeae dentro del génerg
Neisseria, asi como analizar la evolucién genética que han experimentado las

diferentes especies que forman el género.

2. Estudiar la sensibilidad a antimicrobianos de las cepas de

gonococo recibidas en nuestro laboratorio desde 1983 hasta 1991.
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3. Determinar las posibles relaciones que puedan existir entre los
marcadores fenotipicos {(Auxotipia, Serovariedades y Plasmidotipial, que se utilizan

en la caracerizacidn de las cepas de gonococo.

4. Realizar un estudio de polimorfismo enzimaéatico en cepas ds

gonococo productoras de f-lactamasa.

5. Analizar las relaciones genéticas entre cepas de gonogoco no

productoras de penicilinasa, aplicando la electroforésis de isoenzimas.

6. Establecer el tipo de relacién que se presenta al aplicar los
marcadores fenotipicos y genotipicos en el grupo de cepas de gonococo no

productoras de S-lactamasa.

7. Analizar si la resistencia a penicilina y/o tetraciclina se encuentra
ligada a uno o a varios clones de la poblacién de gonococos en nuestro pais

mediante la aplicacién del andlisis multienzimético.



..................................... MATERIAL YMETODOS
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1. CEPAS DEL GENERO NEISSERIA

Las cepas utilizadas en este estudio las dividimos en dos grupos:
a) Cepas de N. gonorrhoeae
b} Cepas de otras especies del género Neisseria
1.1 Cepas de Neisseria gonorrhoeae
1.1.1 Procedencia de las cepas
Las cepas de gonococo que hemos empleado las podemos agrupar
en cepas control o de referencia y cepas aisladas de enfermos con infaccién
gonocdécica.

a}) Cepas control o de referencia

Estas cepas se han utilizad_o como controles en los diferentes

ensayos realizados. En total se han empleado 19 cepas, agrupadas de la siguiente

forma:
- Cepas patrén de auxotipia
CEFPA AUXOTIPO PROCEDENCIA

N. gonorrhoeae

ODH2915 Prototréfico NCTC® 10928
MHD340 “Thi NCTC 10929
MHD361 -Pro -Hyx NCTC 10930
S57764/45 -Pro -Met -Thpp NCTC 10931
MCH3317/70  -Arg -Met NCTC 10932
MHD446 -Arg -Hyx -Ura NCTC 10933

* National Culture Type Collection
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- Cepas patrén de Pidsmidog

CEPA PATRON DE PLASMIDOS PROCEDENCIA
. gonorrhoeae

6016 24.5Md + 4.5Md + 2.6Md  Dr Knut’

6395 24.5Md + 4.5Md + 2.6Md  Dr Knut

5449 3.2Md + 2.6Md Dr Knut

* Dr Knut Lincoln, University de Géteborg, Suecia

- Cepas patrén de serotipia

CEPA SEROGRUPO PROCEDENCIA

N. gonorrhoeae

13573 1A (WI) Dr Knut
13576 1A (W) Dr Knut
13572 B (WII) Dr Knut
13583 1B (W) Dr Knut
13577 B (will) Dr Knut

- Cepas patrén de antibiograma

CEPA ANTIBIOTIPO PROCEDENCIA
Pen Esp Tetra Cefox Ceftr

N.gonorrhoeae
WHO - A S R S S s* Dr Knut
WHO - B S s § S S Dr Knut
WHO - C S S MR S S Dr Knut
WHO -D MRS R MR S Dr Knut

WHO - E R § MR S S Dr Knut
a) Pen {Penicilina), Esp (Espectinomicinal, Tetra 