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INTRODUCCION




Neisseria gonorrhoeae ( N. gonorrhoeae ) es un ni -

croorganismo patégeno cuyo reservorio es Unica y exclusi-
vamente la especie humana ( 1 ). En el hombre se ha des -
crito toda una gama de infecciones ocasionadas por esta
bacteria, que van desde las urogenitales no complicadas
hasta las complicadas; entre estas Gltimas se incluyen:
la enfermedad inflamatoria pélvica ( que puede producir
esterilidad ), la infeccién gonocdcica diseminada, epidi-

dimitis, proctitis, etc.

A diferencia de otras bacterias patdgenas que gene-

ralmente causan epidemias esporédicas, geografica o esta-



cionalmente localizadas, N. gonorrhoeae afecta a la vez

a una gran cantidad de personas en todo el mundo. Como da
to orientativo, en 1.985 se declararon en los Estados Uni
dos un millén de casos nuevos ( 388 casos por 100.000 ha-
bitantes ), no obstante, se estima que la incidencia real
debié oscilar entre 2 y 4 millones ya que sblo fue decla-
rado un 25-50% del total ( 2 ). Si a lo anteriormente ex-
puesto se afiade el que una persona pueda padecer la infec
cién en mAs de una ocasién, debido a la escasa o nula in-
munidad que confiere el microorganismo en los cuadros lo-
calizados, se pueden comprender los graves trastornos tan

to sociales como econdémicos que conlleva esta enfermedad. -

En Espafia, desde que se incluydé la infeccién gonocd
cica dentro de las enfermedades de declaracién obligato -
ria, el nGmerc de casos ha idc incrementandose paulatina-
mente, a excepcidén de lo ocurrido en 1.986 en el que la
incidencia: 77783 por 100.000 habitantes ( 30.937 casos ),
fue ligeramente inferior a la del afio anterior, que fue
79°83 por 100.000 ( 3 ).

A esta alta incidencia hay que unir el gran proble-

ma que presenta N. gonorrhoeae en el campo terapéutico,

debido a la resistencia desarrollada por el microorganis-
mo a los agentes antimicrobianos. Al impacto que produjo
en 1.976 la aparicién de cepas productoras de penicilinasa
mediada por plésmidos, se ha sumado la deteccidén de cepas
que presentan resistencia simulténea a varios agentes an-
timicrobianos y que viene determinada cromosdmicamente

(4).

De todo lo anterior se deduce la imperiosa necesi -
dad de llevar a cabo un control de la infeccidén. En este
sentido, y ya desde los afios 40, se ha venido realizando
un continuo esfuerzo para caracterizar las cepas de N. go

norrhoeae, lo que supondria un primer paso para dicho con



trol tal como ha sucedido en otras enfermedades infeccio-

sas.

Es de todos conocido que microorganismos pertene --
cientes a una misma especie pueden poseer diferente poder
patégeno y de virulencia, asi como presentar distintos pa
trones de sensibilidad; conociendo las caracteristicas
del microorganismo se podrian explicar problemas plantea-
dos en cuanto a infectividad, transmisibén, evolucidén de
la bacteria y, sobre todo, evaluar las medidas de control

llevadas a cabo en relacién a la infecciédn.

La primera aproximacién al problema ha sido el in -
tento de correlacionar la sensibilidad del microorganismo
con la localizacibdn de la infeccidn, relacién que ha sido
demostrada en numerosos trabajos en los que se han asocia
do cepas muy sensibles a Penicilina con la infeccidn gono

cbcica diseminada ( I.G.D. ) ( & ),

Durante los afios 70 y dada la inexistencia de un mé

todo adecuado que distinguiera cepas de N. gonorrhoeae en

tre si con fines epidemiolbgicos, hizo que los esfuerzos
se centraran en la realizacién de un sistema de diferen -
ciacién, basado en‘los requerimientos nutricionales del
microorganismo o auxotipia; dicho método subdivide por 1lo
tanto a la poblaciédn bacteriana, de acuerdo a su capacidad
de crecer en un medio de agar quimicamente definido, que

contiene o carece de ciertos componentes ( 6 ).

Mas tarde, en la década de los 80, la clasificaciébn

epidemiolégica de N. gonorrhoeae se ha fundamentado en la

antigenicidad del microorganismo, desarrolléndose siste -
mas de ggrotipacién del mismo. La estructura antigénica

que se ha aprovechado para tal motivo ha sido el antigeno
" W ", localizado en la proteina principal ( proteina I )

v .
de la membrana externa de N. gonorrhoeae ( 7 ).




Dos equipos de investigacién, uno de E.E.U.U. y 0 -
tro de Suecia, trabajandc independientemente, han obteni-
do dos sistemas de anticuerpos monoclonales diferentes,
denominados GS y Ph respectivamente, dirigidos a los dife
rentes epitopos ( forma més simple del determinante anti-
génico presente sobre una molécula compleja del antigeno )

del antigeno " W " y usando la técnica de coaglutinaciébn,

han logrado diferenciar cepas de N. gonorrhoeae. Los dos
sistemas aunque distintos, presentan una buena JGrrelacién
entre si y poseen el mismo poder resolutivo; no obstante,
este poder aumenta si se emplean ambos sistemas para dife

renciar las cepas ( 8 ).

Tanto con la auxotinpia como con la serotipia, se
han encontrado asociacidén entre determinados grupos de go

nococos y:

a) Diferentes sindromes: las cepas que necesitan Argi
nina, Hipoxantina y Uraciloc ( AHU ) y aquellas pertene -
cientes al serogrupo WI, se han relacionado con la produc

cién de cuadros de I.G.D. { 9 ).

b) Sexo y preferencia sexual: las cepas aisladas de
pacientes varones homosexuales, suelen ser no requirien -
tes o prototréficas y pertenecen mas frecuentemente al se
rogrupo WII ( 10, 11 ).

c) Distribuciones geograficas: las cepas pertenecien-
tes al serogrupo WI se ha visto que predominan en ciuda -

des pequefias de Suecia ( 12 ).

Al mismo tiempo, mediante el estudio de estos carac
teres fenotipicos, se han detectado cambios temporales en

la poblacidn bacteriana de un lugar determinado ( 13 ).



Se han estudiado también otros parémetros, tales co
mo la determinacién de la proteasa IgAl, el andlisis de
hidratos de carbono que porta N. gonorrhoeae en su super-

ficie mediante el uso de lectinas, la determinacién de

las secuencias de su ADN con enzimas de restricciébdn y,

por Ultimo,los plédsmidos que alberga el microorganismo.

Es en este Gltimo apartado donde N. gonorrhoeae ad-

quiere una mayor relevancia. Desde que en 1.976 se detec-

taran por primera vez cepas de N. gonorrhoeae productoras

de penicilinasa mediada por plésmidos, el estudio del con
tenido plasmidico del microorganismo ha ido aportando 1la
descripcién de nuevos plésmidos, indicéndonos la importan
te dinédmica de la genética de este microorganismo, que re
fleja su constante adaptacién al medio en que se desarro-
11la,

En N. gonorrhoeae existen cuatro tipos de pléasmidos:

1.- Aquéllos que no tienen ain una funcidn conocida,
llamados pléasmidos cripticos, a los que pertenecen los
plasmidos de peso molecular de 2°6 y 778 Megadaltons
( Mda. ). /2

—
i

2.~ Los que tienen una funcidén conjugativa o plésmidos
conjugativos, gracias a los cuales puede mediarse la trans
ferencia de plasmidos de resistencia. A este grupo perte -

nece el plasmido de 24°5 Mda.

3.- Los que determinan la resistencia a antibidticos
o plasmidos R. A los originariamente descritos como res -
ponsables de la produccién de penicilinasa, y cuyos pesos
moleculares son de 3°2 y 4°5 Mda., se han ido uniendo o -
tros de 279, 3 y 4 Mda.

4.- Recientemente se ha detectado un plésmido de 2572



Mda. que confiere resistencia a Tetraciclina y que resul-
ta de la unidén del plésmido conjugativo de 24°5 Mda. y el

determinante Tet presente en Streptococcus ( 14 ).

En cuanto a los mecanismos conocidos: por los que
las bacterias pueden intercambiar su material genético,

en N. gonorrhoeae se han descrito dos: la conjugacién, cu

yo significado en la ecologia natural del microorganismo
es desconocido, aunque, a través de diversos estudios epi
demiolégicos, se sugiere que es el modo principal de
transmisién de plésmidos R, y la transformacién que, has-
ta hace poco, parecia ser el Gnico mecanismo de intercam-

bio genético entre cepas de N. gonorrhoeae ( 15 ).

La transformacidén ha sido empleada fundamentalmente
en €l laboratoric para el conocimiento de resistencia a
agentes antimicrobianos: con esta técnica, se pudo expli-

car el origen de lus plasmidos R de N. gonorrhoeae, que

se suponen procedentes de plasmidos equivalentes de Hae -

mophilus ducreyi ( 16 ). Recientemente, se ha llegado a

transformar Neisseria cinerea con plésmidos R de N. gono-

rrhoeae ( 17 ).

Siguiendo esta serie de hechos, se podria sugerir

la posibilidad de que en algin momento, N. gonorrhoeae

pudiera ser fuente de plasmidos R para otras bacterias de

vital interés para el hombre.

Bas&ndonos en todos estos datos recogidos hasta a - V//
hora, hemos tratado de conocer la epidemiologia de las ce

pas de N. gonorrhceae aisladas en nuestro medio,para ello,

hemos caracterizado 116 cepas obtenidas en el periodo de
un afio (Julio de 1.985 a Julio de 1.986) de 107 pacientes
que acudieron al Centro de Diagnéstico de Enfermedades

de Transmisibén Sexual de la Facultad de Medicina de Sevi-



lla, a través del cual, tuvimos acceso a la documentacién
clinica de los pacientes. A la vez nos propusimos el ané-
lisis genético de los posibles plAsmidos diferentes, 'en
cuanto a peso molecular, a los descritos hasta ahora en
la literatura, que pudieran detectarse a lo largo del tra

bajo.
Para todo esto se realizaron los siguientes estudios:

a) En primer lugar se analizé la sensibilidad de las

cepas de N. gonorrhoeae a diferentes agentes antimicrobia

nos mediante la determinacién de la Concentracién Minima
Inhibitoria ( C.M.I. ).

b) Posteriormente se estudié el contenido plasmidico

de las cepas de N. gonorrhoeae mediante electroforesis en

gel de agarosa, para calcular después, de forma aproxima-

da, el pesc moclecular de los plésmidos.

c) Se determinaron las caracteristicas fenotipicas en
cuanto a requerimientos nutricionales o auxotipia de las

cepas de N. gonorrhoeae, observando su crecimiénto en di-

versos medios de cultivo.,.

d) Se establecid el serogrupo y el serotipo de las
cepas en estudio valiéndonos de la técnica de coaglutina-
cién, con anticuerpos monoclonales dirigidos frente a la
proteina principal de la membrana externa de N. gonor- V/
rhoeae, empleando los dos sistemas de anticuerpos monoclo

nales ( GS y Ph ) mencionados anteriormente.

e) Se aislaron y purificaron los plésmidos que se cre
yeron diferentes en cuanto a peso molecular a los descri-
tos, para analizar posteriormente su composicién y funcio

nes y, con estos datos, tener criterios de juicio para



considerarlos o no como elementos de ADN extracromosémi -
cos distintos a los ya publicados en la literatura. Para

lo cual:

1.- Se estudid su patrdé$n de corte con enzimas de rés—

triccidn.

2.- Se transformbé con cada uno de ellos por separado,
la cepa de Escherichia coli ( E. coli ) K12 C600, libre

de contenido plasmidico y cuyas caracteristicas fenotipi-

cas son conocidas,

3.- Se realizé la técnica de hibridacibén de los ADNs
de plésmidos problemas con ADNs de plésmidos de N. gonor-
rhoeae y E. coli cuyos pesos moleculares, patrones de res

triccién e informacién genética han sido ya descritos.



MATERIALES
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1.- POBLACION BACTERIANA

1.1.- Se estudiaron 116 cepas de N. gonorrhoeae,aisladas
en el Departamento de Microbiologia del Hospital Universi
tario de Sevilla, procedentes de muestras clinicas de 107
pacientes atendidos durante el periodo de un afio ( Julio
1.985 - Julio 1.986 ) en el Centro de Diagnéstico de En -

fermedades de Transmisién Sexual de la Facultad de Medic;

na de Sevilla.
Se usaron ademis las siguientes cepas:

1.2.- Staphylococcus epidermidis ( S. epidermidis ) ATCC
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27626 y N. gonorrhoeae GC1-182 productoras de penicilina-

sa, utilizadas como controles positivos en la determina -
cién de la produccién de penicilinasa y, como controles
negativos, las cepas de N. gonorrhoeae WHO III y E. coli
ATCC 25922.

1.3.- E. coli J53 V517 resistente a Cefalotina, Kanamici-
na y Amikacina cedida por F. Macrina ( 18 ), usada como
cepa patrén para la medicién de los pesos moleculares de
los pléasmidos por albergar ocho de pesos moleculares va -
riados y conocidos: 35°8, 4°8, 3’6, 374, 276, 2, 18 y

1°3 Mda. respectivamente,

1.4.- N. gonorrhoeae WHO III, V y VII de A. Reyn ( Statens

Serum Institut Copenhagen, Denmark ) cedidas por P, Piot,

usadas como controles en la determinacidén de la C.M.I.

i.5.- . gonorrhoeae ATCC 27628 auxotipc 1 ( no requirien

te ), N. gonorrhoeae ATCC 27630 auxotipc 9 { Pro Hyx )

y N. gonorrhoeae ATCC 27631 auxotipo 22 ( Pro Met Thp )

como controles en la realizacidn de la auxotipia.

1.6.~ N. gonorrhoeae U51, serotipo Afegk y N. gonorrhoeae

4412, serotipo Baej, para el control de la serotipia.

1.7.- E. coli K12 C600 usada como cepa receptora en la

transformacién con el ADN plasmidico ( 19 ).

1.8.- E. coli K12 C600 P39 y E. coli K12 C600 P700, por -
tadoras de plédsmidos determinantes de la produccién de los
enzimas dehidrofolato-reductasa tipos I y II, empleadas

para la determinacién del gen responsable de la resisten-

cia a Trimetoprim.

2.- PRODUCTOS
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2.1.- Quimicos y biolégicos

* Acetato potésico ( Sigma ).

* Acetatoc sédico ( Sigma ).

* Acido acético glacial ( Panreac ).

* Acido bdrico ( Sigma ).

* Acido Cis-oxalacético ( Sigma ).

* Acido clorhidrico ( Panreac ).

* Acido L-aspartico ( Sigma ).

* Acido L-glutédmico ( Sigma ).

* ADN del fago Lambda ( New England Biolabs ).

* Agarosa tipo I ( Sigma ).

* AlbUmina sérica bovina fraccidén V ( Sigma ).

* Almidén soluble ( Merck ).

* Anticuerpos monoclonales frente a los distintos an
tigenos de la proteina principal de la membrana ex

terna de N. gonorrhoeae cedidos por S. Bygdeman

( Huddinge University Hospital, Suecia ).

l1.- Sistema GS elaborado por Knapp y cols. en

Seattle., Washington. Estados Unidos.

2.- Sistema Ph elaborado por Bygdeman y cols. en

Huddinge. Suecia.

* Azul de bromofenol ( Sigma ).

* Bicarbonato sbédico ( Merck ).

* Biotina ( Merck ).

* Bromuro de etidio ( Sigma ).

* Cefalosporina cromogénica: NitrocefinR ( Oxoid ).
* Citrato sédico ( Sigma ).

* Cloroformo ( Panreac ).

* Cloruroc amdénico ( Sigma ).

* Cloruro célcico dihidratado ( Sigma ).

* Cloruroc de cesio ( Sigma ).

* Cloruro magnésico 6 veces hidratado ( Sigma ).
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Cloruro potésico ( Sigma ).
Cloruro sédico ( Sigma ).
Cocarboxilasa o Pirofosfato de Tiamina Clorhidrica
( sigma ).
Colina clorhi{drica ( Sigma ).
Discos de azdcares impregnados de una solucidn de
hidratos de carbono ( glucosa, lactosa, maltosa y
sacarosa ) ( Difco ).
Discos de oxidasa ( Difco ) impregnados en una so-
lucién de para-aminodimetilanilina.
Ditiotreitol ( Sigma ).
EDTA Na, o Acido etilendiaminatetraacético disédi-
co ( Sigma ).
Enzimas de restriccién:

Bam HI ( Bethesda Research Laboratories ).

Hinc II ( New England Biolabs ).

Hind ITII ( Bethesda Research Laboratories ).

3

[ o=z
Lo~

Espermina tetraclorhidrica

r

Etancl absoluto ( Panreac ).
Fenol { Panreac ).

Ficoll 400 ( Sigma ).

Fosfato dipotésico ( Merck ).
Fosfato disbédico ( Merck )
Fcsfato monopotésico ( Merck ).
Fosfato monosédico ( Merck ).
Glicerol ( Difco ).

Glucosa ( Sigma ).

Hemina ( Sigma ).

Hidréxido sédico ( Merck ).
Hipoxantina ( Sigma ).
Isobutanol ( Merck ).
Isopropanol { Merck ).

Lauril sulfato sédico ( SDS ) ( Sigma ).
Lisozima clorhidrica ( Sigma ).
L-alanina ( Sigma ).

L-arginina clorhidrica ( Sigma ).
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* L-asparagina monohidratada ( Sigma ).

* L-cisteina hidroclorhidrica ( Sigma ).

* L-cistina ( Sigma )

* L-fenilalanina ( Sigma ).

* L-glutamina ( Sigma ).

* L-histidina ( Sigma ).

* L-isoleucina ( Sigma ).

* L-leucina ( Sigma ).

* L-lisina clorhidrica ( Sigma ).

* L-metionina ( Sigma ).

* L-prolina ( Sigma ).

* I-tirosina ( Sigma ).

* L-treonina ( Sigma ).

* L-triptéfanc ( Sigma ).

* Mioinositol ( Sigma ).

* NAD o Nicotinamida adenina dinucleétido ( Sigma ).
* Nitrato férrico 9 veces hidratado ( Sigma ).
* Nitrilotrietanol 2 272”7 ( Merck ).

* Orgenic’s Chemiprobe tm. ( Orgenics Ltd. ).
* Pantotenato cdlcico ( Sigma ).

* Polietilenglicol ( Sigma ).

* Polivinilpolipirrolidona ( Sigma ).

* PGrpura de bromocresol ( Sigma ).

* Ribonucleasa A tipo III ( Sigma ).

* Sacarosa ( Sigma ).

* Saponina ( Merck ).

* Sulfato magnésico 7 veces hidratado ( Sigma ).
* Sulfato de manganeso monohidratado ( Sigma ).
* Sulfato potésico ( Sigma ).

* Tiamina clorhidrica ( Sgma ).

* Triton X-100 ( Sigma ).

* Trizma base o tris-base ( Sigma ).

* Uracilo ( Sigma ).

2.2.~ Agentes antimicrobianos
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Los agentes antimicrobianos fueron utilizados en

forma de polvo valorado y, cuando nc se pudieron obtener

asi, se

empled la forma comercial. Las diluciones de los

mismos oscilaron entre 0°00045 y 64 ug/ml, si bien en ca-

da caso

gin los

concreto del antimicrobiano, el rango se acotd se

datos hallados en la literatura. A continuacibn

exponemos cuéles fueron y el rango de concentraciones, en

ug/ml, que se estudiaron.

10—

Ciprofloxacina ( Bay-09867 ) ( Bayer ): 0700045-
0703.

Ceftriaxona ( Rocefin o R0-13-9904/01 ) ( Roche ):
0°00045-0706.

Tetraciclina ( Bristol ): 0706-8.

Eritromicina ( Abbot j: 0°0075-4.
Espectinomicina: KempiR ( Upjhtn ): 2-64,
Ofloxacina ( Hoechst ): 070037-0725.
renicilina: PenilevelH 1. U00.000 U { Level Jj:

;-.
070018-32,

En la tabla I exponemos los agentes antimicrobianos

utilizados en la determinacién de la C.M.I., asi como los

solventes y diluyentes de los mismos.

Tabla I: Agentes antimicrobianos usados en la determina -

cién de la C.M.I., solventes y diluyentes empleados en las

soluciones de almacenamiento de los mismos.

Agente antimicrobiano Solvente Diluyente
Ciprofloxacina Agua destilada Agua destilada
Ceftriaxona " " " W
Tetraciclina " " " gl

Eritromicina Etanol al 20% " "
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Tabla I: ( Continuacién )

Agente antimicrobiano Solvente Diluyente
Espectinomicina Alcohol benzilico Agua destilada
Ofloxacina Hidréxido sbédico 01 N " "
Penicilina Agua destilada " "

3.~ TAMPONES Y SOLUCIONES

3.1.- Tampén de electroforesis: Tris-Borato-EDTA ( TBE ),
PH 872

* TI"iS—base 8'9 mM.......--...-....--..,.--.‘.'10'8 g
*EDTA Na2 2’5 mM."Q.'....'O..."....'.....O’gsg
* Acido bOrico 89 MMeeeeeeosososessscssssesssd b g

* Agua destilata..ecececescassescssesiosesessI00 ml

Ajustar el pH una vez disueltos los componentes y

completar con agua destilada hasta 1.000 ml.
3.2.- Solucién de Tris-ClH ( Tris ) 1 M

*Tris—base.o.oo-0.oo'ooc.oooou000.ooo-.no'12’11g

* Agua destilada.ecceesccscessccccsssescsesess80 ml

Ajustar el pH deseado con &cido clorhidrico concen-
trado y completar con agua destilada hasta 100 ml. Esteri

lizar en autoclave a 121¢2 C durante 20 minutos.

3.3.- Solucién de EDTA Na2 0°5 M, pH 8
*EDTA Nazsa:eoao-c.oo'-ooovoooo-cooooco.o-18’61g
*HidPéXidO SédiCO.........-........--.-......2 g

* Agua desti.lada.'o'oo'uoo.‘.'n.00';0'0....-.80 ml



Disolver el EDTA Na2
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en el agua destilada, en agi -

tacién y a 602 C. Afiadir 2 g de Hidréxido sé4dico para a -

justar el pH a 8 y completar hasta 100 ml con agua desti-

lada. Esterilizar en autoclave a 1212 C 20 minutos.
3.4.- Tampdén Tris-Acetato-EDTA ( TAE ), pH 8

* Tris—base O'O4 M.oo-‘-.ooo-.-¢cooooooo.o¢4’84
* Acido acético glaci@l.eeiveeseosseseesessl’ld

* EDTA Na, 075 M, PH B.vereiunirnenrarannnnnes2

*Agua destilada.'..............'.......‘.l.ooo
3.5.- Solucidén de SDS al 3% en Tris 50 mM, pH 1276

*TI‘iSlM, pH 12’60000.oo.ooo'oo-'oootcooouots
* SDS"Q'.60.'.0ili‘.o..'.....o..'...-l.s....os

* Agua destilada@.eesecescscsocsonscccnscensseasdD
3.6.~ Solucidn indicadora A

* POGrpura de bromoCrestl.cccscescesscssesssad
* Glicerol.':"ﬂQﬂ."".O.l".‘ﬁ....‘ﬁ..i'bb'so

*Tampén TAE, pH 8.o-'o.‘.oonooooo'.oo..ol.vtso

3.7.~ Solucidn reveladora A

* Bromuro de etidiCeeccecseesscessccscaseesasd’ D
*Tampén TAE’ pH 8'....".'.""".'.l...‘.looo

3.8.- Solucién I de lisis alcalina

* GlU.COS& 50 mMooc LR S S A SRR IR AR BN BN B I A I B R 00’9
* EDTA Na2 0'5 M, pH 8..-.............-..-....2
* TI‘iS 1 M, pH 8."...'.O..‘..OO...'..O.l".2’5

* Agua destilada...cveeeescvssescrcseseseasasdB’S

g
ml

ml
ml

ml

ml

ml

ml

mg
ml

ml
ml

ml
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3.9.- Solucidébn II de lisis alcalina

* Hidréxido SOdicCO.eeeeveseerensscosesssnsees 0’8 g
SDs‘.......".'..'.....!""....I"’.'I......l g

* Agua deStilada..o.............-....-..-...-100 ml

3.10.- Acetato potésico 5 M

* Acetato POtASIiCO.eeeveescenescnsscnsseesadd’'25 g

* Agua destilada..ieeeeecessesssscscscssssssesaB80 ml

Disolver el Acetato potésico y completar con agua
destilada hsta 100 ml. Esterilizar en autoclave a 121¢ C

durante 20 minutos.

3.11.- Solucidn III de lisis alcalina

* Acetato POtASiCO.eeescenscnssarsenssssnsnsssd0 ml
* Acido aCétiCO glaCial'O.....'-...‘Q'O'..'.ll’s ml

* Agua destilada..eeecsesscssccessssesssssee28’5 ml

3.12.- Solucién de Fenol saturado con Tris 1 M, pH 7°5

* Licuar el fenol cristalino calentando a 60¢ C

* Afiadir un volumen igual de fenol que de Tris 1 M, pH
7°5 y mezclar bien dejando que se separen las dos fases.

* Desechar la fase superior y repetir estos dos Gltimos
pasos hasta que el pH de la fase inferior sea igual a 775,

* Transferir la fase inferior a otro recipiente.

3.13.- Soluciébn de Fenol/Cloroformo 1/1 ( v/v )

* Fenol saturado con Tris 1 M, pH 7' 5¢s¢0¢ee...50 ml

* ClorofOrmMO. ceeeessesosscsssassessssssssssssesdO ml

Mezclar bien y almacenar a 4¢ C protegido de la luz.



20

3.14,~- Soluciébn de Cloroformo/Alcohol isocamilico 24/1
( v/v)

* Clorofomo-c---ocstaoc'-osi't!'.coo'ooooa'og6 ml

* Alcohol isoamiliCO.ceeceerceccesassoscscenseeed ml

3.15.~ Tampbén Tris-Edta ( TE ), pH 8

* Tris 1 M, pH 80 ® 5 © 5 0 0 ¢ 8 GO e PSS IO L OEPP OIS TP TPETODL .1 ml
* EDTA Na2 0'5 M.u.o ® ¢ 0 0 00 0 0 s T e T 01'00’2 ml
* Agua destilada. [ AN IR B IR B I N B I B B Y I I I I B A 098’8 ml

3.16.- Solucidn indicadora B

* Azul de bromofentl.ceseescesscccsssscsssesl2d mg
* S ACArOSA.2scessesansannracescncsscnssssessssel20 g

* Agua destilada..icesssssssessaossescessoess80 ml

Disolver los componentes y completar con agua desti
lada hasta 100 mi.

3.17.- Solucidn reveladora B

* Bromuro de €tidiG.eeececscscsccessnsesseseas 0’5 mg
*Tampén TBE’ pH 8'2'..’...I.O.‘l......".'looo ml

3.18.- Solucidn de Lisozima-Ribonucleasa

* Ribonucleasa A tipo III 0°3 U/ml.++es....2"6 mg

La Ribonucleasa se ha de tratar previamente a 902 C
durante 10 minutos con el fin de eliminar la posible ADN-

asa contaminante.

* Lisozima 7.500 U/Ml.ceiceeecccccssesessaesse3b6 mg
* Azul de bromofenol..ceceececsssssescssees50 mg

* Sacarosa.o'oo-."00o00..0.0.0.0'."..00.'.20 mg
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*Tampén TBE, pH 8’2.00000-00..000..'!0.0..080 ml

Disolver los componentes y completar hasta 100 ml
con tampén TBE, pH 872.

3.19.- Solucién de SDS al 0°2% y Sacarosa al 10% en tam -
pén TBE, pH 872

* SDS ® 6 0 5 00 0 9 0 0 90 PSP O NSO B E E OO L S OO CEO S 00’2 g
* Sacarosau ® 5 ¢ 0 6 0 5 T P E P T OGSO L LSS TSP E eSS 010 g
* TaInpén TBE ’ pH 8 ‘ 2 ® 6 0 00 8 0 0 0" O s S C e SsE O TSP BT TS 80 ml

Disolver los componentes y llevar hasta 100 ml con

tampén TBE, pH 872,

3.20.- Solucidén de recubrimiento: SDS al 0°2% y Sacarosa
al 5% en tampén TBE, pH 872

*SDS'.........I‘..'l....l..".‘....."'..l.o’z g
¥ SACArOSA.cceeessossssssncssssssssscsssssensssd g

*Ta.mpén TBE, pH 8’2......'.'...'.'........0.80 ml

Disolver los componentes y llevar hasta 100 ml con
tampén TBE, pH 872.

3.21.- Solucibén de sales ( TSS ) para preparar el inébculo
bacteriano en la determinacién de la C.M.I. y de

la auxotipia.

* SOlUCién Ano.to..o"-oo-'o-..a.t.oc".iuiotss ml

Cloruro s6diCO.secsssscssesesd 85
Cloruro potédsiCO..eceeesee..0’186
Cloruro amdénicCo..eeseessees.07401
Fosfato disédicOo...eeeeee...07170
Citrato s6dicO.ceeeveesesss 07647

R R @ K R
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Agua destilada...cveeeeeesees350 ml

*SOlUCiénB.....c...-.;.....-....a...o-......s ml

Sulfato magnésico..eeees...07616 g
Sulfato de manganeso 0715 M.0°05 ml
Agua destilada...seeeeceseseess50 ml

¥ Cloruro CAlcicO 0725 Muveeeroeooosesnsseass0’1 ml

Esterilizar las tres soluciones en autoclave a 121¢
C durante 20 minutos y mezclar las cantidades indicadas,
suplementando finalmente con 0°8 ml de glicerol y 59 ml
de agua destilada estéril. Ajustar el pH a 774 con Hidr6-

xido sbédico 1 N.

3.22.- Tampdn fosfato salino ( PBS ) pH 7°% para la pre -
paracién del indéculo en la determinaciédn del sero-

tipo

*ClOI‘UI‘O Sédico.ooo..0o-soo...o.oooocoo""8’5 g
* Fosfato monosOdiCO.eeeecesssosscssscesesead 22 g
* Fosfato disddicO..eceessecossesoscnnsnsess0’18 g

* Agua destilada.eeesecsesssssscassneecnssss 000 ml

Una vez disueltos los componentes, esterilizar en

autoclave a 1212 C durante 20 minutos.

3.23.- Tampbén de Sacarosa en Tris 0°05 M. pH 8
* D ACAI'OSB e ssrsansccacsssssnssssersssssssnssssld g
*TI‘iSlM, pH 8.uu-.ooo.o-'ccooc.'-oooo0-00005 ml

* Agua destilada..ceeeseesssesecssssessseess 80 ml

Disolver la Sacarosa, afiadir el Tris y completar

con agua destilada hasta 100 ml,.



3.24.- Solucién de Lisozima en Tris 0725 M, pH 8

* Lisozimai "EEEEREEEREERE NI B B RS N N I I R N R B 500
* Tris 1 M, pH 8. > ® % 92 6 0 6 U O 0 9 PO OO O TSSO SO O O .25
* Agua destiladl.eeceescsccosscsosssccsssasecnsel/d

3.25.- Solucién de EDTA Na, 0“2 M, pH 8

2

* EDTA Na2 0’5 Mo PH Bevevessosecscsssassessesadl

* Agua destilada..eeececcsesscoscsccssacsssnssosbl

3.26.- Solucién de Triton X-100 al 2% en Tris 0705
8/EDTA Na, 0705 M, pH 8

*Triton X—].OO...............-........-.......2

*TrislM’ pH 8'!.'...l'."Q".'..".'...I.I.E

*EDTA Na 0’5 M, pH 8..-.'...'...'.’...l'...lo

2
* Agua desStilad@.eecessscoossesccncscessesess83

3.27.- Solucidn de Cloruro sddico 5 M

* Cloruro SOdiCO..eeesasersscsananssssseessld 2

* Agua destilad@.eececesssssssscssscsssssessseal00
3.28.- Solucidn de Cloruro de cesio

*¥ Cloruro de CeSi0..eeeeveosvceccaassrensonssl00

*Talnpén TE, pH 8.o.oco.-ttoo-'o.oooot'-o-ooloo

3.29,.,~ Solucidn de Bicarbonato sédico al 2% en EDTA Na

1 mM

* Bicarbonato sSOdicCO..ceessscecsnscsssssosasseeld

mg
ml
ml

ml

ml

ml
ml

ml

ml

ml

g

*EDTA Na 0’5 M'I..OI......Q.....'.i.....l.o’a ml

2

* Agua destilada@...cceecccsccassccssesseesssd9°8 ml

23

pH

2
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3.30.- Solucibén de Acetato sbédico 4 M

*ACGtato 56dico.oootco-...o-o-ooc'oo.o'-o.54’4 g

* Agua destilada'o'ooo.o'.o-.'o-otooonnovooooao ml

Disolver el Acetato sbédico y completar con agua des
tilada hasta 100 ml. Esterilizar por filtracién, usando
filtros SterefixR de 0“2 um de diamétro.

3.31.- Tampbdn de digestidén ( 10 X ) para las enzimas de
restriccién: Bam HI, Hinc II y Hind III

* Cloruro S6dicCO 1 Mueeeesoeesossescessssssasssd ml
TrislM, pH 7’5.’........’Q...'.'...'......l ml

*

* Cloruro magnésico 1 Mieeseosssesssenseseasosel ml
Ditiotreitol1M."QQ9!99"..0........'...0’1 ml

* Agua destilada estéril...ceieerercescesess2 9 ml

*

3.32.- Solucidén de EDTA Na, C°'5 M, pH 7°5

2
* EDTA P‘Iazonecoo-oa-'.ooo-.a.;:a.ao.o'-.lols,sl g
* HidI‘éXidO SédiCO. LIRS B IR I L A B S I I I I I I I I R B 01 g

* Agua destilada..eeeeescssssssescscsssseccssese80 ml

Disolver el EDTA Na2 en el agua, calentando a 602 C
en agitacién. Afiadir 1 g de Hidréxido sbédico para ajustar
el pH a 7°5 y esterilizar en autoclave a 121¢ C durante

20 minutos.

3.33.- Solucién indicadora C
* Azul de bromofenol..cccescscccccscsscsssss2d0 mg
* S ACArOSBeeeeesossssnsssssssnssencosssssceesdd g

* Agua destiladaoo.oooanoo.o.ol-o....o'.ottotso ml

Disolver los componentes en los 80 ml de agua des -
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tilada y completar con la misma hasta 100 ml.

3.34.- Solucidén de Sulfato magnésico 1 mM

* Sulfato MAgNéSiCO.ceeesensessesenssesss0°246 g

* Agua destilada.eceescesssesssascssencsssssl000 ml
3.35.- Solucién de Cloruro cdlcico 50 mM/Tris 10 mM, pH 8

* Cloruro cllcico 0725 Miveossocesosossosenssse20 ml
*TrislM’ pH 8.’..'.....‘.............'.....l ml

* Agua destilada@.cececscssccssscccsessssssssss/d ml
3.36.— Tampd4n Cloruro citrato sédico ( SSC ), pH 7 (20 X)

*Citrato Sédico'....'.""I.......'..'....8’82 g
* Cloruro SOAicCO.ceeeeesescscsssossssseseasl7’B3 g

* Agua desTilada.ciscvscsoscscocscsssssssenses80 ml

Disolver las sales en 80 ml de agua destilada, ajus
tar el pH con Hidréxido sédico 1C N y completar hasta
100 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°¢

C durante 20 minutos.
3.37.- Solucidédn de Denhardt ( 50 X )

*Ficoll 400..."."."....."‘.I..."........1 g
* Polivinilpolipirrolidona..icsesecesceccecseseesl g
* AlbUmina sérica bovina fraccidén V..eeeessessl g

* Agua destilada hasta@..eeeeesesecccceseesssl100 ml

Disolver los componentes y esterilizar por filtra -

cién. Repartir en alicuotas de 5 ml y conservar a - 20¢ C.

3.38.- Solucidn de SSC ( 2 X )/SDS 0°5%



*SSC ( 20X)o.ooo....o.c.oo..ot..'.c..oo..vlo ml
*SDS'.O'.O'.’.'..'.‘..."..O."...'........O’5 g

* Agua destilada.............'.".....'.l‘...go ml
3.39.- Solucibén de SSC ( 2 X )/SDS 071%

*SSC( 20X).-'..."o-Qooooo-.'oo'-ooooo.oolo ml
*SDSQO..0..0'..l.'...'..'....'!.'Q.'.O'O'..O’l g

* Agua destiladao‘...-o..o.'oos.-..e.o.o.n.qogo ml

3.40.- Solucién de SSC ( 0°1 X )/SDS 0°1%
¥ SSC ( 20 X Jeveveessocnnssoconasssssenneesl’5 ml
*SDS----.-o:locatocoz::tcozeoaeesesesvageeso’l g

* Agua destilad@.eecececscescocnssccosansessadIF’5 ml
3.41.- Solucidbn de lavado n? 1 de hibridaciébn

* TrPis 1 M, PH 7 5eeevsocececencsnnseseenseeslO ml
* Cloruro magnésico 1 Meeeeseoososssessessass0'2 ml
* Cloruro sSO6dicCO 5 Miseeosesassossccsncssnssa20 ml
* Triton X-100 81 1% cceeceoscsssccsossenscsseeed ml

*Agua destilada..’..-..0‘..........'."...64’8 ml
3.42.- Solucién de lavado n? 2 de hibridacién

*TrislM, pH 9’5.0..".9000000-0.000..0.0..10 ml
* Cloruro magnésico 1 Meesesesosescssassensssad ml
* Cloruro s8dicCO 5 Meeeeeoeossosoeseasssesaeas0702 ml

*Agua destilada.'.....Q.'..........II'.O.84’98 ml

3.43.- Solucién de sustrato cromogénico de hibridacién,

para 100 cm?de membrana de nitrocelulosa

* Nitroazul de tetrazoliO..ciececesscscscss1’5 mg

* 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfatO.eeesesneeesl mg
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*TriSlM, pH 9’5........Ol.....l..l’..00.00’5 ml
*ClOI‘ur‘C SédiCO5M.oo-...-...o.....o--.-.O’OS ml

*

Cloruro magnésicCO.eeessesesassssassesseas07025 ml

*

Agua destilada.....--.......‘..-..-....-4_’375 ml

3.44.~ Solucién de Cloruro sbédico 1°5 M/Hidrbxido sdbdico
0’5 M

* Cloruro SOdiCO B Meceeeooseososssssssssssases30 ml
* Hidréxido SOdicCO..ceeceeeceessscscssacsesneeel g

* Agua destilada.ecesescesscsssssosssocsnessses’70 ml
3.45.- Solucibén de Cloruro sbédico 1°5 M/Tris 1 M, pH 8

* Cloruro s6dico 5 Miseeeesessoscensnsnesosss30 ml
*Tl"iSZM, pH 8..--.--.oo.oooooooooo-oo-ooooSO ml

¥ Agua destilada.s.eeecicecensesvosnsssessssssess0 ml
4.- MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION

4.1.- Medio usado como base de crecimiento de N. gonor -

rhoeae: Thayer-Martin modificado ( GC ) ( 20 )

* Sol A) Bacto GC medium ( DifCO )eeecssesees36 g
Agua destilada..ceececsscvcessssaseed00 ml

* Sol B) Bacto Hemoglobin ( DifCO )ieesesessal0 g
Agua destilada..cecssecccccccssesseesdO0 ml

Disolver la Sol A) calentando hasta la ebullicién
y la Sol B) en frio, ambos en agitacibén. Esterilizar en
autoclave a 1212 C durante 20 minutos y dejar enfriar has
ta alcanzar 50-55¢ C. Afiadir a la Sol A) 10 ml de Antimi-
crobiotic CNV ( Colistina 7.500 ug, Nistatina 12.500 ug y
Vancomicina 3.000 ug ) ( Difco ) y a la solucién B) 10 ml
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de Bacto Suplemento B ( Difco ). Mezclar A) y:B) hasta su
homogeneizacién y repartir en placas de Petri estériles

de 10 cm de diadmetro.

4.2.- Medio empleado como base de crecimiento de N. gonor-
rhoeae para el aislamiento de sus plésmidos: medio
de Shapiro ( 21 )

* Proteasa peptona n? 3 ( DifCO )eversesessesldd
* Fosfato dipot&sSiCO.eieiecsrsossocssossesssnccesd
* Fosfato monopotaAsiCO.iecsseosesscsnceccoseeasl

* ClOI‘UI‘O SédiCO..............-....-oo'-..oo-ns

@ @ e @ @

*Almidén Soluble..'..O.'.....‘.0..“...".'..1
* Bicarbonato s6dicCO..:eccssssesscccsscesessd20 mg
* Agua destilad@..ceseeosnssenssssssasssssasass«l000 ml

Disolver en agitacibén y esterilizar en autoclave a
i2i¢ € durante 20 minutos. Suplementar con 1% de Isovita-

lex ( BBL ) cuando alcance 50-55¢ C.

4.3.- Medio usado como base de crecimiento para el aisla-
miento de pléasmidos de E. coli: Caldo Tripticasa
Soja ( TSB )

*TSB(DifCO )oooo.o'oo.o.oc..o;.oo.o..oooooso g
* Agua destilada...............oo..o.-.....1000 ml

Esterilizar en autoclave a 121¢ C durante 20 minu -

tos.

4.4,.,- Medio utilizado como base de crecimiento para la de
terminacién de la auxotipia: medio definido para

Neisserias ( NEDA ) completo ( 22 )

Soluciédn ml/1
* Sol.l1: Acid.L-glutémico, Acid.L-aspéir-



Solucién ml/1
tico, EDTA Naz,
Cloruro de magnesio, Sulfato po-

Cloruro sédico,
tésico, Cloruro aménicCoO..eecessoesees100

Sol.2a:L-arginina clorhidrica, Glici-

na, L—Sel‘il’la.....-..-..........-......10

Sol.2b:L-leucina, L-isoleucina, L-vali-

na'o.oo.oo'oouo...oo.oo-.oo-oo..oo.onolo

Sol.3: Lactato sbédico, Glicerol, Al-

cohol polivinilico, Tween 80.c¢ceeseesesd
S0l.4a:Uracilo 1778 MMiceeseososssooscossosscsed
Sol.4b:Hipoxantina 5788 MMuiceesresecocsesossscd

S0l.5: Fosfato dipotésico, Fosfatc mo-

NOPOLASICOteecerseesssssccssasssssaessea200
Sol. de L-tirosina 005 Muieeeeorveoavssscoensesb
Sol. de L-cisteina hidroclorhidrica 0°1 M...3°5
Sol. de L-cistina 0705 Meeeeeesceoosossonsesesl

Sol. de Hidrbéxido sbdico 5 N hasta llevar
el pH a 771

Sol. 8: L-triptéfano, L-treonina, L-a-
lanina, L-lisina clorhidrica,

L—prolinao-ooo.oo-c..ooooooﬂ.l.oocvo.lo

S0l.9: L-fenilalanina, L-asparagina mo-
nohidrato...IQQ..'.....'....'000000000.5

29
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Solucién ml/1
Sol. de L—glutaﬂﬁ.na 0,068 M.o.ooocuo---ntoooo5

SOl. de L—hiStidina 0’05 M'........--------..z

S0l. de L-metioning 0“1 Muveeoeeorseoososoooosl

Sol. de Espermina tetraclorhidrica 0705 M....5

Sol. de Bicarbonato s86dico 071 Mivesveseees0"5

Sol. de Glucosa A8l 20%ececscescoscscssessossseld

S0l. de Acetato s6dico 25 M.o-cvacorsessesessealD

S0l.6: Hemina, L-histidina, Nitrilo-

trietanOl22,2’:-.........o-........-2

S501.7: Nicotinamida adenina dinucleé-

tido, Tiamina clorhidrica, Pan-

,

totenato CAlcicCO.eeeeeceeeeceoseeseas 072

S0l.10:Colina clorhidrica, Mioinositol.....0"2

SOl. de Biotinao.ot'oo'onoo.o.oo'olll.o.lo.'.l

S50l. de Cocarboxilasa 0701 Meeseceooeoessss0"1

Sol. de Hidrbéxido sédico 1 N hasta lle-
var el pH a 774

Agar ng 1 (Oxoid) al 2%...‘00...'...‘.9!.500

Sol. de Cloruro c&lcico 0725 Mueseeooeoecsoesel

Sol. de Nitrato férrico 0701 Meeeoesosovessoseel
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Preparar previamente la mayoria de las soluciones
indicadas y almacenarlas a 42 C salvo las excepciones que
se iran sefialando. Para la obtencién de las soluciones,
usar contenedores de vidrio, lavados escrupulosamente y a
clarados con agua destilada. La esterilizacién se ha de
hacer en autoclave a 121¢ C durante 20 minutos para las
soluciones 1, 3, 5, 6, Cloruro cédlcico y el agar y por
filtracién usando filtros Sterefix: de 0’2 um para las si
guientes: 2a, 2b, 4a, 4b, 7, 8, 9, 10, L-tirosina, L-Cis-
teina hidroclorhidrica, Acido cis-oxalacético, L-glutami-
na, L-histidina, L-metionina, Espermina tetraclorhidrica,
Bicarbonato sédico, Glucosa 20%, Acetato sédico, Cocarbo-

xilasa y Nitrato férrico.

La preparacién de las soluciones se hizo de la si -

guiente forma:
Solucidn 1

* ACido L-glutlmicCO.eieeeseseceescnseeeeesl3 g
* ACido L-aSpPArtiCO..iesecccssscsccsssccesssd g
EDTA Naz................................37 mg
Agua destilada...eesscvcescosncsesosesss900 ml

E S

*

Disolver estos componentes calentando a 50¢ C con
la adicién de 25 ml de Hidréxido sédico 5 N, repartiéndo-
los en alicuotas que se incorporan cada 20 minutos y agi-

tando hasta obtener un pH de 7°2. Después afiadir:

* Cloruro S6diCO..ccieecsocsossocncnsnsssssadB
* Sulfato potésSicCOeeeeescssessssscssseesssll

* Cloruro magnésicCO.eeeessesscesosssssssad’l

R o @ m

* Cloruro amlnNiCO..eeeesosecssscsssessesseel 2

Afadir agua destilada hasta obtener un volumen fi -
nal de 1000 ml,



Solucidn 2a

*

*

*

*

L-arginina clorhidrica..ccececeses

GliCina.-...-.--...---.-..

L—Serina.......--.

Agua destilada....

Solucién 2b

¥*

*

*

*

L—leUCina......-..
L-isoleucina......
L—Valina....-..-..

Agua destilada....

Solucién 3

Disclver calentando a 100°¢

Lactato sédico....

* s 05 e 0 00

® 0 s 00 0900

* o0 000

* e s 0 0 0

s 0o 0 00

® e o0 060 0 ¢

e o s v 0000

e 5 5 00 0 00

*® e 8 0 v e s

oo e 0o 085 00

Agua destilada..cesseosesesscocscans

GliceI‘Ol...--..........-.---'o--o-

000.0'003
.-.--.500

000000001

'0000.200

I I
eeese.600
B I~
eeees.200

000000010
05000'150
0.00036’8

Alcohol polivinilicCO.eeseeeosecssonassss200

g
mg

ml

mg

ml

ml

g
mg
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C durante 15-30 minutos

en agitacién. Dejar enfriar y afiadir Hidréxido sédico has

ta llevarlo a un pH 7°3 y afiadir agua destilada hasta con

seguir 195 ml. Después de esterilizar en autoclave a 121¢

C durante 20 minutos, afiadir 5 ml de una solucién de

Tween 80 al 20% ( v/v ), previamente esterilizada tambien

en autoclave,

Solucién 4a

en las mismas condiciones anteriores.

* UraCilobvoro-lluc-.ooo-000000000-000000'200 mg
*Hidré)(ido 56diCO5N.o-oioicttcooooo'o'.toz ml

Disolver y adicionar 98 ml de agua destilada.



Solucién 4b

* Hipoxantinaoousn-otll.cc..-ooo.o-.t.000080 mg
* ACidO C]OI‘hidI‘iCO 1 No..'!oo.oo".'t.o.olo ml

Disolver y afiadir 90 ml de agua destilada.
Solucién 5
* Fosfato dipotAsSiCO.eeeeesssvsesesessee34°8 g

* Fosfato MONOPOtASiCO.secesrssssseeeeseel2?72 g
* Agua destilada hasta..eeeeesccecseesees2000 ml
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Preparar las cuatro soluciones siguientes, el mismo

dia de la preparacién del medio.

Solucidén de L-tirosina 0°05'M

* L_tirosinaaoov»cooo@wo.o.nnooc'toet.lel’z mg

7n

* Acido clorhidrico 1 Neeesoecsososeansansassd ml

3)

Disolver y adicionar 15 ml de agua destilada.

Solucidén de L-cisteina hidroclorhidrica 0°1 M

* IL-cisteina hidroclorhidrica.....s....350°3 mg

* Acido clorhidrico 1 N..eeeossssesesassassd Ml

Disolver y adicionar 15 ml de agua destilada.

Solucién de L-cistina 0°05 M

* L—CiStina..................-.....--..240’3 mg

* Acido clorhidrico 1 Neeceeeoseosoosoonssssess ml

Disolver y adicionar 15 ml de agua destilada.



Solucién de Acido cis-oxalacético

* Acido cis-0xalacétiCO.eveescesresceess 200
*Agua destilada'.Q'.'."..O...'.'.t..".loo

Solucién de Hidrdéxido sbdico 5 N

*Hidréxido Sédico.."....Q...0.00.Clitootzo
* Agua destilada hast@8eeeeeessseesseveess100

Solucién 8

*L_triptéfanOOOO..oo'.".00.0"0.0...0.01’6

* Agua destilada".'.. "..'............'.200
Disolver, calentando a 50¢ C y afiadir:
*L-tr‘eonina...........‘.......-......'....1
*L—alanina...I.....'......‘.....'.'.....'.2
* L—liSina Clorhidrica......... 00-00000-0001
*L—pr‘olina..-.............................1
Solucidén 9

* L—fenilalanina..'..'.‘............'.'.....1
* L_asparagina mOl’thidratO. ® o 8 00000000000 001
* Agua destilada....‘........"..l.'. .."200
Disolver calentando a 502 C.

Solucién de L-glutamina

*L—glutamina'o-ooo-o-ou.-..oo-.oo.o.00000.1

*Agua destiladao'oco-c'-ooo"lototoouo.llOo

Soluciédn de L—histidina

ml

ml

ml

e R 0 0v

ml

g
ml
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* L—histidina'oQ'.ooo...c00000000000000-0776
* Agua destilada.-oo.ou...o'...ooo...to.'loo

Solucidén de L-metionina

* L—metiOnina.........-.........-....-..1'49

*Agua destiladao'co.o-c...'ootoso.coooooloo

Solucién de Espermina tetraclorhidrica

* Espermina tetraclorhidrica....ceeee...1774

* Agua destilada-'o-o'oo..o'otovootooooalloo

Solucién de Bicarbonato sédico

* Bicarbonato S6diCO.eececescesosnssceeessl 4

*Agua destilada.‘l'.......'.......'.....100

Solucidén de Glucosa al 20%

* G’lucosa..-0'oooco'ooo.-aoonoo'c.-o-'c.'ozo

* Agua destiladanc.oooooovo‘-ootooc'oooniloo

Solucién de Acetato sbédico

*ACetatO Sédico.o...00.0000.-0.000-.00'.v34

*Agua destilada ..»...-.-.........-.....0100

Solucidn 6

* Hemina....-o--....-.-...--....-....-...100

* Nitrilotrietanol 2 2727 e veeeccncnnenossd

mg
ml

ml

ml

ml

ml

ml

mg
ml
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Disolver y afiadir 96 ml de agua destilada y adicio-



* L—histidina.o-otooo'coc..oot.oono000..0100

Almacenar en alicuotas de 2 ml a -20° C

Soluciébn 7

* NAD-voo0-cc-.o..-uob.o--toooo.o'o.oo-ocsoo

* Tiamina clorhfidrica..eeecseeceeecescses250

*

Pantotenato CAlCiCO.ceeetessesssseessess500

*

Aguadestilada......'.'...."..'..'.....50
Almacenar en alicuotas de 1 ml a -20°¢ C.
Solucidn 10
* Colina clorhidricCl.eeeeeeeeeeeesenseesa349
* Mioinositol...II'I...0.0.00....'....’..!90
* Agua destilada..ceessssssssssecescssccessdO
Solucidén de Biotina
* Biotina..................'.Q..'..........S
* Etanol acidificado con &cido clorhidrico
apH 3-5'..'.'.‘...Q.'..l....l.'..."."lS

Solucidbn de Cocarboxilasa

* COC&I‘bOXilasa.o.-.........---.....--oo.lls

* Agua destilada...l--0....0;.0-...-.0.0.025

Almacenar en alicuotas de 1 ml a -20¢ C,

Solucidn de Cloruro célcico

*ClOI‘urO Célcico..l'o.ooo.oct.'oloco'0'3'68

* Agua destiladao.....o-lnoooooo..oootoooloo

mg

mg
mg
mg
ml

mg
mg
ml

ml

ml

mg
ml

g
ml
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Solucibén de Nitrato férrico 0701 M

* Nitrato férriCoO.ceeceessssssssccsessssslOl mg

* Agua destilada..ccisssevssesnssrescocsesessed ml

4,5,- Medio empleado como base de crecimiento para la de-

terminacién de la serotipia: medio de Kelloggs (23),

* Bacto GC medium..ceeeeeessessesosssssseesedD g

* Agua destilada.........-......-;..--o-u-.98o ml

Disolver calentando hasta su ebullicibén y esterili
zar en autoclave a 121¢ C durante 20 minutos. Cuando al -

cance 48?2 C afiadir:
¥ Suplemento Teeeeeeeoeesavessosnsasesenssssel0 ml

GlUuCOSAceesserssvsossccnsssseesl £
L_gluta!ninaoo'c'o-oooootoo'onl g
CocarboxilaSaAsseescscscsseseel ME

Agua destiladaceeveessessaal00 mil
* Suplemento Il..eeceeessssosssesnsessensasrealO ml

Nitrato férrico..veessseces..50 mg

Agua destilada..ceeseseesss100 ml

Previamente esterilizados con filtros SterefixR de
0“2 um. Mezclar todos los componentes y repartir en pla -

cas de Petri estériles.

4.6.- Medio para el diagnéstico bioquimico de N. gonor --
rhoeae: medio base de Agar Tripticasa Cisteina (CTA)
pH 7°3, usado para la determinacién de la fermenta-

cién de azlcares por las cepas de N. gonorrhoeae
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CTA(DifCO )ooooo..o.'ooo.to0000000000.29’5 g
Agua destilada..'oll'0000'0-0.....000..'1000 ml

Disolver calentando hasta la ebullicibén, ajustar

y repartir en tubos ( 6 ml/tubo ).

Medio para la determinacién de la sensibilidad de

N. gonorrhoeae a agentes antimicrobianos: Agar Diag
nostic Sensitivity Test ( DST agar ) suplementado
con 1% de Saponina y 5% de sangre estéril de caba -
11lo

DST agar ( OX0id )icevessvscssncevsosseseesd0 g
S APONINA. cevensecerseassecssnnssssnnnanssearill g

Agua destilada.eieesssocssnccacseasesas>1000 ml

Disolver calentando hasta la ebullicién y esterili

zar en autoclave a 1212 C durante 20 minutos, dejar en --

friar

téril

hasta alcanzar 50-552 C y afiadir 50 ml de sangre es
de caballo ( Materiales y Reactivos S.A. ) y repar -

tir en placas Petri a razbdn de 19 mls.

4-8t—

zar a

55¢ C

Medio para la determinacidén de la sensibilidad de
E. coli a agentes antimicrobianos: Mueller-Hinton
Mueller"Hinton ( DifCO )...-...-..o--.....38 g

Agua destilada@.eeeessesssssscvscsssssessl000 mi
Disolver calentando hasta su ebullicién y esterili
1212 C durante 20 minutos; dejar enfriar hasta 50-

y repartir como anteriormente.

Medio para la conservacidén y almacenamiento de ce -

pas de N. gonorrhoeae: TSB suplementado con 15% de

glicerol
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*TSB.o.t'oooot'ooo'oo.0'..'.0.'.0.0'.'0...030 g
* GliCerol'o.o.'.n'o..o..o-'t.loooo.o..looolso ml

* Agua destiladaoo.'o.ounon000.-.00.0..--.0850 ml

Disolver en agitacién y repartir en viales de 2 ml,
La esterilizacién se lleva a cabo en autoclave a 121¢ C

durante 20 minutos.



METODOS



41

i.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

1.1.- AISLAMIENTO

1.1.1.- Toma de muestras: las muestras fueron tomadas de

uretra en el caso de pacientes varones y de endocérvix en
mujeres; cuando el paciente era vardédn homosexual o0 una mu
jer prostituta, se tomé ademds una muestra de recto y o -
tra de faringe. Todas ellas se obtuvieron con torunda de

alginato cilcico que se cultivaron inmediatamente en pla-
cas conteniendo medio de Thayer-Martin modificado, de pre

paracién reciente y preincubadas a 37¢ C en atmésfera con



42

8% de Co, ¥y 70% de humedad y se mantuvieron en las mis --

mas condiciones durante 24-48 horas.

1.1.2.- Diagnéstico presuntivo: se realizé una extensién
aplicando directamente la torunda sobre un portaobjetos.
Una vez fijada, por calor, se practicéd una tincidn de
Gram. La visualizacién de diplococos gram negativos intra
celulares se interpreté como posible infeccién gonocédci -

ca.

1.2.- IDENTIFICACION: Tras la incubacidén en medio de Tha-

yer-Martin, las colonias sospechosas de ser N.gonorrhoeae,

fueron identificadas mediante las siguientes pruebas:

1.2.1.- Morfologia microscédpica: visualizacién al micros-
copio éptico ( 1.000 aumentos ) de diplococos gram negati

vos en una extensién y con tincién de Gram.

1.2.2.- Reaccién de la oxidasa, un vez obtenido el creci-
miento de las colonias en la placa y su identificacién
presuntiva con la tincién de Gram: se hizo contactar un
disco de oxidasa, ligeramente humedecido con agua estéril,
con una o dos colonias. Se considerd la prueba positiva
al virar la coloracién del disco de gris a violeta, debi-
do a la produccién de indofenol-oxidasa por parte de N.go-
norrhoeae que, al actuar sobre la para-aminodimetilanili-

na existente en el disco, hace cambiar el color del mismo.

1.2.3.- Fermentacién de azicares: se utilizé el medio ba-
se CTA y discos comercializados de glucosa, lactosa, mal-

tosa y sacarosa.

Para la realizacién de esta prueba, se depositd el
disco sobre una o dos colonias del microorganismo en estu
dio y posteriormente se introdujo en el tubo que contenia

el medio base CTA pH 7°3 ( en el tercio superior del me -
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dio ). Se incubbé a 37¢ C durante 24-48 horas; si el micro
organismo fermenta el azdcar, al producir &cido, descende
r4 el pH del medio, lo que inducir& un cambio de color
del rojo fenol que actia como indicador de pH; el viraje
de rojo a amarillo que indica la acidificacién del medio
se produce cuando el pH alcanza un valor menor o igual a
6°8.

En la tabla II podemos apreciar el tipo de azicar

fermentado por las diversas especies de Neisseria.

Tabla II: Identificacibén de las distintas especies de Nei

sseria segln la utilizacién de azlcares.

Microorganismo Glucosa  Maltosa Sacarcsa Lactosa

.E; gonorrhoeae + - - -
N. meningitidis + + - -
E; sicca + + + -
E; mucosa + + + -
E; subflava + + - -
_ﬁ; flavescens - - - -
N. lactamica + + - +

( lenta )

1.2.4.- Conservacién de las cepas: a partir de un cultivo

puro de N. gonorrhoeae, se tomé masa bacteriana en gran

cantidad y se inoculd en un vial de congelacién contenien
do 1°5 ml de TSB suplementado con un 15% de glicerol, se
agité hasta su homogeneizacibén y se congeldé a -702 C.

2.- DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE PENICILINASA

Se siguid el método descrito por O°Callaghan y cols.
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( 24 ) usando Cefalosporina cromogénica ( Nitrocefin® )
para la deteccién de cepas productoras de penicilinasa.
Este compuesto presenta un color amarillo pajizo cuando
el anillo B-lactlmico se encuentra intacto, es decir oxi-
dado, y color rojo cobrizo al reducirse mediante la ac :--

cién del enzima ( Figura 1 ) ( o por accién de la luz ).
La solucién de Nitrocefin se compone de 1 mg del
producto, disuelto en 1°9 ml de tampén fosfato 0°1 M, pH

7 y 0°1 ml de dimetilsulféxido.

Se tomaron 2-5 colonias de la cepa de N. gonorrhoeae

que habia crecido en medio de Thayer-Martin modificado du
rante 24-48 horas y se emulsionaron en aproximadamente, 1
ml de agua destilada estéril. Posteriormente se afiadieron
unas gotas de solucién cromogénica, se agitd bien la mez-
cla y se incubd 15 minutos en oscuridad, ya que como he -
mos dicho, la luz actda sobre la Cefalosporina cromogéni-
ca produciendo la destruccibén del anillo B-lactémico, es

decir, tiene el mismo efecto que la penicilinasa.

Se consideraron cepas productoras de penicilinasa
aquéllas que produjeron un cambio de coloracién de la so-

lucién, de amarillo a rojo.

Como controles positivos se utilizaron una cepa de

S. epidermidis ATCC 27626 y otra de N. gonorrhoeae GCl-

189 que son productoras de penicilinasa y como controles
negativos, una cepa de E. coli ATCC 25922 y una cepa de
N. gonorrhoeae WHO III.

3.~ DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A AGENTES ANTIMICRO-
BIANOS

- La determinacién de la C.M.I. de los agentes antimi
crobianos estudiados se realizd mediante el método de di-
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Figura 1.- Estructura quimica de la Cefalosporina cromogé-

nica en estado oxidado ( A ) y reducido ( B ).
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lucibén en agar ( 25 ). Definimos la C.M.I. como la concen
tracién més baja del antimicrobiano que no permite el cre
cimiento aparente, tras 18 horas de incubacién a 352 C,

5

con un inbéculo inicial aproximado de 10~ bacterias/ml, ex

presada en ug/ml.

La CMI50 de un antimicrobiano es la menor concentra
cién del mismo capaz de inhibir al 50% de las cepas bacte
rianas estudiadas y la CMI90 la menor concentracién del
antimicrobiano que inhibe al 90% de las mismas.

Para la inoculacibén de las cepas en la C.M.I. se u-
s6 un aparato replicador descrito por Steers y cols (26),
con el que se pueden inocular, al mismo tiempo, 36 cepas
bacterianas en la superficie de una placa de medio de cul

tivo.

El sistema consta de una cabeza de aluminio con 36
agujas, éstas se introducen en una base con igual nUmero
de pocillos, en cada uno de los cuales se encuentra una
suspensién de los diferentes microorganismos a estudiar.
Al extraerlas, cada aguja llevarid 0°001 ml de la suspen -
sién que seré posteriormente depositada sobre la superfi-

cie de las placas.

3.1.- Preparacién de las placas: partiendo de las solucio
nes madres de los agentes antimicrobianos: Ceftriaxona

( 1.142 ug/ml ), Ciprofloxacina ( 6.870 ug/ml ), Tetraci-
clina ( 1.600 ug/ml ), Espectinomicina ( 625.000 ug/ml ),
Eritromicina ( 2.000 ug/ml ), Ofloxacina( 5.000 ug/ml ) y
Penicilina ( 150.000 ug/ml ), se hicieron diluciones se -
riadas'en base dos, de cada una de las cuales se tomd 1
ml que se depositd en una placa a la que se afiadieron 19
ml de medio DST agar suplementado, mezclando hasta la com
pleta homogeneizacién. La preparacién de las placas se e-
fectué inmediatamente antes de su utilizaciédn para evitar
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la inactivacién del antimicrobiano.

3.2.- Preparacién del inéculo: se partié de cultivos pu -

ros de N. gonorrhoeae en placas de GC, tomando de cada u-

na, masa suficiente para que, al inocular en tubo conte -
niendo TSS, alcanzase una turbidez igual al nimero 1 en

la escalaestandar de Mc. Farland, medida en un nefelbéme -
tro modelo Spectronic 20 ( Baush & Lomb ), lo que equiva-

8 bactérias viables o ufc/ml;

le aproximadamente a 3 X 10
de esta suspensidén se tombé 0°5 ml y se diluyd en 4°5 ml
de la misma solucidén obteniendo 3 x 107 ufc/mil.

Del mismo modo se procedidé a la obtenciédn de inbcu-
lo de las cepas controles: N. gonorrhoeae WHO III, V y

VII.

Se realizé un control del inéculo; para ello, y par
tiendo de una turbidez del numero 1 de la escala de Mc.
Farland, se hicieron diluciones seriadas en base diez y
se extendib 0“1 ml de cada dilucibén en placas de DST agar,
incubando 24-48 horas, tras lo cual se procedidé al recuen
to de las colonias que aparecieron en la placa. El1 ndamero
de colonias multiplicado por el factor de dilucidn corres
pondiente, nos permitié calcular con exactitud el inéculo

original,

3.3.- Placas controles: para demostrar el crecimiento de
todas las cepas, o poner de manifiesto su posible contami
nacién, se empled en cada serie de antimicrobiano en estu
dio dos placas libres del mismo, replicéandolas antes y

después de cada serie de antimicrobiano.

3.4.- Procedimiento de replicacién: una vez rellenos los
pocillos se inocularon las placas con el replicador de
Steers empezando, siempre y en cada serie, por las placas

que contenfan la menor concentracién del antimicrobiano,
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continuando en orden creciente, para evitar el posible a-
rrastre del antimicrobiano de una placa de mayor concen -
tracién a otra de menor, con lo cual se falsearian los re

sultados.

Se dejaron secar las placas a temperatura ambiente,
incubéndolas posteriormente a 37¢ C en atmbésfera al 8% de
002 y 70% de humedad durante 24-48 horas, al término de

las cuales se realizd la lectura.

4.- DETECCION DE PLASMIDOS Y CALCULO DE SUS PESOS MOLECU-
LARES

Se emplearon tres métodos de lisis bacteriana y pu-
rificacién del ADN plasmidico, con la finalidad de elegir
el mas adecuado; el productc obtenido en cada casc se so-
metid a una electroforesis en gel de agarosa, debido a la
propiedad fisica de los &cidos nucleicos de emigrar a dis
tinta velocidad, segin su peso molecular y forma o estruc
tura molecular, a través de un gel de agarosa sujeto a un

campo eléctrico.

Para la realizacién de la electroforesis, se utili-
z4 una cubeta de tipo 613 x 52 Vertival Slab Unit ( Sha -
don Southern ) con un gel cuyas dimensiones eran 130 x

170 x 5 mm con doce pocillos de 15 x 10 x 5 mm.
4.1.- Método descrito por Kado y Liu ( 27 ).

a) Se inoculan 3 ml de caldo de Shapiro con una colo +
nia de N. gonorrhoeae y 3 ml de TSB con una colonia de
E. coli J53 V517, empleando para ello tubos de policarbo-
nato y se incuban a 372 C durante toda la noche en agita-

cién en un incubador orbital Gallenkamp.

b) Se centrifuga a 3.000 revoluciones por minuto (rpm)
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y 42 C durante 7 minutos en una centrifuga Beckman modelo
JA-21, usando un rotor JA-20.

c) Se decanta el sobrenadante y se resuspende el preci
pitado en 1 ml de tampén TAE, pH 8.

d) Se afiaden 2 ml de SDS al 3% en Tris 50 mM, pH 12°6.
e) Se introduce en un bafio a 65¢ C durante 20 minutos.

f) Se extraen las proteinas afiadiendo 2 volumenes de
fenol/cloroformo 1/1 ( v/v ), centrifugando a 6.000 rpm y

a 42 C durante 15 minutos en la misma centrifuga.
g) Se transfiere la fase acuosa a otro tubo.

h) Se toman 35 ul de la fase acuosa y se mezclan con

10 ul de 1la solucidn indicadora A.

La mezcla se transfiere a un gel de agarosa al 0°8%
disuelta en tampdén TAE, pH 8. Los pocillos se sellan con
agarosa caliente ( 502 C ) con el fin de que no se extra-
vase el contenido, se espera su solidificacibén y una vez
que los compartimentos superiores e inferiores de 1la cube
ta de electroforesis se llenan del tampédn TAE, se aplica
una corriente eléctrica de 100 Voltios ( V ) y 50 Miliam-
perios ( mA ) hasta que el frente determinado por el colo
rante, purpura de bromocresol, llega al final del gel ( a
proximadamente 4 horas ). Una vez finalizado la electrofo
resis, el gel se tifie con la solucibédn reveladora A duran-
te 15 minutos.

Se visualiza en un transiluminador de rayos ultra -
violetas de onda corta tipo C61 ( U.V. Products Inc,San
Gabriel. California USA ), fotografi&ndolo con una cémara
Polaroid x 70 land Film, a través de un filtro rojo ( Wra
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tten ne 9 ),

El célculo del peso molecular aproximado de 1los
plasmidos se obtuvo mediante una recta de calibrado reali
zada en papel logaritmico y obtenida con los datos de los
plasmidos de la cepa patrdén. En abscisas se colocd la mo-
vilidad relativa de los plésmidos y en ordenadas el peso
molecular de los mismos tal como puede observarse en la

Figura 2.

4.2.- Método de lisis alcalina descrita por Birnboim y Do

ly modificada por Horowicz ( 28 ).

a) Se inoculan 1°5 ml de caldo de Shapiro con una colo

nia de N. gonorrhoeae y 1°5 ml de TSB con una colonia de

E. coli J53 V517 y se incuba a 372 C durante toda la no -

che en agitacién continua, como en el método anterior.

b) Se sedimentan las células bacterianas en una centri
fuga Microfuge B ( Beckman ) a 12,000 rpm y a 42 C duran-

te 1 minuto.

c) Se descarta el sobrenadante por aspiracién y se re-
suspende el precipitado en 100 ul de la solucién I, prepa
rada recientemente y a la que se afiade Lisozima a una con
centracién de 4 mg/ml justo antes de que vaya a ser utili

zada.
d) Se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos.
e) Se afiaden 200 ul de la solucién II, de preparacidn
reciente y se mezcla invirtiendo el tubo repetidamente 2

6 3 veces y se mantiene en un bafio de hielo, 5 minutos.

f) Se afiaden 150 ul de la solucién III, previamente
mantenida en hielo, se agita en Vortex durante 10 segun -



Log peso molecular ( daltons )
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Figura 2.- Representacién grafica de la movilidad relativa

en gel de agarosa al 0°8% de diversos plésmidos de peso mo-
lecular conocido, sometidos a electroforesis durante 4 ho-

ras a 100 V y 50 mA.
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dos y se mantiene en hielo 5 minutos.

g) Se centrifuga durante 5 minutos en las mismas condi

ciones anteriores.

h) Se transfiere el sobrenadante a otro tubo y se afa-
de un volumen igual de fenol/cloroformo 1/1 ( v/v ). Se
mezcla con Vortex y se vuelve a centrifugar, durante 2 mi
nutos a temperatura ambiente, depositando seguidamente la

fase acuosa en otro tubo.

i) Se afiade el mismo volumen de Cloroformo/Alcohol i -
soamilico 24/1 ( v/v ), se agita bien en Vortex y se cen-
trifuga en las mismas condiciones anteriores. Se transfie

re la fase acuosa a otro tubo.

j) Se afiaden 2 volumenes de Etanol a temperatura am --
biente, se mezcla en Vortex y se incuba durante 2 minutos

a temperatura ambiente,
k) Se centrifuga, esta vez, durante 5 minutos.

1) Se descarta el sobrenadante y se coloca el tubo en
posicién invertida sobre papel de filtro para que se eva-

pore todo el Etanol residual.

m) Se afiade 1 ml de Etanol al 70% para lavar el preci-

pitado, se mezcla en Vortex y se vuelve a centrifugar en

las mismas condiciones anteriores.

n) Se descarta el sobrenadante y se seca el precipita-

do en un desecador vacio-term Selecta durante 15 minutos

a 37¢ C.

fi) Se afiaden 50 ul de tampén TE, pH 8 conteniendo Ribo
nucleasa ( 20 ug/ml ), se agita en Vortex y se mezcla con
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5 ul de la solucibén indicadora B.

0) Se realiza la electroforesis como en el método antg
rior, pero usando tampén TBE, pH 872 en vez de tampbén TAE
y se tifile con la solucién reveladora B.

4,3.- Método descrito por Eckhardt ( 29 ).

a) Se emulsionan una o dos colonias de N. gonorrhoeae

0 de E. coli J53 V517 en un tubo eppendorf que contiene
100 ul de la solucidn de Lisozima-Ribonucleasa y se incu-

ba durante 5-~10 minutos a 37¢ C.

b) Se transfiere la mezcla anterior a los pocillos de
un gel de agarosa disuelta en tampén TBE, pH 8°2 previa -

mente montado en la cubeta de electroforesis.

c) Se afladen cuidadosamente 10U ui de la solucidn de
SDS al 0°2% y 10% de Sacarosa en tampdén TBE sobre el homo
geneizado de bacterias-lLisozima-Ribonucleasa y se mezcla
suavemente con un palillo estéril, moviendc de lado a la-
do. Se debe evitar la mezcla completa y deben permanecer

distinguibles las dos capas.
d) Se afiaden 200 ul de la solucién de recubrimiento.
e) Se cubren los pocillos con agarcsa caliente ( 50¢ ).

f) E1 resto del proceso es igual al descrito en el mé-
todo 4.1.

5.—- DETERMINACION DE LOS REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES O
AUXOTIPIA

Denominamos a una cepa de N, gonorrhoeae como auxo-

trofa cuando para su metabolismo y crecimiento, requiere
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un determinado aminoAcido, cofactor o vitamina, y proto -

tré6fica cuando no necesita ninguno.

La determinacién de ia auxotipia subdivide por 1lo
tanto a la poblacién bacteriana de acuerdo con su capaci-
dad para crecer o no en un medio estandar de agar, quimi-
camente definido, que contiene o carece de ciertos compo-

nentes.

E1l método empleado para la determinacién del auxoti
po de las cepas fue el descrito por Catlin ( 22 ) utili -
zando el medio NEDA como medio completo, éste permite el
crecimiento aproximado del 99% de las cepas de N. gonor -

rhoeae aisladas de pacientes con infeccidn gonocécica.

El medic con Cistina y Cisteina es necesario para

b

el crecimientc de tcdas las cepas de N. gonorrhoeae; el
o NEDA completo y

una evidencia

hechs de detectar crecimiento en el medi

e#n el NEDA carente de Cistina, constituy

&

presuntiva de que el microorganismo no se trata de N. go-

norrhoeae.

Para la realizacién de la auxotipia empleamos tam -
bién el replicader de Steers y cols. pudiendo determinar,
a la vez, las caracteristicas nutricionales de 36 cepas

bacterianas.

5.1.- Preparacién de las placas: el medio completo lievéd
todos los componentes indicados en el apartado 4.4 y los

demids se obtuvieron de la forma indicada en la tabla III.

En todos los casos, 10s componentes se fueron afia -
diendo en un matraz estéril en el orden indicado, ajustan
do el pH a 7°1 con Hidréxido sbdico 5 N después de anadir

el Acido cis-oxalacético; el pH se volvi§ 2 ajustar a 774



Tabla III: Medios utilizados en la determinacién de 1la

auxotipia, carentes de determinados aminoAcidos, cofacto-

res y

vitaminas,

Sin

Sin

Sin

Sin

Sin

Sin

Sin

Sin

Prolina

Cistina

Arginina

Uracilec

Leucina

Hipoxantina

Lisina

Metionina

Histidina

Vitaminas

Prolina de 1la solucibén ne 8

Las soluciones de L-cistina y

L-cisteina hidroclorhidrica

L-arginina clorhidrica de la solu-

cidén 2a

La sclucidbn 4a

Leucina de la sclucién n? 8

La solucibn 4b

Lisina clorhidrica de la solucibn

ne 8

La solucién de L-metionina

L-histidina de la solucién n¢? 6

y la solucién de L-histidina

Las soluciones n? 6, 7, 10 y las

de Biotina y Cocarboxilasa
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con Hidréxido sédico 1 N tras completar con la solucibn
de Cocarboxilasa. LLegados a este punto, se mezcld con a-
gar al 2%, que previamente se habia esterilizado en auto-
clave y se habia dejado enfriar hasta una temperatura de
50-552 C, Finalmente, se afiadieron las soluciones de Clo-
ruro cldlcico y Nitrato férrico, se repartidé6 en placas de

Petri estériles y se dejaron solidificar.

5.2.~- Preparacidn del inbéculo: se realizé del mismo modo

que el descrito en la determinacién de la C.M.I.

Ademés de las cepas problemas, siempre incluimos

tres cepas controles:

N. gonorrhoeae ATCC 27628, auxotipo 1, no requi -~

riente

N. gonorrhoeae ATCC 27630, auxotipo 9, Pro Hyx

N. gonorrhoeae ATCC 27631, auxotipo 22, Pro Met™

Thp

5.3.- Procedimiento de replicacién: fué el descrito en el

apartado 3.4.

Se procedié a la lectura a las 24 y 48 horas, con -
siderando como resultado positivo el crecimiento confluen
te, semiconfluente o la existencia de mis de 10 colonias
en la placa o por el contrario, se interpretd como negati
vo la ausencia de crecimiento o cuando aparecieron unas
cclonias mindsculas, de tamafio menor o igual a 0”2 mm de

diémetro.
6.~ REALIZACION DE LA SEROGRUPACION Y SEROTIPIA

La distinta antigenicidad de la proteina principal
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de la membrana externa de N. gonorrheeae nos permite cla-

sificar a la poblacibén bacteriana en dos grandes serogru-
pos: WI y WI1/I1II, dentro de los cuales, podemos desglo -

sar diversos serotipos.

Para la realizacién de esta clasificacién serolébgi-
ca, se utilizd la técnica de coaglutinacibdn que se basa
en la capacidad que tiene la proteina A de las cepas de
S. aureus de fijar las moléculas de inmunoglobulina G, u-
nién que se lleva a cabo a través de la fraccidn Fc de la
inmunoglobulina, quedando libre la fraccién Fab de la mis
ma para unirse al antigeno, tal como podemos apreciar en

la Figura 3.

Staphylococcus aureus

Antigeno

Inmunoglobulinas

Aglutinacién

Figura 3.-Representacién de la reaccién de ccaglutinacién.

En nuestro caso, el antigeno lo constitufan distin-
tos determinantes antigénicos de la proteina principal de

la membrana externa de N. gonorrhoeae y las inmunoglobuli

nas, anticuerpos monoclonales especificos para los epito-
pos de la prcteina principal de la membrana externa de

N. gonorrhoeae,

Se emplearon dos sistemas de anticuerpos monoclona-

les:
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1.- Sistema elaborado por Knapp y cols. que comprende

14 antisueros denominados por este orden:

*f, e, d, g, k, 1 y h, Estos antisueros reaccionan

ante cepas de N. gonorrhoeae que tienen una variedad de

la proteina principal de la membrana externa, denominada

A, y que las hace pertenecer al serogrupo WI.

* a, ¢, e, g, j, hy k. Estos antisueros reaccionan
ante los diferentes epitopos de la proteina principal de
la membrana externa, denominada B que clasifica a las ce-

pas que la poseen en el serogrupo WII/III.

2.- Sistema Ph elaborado por Bygdeman y cols. formado

también por 14 antisueros denominados:

*r, 0, 8, t y v que definen a las cepas del sero -

grupo WI y

*r, o, p, ¥, vV, u, s, t y x que clasifica a las
cepas de N. gonorrhoeae como pertenecientes al serogrupo
WII/III.

Cada forma, A o B, de la proteina principal de 1la
membrana externa excluye a la otra, asi que una cepa per-

teneceréd a un serogrupo o a otro, pero no a los dos.

El serotipo dentro de cada serogrupo, vendrid deter-
minado por el conjunto de los diferentes antisueros fren-

te a los que reaccionen las cepas.

6.1.- Preparacién del inéculo: se obtuvo a partir de un
cultivo puro de N. gonorrhoeae inoculada en placas con me
dio de Kelloggs, de no mas de 18-24 horas de incubacién.
Se realizé una suspensién de las células en tampén fosfa-

- to, pH 7’5 hasta alcanzar una turbidez visible, equivalen
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te a la de los anticuerpos monoclonales empleados.,

Esta suspensién se sometidé a 1002 C en bafio, duran-
te 10 minutos con la finalidad de desnaturalizar los com-

ponentes bacterianos.

6.2.- Realizacién de la prueba: se efectud en placas Bio-
plateR tipo II, bajo un fondo oscuro. Después de poner en
cada pocillo 50 ul de cada uno de los anticuerpos monoclo
nales, se afiadié a cada pocillo, el mismo volumen de la

suspensién de la bacteria a estudiar, se mezcld con un mo
vimiento continuo de vaivén vertical de la placa y se pro

cedidé a la lectura.

6.3.—- Lectura: se hizo a lo largo de los dos minutos si -
guientes, una vez mezclado el antigeno con el anticuerpo
y bajo luz oblicua incidente. La valoracién de las distin

tas aglutinaciones fue:

+++ Aglutinacién inmediata y fuerte
++ Aglutinacién en el primer minuto y evidente
+ Aglutinacién tardia y poco evidente

6.4.- Como controles se emplearon dos cepas patrones de

N. gonorrhoeae US51, serotipo Afegk y N. gonorrhoeae 4412,

serotipo Baej.
7.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL ADN

7.1.,- Para el aislamiento del ADN se emplearon dos méto -

dos con el fin de escoger el mids idéneo:

7.1.1.- Método descrito por Cornelis y cols. ( 30 ).
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a) Se inoculan 10 ml del medio liquido de Shapiro con

una colonia de N. gonorrhoeae hasta alcanzar una turbidez

igual al n® 1 de la escala de Mc. Farland.

b) Se inoculan 500 ml del mismo medio con 0“1 ml de la
suspensién anterior, incubando durante 18 horas a 372 C

en agitacibén continua.

c) Se centrifuga a 4.000 rpm a 42 C durante 15 minutos
en una centrifuga Beckman J-21 empleando un rotor JS-7°5

y con contenedores de polipropileno de 260 ml.

d) Se resuspende el precipitado en 10 ml de tampdn de
Sacarosa al 25% en Tris 0°05 M, pH 8 y se transfiere a tu
bos de policarbonato de 45 ml, se guarda a -20% C para

permitir la lisis adecuada de las células.

e) Una vez descongelada la solucién, se afiaden 2 ml de
una solucién de Lisozima en Tris 0725 M, pH 8 ( 5 mg/ml ),-
incubando en hielo durante 15 minutos.

f) Se afiaden 6 ml de EDTA Na, 0°2 M, pH 8 y se incuba

2
a 02 C durante 5 minutos.

g) Se agregan 10 ml de Triton X-100 al 2% ( v/v ) en
Tris 0°05 M, pH 8/EDTA Na2 0°05 M, pH 8.
h) Se centrifuga a 18.000 rpm y a 42 C durante 1 hora

en una centrifuga Beckman J-21, usando un rotor JA-20.
i) Se transfiere el sobrenadante a otro tubo, se afia -
den 3’5 ml de ClNa 5 M y 8 ml de Polietilenglicol al 50%

( p/v ) y se mantiene a 492 C durante toda la noche.

Jj) Se centrifuga en las mismas condiciones anteriores
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durante 15 minutos.

k) Se descarta el sobrenadante y el precipitado se re

suspende en 6 ml de tampén TE, pH 8.

1) Se transfiere la suspensién a tubos de polipropile
no de 45 ml, se afiaden 3 volumenes de Cloroformo y se

centrifuga durante 1 minuto como anteriormente,

m) Se transfiere la interfase ( 6 ml ) a otro tubo de

polipropileno y se repite el paso " 1 " dos veces méas.

n) Se deja evaporar el Cloroformo residual, agitando

ocasionalmente,

7.1.2.- Método de lisis alcalina descrita por Birnboim y

Doly y modificada por Horowicz ( 28 ).

a), b) y c) se procede igual que en el método anterior.

d) Se resuspende el precipitado bacteriano en 10 ml de
solucidén I, preparada recientemente, a la que se adiciona
Lisozima a una concentracién de 5 mg/ml. Esta solucién

debe mantenerse en un bafio de hielo hasta su utilizacién.

e) Se transfiere la solucién a un tubo de polipropile-
no de 45 ml y se mantiene a temperatura ambiente durante

5 minutos.

f) Se afiaden 20 ml de solucién II, de preparacidn re-

ciente y se incuba en un bafio de hielo durante 5 minutos.

g) Se afiaden 15 ml de solucibén III, se mezcla invir -
tiendo el tubo varias veces y se incuba en las mismas

condiciones durante 10 minutos.
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h) Se centrifuga a 18.000 rpm durante 20 minutos a 4°¢

C en una centrifuga Beckman J-21 con un rotor JA-20.

i) Se transfiere el sobrenadante a otro tubo de poli -
propileno, se afiaden 0°6 volumenes ( 12 ml ) de Isopropa-
nol, se mezcla bien en Vortex y se mantiene a temperatura

ambiente durante 15 minutos.

J) Se centrifuga a 12.000 rpm y temperatura ambiente

durante 30 minutos como en % h ",

k) Se descarta el sobrenadante y se lava el precipita-
do con Etanol al 70% a temperatura ambiente, Se deja eva-
porar el Etanol colocando los tubos enposiciédn invertida
sobre papel de filtro y se disuelve el precipitado en 6

ml de tampbén TE, pH 8.

7.2.- Purificacién del ADN por gradiente de densidad de

Cloruroc de cesio con Bromuro de etidio ( 30 ).

a) A los 6 ml de solucidén donde se encuentra el ADN,
se afladen 6 g de Cloruro de cesio, agitando hasta su diso

luciédn.

b) Se adicionan 0°3 ml de una solucibédn de Bromuro de
etidio a una concentracién de 10 mg/ml en tampdén TE, pH 8.
Este compuesto se intercala en las bases del ADN y permi-

te visualizarlo cuando se ilumina con luz ultravioleta.

c) Se lleva a una densidad de 34°5-35"5 valiéndonos de
un refractémetro de azGcares ( Bausch & Lomb ) usando so-
lucién de Cloruro de cesioc para aumentar la densidad o

tampén TE, pH 8 para disminuirla.

d) Se transfiere a tubos de polipropileno de 12 ml, se
equilibran sus pesos y se centrifugan a 42 C y 42.000 rpm



63

en una ultracentrifuga Beckman L5-65 con rotor 50 Ti du -

rante 40 horas.

e) Se visualiza el contenido del tubo con una fuente
de luz ultravioleta de onda larga ( U.V. Products Inc San
Gabriel. California USA ) que evita la rotura de las cadg
nas de ADN que produce la luz ultravioleta de onda corta.
En el tubo deben obsefvarse dos bandas, una superior y o-
tra inferior que es el ADN plasmidico ( Figura 12 ); esto
es debido a que el Bromuro de etidio se une mds a la for-
ma abierta del plésmido y del ADN lineal ( ADN cromosémi-
co ), que a la forma cerrada del ADN plasmidico: cuando
el ADN se somete a un gradiente de densidad de Cloruro de
cesio, el cesio es desplazado por el Bromuro de etidio y
entonces el ADN lineal se hace menos denso que el plasmi-

dico en su forma cerrada.

f) Se recoge la banda inferior con una jeringa provis-
ta de aguja, tratando de no tomar nada de la banda supe -

rior,

g) Se extrae el Bromuro de etidio afiadiendo un volumen
de Isobutanol, se agita vigorosamente y se elimina la fa-
se superior. Esta operacibén se repite hasta que desaparez

ca todo el color rosa del Bromuro de etidio.

h) Se somete la solucién a didlisis frente a tampédn TE
pH 8 durante 30 minutos, con el fin de eliminar el Cloru-
ro de cesio. Previamente se ha de hervir la bolsa de dié-
lisis durante 10 minutos en una solucién de Bicarbonato
sbédico al 2% y EDTA Na2

en agua destilada para eliminar el azufre contenido en su

1 mM y después otros 10 minutos

composicién, La didlisis concluye una vez cambiado el tam

pdn 3 veces.

8.- EXTRACCION DE LOS PLASMIDOS DEL GEL DE AGAROSA
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1) Se somete la solucidn conteniendo el ADN a electro-
foresis horizontal sumergida. E1 gel de agarosa al 1% en
tampén TBE, pH 8°2, tiene unas dimensiones de 14°5 x 14°5
X 0°5¢m con un pocillo Gnico de 9°5 x 0°5 x 0°5 cm, y la
corriente eléctrica que se aplica es de 70 V y 40 mA du -

rante 4 horas.

2) Se cortan las dos piezas del gel que delimitan late
ralmente el pocillo, se tifien con la solucibébn reveladora
B y se visualizan las bandas del ADN en un transilumina -

dor horizontal de luz ultravioleta de onda corta.

3) Se seflalan los niveles donde se encuentran las ban-
das, se transfieren estas sefiales al gel y se corta por
dichos niveles. Esta operacidén se realiza con la finali -
dad de no someter a todo el ADN a la accién de la luz ul-

travioleta de onda corta.

4} Para ia extraccidn del ADN del gel empleamos varios

métodos para elegir el mas eficaz.

4.%,=_Método de extraccidén mediante congelacibén-descon
gelacién ( 31 ).

a) Con una jeringuilla, se reparte la pieza del gel
donde se encuentra el ADN a extraer en tubos eppendorf,
se equilibran éstos con tampbén TBE, pH 8°2 y se agitan

con Vortex durante 1 minuto.
b) Se colocan a -70¢ C durante 15 minutos.

c) Se descongelan durante 1-2 minutos y se centrifugan

en una centrifuga Microfuge a 12.000 rpm durante 15 minu-

tos a temperatura ambiente.
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d) Se toma rapidamente la fase liquida con una jerin -
guilla y aguja y se transfiere a un tubo de policarbona -
to de 12 ml,.

e) Se afiade 1 volumen de tampbén TBE a cada tubo eppen-
dorf que contiene la agarosa y se agita con Vortex duran-

te 1 minuto.

f) Se repiten los pasos b), c¢) y d) dos veces més, de-
positando las fases liquidas obtenidas en el mismo tubo

anterior, y el paso e) una Sola vez.

g) Se precipita el ADN con 1/9 volimen de Acetato sédi
co 4 My 2 volimenes de Etanol absolutc a -20¢ C.

h) Se coloca a -702 C durante 1 hora.

i) Se centrifuga a 12.000 rpm y a 42 C durante 30 minu

tos en una centrifuga Beckman J-21 con un rotor JA-20.

j) Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pre-

cipitado en 200 ul de tampén TE, pH 8.

4,2.- Método de extraccidn mediante electroforesis

( electroelucién ) vertical ( 32 ).

a) Se prepara el dispositivo para someter al ADN que
se encuentra en la pieza del gel a electroforesis verti -

cal, para ello:

1) Se introducen fibras de vidrio en una pipeta de

plastico hasta el punto donde se estrecha.

2) Se coloca una bolsa de didlisis en el extremo de
la pipeta y se ata a ésta, posteriormente se rellena la
bolsa con tampén TBE, pH 8°2.
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b) Se introduce la pieza de agarosa en la pipeta y se
rellena el resto de la pipeta con tampén TBE, pH 872,

c) Se coloca este dispositivc en una cubeta de electro
foresis vertical, tal como se puede apreciar en la Figura
4'

d) Se rellenan los compartimentos superiores e inferio

res de la cubeta de electroforesis con tampén TBE, pH 8°2.

e) Se coloca un puente realizado con un cilindro de vi
drio de pequefio didmetro entre el compartimento superior

de la cubeta y la boca de la pipeta.

f) Se somete a una corriente eléctrica de 500 V y 10

mA durante toda la noche.

g) Se invierte el sentido de la corriente durante 5 mi

nutos.

h) Se extrae el liquido de la bolsa de didlisis, se
transfiere a un tubo y se precipita del mismo modo que en

el método anterior.

4,3.- Método de extracciédn mediante membrana de didli-
sis ( 33 ).

a) En este caso se obvian los pasos 2) y 3) del apar-
tado 8 y, en cambio, se tifie el gel con la solucién reve
ladora de Bromuro de etidio durante 15 minutos. Se loca-
liza el ADN mediante luz ultravioleta lo.mds ripidamente

posible para evitar la alteracién del ADN.

b) Se hace una incisién en el gel de agarosa, inmedia

tamente delante del lugar donde se encuentra la banda de
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Figura 4.- Dispositivo utilizado para la realizacién de

electroforesis vertical con la finalidad de extraer el

ADN del gel de agarosa.
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ADN, la anchura de dicha incisién ha de ser de 2 mm.

c) Se corta una pieza de papel Whatman 3MM y otra de
una membrana de di&lisis simple, del mismo grosor y de la
misma longitud que el gel donde se encuentra el ADN y se

sumergen ambas en tampén TBE,pH 8°2 durante 5 minutos.

d) Se pone el papel conlla membrana adosada a su pared

posterior, inmediatamente delante de la banda de ADN.

e) Se cierra completamente la incisién con agarosa a

502 C, sin dejar burbujas.

f) Se realiza electroforesis a 70 V y 40 mA hasta que
el ADN haya emigrado al papel y, en ese momento, se inte-

rrumpe la corriente eléctrica.

g) Se extrae el papel y se cocluca en una bolsa de dié-
lisis, haciendo contactar la cara que se enfrenté primero
a la corriente eléctrica con la cara anterior de la bolsa,

se rellena ésta con tampbén TBE, pH 8 2 y se cierra.

h) Se introduce la bolsa en un gel de agarosa, de modo
que quede completamente sumergida en el mismo y se hace
pasar de nuevo la corriente eléctrica a 70 Vy 40 mA du -

rante 1 hora.

i) Se invierte la corriente eléctrica y se mantiene dm

rante 5 minutos.

Jj) Se extrae el tampbdn de la bolsa con una Jjeringa y

se transfiere a un tubo.

k) Se procede a la precipitacidén del ADN como en los

métodos anteriores.
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9.- TRATAMIENTO DE LOS PLASMIDOS CON ENZIMAS DE RESTRIC -
CION

El método fue el descrito por Maniatis ( 34 ).

a) Se parte de una solucién de ADN que lleva 072-1 ug
del mismo en 18 ul de tampén TE, pH 8 en un tubo eppendorf
estéril. Para calcular la concentracién del ADN, compara-
mos ésta con una gama de diluciones en base diez de ADN
del fago Lambda, partiendo de una concentracién inicial
de 385 ug/ml; para ésto se colocan 2 ul de cada solucibn
en un gel de agarosa hecho sobre un portaobjetos, se deja
secar, se tifie con la solucién reveladora B y se visuali-

za con un transiluminador de onda corta.

b) Se afiaden 2 ul del tampdén de digestién ( 10 X ) y

se mezcla en Vortex.

c) Se adiciona 1 ul del enzima de restriccién y se mez

cla de nuevo en Vortex.

d) Se incuba a 372 C en un bafioc de agua, con el fin de
que no haya oscilaciones de temperatura que afecte a la

accién del enzima durante un pertodo de 1 hora.

e) Se detiene la reaccién adicionando EDTA Na2 0’5 M,

pH 7°5 a una concentracién final 10 mM.

f) Se afiaden 6 ul de solucién indicadora C y se mezcla

en Vortex.

g) Se somete a electroforesis sumergida en gel de aga-
rosa al 1% en tampén TBE, pH 8“2, con unos pocillos de
0’5 x 0’5 x 2 cm, aplicandole una corriente eléctrica de
70 V y 40 mA durante 4 horas.
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h) Se tifie el gel con la solucidén reveladora B duran-
te 10-15 minutos y se visualiza con un transiluminador .
de luz ultravioleta horizontal. Si es necesario se desti
file con una solucién de Sulfato magnésico 1 mM durante 1

hora a temperatura ambiente.

i) Se fotografia el gel con una cémara Polaroid x 70

land Film, a través de un filtro rojo ( Wratten ne 9 ),
10.- TRANSFORMACION DE E. COLI CON ADN PLASMIDICO

El método que utilizamos fue el de Cloruro célcico

descrito por Mandel ( 35 ).

a) Se inoculan 5 ml de Caldo Tripticasa Soja con una
colonia de E. coli C600 y se incuba durante toda la noche
a 372 C.

b) Se inoculan 100 ml del:.mismo medio, en un matraz de
500 ml, con 1 ml del cultivo y se incuba a 372 C, en agi-
tacién, durante 2 horas. Se reparten los 100 ml en 4 tu-

bos.

c) Se coloca el cultivo en hielo durante 5 minutos y
se centrifuga durante 5 minutos a 3.000 rpm y 42 C en una

centrifuga Beckman J-21 con un rotor JA-20.

d) Se descarta el sobrenadante y se resuspenden las
células bacterianas en 0°5 volUmenes ( 12°5 ml ) de una
solucién de Cloruro célcico 50 mM y Tris 10 mM, pH 8,fria.

e) Se coloca en un bafio de hielo durante 15 minutos.

f) Se centrifuga de nuevo en las mismas condiciones

anteriores durante 5 minutos.
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g) Se elimina el sobrenadante y se resuspende el pre -
cipitado en 1/15 volimenes ( 1766 ml ) de la misma solu -

cién,

h) Se reparte en alicuotas de 0’2 ml en tubos eppendorf

estériles y se mantienen a 4°¢ C durante toda la noche.

i) Se afiade el ADN que ha de estar a una concentracién
de hasta 40 ng en 100 ul de tampén TE, pH 8, a uno de los
tubos anteriores. La medicién de la concentracién del ADN
se realizé del mismo modo que en el apartado n¢ 9, Se man

tiene el tubo en hielo durante 30 minutos.

Jj) Se deja un tuboc sin ADN, cocmo control,

k) Se incuban los tubos en un bafio a 42¢ C durante 2

minutos,

1) Se afiade 1 ml de Caldo Tripticasa Soja a cada tubo

y se incuba a 37¢ C durante 60 minutos.

m) Se extiende 0’1 ml de la suspensién celular en pla-
cas de Mueller-Hinton con y sin el antimicrobianc selec -
tivo a la concentracién deseada, en nuestro caso: Ampici-
lina ( 8 ug/ml ), Trimetoprim ( 8 ug/ml ) y Ampicilina

mas Trimetoprim ( 8 ug/ml cada uno ).

n) Se incuban las placas a 372 C durante toda la noche.

fi) Se examinan las placas para detectar los transfor -
mantes, contar las colonias y determinar asi la frecuen -

cia de transformacién de cada fenotipo.

0) Se subcultivan las colonias para verificar la esta-

bilidad fenotipica en placas de Mueller-Hinton con cada an
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timicrobiano.

p) Se extrae y purifica el ADN plasmidico de las cepas
transformadas mediante el método de lisis alcalina y se
hace correr éste en electroforesis en gel de agarosa, se
tifie con la solucidén reveladora B durante 15 minutos y se
visualizan los plésmidos con un transiluminador de luz ul

travioleta de onda corta.
a) Se mantienen los transformantes a -70¢ C.
11.- ESTUDIOS DE HIBRIDACION DEL ADN PLASMIDICO

Se utilizé el sistema Orgenic’s Chemiprobe tm. y se

aplicaron dos técnicas de hibridacién.
1.- Directa, a partir de una solucidén de ADN.

2.- Transferencia por absorcidén en membrana de Nitro-

celulosa, descrita por Southern ( Southern blot )

( 38 ).

El sistema Orgenic’s Chemiprobe tm. consiste esque-

maticamente en:

a) Desnaturalizar el ADN que vamos a utilizar como de-
tector. Esto se lleva a cabo, calentando la solucidén que
lleva el ADN durante 10 minutos y enfriindolo répidamente
en hielo, asi se evita que se vuelvan a unir las dos ca -

denas de ADN que se han separado con el calor.

b) Modificar el ADN quimicamente mediante la introduc-
cibén en su cadena, concretamente en la base Citosina, de
grupos antigénicos sulfébénicos, para ello, se adiciona una
solucién de Bisulfito sédico de alta molaridad ( Sol. A )
y otra solucién estabilizadora de Metilhidroxilamina ( So
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lucién B ).

¢) Unir el ADN problema desnaturalizado a una membrana
de Nitrocelulosa, sometiéndolo a 802 C durante 2 horas en

vacio.

d) Prehibridar el ADN problema, una vez fijado en la
membrana, con ADN de E. coli desnaturalizado, a 682 C y
durante 2 horas, con el fin de evitar reacciones inespeci

ficas.

e) LLevar a cabo la reaccién de hibridacién a 682 C du

rante 12-24 horas, usando el ADN previamente modificado.

f) Impregnar la membrana con una solucidén blogueante

para prevenir las reacciones inmunes inespecificas.

g) Enfrentar la membrana con anticuerpos monoclonales
especificos anti-ADN modificado y posteriormente con una
antigammaglobulina a la que va unida la Fosfatasa alcali

na.

h) Visualizar la hibridacibén valiéndonos de un sustra-
to cromogénico soluble consistente en Nitroazul de tetra-
zolio y 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato, que es converti-
do por el enzima en un tinte insoluble gque precipita en

el lugar exacto de la reaccién inmune.

11.1.- Hibridacién directa a partir de una solucidn de
ADN

a) Se diluye el ADN que se vaya a usar como sonda ( se
cuencias de ADN o ARN marcadas con indicadores, que pue -
den unirse a cadenas de ADN o ARN que poseen secuencias

complementarias ) con agua o tampén TE, pH 7°5 hasta una
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concentracién final de 5-500 ug/ml.

b) Se desnaturaliza el ADN con calor tal comoc ha sido

previamente explicado.

c) Se afiaden 500 ul de la solucién de modificacién A a

100 de la solucién de ADN y se mezcla bien en Vortex.

d) Se adicionan 125 ul de la solucién de modificacién

B y se mezcla de nuevo en Vortex.
e) Se incuba a temperatura ambiente durante 2 horas.

f) Se colocan 10 ul de la solucidén conteniendo el ADN
problema, desnaturalizado, en una membrana de Nitrocelulg

sa y se deja secar durante 10-15 minutos.

g) Como control positivo de ia sonda, se coloca en la
membrana, 2 ul del mismo sin modificar y desnaturalizado,
y como control positivo de la reacciédn de modificaciédn,
otros 2 ul de ADN de esperma de salmén, modificado y des

naturalizado, se deja secar durante 10-15 minutos.

h) La membrana se incuba en vacio a 802 C durante 2

horas.

i) Se coloca la membrana en una bolsita de pléstico y
se le afiade 50 ul/cm2 de membrana de la solucién de pre-
hibridacién consistente en: SSC ( 6 X ), Denhardt ( 5 X )
SDS 0°1% y 100 ug/ml de ADN de E. coli desnaturalizado.
Se cierra la bolsa con un sellador de bolsas al calor Me
lita, y se incuba a 682 C durante 2 horas.

j) Se coloca la membrana en otra bolsita y se hibrida

el ADN modificado con el ADN. problema,en una solucibn i-
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gual a la anterior pero sin el ADN de E. coli, poniendo
50 ul/cm2 de membrana, se sella la bolsa evitando que que
den burbujas y se incuba a 68¢2 C durante 12-24 horas.

k) Se lava con SSC ( 2 X ) y SDS 0°5% durante 5 minu -

tos.

1) Se lava con SSC ( 2 X ) y SDS 0°1% durante 20 minu-

tos.

m) Se lava con SSC ( 0°1 X ) y SDS 071% durante 30 mi-

nutos.

n) Se seca la membrana colocandola sobre papel Whatman
3MM, cuidéandonos de que la cara de la membrana que contac

te con el papel nc sea la reactiva.

1) Se transfiere la membrana a otra bolsita de pléasti-
coO y se afiade solucién bloqueante en un volumen de 50 ul/
2
cm” de membrana. Se cierra la bolsa y se mantiene a tempe

ratura ambiente en agitacién continua durante 1 hora.

0) Se descarta la solucibén y se afiade el anticuerpo
contra el ADN modificado diluido en solucién bloqueante,
en una proporcién de 1:100, en una cantidad de 50 ul/cm2
de membrana, se sella la bolsa y se incuba a temperatura

ambiente con agitacién,

p) Se lava la membrana tres veces con la solucibén de

lavade n? 1, cada lavado ha de ser de 15 minutos y se re

quiere un volumen de 3 ml/cm2 por lavado.

g) Se coloca la membrana en otra bolsa y se afiade 1la
Fosfatasa alcalina unida a la antigammaglobulina diluida

en la solucién bloqueante en una proporcién 1:100, 50 ul/
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cm2 de membrana. Se cierra la bolsita y se incuba a tem-

peratura ambiente durante 1 hora en agitacién,.

r) Se efectian tres lavados de 20 minutos con la mis-

ma séluciédn,

s) Se lava dos veces durante 10 minutos con la solu -

cién de lavado n@ 2,

t) Se coloca la cara no reactiva de la membrana sobre

papel Whatman 3MM durante 2 minutos.

u) Se transfiere la membrana a otra bolsa de pléstico
y se afiaden 50 ul/cm2 de membrana de la solucién del sus
trato cromogénico, se sella la bolsa y se incuba en oscu
ridad durante 15-30 minutos. Si no aparece inmediatamen-

te el color, se prolonga la incubaciédn hasta 1 hora.

v) Se fotografia o ain. mejor, se fotocopian los re -

sultados, pues asi se puede aumentar el contraste.
11.2.- Hibridacién Southern blot.

Se empled para detectar hibridacién del ADN extra-
cromosédmico de la cepa pfoblema, sin tener que individua

lizar y extraer los plésmidos del gel de agarosa.

a) Se somete el ADN de la cepa problema a electrofore
sis horizontal en gel de agarosa al 1% empleando tampén
TBE, pH 8°2 y corriente eléctrica de 70 V y 40 mA, duran

te 4 horas.

b) Se tifie el gel con la solucion reveladora B duran-

te 15 minutos.

c) Se expone el gel a luz ultravioleta de onda corta
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durante 10 minutos para visualizar las bandas de ADN y
romper sus cadenas. Se superpone un papel transparente en
el gel, dibujando en aquel las bandas con el fin de tener

referencia de su localizacidn.

d) Se cortan y se desechan todas las porc¢iones!ilatera-

les del gel que no contegan ADN.

e) Se sumerge el gel en una solucién de Cloruro sbédico
1’5 M e Hidréxido sdédico 0°5 M durante 1 hora, para desna

turalizar el ADN; esta solucibn se cambia varias veces.

f) Se coloca el gel en una solucién de Cloruro sédico

1’5 My Tris 1 M, pH 8, que se renovari varias veces.

g) Se transfiere el ADN a papel de Nitrocelulosa para
lo cual, y tal como podemos apreciar en la Figura 5, se

procede del siguiente modo:

~ Se corta un trozo de papel Whatman 3MM de un tama-
fio tal que cubra todo el gel y en los laterales quede
cantidad suficiente para hacer contactar el tampén SSC
( 10 X ) existente en la cubeta donde se va a colocar el

gel,

- Se coloca el papel sobre un soporte ubicado en el

interior de la cubeta.
- E1 gel de agarosa se sitia encima del papel.

- Encima del gel se coloca un pléstico al que le fal

ta la superficie correspondiente a aquel.

- Sobre el pléastico se pone una pieza de membrana de
Nitrocelulosa cuya superficie es de 1-2 mm mayor que la

del gel; previamente esta membrana se debe mojar en tam-
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pén SSC ( 2 X ) y se ha de mantener empapada durante 2 mi

nutos,

- Encima de la membrana se superpone un trozo de pa -
pel Whatman doble, de un tamafio algo menor que el de la

membrana de Nitrocelulosa.

- Encima de todo se coloca una pila de papel de fil -

tro de unos 8 cm de altura y una pesa de 1/2 Kg.

- Se vierten 2 litros de tampén SSC ( 10 X ) en la cu
beta y se espera hasta que el papel de filtro se impregne
con la mayor cantidad de tampédn posible, momento este en

el que el ADN habré pasadc al papel de Nitrocelulosa.

i) E1 ADN se fija en la membrana incubdndola a 80¢ C

en vacio durante 2?2 horas.

Jj) E1 papel de Nitrocelulosa se corta en pequefias ti -
ras con el fin de que cada una nos sirva para la prueba

de hibridacién con el ADN elegido.

k) El1 proceso de hibridacién se continda como describi

mos anteriormente.
12.~ ESTUDIOS ESTADISTICOS

Para la evaluacibén de datos cualitativos empleamos
el test de Chi-cuadradc de Mantel y Haenszel y el test e-
xacto de Fisher cuando algunc de los valores fue menor o

igual a 5.
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Las 116 cepas de N. gonorrhoeae procedian de 107

pacientes, de ellos, 62 fueron varones heterosexuales, 14

varones homosexuales y 31 mujeres heterosexuales,

Las muestras tuvieron distinta procedencia: 78
( 67°24% ) fueron obtenidas de uretra, 33 ( 28744% ) de
endocérvix, 4 ( 3°44% ) de recto y 1 ( 0°86% ) de farin -

ge.

En 4 varones heterosexuales, 3 mujeres y 1 vardén nho

mosexual se aisld, por dos veces, N, gonorrhoeae. E1 in -

tervalo entre los dos aislamientos fue de 7 dias, momento
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en el cual acuden sistemé&ticamente los pacientes a con -

trol. En 1 mujer se aisldé N. gonorrhoeae en 3 localiza -

ciones: endocérvix, recto y faringe.

1.~ PRODUCCION DE PENICILINASA

De las 116 cepas, 14 ( 12% ) fueron productoras de

penicilinasa, teniendo que considerar que en 2 pacientes

se aisldé N. gonorrhoeae productora del enzima tanto en la
primera como en la segunda visita. El1 tratamiento de elec
cidén con Penicilina, que se instaurd antes del aislamien-

to, en estos dos casos resultd, como es lbégico, ineficaz.

Los datos epidemioldégicos de las cepas productoras
de penicilinasa asi como el tratamiento que se instaurd

en cada caso se encuentran en la tabla IV.

Como puede apreciarse, las 14 cepas productoras de
penicilinasa se aislaron en 9 pacientes varones ( 75% )
y en 3 mujeres ( 25% ). En 3 pacientes se pudo establecer
un tratamiento correcto y seguimiento del contacto, asi
como su tratamiento eficaz; en los 6 pacientes restantes,
s6lo se logrd instaurar un buen tratamiento en ellos pero
no fue posible el seguimiento de los contactos, por tan -
to, podemos decir que no se consiguidé un control total
del brote infeccioso producido por estas cepas resisten -

tes a Penicilina.

2.- DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A AGENTES ANTIMICRO-
BIANOS

Los resultados obtenidos en la determinacién de la
sensibilidad a diversos agentes antimicrobianos de las
cepas de N. gonorrhoeae se encuentran en las tablas V y
VI.




Tabla IV: Datos epidemiolégicos y tratamiento de los pacientes infectados por cepas

de N, gonorrhoeae productoras de penicilinasa.

Sexo/Pref. sexual

Lugar aislamiento

N¢ de la pareja

Tratamiento

Varon
Mujer

Varon

Varon

Varon
Varon
Varon
Varon
Mujer
Mujer

Varon

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

heterosexual

Uretra

Uretra

Uretra

Endocervix

Uretra

Uretra

Uretra

Uretra

Uretra

Uretra

Uretra

Endocervix

Endocervix

Uretra

30/85

29/85

21/86
19/86
43/86

41/86

Penicilina
Espectinomicina
Espectinomicina
Espectinomicina
Espectinomicina

Penicilina

Ofloxacina

Ofloxacina
Espectinomicina

Ofloxacina

Ofloxacina
Espectinomicina
Espectinomicina

Ofloxacina



Tabla V: Porcentajes acumulativos de inhibicién de las 116 cepas de N. gonorrhoeae & la accién de
antimicrobianos.

. Concentraciones ( ug/ml )
0°00045 0°0009 070018 070037 070075 07015 003 0°06 0712 0725 0°S -1 2

P e - T L T T T T -
——_,_—-_—-—_-__..__._,_.__._.._____________:_-_-_--———-—.-—_._.___._.._..__.._._‘_.._._._...—._._—_.-_.——_-.-_______.__-__...—___—_—_—__-__
——.——.—————._._._........—_......_..._.__—_——.———_._-_._.__._.__..._..___.__.___—_—_._-_._-_

NGPP
PENICILINA

NGNPP 8 23 68 93 97 99 99 100

NGPP 43
TETRACICLINA

NGNPP 1 5 63 99

NGPP
ESPECTINOMICINA
NGNPP

NGPP 7 79 93 100
ERITROMICINA
NGNPP S 24 .78 97 100

NGPP 14 57 86 100
CEFTRIAXONA
NGNPP 1 9 46 94 100

NGPP 14 79 100
CIPROFLOXACINA
NGNPP 31 64 g2 96 96 100

NGPP 21 100
OFLOXACINA .
NGNPP 2 51 94 9% 98 100

7 agentes

T ESmEEEREIREES

79 100
100
100

29 100



Tabla VI: Valores de CMIBO y CMI9

estudiados ante las dos poblaciones de N. gonorrhoeae.

en ug/ml de los distintos agentes antimicrobianos

50 90

NGPP 8 8
PENICILINA

NGNPP 0706 07125

NGPP 4 8
TETRACICLINA

NGNPP 1 2
: NGPP 16 16
ESPECTINOMICINA

NGNPP 16 16

NGPP 0706 07125
ERITROMICINA

NGNPP 0706 07125

NGPP 070018 070075
CEFTRIAXONA

NGNPP 070018 070037

NGPP 070018 070037
CIPROFLOXACINA

NGNPP 070018 070037

NGPP 0703 0703
OFLOXACINA

NGNPP 07015 0703
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Todos los agentes antimicfobianos estudiados se com
portaron de un modo semejante tanto frente a las cepas
productoras como no .productoras de penicilinasa, a excep-
cién de Penicilina. También Tetraciclina se comportéd de
forma distinta, aunque tal diferencia no fue significati-

va.

Las concentraciones de Penicilina que inhibié al
90% de las cepas productoras de penicilinasa fue de 8 ug/
ml, mientras que las no productoras se inhibieron con

07125 ug/ml.

Dentro de las 102 cepas no productoras de penicili-
nasa, 76 ( 74°5% ) se inhibieron a una concentracién de
Penicilina que oscild entre 0705 y 0°5 ug/ml, pudiéndose
considerar relativamente resistentes a este agente antimi
crobiano, 3 ( 2°9% ) cepas se inhibieron a una concentra-
-idn de Penicilina igual o mayor a 0°5 ug/ml, siendo por
lo tanto cromosdémicamente resistentes a este agente anti-

microbiano.

Tetraciclina presentdé unos valores de CMISO y CM190
superiores en 2 diluciones frente a las cepas productoras
de penicilinasa que ante las no productoras del enzima
( 37725% ) fueron relativamente resistentes ( CMI = 2-4
ug/ml ) mientras que el porcentaje de éstas en la pobla -

cién de cepas productoras de penicilinasa fue del 92°85%.

Espectinomicina mostré la misma actividad ante las
cepas productoras y no productoras de penicilinasa, pre -

sentando unas CMI oY CMI de 16 ug/ml.

5 90

Eritromicina inhibié al 90% de las cepas producto -
ras y no productoras de penicilinasa a una concentracién

de 07125 ug/ml, no existiendo ninguna cepa resistente a
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este agente antimicrobiano.

Los agentes antimicrobianos mis activos frente a

las cepas de N. gonorrhoeae estudiadas fueron Ceftriaxona

y Ciprofloxacina cuyos valores de CMI ante las cepas

90
productoras del enzima inactivante fue de 070075 y 070037
ug/ml respectivamente y, ante las cepaé no productoras,

de 070037 ug/ml en ambos casos.

Ofloxacina fue menos activa que el otro derivado
quinoleinico estudiado ( Ciprofloxacina ), presentando
una CMI de 0703 ug/ml para los dos tipos de cepas ( su-

90

periores en tres diluciones a la CMI de Ciprofloxacina).

90
3.- DETECCION DE LOS PLASMIDOS Y CALCULO DE SUS PESOS MO-
LECULARES

De ios métodos utilizados para el andlisis piasmidi
co, el que nos ofrecié mejores resultados fue el de
Eckhardt ( resultados no mostrados ) y éste fue el método
utilizado para detectar los plésmidos en todas las cepas

de N. gonorrhoeae estudiadas.

Efectuamos las electroforesis a 100 V y 50 mA duran

te 4 horas, utilizando un gel de agarosa al 0°8% en TBE.

1 resultado de la deteccibén de plasmidos en las ce
pas estudiadas se puede apreciar en la tabla VII y en las
figuras 6 y 7 se muestran las electroforesis en gel de
agarosa de los plésmidos portados por las cepas de N. go-
norrhoeae més representativos del presente estudio. Los
pesos moleculares de los mismos se determinaron por extra
polacién de la recta de calibrado efectuada en cada expe-

rimento, como se describe en el apartado de métodos.

En todas las cepas se detectd la presencia de, al



Tabla VII: Plédsmidos de las 116 cepas de N. gonorrhoeae.

Produccién de penicilinasa Pléasmidos ( P.M. ) Ne de cepas %
- 2’6 Mda 72 62
- 2°6 y 24’5 Mda 24 2076
- 2’6 y 7°8 Mda 4 3°4
- 2°6, 7°8 y 24’5 Mda 2 1°8
+ 2°6 y 4°5 Mda 2 1°8
+ 2’6, 47’5 y 24’5 Mda 10 876
+ 2°6 y 3’2 Mda 1 079
+ 2°6, 4°8 y 24’5 Mda 1 0’9

Sin pléasmidos 0 0
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Figura 6.- Electroforesis en gel de agarosa al 0°8% duran-
te 4 horas a 100 V y 50 mA. A) y D) plésmidos de 276 y
24°5 Mda, B) y E) pléasmido de 276 Mda, C) plésmidos de la
cepa patrén de E. coli V517, F) plésmidos de 276, 778 y
24°5 Mda.
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Figura 7.- Electroforesis en gel de agarosa al 0°8% duran-
te 4 horas a 100 V y 50 mA. A) plésmidos de 276 y 372 Mda,
B) plasmidos de 2°6, 4°8 y 24°5 Mda, C) plasmidos de la ce
pa patrén de E, coli vs17, D) y E) plasmidos de 276 y 2475
Mda.
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menos, un plésmido. E1l pléasmidos criptico de 2°6 Mda se
encontrd en todas las cepas; en 72 cepas ( 62% ), éste

fue el Unico plésmido presente.

La combinacién del plésmido criptico con el plésmi-
do cdonjugativo de 24°5 Mda, aparecid en 24 cepas (2076%).
en 4 ( 374% ), aparecieron los dos plésmidos cripticos de
2’6 y 7°8 Mda; en 2 cepas ( 178% ) aparecidé el mismo pa -

trén anterior més el pléasmido de 24°5 Mda.

En las 14 cepas productoras de penicilinasa se pudo
apreciar una gran variedad de patrones plasmidicos; en 12
cepas ( 85°7% ), el plésmido responsable de la producciédn
del enzima fue el de 4°5 Mda vy en todas las cepas, excep-
to en dos, estuvo acompafiado por el plésmido conjugativo.
Sélo una cepa productora de penicilinasa ( 7% ), presentd

el plasmido de 372 Mda.

Una de las cepas productoras de penicilinasa ( la
34/85 ), 1llambé la atencidn porque en ella se detectd un
plésmido de un peso molecular de 4°8 Mda que, por ahora,

ne lc hemos hallado descrito en la literatura.

4,- DETERMINACION DE LOS REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES O
AUXOTIPIA

Los auxotipos de las cepas de N. gonorrhceae estu -

diadas, asi como el fenotipo y su frecuencia se pueden

observar en la tabla VIIT.

La determinacidén de los requerimientos nutriciona -
les se consiguidé en un 94% de las cepas, ya que hubo 7 ce

pas gque no crecieron en el medio completo NEDA.

El auxotipo més frecuente entre las cepas no produc

toras de penicilinasa fue el 2 o requiriente de Prolina



Tabla VIII: Fenotipos y Auxotipos de las cepas de N. gonorrhoeae no productoras de

penicilinasa.
Fenotipo Auxotipo Ne ce cepas ( % del total )
No crece 7 ( 6% )
Cero 1 17 ( 14°6% )
Pro 2 34 ( 297°3% )
Arg~ 3 1 ( 079% )
Met™ 4 1 ( 0°9% )
Pro Hyx 9 10 ( 8°6% )
Pro~ Hyx V~ 10 1 ( 0°9% )
Pro Arg Hyx Ura 11 2 (177% )
Pro~ Ura 2 (177% )
Pro Hyx Ura 3 ( 2°6% )
Pro~ His~ Hyx 2 (1°7% )
Hyx 18 ( 1575% )
Hyx Ura 2 (1 177% )

His 2 (17°7% )
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( Pro” ) presentado por 34 cepas ( 29°3% del total ), le
siguieron en frecuencia aquellas que necesitaron Hipoxan
tina ( Hyx ) para su metabolismo - 18 cepas ( 1575% ) -
y las no requirientes o prototrofas que constituyen el
auxotipo 1 con 17 cepas ( 14°6% ). Las 33 cepas restan -
tes ( 28°5% ), pertenecieron a 10 auxotipos diferentes.

Entre las cepas productoras de penicilinasa ( ta -
bla IX ) el auxotipo mas comén fue el ntmero 2 ( Pro )
al que pertenecieron 11 cepas ( 9°5% ). De las 3 cepas
restantes, una fue prototrdéfica, otra necesité6 Pro  Hyx
Ura  y la Gltima Pro  His Hyx . Este Gltimo requerimien
to fue el presentado por la Gnica cepa productora del en

zima que portaba el plésmido de 372 Mda.
5.- DETERMINACION DE LOS SEROGRUPOS Y SEROTIPOS

kn la tabla X podemos apreciar el nimero de cepas

de N. gonorrhoeae productoras y no de penicilinasa perte

necientes a los distintos serogrupos: WI y WII/III.

Todas las cepas estudiadas reaccionaron con 1ios an
tisueros, perteneciendo por lo tanto a uno de los dos
grupos descritos ( WI o WII/III ). Sélo pudimos detectar
una cepa dentro del serogrupo WII/III que pertenecid al

subgrupo WIIT,.

Tanto en las cepas productoras como no de penicili

nasa, el serogrupo mis frecuente fue el WII/IIT.

En la tabla XI se pueden observar 10s serogrupos,

asi como los serotipos de las 116 cepas.

Dentro del serogrupo WI, sbélo se detectaron 8 sero

tipos mientras que en el WII/III ascendieron a 23.



Tabla IX: Fenotipos y Auxotipos de las cepas de N. gonorrhoeae productoras de

penicilinasa.

Cero

Pro

Pro~ Hyx Ura

Pro  His  Hyx

11 (

1 (

1 (

0" 9%



Tabla X: Numero de cepas de N. gonorrhoeae productoras y no de penicilinasa de 1los
dos serogrupos: WI y WII/III incluidas en este estudio.

Aislamientos Wl (% ) WII/III ( % ) N¢ total

Cepas no productoras
‘ 7 *
de penicilinasa 32 (3174 ) 70 ( 6878 ) 102 ( 88 )

Cepas productoras
de penicilinasa 2 (1473) 12 ( 8577 ) 14 ( 12 )

Total 34 ( 2973 ) 82 ( 7077 ) 116 ( 100 )

* Una de las cepas aqui incluidas pertenecié al subgrupo WIII.



Tabla X1: Serogrupos y Serotipos de las 116 cepaside N. gonorrhoeae

Serotipos segun el Serotipos segﬁnkl sistema de Acs. Ph
sistema de Acs. GS -

Cepas W1 Cepas WII/III

Brpyust
Bropt
Bopyst
Eopyt
Brpyst
Bpyvut
Bepys
Broyt
Bropyst
Butx

Arost
Arst
Arsv
Ars
brpyut
Epyust
Bryust
Bropyt

Cepas WI
Aedpkih

o

Adgkih 4

Aedih 18

Afd 21
Afe 1
AL 5
Adih 1

Cepas WII/I11
Bace jk ‘ 8 8
Bajk
Back
Bak

5 10 3

Bac jk
Bgjk ‘ e
Bacgk | >
Begjk 1
Bacgjk 2

Bacek 1
Bae jk Ut

Beghjk 2
Bagk

Bacej
Bcegjk
Bag jk
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Entre las cepas pertenecientes al serogrupo WI, el
serotipo mis comin fue el Aedih/Arst y en el WII/III:
Bajk/Bropt, Back/Bropyt y Bak/Bropyt.

Con los reactivos del sistema GS se detectaron 7 se
rotipos dentro del serogrupo WI y 4 con los anticuerpos
del sistema Ph. Dos serotipos determinados por el sistema
Ph se correspondieron en cada caso con dos serotipos dife
rentes determinados por el sistema GS; un serotipo esta -
blecido con los anticuerpos Ph se correspondié con tres
distintos del sistema GS y el serotipo restante, se co —--

rrespondié Gnicamente con otro del sistema GS.

En lo referente al serogrupo WII/III se pudieron ob
servar 16 serotipos con el sistema GS y 14 con el Ph. Tan
sblc en 7 cepas, la correspondencia de serotipos determi-
nados por ambos sistemas fue 1:1. Con el sistema de anti-
cuerpos FPh se cbservd gue el serotipo Bropyt, al que per-
tenecieron 26 cepas, tuvo su correspondencia con 4 seroti
pos del sistema GS. E1l serotipo Bopyst que incluybé 8 ce -
pas, tuvo su equivalente en 3 serotipos diferentes del o-
trc sistema. Para finalizar, los serctipos Bruyt, Bropt,
Brpyst y Bropyst, tuvieron en cada caso su correspondén -

cia en dos diferentes serotipos del sistema GS.

La Unica cepa que pertenecié al subgrupo WIII fue

la que presentd el serotipo Beghjk.

Como puede observarse en la tabla XII, de las 14 ce
pas productoras de penicilinasa, 12 pertenecieron al sero
grupo WII/II1, correspondiendo a un 85°7% y de éstas, 6
( 50% ), presentaron el serotipo Back/Bropyt, 2 ( 16% ),
el serotipo Bak/Broyt y 1 ( 8°3% ), la variedad Bak/Bropyt
2 cepas { 14°3% ) fueron del serotipo Bcegjk/Bpyust y 1
fue del serotipo Bacejk/Brpyust.



Tabla XII: Relaciébn entre Plésmidos/Fenotipo/Serogrupo/Serotipo de las cepas pro-

¢ de la cepa Pléasmidos Fenotipo Serogrupo Serotipo GS Serotipo Ph
21/85 276, 4°5, 24°5 Mda Pro~ WII/III Back Bropyt
26/85 276, 4°5, 24’5 Mda Pro~ WII/III Bcegjk Bpyust
29/85 276, 475, 24°5 Mda Fro~ WII/III Back Bropyt
30/85 2’6, 4°5, 24°5 Mda Pro_ WII/III Bcegjk Bpyust
34/85 276, 4°8, 24°5 Mda Pro Hyx Ura WII/III Back Bropyt
46/85 2°6, 4’5 Mda No reguiriente WI Aedgkih Arost
49/85 2’6, 475 Mda Pro~ WII/III Bace jk Brpyust
57/85 2°6, 475, 24’5 Mda Pro WII/ITI Back Bropyt
3/86 2’6, 4°5, 24°5 Mda Pro_ WII/III Bak Bropyt
11/86 2°6, 372 Mda Pro His Hyx WI Aedih Arst
19/86 2°6, 4°5, 24°5 Mda Pro~ WII/III Back Bropyt
21/86 2°6, 475, 24°5 Mda Pro~ WII/III Back Bropyt
41/86 2°6, 4°5, 24°5 Mda Pro~ WII/III Bak Broyt
43/86 276, 4°5, 24°5 Mda Pro~ WII/III Bak Broyt
22/86 Pro WII/III Bajk Bropyt
61/86 Hyx~ WII/III Bajk Bopyt
66/86 Pro WI Adih Arst
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Entre la poblacibédn de cepas no productoras de peni-
cilinasa, el serotipo mé&s frecuente fue el Bropyt determi
nado por el sistema Ph de anticuerpos monoclonales y se
correlacioné con 4 distintos serotipos determinados por
el sistema GS. El1 denominador comin de estos cuatro sero-
tipos fue la aglutinacidn con los anticuerpos llamados

" a " y 1" k " .
6.- RELACION PLASMIDOS/SENSIBILIDAD

El anélisis de las posibles relaciones entre plésmi
dos y sensibilidad demuestra que, en lo concerniente a
"las cepas no productoras de penicilinasa, no existe rela-
cidén alguna puesto que ninguna ce estas cepas portaba
pléasmidos R y este hecho se vidé reflejado en los valores

de CMI CMlgo para los distintos agentes antimicrobia-

50 Y
nos ( tabla VI ). No ocurre lo mismo cuandc se analizan
ias cepas productoras del enzima, ya que, y como se puede
observar en lia tabla XIII, los valores de CM1l de Penicili
na se vieron incrementados en relacién a lo acontecido
con las cepas no productoras ( tabla VI ). También los va
leores de CMI de Tetraciclina se vieron ligeramente incre-
mentados en las cepas productoras de penicilinasa en rela

cién a la otra poblaciébn.
7 .- RELACION PLASMIDOS/AUXOTIPIA

Entre las cepas productoras de penicilinasa parece
existir una correlacién significativa entre el plésmido
de 475 Mda y los requerimientos nutricionales de Prolina
ya que, de las 13 cepas que portaron el plasmido de 4°5
Mda, todas excepto una, que fue prototrbéfica, requirieron
Prolina, séla o acompafiada de otro aminoécido ( tabla
XIT ).

Hemos encontrado una diferencia estadisticamente



Tabla XIII: Relacién entre los plasmidos de las cepas de N. gonorrhoeae productoras de

penicilinasa y sus sensibilidades a Penicilina y Tetraciclina.

C.M.I. ( ug/ml )

N¢ de la cepa Plésmidos Penicilina Tetraciclina
21/85 2°6, 4’5, 24’5 Mda 8 2
26/85 2°6, 4°5, 24°5 Mda 4 8
29/85 2°6, 4’5, 24’5 Mda 8 2
30/85 2°6, 4°5, 24°5 Mda 4 8
34/85 2°6, 478, 245 Mda 8 2
46/85 2°6, 24’5 Mda 4 4
49/85 2°6, 24°5 Mda 8 4
57/85 2°6, 4°5, 24°5 Mca 16 2

3/86 2°6, 4°5, 24°5 Mda 8 8
11/86 2°6, 372 Mda 4 2
19/86 2°6, 4’5, 24°5 Mda 4 4
21/86 2°6, 4’5, 24°5 Mda 4 4
41/86 2°6, 4’5, 24°5 Mda 8 4

43/86 2°6, 4’5, 2475 Mda 8 2
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significativa ( p = 070096 ) entre la presencia del plés-
mido de 24°5 Mda y las necesidades de Prolina y de esta

forma, del total de cepas portadoras de este plésmido que
fueron 37, 17 cepas ( 46% ) necesitaron sélo y exclusiva-
mente Prolina, 12 cepas ( 3274% ) requirieron el aminoéci
do anterior junto con otros, y de las 8 cepas restantes

( 21°6% ) 4 requirieron Hipoxantina y las otras 4 fueron

prototréficas.

No se encontré ninguna otra relacibén entre plésmi -

dos y requerimientos nutricionales.
8.—- RELACION PLASMIDOS/SEROGRUPO

Como puede observarse en la tabla XII, todas las ce
pas productoras de penicilinasa portadcras del plasmido
de 4°5 Mda, a excepcién de una, pertenecieron al serogru-
po WII/III, mientras que la uUnica cepa productora del en-
zima que albergd el pléasmido de 372 Mda se incluyd en el
serogrupo WI. De ello podemos inferir la relacidén entre

el plédsmido de 4°5 Mda y el serogrupo WII/III.

No se hallaron otras relaciones entre otros plasmi-
dos y el serogrupo al que pertenecieron las cepas que los

portaban.
9.- RELACION SENSIBILIDAD/AUXOTIFRIA

En el presente estudio se ha podido observar que
los requerimientos de Prolina en las cepas de N. gonor --
rhoeae se han asociade a altos niveles de resistencia a
Penicilina ( CMI mayor de 0°5 ug/ml ) ( p = 070035 ). Asi
mismo hubo una asociacién entre Pro y valores mayores de

CMI de Tetraciclina ( CMI mayor de 2 ug/ml ) ( p = 0705 ).

Otras relaciones significativas encontradas han si-
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do, la del requerimiento de Hipoxantina con cepas muy sen
sibles a Penicilina ( CMI menor de 0°05 ug/ml ) (p=0-013),
Tetraciclina ( CMI menor de 2 ug/ml ) ( p = 07026 ) y Cef
triaxona ( CMI menor de 070037 ug/ml ) ( p = 07018 ).

Del mismo modo al punto anterior, las cepas proto -
tréficas se relacionaron con niveles de mayor sensibili -
dad a Penicilina ( CMI menor de 0705 ug/ml ) ( p = 0704 )
y en un sentido opuesto, a menor sensibilidad a Ofloxaci-

na ( CMI mayor de 0703 ug/mi ) ( p = 070052 ).

Para finalizar, se ha podido observar una diferen -
cia significativa ( p = 07037 ) entre cepas que no crecig
ron en el medio completo NEDA y valores de CMI mayores de

Eritromicina de 0706 ug/ml.
10.- RELACION SENSIRILIDAD/SERQGRUPC
En la tabla XIV podemos observar cbdme se inhibié el

crecimiento de las 116 cepas de N. gonorrhoeae de los dis

tintos serogrupos con los agentes antimicrobianos estudia

dos,

S6lo hemos encontrado asociacién significativa en -
tre cepas mé&s sensibles a Penicilina ( CMI menor de 0705
ug/ml ) y a Ceftriaxona ( CMI menor de 070018 ug/ml ) y
el serogrupo WI, presentando un valor de p = 070014 y

07047 respectivamente.
11.- RELACION AUXOTIPIA/SEROGRUPO

Esta comparacién se puede observar en la tabla XV

y en la Figura 8.

Estadisticamente, hubo una diferencia significativa

{ p = 07024 ) entre cepas que requirieron Hipoxantina y



Tabla XIV: Relacidén Sensibilidad/Serogrupo
Porcentajes acumulativos de cepas inhibidas a distintas concentraciones de antimicrob.
Antimicrobiano Concentraciones ( ug/ml )

o = it S e e e i s e A e e S T T T TS S S T ST T MR M M e T M e T M M A T S T NS ST T SAM s v e Sty e S e S s e T v e o e A W St e e e = = A e o A T o b o s e e o b e T o A e = o S Y S skt > - AP — —
S 5 25 2 2 R R R e - b b T T T 2 T T T - T - 2 -t

PENICILINA

Wl 9 38 71 91 91 91 91 94 100

WII/III 6 12 55 78 83 85 85 85 90 99 100
TETRACICLINA

Wl 6 68 97 100

WII/III 1 4 S50 90 96 100
ESPECTINOMICINA

WI 35 100

WII/III : 21 100
ERITROMICINA

L J 3 26 85 100

WII/III 5 29 76 95 100
CEFTRIAXONA

WI 9 62 100

WII/III 1 10 41 90 100
CIPROFLOXACINA

wl 44 76 97 100

WII/III 23 61 92 95 95 100
OFLOXACINA

WI 53 94 97 100

WII/I1l 2 45 95 85 38 100



Tabla XV: Relacién de los Fenotipos con los Serogrupos de las 116 cepas de N. gonorrhoeae.
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Tipo de cepas Fenotipo WI WII/III Total
Ne¢ de cepas (%) N¢ de cepas (%)
Pro 0 11 (974) 11
NGPP Pro Hyx Ura’ 0 1 (0°8) 1
Pro His Hyx 1 (0°8) C 1
Prototré6fica 1 (0°8) C 1
Pro 11 (97°4) 25 (19°8) 34
Hyx 5 (4°3) 15 (1171) 18
His 0 2 (1°7) 2
Arg" 0 1 (0°8) 1
Met™ 1 (0°8) 0 1
Pro Ura 0 2 (177) 2
NGNPP Hyx Ura~ 0 2 (177) 2
Pro Hyx 6 (572) 4% (374) 10
Pro Hyx Ura 2 (177) 1 (0°8) 3
Pro Hyx V_ 1 (0°8) 0
Pro His Hyx~ 0 2 (177)
Pro Arg Hyx Ura~ 2 (1°7) 0
Prototréficas 2 (17°7) 15 (1278) 17
No crece 2 (1°7) 5 (4°3)

¥ Aqui se incluye la unica cepa perteneciente al subgrupo WIII.
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Figura 8.- Relacién Fenotipo/Serogrupo de las 116 cepas de N. gonorrhoeae.
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y aquellas pertenecientes al serogrupo WI y también entre
estas Gltimas cepas y las que requirieron Prolina e Hipo-

xantina.

12.- RELACION SENSIBILIDAD/SEXO/PREFERNCIA SEXUAL

Esta relacibén podemos observarla en la tabla XVI y
en las Figuras 9, 10 y 11 que representan las diferentes
sensibilidades a Penicilina, Tetraciclina y Eritromicina
de las cepas aisladas de varones heterosexuales, homose -
xuales y mujeres. Unicamente se ha podido observar que

las cepas de N. gonorrhoeae no productoras de penicilina-

sa de varones homosexuales, fueron ligeramente menos sen-
sibles a Penicilina que la de los varones heterosexuales
y las de las mujeres ( exceptuando de esta Gltima pobla -
cién una cepa que fue cromosdmicamente resistente y que
presenté un CMI de Penicilina de 2 ug/ml ); no obstante,

esta relacidn no fue estadisticamente significativa.
13.- RELACION PLASMIDOS/SEXO/PREFERENCIA SEXUAL

No hemos encentradc relaciones significativas en es

ta comparacién,
14.- RELACION AUXOTIPIA/SEXO/PREFERENCIA SEXUAL

56lc pudimos demostrar que hubo una relacidén signi-
ficativa ( p = 07028 ) entre las cepas prototréficas y su
procedencia de varones homosexuales cuando se compard con

la poblacibén de varones heterosexuales.
15.— RELACION SEROGRUPO/SEXO/PREFERENCIA SEXUAL

Podemos observar dicha relacibén en la tabla XVII.

Como puede apreciarse, la distribucibédn de los dos serogru

pos: WI y WII/III en varones heterosexuales y mujeres fue



Tabla XVI: Porcentajes acumulativos de las CMIs de Penicilina,

cina de las cepas de N. gonorrhoeae seguin el grupo de poblacién en que se

Tetraciclina y Eritromi-

aislaron.

Antibidtico

PENICILINA

TETRACICLINA

ERITROMICINA

Pobtlacién

07015
VARON HOMOSEX. 13
VARON HETEROSEX. 9
MUJER 3
VARON HOMOSEX.
VARON HETEROSEX.
MUJER
VARON HOMOSEX.
VARON HETEROSEX. 6
MUJER 6

0’03

27

24

Concentraciones ( ug/ml )

0706 0°25

72

91

80

76

82

0’12

96

97

100

94

100

87

100

97

100

0’5

100

97

12

97

67

59

67

2 4
100
1CO
98 100
160
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Figura 9.- Actividad " in vitro " de Penicilina sobre cepas de N. gonorrhoede no pro-

ductoras de penicilinasa procedentes de los tres grupos de poblaciones.
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Figura 10.- Actividad " in vitro " de Tetraciclina sobre cepas de N. gonorrhoeae no

productoras de penicilinasa procedente de 1os tres grupos de poblaciones,



Porcentaje de cepas inhibidas

100

90

80 |

70

60

507t

40

30}

20

10

_____ Varones homosexuales

Varones heterosexua-
les,

llj||n|.|

25 £ & 8 5 g8 v

O ©o© o o L © SN N ug/ml del antimicrobiano
S o & o o +« o

\\\O o

o o o

Figura 11.- Actividad " in vitro " de Eritromicina sobre cepas de N, gonorrhoeae no

productoras de penicilinasa procedentes de 1los tres grupos de poblaciones.



Tabla XVII: Distribucién de los serogrupos WI y WII/III de N. gonorrhoeae segin el
grupo de poblaciébn.

Sexo/Preferencia sexual Namero de cepas ( % )
Wl WII/III Total
Varén heterosexual 21 ( 3273 ) 44 ( 6777 ) 65 ( 100 )
Varén homosexual 1 (677 ) 14 ( 9373 ) 15 ( 100 )

Mujer 12 ( 3373 ) 24 ( 6676 ) 36 ( 100 )
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seme jante. Sin embargo pudimos detectar una asociacién

significativa con p = 0704 entre las cepas del serogrupo
WII/III y la poblacidn de varones homosexuales cuando se
compard con la poblacibdn de varones heterosexuales y con

la de mujeres.

16.- SEGUIMIENTO DE CONTACTOS MEDIANTE DETERMINACION DE
PLASMIDOS, AUXOTIPIA Y SEROTIPIA

En la tabla XVIII exponemos los datos de las cepas
entre los que podemos encontrar alguna relacidén, bien por
pertenecer a los miembros de una pareja o0 por haberse ais

lado de un mismo paciente en ocasiones distintas.

Como puede observarse, las cepas aisladas de los
componentes de una pareja cocincidieron en todes los paré-
metros a excepcidén de las numeradas como 25/85 - 31/85 en
las que, salvo 21 serotipo, todas las demls caracteristi-
cas fueron diferentes y las numeradas como 2/86 - 4/86,
69/86 - 74/86 y 75/86 - 76/86 que presentaron el mismo au
xotipo y serotipo pero no coincidieron en los plésmidos
detectados ya gue, en una de las dos cepas, se observd el
pléasmido conjugativo junto con el de 2°6 Mda y en la otra

cepa, sblo este Gltimo pléasmido.

Los parémetros epidemiolbgicos de las cepas aisla -
das en diferentes ocasiones de un mismoc paciente ( gene -
ralmente aisladas en un intervalo de 7 dias, cuando acu -
dieron a la visita de control ), coincidieron en la mayo-
ria de los casos, a excepcidén de lo ocurrido con las pare
jas de cepas: 30/85 - 33/85 ( una productora y la otra no
productora de penicilinasa ), la 46/85 - 49/85 ( ambas
productoras del enzima ) y la 30/86 - 32/86 ( ambas no

productoras de penicilinasa ).

En la tabla XIX podemos observar la relacién de ce-



Tabla XVIII: Aplicacién de la determinacidén de Pléasmidos/Auxotipo/Serotipos para el segui-

miento de contactos.

I.- Cepas que se aislaron de los dos componentes de una pareja

Cepas N¢ Plasmidos Fenotipo/Auxotipo Serotipo (GS/Ph)
Varon heterosex. 25/85 2°6,7°8,24°5 Pro Ura
Pareja 1 _ Back/Bropyt
Mujer heterosex. 31/85 2°6 Pro /2

Varon heterosex. 26/85 _
Pareja 2 2°6,4°5,24°5 Pro /2 Bcegjk/Epyust
Mujer heterosex. 30/85

Varon heterosex. 2/86 2°6 _

Pareja 3 Pro /2 Bace jk/Brpyust
Mujer heterosex. 4/86 2°6,24"5
Varon homosex. 15/86

Pareja 4 26,2475 Protétrofa/1l Bacgk/Bopyst
Varon homosex., 17/86

Varon heterosex. 19/86 _
Pareja 5 2°6,4°5,24°5 Pro /2 Back/Bropyt
Mujer heteresex. 21/86

Varon heterosex. 25/86 _
Pareja 6 2°6 Pro /2 Bak/Bropyt
Mujer heterosex. 24/86



Tabla XVIII: ( Continuacién ).

Cepas N¢ Plasmidos Fenotipo/Auxotipo Serotipo (GS/Ph)

Varon heterosex. 43/86 _

Pareja 7 2°6,4°5,24°5 Pro /2 Bak/Broyt
Mujer heterosex. 41/86
Varon heterosex. 42/86 _

Pareja 8 276 Hyx Bajk/Bropyt
Mujer heterosex. 51/86
Varon heterosex. 55/86

Pareja 9 2°6 Protétrofa/1l Bajk/Bropt
Mujer heterosex.58,59,60/86
Varon heterosex. 57/86 _

Pareja 10 2°6 Pro /2 Bacej/Butx
Mujer heterosex. 56/86
Varon heterosex. 69/86 2°6 _

Pareja 11 Pro /2 Adgkih/Arost
Mujer heterosex. 74/86 2°6,24°5
Varon heterosex. 76/86 276 _ _ _

Pareja 12 Pro His Hyx Bacgjk/Brput
Mujer heterosex. 75/86 2°6,24°5
Varon heterosex. 77/86 _

Pareja 13 2°6 Pro /2 Back/Bropyt
Mujer heterosex. 81/86



Tabla XVIII: ( Continuacién ).

II.- Cepas que se aislaron de un mismo paciente en diferentes ocasiones

52/86

Cepas N¢ Plasmidos Fenotipo/Auxotipo Serotipo (GS/Ph)
21/85 _
Paciente 1l:Varon heterosex. 2°6,4°5,24°5 Pro /2 Back/Bropyt
29/85
30/85 2°6,4°5,24°5 Pro /2 Bcegjk/Bpyust
Paciente 2:Mujer heterosex. _ _
33/8% 2°6 Hyx Ura Bace jk/Brpyust
46/85 Protbétrofa/1 Aedgkih/Arost
Paciente 3:Varon heterosex. 26,475 _
49/85 Pro /2 Bace jk/Brpyust
4/86 _
Paciente 4:Mujer heterosex. 2°6 Pro /2 Bacejk/Brpyut
6/86
30/86 276 Hyx Bagjk/Bropyst
Paciente 5:Mujer heterosex. _
32/86 2°6,24°5 Pro /2 Aedih/Arst
33/86
Paciente 6:Varon homosex. 2°6 Protdétrofa/l Bagk/Bopys
38/86
) 42/86 _
Paciente 7:Varon heterosex, 2°6 Hyx Bajk/Bropyt



Tabla XIX:

Posibles contactos no verificados por la historia clinica.

Pareja

Pareja

Pareja

Pareja

Pareja

Pareja

Pareja

Pareja

heterosex.

homosexual

heterosex.

heterosex.,

heterosex.

heterosex,

heterosex,

heterosex.

heterosex.

heterosex.

homosex.

homosex.

heterosex.

heterosex.

heterosex.

heterosex.

48/85
50/85

51/85
18/86

20/86
28/86

29/86
35/86

36/86
61/86

62/86
64/86

65/86
72/86

73/86

2°€,24°5

2’6

2°6,24°5

2°6

No crece

Pro Hyx Ura

Pro /2

Pro Arg Hyx Ura /11

Hyx
Hyx

Pro /2

Pro Hyx

Bace jk/Brpyust

Aedih/Arst

Aedih/Arst

Afd/Arsv

Aedih/Arst

Bajk/Bopyt

Bak/Bropyt

Back/Bropyst

Af/Ars
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pas que pertenecieron a pacientes posiblemente relaciona-
dos entre si aunque este dato no figuraba en la historia
clinica.

17.- ESTUDIO GENETICO DE LA CEPA 34/85

En la tabla XX podemos observar las caracteristicas

de la cepa de N. gonorrhoeae 34/85 que fue motivo de estu
dio genético, debido a la deteccidén en ella de un plasmi-
do cuyo peso molecular ( 4°8 Mda ) fue distinto a los has

ta ahora publicados en la literatura.

Existen en la literatura descritos numerosos plésmi
dos responsables de la produccidédn de penicilinasa cuyos

pesos moleculares son de 4°5, 4, 372, 3 y 279 Mda.

Dado el diferente tamafio del plésmido detectado en
la cepa 34/85 con los descritos y la resistencia presenta
da por la cepa a Trimetoprim, nos planteamos el estudio a
nivel genético del plésmido con la finalidad de poder es-
tablecer si se trata de un plédsmido nuevo o no en la espe

cie en estudio.

Para intentar resolver estas preguntas procedimos a

realizar los siguientes puntos:

Aislamos y purificamos el plésmido por el método
descrito por Cornelis y cols. detellado en el apartado de
métodos y posteriormente completamos la purificacién por
medio de ultracentrifugacién en gradiente de densidad de
Cloruro de cesio, cuyo resultado se muestra en la Figura
12. Sometimos el ADN a electroforesis horizontal en gel
de agarosa al 1%, aplicando una corriente eléctrica de 70
V y 40 mA durante el tiempo que se requirié para que el
frente de colorante llegase al final de la superficie del

gel.



Tabla XX: Caracteristicas de la cepa de N. gonorrhoeae 34/85.

Agente antimicrobiano CMI (ug/ml) Plasmidos Fenotipo Serogrupo Serotipo
(Mda.) (GS/Ph)
PENICILINA 8
TETRACICLINA 2
ESPECTINOMICINA 16
ERITROMICINA 0706 2°6,4°8,24°5 Pro Hyx Ura WII/III Back/Bropyt
CEFTRIAXONA 0°007¢%
CIPROFLOXACINA 070018
OFLOXACINA 07015

TRIMETOPRIM 8



Figura 12.- Gradiente de densidad en Cloruro de cesic¢ de

N. gonorrhoeae 34/85. C) banda correspondiente al ADN
cromosémico y P) banda correspondiente al ADN plasmidico.
Las bandas se visualizaron mediante iluminacidn con luz

ultravicleta,
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Una vez extraido el pléasmido de 4°8 Mda del gel de
agarosa por el método de electroelucidén mediante electro-
foresis vertical, lo sometimos a la accibédn de los enzimas
de restriccién: Bam HI, Hinc IT y Hind III. Bam HI produ-
ce dos cortes en el plésmido de 4°5 Mda de N. gonorrhoeae,

dando dos fragmentos de 1745 Mda ( 274 Kb ) y otro de

3704 Mda ( 5 Kb ). Hind III provoca un sélo corte al i --
gual que Hinc II en este mismo plasmido, como puede apre-

ciarse en la Figura 13.
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Figura 13.- Puntos donde actian 1os enzimas de restric --

cién en los plasmidos R de 4°5 y 372 Mda de N.gonorrhoeae

En la figura 14 mostramos el resultadc de la accién
de los enzimas de restricciédn sobre el plédsmido de 478
Mda de N. gonorrhoeae. Como puéde apreciarse, el plésmido
de 478 Mda fue cortado con Bam HI dando dos fragmentos de

1745 ( 274 Kb ) y 3735 Mda ( 574 Xb ) de peso molecular.

No obtuvimos nada més que una banda con los otros dos en-
zimas, un poco maAs arriba del lugar donde se encuentra

la banda correspondiente a la digestién con estos enzimas
del pléasmido de 475 Mda.
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Figura 14.- Tratamiento de los plésmidos de 4’5 y 4°8 Mda
con diferentes enzimas de restriccién. A) A + Hind III, B)
475 + Hind IIT, C) 4°8 + Hind TIIT, D) A + Hinc II, E) 4°5
+ Hine II, F) 478 + Hinc TI, G) A + Bam HI, H) 4’5 + Bam
HI e I) 4’8 + Bam HI.
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Esto nos hizo suponer la posible existencia de una
analogia entre los plésmidos de 4°5 y 4°8 Mda; existe, no
obstante, una secuencia de ADN aproximadamente de 0”3 Mda
més en el plésmido de 4°8 Mda tal como puede apreciarse
simplemente al comparar los pesos moleculares de los plég

midos.

Para cerciorarnos de estos resultadds, procedimos a
la transformacién de una cepa de E. coli K12 C600 carente
de plasmidos. Lo realizamos por el método de transforma -
cién con una solucién hipoténica de Cloruro céllcico. La
seleccién de transformantes se llevé a cabo en medio de
Mueller-Hinton conteniendo Ampicilina a una concentracidn
de 8‘ug/m1, Trimetoprim a la misma concentracidén y Ampici
lina més Trimetoprim a una concentracién de 8 ug/ml cada

uno.

Cuando transformamos con el plasmido de 4°8 Mda, og
tuvimos transformantes con una frecuencia de 0°7 x 1074
en el medio selectivo que llevaba Ampicilina, la frecuen-
cia de transformacidén en el medio con Trimetoprim fue de
0’6 x 10”4 y en el de Ampicilina méAs Trimetoprim resultd

ser de 0°4 x 10”4,

Posteriormente comprobamos la resistencia de las ce
pas a Ampicilina y Trimetoprim mediante la realizacidn de

antibiograma por el método de dilucidén en agar.

También se verificd la produccidn de penicilinasa
por parte de las células transformadas y la existencia en
las mismas del plésmido de 4°8 Mda, como puede observarse

en la Figura 15.

Aunque todo apuntaba hacia el plasmido de 4°8 Mda

como el portador de la informacidn genética para la pro -
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Figura 15.- Deteccién del contenido plasmidico de la cepa
de E. coli K12 C600C transformada con el plésmido de 478
Mda de la cepa de N. gonorrhoeae 34/85, A), B), D) y E):

plésmido de 4°8 Mda y C) plésmidos de la cepa patrédn de
E. coli V517
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duccién de penicilinasa y para la resistencia a Trimeto -
prim, para concluir el estudio, sometimos al plésmido pro
blema a técnicas de hibridacién con ADN de plésmidos de

pesos moleculares y funciones conocidas.

Los plasmidos usados como sondas fueron el de 4°5

Mda de una cepa de N. gonorrhoeae productora de penicili-

nasa y otros dos, procedentes de dos cepas de E. coli K12
C600 P39 y P700 que confieren a éstas, la capacidad de
producir los enzimas dehidrofolato reductasa tipo I y II
respectivamente, y que dan lugar a la resistencia a Trime

toprim,

Los resultados mostraron gque, tanto con la técnica
de hibridacién en gota ( Figura 16 ) como con la de Sou -
thern blot ( resultado no mostrado ), el ADN del plésmido

de 4°8 Mda hibridé con el plésmido de 4°5 Mda.

También pudimos apreciar que la cepa de N. gonor --
rhoeae 34/85, debe llevar secuencias de nuclebétidos seme-
jantes a 10s que codifican la produccién del enzima dehi-
drofolato reductasa tipo II ya que s6lo hubo hibridacién
con el plésmido de la cepa de E. coli K12 C600 P700 ( Fi-
gura 16 ).



Figura 16.- Visualizacién de los resultados obtenides en
los estudios de hibridacién mediante la técnica en gota.
A) Hibridacién del plésmido de 478 Mda con el de 4°5 Mda

y C) Hibridacién del plésmidc de 478 Mda con el plasmido
1a

D

de la cepa de E. coli K12 €600 P700, responsable d

produccién del enzima dehidrofolato reductasa tipo II.



DISCUSION
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A pesar de los notables avances que se han realiza-
do en los Ultimos afios en la comprensién de la patogénia
y en la instauracién de un tratamiento eficaz de la infec
cidén gonocébdcica, ésta sigue suponiendo un grave problema
de salud pGblica debido a la alta incidencia con la que
se presenta la infeccidén y a la apariciédn de nuevas resis
tencias a agentes antimicrobianos por parte del microorga

nismo.

El panorama de la incidencia de la infeccién gonocé

cica varia segin los diferentes paises: en Suecia, gra --
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cias a los programas de controles llevados a cabo, el nd
mero de casos ha disminuido desde el afio 1.975, en EEUU,
sélo se ha conseguido una paralizacidén de la incidencia
y el control se ve limitado por la aparicién de endemias
causadas por microorganismos que son resistentes a los
tratamientos convencionales, bacterias que son responsa-
bles de un ndmero cada vez mayor de infecciones gonocéci
cas. En los paises en desarrollo a la alta prevalencia
de la enfermedad, se le une el problema de las infeccio-
nes ocasionadas por cepas productoras de penicilinasa,
cuyos tratamientos alternativos, suponen unos costes eco
némicos que superan los presupuestos de salud de estos

paises,

La diferenciacién de las distintas cepas de N. go-
norrhoeae, basada en la determinacidén de una serie de ca
racteristicas del microorganismc, tales como la sensibi-
lidad a antibiéticos, existencia de plasmidos, requeri -
mientos nutricionales, serogrupo y serotipo, entre otros,
no sélo ha ayudado a la mejor comprensién de los brotes
epidémicos debido a cepas productoras de penicilinasa, al
conocimientc de la diseminacidén temporal y geogréafica de
una cepa determinada e incluso a estudios médico-legales,
sino que adem&s ha posibilitado la caracterizacién biolo-
gica de las cepas, observando propiedades como resisten-
cia a antibiéticos, localizacién de la infeccidén, expre-

sién de la enfermedad, etc.

Dada la carencia de estudios de este tipo en nues-
tro pais y el indudable valor que tiene el conocimiento
de la epidemiologia de una infeccién para su mejor cono-
cimiento, comprensién y control, apunta a la necesidad

de llevar a cabo la caracterizacidén fenotipica de las ce

pas aisladas en nuestro medio.
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1.- PRODUCCION DE PENICILINASA

Desde que en 1.976 se detectaran, por primera vez,

cepas de N. gonorrhoeae productoras de penicilinasa simul

tdneamente en el Reino Unido y Estados Unidos, proceden -
tes de Sudafrica y del Sudeste asidtico respectivamente
( 37, 38, 39 ),éstas se han ido extendiendo a la mayoria

de los paises del mundo.

El problema es muy grave en lugares como el Lejano
Oriente donde se estima que la proporcién de cepas resis-
tentes a Penicilina es de 50-60% ( 40 ) y en paises del
Oeste africano, como en Nigeria, donde el porcentaje de
cepas productoras del enzima ha aumentado progresivamente
desde 1.979 a 1.981 { 12745% a 50% ) ( 41 ).

La incidencia de las infecciones causadas por cepas
productoras de penicilinasa en Estados Unidos ha presenta
tado un curso desigual. Desde 1.976 a 1.9792 hubo un lento
incremento y la mayoria de las cepas fueron importadas,
el nimero de casos también aumentéd desde 1.980 a 1.982
pero lo hizo rapidamente y no tuvieron relacidén con su ad
gquisicién en el extranjero. En 1.983 los casos disminuye-
ron, declarandose sélo 3.800, en comparacién con los 4.500
declarados en 1.982. A esta disminucién le ha seguido un
incremento considerable pues en 1,985 y 1.986 se han de -

clarado 8.800 y 16.648 casos respectivamente ( 42 ).

La situacibén de este problema en Espafia no es bien
conocida debido a la inexistencia de datos fiables que re
flejen la verdadera realidad del tema, a excepcién hecha
de Catalufia en donde se ha podido comprobar un incremento
del ntmero de cepas resistentes a Penicilina ( 478% en
1.984 a 29°4% en 1,986 ) ( 43 ). Comunicaciones persona -
les, también indican un incremento de este tipo de cepas

en otros puntos de Espafia como Bilbao, San Sebastian,etc.
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En el Centro de Diagndéstico de Enfermedades de
Transmisidén Sexual de la Facultad de Medicina de Sevilla,
desde que se detectara la primera cepa productora de peni
cilinasa en 1.980, la incidencia ha ido aumentando y asi

en este trabajo, de 116 cepas de N. gonorrhoeae aisladas

en el periodo de un afio, 14 fueron productoras del enzima,
correspondiendo a un 12%, incremento éste que como se ha
apuntado anteriormente, ha coincidido con el aumento de -

tectado en otras zonas de Espafia.

E1l método que hemos empleado en este estudio rara
la deteccidén de la produccidén de penicilinasa, fue el des
crito por O’Callaghan y cols. en el que se utiliza una ce
falosporina cromogénica como sustrato de la reaccidn enzi
mitica, ya que se ha considerado el procedimiento més sen
sible y de més fécil uso para’'la realizacién del ensayo
(44 ),
El alto porcentaje de cepas productoras de penicili
nasa observado en este trabajo justifica el aislamiento

de las cepas de N. gonorrhoeae y la deteccidén, en todas

ellas, de la produccién dei enzima, asi como el disponer
de un tratamiento alternativo dirigido a la poblacibn de
alto riesgo como son: los fallos terapéuticos con Penici-
lina, los contactos de sujetos a los que se les ha aisla-
do una cepa productora de penicilinasa y los viajeros a

paises endémicos ( 45 ).

Es de primordial interés el seguimiento epidemiolé-
gico de las cepas productoras del enzima, seguimiento que
se realiza controlando la respuesta terapéutica del pa --
ciente, asi como tratando los contactos del mismo. Como
se dijo en el apartado correspondiente a resultados, se
actudé de modo eficaz en el tratamiento de los pacientes,

peroc por su falta de coopéracibédn, no se pudieron tratar
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a todos los contactos por lo cual, se supone que estas ce

pas se extendieron entre la poblacidén sexualmente activa.

2.~ SENSIBILIDAD A AGENTES ANTIMICROBIANOS

Ademés de la resistencia a Penicilina mediada por

plasmidos y como ya se ha venido indicando a lo largo de

de este trabajo, N. gonorrhoeae presenta tambien resisten
cia a este y a otros antimicrobianos determinada cromosé-
micamente, resultado de las mutaciones en varios loci cro
mosémicos, que dan lugar a alteraciones de la pared celu-
lar. Las mutaciones de dichos loci tienen efectos aditi -
vos para la resistencia a Penicilina y pueden originar ce

pas resistentes desde 1 hasta 4 ug/ml.

Existen varios loci cromosémicos en N. gonorrhoeae,

en los que las mutaciones originadas dan lugar a la produ
¢216n de resistencia a Penicilina: pen A que sblo conllie-
va resistencia a B-lactémicos; pem gue potencia la resis-
tencia ocasionada por las mutaciones de 1os genes pen Aj;

mtr que origina resistencia parcial 2 varios antimicrobia
nos como Penicilina, Tetraciclina, Eritromicina, Cloramfe
nicol, Rifampicina y Acido Fusidico y pen B o tem que in-
crementa los efectos expresados por mtr { 46 ). Las muta-
ciones de estos genes se han asociado a alteraciones del

peptidoglicano y al cambio en el peso molecular y canti -
dad de ciertas proteinas de la membrana externa del micro

organismo ( 47 ).

La importancia de que existan cepas resistentes de-
bido a mutaciones cromosdédmicas estriba, en que se desarro

l1lan resistencia a varios agentes antimicrobianos a un

mismo tiempo y en que son cepas endémicas en diversas zo-

nas como Paises Bajos, Lejano Criente, etc., siendo ade -

mas la causa de verdaderos brotes endémicos en algunos lu
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gares de Estados Unidos ( 48 ). Pensamos que la extensién
de estas cepas por todc el mundo, quizés sea sbélo cues --
tidén de tiempo, ya que ademas, no existe una prueba répi-
da de identificacibn, comec gcurre en el casc de las cepas
productoras de penicilinasa, lo que facilitaria su disemi

nacién.

Todo lo expuesto anteriormente plantea la necesidad
de llevar a cabo estudios peridbddicos de la sensibilidad
de este microorganismo, tanto a agentes antimicrobianos,
considerados clasicos en el tratamiento de la infecciédn
gonocébcica, como son: Penicilina, Tetraciclina, Espectino
micina, etc., como a agentes nuevos, posibles alternati -
vas terapéuticas, de los que hemcs incluido en nuestro es

tudio: Ceftriaxona, Ofloxacina y Ciprofloxacina.

Aunque existen innumerables estudios sobre la sen -

sibilidad de N. gonorrhoeae, se hace dificil su compara -

cién en distintas partes del mundo por razones técnicas,
como el empleo de diferentes métodos, medios de cultivo,

tamafio del indculo, etc,

El método que hemos utilizado, la determinacidn de
la C.M.I. mediante el método de dilucidén en agar, es el
mas extendido en los estudios de sensibilidad por tener
una serie de ventajas sobre otros, como son: el conocer
simulténeamente el valor de C.M.I. para un amplic namero
de microorganismos, determinar a la vez la C.M.I. de un
mayor rango de diluciones del agente antimicrobiano, te -

ner una buena reproducibilidad, etc.

Los medics de cultive usados para la elaboraciédn

del antibiograma cuantitativo de N. gonorrhoeae son diver

Sos y no ha existido hasta 1.987 una unidad de criterios

para este tipo de estudio; en este afio, el Center for Di-
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seases Control ( C.D.C. ) recomienda medio GC suplementa-
do con Isovitalex para este fin ( 42 ). Dado que nuestros
estudios fueron llevados a cabo antes de la ediciébn de es
tas normas y que en trabajos previos se habia usado con
buenos resultados el agar especifico para pruebas de sen-
sibilidad a antibiéticos ( DST agar ) suplementado, éste
fue el medio elegido por nosotros. El medio se suplemen -
ta con un 1% de Saponina que absorbe los &cidos grasos

que son téxicos para N. gonorrhoeae y con un 5% de sangre

estéril de caballo.

Los valores de CMI_, y CMI,, ( 0706 y 07125 ug/mil,

respectivamente ) de Penicilina frente a las cepas de N.

gonorrhoeae no productoras de penicilinasa son ligeramen-

te inferiores a los obtenidos por Hall ( 49 ) en Minneso-

ta que encuentra un valor de CMISO de 072 ug/ml y CMIgo

de 0°5 ug/ml y por Dillon y cols. en Canadd ( 47 ) que ha

llan valores de CMISO y CMI de 0725 y 2 ug/ml respecti-

90
vamente, pero coinciden con los de Piot en Bélgica ( 50 )

Si consideramos la clasificacién de las cepas de

N. gonorrhoeae realizada por Meheus ( 51 ) que considera

sensibles a Penicilina a las que se inhiben con una con -
centracién menor de 0°05 ug/ml y relativamente resisten -
tes a aquellas para las que los valores de CMI estan com-
prendidos entre 0°05 y 0°5 ug/ml, hemos de decir que en -
tre las cepas no productoras de penicilinasa estudiadas

por nosotros, hubo un 22°5% de cepas sensibles, un 74°5%

de cepas relativamente resistentes y un 2°9% resistentes.

E1l nimero de cepas relativamente resistentes a Peni
cilina ha ido incrementindose en nuestro medio, desde
1.982, cuando no se detecté ninguna ( 52 ), hasta 1.985 -
1.986 cuando se encuentra el porcentaje referido anterior

mente.
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La frecuencia de estas cepas es algo mas elevada
que la encontrada en una serie de la Repiblica Federal A-
lemana en 1,984 ( 53 ), donde se detectdé un 50%. No obs -
tante, el problema en nuestro medio no es tan patente co-
mo en ciertos paises del Lejanc Oriente o de Africa, don-
de los valores de C.M.I. de Penicilina son muy elevados

( 40 ).

Teniendo en cuenta el ntmero de cepas productoras
de penicilinasa y el porcentaje de cepas moderadamente re
sistentes a Penicilina, concluimos que, en nuestro medio,
ésta no debe ser el tratamiento de eleccidén en la infec -
cién gonocdcica de acuerdo con las directrices recomenda-

das por el C.D.C. ( 42 ).

Observando la tabla V vemos que los valores de CMI
de Penicilina frente a las cepas nc productoras de penici
linasa fue uniforme, nc existiendo una distribucidén bimo-
dal en la que se pudieran apreciar claramente dos tipos
de poblaciones, una sensible y otra relativamente resis =

tente como ha encontrado Meheus ( 51 ).

Como cabia esperar, los valores de CMI50 y CMIQO de
Penicilina ante las cepas productoras de penicilinasa fue
ron mucho mas elevados que los presentados para las no

productoras.

En lo referente a Tetraciclina, se considera que
N. gonorrhoeae es relativamente resistente cuando la CMI

es mayor o igual a 2 ug/ml { 54 ). Nuestras cepas se inhi

bieron a unas concentraciones equivalentes a las indica -
das por otros autores, en Espafia ( Bilbao ) ( 55 ) donde,
de un total de 138 cepas, el 74% se inhibidé con 1 ug/ml y
el 26% restante con una cifra mayor de 2 ug/ml; 8 cépas

productoras de penicilinasa requirieron mas de 2 ug/ml,
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lo que coincide con nuestros hallazgos ya que las cifras
mas elevadas de CMI de Tetraciclina corresponden a las ob
tenidas ante las cepas productoras del enzima. Esta aso -

ciacién entre cepas de N. gonorrhoeae productoras de peni

cilinasa ( portadoras del plésmido de 4°5 Mda ) y la re -
sistencia relativa a Tetraciclina ha sido descrita previa

mente por otros autores ( 56 ).

En base a los estudios donde se relacionan los por-
centajes de fallos terapéuticos con Tetraciclina y la CMI,
se estima que un 30% de aquellos, se correlacionan con va

lores de CMI mayores de 4 ug/ml ( 48 ).

Dado que 1la resistencia a Tetraciclina coexiste tag
to en cepas productoras como no productoras de penicilina
sa ( més en estas UGltimas ), no deberia usarse este agen-
te antimicrobiano en el caso de fracasos terapéuticos con

Penicilina o Ampicilina.

En el caso de infecciones mixtas producidas por

N. gonorrhoeae y Chlamydia tracomatis es aconsejable el

uso combinado de Tetraciclina con otro antimicrobiano efi

caz frente a N. gonorrhoeae.

Espectinomicina ha sido hasta hace poco la droga re
mendada por el C.D.C. en casos de infeccién con cepas de

N. gonorrhoeae productoras de penicilinasa; la resisten -

cia a este antimicrobiano es rara, si bien el primer caso
de cepa resistente ya fue declarado en 1.981 por el C.D.C.
( 57 ). Desde entonces se han detectado varios casos més
¥, en lugares como la Republica de Corea, el porcentaje

de cepas altamente resistentes a Espectinomicina ( CMI ma
yor de 100 ug/ml ) ha aumentado hasta el punto de tener
que sustituirla por Ceftriaxona en el tratamiento electi-

vo de la infeccidén gonocécica en el personal militar pro-
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cedente de aquella zona ( 58 ).

En nuestro trabajo, Espectinomicina se comportd del
mismo modo ante las cepas productoras y no de penicilina-
sa, con valores de CMI90 igual a 16 ug/ml; autores como
Hillton ( 59 ) consideran esta concentracién como limite
para estimar a una cepa como sensible o resistente. De a-
qui podemos inferir que este agente antimicrobiano segui-
ria siendo eficaz en nuestro medio para el tratamiento de
infecciones por cepas productoras de penicilinasa, tal co

mo recomendaba el C.D.C.

A pesar de lo anterior, y debido a la presidén selec
tiva ocasionada al instaurar tratamiento de la infeccidn
gonocbécica con Espectinomicina, en la préactica clinica a-
consejamos la colocacidn de discos de Espectinomicina con
carga de 100 ug, cuandc se realice antibiograma, para la
deteccidén de cepas resistentes segin recomienda el C.D.C.

( 42 ).

En la literatura consultada hemos encontrado resul-
tados variables, coincidimos con aigunos autores como Hall
( 49 ), mientras que con otros como Coovadia en Sudafrica
discrepamos,ya que éste encuentra a este agente, ligera -

mente méas activo frente a sus cepas.

El 78°5% de las cepas fueron muy sensibles a Eritro
micina, presentando una CMI menor de 0706 ug/ml y no se
encontrd ninguna resistencia a este antimicrobiano ( cMI
mayor de 2 ug/ml ) ( 61 ) quizés la razdén de ello se deba
a su uso infrecuente en el tratamiento de esta infecciédn.
Nuestras cepas fueron mids sensibles que las estudiadas

por Hall ( 49 ) y en Nairobi por Brunham ( 62 ).

Ceftriaxona y Ciprofloxacina fueron los dos agentes
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més activos " in vitro ", y sus actividades no se vieron
influidas por la produccidn de penicilinasa. La estabili-
dad de Ceftriaxona a este enzima ha sido demostrada en

trabajos realizados por Coovadia ( 60 ) y coincidimos con

los valores de CMI observados en la literatura ( 49, 60,
63 ).

Ciertos autores ( 64 ) expresan que es el agente an
timicrobiano mé&s activo de todos los B-lactamicos estudia

dos hasta ahora frente a N. gonorrhoeae. Ademés, el que

presente unas buenas caracteristicas farmacocinéticas, ta
les como: una vida media de 8 horas, unos niveles séricos
de 50 ug/ml a las 12 horas de la administracién intramus-
cular de 0’5 g y una excelente distribucidn en los teji -
dos ( 65 ), hace que se piense en este antimicrobiano co-
mc una magnifica posibilidad terapéutica, sobre todo en

el caso de cepas productoras de penicilinasa como actual-

mente recomienda el C.D.C. { 42 ).

Estudios llevados a cabo " in vivo " con este B-lac
témico en el tratamiento de la infeccidén gonocdcica, han
demostradc que la administracidén intramuscular de una do--

sis de 125 & 250 mg curd todos los casos, fue bien tolera

da y no causé toxicidad ( 66 ).

Ciprofloxacina fue el mas activo de los dos deriva-
dos quinoleinicos estudiados; ni Ciprofloxacina ni Ofloxa
cina se vieron influidos por la actividad de la penicili-
nasa y encontramos valores semejantes a los presentados

por otros autores ( 67, 68 ).

Puesto que existen estudios farmacocinéticos en los
gue se demuestra que Ciprofloxacina se absorbe bien tras
la administracidén oral, obteniéndose niveles medios de

2°4 ug/ml tras una hora y cuarto de la administracién de
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500 mg ( 69 ) y estudios llevados a cabo " in vivo " en
los que se obtuvieron una eficacia del 100% con dosis de
100 mg, podriamos indicar Ciprofloxacina como otra alter-
nativa para el tratamientc de la infeccidén gonocébdcica no
complicada., No obstante, parece que, a pesar de su relati

va acividad " in vitro " frente a Clhamydia tracomatis y

Ureaplasma urealyticum, una sola dosis muestra escasa efi

cacia clinica para prevenir el desarrollo de uretritis

postgonocécica ( 70 ).

Ofloxacina fue menos activa que Ciprofloxacina, a
pesar de 1o cual, pueden considerarse como un agente con
buena actividad " in vitro " ante este microorganismo.
Una sola dosis de 200 mg produce niveles en suero de 2°3
ug/ml a las 2 horas, por 1o que seria apto para el trata-
miento con una dosis unica ( 71 ). Cilertos trabajos que

estudian su eficacia " in vivo ", muestran que con 100 mg

ui
(48

erradica a N. gonorrhoeae en ei 100% de los casos, 84%
N & >

[6)]
M

curaron clinicamente y el 16% desarrollaron uretritis

postgonocbdcica ( 72 ).

3.- DETECCION DE PLASMIDOS Y CALCULO DE SUS PESCS MOLECU-
LARES

Todos los métodos utilizados en los estudios de de-
teccién de ADN comparten una serie de puntos bésicos: la
recogida de las células por centrifugacién, la lisis bac-
teriana y la purificacién en mayor o menor grado del ADN

( 73 ).

La lisis bacteriana se realiza mediante la accién
de Lisozima, enzima que actda rompiendo la pared bacteria
na, y de sustancias detergentes como el SDS, Triton X-100,
Brij, etc., encargadas de desorganizar las membranas. La

purificacién se lleva a cabo eliminando, por centrifuga -
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cibén, los restos celulares desbridados y por la extrac --
cién de proteinas con ciertos solventes como el fenol,

cloroformo, alcohol isocamilico, etc.

La seleccidén de un procedimiento sobre otro se hace
de acuerdo con una serie de factores tales como el tamafio
de los pléasmidos que se esperan encontrar, la simplicidad
Y reproducibilidad del proceso, la especie bacteriana, la
delicadeza del procedimiento y el uso al gue va destinado

el ADN plasmidico.

Para la buUsqueda de los plasmidos directamente, a
partir de colonias de cepas bacterianas, asi como para el
uso del ADN de ciertos procesos de transformacién y clona
cidén, no se requiere un alto grado de purificaciédn del
ADN,

En nuesiro trabajo hemos estudiado tre métodos: el
de Kado y Liu; el de Birnboim y Dolly modificado; y el de
Eckhardt. Los dos primeros incluyen un proceso de precipi
tacidén diferencial, en el que las cadenas grandes de ADN
cromosdémico se eliminan, junto con el lisado celular, por
la accién del calor en el primero y del Hidréxido sédico
en el segundo; ésto, junto con la eliminacidén de protei -
nas con fenol/cloroformo, hace que el ADN extracromosémi-
co que se obtiene se encuentre lo suficientemente purifi-
cado come para emplearlo en estudios de transformacién,
de digestidén con enzimas de restriccién, de unidén por la
enzima ligasa, etc. gue requieren un grado de pureza del
ADN mayor que el necesario para la simple deteccién del

mismo.

Con el método de Eckhardt no se llega a ese grado
de purificacibén del ADN, pero si se obtiene un producto
adecuado para la visualizacidén de plésmidos a partir de

cepas bacterianas y, dado que ofrece las ventajas de ser
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més rapido y econdémicce que los anteriores, junto con su ni
vel de reproducibilidad, hizo que nos inclinéramos hacia
él para emplearlo en ia deteccidén de factores sxtracromo -

sébmicos en N. gonorrhozae,

La determinacién del peso molecular de los plésmidos
se puede realizar por diversos métodos, basados en la movi
lidad de los mismos en el gel de agarosa, unos, o en medi-

ciones efectuadas en el microscopio electrénico, otros.

Con relacién a los métodos que se basan en la movili
dad electroforética del ADN, algunos autores como Meyers y
cols. ( 74 ) y Willishaw y cols. ( 75 ), utilizando ADN se
mipurificado proviniente de pléAsmidos de peso molecular co
nocido, han establecido que el rango de su migracidn en
gel de agarosa al 0775% a 120 V y 60 ﬁA, es inversamente
proporcional al logaritmo de su masa cuando su peso molecu
& hasta 8 Mda.

lar variaba dosde 17
Macrina y cois. ( 76 ), mediante purificacién de 1lo0s
plasmidos presentados por E. coli J53 V517 en gradiente de
Cloruro de cesio, estimaron que existia una buena correla-
cidén entre la movilidad relativa de éstos en el gel de aga
rosa al C’'8% y su pesc molecular, cuandoc se efectuaba la
electroforesis a 90 V y 30 mA durante 2°30 horas. Todos es
tos autores asumen que la deteccibén de plésmidos por elec-
troforesis en gel de agarosa es un método muy sensiblie, no
requiere tratamientc con radioisdétopos ni ultracentrifuga-
cién y los resultados son comparables con los obtenidos

por microscopia electrénica.

N. gonorrhceae ¢s unc de los microorganismos en el
que se ha seguido oon mayor interés la presencia de ADN ex
tracromosdémico, es por =21lo por lo que cada vez se van des
cribienco mavoer aimere Jde plidsmidos. Los pesos moleculares

de leos descritog en la iiteratura oscilan entre 2°6 y 2572
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Mda.

Aproximadamente, el 96% de las cepas de gonococo que
se han estudiado albergan el plasmido de 2°6 Mda y puede
encontrarse miltiples copias del mismo en una sola célula
( 77 ). Se ha demostrado que las cepas libres de este plés
mido tienen un fragmento de aproximadamente 1°6 kilobases
( kb ) ( 1 Kb se corresponde a 0761 Mda ) del cromosoma
bacteriano que hibrida con un fragmento de 1765 Kb obteni-
do al cortar el plésmido de 2°6 Mda con el enzima de res -
triccidén Hinf I. La existencia de esta secuencia de ADN en
el cromosoma ha suscitado la hipdétesis de que este pléasmi-
do criptico tuviese algin poder sobre la reorganizacién de
los genes del gonococo, pudiendo incorporarse éste en el
cromosoma y dar lugar, asi, a una nueva informacién genéti
ca ( 78 ).

Por otro lado, estudios realizados en 1.983 relacio-
nan el pléasmido de 276 Mda con la resistencia a Vancomici-
na ya que las cepas resistentes a este antibidético ( CMI
mayor de 4 ug/ml ) contenian el plasmidc mientras que las
cepas sensibles ( CMI menor de 2 ug/ml ) no lo presentaban
( 79 ). Esta relacidén explicaria la elevada frecuencia de
aislamiento de cepas portadoras del plésmido, pues casi
siempre se usan medios con dicho antibidético, con carécter
selectivo, para eliminar a la flora normal del lugar donde
se toma la muestra, pero ésto no ha sido corroborado en es

tudios posteriores.

En nuestro trabajo, todas las cepas fueron portado -
ras de este plasmido, siendo ademds el Gnico plésmido pre-

sente en el 62% de las cepas.

La aparicién del plésmido de 2°6 Mda en todas nues -
tras cepas hace que pudiéramos elegirlo como marcador de

identificacién, uséndolo como sonda, en técnicas de hibri-
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dacibén de ADN, para el diagndéstico de infecciones ocasio-

nadas por N. gonorrhoeae.

En nuestro estudio encontramos un plésmido de 7°8
Mda en 6 cepas; en 4 estuvo acompafiado por el de 2°6 Mda

y en la 2 restantes, por éste y por uno de 24’5 Mda.

Dicho plésmido se describid por primera vez en el
afio 1.983 y su estudio con enzimas de restriccidén mostréd
gue se componia de 3 copias repetidas del plésmido de 276
Mda ( y no parece que sea posible el desglose de este
pléasmido en otro de 572 y 2’6 Mda ). Al igual que el de
2°6 Mda ain no se le ha podido adjudicar funcién alguna
( 80 ). Nosotros tampoco hemos encontrado ninguna rela --
cidén entre su presencia y las caracteristicas fenotipicas

estudiadas.

Las primeras cepas productoras de penicilinasa ( ti
po TEM-1, activa frente a Ampicilina ), se aislaron simul
taneamente en Estados Unidos y Reino Unido. Las cepas ais
ladas en Estados Unidos estuvieron ligadas epidemiolégica
mente con las del Sudeste asidtico, llevaban un pléasmido
de 4°5 Mda, responsable de la produccidédn del enzima, eran
prototréficas o requerian Prolina, eran relativamente re-
sistentes a Tetraciclina y en el 40% de ellas aparecia
también el plésmido conjugativo de 24°5 Mda. Las cepas de
tectadas en Reino Unido procedian del Oeste africano, con
tenian el plédsmido de 3“2 Mda, requerian Arginina y eran

sensibles a Tetraciclina ( 56 ).

Estos hechos condujeron a considerar dos origenes,
casi simulténeos, de dos clones epidemiolbégicamente dis -
tintos, productores de penicilinasa en dos Areas geogri -
ficamente diferentes; no obstante, tanto el plésmido de
4’5 Mda como el de 3’2 Mda, tienen en comin el 40% del
transposé4n TnA ( 81 ).
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Mediante estudios de hibridacibén se pudo saber que
eran hombélogos y que lo uUnico que lo diferenciaba era una
secuencia de ADN de 1°3 Mda, presente en el plasmido de
4’5 Mda pero no en el de 372 Mda. Sox y cols ( 82 ) consi
guieron transformar cepas de N. gonorrhoeae con el plésmi

do de 4°5 Mda; el 20% de los plésmidos albergados en las

cepas transformadas fueron derivados por deleccibén y el

que se encontrd mas comunmente fue uno de 3°2 Mda que re-
sultd ser idéntico al de 372 Mda de origen africano. Todo
ésto sugiere que el plasmido de 3’2 Mda se origindé a par-
tir del de 4°5 Mda tras una transformacién natural ya,que
los gonococos se autolisan, liberando al medio ADN y prac
ticamente todas las cepas naturales, muestran capacidad

de transformaciébn.

A pesar de la clara localizacidn geogréafica que los
plésmidos de 4°5 y 372 Mda tenian en un principio, a par-
tir de 1.980 estos patrones establecidos empiezan a cam -
piar, no pudiéndose identificar una cepa productora de pe
nicilinasa como procedente de Africa o de Asia en base a
los pléasmidos que alberga, debido a la amplia difusién de

ambos tipos de plésmidos en todo el mundo { 56 ).

Recientemente se ha comprobado que los plésmidos
portados por Haemophilus ducreyi productores de penicili-

nasa son idénticos a los plésmidos R de N. gonorrhoeae, a

excepcidn de que Haemophilus ducreyi contiene el transpo-

son TnA completo. También se han aislado plésmidos seme -

jantes a los de N. gonorrhoeae en Haemophilus parainfluen

zae y Haemophilus influenzae. Estas observaciones condu -
cen a dos posibilidades: o bien N. gonorrhoeae recibié

los plésmidos de alguna especie de Haemophilus ( probable

mente de H. ducreyi dado que ambos comparten el mismo ni-
cho ecolégico ), perdiendo un fragmento por deleccibén, o

bien a partir de un agente comin, ambas especies recibie-
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ron un mismo plédsmido que evolucioné de modo distinto en

cada una de ellas.

Posteriormente, se han descrito otros pléasmidos res
ponsables de la producciédn de penicilinasa en N. gonor --
rhoeae. En 1.985 se resefia la existencia de uno de 279
Mda, denominado tipo Rio debido a su procedencia ( 83 ).
Se detectd en dos cepas, una se aisld en Rotterdam de un
marino que posiblemente adquirié la infeccidén en Durban,
Sudafrica y otra en Amsterdam, de un paciente que adqui -
rié la infeccidén en Rio de Janeiro. Parece que el origen

de este pléasmido estd en el de 372 Mda.

En 1.986 se describe en CanadAi, por primera vez, un
brote de infecciones producidas por cepas productoras de
penicilinasa que portaban un plésmido R distinto a los de
3’2 y 4’5 Mda, dicho plésmido presentd un peso molecular
de 3 Mda y se le ha denominadoc tipo Toronto. Se le ha re-
lacionado con el pléasmido asidtico ( 4’5 Mda ) ya que las
cepas que lo albergan comparten con las asidticas sus ca-
racteristicas de sensibilidad, su inhibicién con Fenilala
rnina y su pertenencia al serogrupo WII/III. Por todo ello
se especula que el fragmento de 1°3 Mda que falta en las
cepas de tipo africano, puede estar implicado en algunas

de estas caracteristicas ( 84 ).

Por Gltimo, se ha descrito otro plésmido de 4 Mda,
también productor de penic¢ilinasa que, al igual que los

anteriores, parece poseer una composicién semejante (85).

En el presente estudio, a excepcibén de una cepa pro
ductora de penicilinasa que llevaba el plésmido de 372
Mda, las demés contenian el de 4°5 Mda; este hecho no
coincide con 1o expuesto por autores que implican al Oes-

te africano ( cuyas cepas productoras de penicilinasa lle
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van el pléasmido de 372 Mda ) como fuente de cepas produc-
toras del enzima en Europa, no obstante, como se observd
anteriormente, la amplia difusién de las cepas producto -
ras por todo el mundo explica la aparicién de este tipo

de cepas en nuestro medio.

No hemos detectado ninguno de los plasmidos respon-
sables de la producciédn de penicilinasa descritos recien-
temente, si bien més tarde pasaremos a discutir la genéti
ca de una cepa gue nos sorprendié por contener un plasmi-
do de diferente tamafio ( 48 Mda ) a los hasta ahora pu -

blicados en la literatura.

El hechc de que tantc en nuestro medio como en
otros puntos de Espafia aumentase el numero de cepas pro -
ductoras de penicilinasa, puede deberse a la aparicidn de
un brote epidémico. La existencia de brotes epidémicos a-
contecidos en paises no endémicos de cepas productoras
del enzima, como 1o es el nuestro, puede deberse, bien a
la importacidén de uno o mas tipos de cepas procedentes de
paises extranjeros, o bien a la transmisién en la pobla -
cibén bacteriana indigena del plasmido responsable de 1la
produccién de penicilinasa, a partir de una cepa importa-
da. El esclarecimiento de lo ocurrido en nuestro medio sé
lo podrd venir dado por el estudio epidemiolégico de 1las

cepas aisladas.

Entre los primeros plésmidos detectados en N. gono-
rrhoeae se encuentra uno conjugativo, de 24°5 Mda de peso
molecular. Cuando se quiso relacionar con la resistencia
a antimicrobianos se pudo comprobar que existia tanto en
cepas sensibles como en las resistentes con lo que se de-

seché tal asociacién ( 86 ).

Este plasmido es capaz de movilizar plésmidos R en-

tre cepas de N. gonorrhoeae, o de éstas a Haemophilus in-
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fluenzae y Escherichia coli. También movilizan una varie-

dad de plasmidos no conjugativos derivados originariamen-
te de bacterias entéricas o especies de Haemophilus cuan-

do los pléasmidos se encuentran en Escherichia coli ( 15 )

no obstante, el plasmido no se detecta en cepas transcon-

Jugantes de Escherichia coli o Haemophilus influenzae, 1o

que sugiere que es inestable en estos huéspedes pero so -
brevive transitoriamente, promoviendo las funciones de

transferencia para la movilizacién ( 87 ).

También el plasmido conjugativo puede mediar la
transferencia de genes cromosdmicos, aunque no es impres-
cindible para ello. La frecuencia de transferencia de ge-
nes cromosdémicos es baja, en contraste con la frecuencia
de transferencia de plésmidos R, gque en algunas cepas lle
ga a ser aproximadamente del 10% en un periodo menor de
2 horas, y se ha podido comprobar que dicha frecuencia au
menta cuando se afiaden pequefias concentraciones de Penici
lina en el medio de seleccidn de los transconjugantes

( 88 ).

La frecuencia de aparicién de este pladsmido ha teni
do hasta hace poco una distribucidén geografica. En el Su-
deste asidtico, aparecia en un 40% de las cepas y era in-
frecuente en cepas de origen africano, lo que ha facilita
do la diseminacidén del plésmido de 4°5 Mda entre las ce -
pas de N. gonorrhoeae ( 88 ). Posteriormente, en Amster -
dam, se han detectado cepas de N. gonorrhoeae con la com-
binacién del pléasmido de 3°2 Mda y el de 24°5 Mda ( 89 )

lo que hace pensar en la posible amplificacién del proble

ma de cepas resistentes a Penicilina.

Entre las cepas productoras de penicilinasa de nues
tro estudio, once presentaron el plasmido conjugativo, 1lo

gque indicaria una mayor facilidad por parte de estas ce -
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pas para su establecimiento y extensién en nuestro medio,
hecho que se encuentra apoyado por la alta frecuencia con
gque se encuentra también el pléasmido conjugativo entre

las cepas no productoras de penicilinasa ( 25°5% ).

Desde Febrero de 1.985 a Marzo de 1.986 se han des-
crito en Estados Unidos, 79 casos de infeccién gonocécica
producida por cepas con resistencia combinada a Tetraci -
clina y Penicilina, mediada por plésmidos ( 90 ); poste -
riormente Zenilman y cols. expusieron que los altos nive-
les de resistencia a Tetraciclina pueden estar asociados
con un plasmido de 252 Mda, que es el resultado de la in
sercién de un determinante de resistencia a Tetraciclina
( Tet M ) de origen estreptocbdcico en el plésmido de 24°5

Mda de N. gonorrhoeae. Este determinante Tet también ha

sido encontrado en Mycoplasma hominis, Ureplasma urealy -

ticum y Gardnerella vaginalis, de los que podrian haber

pasado a N. gonorrhoeae bien por transformacién o por con

jugacién ( 14 ).

En nuestras cepas no hemos detectado este plésmido
y la resistencia observada tuvo su origen a nivel cromosd

mico.

4,- DETERMINACION DE LOS REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES O
AUXOTIPIA

Durante 1.942 a 1.945 se demostré que las cepas de

N. gonorrhoeae podfan ser cultivadas en medios enriqueci-

dos con componentes de la sangre, pero existia un conside
rado nimero de casos ( més del 25% ) que necesitaban un

enriquecimiento adicional de Cocarboxilasa. En 1.973 cuan
do Catlin desarrolld un medio definido quimicamente para
este microorganismo, se identificaron muchos otros compo-

nentes esenciales en su crecimiento ( 22 ).
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Si bien Hendry y Stewart ( 91 ) han desarrollado o-

tro método para auxotipar N. gonorrhoeae, no se trata més

que de una modificacidén del medio de Catlin que es, por
otro lado, el més utilizado en la bibliografia consulta -
da.

El medio ideado por Catlin, define los requerimien-

tos nutricionales de N. gonorrhoeae, N. meningitidis y

N. lactamica. Cada especie de Neisseria tiene un patrén
nutricional que lo diferencia de las otras especies, asi-
mismo, distingue entre si distintas cepas de N. gonor ---

rhoeae.

El medio de agar completo gquimicamente definido
( NEDA ), contiene los elementos necesarios para el creci
miento de la mayoria de las cepas aisladas a partir de
muestras clinicas. E1l crecimiento en este medio es necesa

rio para identificar un aislamiento ae N, gonorrhoeae an-

tes de tiparlo. Los medios que se precisan para conocer
los requerimientos nutritivos se obtienen al restar del
medioc completo uno o mé&s de sus componentes; de estos me-
dios, el que carece de Cistina y Cisteina es imprescindi-

ble para la identificacidén de N. gonorrhoeae ya que todas

las cepas requieren estos elementos para su crecimiento.
El hecho de ver crecimiento en NEDA y en NEDA sin Cistina
y Cisteina, constituye una evidencia presuntiva de que no

se trata de N. gonorrhoeae.

Con este sistema Catlin describidé 35 auxotipos dife
rentes, reflejando asi el nimero de genes relacionados
con los cambios biosintéticos del microorganismo, que pue
den verse afectados por diversas mutaciones ocurridas es-
pontaneamente y que pueden ser, a veces, dobles en una

misma cepa.

Aungue el sistema presente diversos problemas y sea
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relativamente complicado, ha sido, hasta la década de los
80, uno de los mAs empleados para el estudio epidemiélogi

co de N. gonorrhoeae. Algunos de los problemas que plan -

tean son, entre otros: requerir catorce medios distintos,
asi{ como tiempo para su obtencién y la necesidad de un la
boratorio equipado, la facil contaminacién de los medios

al introducir inadvertidamente compuestos quimicos no re-
queridos, el hecho del sintropismo o interaccién que acon

tece entre cepas de N. gonorrhoeae que crecen unas al la-

do de las otras, suministrando productos que promueven el
crecimiento de gonococos auxotrofos y la posible contami-

nacién de cultivos, aparentemente puros, de N.gonorrhoeae

con Mycoplasma hominis, pues ambos microorganismos coexis

ten en el tracto genital humano y con relativa frecuencia
se aislan juntos. Al igual gue en el sintropismo, Myco --
plasma se encarga de suministrarle amincédcidos, cofacto -

res o vitaminas ( 92 ).

Los auxotipos méds frecuentemente encontrados varian
segin el lugar donde el paciente adquiera la infeccidn,
la poblaciédn del Area en estudio, las variaciones tempora
les que se producen en un lugar determinado, asi como la

naturaleza de la infeccién ( 93 ).

Hasta hace poco tiempo, las cepas de los auxotipos
1 ( Prototréficas ), 2 ( Pro. ) y 3 ( Arg ) eran las mis
comunes, aunque un gran nimero de aislamientos tenian un
requerimiento miltiple, tal es el caso del auxotipo 14
( Arg~ Hyx Ura ) que también se presentaba con relativa

frecuencia.

Catlin en 1.973 ( 22 ) mostré que, de 251 cepas es-
tudiadas, el 33°8% requirieron Prolina, el 25°5% fueron
prototréficas, las que necesitaron Arginina representaron
el 17°5% y un 9°6% precisaban Arginina, Hipoxantina y Ura
cilo.
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Aunque Catlin encuentra que con su sistema se puede
clasificar aproximadamente el 99% de la poblacién bacte -
riana, en nuestro estudio sélo alcanzamos el 94%; ello
puede venir explicadc por la existencia de una mayor pro-

porcién de cepas de N. gonorrhoeae " fastidiosas ", que

son especialmente sensibles a los &cidos grasos libres
preexistentes en el medio o producidos por la propia bac-
teria, y cuyo crecimiento en el medio NEDA puede pasar de

sapercibido ( 22 ).

En nuestro trabajo pudimos detectar 13 grupos dife-
rentes de cepas segin sus requerimientos nutricionales,
de los que 5: Pro  Ura , Pro Hyx Ura , Pro His Hyx ,
Hyx e Hyx Ura , no se encontraban dentro de los prime-
ros 35 grupos descritos por Catlin; no obstante, otros au
tores han encontrado que un alto porcentaje de las cepas
estudiadas ( 23°6% ) tampoco se pudieron englobar en nin-

guno de 1los auxotipos de Catlin { 94 ).

Segin parece la mayor variabilidad de auxotipos de-
pende del lugar donde se hagan los estudios ya que, en
los paises en desarrollo, la mayoria de las cepas, se pue
den clasificar en tan sélo 2 grupos: no requirientes y
Pro  mientras que, en paises desarrollados, presentan més
de 20 auxotipos diferentes. También se sabe que en las --
ciudades mé&s pobladas hay mayor variabilidad de auxotipos
que en las de menor nimero de habitantes, reflejando qui-
z4s su carécter cosmopolita, aunque todo ello podria es -
tar relacionado con una mejor capacidad diagnéstica en es

tos lugares ( 95 ).

En nuestro estudio hubo mayor variabilidad de auxo-
tipo entre las cepas no productoras de penicilinasa que
entre las productoras, explicable por el nuimero menor de
cepas del segundc tipo; no obstante esta mayor variabili-

dad parece confirmarse en otros trabajos publicados en
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los que el numero de cepas productoras del enzima es ma -
yor ( 96 ), de aqui se puede inferir, tal como lo han he-
cho otros autores, la existencia de una relacidn entre 1la
capacidad de producir penicilinasa y ciertos réquerimien—

tos nutricionales.

En nuestra poblacidbén, las cepas que aparecieron mas
frecuentemente fueron las que necesitaron Prolina, que
constituyeron un 38°8%, cifra semejante a la de Catlin; a
este auxotipo pertenecid el 12°7% de las cepas aisladas
en Estocolmo en 1.975 y es también el auxotipo més comin
en el Lejano Oriente, junto con el auxotipo 1 o no requi-
riente ( 97 ). Segin parece, este tipo de cepas va siendo
sustituideo por aquéllas que scn Arg , Proc Cit™ Ura o
Ura” ( 98 ).

Como se comentdé anteriormente, las cepas producto -
ras de penicilinasa que llevan el plésmido de 4°5 Mda se
correlacionaron desde un principio, con cepas Pro ; este
hecho se ve corroborado en nuestro estudio, ya que de 13
cepas productoras de penicilinasa, cuyo plésmido responsa
ble fue el de 4’5 Mda, 11 fueron Pro y una requirié, ade

mis de este aminoécido, Hipoxantina y Uracilo.

También la cepa productora de penicilinasa que pre-
sentdé el plasmido de 372 Mda requirié Prolina junto con
Hipoxantina e Histidina, en contraposicién con la rela --
cidén establecida desde hace tiempo entre cepas de este ti
po y la necesidad de Arginina para su desarrollo. No obs-
tante, y segin se desprende de los trabajos realizados
por diversos autores ( 89, 99, 100 ), desde que se hicie-
ran los primeros estudios epidemiolégicos de cepas produc
toras del enzima, se ha apreciado una dinémica notable en
dicha poblacién, extendiéndose los plésmidos responsables
de la resistencia a Penicilina entre cepas cuyos auxoti -

pos no fueron descritos originariamente.



152

Algunos autores han querido ver en la auxotipia 1la
explicaciébn racional de los cambids  de sensibilidad de

N. gonorrhoeae a los diferentes agentes antimicrobianos

( 101 ) y, de este modo, se ha observado que entre los
aislamientos que necesitan Prolina se incluyen cepas que
son mencs sensibles que otras de distinto auxotipo; no
obstante, esta hipdtesis no se ha podido consolidar debi
do a la existencia de cepas Pro , muy sensibles o relati

vamente resistentes a Penicilina G ( 102 ).

El ejemplo mis claro de relacidén entre auxotipia y
diferente sensibilidad a antimicrobianos ha sido el de
las cepas Met™ y la resistencia a Sulfamidas; las cepas
Met  tienen una relacidén en el enzima sintetasa del 4ci-
do dihidropteroico que reduce selectivamente la afinidad
a la Sulfamida, en comparacién con el &cido paraaminoben

zoico ( 103 ).

En nuestro medio,se ha encontrado una correlaciébn
entre cepas menos sensibles a Penicilina y Tetraciclina
y aquéllas que necesitaron Prolina; no obstante, al des-
glosar la poblacidn total en cepas productoras de penici
linasa, se pudo observar que la asociacidén mencionada
fue debida a las cepas productoras de penicilinasa, sien
do los plésmidos los responsables mas directos de la dis
minucidén de la sensibilidad a los agentes antimicrobia -
nos. Otros autores, como Van Klingeren ( 102 ), no impli
can exclusivamente a los plésmidos en esta disminucidn
de la sensibilidad sino que involucran también a ciertas

exigencias nutricionales.

Las cepas cuyos auxotipos siguieron en frecuencia
a las anteriores en nuestro medio fueron las del nimero
1 o no requirientes y las que necesitaron Hipoxantina,

presenténdose ambos grupos en un 15°5%.
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Para la mayoria de los autores uno de los grupos
de cepas mas comunes es el formado por cepas no requirien
tes; ésto se ha podido observar en todos los puntos de la
geografia mundial donde se ha llevado a cabo este tipo de
estudio y es uno de los auxotipos que va en aumento, abar
cando, ademés, tanto a cepas productoras como no de peni-

cilinasa ( 97 ).

Al igual que ha ocurrido con las cepas que necesi -
tan Prolina, las prototréficas también se han correlacio-
nado con diferente sensibilidad a agentes antimicrobianos.
En oposicién a lo publicado por otros autores que hallan
a las cepas prototréficas menos sensibles a Penicilina y
Tetraciclina ( 104 ), las nuestras fueron més sensibles a
Penicilina; con respecto a Tetraciclina, no hemos encon -
trado asociacidén alguna. Todo ello nos hace pensar que,
en la relacidén que estamos discutiendo, mas que el auxoti
po, 1o que realmente interviene es el mayor o menor grado
de sensibilidad que presentan las cepas de un lugar geo -
grafico determinado, que podria atribuirse a la mayor o
menor presidén selectiva ejercida por el distinto uso de

antimicrobianos.

La menor sensibilidad a Ofloxacina y cepas prototro
ficas no hemos podido constatarla con otros autores dado
la inexistencia a trabajos de este tipo, empleando este

derivado quinoleinico.

Hemos podido encontrar una relacién entre requeri -
mientos nutricionales y preferencia sexual del paciente;
de este modo, se ha observado que las cepas prototréficas
se asociaron, sobre todo, a varones homosexuales, hecho
que coincide con 1o publicado por Givan y cols. ( 10 ) y
puede venir explicado por tres razones: 1) Como ya apunta

ba Catlin y Pace ( 105 ), porque la capacidad que tiene
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N. gonorrhoeae de colonizar diferentes lugares anatdmicos

del sujeto depende de los requerimientos nutricionales,

tendiendo las cepas aisladas de pacientes homosexuales a
demandar pocos nutrientes, 2) porque estas cepas presen -
ten una menor permeabilidad y, con ello, mayor resisten -
cia a sustancias como &cidos grasos, que existen en gran
cantidad en recto y que son perjudiciales para el creci -
miento del gonococo ( 10 ) o 3) porque el circulo de homo
sexuales de una ciudad determinada tenga una estrecha re-
lacién entre si y sea la misma poblacidén de gonococos la

que se encuentre en ese grupo de pacientes,

Es interesante sefialar que hemos detectado un por -
centaje bastante elevado { 15°5% ) de cepas que requieren
Hipoxantina para su desarrollo; este tipo de cepas no ha
sido descrito por Catlin, pero si por otros autores (12).
Ademéas de éstas, otro 10°3% de las cepas, requirieron Hi-
poxantina junto con otros aminoécidos, de lo que podemos
inferir que éste es un rasgo propio de las cepas aisladas
en nuestro medio. También hemos de destacar, que se ha en
contrado una relacidén entre los requerimientos de Hipoxan
tina y mayor sensibilidad de las cepas a Penicilina y Cef
triaxona, sin poder determinar exactamente cual es la ra-

z6én, molecular o biolégica, de esta asociacién.

Hipoxantina forma parte de diversos auxotipos des -
critos por Catlin, entre ellos, el ndimero 14 ( Arg Hyx
Ura ), del que se ha podido demostrar, en innumerables
ocasiones, su relacibén con una mayor sensibilidad a Peni-
cilina y paradéjicamente, con la produccién de I.G.D. por
parte de estas cepas. La implicacién de estas cepas en la
I.G.D., viene favorecida por una serie de hechos entre
los que destacamos: la resistencia que presentan dichas
cepas a la accibén bactericida del suero ( 106 ); el poder
quimiotéctico, " in vitro ", para los polimorfonucleares

menor, que el presentado por otras cepas ( 107 ) y la ma-
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yor frecuencia con que producen infeccién asintomética,
hecho corroborado en trabajos donde se puede observar co-
mo los homosexuales, en los que estas cepas son infrecuen
tes, presentan pocos casos de infecciédn asintomética (10);
y por ultimo, al hecho de ser mas refractarias a una sola
dosis de Penicilina debido, segin los algunos autores, a
que las concentraciones inadecuadas de Hipoxantina y Ura-
cilo en la mucosa de los sujetos infectados por cepas AHU™
harian que no creciera bien el microorganismo y, al no e-
xistir una buena multiplicacibén, la Penicilina que actda
en la pared bacteriana de células en crecimiento, no ac -
tuaria correctamente y las bacterias que no se multiplica
ran durante su exposicién a Penicilina sobrevivirian

( 108 ).

A pesar de todos estos puntos que favorecen la rela
cién entre las cepas Arg Hyx Ura con la I.G.D. y de
gue hay numercsos autores gue detectan una disminucién de
casos de I.G.D. cuando disminuye la incidencia de cepas
Arg~ ny— Ura , Gltimamente se estéd cuestionando todo e -
llo y se estd implicando mds a un determinado tipo de pro
teina principal de la membrana externa como responsable
de este hecho, En Atlanta, la mayoria de las I.G.D. no es
tan causdas por cepas Arg Hyx Ura y si lo estéan por o-
tras de distintos auxotipos que, al igual que las AHU ,

pertenecen al serogrupo WI ( 109 ).

Aunque este auxotipo se encuentra ampliamente repar
tido por todo el mundo con una frecuencia que oscila en -
tre el 8% en Francia y el 57% en Estocolmo ( 110 ), en
las cepas de nuestro medio no ha aparecido; por otra par-
te, ninguno de nuestros pacientes fue diagnosticado de
I.G.D.; tampoco se ha encontrado este auxotipo en otros
paises como Kenia, Suiza, Senegal, Argentina, Japén, etc.
( 110 ).
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La influencia de este auxotipo en la sensibilidad
a Penicilina se ha puesto de manifiesto en estudios reali
zados por Noble y cols. ( 111 ) donde, antes de 1.978 es-
te auxotipo, era més frecuente en pacientes blancos que
en negros, siendo las cepas de la primera poblaciédn més
sensibles a Penicilina; a partir de 1.978, se detectd una
igualdad en cuanto a la sensibilidad de las cepas proce -
dentes de ambos tipos de pacientes, resultado del despla-
zamiento de las cepas Arg Hyx Ura por otras cuyo auxo-
tipo es Pro Cit Ura , que se ha correlacionado con ce -

pas relativamente resistentes a Penicilina.

Desde que se detectara por primera vez este Ultimo
auxotipo en un estudic realizado en Canadd en 1.978, tam-
bién se ha encontrado en otros lugares como Suecia y algu
nos puntos de Estados Unidos. En Canada, en 1.981 fue el
segundo grupo més comin v se ha podido comprobar que cada
vez son més numerosas en el hemisferio Norte. Estas cepas
se caracterizan, ademds, porque se hallan libres del plés
mido criptico de 276 Mda y se relacionan con casos de in-

feccidn asintoméatica ( 107 ).

5.~ DETERMINACION DE LOS SEROGRUPOS Y SEROTIPOS

Los estudios epidemiolégicos de N. gonorrhoeae basa

dos en la auxotipia, que tuvieron tanto desarrollo en los
afios 70, cada vez van siendo desplazados por los de tipo

seroldégico. La antigenicidad de N. gonorrhoeae fue demos-

trada ya hace 60 afios; muchos autores han propuesto y des
critc sistemas de serotipacién, pero ninguno se usbé de mo
do general y no ha sido hasta la década de los 80 cuando

se han desarrolladc sistemas Gtiles para el estudio epidg

miolégico del microorganismo.

El desarrollo de la serotipacidén se ha logrado ba -

sdndose, sobre todo, en la antigenicidad de la proteina



157

principal ( proteina I ) de la membrana externa y dentro
de esta proteina, se han centrado en los antigenos denomi
nados " W " por ser estables " in vitro " e " in vivo ",
ser independientes de la morfologia colonial y resisten -
tes a la acciédn del peryodato, caracteristicas que no cum

plian los otros antigenos denominados " J " y " M ",

Usando técnicas de aglutinacién, se ha podido demos
trar la existencia de 3 tipos de antigenos W: el I, II y
ITI. Realizando mapeo peptidicc se supo que las cepas WI
tenian una molécula denominada IA y las del grupo WII, po
seian otra molécula diferente, denominada IB; las cepas
del grupo WIII, mas que otra molécula distinta, contenian
una variedad de la IB, por lc que a estas cepas se las in
cluye en el mismo grupo que las ceps WII, que pasa a deno

minarse WII/IITI.

Los dos grupos que han desarrollado los sistemas de
mas éxito son los dirigidos por el Dr. Knapp en Estados
Unidos y la Dra. Bygdeman en Suecia; aunque con los dos
sistemas reaccionan el 100% de las cepas y tienen un po -
der resolutivo equivalente, el empleo de los dos para la
clasificacién de las cepas, permite una mejor diferencia-

cién de las cepas de N. gonorrhoeae ( 112 ).

El sistema de Knapp describe 18 serotipos en el gru
po IA y 28 en el IB; el de Bygdeman, 12 serotipos en el
IA y 38 en el IB y, a pesar de que los epitopos que se re
conocen con ambos sistemas son diferentes, existe una co-

rrelacién entre los dos.

Los anticuerpos monoclonales usados, se nombran con
letras minasculas, y la denominacibén del serotipo vendré
dada por las letras correspondientes a cada anticuerpo
con los que aglutina la cepa en estudio. Estas letras i -

ran precedidas por la letra A mayGscula si pertenecen al
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serogrupo WI, y con la B mayGscula si pertenecen al sero-
grupo WII/III.

La serotipacién aventaja a la auxotipacidén en que
es mucho més facil de realizar, no requiere laboratorios
muy sofisticados ya que se trata de una reaccién de aglu-
tinacién, es més reproducible y no parece que tenga reac-
cién cruzada con otras bacterias, si bien hay que hacer
dos indicaciones a este punto: primera, que los anticuer-
pos denominados "Bj" del sistema de Knapp y el "By" del

de Bygdeman han reaccionado con cepas de N. meningitidis

y de N. lactamica, por reaccidén con otros componentes del
microorganismo como la proteina menor o el lipopolisacéari
do y la segunda, apoyando el punto anterior, recientemen-
te Copley y Egglestone ( 113 ) han demostrado que la coa-
glutinacibén presentada por algunas cepas con anticuerpos

monoclonales WI se debid a la reaccibdn con epitopos de la

proteina II y no de la I.

Una cepa de N. gonorrhoeae pertenecerd a un serogru

po o a otro pero raramente, por no decir nunca, a los dos
pues, cuandc se ha dado algin caso de reaccidn a los dos
serogrupos y a un mismo tiempo, se ha podido demostrar
posteriormente que se trataba de una infeccidén mixta, oca

sionada por dos cepas de N. gonorrhoeae ( 12 ).

La importancia de la proteina I no sélo viene deter
minada por su aportacién epidemiolébgica sino que, ademés,
se ha implicado en distintas formas de presentacién de la
infeccién gonocédcica y en la resistencia por parte del mi
croorganismo a agentes antimicrobianos; en este Gltimo as
pecto interviene, como veremos mas adelante, por su carac
terpistica de ser una porina. En cuanto al primer punto
mencionado, hay autores que indican la existencia de ce =~

pas de N. gonorrhoeae que presentan una determinada pro -
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teina W cuyo peso molecular es de 36.000 daltons, que son
resistentes a la acciédn bactericida del suero y que dan
lugar a I1.G.D. y, por tanto, han asociado dicha proteina
con la capacidad del microorganismo para diseminarse. Es-
ta relacién, que fue aceptada en un principio, hoy dia es
t4 en discusién ya que esa misma proteina se ha encontra-
do en cepas que dan lugar a infeccidbén gonocébcica localiza
da ( 107 ).

También, y de forma ain no delucidada, se han aso -
ciado el serogrupo y el auxotipo con una determinada IgA

proteasa producida por N. gonorrhoeae.

Por Gltimo, se ha apuntado hacia la proteina W como
la posibilidad, de conseguir una vacuna ya gue parece que
aquella induce la respuesta de IgA secretora ( 116 ), que
produciria en todas las infecciones gonocécicas por ser
ia proteina I constante en iodas las cepas y estar en e -

las en gran cantidad. No obstante, el inconveniente de
esta posibilidad radicaria en la amplia variedad isogéni-

ca que presentan como ya hemos podido comprobar,

Existen numerosas publicaciones que indican una di-
ferente distribucién de los dos serogrupos en las distin-
tas &reas geograficas y también entre cepas de N. gonor -
rhoeae productoras y no de penicilinasa de una misma zo -

na.

En nuestro medio, las cepas que aparecieron en ma -
yor nimero fueron las pertenecientes al serogrupo WII/III
( 82 de 116 cepas ), siendo el serogrupo mas frecuente,
tanto entre las cepas productoras como entre las no pro -
ductoras de penicilinasa. Este serogrupo es el mas comin
también en Tahilandia, Singapur, Corea, areas de Europa,
Canadé, Estados Unidos, Australia y Africa, en este caso,

en la poblacién de cepas no productoras de penicilinasa
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( 8 ).

En un estudio realizado en diferentes ciudades de
Suecia, se pudoc observar cédmo las cepas del serogrupo
WII/III predominaron en las grandes ciudades y las del se
rogrupo WI en las ciudades pequefias. Existen dos posibles
hipbétesis que expliquen este hecho, la primera se basa en
la diferente sensibilidad a diversos agentes antimicrobia
nos; al ser las cepas del serogrupo WII/III més resisten-
tes a antibidéticos, la mayor presidén selectiva de aqué --
llos, existente en las grandes ciudades, seleccionaria a
las cepas WII/III y la segunda se apoya en la posible ac-
cidén protectora de los anticuerpos creados frente a la
proteina I del gonococo, al existir menor nimero de deter
minantes antigénicos en el serogrupo WI, en caso de que
ocurriese una reinfeccidén ( més probable en grandes ciuda
des debido a una mayor posibilidad de contacto sexual con
mayor numerc de parejas j seria méas fécil que se produje-
ra por una cepa WII/III dada su mayor variabilidad antigé
nica que por una del serogrupo WI, cosa no clarificada en

el caso de tratarse de infecciones localizadas ( 115 ).

En lo referente a las cepas productoras de penicili
nasa, las procedentes del Lejano Oriente suelen ser del
serogrupo WII/III en mds del 75% y también son las més
frecuentes en Suecia; sin embargo, las procedentes de A -
frica, Hong Kong y Filipinas parecen pertenecer en una ma

yor proporcidén al serogrupo WI ( 8 ).

El serogrupo de nuestras cepas productoras de peni-
cilinasa, ( WIL/III ) es semejante al de las cepas de pai
ses europeos comoc Suecia, Alemania, Holanda, etc. También
parece que los plésmidos responsables de la producciébn
del enzima se mantienen de forma méAs estable en las cepas

WII/III que en las del serogrupo WI.
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A pesar de la mayor proporcién de las cepas WII/III,
s6lo hubo una que pertenecié, dentro de este grupo, al
subgrupo WIII; al igual que aqui, estas cepas son infre -
cuentes en Suecia y, cuandc aparecen, estan en relacién
con una infeccién contraida en el extranjero. La fuente
de origen de cepas WIII parece ser el Sudeste asidtico y
de este modo, en Bangkok y Corea, constituyen el 23% de
las cepas WII/III ( 8 ).

En diversos apartados de este trabajo hemos indica-
do la relacibén encontrada por diversos autores entre la
sensibilidad de las cepas a diversos antibibticos y deter
minados serogrupos.Las cepas que producen I.G.D. suelen
ser mas sensibles a Penicilina que otras y estas cepas
petenecen al serogrupo WI. Bygdeman y otros autores (116,
117 ) observaron la asociacién entre cepas no productoras
de penicilinasa, mas sensibles a Penicilina y a otros B-
lactamicos, con el serogrupo WI. Las cepas de este serc -
grupo, con respecto a Penicilina, son més sensibles que
las del serogrupo WII y éstas lo son mas que las WIII,que
parecen ser las responsables de los casos de reinfeccid -
nes debidas a la resistencia a antibibéticos; este mismo

hecho se ha observado en relacién a Doxiciclina.

En nuestro estudio coincidimos con los autores ante
riores, encontrando una diferencia significativa entre ce
pas con mayor sensibilidad a Penicilina y el serogrupo WI;
no hemos encontrado esta diferencia con respecto a Tetra-
ciclina y si con Ceftriaxona, aunque no se ha podido re -
frendar con los resultados obtenidos por otros autores da
da la falta de trabajos que incluyan este agente antimi -

crobiano en tal sentido,

Mediante estudios de transformacién de una cepa WI
con el ADN procedente de una cepa resistente WII, que mos

tré una CMI alta de Penicilina, Doxiciclina, Eritromicina
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y Estreptomicina, Bygdeman y cols., obtuvieron una cepa
WII y, cuando ésta se usbé como donadora, obtuvieron otra
cepa WII. Demostraron que huboc un aumento del peso molecu
lar de la proteina principal de la membrana externa de
las cepas transformadas ( 118 ); ésto coincide con lo que
publicé Sparling, en 1.974, acerca de que las mutaciones
producidas en los loci mtr y pen B2 se asociaba con cam -
bios concomitantes en la proteina principal. De todo esto
se deduce que la distinta sensibilidad a los agentes anti
microbianos depende de la capacidad que tiene la proteina
I, que es una porina, de dejar pasar a los antibidéticos

a través de la membrana externa.

La Gnica correlacidén probada entre pi¥midos y sero-
grupo incluye sbélo a aquellos plésmidos responsables de
la produccidén de penicilinasa. E1 de 4°5 Mda se ha asocia
do en miltiples ocasiones con el serogrupo WII/III, asi
como el de 372 Mda con el serogrupo WI; esta regla parece
cumplirse en ngestras cepas productoras del enzima, a ex-
cepcidédn de una cepa del serogrupo WI que llevd el pléasmi-
do de 4°5 Mda, Esta Gltima asociacién se ha podido detec-
tar en estudios realizados con cepas de origen africano,
productoras de penicilinasa ( 119 ), explicable por la in
corpcracién del plésmido de origen asidtico en cepas pro-

pias del lugar en cuestidén, en este caso Africa.

También, y siguiendo con las cepas productoras de
penicilinasa, se cumple la relacién establecida entre
plasmido de 4°5 Mda y requerimientos de Prolina o cepas
prototréficas y serogrupc WII/III. Para las cepas que por
tan el plésmido de 372 Mda se ha observado la asociacidn
con el serogrupo WI y el auxotipo 1, es decir el no requi
rimiento de amino&cidos, cofactores o vitaminas, el auxo-
tipo 2 ( Pro ) y el auxotipo 3 ( Arg ) ( 8 ). En la ani
ca cepa de nuestro estudio que 1llevd el plasmido de 372

Mda, no se ha apreciado esta relacidn.
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A pesar del mayor nimero de cepas WII/III, la varia
bilidad de auxotipos entre las cepas WI y WII/III fue
précticamente igual, existiendo dos auxotipos més en el

serogrupo WII/III que en el WI.

Pudimos apreciar una serie de asociaciones entre
auxotipia y serogrupo y, de este modo, hubo una relacién
estadisticamente significativa entre las cepas que requi-
rieron Hipoxantina, sola o unida a Prolina, con el sero -
grupo WI. Esto junto con la relacién encontrada entre re-
querimientos de Hipoxantina y mayor sensibilidad a deter-
minados agentes antimicrobianos, asi como a la alta fre -
cuencia con que nuestras cepas requieren este aminoécido,
nos hace suponer que este tipo de cepas podrian tratarse
de un rasgo epidemiolégico propio de nuestra area geogra-

fica.

La distribucién de las cepas WI y WII/III en nues -
tro estudio fue la misma entre hombres y mujeres. NO ocu-
rre 1o mismo en otros lugares donde las cepas WI fueron
mis frecuentes en mujeres ( 97 ); en los varones los ca -
sos de infeccidén asintomatica estan producidos por cepas
WI y ésta seria una de las explicaciones de la menor dete
ccién de cepas WI en hombres y si bien hay un mayor nume-
ro de infecciones asintomaticas en las mujeres, no se sa-

be a qué serogrupo pertenecen las cepas que las producen.

Como hemos adelantado anteriormente, hubo una aso -
ciacién entre las cepas WII/III y su procedencia de varo-

nes homosexuales como han encontrado otros autores ( 11 )

En las cepas de la poblacién de homosexuales, se en
contré una ligera disminucién de la sensibilidad a Penici
lina pero no a Tetraciclina como ha sido descrito. Segin

los trabajos consultados en la bibliografia, tanto las ce
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pas WI como las WII/III procedentes de varones homosexua-
les son ma$ resistentes a Penicilina, Ampicilina, Cefuro-
xima y Doxiciclina que las WI y WII/III pertenecientes a
pacientes de distinto grupo poblacional y del mismo lugar
( 120 ).

Las cepas WII/III de pacientes homosexuales suelen
tener, con mayor frecuencia que las cepas del mismo sero-
grupo de pacientes no homosexuales, una mutacidén en el lo
cus mtr que ademéds de conferir resistencia a antibidbticos,
1o hace a detergentes y colorantes hidrofébicos; la resis
tencia a sustancias hidrofébicas haria que pudiesen sobre
vivir en lugares donde predominen las mismas‘como es el
recto; no obstante, otros autores apuntan que debe exis -
tir otra presidén selectiva, independiente del medio hidro
fébico rectal para la explicacidén de este hallazgo ya que
se ha podido observar cbémo aislamientos procedentes de o-
tros lugares anatdémicos distintos al recto, en pacientes
homosexuales, son también mas resistentes ( 120 ); esto
se ve corroborado por nuestro estudio ya que de las 14 ce
pas aisladas de pacientes homosexuales, sélc 2 fueron ais

ladas de muestras rectales.

Dado que se ha demostrado la buena correlacién en -
tre los dos sistemas de anticuerpos monoclonales emplea -
dos y debido a que el mayor numero de trabajos consulta -
dos en la bibliografia determinan el serotipo por el sis-
tema @8, la discusidén la haremos considerando sblo este

sistema,.

Dentro del serogrupo WI, en nuestro estudio, los se
rotipos predominantes fueron el Aedhi, el Aedgkih y el
Adgkih: el resto de las cepas WI ( 2075% ) pertenecieron

a 4 serotipos poco frecuentes,

Las cepas del serotipo Aedih se presentaron en un
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53% de los casos y a este serotipo pertenecid una de las
dos cepas productoras de penicilinasa del serogrupo WI.
Segin diversos estudios, parece que el Sudeste asiéitico,
también es, el foco de origen de estas cepas; en Suecia,
aunque constituye el 45% de las cepas productoras del en-

zima, son raras entre las no productoras.

El serotipo Aedgkih se ha reconocido como el més co
min entre el serogrupo WI en Sidney, Sigapur, es el predo
minante en Europa, especialmente en algunas ciudades de
Escandinavia y América del Norte. En Sevilla, aunque cons
tituye el 14°7%, cifra que podria aumentar a un 26°4% si
incluyéramos en este grupo a las cepas Adgkih - dada la
similitud entre ambos serotipos - no llega a las cifras
que se presentan en los lugares mencionados. De esto pode
mos establecer una mayor semejanza con las cepas WI del

Sudeste asi&tico que con las propias de Europa.

No detectamos ninguna cepa Ae entre las nuestras,
al igual que ocurre en Escandinavia, donde son muy raras
entre la poblacidn de cepas no productoras de penicilina-
sa. Las cepas Ae son frecuentes en Africa y en algunas z0o
nas del Oeste del Pacifico, Nordeste de Australia y no e-

xisten en el Sudeste asiédtico.

Singapur parece que es el foco epidemiolébgico de ce
pas inusuales del serogrupo WI; en nuestro medio pudimos
detectar el serotipo Af dentro de ellas. Este mismo sero-
tipo s6lo ha sido descrito en Canad& y Singapur. También
en este Gltimo lugar se han detectado cepas del serotipo

Afe, que se halld asimismo en nuestro medio.

En el serogrupc WII/III hubo mayor variabilidad de
serotipos que entre las WI, al igual que ocurre en otros
estudios publicados ( 96 ). Entre las 82 cepas WII/III en

contramos 16 distintos serotipos, siendo los més frecuen-
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tes el Bajk ( 22% ), el Bacejk ( 20°7% ), el Back (1578%)
y el Bak ( 1476% ), el resto de las cepas ( 27°8% ) perte

necieron a 12 serctipos poco comunes,

El serotipo Bajk esti extendido por todas las regio
nes geogréaficas y, al igual que en nuestro estudio, es u-
no de los serotipos méis frecuentes en todas las &areas ex-

cepto en Bangkok, Corea y Darwin ( Australia ).

Las cepas cuyo serotipo es el Bacejk son comunes en
paises escandinavos, a excepcién de Noruega y es raro en
otras regiones. Dadas estas premisas y debido a la alta
frecuencia con que se da este tipo de cepas en Sevilla y

la existencia de tres cepas productoras del enzima con e

(R¢]

te serotipo, podriamcs pensar en la adquisiciédn y adapta-

cidén de los plasmidos R en cepas autdctonas.

El tercer serotipo més frecuente en nuestro medio
fue el Back que es raro en paises escandinavos pero fre -
cuente en paises asidticos. A este serotipo pertenecieron
6 cepas de las 14 productoras de penicilinasa por 1o que
podriamos inferir su relacién epidemiolégica con las del
Sudeste asiatico. No obstante, el resto de las cepas peni
cilinasa-positivas del serogrupo WII/III presentaron el
serotipo Bak que fue el cuarto en frecuencia en nuestro
medio y que es también frecuente en Escandinavia pero no
en el Sudeste asidtico, de tal modo que estas cepas po —--
drian ser consecuencia de la extensién del plésmido asia-
tico en cepas propias de Sevilla o bien, dado que la Gni-
ca diferencia con las cepas del serotipo Back es la reac-
cién con el anticuerpoc " ¢ " { que suele dar una reaccidn
muy débil ), podria tratarse del mismo serotipc y por lo
tanto tener su relacién epidemioldégica con el Sudeste a -

sidtico.

En estudios efectuados por Bygdeman ( 8 ), se ha po
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dido observar cémo el Sudeste asidtico es también fuente
de cepas que presentan serotipos inusuales del serogrupo
WII/III, de este modo el serotipo Bacjk es propio de alli
vy las que se aislan en Suecia correspcndientes a este se-
rotipo suelen ser productoras de penicilinasa e importa -
das. En nuestro medio, las cepas Bacjk fueron poco fre --

cuentes.

Para finalizar diremos que la uUnica cepa del sero -
grupc WIII fue la Begjhk; en Suecia, éste es el serotipo
més frecuente, dentro de las escasas cepas que se detec -

tan de este grupo.

La caracterizacidén de las cepas de N. gonorrhoeae

mediante la determinacidén de los parémetros que hemos men
cionado a lo largo del estudio, tiene su aplicacidn prac-
tica a la hora de conseguir una mejor compresién de la di
namica de algunas cepas del microorganismo, importantes

por presentar ciertas caracteristicas como resistencia a
agentes antimicrobianos, produccidén de I.G.D. etc. No ca-
be duda que cuantos més parémetros se determinen, més e -
xacto serd el conocimiento epidemioldgico de esta enferme

dad infecciosa.

Por regla general, el contenido en plasmidos, la au
xotipia y la serotipia, tienen reproducibilidad entre las
cepas aisladas de un mismo paciente asi como entre los
pertenecientes a sus parejas sexuales. Sin embargo, en 1la
literatura se halla descrito la pérdida de plésmidos R
v el cambio de un serotipo a otro, pero no de serogrupo,

en una misma cepa de la bacteria.

En nuestro estudio, y por regla general, las cepas
pertenecientes a un mismo paciente, asi como las de sus
contactos fueron idénticas, aunque hubo una serie de ca -

sos en los que se encontrd cierta discrepancia.
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La pérdida de plésmidos puede ser relativamente co-
min ya que, en cinco casos relacionados epidemiolébgica --
mente, las cepas coincidieron en auxotipos y serotipos,

pero no en contenido plasmidico.

La pérdida de plésmido seria también la explicaciédn
l6gica del caso 25/85 y 31/85, cepas pertenecientes a una
pareja y en las que, presentando un auxotipo semejante y
el mismo serotipo, una de las cepas fue portadora de tres
plésmidos ( 276, 78 y 24°5 Mda ) y la otra sblo 1llevd el
plésmido de 276 Mda.

Las cepas 30/85, productora de penicilinasa y 33/85
no productora del enzima, que pertenecieron a una misma
paciente y fueron aisladas con 7 dias de intervalo, no
coincidieron en ningin parédmetro, por lo que cabe la posi
bilidad de que se tratara de una reinfeccidn, hipdtesis
gque se ve retorzada por €l necho de ser la paciente una

prostituta.

Aunque las cepas 46/85 y 49/85 pertenecieron al mis
mo paciente y ademds fueron productcras de penicilinasa,
se trataba de dos cepas distintas en relacién al auxotipo
y al serotipo, por lo que creemos que dicho paciente pre-
sentd una infeccidén mixta, producida por dos cepas de

N. gonorrhoeae,

Las distintas caracteristicas de las cepas 30/86 y
32/86, aisladas de una misma paciente en un intervalo de
7 dias, apuntaria hacia una reinfeccién, cosa que no pudo

ser comprobado en la historia clinica.

En cuanto a las infecciones producidas por cepas
productoras de penicilinasa, en el periodo de tiempo estu
diado, hemos de decir, conociende las caracteristicas epi

demiolégicas, se sabe que no fue producida por un solo ti
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po de cepas que se extendiese de paciente en paciente, si
no que se tratdé de la introduccibédn de, al menos, seis ti-
pos de cepas distintas como puede observarse en la si ---

guiente relacién:

Plésmidos Fenotipo Serotipo
GS Ph
2°6,4°5,24°5 Pro Back Bropyt
2°6,4°5,24°5 Pro_ Bcegjk Bpyust
2°6,4°8,24°5 Pro Hyx Ura Back Bropyt
2°6,4°5 Prototréfica Aedgkih Arost
2°6,4°5 Pro Bace jk Brpyust
276,372 Pro His Hyx Aedih Arst

6.- ESTUDIO GENETICO DE LA CEPA 34/85

El estudio genético que se estd llevando a cabo en

la especie de N. gonorrhoeae es uno de los apartados més

importantes con el que se estd contribuyendo al avance y

conocimiento de la genética bacteriana.

Como se ha mencionado en este trabajo, los plésmi -
dos R detectados en esta especie son cada dia mAs numero-
sos, hecho que posiblemente continuari, debido al extenso
uso de los agentes antimicrobianos en el hombre, Gnico re
servorio conocido para el gonococo y también a la gran ex
tensidén de plasmidos existentes en microorganismos de o -
tros géneros y especies que comparten el habitat del gono

coco,

Entre las cepas estudiadas encontramos una, la nu-
merada como 34/85 que portaba un plésmido de 4°8 Mda,
desconocido hasta ahora y nos planteamos la realizacidn

de su estudio genético con el fin de conocer sus posi --
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bles funciones.

Para ello, se realizé su aislamiento y posterior pu
rificacién. De los dos métodos de aislamiento estudiados
por nosotros, optamos por el descrito por Cornelis y cols.
ya que el grado de pureza tanto del ADN extracromosdmico
como del cromosédmico conseguido, es mayor que el del ADN
extraido por el método de lisis alcalina, que no lleva
ningin paso de extraccién de proteinas. Esta pureza se re
quiere cuando el ADN se va a usar para hibridar, transfor

mar, etc.

La separacién del plésmido problema de los coexis -
tentes en la misma cepa ( 2°6 y 24”5 Mda ) se hizc extra-
yéndolo del gel de agarosa. Existen diversos métodos para
esta finalidad, pero ninguno de ellos es plenamente satis
factorio. Existen dos problemas principales, el primero
es que la mayoria de los tipos de agarosa, independiente-
mente de su grado de pureza, se encuentran contaminados
con polisaciridos sulfatados, que se extraen del gel jun-
to con el ADN y dichas sustancias son potentes inhibido -
res de los enzimas ( endonucleasas, ligasas, polimerasas,
etc ) que normalmente se usan en los estudios del ADN y
segundo, que la cantidad de ADN extraida del gel esté en
funcién de su peso molecular, obteniéndose en una propor-
cién satisfactoria, aquél cuyo peso molecular oscila en -

tre 0’61 y 1272 Mda,.

Nosotros hemos usado tres métodos, dos de ellos con
sistieron en electroeluciones, es decir, se usé la coO =---
rriente eléctrica para hacer salir el ADN desde el gel de
agarosa a una solucién y el tercero, se sirvibé de la ca -
racteristica fisica de congelar y descongelar la agarosa,
proces¢o que termina ocasionando una desestructuracién de
la matriz del gel con la consecuente liberacién de las ca

denas de ADN.
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Aunque los métodos de obtencién del ADN por elec --
troelucién, tanto por electroforesis vertical como por e-
lectroforesis en bolsa, fueron los maAs laboriosos y por
lo tanto los que méAs problemas plantearon en relaciébn a
su montaje, el ADN recuperado por ambos métodos fue de
buena calidad, que viene dada por la integridad del ADN,
por la facilidad de ser digerido por enzimas de restric -
cién, etc. Sin embargo, de los dos, elegimos el primero
ya que dentro de la dificultad que entrafiaba, fue el més
fadcil de realizar. E1 ADN recobrado por el método de con-
gelacién-descongelacién tuvo una calidad menos aceptable
y la cantidad fue més baja, por lo tanto fue descartado

para su uso.

Los cortes obtenidos con los enzimas Hinc II y Hind
ITI de los plésmidos problema ( 4°8 Mda ) y patrén ( 4°5
Mda ) fueron semejantes, observindose sbélo y exclusivamen
te una banda de ADN yue, por su localizacibén en el gel de
agarosa, se pudo saber que correspondia a la forma abier-
ta de cada elemento extracromosédmico. Esto estéd de acuer-
do con lo publicado referente al plasmido de 4°5 Mda pues,
al tener estos enzimas s6lo una zona palindrémica de re -
conocimiento es este plésmido, la digestién con ellas Gni
camente abre el plésmido. El hecho de que la digestién
del plésmido de 4°8 Mda, con Hinc II y Hind III de un
fragmento localizado en el gel de agarosa ligeramente més
arriba que el obtenido al cortar el plésmido de 475 Mda
con los mismos enzimas, nos indica la diferencia de peso

molecular que previamente conociamos.

Coincidimos con 1o descrito en la literatura refe -
rente al plasmido R de 4°5 Mda, en nuestro trabajo, la di
gestién de los plasmidos de 4°5 y 478 Mda con el enzima
Bam HI produjo dos fragmentos. De ellos, el mAs pequefio
presentd el mismo peso molecular en los dos casos ( 1745
Mda 6 2°2 Kb ), mientras que el mayor, ( 3704 Mda 6 4;9



172

Kb y 3735 Mda & 5739 Kb ) presenté la diferencia de 073
Mda 6 0°4 Kb entre los dos plésmidos.

A la vista de todas estas consideraciones, podemos
establecer la analogia entre los plésmidos de 4’5 y 4°8
Mda y la existencia de un pequeiio fragmento‘de 0“3 Mda en

el plasmido problema.

Para conocer la funcién que el plésmido de 4°8 Mda
ejercia en la cepa que lo albergaba, realizamos estudios
de transformacidén bacteriana con dicho pléasmido; el ADN
en estudio es incorporado en la célula, se replica y ex -
presa la informacidén genética que lleva, por ejemplo la
resistencia a agentes antimicrobianos, permitiendo a la
célula transformada sobrevivir en presencia del antimicro

biano.

La mayoria de los métodos de transformacidén bacte -
riana se basan en las observaciones de Mandel y Higa he -
chas en 1.970 ( 35 ), éstas indican que el tratamiento
de las células bacterianas con Cloruro calcico aumenta la
captacién de ADN. Sobre estos resultados hemos basado el |

método empleado en este trabajo.

El hecho de haberse conseguido células bacterianas
transformadas en los tres medios selectivos empleados,
" cuando se transformd con el plasmido de 4°8 Mda y con una
frecuencia de transformacién muy similar ( Ampicilina 077
‘x'10—4, Trimetoprim 076 x 1074 y Ampicilina més Trimeto =
prim 074 x 1074 ug de ADN ), indica que los genes que co-
difican la resistencia a Ampicilina y Trimetoprim se en-
cuentran localizados en el mismo plésmido y que es el de
4°8 Mda el responsable en la cepa 34/85 de la resistencia

a estos dos agentes antimicrobianos.

Pudimos corroborar este punto cuando se realizd el



173

antibiograma de las células transformadas. También pudi -
mos demostrar que este plasmido fue el causante de la pro

duccién de penicilinasa.

En las cepas de E. coli transformadas se detecté un

plédsmido de 4°8 Mda de peso molecular ( igual al origi --
nal ), confirmando otros estudios en 1los que se comprueba
que cuando se transforma cepas de E. coli con 1o0s pléasmi-

dos de N. gonorrhoeae éstos permanecen siempre inaltera -

dos, pero no ocurre asi cuando se transforman cepas de

N. gonorrhoeae, en las que tiene lugar una pérdida de un

fragmento de ADN plasmidico, produciéndose un plésmido de
372 Mda ( 82 ).

Para conocer la localizacién plasmidica del gen res
ponsable de la resistencia a Penicilina y Trimetoprim, se
realizaron estudios de hibridacién de ADN/ADN entre el
pléasmido de 478 Mda con: el plasmido de 475 Mda de N. go-
norrhoeae y el contenido plasmidico de las cepas de E.co-
1i K12 €600 P39 y E. coli K12 C600 P700 portadoras cada
una de ellas de un plésmidoc con la informacién para produ
cir el enzima dehidrofolatc reductasa tipo I ( la primera
cepa ) y dehidrofolato reductasa tipo II ( la segunda ce-
pa ), que hace a las cepas resistentes a Trimetoprim., Tan
to con la técnica de hibridacién en gota como con la de
Southern blot, hubo hibridacién del plésmido de 4°8 Mda
con el de 4°5 Mda y con el de la cepa de E. coli K12 C600
P700. Estos resultados confirman, en primer lugar la seme
janza de los plasmidos de 4’5 y 4’8 Mda y en segundo lu -
gar, que posiblemente el fragmento de 0°3 Mda contenga el
gen responsable de la produccién del enzima dehidrofolato
reductasa tipo II que hace a la cepa resistente a Trime -

toprim.

Estudios, que se estan llevando a cabo actualmente

en nuestro laboratorio, de digestién con enzimas de res -
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triccién del plésmido problema e hibridacién de los frag-
mentos mediante la técnica de Southern blot, nos lleva --
rén a conocer con mas exactitud cual es y donde se halla
la secuencia de ADN que lleva la informacién genética pa-
ra la sintesis del enzima dehidrofolato reductasa tipo II

en la cepa de N. gonorrhoeae.
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El porcentaje de cepas de N. gonorrhoeae productoras
de penicilinasa durante el periodo estudiado ( Julio
1.985 - Julio 1.986 ) fue del 12%, 10 que supone el
mayor porcentaje encontrado en nuestro medio desde que
en 1.980 se detectara la primera cepa de este tipo.

La proporcién de cepas no productoras de penicilinasa,
relativamente resistentes a Penicilina, fue del 74°5%
y el de las resistentes del 2°9%, todo 1o cual demues-
tra que Penicilina no debe ser, en nuestro medio, el

tratamiento de eleccién de la infeccién gonocécica.

Considerando el alto porcentaje de cepas relativamente

resistentes a Tetraciclina ( CMI 2 ug/ml ) que hemos
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encontrado: 92°8% entre las cepas productoras de peni-
cilinasa y 3772% entre las no productofas, este antimi
crobiano no deberia usarse en los fracasos terapéuti -

cos con Penicilina o Ampicilina.

3.-:No hemos encontrado cepas de N. gonorrhoeae resisten -

ites a Espectinomicina. -

4.- La buena actividad " in vitro " de Ceftriaxona y Cipro-
floxacina, tanto sobre cepas productoras de penicilina
sa como no productoras, hacen que se los indiquen como
tratamientos zlternativos en las infecciones gonoccéci-
cas, sobre todo las causadas por cepas productoras de

penicilinasa,

5.- Todas las cepas estudiadas de N. gonorrhoeae fueron

pertadoras de plésmides, siendo constante en todas
ellas el de pesc molecular de 2°6 Mda, lo que hace que
éste pueda ser un excelente marcador en la identifica-

cibén de este microorganismo.

6.- La alta frecuencia de deteccién del plésmido conjugati

vo de 24°5 Mda, tanto entre las cepas de N.gonorrhoeae

productoras como no productoras de penicilinasa ( 7876
y 25°5% respectivamente ), supondria una mayor facili-
dad para el establecimiento y extensién de cepas porta

doras de plasmidos R en nuestra poblacidén bacteriana.

7.- Por medio de la auxotipia, pudimos clasificar al 94%

de las cepas de N. gonorrhoeae y, encontramos 12 dife-

rentes auxotipos derlos 56 hasta ahora descritos y de-
tectamos ademés un fenotipo ( Pro His~ Hyx ) no ha -

llado en la literatura. Las cepas de N. gonorrhoeae

no productoras de penicilinasa se distribuyeron entre
los 13 auxotipos, mientras que las cepas que fueron

productoras de penicilinasa pertenecieron a tan sélo 4
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de ellos.

8.- Las cepas que necesitaron Prolina fueron las més comu
nes en las dos poblaciones estudiadas, les siguieron
en frecuencia las no ‘requirientes o prototréficas y

las requirientes de Hipoxantina,

9.~ Dada la escasa frecuencia con que se presenta el re -
querimiento exclusivo de Hipoxantina en las cepas de

N. gonorrhoeae y que el 15°5% de las estudiadas por

nosotros necesitd dicho aminoacido, podemos inferir
que este rasgo es distintivo de las cepas de N. gono-

rrhoeae de nuestro medio.

v 10.-No se ha demostrado relacién alguna entre patrén de

resistencia a antimicrobianos y auxotipos.

v 11.-El serogrupc WII/III fue el mas frecuente tanto entre

las cepas de N. gonorrhoeae productoras como no pro -

ductoras de penicilinasa.

JlQ.—Hemos podido comprobar que las cepas del serogrupo WI
presentaron mayor sensibilidad a Penicilina que las

del serogrupo WII/III.

13.-Las cepas de N. gonorrhoeae aisladas de varones homo-

sexuales fueron, ccn mis frecuencia, prototréficas,
pertenecieron al serogrupo WII/III y presentaron una
menor sensibilidad a Penicilina que las cepas de 0 --

tras poblaciones de pacientes,

14.-Dentro del serogrupo WI hubo una mayor homogeneidad
de serotipos que entre el serogrupo WII/III, indicéan-
donos una menor variabilidad isogénica en las cepas
de aquél serogrupo, y el serotipo que se presenté con

mads frecuencia fue el Aedih.
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15.-En el serogrupo WII/III, el serotipo més comin fue el
Bajk ( 22% ), que es el serotipo més frecuente en la
practica totalidad de los paises en 1los que se han
llevado a cabo este tipo de estudio. Los serotipos
que les siguieron en frecuencia fueron el Bacejk, coO-
min en paises escandinavos y el Back, frecuente en el

Sudeste asiatico.

16.-Aunque el patrén que mds se repitié entre las cepas

de N. gonorrhoeae productoras de penicilinasa fue: la

presencia de los plasmidos de 276, 4’5 y 24°5 Mda, el
auxotipo 2 y la pertenencia al serogrupo WII/III, al
considerar los serotipos, hubo una diversidad de és -
tos, lo cual nos indica que el mayor numero de casos
de infeccién gonocbdcica debida a cepas productoras de
penicilinasa no se debi6é a la introduccién de un sélo

tipo de cepa,

17.-Encontramos una cepa de N. gonorrhoeae resistente a
Trimetoprim y productora de penicilinasa cuyo plasmi-
do responsable fue uno de 4°8 Mda, de peso molecular
diferente a los descritos en la literatura hasta aho-

ra.

18.-Los estudios con enzimas de restriccién, transforma -
cién bacteriana e hibridacién de ADN, mostraron que
el plésmicdo de 4°8 Mda podria haberse originadc por
la insercién en el pléasmido de 4°5 Mda, responsable

de la produccién de penicilinasa, de un fragmento de

0’3 Mda en cuya secuencia se localiza el gen que codi
fica la informacién para la sintesis del enzima dehi-
drofolato reductasa tipo II, que hace a la cepa resis-

tente a Trimetoprim.
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