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Resumen
Neisseria gonorrheae es una bacteria de transmisión 
sexual que afecta exclusivamente a humanos. Esta 
bacteria coloniza las mucosas de la uretra, endocer-
vix, tubo de Falopio, recto, conjuntiva y faríngea. Las 
infecciones causadas en el aparato genital varían des-
de infecciones agudas de resolución favorable, hasta 
enfermedad inflamatoria pélvica que cronifica provo-
cando secuelas irreversibles como obstrucción tubári-
ca y esterilidad. Incrementa además hasta 5 veces la 
transmisión del virus HIV. Entre otras implicancias crí-
ticas en la salud reproductiva, también pueden causar 
embarazos ectópicos, abortos en el primer trimestre 
del embarazo y como se mencionó antes, esterilidad. 
El mayor riesgo para el recién nacido son las infeccio-
nes oculares que pueden derivar en ceguera.
  
La gonorrea es la segunda enfermedad de transmisión 
sexual de origen bacteriano más frecuente en el mun-
do. En los últimos años se han incrementado el número 
de individuos infectados y la aparición de cepas re-
sistentes a los antibióticos utilizados. La situación en 
Mendoza sigue las tendencias mundiales. Para su de-
tección en la provincia se utilizan técnicas de cultivo. 
La detección temprana y rápida, por medio de la Re-
acción en Cadena de la Polimerasa es una herramienta 
necesaria para su diagnóstico. 
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Abstract
Neisseria gonorrheae is a sexually transmitted bac-
terium that affects only humans. This bacterium 
colonizes the mucous membranes of the urethra, 
endocervix, fallopian tube, rectum, pharyngeal 
conjunctiva. Infections caused in the genital tract 
vary from acute infections of favorable resolution 
to pelvic inflammatory disease that causes chronic 
irreversible sequelae such as tubal obstruction and 
sterility. It also increases up to 5 times the trans-
mission of the HIV virus. Among other critical impli-
cations in reproductive health, they can also cause 
ectopic pregnancies, abortions in the first trimester 
of pregnancy and, as mentioned before, sterility. 
Eye infections that can lead to blindness are the 
greatest risk for the newborn.

Gonorrhea is the second most common sexually 
transmitted disease of bacterial origin in the world. 
In recent years, the number of infected individuals 
and the appearance of strains resistant to the anti-
biotics used have increased. The situation in Mendo-
za follows the world trends. For its detection in the 
province, culture techniques are used. Early and ra-
pid detection, using the Polymerase Chain Reaction, 
is a necessary tool for its diagnosis.
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Introducción
Neisseria gonorrhoeae es un patógeno de transmisión 
sexual que primariamente infecta el tracto urogeni-
tal, causante de la enfermedad conocida como gono-
rrea. La infección induce una respuesta inflamatoria 
en el tracto urogenital, seguida de una alteración 
de la mucosa, asociada a un incremento en la sus-
ceptibilidad al HIV tipo I. Además, la susceptibilidad 
a infecciones crónicas es un problema predominan-
te en mujeres, debido a la naturaleza asintomática 
comúnmente asociada con cervicitis gonocócica y su 
subsiguiente propagación en el tracto genital supe-
rior. Esta infección ascendente ocurre en el 45% de 
las mujeres infectadas, y puede resultar en enferme-
dades inflamatorias pélvicas y bloqueos en las trom-
pas de Falopio, generando infertilidad y/o embarazos 
ectópicos1,2.
 
Una característica propia de N. gonorrhoeae es su 
capacidad de modular su superficie antigénica a gran 
velocidad. Esta es la base de su éxito como patóge-
no específico en humanos, debido a que su constante 
modulación de la superficie antigénica3 y sus muta-
ciones puntuales4 mejoran la capacidad de la bacte-
ria para evitar los mecanismos de defensa inmune en 
humanos. Es esta misma capacidad de modulación lo 
que acarrea un problema mayor en el desarrollo de 
vacunas efectivas contra diferentes cepas de N. go-
norrhoea. En los últimos años se ha reportado la apa-
rición de nuevas cepas de N. gonorrhoeae  resisten-
tes a un amplio espectro de antibióticos, incluyendo 
los más comúnmente utilizados como cefalosporinas 
y fluoroquinolonas, dando origen a la denominación 
de «superbacterias» o «superbugs»5,6. En Argentina se 
han encontrado cepas resistentes, en distintos rele-
vamientos realizados por el laboratorio de la Dra. Ga-
larza7-10. Estos datos indican la necesidad de contar 
con tratamientos efectivos contra la N. gonorrhoeae.

La situación actual en Argentina y en Mendoza mues-
tra una reaparición de gonorrea. Según el Sistema Na-
cional de Vigilancia en Salud SNS-SIVILA, en el país, 
durante el período comprendido entre 2007 y 2014, 
se reportaron en promedio 2500 casos al año, bajan-
do a 500-800 casos en el período del 2015 al 2018. En 
Mendoza, el promedio para el primer período era de 
29 casos por año, y pasó a 59, 1, 3 y 48 desde el 2015 
al 2018 respectivamente. En cuanto a la discrimina-
ción por sexo, en el año 2018 se detectaron 11 casos 
en mujeres y 37 en hombres. 

La detección de la infección bacteriana es clave para 
su tratamiento, evitando la cronificación de la infec-
ción. Actualmente se utilizan en Mendoza técnicas de 
reconocimiento mediante cultivos bacterianos de los 
exudados y la orina del paciente. El medio selectivo 
de uso general es el agar Thayer-Martin, el cual con-
tiene una base de agar nutritivo GC, adicionado de 

hemoglobina, un suplemento nutritivo que contiene 
numerosos factores de crecimiento y un suplemen-
to antimicrobiano. No obstante, cepas de Neisseria 
lactamica y Kingella denitrificans pueden crecer con 
cierta frecuencia en agar Thayer Martin, mientras 
que otras especies comensales de Neisseria como N. 
subflava y N. cinerea crecen en forma ocasional11.

El método tradicional de identificación bioquímica se 
basa en demostrar su patrón de utilización de azú-
cares. Neisseria gonorrhoeae oxida la glucosa, pero 
ningún otro azúcar de un panel que incluye lactosa, 
maltosa, sacarosa y fructosa. La demostración de uti-
lización de azúcares en agar CTA no es recomendada 
ya que requiere un inóculo denso, larga incubación 
y puede dar resultados negativos por falta de creci-
miento en el medio o por producción insuficiente de 
ácido de los carbohidratos11. 

Desde hace varios años se utiliza la PCR como herra-
mienta de diagnóstico para las infecciones causadas 
por la bacteria12-16, pero la misma no ha sido utilizada 
aún en Mendoza. En el presente trabajo, hemos pues-
to a punto la técnica de detección mediante PCR, 
evidenciando las ventajas que posee en cuanto al 
menor consumo de tiempo y la independencia de la 
viabilidad de la bacteria. 

Materiales y Métodos
Cepas bacterianas
Las cepas de N. gonorrhoeae utilizadas (n=8 ) com-
prenden el panel de referencia 2008 de la WHO17 

creado para asegurar la calidad y control de los test 
de gonorrea a nivel global. Las cepas son designadas 
con letras: WHO F (origen: Canadá, 1991), WHO G 
(Tailandia, 1997), WHO K(Japón, 2003), WHO L (Asia, 
1996), WHO M (Filipinas, 1992), WHO N (Australia, 
2001), WHO O (Canadá, 1991) y  WHO P (Estados Uni-
dos). En el presente trabajo se utilizaron principal-
mente las cepas WHO M y WHO L.

Cultivo de Neisseria gonorrhoeae
Las cepas fueron cultivadas en medio Tayer-Martin mo-
dificado, se incubó a 37ºC de temperatura y atmósfera 
controlada con 5% de CO2 hasta 48hs. Los ensayos de 
PCR se realizaron con cepas frescas, cultivadas 24hs 
previo al mismo, excepto en los casos aclarados. 

Conservación de la cepa
Cultivos de 24hs se utilizaron para producir los stocks 
bacterianos. A partir de una placa de 3,5 cm de diá-
metro con medio Tayer-Martin modificado, se colec-
taron las bacterias y se resuspendieron en medio GCP 
(peptona proteasa, almidón soluble, KH2PO4/K2HPO4) 
suplementado con glicerol, esterilizado por filtración 
(filtro Sartorius de 22μm). Se conservaron a -80ºC. 
Los stocks se renovaron cada 4 meses para mantener 
la viabilidad de las bacterias.
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PCR
Se realizaron colony-PCR de las cepas indicadas en 
cada caso. Se ensayaron cuatro tratamientos previos, 
100ºC durante 5 minutos, sonicación 3x1 minuto, 
100ºC durante 5 minutos + sonicación 3x1 minuto, o 
sin tratamiento previo.

Los cebadores (primers) utilizados fueron: MRL3, 
5’-TAAAGCAAGCCAAGGTCGCG y MRL4, 5’-TTTTCA-
CATCTACGCGGCGG. correspondientes al gen que co-
difica para la proteína de membrana III, universal-
mente conservada en todas las cepas de Neisseria 
gonorrhoeae18. Cada reacción de PCR contiene: 1 μL 
de los cebadores en una concentración de 25 pmol 
cada uno, 15,75 μL de agua libre de DNAasa, 6 μL de  
25 mM, 1 μL de mix de dNTPs 25μM, 1 μl de Taq poli-
merasa (INBIO Highway) y 1 uL del DNA de la muestra. 
Las condiciones en las cuales se evaluaron las PCR 
fueron de 30 ciclos con una desnaturalización previa 
de 94ºC 3 min; cada ciclo contó en desnaturalización 
94ºC por  1 min, annealing 55ºC por 45 seg, extensión 
72ºC por 45 seg; extensión final 72ºC por 10 min. La 
visualización de los productos de PCR se realizó por 
electroforesis en geles de agarosa al 1%, y se revela-
ron con SyberSafe.

Cuantificación de las colonias de Neisseria gono-
rrhoeae
Se realizó la cuantificación de bacterias mediante el 
método de turbidez de McFarland19. Brevemente, se 
preparan dos soluciones stock: 0,048 mol/L de BaCl2 
y 0,18 mol/L de H2SO4. Con agitación constante se 
agregan 0,5 mL de la solución de  BaCl2 a 99,5 mL de 
la solución de H2SO4. Las bacterias se resuspenden en 
1 mLde la solución para verificar la turbidez utilizan-
do un espectorfotómetro y midiendo la absorvancia 
a 625nm. Valores de absorvancia entre 0,08 y 0,013 
equivalen a 0,5 McFarland. Este resultado indica que 
la suspensión contiene aproximadamente entre 1 y 2 
x108 unidades formadoras de colonias (CFU)/mL

Resultados y discusión
Optimización del tratamiento previo de las cepas
El primer paso para realizar una PCR para este tipo 
de muestras radica en la preparación de las mis-
mas. Las condiciones ótpimas para realizarlo sería 
la purificación previa del ADN bacteriano antes de 
realizar el ensayo. Una segunda opción es realizar 
colony-PCR, donde se utiliza la bacteria completa, 
sin purificación previa, y se rompe la membrana por 
distintos métodos para liberar el ADN. Como el ob-
jetivo es realizar el diagnóstico de manera correcta 
y en la menor cantidad de tiempo, se utilizó la téc-
nica de colony-PCR.
Para seleccionar el método de pre tratamiento, se 
utilizaron los dos métodos más habituales, tempe-
ratura y sonicación, individualmente o de manera 
sucesiva. Se seleccionó una colonia, se resuspendió 

en 100 μL agua destilada estéril libre de RNAsas y 
DNAsas, y se realizaron 5 alícuotas iguales de 25 μL. 
Como control negativo del pre tratamiento se uti-
lizó la cepa sin tratar (resuspensión en agua), y las 
diferentes estrategias fueron tratar a la cepa con 
5 minutos a 100ºC, la cepa sonicada 3 veces por 1 
minuto cada una, o la cepa tratada con sonicación 
y calentamiento. Se utilizó 1μL de cada condición 
para la reacción. El producto de PCR se sometió a 
electroforesis en gel de agarosa, y se reveló con luz 
UV y coloración por SyberSafe.  En función de la can-
tidad de producto obtenido, podemos observar que 
los dos últimos tratamientos dieron mejores resul-
tados (Fig 1). En adelante, las condiciones de trata-
miento previo de las muestras se realizó utilizando 
sonicación y calentamiento.

Figura 1. Diferentes tipos de tratamiento previo de la 
bacteria. PCR de diferentes muestras de N. gonorrhoeae. 
Se realizó una PCR en cepas de referencia de la OMS (WHO). 
Los diferentes carriles corresponden a: 1-4 N. gonorrhoeae 
cepa WHO L; 5-68N. gonorrhoeae cepa WHO M. 1 y 5, cepas 
sin tratamiento previo, 2 y 6, cepas precalentadas a 100ºC, 
3 y 7 cepas sonicadas, 4 y 8 cepas sonicadas y precalenta-
das a 100ºC

La colony-PCR no requiere la viabilidad de la bacteria
El principal problema en el diagnóstico por méto-
dos tradicionales como el cultivo celular es la esca-
sa viabilidad de la bacteria fuera de sus condiciones 
óptimas (37°C y  5% de CO2). Para el transporte de 
las muestras desde el hospital hasta los centros de 
referencia suele haber prolongadas demoras, lo cual 
puede resultar en falsos negativos de las muestras, 
ya que la bacteria llega muerta al laboratorio de re-
ferencia su cultivo será negativo, aún en presencia 
de la misma.

Con el objetivo de demostrar que éste no es un im-
pedimento para la detección por PCR, se realizaron 
ensayos con las bacterias viables, cultivadas 24hs 
antes de la reacción, y con bacterias muertas con-
servadas a 4ºC durante dos semanas y a temperatura 
ambiente durante el mismo período.  El producto de 
PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa, 
y se reveló con luz UV y coloración por SyberSafe, 
como se muestra en la figura 2. El resultado, para 
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los tres casos fue positivo. Esto indica que la PCR es 
un método de detección que no requiere la viabili-
dad de la bacteria. 

Figura 2. La detección por PCR no requiere la viabilidad 
de las bacterias. PCR de diferentes muestras de N. gono-
rrhoeae. Se realizó una PCR en cepas de referencia de la 
OMS (WHO). Los diferentes carriles corresponden a: 1-3 N. 
gonorrhoeae cepa WHO L; 4-6 N. gonorrhoeae cepa WHO 
M, 7 blanco (reacción sin DNA). 8 control positivo. 1 y 4: 
cepas viables. 2 y 5 cepas muertas (7 días); 3 y 6 cepas 
muertas (15 días).

La detección por PCR es específica para N. gonorrhoeae
Uno de los problemas habituales del diagnóstico es la 
probable reacción cruzada con otros patógenos. En 
particular, en el caso de las infecciones de transmi-
sión sexual, es muy común que los pacientes positivos 
para una infección sean además positivos para dife-
rentes patógenos20-23. 

Para validar el método de detección, se realizaron 
ensayos de PCR con una cepa de N. gonorrhoeae 
como control positivo, y se utilizó una cepa de Chla-
mydia trachomatis (una bacteria de transmisión se-
xual), una cepa de Escherichia coli (una bacteria no 
relacionada) como controles negativos. El producto 
de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa, 
y se reveló con luz UV y coloración por SyberSafe, 
como se muestra en la figura 3. Únicamente se ob-
tiene un producto de PCR cuando la fuente de ADN 
es N. gonorrhoeae, siendo negativos para los otros 
dos casos. 

Figura 3. La detección por PCR es específica para N. go-
norrhoeae. PCR realizada sobre diferentes bacterias en las 
mismas condiciones. Se utilizó como control negativo Cla-
mida trachomatis (carril 2) y Escherichia coli (carril 3); con-
trol positivo N. gonorrhoeae cepa WHO M (carril 4). Blanco 
de reacción carril 1.

La detección por colony PCR es una técnica sensible
Un punto clave en la detección de infecciones bac-
terianas es la sensibilidad de la técnica. La misma 
debe poder detectar bajas cargas bacterianas en las 
muestras recibidas. 

Para determinar la sensibilidad de la colony PCR, se 
realizaron diluciones seriadas de una concentración 
conocida de bacterias. La cuantificación inicial de co-
lonias se realizó por la técnica de McFarland, se rea-
lizó dilución de cada muestra, 1:20, 1:400, 1:8000, 
1:160000 y se realizó la PCR con las mismas condi-
ciones utilizadas previamente. El producto de PCR se 
sometió a electroforesis en gel de agarosa, y se re-
veló con luz UV y coloración por SyberSafe, como se 
muestra en la figura 4. Se utilizaron las cepas M y L, 
obteniéndose resultados similares, donde vemos que 
se detecta la bacteria hasta 3,7x104 CFU.

Figura 4. La detección por PCR sensible para N. gono-
rrhoeae. La figura muestra una PCR realizada sobre dife-
rentes cantidad de bacterias en las mismas condiciones. 
La PCR se realizó a partir de n colonias, y se realizaron 
diluciones seriadas en base 20. El primer panel muestra co-
rresponde a las diluciones seriadas de la cepa M, el segundo 
panel a la cepa L. Carga inicial cepa M 3x108 CFU, cepa L 
2 x 108 CFU.

Conclusiones
Uno de los principales problemas del diagnóstico de 
gonorrea en Mendoza es el escaso empleo de méto-
dos moleculares para su detección. Actualmente se 
realizan determinaciones y caracterizaciones por cul-
tivos bacterianos. Este tipo de diagnóstico consume 
tiempo, ya que tarda más de 24hs, espacio, por la 
cantidad de placas utilizadas, y requiere la viabilidad 
de la bacteria. 

En nuestra provincia, de acuerdo al Boletín Integrado 
de Vigilancia | N° 407– SE 17 2018, se han incremen-
tado los casos de gonorrea en los últimos años. En 
el mundo, se han reportado apariciones de cepas de 
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Neisseria gonorrhoeae resistentes a los antibióticos 
utilizados24-27. Si bien en Mendoza no hay reportes aún 
de cepas resistentes, es imperioso mejorar el diag-
nóstico de la misma. El aumento de casos registrado 
en los últimos años, sumado a los posibles falsos ne-
gativos, debido a la escasa viabilidad de la bacteria, 
y al uso de antibióticos de amplio espectro para tra-
tar diferentes infecciones bacterianas de transmisión 
sexual, podría incrementar el número de casos reales 
en la provincia.

La PCR es una herramienta de diagnóstico útil, versá-
til, rápida, específica, y que no requiere la viabilidad 
de la bacteria para poder realizarla. Esto representa 
una gran ventaja con respecto a los cultivos tradi-
cionales. Adicionalmente, se pueden realizar ensayos 
de varias infecciones bacterianas en paralelo (PCR 
múltiplex) con el mismo equipamiento, y diferentes 
cebadores. Estamos en condiciones de validar estos 
hallazgos en muestras derivadas de pacientes, y po-
der ofrecer el servicio de diagnóstico molecular en el 
corriente año.

Cabe destacar que la resistencia a los antibióticos por 
parte de las cepas no es posible realizarla aún por 
este tipo de métodos y debe continuarse el uso de 
técnicas de cultivo. La PCR no reemplazaría a estas 
técnicas, sino que la complementaría, y sería una he-
rramienta útil para la detección rápida de diferentes 
enfermedades de transmisión sexual en paralelo, y 
en tiempos considerablemente menores.
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