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Introduccion

Neisseria gonorrhoeae es una bacteria patégena Gram negativa de transmision sexual
que causa la gonorrea. Principalmente, infecta el tracto urogenital aunque también
otras localizaciones como el recto, faringe y conjuntiva. Es muy importante su
deteccién precoz y certera para dar inicio al tratamiento, evitar complicaciones, y
disminuir la posibilidad transmisiéon y contagio. La mayoria de las infecciones en
mujeres, un 95%, son asintomaticas con grandes posibilidades de que la bacteria se
propague al tracto genital superior, causando graves complicaciones como la
Enfermedad Inflamatoria Pélvica, obstrucciones en las trompas de Falopio,
infertilidad en ambos sexos y embarazos ectépicos. Ademas de todo esto, la situaciéon
se complica por un aumento en el nimero de casos de gonorrea y de otras
Enfermedades de Transmisién Sexual (ETS) a nivel mundial y a la aparicion de cepas
de Neisseria gonorrhoeae mutiresistentes a los antibiéticos que se utilizan para
tratarla.

Las pruebas diagndsticas o test rapidos, que proporcionan resultados inmediatos
permitirian el diagnéstico sistematico y precoz de las ITS en todos los individuos
sospechosos de padecerlas incluso aunque estén asintomadticos, administrar
tratamientos a un mayor numero de pacientes infectados y evitar nuevos contagios al
interrumpir la cadena de transmision de la infeccion. Actualmente, en Mendoza y en
todo el pais, no se cuenta con ese tipo de pruebas diagnosticas sencillas, si no que se
cuenta con otras, como el cultivo tradicional o en algunos casos la PCR, que son
técnicas mas costosas y tardan mas tiempo para obtener el resultado.
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En este trabajo, describimos los pocos test rapidos que se utilizan en el mundo para el
cribado de gonorrea.

Ensayo de Flujo Lateral - Deteccién de Antigeno.

El test rapido del antigeno Neisseria gonorrhoeae es una prueba
inmunocromatografica cualitativa de flujo lateral para la deteccién de antigenos de
Neisseria gonorrhoeae en muestras de frotis endocervicales de mujeres y de frotis
uretrales de hombres.

El kit estd indicado como una ayuda para el diagnostico de la gonorrea.
Principio:

Se detecta mediante la interpretacion visual del cambio de color de una tira interna.
El anticuerpo policlonal especifico del antigeno gonocécico es inmovilizado en la zona
de la membrana del test. Durante el andlisis, el espécimen reacciona con anticuerpos
monoclonales antigonocécicos conjugandose con particulas de color prerecubiertas
en la plataforma para la muestra del test. Luego, la mezcla migra por capilaridad a
través de la membrana e interacciona con los reactivos de la misma. Si el espécimen
contiene un numero suficiente de antigenos gonocoécicos, se formara una banda
coloreada en la zona de la membrana del test. La presencia de esta banda coloreada
indica un resultado positivo, mientras que su ausencia indica un resultado negativo.
La aparicion de una banda coloreada en la zona de control sirve para controlar el
procedimiento, e indica que se ha afiadido el volumen adecuado de espécimen y que
ha habido absorcién en la membrana

Procedimiento:

eExtraccion de antigenos gonococcicos desde el frotis que contiene la muestra

eLa membrana contiene anticuerpo especifico de antigeno gonocdcico en la
posicion de prueba (T) y anticuerpos relacionados en la posicion de control (C).

eLa muestra se agrega al pocillo de muestra (S) y reacciona con el anticuerpo
monoclonal anti-gonococo conjugado con la microesfera de latex de poliestireno
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coloreado .La mezcla migra a través de la membrana por efecto capilar e
interactia con el anticuerpo monoclonal inmovilizado en la membrana.

«Si hay suficientes antigenos de gonococo en la muestra, se formara una banda de
color en el pozo de prueba (T) de la membrana. Esta banda de color indica un
resultado positivo, mientras que su ausencia indica un resultado negativo. Una
banda de color en la regién de control sirve como control de procedimiento, lo que
indica que se ha agregado el volumen adecuado de muestra y se ha producido la
absorcion de la membrana.
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RESULTADO POSITIVO:
Aparecen dos bandas coloreadas en la membrai

L I banda en la zona de control (C) v otra en la zona de
( | ) (T).
= A
RESULTADO NEGATIVO:

Solo aparece una banda coloreada en la zona de

# (C). No aparece ninguna banda coloreada en la 2
|:r | _: prueha (T).
RESULTADO INVALIDO:
[ r Mo aparece la banda de control. Los resultados de
e ™ en el que no hayva aparecido ninguna banda de
I’ J durante el tiempo especificado de lectura se desci

Revise el procedimiento v repitalo con un nuevo te
L I problema persiste, deje de usar el kit de inme
|. I pangase en contacto con su distribuidor local.

Limitaciones del test:

ePuede dar negativo en infecciones muy recientes o en casos asintomaticos
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oEl valor de sensibilidad de esta prueba en muestras uretrales masculinas y
cervicales femeninas es de aproximadamente el 90%. El uso de estas
pruebas no se recomienda para muestras orofaringeas o rectales. Esto se
debe aque la sensibilidad del test con estas es muy baja (el valor
diagnostico se reduce considerablemente).

eS6lo se debe emplear para la deteccion cualitativa de la Neisseria
gonorrhoeae. No debe inferirse ningun significado a partir de la intensidad
del color o la profundidad de las posibles bandas visibles.

eIndicara la presencia del antigeno gonocdécico en espécimenes de Neisseria
gonorrhoeae viables e inviables.

eLa deteccion de la gonorrea depende del nimero de microorganismos
presentes en el espécimen. Ello podria resultar afectado por los métodos
de recogida de la muestra y por factores del propio paciente, como la edad,
los antecedentes de ETS, la presencia de sintomas, etc. El nivel minimo de
deteccidn del test puede variar segliin serotipo

oEl fracaso o el éxito terapéutico no puede determinarse, puesto que el
antigeno puede persistir después de un tratamiento antimicrobiano
adecuado.

oEl exceso de sangre (>50 pL en caso de un frotis femenino y >20 pL en
caso de un frotis masculino) puede causar falsos resultados positivos. No
deben obtenerse muestras endocervicales de las pacientes durante el
periodo menstrual.

Ensayo de Flujo Lateral basado en el sistema CRISPR/Cas. Deteccion de
producto gendémico.

El sistema CRISPR/Cas fue identificado como el sistema inmune adaptativo, especifico
de secuencia, de procariotas. La inmunidad basada en CRISPR actia integrando
secuencias cortas de virus o plasmidos en el locus CRISPR permitiendo que la célula
recuerde, reconozca y elimine agentes extrafios. Este locus esta compuesto por
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secuencias CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats),
repeticiones palindromicas cortas, separadas regularmente por secuencias Unicas
llamadas espaciadores. Estos derivan del a&cido nucleico de virus y plasmidos
provenientes de infecciones pasadas y se utilizan como elementos de reconocimiento
para identificar genomas extrafos coincidentesy destruirlos. Por otro lado, se
encuentran los genes Cas, asociados a CRISPR, que codifican a endonucleasas,
proteinas esenciales para la respuesta inmune. Las secuencias CRISPR son
transcriptas y procesadas generando pequefios crRNA que guian a las proteinas Cas
para escindir acidos nucleicos extrafios complementarios de una manera especifica
de secuencia, evitando la reinfeccion.

A nivel molecular, los sistemas CRISPR-Cas funcionan a través de los procesos de
adaptacion, biogénesis o maduracion de crRNA e interferencia. Durante la adaptacion
se produce el reconocimiento de los elementos genéticos extrafos y se seleccionany
procesan secuencias protospaciadoras que serdan integradas como un nuevo
espaciador en CRISPR. Luego, se transcribe un pre-crRNA que es procesado
originando multiples segmentos de repeticion y espaciadores, los crRNA maduros
que guian cada uno a las proteinas Cas a su objetivo extrafio. Por ultimo, se produce
una interferencia por apareamiento complementario entre Cas-crRNAm y la
secuencia del genoma extrafio, produciendo su escision.
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Funcionamiento de CRISPR/Cas

Samson JE, Magadan AH, Sabri M, Moineau S. (2013). Revenge of the phages:
defeating bacterial defences. Nat Rev Micro. 11:675-687. doi: 10.1038/nrmicro3096.
Actualmente, la tecnologia CRISPR/Cas se la utiliza como una nueva herramienta para
introducir modificaciones en el genoma de las células. La nucleasa Cas guiada por un
RNA se puede utilizar para facilitar esta ediciéon de forma eficiente simplemente
especificando una secuencia de 20 nucledtidos dentro de su RNA guia. Una de sus
multiples aplicaciones es en el diagnostico de enfermedades infecciosas, donde se
han utilizado CRISPR/Cas9 y variantes, Cas13 y Cas12, para desarrollar plataformas
sencillas, portatiles y de bajo costo para detectar acidos nucleicos con alta
sensibilidad y especificidad.

Las pruebas de diagnostico basadas en CRISPR poseen varias ventajas sobre los
ensayos tradicionales:
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1.Unica Reaccién: los ensayos tradicionales como la PCR requieren multiples
pasos, mientras que los ensayos de diagnostico basados en CRISPR se pueden
ejecutar como una prueba de reaccion unica.

2.Equipamiento minimo: los diagnésticos CRISPR requieren un equipamiento
minimo o nulo.

3.Velocidad: estas pruebas se pueden ejecutar rapidamente,
aproximadamente 30 a 60 minutos.

4 Precision: las pruebas de diagndstico CRISPR son mas precisas que las
pruebas tradicionales.

5.Facil de usar: debido al minimo equipo necesario, los diagndsticos CRISPR
podrian estar disponibles como dispositivos portatiles, como tiras reactivas.

En los ensayos de deteccién se incuba la muestra a 37°C, 30 minutos con fragmentos
de RNA sintéticos que sirven como guia para las proteinas Cas y que estan disefiados
para coincidir con secuencias especificas del genoma del patégeno de interés.
Después de que Cas se une a su objetivo, escinde a una construccién reportera, un
ssDNA que esta marcado en un extremo con un fluoréforo como FITC y en el otro con
Biotina. Ademas, se incluye un paso de amplificaciéon isotérmica por RPA
(Recombinase polymerase amplification) a 42°C, 25 minutos para generar muchas
mas copias de la secuencia objetivo que las presentes en la muestra original.

Sample Collection Amplification Reporter

Sam jood, Conerato 3o SMounts of target
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Mecanismo de deteccion CRISPR / Cas de acidos nucleicos a través del flujo
lateral.
A-Test positivo. Presencia de la secuencia blanco del patdgeno.
B-Test Negativo. Ausencia de la secuencia blanco del patdgeno.
https://www.milenia-biotec.com/en/lateral-flow-assays-using-genome-editing-
tools/
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Interpretacion de los resultados.
A-Cualitativa.
B-Semi-cuantitativa.
https://www.milenia-biotec.com/en/lateral-flow-assays-using-genome-editing-
tools/
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Con respecto a los dos test descriptos anteriormente se considera que las pruebas de
diagndstico basado en el sistema CRISPR/Cas tienen mayor sensibilidad y especificidad
ya que en este caso se detecta el producto gendmico del patégeno mientras que en la
otra prueba diagndstica de ensayo de flujo lateral se detectan antigenos mediante
anticuerpos monoclonales dirigidos contra proteinas especificas de N.gonorrhoeae

Se puede concluir que estas pruebas diagnosticas o test rapidos, deberian
implementarse en nuestro pais y asi agilizar los tiempos para llegar al diagnostico, ya
que hacer testeos en pacientes sospechosos de padecer la infeccion siendo
asintomaticos o no acorta los plazos para llegar a su diagnostico definitivo, iniciar su
tratamiento y tomar las medidas preventivas para que no se la transmita a otros .
Ahorraria tiempos y costos ya que si bien no reemplaza al método de cultivo
tradicional y diagnoéstico por PCR pero podria descartar inicialmente otras
infecciones que se presenten con una sintomatologia similar.
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