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Se ocupa el autor de las dificultades y de los estudios ten-
dienfes a superarlas, inherentes ol diagndstico de las en-
fermedades venéreas en general, y dedico especial alencidn a
los que alafien a la blenorragia asintomdiica de la mujer
muy difundida en Estados Unidos y muy diffcil de controlar,
en gran medida porgue se carece de una técnica de diag-
nostico certera.

No se conoce la verdadera incidencia de la
blenorragia en Estados Unidos, pero es pro-
bable que el nimero de casos anuales oscile
entre un millén y medio y dos millones. Entre
los adolescentes y adultos jévenes de este
pais, la blenorragia es la mds comin de las
enfermedades transmisibles de notificacién
obligatoria. A pesar del recrudecimiento
actual de la sifilis temprana en Estados
Unidos, el nimero de pacientes de blenorra-
gia atendidos en los consultorios de enferme-
dades venéreas todavia es diez veces mayor
por lo menos que el de los casos de todas las
demis enfermedades de esa naturaleza. Uno
de los problemas més graves en lo que res-
pecta al control de la blenorragia ha sido la
falta de un procedimiento de diagnéstico
sensible para identificar los casos femeninos
asintométicos. El estudio del tratamiento
de la mujer se ha visto obstruido también
por la imposibilidad de confirmar bacterio-
l6gicamente la curaeién después del trata-
miento, ya que, en muchos casos, el cultivo
del agente da resultado negativo, no obstante
estar atn la paciente en condiciones de in-

fectar a su pareja sexual. Con objeto de re-
mediar esta falta de conocimiento relativo al
diagndstico de la paciente asintomdtica, se
han llevado a cabo numerosos trabajos en-
caminados a mejorar los métodos de diag-
néstico de estos casos en el laboratorio.
Las técnicas de anticuerpo fluorescente
(FA), descritas por Deacon y sus colabora-
dores, en 1960, han sido aplicadas amplia-
mente en estudios clinicos hechos en cola-
boracién econ otros laboratorios en todo el
pafs. Kl diagnéstico de la paciente asinto-
mética puede mejorarse hasta un 100% en
comparacién con los métodos en uso en la
mayor parte de los consultorios de enferme-
dades venéreas de las grandes ciudades.
Deacon y colaboradores demostraron la
existencia de un antigeno gonoeéeico espe-
cifico, de tipo K, y prepararon un conjugado
de isotiocianato de fluoresceina con fraccio-
nes de globulina de suero gonocéeico inmune
de antigeno K para poner de manifiesto la
presencia. de gonococos por medio de la
microscopia ultravioleta. Por este método
pueden verse con facilidad los gonococos en
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el curso de pocos minutos en frotis de exuda-
dos de la uretra masculina, y de la uretra,
del cuello uterino y de la vagina de la mujer.

En la mujer, cuando los frotis directos
inmediatos son negativos, los frotis directos
preparados con medios enriquecidos simples,
después de 16 a 20 horas de incubacion,
permiten descubrir la infeccién con tanta o
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por métodos de cultivo minuciosos, que re-
quieren varios dias y hasta semanas. Muchos
laboratorios de diagndstico clinico cuentan
hoy con el equipo necesario para aplicar los
medios de diagnéstico FA-GC. Mas, si bien
representa un notable adelanto, la nueva
técnica estd lejos de poseer el 100% de
sensibilidad para identificar los casos asinto-
méticos femeninos.

La investigacién sobre el diagndstico de la
blenorragia que se estd llevando a cabo en el
Laboratorio de Investigacién de las En-
fermedades Venéreas tieme por objeto, a)
mejorar la téecnica FA mediante coloracién
de contraste, b) evaluar un medio selectivo
para cultivar Neisseria gonorrhoeae, c)
hacer ensayos para obtener un medio que
permita conservar el microorganismo para
su transporte, y d) lograr adelantos nuevos
en materia de serodiagnéstico.

El medio de cultivo obtenido reciente-
mente por Thayer y Martin tiene propie-
dades selectivas que permiten el cultivo de
los gonococos ¥ meningococos, a la vez que
inhiben por completo el desarrollo de espe-
cies de Neisseria saprofiticas no patégenas y
de Mina polymorpha var. oxidans. Ademis,
se evita casi totalmente la excesiva proli-
feracién del gonococo debido a la flora
bacteriana que se encuentra en especimenes
tomados del cuello uterino, de la vagina y
aun del recto. Las propiedades selectivas del
medio se deben a dos antibiéticos: la ristoce-
tina y la polimixina B. Actualmente se estd
tratando de emplear el medio con un pro-
cedimiento retardado de FA y también como
medio de conservar el microorganismo para
su transporte.

En el campo del serodiagndstico hay

mucho que decir en pro de la obtencién de
un procedimiento serolégico que permita
identificar a la paciente asintomdtica y al
varén homosexual asintomatico que padezea
de proctitis blenorrdgica, en especial, si el
grado de reactividad o titulo pudiera aso-
ciarse con la actividad de la enfermedad y
con la necesidad de tratamiento. Nuestro

Taharatario estd eneavandan setiialments 1ima
1a00TatOTI0 €5ta ChisayalGl aliluadnenie una

reaccién de precipitina, y los primeros re-
sultados obtenidos por este procedimiento
son muy prometedores. Nuestra reciente
labor relativa al serodiagnéstico de la
blenorragia ha permitido una reevaluacién
de los antiguos procedimientos de fijacién
del complemento en el caso de la blenorra-
gia. La sensibilidad y la especificidad del
muy generalizado procedimiento de fijacién
del complemento han demostrado ser mucho
menos que satisfactorias. Como resultado de
esta, investigacién, ya no se ofrece a los
laboratorios de los departamentos estatales
de sanidad la prueba de sangre para descu-
brir la blenorragia como servicio del Lahora-
torio de Investigaciones sobre Enfermedades
Venéreas. No se ofrecerd un servicio de este
tipo mientras no se descubra y perfeccione,
bien por nosotros o por otros investigadores,
una prueba més sensible y especifica que
permita al clinico obtener informacién de
valor.

Incluso si mafiana mismo se erradicase la
sifilis, y se contase con una prueba serolégica
segura para identificar los casos asintométi-
cos que necesitasen iratamiento, y fuese
posible aplicar en la localidad medidas
ripidas de control epidemiolégico, planes
aceptados de tratamiento antibidtico y
pruebas selectivas de sangre, todavia seria
dudoso que la morbilidad blenorrdgica des-
cendiese en grado sensible en estos momen-
tos. Una razén clara de ello se presentd en un
reciente estudio clinico llevado a cabo en
colaboracién con otros laboratorios; se
trataba de evaluar diez planes de trata-
miento antibidtico de pacientes de bleno-
rragia. Entre ellos habia planes de trata-
miento miximo recomendados en casos de
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blenorragia sin complicaciones en la mujer.
Entre més de 150 pacientes en cada plan,
mantenidas bajo observacién por dos se-
manas, los fracasos variaron entre el 20 y el
45%. Es preciso admitir que las dos semanas
de observacién en la mujer tal vez no basten
para corroborar la curacién, puesto que es
bien sabido que el perfodo menstrual, la
intensa excitacién sexual y otros factores
pueden contribuir a que la mujer vuelva a
ser, al menos de un modo intermitente,
fuente de infeccién. Asi, pues, aun pudiendo
someter a tratamiento a todos los contactos
de uretritis masculina dentro de un plazo de
48 a 72 horas, como lo ensefian las medidas
rapidas de control epidemioldgico, no se
controlaria la enfermedad porque no ha-
briamos eliminado un reservorio de infec-
cién: la paciente asintomética.

Para conocer mas a fondo este terreno,
se ha emprendido un estudio basado en el
tratamiento de una poblacién femenina
cerrada, donde el contacto heterosexual—y,
por consiguiente, la reinfeccién blenorra-
gica—es imposible. Componian esta pobla-
cién unas 650 hospitalizadas, examinadas
una o més veces para cerciorarse de si habfa
entre ellas casos de blenorragia. Se estdn
evaluando dos planes de tratamiento de las
pacientes que eran blenorrdgicas y sus re-
sultados se han comparado con los de un
grupo a cuyos miembros se administré
placebo. Después del tratamiento, 1odas las
pacienties son examinadas regularmente por
un periodo minimo de tres meses, para
cerciorarse de si ha habido recaidas. Se
espera obtener de este estudio, en un plazo
de cuatro a cinco meses, resultados de
provecho para el tratamiento de casos
ocurridos en condiciones normales. Se confia
en especial poder facilitar un tratamiento
que pueda completarse en una sola sesién
clinica.

En afios recientes ha disminuido la sensi-
bilidad n vitre de Neisseria gonorrhoeae a la
penicilina. Todavia es clinicamente posible
alcanzar niveles suficientes de penicilina en
la sangre para la terapia en gran esecala, pero

nadie sabe por cuidnto tiempo mas sers esto
posible. Segin estudios de observacién
hechos en nuestro laboratorio durante los
dltimos ocho afios, el gonococo menos sus-
ceptible aislado en Estados Unidos requiere
una concentracién inhibitoria minima
vitro de 1,2 unidades de penicilina por mili-
metro. Los datos obtenidos nos inclinan a
creer que la resistencia de este microorga-
nismo a la penicilina se debe en parte al
empleo de la penicilina benzatina.
Respecto al diagnéstico de la sifilis, se ha
hallado y evaluado en este laboratorio una
nueva prueba de anticuerpo fluorescente del
treponema (I"T'A), llamada la téenica de
absorcién-FTA. Acaba de iniciarse su eva-
luacién en varios laboratorios estatales
y universitarios. En 1957, Deacon y cola-
boradores describieron por primera vez la
prueba de anticuerpo fluorescente del tre-
ponema empleando una dilucién a 1:5 de
suero de prueba en solucién salina. Ksta
prueba figura en el Estudio de Sueros de
1956-1957, y dio muestras de poseer un alto
grado de sensibilidad y especificidad. En
1958 se pudo disponer del isotiocianato de
fluoresceina para la preparacién del con-
jugado que se usa en esta prueba, y esto
aumenté extraordinariamente la sensibilidad
de aquélla. Junto con este aumento de sensi-
bilidad, se pudo ver que una cuarta parte
de la poblacién en general acusa reacciones
no cspecificas de titulo hasta de 1:100.
Para restablecer la especificidad de la prueba
FTA empleando ¢l nuevo conjugado, fue
necesario antes de proceder a la prueba
hacer una dilucién de suero a 1:200. Esta
modificacidn de la FTA, Hamada IF'TA-200,
ha sido objeto de minuciosa evaluacidn, y es
especifica en alto grado, si bien acusa graves
deficiencias por lo que a sensibilidad alafic.
Mais tarde, el Dr. Deacon pudo demostrar
que las reacciones no especificas a la dilucién
del suero a 1:5 se debian, en realidad, a
anticuerpos treponematosos no relacionados
con el virulento Treponema pallidum. Estu-
dios por él dirigidos hicicron ver que el
Treponema microdentium, el T. zuelzerae—
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treponema éste que prolifera libremente en
el lodo—, el treponema de Reiter, las espiro-
quetas saprofiticas Borrelia, y el T. pallidum
virulento tienen antigenos comunes. Al
absorber sueros que produzecan reacciones
no especificas, ya sea con treponemas de
Reiter de cuerpo completo o con una frac-
cién proteinica del mieroorganismo de
Reiter que contenga el antigeno comdtn,
podria suprimirse esta reactividad no espe-
cifica. En la actual técnica de absorcién-
FTA se emplea una fraceién proteinica del
treponems, de Reiter obtenida por desinte-
gracién soénica de este microorganismo. En
el procedimiento de esta prueba, el suero
se diluye al 1:5 con sonicato de Reiter claro,
v luego se somete a prueba lo mismo que en
el procedimiento orginal FTA. Como anti-
geno se emplea en esta prueba una cepa
liofilizada. virulenta de Nichols, del T.
pallidum. En una ldmina de vidrio se deja
secar al aire una suspensién de este mieroor-
ganismo y luego se fija en acetona. A esto se
afiade el suero desconocido diluido al 1:5
con sonicato de Reiter. Después de 30
minutos de incubacién a 37°C., se lava la
ldmina y se afiade de nuevo globulina anti-
humana marcada con isotiocianato de
fluoresceina y se deja nuevamente en incuba-
cién por 30 minutos a 37°C. Si el suero
desconocido contuviera anticuerpos del
agente causante de la sffilis, de la frambesia
o pinta, tales anticuerpos se fijan por si
mismos a los Treponema pallide en la ldmina
de vidrio. La adicién subsiguiente de la
globuling antihumana mareada con fluores-
cefna, da por resultado una ecoloracién
fluorescente de los microorganismos con
anticuerpo ligado. Mediante este nuevo
procedimiento de prueba se incrementa la
sensibilidad del diagnéstico seroldgico de la
sifilis con respecto a cualquiera de las pruebas
basadas en antigeno treponematoso o no
treponematoso que ahora se recomiendan.
Su especificidad es comparable a la de la
prueba de inmovilizacién del Treponema
pallidum (TPI).

Desde la publicacién en 1957 del informe

sobre la prueba con anticuerpo fluorescente
del treponema (FTA), muchos investiga-
dores han considerado que para establecer
un procedimiento FA que permita identificar
el Treponema pallidum habia simplemente
que modificar un poeo el principio bdsico de
la prueba FTA. Uno de estos investigadores,
Edwards, del Hospital Naval de Estados
Unidos, en Great Lakes, Illinois, public en
1962 dicho procedimiento para la identifi-
cacién de treponemas en lesiones de sifilis
primaria. Edwards llegé a la conelusién de
que en la téenica indirecta FA empleada,
los resultados eran comparables a los ob-
tenidos por los métodos de tipo corriente de
fondo oscuro, y sugirié también que, como
rasgo adicional, las ldminas de vidrio podian
enviarse por correo a laboratorios distantes
para su examen, lo que permitiria hacer el
diagndstico de casos de una regién alejada
de los servicios de laboratorio. No nos ha
sido posible confirmar de manera satisfacto-
ria las conclusiones de Edwards por diversas
razones, algunas de ellas relativas a la espe-
cificidad, y otras relativas a la imposibilidad
de tefiir los microorganismos recién obteni-
dos directamente de materia de la lesidn por
los métodos de anticuerpo fluorescente. En
fecha més reciente hemos venido trabajando
en un método FA directo en contraste con
el indirecto de Edwards. En este procedi-
miento, el suero sifilitico de alto titulo es
absorbido con sonicato de Reiter para eli-
minar cualquier anticuerpo contra el anti-
geno comun al T. pallidum virulento y a
varias espiroquetas saprofiticas. Se descu-
brié6 que las pruebas realizadas en condi-
ciones de laboratorio dan resultados muy
diferentes de los que se obtienen en las
demds condiciones. Primero, se procuré
demostrar la presencia del Treponema palli-
dum a partir de impresiones testiculares de
conejo, y luego, de frotis de lesiones humanas
en ambos casos la coloracién del T'. pallidum
fue muy tenue o nula. En cambio, los Tre-
ponema pallida extraidos de testiculos de
conejo y liofilizados adquirieron una colora-
cién brillante con idénticos reactivos. A
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partir de estas observaciones se aventuré la
hipétesis de que esta peculiar coloracién
podria deberse a la destruccién por la lio-
filizaciéon de una substancia semicapsular
que inhibia la coloracién de preparaciones
frescas. Después de una larga serie de ex-
perimentos tendientes a esclarecer este
asunto, se descubrié por fin que se aplicaba
ung fina cubierta de antisuero marcado con
fluoresceina a preparaciones frescas de frotis
v se dejaba secar rdpidamente, en 30 6 40
segundos se obtenia una coloracién satis-
factoria. Por este motivo estamos hoy en
condiciones de proponer una nueva técnica
FA en campo oscuro para su evaluacién.

La técnica FA en campo oscuro es, en
detalle, como sigue:

1) El material objeto de examen se recoge
en ldminas de vidrio limpias con el mismo
cuidado y las mismas precauciones que se
toman en el procedimiento de campo obscuro
corriente, pero luego se deja secar al aire sin
cubreobjetos.

2) Después de seco, el frotis se fija inme-
diatamente en acetona durante 10 minutos.
Luego se envia a un laboratorio central del
modo més conveniente, o se examing, n Sttu
en la forma siguiente:

3) Antes de colorar, se corta un ecirculo
de 6 mm. de didmetro en el frotis con un
lapiz con punta de diamante, a fin de definir
el 4rea que haya de colorarse.

4) Esta drea se cubre con la pelicula de
antisuero marcado con fluoresceina contenida
en un aro de 2 mm. de alambre de calibre
28 y se deja secar sobre el frotis por unos 30
segundos a 37°C.

5) Luego se enjuaga la ldmina bajo una
corriente de agua destilada durante 5 segun-
dos y por fin se monta y examina como en el
caso de prueba FTA.

A continuacién de hallan los resultados
obtenidos con la nueva téenica FA en campo
oscuro en los estudios preliminares hechos en
este laboratorio: 1) Los treponemas obteni-
dos de lesiones de sifilis primaria y que se
suponia fueran de Treponema pallidum
dieron una coloracién brillante y bien de-

finida. Esto ocurrié tanto en el caso de los
frotis obtenidos localmente y examinados
de inmediato como en los recogidos en un
lugar distante y enviados por correo aéreo
al Laboratorio de Investigaciones de En-
fermedades Venéreas y examinados varios
dias después. 2) Las espiroquetas obtenidas
de lesiones no sifiliticas y que, por consi-
guiente, no se supone que sean de Treponema
pallidum, no se colorean y, por esta razén,
son diferenciadas ficilmente. Esto permite,
no sélo distinguir sin dificultad entre los
microorganismos de Borrelia que se en-
cuentran en las lesiones anogeuitales, sino
diferenciar inmediatamente el Treponema
pallidum del Treponema microdentium de las
lesiones orales. Este es un aspecto de gran
importancia prdctica, porque el Treponema
microdentium s6lo puede ser distinguido de
Treponema  pallidum por unos cuantos
téenicos muy especializados y ello en el
terreno morfolégico inicamente.

En conclusién, el nuevo procedimiento AT
en campo obscuro parece ofrecer respuesta a
varios problemas que se presentan en re-
lacién con los métodos corrientes en campo
obscuro. El hecho de poder colectar especi-
menes en un sitio distante donde no hay la
competencia nhecesaria en trabajos de campo
obscuro y enviarlos a un laboratorio central
para su identificacién especifica, es s6lo uno
de los muchos beneficios que pueden deri-
varse de la prueba. Nuestros plancs prevén
una minuciosa evaluacién del nuevo proce-
dimiento FA de campo obseuro, en cola-
boracién con varios otros laboratorios. Se
espera poder dar cuenta en breve de los
hallazgos favorables de esta evaluacién.

Resumen

A pesar del tratamiento eficaz adminis-
trado en los dltimos veinticinco afios, la
blenorragia no ha sido sometida a control y
en la actualidad representa, dentro de las
enfermedades infecciosas de notificacién obli-
gatoria, la dolencia més comdn en los grupos
de poblacién que comprenden a los adoles-
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centes y adultos jévenes de los Estados Uni-
dos de América.

Se describen los actuales estudios inmuno-
fluorescentes y serolégicos encaminados al
mejoramiento del diagnéstico y la determi-
nacién de los resultados del tratamiento en
el vector femenino asintomético. Estos estu-
dios son de cardcter urgente, en vista de la
resistencia que empieza a ofrecer la, Nedsse-
ria gonorrhoeae a la peniciling.

En materia de investigacién de la sifilis, se
describe una prueba serolégica mejorada: la
del método de absorcién de anticuerpos tre-
ponémicos fluorescentes (FTA-ABS). Esta
prueba ofrece mayor sensibilidad que cual-

quier prueba serolégica recomendada para
la sifilis, a la vez que conserva una especifici-
dad comparable a la de la prueba de inmovi-
lizacién del Treponema pallidum (TPI).

Con respecto a las zonas en que no existe
personal competente en la técnica del campo
obscuro, convendria contar con la posibilidad
de envio postal de material extraido de
lesiones a un laboratorio central, para la
identificacién especifica del Treponema palli-
dum. Se describe el uso de una técnica de
anticuerpos fluorescentes nueva y especifica
para ‘“mandar por correo’”’ exdmenes en
campo obscuro.

Progress in Venereology Research (Summary)

Despite effective treatment for the past twenty
five years, gonorrhea has not been controlled and
today represents the most common reportable
infectious disease in the teen age and young adult
population groups in the U.8.A.

Present immunofluoresecent and serologic stud-
ies directed toward improving diagnosis and
determining results of therapy in the asympto-
matic female carrier are deseribed. These studies
are of urgent nature with the emerging resistance
of Neisseria gonorrhoeae to penicillin.

In the area of syphilis rese rch an improved

serologic test, the fluorescent treponemal anti-
body absorption technique (FTA-ABS), is de-
seribed. This test offers greater sensitivity than
any recommended serologic test for syphilis while
maintaining specificity comparable to the trep-
onema pallidum immobilization (TPI) test.

For areas where darkfield competence is not
available, it would be helpful to be able to mail
lesion material to a central laboratory for speeific
identification of Treponema pallidum. Use of a
new and specific fluorescent antibody technique
for “mail-in” darkfield examinations is described.



