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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

Se calcula que en el mundo existen 333 millones de
casos de infecciones de transmision sexual (ITS) en
adultos con edades comprendidas entre los 15 y los 49
afnos, de los que 16 millones se producen en Europa.
Entre estos, los debidos a Chlamydia trachomatis
ascienden a 89 millones de casos nuevos (de 563 a
10.081 casos por 100.000 habitantes), de los que 2,75
millones corresponden a Europa. En el caso de la
gonococia se calcula que existen 62,2 millones de
casos (0,6 millones en Europa). Los casos nuevos de
sifilis ascienden a 12,2 millones en el mundo (0,1
millones en Europa). En Africa, Sudamérica y Asia se
producen entre 100 y 1.000 casos nuevos por 100.000
habitantes. El herpes genital es la primera causa de
Ulceras genitales en paises desarrollados vy
subdesarrollados, existiendo a nivel mundial 20
millones de casos. Se calcula que se producen 270
millones de casos de infecciones de transmision sexual
por virus del papiloma humano (diagnosticados por
presencia de ADN virico) de los cuales 27 millones
presentan condilomas genitales, otros 27 millones
lesiones de bajo grado, 1,5 millones lesiones de alto
grado y 0,4 millones carcinoma de cérvix. En el caso
de la tricomoniasis se calcula que hay unos 170
millones de casos nuevos en el mundo y en Europa
unos 5,53 millones.

En este documento se desarrollaran los aspectos
relativos tanto a las ITS como a oftras infecciones
genitales, que aunque no sean de transmision sexual,
su diagnéstico requiere un procesamiento de las
muestras similar al utilizado para el diagnéstico de las
ITS. Se excluyen las infecciones producidas por los
virus de las hepatits B y C, virus de Ila
inmunodeficiencia humana (VIH), citomegalovirus
(CMV) y Epstein-Barr, asi como las producidas por
patégenos entéricos y por protozoos intestinales.

2. CONSIDERACIONES CLINICAS
El estudio de las ITS se realiza generalmente desde
una clasificacion sindromica que permita al laboratorio
utilizar los medios y recursos mas apropiados para el
diagnéstico de los patdégenos implicados. Segun estos
criterios, las ITS se clasifican en:
A. Ulceras genitales. Las causas mas frecuentes
de estas infecciones son los virus del herpes
simple (VHS) y Treponema pallidum (agente
causal de la sifilis o lUues); otros agentes etiologicos
menos frecuentes son Haemophilus ducreyi
(productor del chancroide), Chlamydia trachomatis
serovariedades L1, L2, L3 (causales del
linfogranuloma venéreo, y mas excepcionalmente,
Klebsiella granulomatis (antes denominado
Calymmatobacterium granulomatis, agente causal
de la donovanosis o granuloma inguinal).
B. Uretritis y Cervicitis. La uretriris gonocécica esta
producida por Neisseria gonorrhoeae. La uretritis
no gonocdcica puede estar causada por diferentes

agentes como C. trachomatis, Ureaplasma

urealyticum,  Mycoplasma  genitalium, VHS,

Trichomonas vaginalis, especies de Candida,

enterobacterias, T. pallidum, virus del papiloma

humano (VPH) y otros menos frecuentes como
adenovirus, Haemophilus spp-, Neisseria
meningitidis, Clostridium difficile, y otras bacterias
anaerobias. Los agentes causales de cervicitis son

C. trachomatis, N. gonorrhoeae y M. genitalium.

Esta infeccion puede acompanar a la vulvovaginitis

producida por tricomonas, por VHS-2, y por otros

agentes menos frecuentes como Capnocytophaga
spp., Pasteurella  bettyae, Mycobacterium
tuberculosis, y Streptococcus agalactiae.

C. Vulvovaginitis. Los agentes etiolégicos mas

frecuentes son diferentes especies del género

Candida, asi como Trichomonas vaginalis. La

vaginosis bacteriana puede estar causada por

Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis,

Ureaplasma urealyticum, Mobiluncus  spp.,

Bacteroides bivius, y Bacteroides disiens. Otros

agentes causales de  vulvovaginitis  son

Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,

Haemophilus influenzae, Salmonella-Shigella, N.

gonorrhoeae-C. trachomatis, VHS y CMV, y en

nifias prepuberales, los oxiuros.

D. Otros. Otros agentes causales de ITS son el

VPH (revisado en este documento en el contexto

de una ITS con expresion clinica), la infeccion

denominada molluscum contagiosum, los virus de
las hepatitis B, C y VIH, y algunos ectoparasitos

(sarna y ladillas). También pueden producir ITS el

CMV, el virus de Epstein-Barr, asi como patégenos

entéricos (Shigella, Salmonella y Campylobacter) y

protozoos intestinales (Giardia lamblia, Entamoeba

histolytica, Cryptosporidium spp. y microsporidios).

En las Tablas 1A y 1B se detallan los agentes mas

probables en funcién del cuadro clinico.

Es importante recordar que a todos los pacientes
con ITS se les debe realizar una determinacion de
anticuerpos frente al VIH, especialmente a los
pacientes con sifilis y Ulceras genitales ya que estas
patologias favorecen la adquisicién y transmision del
VIH, mientras que las ITS inflamatorias favorecen sélo
la transmision del VIH.

3. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS
3.1. ASPECTOS GENERALES

Las muestras genitales mal recogidas, como
aquellas poco representativas o con pocas células, las
obtenidas de lesiones cronificadas, las recogidas
después de iniciado el tratamiento antimicrobiano, en
contacto con desinfectantes, de volumen escaso, en
recipientes no adecuados, enviadas con demora o
almacenadas a una temperatura inadecuada, solo
conducen a errores diagnésticos. Si no se puede
realizar una inoculacion in situ, las muestras se deben
recoger siempre utilizando medios de transporte.



Tabla 1A. Cuadro clinico y microorganismos implicados en las ITS

Impresion clinica

Agentes etiolégicos
habituales en las ITS

Otros microoganismos implicados (no ITS)

Amnionitis
(liquido amniético)

Bartolinitis
(gléandulas de
Bartolino)

Cervicitis

Enfermedad pélvica
inflamatoria (EPI)
(salpingitis)

Endometritis

Endometritis
postparto

Epididimitis

Esquenitis (glandula
de Skene)

Orquitis
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. trachomattis,
. gonorrhoeae,
. urealyticum

. trachomattis,
. gonorrhoeae

. trachomattis,
. gonorrhoeae, VHS,
. genitalium

. gonorrhoeae,
. trachomatis
. genitalium

. trachomattis,
. gonorrhoeae,
. genitalium

. trachomattis,
. gonorrhoeae
. urealyticum

. gonorrhoeae

Bacteroides spp., Capnocytophaga spp., E. coli, G. vaginalis
(tambien en asintomaticas), H. influenzae, H. parainfluenzae, L.
monocytogenes, Pasteurella bettyae, M. hominis, S. agalactiae,
S. pyogenes

Anaerobios, E. coli, estreptococos, Pasteurella bettyae, H.
influenzae, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, U.
urealyticum

Capnocytophaga spp., Pasteurella bettyae, Mycobacterium
tuberculosis, Streptococcus agalactiae

Actinomyces spp., Bacteroides spp., enterobacterias,
Enterococcus spp., H. influenzae, Pasteurella bettyae,
Peptostreptococcus spp, Prevotella bivia, Mycoplasma hominis ,
S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae

Actinomicetos, Bacteroides spp., enterobacterias, Enterococcus
spp., G. vaginalis, H. influenzae, L. monocytogenes, Prevotella
bivia, S. agalactiae, S. pyogenes, M. hominis (en cervix)

Bacteroides fragilis, B. bivius, B. disiens, cocos anaerobios,
enterobacterias, Enterococcus spp., S. agalactiae

Enterobacterias, M. tuberculosis, Pseudomonas spp.

Enterobacterias, estafilococos, estreptococos, P. aeruginosa,
virus de las paperas




Tabla 1B. Cuadro clinico y microorganismos implicados en las ITS

Impresién clinica Agentes etiologicos habituales

en ITS

Otros microoganismos implicados (no ITS)

Prostatitis T. vaginalis

Ulceras genitales con T. pallidum, H. ducreyi,
linfoadenopatia C. trachomatis (LGV), Klebsiella
granulomatis, VHS, VPH

Uretritis masculina
urealyticum, M. genitalium,
T. vaginalis, VHS

Uretritis femenina (y
sindrome uretral)

C. trachomatis, N. gonorrhoeae,
U. urealyticum

Vaginosis bacteriana

Vulvovaginitis Trichomonas vaginalis

N. gonorrhoeae, C. trachomatis, U.

E. coli, otras enterobacterias, Enterococcus spp.,
Pseudomonas spp., S. aureus (tambien productor de
abscesos prostaticos)

E. coli, H. influenzae, H. parainfluenzae, Pasteurella
bettyae, S. agalactiae, raro: N. meningitidis,
Candida spp., Adenovirus

E. coli, Staphylococcus saprophyticus

G. vaginalis, M. hominis, Mobiluncus spp.
Cocos anaerobios, Prevotella spp., Atopium vaginae
y otros

Actinomyces spp., Capnocytophaga spp., Candida
spp., Bacteroides spp., enterobacterias, Eubacterium
nodatum, M. tuberculosis, N. meningitidis,
Pasteurella bettyae, Prevotella bivia, P. disiens,
Prevotella spp., Peptostreptococcus spp.,S. aureus,
S. pyogenes, VHS, C. diphtheriae (raro)

En las ITS se deben siempre tener presentes los
principios generales de la recogida de muestras y
especificamente los que se aplican a las muestras
genitales: a) empleo de torundas y medios especificos,
especialmente en el caso de Chlamydia (torundas de
dacrén o alginato calcico), Mycoplasma (dacrén o
poliéster) o herpes (dacrén); b) realizar un agotamiento
de la muestra (es decir, utilizar varias torundas,
insertarlas en los medios de transporte y rotarlas
completamente) para evitar la posibilidad de falsos
negativos; c) inoculacion directa de las muestras en los
medios de cultivo, método muy recomendable
directamente en la consulta, inoculando medios de
transporte para Mycoplasma, medios de cultivo para
tricomonas o incluso cultivo de gonococo (lo ideal es
enviar al laboratorio en atmésfera con CO, y en un
medio de cultivo especifico).

3.2. MEDIOS DE TRANSPORTE Y RECOGIDA DE
LAS MUESTRAS

Como norma general se debe realizar: a) envio
rapido de la muestra al laboratorio de microbiologia
para asegurar la viabilidad y el aislamiento de
microorganismos de crecimiento dificil y evitar el
sobrecrecimiento de bacterias de crecimiento mas
rapido, ademas de acortar la duracién del contacto de
la muestra con anestésicos locales usados en los

procedimientos de recogida de algunas muestras; b)
uso de sistemas de transporte de muestras adecuados
para microorganismos aerobios: torundas de alginato
calcico o dacron (para clamidias), torundas de algodon
normales o finas, con varilla de plastico o madera, con
medio de cultivo de Amies, tubos con medio de “urea-
arginina” (medio liquido para ftransporte de
micoplasmas), tubos con medio de Roiron o Diamond
como medio de transporte y cultivo de Trichomonas
vaginalis, medio de transporte para virus, tubos secos
para envio de suero.

3.3. TIPOS DE MUESTRAS

3.3.1. Exudado anal. Para realizarlo, y para el
diagndstico de la gonococia rectal, se debe introducir
una torunda de algodén con medio tipo Stuart-Amies a
través del esfinter anal unos 3 cm y rotar contra las
criptas rectales durante unos segundos. Se ha de
evitar el contacto con materia fecal, lo que invalidaria
la muestra, obligando a una nueva toma. Si se
sospecha proctitis por Chlamydia, se emplearan
torundas de alginato calcico o dacrén.

3.3.2. Exudado balano-prepucial. Se debe recoger la
muestra con una torunda estéril de algodén con medio
tipo Amies fundamentalmente para el aislamiento de
Candida spp., y de bacterias anaerobias y aerobias
(principalmente  Streptococcus agalactiae). Para
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realizar la toma se frotara la torunda en el surco balano
prepucial.

3.3.3. Exudado de la glandula de Bartolino. Para
realizar la toma en estadios tempranos de la infeccion,
previa colocacion de la paciente en posicion
ginecoldgica, se coloca un espéculo humedecido con
agua y sin lubrificantes y se inserta una torunda estéril
en la glandula de Bartolino que se introducira en un
medio de transporte para posterior cultivo de N.
gonorrhoeae. Se utilizara otra torunda estéril para
deteccion de C. trachomatis. Se realizara una toma
con una tercera torunda estérii con medio de
transporte para el resto de patdgenos (levaduras, etc).
También se deben realizar tomas adicionales que se
introduciran en los correspondientes medios de
transporte para tricomonas y micoplasmas. Para
estadios tardios de la infeccion es preferible la
aspiracion con aguja y jeringa que se enviara al
laboratorio para la busqueda de los diferentes
microorganismos implicados.

3.3.4. Exudado endocervical. Debe disponerse de
una torunda especifica para Chlamydia propia de la
técnica concreta que utilice el laboratorio aunque el
patron de referencia actualmente son las pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos. Se debe proceder
inicialmente de forma similar a la utilizada para la toma
del exudado vaginal (ver mas adelante), pero antes de
obtener la muestra es necesario limpiar el moco
cervical con wuna torunda seca vy descartarla.
Posteriormente, se debe comprimir suavemente el
cérvix con el espéculo para introducir la torunda en el
canal y repetir esta operacién con otra torunda. Una de
las torundas se empleara para el cultivo de gonococo y
otras bacterias aerobias y anaerobias indicadas en la
Tabla 1Ay la otra para la deteccion de C. trachomatis.
3.3.5. Exudado faringeo. Se utilizara un depresor
lingual. Se debe frotar vigorosamente con la torunda
sobre las zonas tonsilares, faringe posterior y zonas
ulceradas, inflamadas o con exudados purulentos. Se
investigara la presencia de gonococo y clamidia.

3.3.6. Exudado parauretral. Para la toma de esta
muestra se frotaran con una torunda estéril las paredes
de la uretra y posteriormente se introducird en un
medio de transporte tipo Stuart-Amies para el
diagndstico de los mismos microorganismos que en la
uretritis.

3.3.7. Exudado de Ulceras. Se limpiara la superficie
de la lesion con una gasa humedecida en suero salino
y se tendran en cuenta las particularidades de los
microorganismos que se pretendan detectar: a) para
cultivo de virus, se emplearan bien medios de
transporte especificos comercializados o se preparara
en el laboratorio una solucion tamponada con rojo
fenol, antibiéticos y una fuente proteica, como la
albumina. Con una torunda se frotard la base de la
lesion, con el fin de obtener células, y posteriormente
se introducira la torunda en el medio de transporte
para desprender las células al medio. Para

ulceraciones con sospecha de infecciéon por VHS se
debe romper la vesicula y recoger el liquido con una
torunda estéril o bien aspirar el liquido y después
raspar la base de la vesicula con un bisturi y recoger
con una torunda de dacron frotando vigorosamente la
base de la vesicula. Si la lesion es costrosa se debe
retirar la costra con la ayuda de la punta de un
escalpelo o aguja estéril. Posteriormente, tras
humedecer la torunda con solucién salina estéril se
debe frotar vigorosamente la lesién evitando hacer
sangrar a la misma durante el raspado. Se debe
realizar una extensién en un portaobjetos para tincién
por inmunofluorescencia directa (IFD); b) para cultivo
de H. ducreyi, se puede usar indistintamente un
escalpelo o aguja para aspirar el liquido de la ulcera
evitando el sangrado, irrigar con solucién salina e
introducir en un medio de transporte a base de hemina
y tioglicolato con L-glutamina, fraccién V de albumina
bovina y vancomicina (3 mg/L). En este medio la
supervivencia oscila entre 24 horas y 7 dias a 4°C.
Alternativamente se puede wusar un medio de
transporte (tipo Stuart-Amies) que confiere una
supervivencia entre 2-4 horas y que puede ser de 24
horas si se refrigera a 4°C; c) en el caso de diagnéstico
de sifilis, se debe limpiar la Ulcera con una gasa estéril,
apretar suavemente la base de la lesion hasta que se
obtenga un liquido claro, tocar la ulcera con un
portaobjetos, poner encima un cubreobjetos y observar
inmediatamente al microscopio en campo oscuro. Si no
se obtuviera liquido, se debe anadir una gota de
solucién salina a la lesion o aspirar el material de la
base de la lesiéon con aguja y jeringa. Posteriormente
se debe aspirar una gota de solucién salina con la
misma aguja y extender el material en un portaobjetos.
Para la realizacion de IFD, se realizaran improntas de
la base de la ulcera en un portaobjetos, dejar secar a
temperatura ambiente y enviar laboratorio para su
tincion y examen. El tipo de fijacion de la muestra
depende del tipo de anticuerpos utilizados en la tincién.
Si se va a tefir con anticuerpos policlonales se fijara
con acetona (10 minutos), dejando secar al aire. Si se
va a tefiir con anticuerpo monoclonal, se debe fijar con
1-2 gotas de metanol al 100% durante 10 segundos,
dejando escurrir y secar al aire; d) en el caso de
sospecha de donovanosis, las muestras tomadas por
debajo de la superficie de la Ulcera tienen mejor
rendimiento que las muestras superficiales. Son
adecuadas dos tipos de muestras para el diagnostico:
la biopsia o raspado del borde activo de la lesion y las
muestras del tejido de granulacion de la ulcera
obtenidos con ayuda de un escalpelo. Estas muestras
se colocan sobre un porta y se dejan secar al aire. Es
importante evitar en lo posible el sangrado. Para
aumentar la calidad de las muestras obtenidas se debe
realizar una apropiada limpieza de la Ulcera con
solucién salina estéril; €) en el caso de sospecha de
linffogranuloma venéreo (LGV) se debe aspirar la
Ulcera (o realizar una puncién de la adenopatia y
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aspirar su contenido) y extender sobre un porta el
aspirado para realizar una tincion de IFD o
preferiblemente para deteccién de acidos nucleicos y
genotipado en laboratorios de referencia para la
confirmacion de los casos.

3.3.8. Exudado uretral. Para obtener un mejor
rendimiento, el paciente no debe haber orinado en las
2 horas previas a la realizacion de la toma de la
muestra. Se deben usar torundas finas con varilla de
alambre, de alginato calcico o dacrén y con medio de
transporte tipo Stuart-Amies. Si existe secrecion
abundante, puede recogerse con la torunda, incluso
“exprimiendo” la uretra. Si no fuese el caso, se debe
introducir la torunda suavemente por la uretra unos 2
cm realizando un movimiento de rotacion, para
posteriormente extraerla e introducirla en el medio de
transporte. Lo ideal es utlizar varias torundas de forma
consecutiva, procurando que cada vez penetren mas
en la uretra, para asi recoger muestra de zonas no
recogidas previamente. ldealmente se debe realizar
una extensién en un porta para tincion de Gram,
inoculacién directa de la muestra en un medio de
cultivo para gonococo, deteccidén de clamidia mediante
amplificacion de acidos nucleicos y cultivo para
Ureaplasma urealyticum por métodos comerciales
como el sistema Mycoplasma IST. Actualmente no se
recomienda ni el examen en fresco para la
visualizacion de tricomonas ni la IFD para la deteccion
de clamidia debido a su baja sensibilidad. Es
recomendable la realizacidon del cultivo de tricomonas.
Existen tambien técnicas de PCR para decteccion de
tricomonas y M. genitalium que se realizan en
laboratorios de referencia.

3.3.9. Exudados vaginales. Se precisa un espéculo
que se introducira sin la utilizacién de lubricante.
Utilizando una torunda de alginato calcico o de dacron
se recomienda recoger el exudado de la zona donde
éste sea mas abundante, o en su caso, del fondo de
saco vaginal posterior. Se debe recordar que si bien el
exudado vaginal es éptimo para la recuperacion de
Candida spp., T. vaginalis, y para el diagnéstico
microbiolégico de las vaginosis, cuando se sospeche la
infeccion por N. gonorrhoeae o C. trachomatis, se debe
realizar la toma de exudado endocervical (excepto en
mujeres histerectomizadas en las que se realiza la
toma en el fornix posterior). Se deben enviar dos
muestras, vaginal y endocervical, debidamente
rotuladas para que el laboratorio emplee cada una en
la recuperacion de los patégenos que con mayor
probabilidad se encontraran en cada caso. En nifas
estd indicado el cultivo de Haemophilus spp. y
estreptococos beta-hemoliticos aunque se pueden
producir casos de vulvovaginitis por estos
microorganismos también en mujeres adultas por lo
que su presencia puede indicar patologia o bien estado

de portador de los mismos. En el caso de
Streptococcus agalactiae hay estado de portador en un
porcentaje alto cuando se trata de prostitucion y la
presencia de Haemophilus spp. puede indicar
relaciones sexuales orales.
3.3.10. Secrecion prostéatica. Este tipo de muestras
se debe recoger después de efectuar un masaje
prostatico por via rectal. Una vez realizado el masaje,
la muestra se debe recoger en un contenedor limpio,
estéril, de boca ancha y con cierre de rosca. Para el
diagnédstico general de las prostatitis se recomienda
realizar la técnica Meares y Stamey que incluye
muestras de orina inicial, del chorro medio, secrecién
prostatica y orina postmasaje y mas facimente la
técnica de Nickel-Curtis que solo incluye orina pre y
postmasaje en la que el recuento bacteriano es mayor
en la orina postmasaje en caso de prostatitis.
3.3.11. Semen. Este tipo de muestra se obtendra
mediante estimulacion local y se recogera en un
contenedor limpio, estéril, de boca ancha y con cierre
de rosca. El valor de esta muestra es escaso para el
diagnéstico de prostatitis para el que se deben realizar
las técnicas descritas en el apartado anterior. Para el
diagnéstico de tricomoniasis se recomienda seguir la
metodologia descrita en el apartado 6.3.11.
3.3.12. Serologia. Se deben extraer 5 ml de sangre sin
anticoagulante, obtenida mediante venopuncién previa
desinfeccion de la zona donde se va a realizar la
extraccion.
3.3.13. Liquido cefalorraquideo (LCR). Se obtendra
por puncién lumbar para el diagndstico indirecto de la
neurosifilis (serologia) o para cultivo en casos
excepcionales de meningitis gonocdcica.
3.3.14. Hemocultivos. En la infeccion gonocécica
diseminada se recomienda recoger hemocultivos de la
misma forma que para cultivo de oftros
microorganismos.

En las Tablas 2A y 2B se describen los tipos de
muestras y los métodos necesarios para la recogida de
las mismas.

4. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS

De especial importancia es el envio inmediato de
las muestras al laboratorio en su medio de transporte
ante la sospecha de infeccion por N. gonorrhoeae.
Idealmente la muestra debe procesarse antes de 3
horas desde su recogida, y como maximo antes de 6-
12 horas. La temperatura de transporte vy
almacenamiento debe ser de 35-37°C o en su defecto
a temperatura ambiente, aunque estudios recientes
han demostrado que el gonococo puede resistir la
temperatura de refrigeracion. En la Tabla 3 se detallan
las temperaturas de conservacion y el almacenamiento
de las diferentes muestras.



Tabla 2A. Recogida de muestras para el diagnodstico de las ITS

Muestra Preparacion Tipo, volumen Recipiente Comentario
Anal / rectal - Torundas (insertar tras el Con medio de Para gonococo, C.
esfinter anal, mover, dejar  transporte tipo trachomatis, y patégenos
10-30 segundos (si hay Stuart-Amies y entéricos en el caso de
heces repetir) dacrén o alginato diarrea en VHS y VIH
célcico positivos
Cérvix Limpiar Secrecion no contaminada  Medio transporte ITS
secreciones 2 torundas adecuado para C. Infeccién postparto
vaginales y moco. trachomatis y para  Procesar lo antes posible
Espéculo no gonococo
lubrificado
Culdocentesis Quirurgica Liquido, secreciones Para cultivo de EIP, ITS
(EIP) Puncién transvaginal anaerobios y
patégenos
causantes de ITS
DIU Quirurgica DIU y secrecion, pus Estéril Posibilidad de Actinomyces,
levaduras
Historia de sangrado
Endometrio Como ceérvix Curetaje o aspiracion Medio de transporte Fiebre postparto, ITS
para anaerobios (0 Posible contaminacion a
torunda de dacron) través de la vagina
Epididimo y Quirargica Aguja y jeringa Estéril -
liquido
testicular
Faringe Depresor y torunda Torunda. Frotar las Torunda con medio No contaminar con

Glandulas de
Skene

Hemocultivos

Lesion (sifilis)

Lesiéon pene

Descontaminacion
piel

Descontaminacion
piel

Empapar en
solucién salina
estéril con gasa

Preparar piel

amigdalas y faringe
posterior

Aspiracion del material

Sangre, volumen habitual

Preparar varios portas o
aspirar liquido en un tubo
capilar

Ver toma ulceraciones

de transporte

Aguja y jeringa

Frascos de
hemocultivos

Porta y cubre o tubo

capilar

mucosas y lengua

Sellar cubre, ver movilidad
en material templado

Técnicas especiales para
chancroide y granuloma
inguinal




Tabla 2B. Recogida de muestras para ITS

Muestra Preparacion Ndmero, tipo, Recipiente Comentario
volumen
Liquido Descontaminacion  Liquido sin Tubo estéril Rotura prematura de
amniotico  piel contaminar membranas >24 horas
LCR Descontaminacion 1 ml estéril Tubo estéril Sifilis
piel
Liquido - Secrecién prostatica Tubo estéril Para diagndstico de prostatitis
prostatico realizar la técnica de los 4 vasos
de Meares-Stamey o de los 2
vasos de Curtis-Nickel
Nédulo Descontaminacion  Biopsia o aspirado  Estéril ITS
linfatico piel con aguja A veces contaminado por toma
inguinal del exudado
Enviar a laboratorio de
referencia
Suero Descontaminacién 5 ml sangre Tubo seco -
piel
Uretra Limpiar con gasa Torunda con Torundas con medio de En mujeres se puede estimular
estéril o torunda en  secrecion uretral transporte adecuado la secrecion mediante masaje
mujeres (exprimir la uretra).  para C. trachomatis y de la uretra contra la sinfisis del
Si no es posible para gonococo pubis a través de la vagina
recoger 2 h después Tincion de Gram en varones
de orinar
Vagina Espéculo sin Aspirar o con Torundas con medio de  Ulceraciones: descartar
lubrificante torunda (dacron), transporte tipo Stuart- patégenos de lesiones
Gram y examenen  Amies ulcerosas. Levaduras, gonococo
fresco (mejor cérvix), tricomonas,
células clave
Vulva Preparar piel con Torunda o aspirado  Torunda con medio Ver comentario de ulceraciones
(incluye solucién de NaCl (absceso glandula  transporte adecuado de vagina
labios y 0,85% (no utilizar Bartolino) para C. trachomatis y
glandulas  alcohol en mucosas) para gonococo
de

Bartolino)




Tabla 3. Temperaturas de conservacion de las muestras

MUESTRAS TEMPERATURA ALMACENAJE CONTENEDOR
Ex. anal 35°C Estufa Torunda con medio Stuart-Amies
Ex. de glandulas de Bartolino 35°C Estufa Torunda con medio Stuart-Amies
Ex. faringeo 35°C Estufa Torunda con medio Stuart-Amies
Ex. nasofaringeo 2°C-8°C Frigorifico Torunda con medio de transporte para
virus

Ex. uretral (preparacion para Temperatura Ambiente Portaobjetos
tincion de Gram) ambiente
Ex. uretral (micoplasmas, C. 2°C-8°C Frigorifico Tubo con caldo urea-arginina
trachomatis y VPH)
Ex. uretral 35°C Estufa Torunda con medio Stuart-Amies
(otros microorganismos)
Ex. vaginal 35°C Estufa Torunda con medio Stuart-Amies
Ex. vaginal (micoplasmas, C. 2°C-8°C Frigorifico Tubo con caldo urea-arginina
trachomatis y VPH)
Ex. vaginal (sondas de ADN) Temperatura Ambiente Tubo Affirm VP III*

ambiente
Orina 2°C-8°C Frigorifico Frasco estéril con cierre de rosca
Suero 2°C-8°C Frigorifico Tubo con gel separador

* Método comercial de deteccion mediante sondas de ADN de Gardnerella vaginalis, Candida spp. y T. vaginalis



5. MANEJO DE LA MUESTRA EN SU RECEPCION
EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Las muestras deben recibirse en el laboratorio de
microbiologia debidamente etiquetadas, de lo contrario
deben rechazarse. Antes de su procesamiento el
microbiologo debe determinar si la muestra enviada es
adecuada para el examen o cultivo solicitado, y si el
recipiente y el volumen son adecuados.

6. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
6.1. INOCULACION E IDENTIFICACION
PRESUNTIVA

Los medios se deben inocular comenzando por el
medio mas general hasta el mas selectivo (primero
agar chocolate y posteriormente agar Thayer-Martin,
agar Levine, agar CNA, agar Sabouraud). El cultivo en
agar chocolate debe hacerse junto con el medio
Thayer-Martin o similar debido a que algunos
gonococos pueden inhibirse por la vancomicina que
contiene el medio. La utilizacién de otros medios como
agar Levine y agar CNA es opcional para otros
microorganimos menos frecuentes en este tipo de
muestras como por ejemplo Pasteurella bettyae (vease
la Tabla 1B). En el caso de muestras de exudados

vaginales y uretrales se requieren dos torundas por
muestra para una mejor recuperacion de los
microorganimos buscados; las muestras se deben
incubar hasta 72 horas en las estufas correspondientes
antes de descartarlas como negativas. Para el estudio
de virus se deben seguir las normas generales de
inoculacion y procesamiento para el aislamiento de los
mismos.

6.2. PRUEBAS RAPIDAS PARA EL DIAGNOSTICO
DE LAS ITS

En la Tabla 4 se expone la sensibilidad y
especificidad de algunas pruebas rapidas de deteccién
de cada uno de los patégenos.

6.3. PROCEDIMIENTOS ESPECIFICOS DE
DETECCION DE LOS PATOGENOS CAUSALES DE
LASITS

6.3.1. Neisseria gonorrhoeae. Los medios de
transporte tipo Stuart-Amies tienen un nivel de
recuperacién del gonococo a temperatura ambiente del
100% a las 12 horas y de més del 90% a las 24 horas.
Otros medios de transporte como el Transgrow o
Jembec son también utiles pero mas caros.

Tabla 4. Pruebas de diagnéstico rapido de las ITS

Patogeno

Prueba

Sensibilidad (%)

Especificidad (%)

C. trachomatis
N. gonorrhoeae

T. pallidum*

Herpes simplex

H. ducreyi
Donovanosis
Vaginosis bacteriana

Candida spp.

T. vaginalis

Inmunocromatografia

Tincion Gram endocervix

Tincién Gram uretra (con clinica)**
Tincion Gram uretra (asintomatico)
Microscopia de campo oscuro
Inmunofluorescencia directa**
RPR (anticuerpos no treponémicos)
Inmunofluorescencia directa**
Tincion de Gram

Tincion directa Wirght-Giemsa
Examen en fresco**

Tincion de Gram**

pH**

Sonda de ADN (Affirm VPIII)**
Rapid pH y Rapid Amine (FermCard)
Rapid PIP (G. vaginalis)

BVBIlue system

Examen en fresco™*

Examen con KOH 10%

Sonda de ADN (Affirm VPIII)**
Examen en fresco**

Aglutinacion latex

XenoStrip

<50 98
45-65 90-99
85-98 95-99
45-70 85-87

80-90; 39-81 <100; 82-100
90-95 >08
73-100 79-98
70-80 >95

<50 50-70
40-50 <50
70-90 95-100
60-80 95-100
75-80 60-70

>90 >99
80-90 85-90
80-85 90-92

91,7 97,8
40-60 >99
54-80 96
85-90 >09
62-92 99-100

95 100
90 92,5

* Hay variaciones en funcién del estadio de la enfermedad
** Técnicas recomendadas al alcance de cualquier laboratorio
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La tincion de Gram es una técnica rapida y tan
sensible como el cultivo en la uretritis sintomatica en
hombres, pero es poco sensible en otras
localizaciones. Se debe observar con el objetivo de
x100 con aceite de inmersion, durante al menos 2
minutos, buscando la presencia de leucocitos
polimorfonucleares (PMNs), nucleo rosa y citoplasma
sin color), usualmente >4-5 leucocitos PMNs por
campo de inmersion. Si se realiza una tinciéon de Gram
de orina se recomieda recoger los primeros 10 ml de la
miccién y observar el sedimento para observar la
presencia de leucocitos PMNs, que generalmente hay
>10. El gonococo aparece como cocos gramnegativos
ovales, arriionados y en parejas intra vy
extracelularmente (Figura 1).

Figura 1. Tincion de Gram de exudado uretral de
paciente con uretritis gonocécica (x1000)

La identificacién presuntiva del gonococo a partir de
muestras genitales se realiza mediante cultivo tanto en
medios no selectivos, como el agar chocolate (algunas
cepas pueden inhibirse en los medios selectivos),
como en medios selectivos: agar Thayer-Martin,
Martin-Lewis o medio New York city. El cultivo es la
técnica de referencia por su sensibilidad, especificidad,
bajo coste e idoneidad para multiples tipos de
muestras. Ademas permite obtener microorganismos
viables para investigaciones epidemiolégicas y
sensibilidad a antibidticos. Las desventajas son la
necesidad de recogida de muestras invasivas y los
requerimientos de transportarse en condiciones
adecuadas. Los medios se deben incubar en ambiente
himedo y con 5% de CO, a 37°C. EIl cultivo debe
examinarse cada 24 h durante al menos 72 horas. La
morfologia caracteristica en la tincion de Gram,
pruebas de la oxidasa positiva y superoxol positiva,
proporcionan una identificacion  suficientemente
adecuada para iniciar el tratamiento antimicrobiano.

Para la identificacion definitiva, ademas de las pruebas
de identificacién presuntiva se deben realizar una o
mas técnicas que demuestren los patrones de
utilizacion de carbohidratos y las caracteristicas
inmunolégicas o perfiles enzimaticos de los
microorganismos. Cuando sea posible se deben utilizar
dos métodos distintos (utilizacion de carbohidratos y
método inmunolégico).

Los medios clasicos utilizados para la
determinacion de los patrones de utilizacion de los
carbohidratos consisten en agar con cistina, tripticasa y
soja con dextrosa, maltosa, lactosa o sacarosa al 1%,
sin embargo, no proporcionan buenos resultados para
la identificacion de gonococo ni de meningococo.
Actualmente se utilizan varios métodos de
identificacion comerciales como el APl NH
(bioMérieux). Las pruebas de deteccién de acidos
nucleicos mediante hibridacion con sondas y de
amplificacion de acidos nucleicos poseen una elevada
sensibilidad y especificidad. Para la realizacion de
estas ultimas se debe tener en cuenta la prevalencia
de la enfermedad y el valor predictivo positivo en la
poblacién estudiada. La calidad de la muestra no es un
factor critico en la sensibilidad de deteccién de N.
gonorrhoeae, a diferencia de C. trachomatis en el que
la calidad de la muestra, sobre todo de Ilas
endocervicales, puede hacer disminuir la sensibilidad
hasta el 10%.

Para la tipificacion de N. gonorrhoeae se utilizan
métodos fenotipicos como la auxotipificacion y la
determinacion de serovariedades (requieren un largo
tiempo de procesamiento y los reactivos disponibles
son caros) y los métodos genotipicos: PFGE, AFLP, y
secuenciacion.

En los casos infrecuentes de infeccion diseminada
se deben realizar hemocultivos que deben llevar una
concentracion de polianetolsulfonato de sodio (SPS)
no superior al 0,025% ya que el gonococo es sensible
a este compuesto. En estos casos el subcultivo debe
realizarse exclusivamente en agar chocolate. En el
caso de estudiar muestras de liquidos organicos
estériles (LCR, liquido articular), y siempre que se
tome mas de 1 mL de muestra, se deben centrifugar a
temperatura ambiente a 1500xg durante 15 minutos y
cultivar el sedimento.

La vigilancia de la sensibilidad a antimicrobianos es
una medida esencial del control de la infeccién
gonocdcica, ya que el tratamiento se realiza utilizando
una dosis Unica con la que se consigue una curacion
en mas del 95% de los casos. En los ultimos afos se
ha preconizado el cambio de tratamiento cuando se
supere el 5% de aislamientos resistentes a un
determinado antimicrobiano, como ocurre actualmente
en Espafa con la resistencia a ciprofloxacino (se
considera alto nivel de resistencia cuando la CMI es =1
pg/ ml). Para la determinacion de la CMI se
recomienda utilizar la metodologia del CLSI
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(anteriormente NCCLS) o bien otros métodos mas
sencillos como el Etest.

6.3.2. Chlamydia trachomatis. En los 10 ultimos
afos las pruebas para diagnosticar las infecciones por
C. trachomatis han cambiado mucho como resultado
de la rapida expansion y comercializacion de las
pruebas de amplificacion de acidos nucleicos. El
proceso de evaluacion de estas pruebas no siempre se
ha hecho de una forma cientificamente rigurosa. Pese
a todo, los CDC recomiendan estas técnicas en base a
diversos estudios multicéntricos realizados a nivel
mundial, como las mas sensibles y especificas tanto
para estudios de cribado poblacional, sea cual sea la
prevalencia, como para diagnéstico de pacientes
sintomaticos. Se estima que tienen una especificidad
entre el 95% y el 98% y una sensibilidad entre el 88%
y el 90%.

Dependiendo del tipo de muestra que se vaya a
procesar y de la técnica que se vaya a utilizar para la
deteccion e indentificacion de C. trachomatis, se
utilizard un tipo especifico de torunda y medio de
transporte que suministrard la casa comercial
respectiva, teniendo en cuenta que el moco y los
microbicidas presentes en geles vaginales pueden
interferir en la deteccion de los acidos nucleicos.
Algunos estudios han sugerido que estas técnicas
también se pueden interferir por sustancias presentes
en muestras clinicas (sangre, gonadotropina coriénica
humana y productos de la inflamacién). Sin embargo,
en un reciente estudio multicéntrico dirigido por los
CDC se observé que la sangre menstrual no afectaba
a los resultados. Asimismo, la sensibilidad de las
técnicas de PCR y LCR en muestras cervicales fue
mas alta cuando habia exudado purulento vy
coninfeccién con N. gonorrhoeae. La infeccion uretral
también se asocié con un aumento de la sensibilidad
en las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos
realizadas en muestras de orina. Estos resultados se
explican porque la cantidad de cuerpos elementales
presentes en una muestra determinada parecen
relacionarse directamente con signos de inflamacion
en hombres y mujeres, y con presencia de sintomas en
el hombre. Existen varias técnicas para eliminar las
sustancias inhibitorias, como la utilizaciéon de torundas
secas (sin medio de transporte), la dilucién de las
muestras 1:10, el tratamiento por calor (95°C 10
minutos), una combinacion de calor y dilucién 1:10,
congelacion-descongelacion, y el mantenimiento de las
muestras a 4°C. En orinas de mujeres se puede
reducir la inhibicién de la amplificacion eliminando la
orina residual del fondo del tubo después de procesar
y almacenar la muestra durante 18-24 h a —20°C o a 4-
8°C (congelador o nevera). La FDA no ha aprobado la
mezcla (“pool’) de muestras para realizar estas
pruebas.

Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos
son muy sensibles, considerandose el nuevo patrén de
referencia. Pueden detectar una sola copia genémica y

no necesitan que el microorganismo sea Vviable.
También son muy especificas, aunque puede haber
falsos positivos y falsos negativos. Son las mas
adecuadas para cualquier poblacion y tipo de muestra,
incluso recogidas por el propio paciente. PCR Amplicor
fue la primera técnica comercial autorizada por la FDA
en 1993, va dirigida al plasmido criptico especifico que
estd presente en mas del 99% de las cepas. Su
sensibilidad y especificidad son del 99% y del 98%,
respectivamente. La segunda generacién comercial
utiliza un analizador (COBAS amplicor PCR) y tiene
mayor sensibilidad y especificidad, tanto en muestras
de orina como en urogenitales, y tanto en varones
como en mujeres. En 1995 la FDA autorizé la LCR
(Abbott), actualmente retirada del mercado), cuya
diana también es el plasmido criptico. La amplificacion
mediada por transcripcion (TMA, Gen Probe) tiene
como diana el ARN ribosémico. Es un sistema
isotérmico que utiliza amplificacién, diana enzimatica y
deteccion quimioluminiscente en un solo tubo.
Actualmente APTIMA Combo 2 (AC2, Gen-Probe) es
una nueva TMA con la mayor senisibilidad de todas las
pruebas de amplificacion de acidos nucleicos
comercializadas para muestras no invasivas que
pueden contener pequefias cantidades de &acidos
nucleicos. Las torundas vaginales recogidas por la
propia paciente son la muestra de eleccion para
cribado poblacional en mujeres asi como la orina en
los hombres. Actualmente se encuentra en evaluacién
su automatizacion (sistema TIGRIS), que podria ser
util en laboratorios con gran volumen de muestras.

Otras técnicas utilizadas son el SDA (Probetec,
Becton-Dickinson), que es una técnica de amplificacién
con desplazamiento de cadena, y otra técnica en
desarrollo que utiliza la PCR en tiempo real (Rotor-
Gene 3000; Corbett Robotics. Australia), con
amplificacion en una sola reaccion de 3 dianas:
plasmido criptico, MOMP (major outer membrane
protein), y un control interno. Detecta todas las
genovariedades (incluyendo las del LGV) sin reaccion
cruzada con bacterias de faringe o tracto genital. Esta
técnica demostr6 un 100% de correlacion con
resultados de Amplicor y puede utilizarse también para
detectar N.gonorrhoeae.

También se utilizan otras técnicas moleculares de
deteccion y/o amplificacion de ADN/ARN, como la
PACE2, PCR, LCR y TMA. Las técnicas de hibridacién
usan sondas de ADN especificas marcadas con
moléculas quimioluminiscentes, que son
complementarias de una secuencia especifica de ARN
ribosémico de C. trachomatis (PACE2 Gen Probe). Su
sensibilidad es similar al cultivo e inferior a la de las
técnicas de amplificacion, ya que detectan ARN que se
altera facilmente cuando los microorganismos no son
viables.

El cultivo sigue siendo la técnica mas especifica
(100%) y en algunos paises es la unica legalmente
aceptada para confirmacion de C. trachomatis en caso
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de abusos sexuales. Se utilizan habitualmente células
McCoy, HeLa229 y BGMK, y generalmente en “shell
vial”. Las inclusiones citoplasmaticas se pueden
observar a las 48 o 72 horas de incubacion, tras tincion
de las preparaciones con lugol o Giemsa, o con
anticuerpos monoclonales marcados con fluoresceina.

La inmunofluorescencia directa ofrece mejores
resultados en tomas endocervicales y uretrales de
pacientes  sintomaticos, y requiere personal
experimentado en microscopia de fluorescencia y en la
observacion de cuerpos elementales. Una vez fijada y
secada la muestra debe conservarse en camara
oscura y himeda y observarse en menos de 7 dias. Es
altamente especifica pero requiere un largo tiempo de
observacion por lo que sélo es util para laboratorios
que procesen pocas muestras. También existen
sistemas comerciales como Microtrack®.

Los métodos inmunoenzimaticos (como
Clamydiazime®, IDEIA®, etc) van dirigidos a detectar
el antigeno de grupo LPS (lipopolisacarido) que puede
dar falsos positivos por reaccion cruzada con LPS de
otros microorganismos, incluyendo otras especies de
Chlamydia. ElI método IDEIA® tiene una sensibilidad
aproximada del 80%, especificidad del 97%, valor
predictivo positivo del 80%, valor predictivo negativo
del 97% vy eficiencia diagndstica del 95%.
Recientemente se ha comparado esta técnica IDEIA
PCE EIA (Dako) con Cobas PCR (Roche); la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo de PCE EIA con confirmacion
de PCR fueron del 75%, 100%, 100% y 99,2%
respectivamente. Los valores correspondientes para
Cobas PCR fueron: 100%, 99,8%, 94,1% y 100%.
6.3.3. Micoplasmas genitales. Los micoplasmas
pierden viabilidad especialmente si las muestras se
resecan o se someten a calor. Lo ideal es su
procesamiento inmediato. Si no es posible se debe
emplear un medio de transporte, y si se va a retrasar el
procesamiento unas horas, se debe mantener la
muestra en nevera el menor tiempo posible o congelar
a -70 °C si el retraso es superior a 24 horas (la
congelacion a -20°C produce pérdida de viabilidad).
Para el transporte de muestras para cultivo, son
validos los medios 10B o SP-4 y existen sistemas
comerciales que proporcionan estos medios. El
transporte para la realizacion de PCR puede realizarse
en medio 2-SP si se va a investigar la presencia de M.
genitalium. El caldo SP-4 con arginina y rojo fenol es
apropiado para el enriquecimiento y el aislamiento de
M. hominis y la adiciéon de penicilina, anfotericina B y
polimixina B permiten evitar las contaminaciones. El
caldo 10B, se enriquece con urea para aislar U.
urealyticum y con arginina para M. hominis. La adicién
de clindamicina o lincomicina (10 mg/L) convierte al
medio en selectivo para ureaplasmas y la adicion de
eritromicina (10 mg/L) en selectivo para M. hominis.
Para el aislamiento diferencial de M. hominis y U.
urealyticum se utiliza el agar A8.

Las muestras deben homogeneizarse antes de la
siembra. En el caso de muestras liquidas se
centrifugan a 600xg durante 15 minutos y se inocula el
sedimento. Para neutralizar la posible presencia de
antibiodticos, anticuerpos y otros inhibidores, es muy
importante que las muestras se diluyan antes de la
siembra, lo que ya ocurre al utilizar el medio de
transporte. Se inoculan diluciones seriadas en caldo
10B y agar A8, incubando los caldos en atmdsfera
aerobia y las placas en 5-10% CO, a 37°C. Los caldos
se deben observar durante 4 dias para detectar signos
de alcalinidad y las placas de cultivo se incuban 7 dias
antes de descartarlas como negativas. La busqueda de
colonias en la superficie del agar se realiza utilizando
una lupa (x20 o x60 de aumento total). La presencia de
U. urealyticum se pone de manifiesto habitualmente a
los 1-3 dias por un cambio de color debido a la ureasa
y se observan colonias marrones granulares de entre
15 a 60 um de diametro; las colonias de M. hominis
tienen aspecto de “huevo frito”, y se observan a los 2-4
dias con un tamano entre 200-300 ym de didmetro.
Esta identificacion es presuntiva y la definitiva requiere
estudios de inhibicién del crecimiento o mediante PCR.

Las puebas de sensibilidad de micoplasmas a los
antibidticos tienen verdadera utilidad en infecciones
sistémicas y en pacientes inmunodeprimidos pero no
existe ningun método estandarizado por el CLSI para
su determinacion. El método mas usado es la
microdiluciéon en caldo, que es ademas econdémico y
permite ensayar varios antimicrobianos, aunque es
muy laborioso. El método de Etest presenta unos
resultados comparables con la microdilucién en caldo y
es valido para determinar la sensibilidad de M. hominis
a tetraciclinas y a fluoroquinolonas mientras que en el
caso de U. urealyticum la mejor correlacion es con las
fluoroquinolonas. Los métodos comerciales Mycofast
(International  Microbiology) y Mycoplasma IST
(bioMerieux) (Figura 2) comparados con |la
microdilucion en caldo, presentan una buena
correlaciéon para las tetraciclinas, pero peor para el
resto de antimicrobianos.

Figura 2. Galeria “Mycoplasma IST 2” con crecimiento

de 210" ucc/ml de Ureaplasma urealyticum
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6.3.4. Treponema pallidum. En la historia natural de
la sifilis se diferencian varios periodos (Tabla 5).
6.3.4.1. Diagnéstico directo. Se realiza mediante la
microscopia de campo oscuro del material obtenido del
chancro en la que se observan espiroquetas moviles
en el exudado de la lesion antes de que transcurran 20
minutos desde su recogida. Este procedimiento es s6lo
valido para lesiones genitales, ya que no diferencia
treponemas patégenos de saprofitos en muestras de
boca y ano. También puede emplearse la técnica de
inmunofluorescencia directa en extensiones secas, lo
que permite la observacién en un tiempo posterior a la
recogida de la muestra. Estas dos técnicas se utilizan
para el diagnéstico directo de la infeccidon y pueden ser
muy utiles en periodos muy precoces antes de la
aparicion de los anticuerpos. Tienen como
inconvenientes que sus resultados se pueden afectar
por las condiciones de la recogida de la muestra y del
estadio de la enfermedad, por lo que un resultado
negativo no excluye sifilis. También se puede
demostrar la presencia de T. pallidum en las lesiones
mediante técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos, aunque son generalmente ensayos no

comercializados sino preparados y desarrollados en
centros de referencia.

6.3.4.2. Diagnéstico indirecto. Existen dos tipos de
reacciones seroldgicas: pruebas no treponémicas y
pruebas treponémicas. Las primeras utilizan
cardiolipina, lecitina y colesterol como antigeno y
detectan anticuerpos IgG e IgM producidos frente a
lipidos de las células dafiadas por la infeccion, y frente
a lipoproteinas y cardiolipina del propio treponema. Las
pruebas treponémicas emplean antigenos procedentes
de técnicas de clonaciéon o del propio treponema y
detectan anticuerpos especificos.

a) Pruebas no treponémicas. Las principales pruebas
no treponémicas son el VDRL (requiere pretratamiento
del suero y un microscopio para su lectura) y el RPR
(emplea particulas de carbén para visualizar la
reaccion sin microscopia). Son baratas, se pueden
emplear en situaciones con elevado numero de
muestras y no requieren instrumental sofisticado.

Tabla 5. Fases de la sifilis y sensibilidad de las pruebas diagnésticas

Fase Duracion Sensibilidad pruebas bioldgicas (%)* Comentario
VDRL RPR FTAabs TPHA EIA
Inicial 3 semanas
(incubacién)  (10-90 dias) - - - - - Ausencia de reaccion seroldgica
Primaria 1-5 78 86 84 88 97 Inoculacién de papula que se ulcera con
semanas gran numero de treponemas (hasta 4
semanas).
Reactividad seroldgica: 1-4 semanas
desde aparicion del chancro
El chancro cura espontaneamente
Secundaria 2-6 100 100 100 100 97 Afectacion de piel y mucosas en distinta
semanas localizacion.
Diagndéstico seroldgico (positividad de
todas las pruebas)
Latencia:
- temprana 1% afio 95 98 100 100 97 Sin clinica y seroactividad; 20-25%
sintomas de sifilis secundaria. Contagiosa
- tardia 'y >1 afio 71 73 96 94 Rara transmisibilidad. En 1/3 de pacientes
terciaria es latente toda la vida (serologia positiva),

1/3 cura biolégicamente (serologia
negativa) y 1/3 tiene manifestaciones 10-
20 afos después (benigna-gomatosa,
cardiovascular y neurosifilis)

* la especificidad varia entre el 96-99%

Otra caracteristica muy importante es su posibilidad
de cuantificacién, lo que permite establecer niveles
base de reactividad sobre los que estudiar la

evolucién de la enfermedad, tanto en la eficacia del
tratamiento (disminucion significativa del titulo) como
posibles reinfecciones (aumento significativo del
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titulo). Si el tratamiento es eficaz durante una sifilis
temprana, los titulos disminuyen vy llegan a
desaparecer en 1 ano o a ser muy bajos. En los
pacientes tratados en el periodo tardio, o con
multiples episodios de reinfecciones, la caida de los
titulos es mas gradual. Pueden persistir titulos bajos
en el 50% de estos pacientes después de 2 afos, sin
que esto signifique fracaso terapéutico (reaccién
serofast).

La sensibilidad de estas técnicas es buena, pero en
estadios tempranos de la sifilis primaria y en la sifilis
tardia pueden ser negativas, y pueden existir
también falsos negativos debidos al efecto prozona.
Exisen falsos positivos producidos por anticuerpos
anti-cardiolipina en ausencia de infeccion
treponémica. Estos pueden dividirse en dos grupos:
los que permanecen menos de 6 meses (reacciones
falsamente positivas agudas), y mas de 6 meses
(falsos positivos crénicos) (Tabla 6). El titulo puede
ayudar a distinguir los verdaderos positivos (>8) de
los falsos positivos (<8), aunque esta regla puede
variar, ya que los usuarios de drogas por via
parenteral, pueden presentan falsos positivos con
titulo >8.

Todas las pruebas no treponémicas tienen la

misma sensibilidad y especificidad, pero el nivel de
reactividad entre ellas puede ser diferente: el RPR
suele ser positivo a una dilucién mayor que el VDRL.
Se recomienda que el seguimiento serolégico
secuencial de los pacientes se realice siempre con la
misma prueba, y preferiblemente, en el mismo
laboratorio.
b) Pruebas treponémicas. Las principales pruebas
treponémicas son el TPHA, el FTA-ABS, los
enzimoinmunoanalisis (EIA), el inmunoblot y el
Western blot. Los dos primeros se usaron
clasicamente como confirmacion de las pruebas no
treponémicas, puesto que su especificidad vy
sensibilidad son superiores. No se utilizan como
cribado debido a su mayor complejidad de
realizacion y dificil aplicacion en situaciones con
elevado numero de peticiones. También se usan en
situaciones clinicas con alta sospecha de infeccion y
con pruebas no treponémicas  negativas,
principalmente ante una posible sifilis tardia.

Al contrario que las pruebas no treponémicas, las
pruebas treponémicas no sirven para monitorizar el
tratamiento, ya que en el 85% de los pacientes
correctamente tratados, estas pruebas permanecen
positivas, incluso de por vida. Solamente un 15-25%
de los pacientes tratados correctamente durante los
primeros estadios de la enfermedad, negativizan las
pruebas treponémicas pasados 2-3 afios. Se han
descrito falsos positivos, aunque son muy poco
frecuentes (Tabla 6).

Cada vez se utilizan mas las técnicas de EIA, ya
que sus formatos automatizados permiten ensayos
sobre gran niumero de muestras, por lo que se estan

convirtiendo en la prueba de cribado de muchos
laboratorios. Su sensibilidad y especificidad es
similar a la de otras pruebas treponémicas. Si se
utilizan como cribado, el resultado positivo debe al
menos ensayarse con una prueba no treponémica, y
si el resultado es negativo, debe ensayarse una
segunda prueba treponémica para descartar un falso
positivo. Se debe tener presente que las pruebas
treponémicas utilizadas como cribado pueden
detectar tanto casos antiguos bien tratados como
casos activos no tratados. Los EIA que sélo detectan
IgM tienen su principal interés en el diagndstico de la
sifilis congénita. El inmunoensayo en linea es una
técnica que emplea una tira de nylon sobre la que se
fijan proteinas recombinantes y un péptido sintético
de T. pallidum en forma de bandas independientes.
Permite determinar la reactividad de anticuerpos
frente a cada antigeno. La lectura es visual, y el
resultado en funcion del numero de antigenos que
son reactivos puede ser negativo (ausencia de
bandas), positivo (presencia de dos a mas bandas) o
indeterminado (una banda positiva). La sensibilidad y
especificidad referenciada en la literatura son del
100% y 99,3%, respectivamente.
6.3.4.3. Neurosifilis. La infeccion del sistema nervioso
central por T. pallidum se produce muy poco tiempo
después del contagio, por lo que pueden aparecer
casos de meningitis a los 3 meses de la infeccion, si
bien la neurolues es la manifestacion mas frecuente de
la sifilis tardia. El diagnéstico se realiza mediante
analisis del LCR: recuento de leucocitos,
determinacion de niveles de proteinas y presencia de
anticuerpos detectados mediante VDRL. La existencia
de dos o0 mas anomalias en los parametros normales
del LCR se consideran diagndsticas de neurosifilis. La
presencia de anticuerpos frente a T. pallidum en LCR
no es por si misma diagnostica de neurolues. El VDRL
en LCR presenta una elevada especificidad
diagnostica (99,8%), pero una reducida sensibilidad
(30-78%), por lo que un resultado negativo no la
descarta. Se producen falsos positivos en muestras de
LCR contaminadas con sangre. Algunos autores
recomiendan realizar el FTA-ABS en LCR, que aunque
es menos especifico (94,8%) y tiene por tanto mas
falsos positivos que el VDRL, es una prueba muy
sensible (100%) y un resultado negativo en LCR
descartaria una neurolues. En la neurolues, el
recuento de leucocitos en LCR se encuentra elevado
(>4 Ieucocitos/mms) y es el parametro que valora con
mayor sensibilidad la eficacia del tratamiento. Los
cambios en los valores de las proteinas y el titulo del
VDRL son mas lentos, y su persistencia tiene menor
valor para determinar la eficacia del tratamiento. Si el
recuento celular no ha disminuido después de pasados
6 meses del tratamiento, 0 no se normalizé a los dos
anos, se debe considerar la posibilidad de volver a
tratar la neurosifilis.
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6.3.4.4. Sifilis y VIH. La serologia de la sifilis se debe
interpretar de igual modo en los pacientes coinfectados
por el VIH que en los que no padecen esta infeccion.
Sin embargo, en los pacientes infectados por el VIH se
han observado reacciones serolégicas poco
habituales, como un aumento de los falsos positivos en
las pruebas seroldgicas, asi como un incremento en
los titulos del RPR. También se observan falsos
negativos y retrasos en la aparicion de reactividad en
las pruebas. Por ello, las pruebas de diagnéstico
directo pueden ser utiles cuando la clinica es sugestiva
de sifilis pero la serologia es negativa o poco
concluyente. Se ha descrito que las pruebas
treponémicas de los pacientes tratados tienden a
perder reactividad mas frecuentemente en aquellos
infectados por el VIH.

6.3.5. Donovanosis. Es una ITS pero también puede
adquirirse  por traumatismos en los genitales,
contaminacion fecal o autoinoculacion. La enfermedad
es endémica en India, Papua-Nueva Guinea,
Sudamérica, Vietnam, Australia y el sur de Africa.

El diagndstico se realiza mediante el exadmen
microscopico que es el método de eleccidon. Las
extensiones de tejido se tifien mediante coloracion de
Giemsa o Wright. La confirmacion del diagnéstico

clinico se establece tras la observacién de los tipicos
cuerpos de Donovan, que son iclusiones de
localizacion intracitoplasmatica en las grandes células
mononucleares e histiocitos. Las células
mononucleares tienen un diametro entre 25-90 um,
mientras que las dimensiones de los cuerpos de
Donovan son de 0,5-0,7 por 1-1,5 um y pueden estar
encapsulados o carecer de capsula.

El cultivo de K. granulomatis es dificil y laborioso
por lo que no se realiza de forma rutinaria. Puede
cultivarse en sistemas de co-cultivo con monocitos y
mas facilmente usando un medio de cultivo para
Chlamydia modificado, pero su rendimiento no es
adecuado. La PCR se utiliza en muy pocos centros y
presenta problemas en el disefio de los cebadores, lo
que conduce a posible amplificacion cruzada con otras
especies del género Klebsiella. La prueba de
inmunofluorescencia indirecta da buenos resultados
cuando la lesion esta establecida, pero tiene poca
sensibilidad con lesiones tempranas, por lo que se
emplea mas para estudios epidemiolégicos que como
prueba confirmatoria.

Tabla 6. Falsos positivos de las pruebas diagndsticas de la sifilis

Prueba

Falsos positivos

No Permanecen
treponémicas <6 meses
(a titulos bajos)

Hepatitis
Mononucleosis

Sarampién
Paludismo
Vacunaciones
Embarazo

Errores técnicos

Permanecen
>6 meses

Neumonia virica

Conectivopatias: lupus sistémico
Anormalidades inmunoglobulinas

Drogadiccion (a altos titulos, 10%)

Lepra
Cancer
Vejez

FTA (1%)
Vejez

Enfermedad de Lyme

Error técnico

Lupus eritematoso sistémico

TPHA (<1%)
Drogadiccion

Mononucleosis infecciosa

Enfermedades del colageno

Lepra
Error técnico
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6.3.6. Chancroide. Actualmente esta indicada Ia
utilizacion de la técnica de PCR para la deteccion de
H. ducreyi, debido a la baja sensibilidad de la tincion
de Gram (la tipica en “banco de peces” con bacilos
gramnegativos pequefios pleomorficos) y a que el
cultivo (agar Mueller-Hinton o agar gonococo base
enriquecido con 1-2% de hemoglobina bovina, 5% de
suero bovino fetal o 0,2% de carbdn activado, 1% de
Isovitalex y 3 mg/L de vancomicina) no siempre esta
disponible y su sensibilidad no es superior al 80%. La
PCR presenta wuna sensibilidad del 95% en
comparacion con el cultivo, mientras que la
sensibilidad de éste cuando se compara con la PCR es
del 75%. H. ducreyi requiere hemina (factor X) para
crecer (es positivo en la prueba de la porfirina) y no
requiere NAD (factor V).
6.3.7. Herpes genital. Estd causado por el virus
herpes simplex tipo 1 (VHS-1) o herpes simplex tipo 2
(VHS-2). Los sintomas y signos clinicos de la infeccion
inicial o recurrente varian dependiendo del tipo de
VHS, del sexo del paciente y de la exposicién previa al
VHS. Tras la adquisicion del VHS (infeccion primaria),
el genoma virico reside en estado latente en los
cuerpos neuronales (principalmente sacro-ileales) de
manera indefinida. El primer episodio de herpes
genital, puede deberse a una primoinfeccién (ausencia
de anticuerpos frente a VHS) o a una infeccion inicial
no primaria (presencia de anticuerpos frente a
cualquier tipo de VHS). El herpes genital primario, en
base a razones socioecondémicas y geograficas, esta
causado por el VHS-1 en un rango que varia entre el
7-50% de los casos; el resto de los casos (50-93%)
estan producidos por el VHS-2. La infeccién recurrente
por VHS-2 puede ser sintomatica o, mas comunmente,
asintomética. Dentro del primer afo después del
diagndstico el 90% de los pacientes tienen al menos
una recidiva, el 38% tiene mas de seis recurrencias, y
el 20% diez o mas. Las infecciones genitales por VHS-
1 recidivan menos frecuentemente que las infecciones
por VHS-2, de modo que la mayoria de los casos de
infeccion por VHS-1 sintomaticos son infecciones
primarias. La excrecion virica en los periodos
asintométicos es la principal fuente de transmision de
la enfermedad. EI ADN del VHS puede detectarse por
métodos moleculares en muestras genitales de
mujeres infectadas por el VHS-2 el 28% de los dias y
el virus podria transmitirse a sus parejas en estos
periodos de excrecion subclinica, de hecho se piensa
que es el principal mecanismo de transmisién. Las
complicaciones de la infeccién genital por el VHS
generalmente afectan al sistema nervioso central e
incluyen meningitis aséptica (la mas frecuente),
radiculopatia sacral y mielitis transversa.
Aproximadamente un tercio de las mujeres y 10% de
los hombres con infeccion primaria pueden presentar
sighos meningeos.

El estado de las lesiones y la cantidad de muestra
recogida afectan significativamente a los métodos de

diagndstico. La sensibilidad de los métodos
diagnodsticos disminuye con la edad de la lesion. En
general, los mejores resultados se obtienen a partir de
lesiones vesiculares, y las lesiones primarias arrojan
mejores resultados que las recurrentes. En ausencia
de lesiones externas, en varones se deben recoger
muestras uretrales y en mujeres tomas cervicales.
También debe considerarse la extracciéon de sangre
para estudios serolégicos.

Si la muestra se va destinar a culivo o a
diagndstico molecular se debe introducir
inmediatamente la torunda en un medio de transporte
para virus. La misma muestra puede emplearse para
cultivo y para diagnéstico molecular. El calor afecta a
la viabilidad del VHS, por ello las muestras se deben
enviar refrigeradas al laboratorio y mantenerlas asi
hasta su procesamiento. Si adicionalmente se va a
proceder al diagnostico microscopico, es necesario
realizar una extensién en portas adecuados, dejar
secar, y fijar con acetona para su posterior tincion.

El diagnéstico de la infeccién por VHS se puede
realizar mediante:

A) Microscopia 6ptica. No es una técnica adecuada.
El examen directo mediante la tincién de Tzanck o
de Papanicolaou es poco sensible e inespecifico. No
diferencia entre VHS-1 y 2, y las inclusiones
intranucleares tipo Cowdry A no son exclusivas del
VHS. Ademas un resultado negativo no descarta la
posibilidad de herpes genital.
B) Microscopia electrénica. Esta en desuso ya que
requiere  concentraciones  superiores a 10°
viriones/mL. Proporciona resultados rapidos, pero es
poco sensible y requiere un equipo no disponible
generalmente en laboratorios clinicos.
C) Inmunofluorescencia directa. La deteccion de
antigenos del VHS se puede realizar mediante
inmunofluorescencia o] por técnicas
inmunoenzimaticas. Son técnicas rapidas con una
sensibilidad y  especificidad en pacientes
sintomaticos que oscilan entre el 70 y el 90%. Sobre
muestra directa la sensibilidad disminuye a medida
que evoluciona la lesién en el tiempo. El empleo de
anticuerpos monoclonales aporta una buena
especificidad y permite diferenciar VSH-1 y 2.
Actualmente se emplea mas como complemento
para la identificacion virica en los cultivos celulares.

D) Cultivo celular. Se considera el método de

referencia. Su especificidad es virtualmente del

100%, pero los niveles de excrecion de virus, la

calidad de la muestra y las condiciones de transporte
influyen en su sensibilidad. Para el aislamiento del
virus pueden emplearse células Hep-2 o VERO pero
es posible su recuperacién en casi cualquier linea
diploide o heterodiploide. La agitacion durante la
incubacion puede aumentar el numero de
aislamientos y disminuir el tiempo de aparicion de
efecto citopatico. El efecto citopatico es tipico
afectando a la totalidad de la monocapa en el caso
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del VHS-1, siendo mas focal en el caso del VHS-2 y
caracterizandose por la aparicion de células
refractiles de mayor tamafo, que tienen tendencia a
fusionar sus nucleos. El tiempo medio de aparicion
del efecto citopatico es de tres dias, aunque en
muestras de liquido vesicular el efecto puede
aparecer en 24 horas. La identificacion del virus se
realiza generalmente por inmunofluorescencia
directa con anticuerpos monoclonales frente al VHS-
1 y 2. Dependiendo de la calidad del anticuerpo
empleado pueden existir reacciones cruzadas, sin
embargo el tipo de virus responsable de la infeccién
mostrara una fluorescencia mas intensa. La
fluorescencia aparece principalmente en el
citoplasma de las células infectadas, pero puede
llegar a expresarse en el nucleo.

La muestra también se puede cultivar por

inoculacion y centrifugaciéon en monocapas celulares
(shell-vial), y las inclusiones viricas se pueden
detectar por inmunofluorescencia directa. La mayor
ventaja es la posibilidad de tener resultados positivos
en 24-48 horas con una buena sensibilidad y
especificidad.
E) Técnicas moleculares. La PCR incrementa el
porcentaje de deteccion de VHS de muestras
mucocutaneas obtenidas con torunda en un 11-41%
comparado con el cultivo. Actualmente las nuevas
técnicas de PCR a tiempo real totalmente
automatizadas permiten la deteccién del VHS en un
sistema cerrado con bajos tiempos de respuesta y
bajo riesgo de contaminaciéon. Ademas, permiten
simultaneamente la deteccién y el tipado del VHS-1
y 2 en un sélo paso en base al andlisis de las
diferentes temperaturas de fusién de los amplicones
especificos de VHS -1y 2.

Las técnicas de captura de hibridos se han

utilizado para el diagnéstico de la infeccion por VHS
en muestras cervicales. En ellas el ADN hibrida con
sondas de ARN vy los hibridos son inmovilizados
mediante un sistema de captura en placas de
microtiter.
F) Serologia. La serologia convencional (no tipo-
especifica) tiene wuna utilidad limitada en el
diagndéstico de la infeccién genital por el VHS y debe
ser sustituida por la deteccion de anticuerpos tipo-
especificos. Este diagnéstico seroldgico esta basado
en el empleo de enzimoensayos que emplean como
antigenos una proteina de superficie del VHS,
glucoproteina (gG), y que detectan una respuesta
tipo-especifica de anticuerpos. Las glucoproteinas
de envoltura del VHS-1 (gG1, con 150 aminoacidos)
y del VHS-2 (gG2, con 600 aminoacidos) son lo
suficientemente diferentes como para utilizarlas
como antigeno tipo-especifico. Existen algunos
sistemas comerciales no tipo-especificos que
pueden distinguir entre VHS -1 y 2 pero su
especificidad es baja. Estos sistemas solo detectan
I9G.

También se pueden utilizar el Western blot y el
inmunoblot para detectar anticuerpos tipo-
especificos. Estos métodos detectan anticuerpos
frente a multiples proteinas individuales del VHS,
incluyendo las glucoproteinas gG1 y gG2, vy
generalmente se emplean como confirmatorios de
los resultados positivos de IgG.

En la actualidad, el abordaje diagndstico de la
infeccion genital por VHS se basa principalmente en
las técnicas de cultivo (generalmente shell-vial) y en
el diagndstico molecular por PCR a tiempo real o
captura de hibridos, quedando la serologia para
situaciones especiales y para estudios
epidemioldgicos.

Existen tres situaciones en las que la serologia
puede ser un método complementario de diagnostico
en el herpes genital sintomatico: a) pacientes con
lesiones recurrentes compatibles con herpes genital,
cuando el cultivo y las pruebas de deteccion de
antigeno son negativas, b) historia clinica compatible
con herpes genital, pero sin lesiones visibles, c)
herpes genital diagnosticado clinicamente pero los
cultivos o pruebas moleculares no han sido
realizados. La serologia también se puede utilizar
como cribaje del herpes genital en las siguientes
circunstancias: a) pacientes con alto riesgo de ITS o
de infeccién por el VIH, b) enfermos diagnosticados
de infeccion por el VIH, c) parejas de pacientes
diagnosticados de herpes genital, d) mujeres
embarazadas.

6.3.8. Linfogranuloma venéreo. Tras 3 a 30 dias de
incubacion aparece una lesion inicial con una pequefa
papula indolora que puede ulcerarse y desaparecer a
los pocos dias sin dejar cicatriz, en uretra, vagina o
recto. Entre 2 a 6 semanas después, aparece el estado
secundario de afectacion linfatica, clasicamente
inglinal (bubas) y doloroso que puede ser fluctuante y
perforarse. En hombres que tienen relaciones sexuales
con otros hombres es mas frecuente la proctitis y
proctocolitis con exudado y rectorragias sin deteccion
de adenopatias. Este diagndstico clinico se sustenta si
aparecen unos titulos seroldgicos altos frente a C.
trachomatis por microinmunofluorescencia (>1:128) o
fijacion de complemento (>1:256). El diagndstico de
confirmacion se realiza mediante identificacion de C.
trachomatis y genotipificacion por PCR recogiendo una
muestra con torunda seca a partir de la lesion.

6.3.9. Vaginosis bacteriana. La vaginosis bacteriana
constituye una alteracion masiva (disbacteriosis) de la
microbiota vaginal, donde el género dominante
Lactobacillus es reemplazado en gran proporcidon por
G. vaginalis, y bacterias anaerobias como Bacteroides
spp., Prevotella spp., Peptostreptococcus spp. Y
Mobiluncus spp., asi como por micoplasmas genitales.
La cantidad de estos microorganismos se incrementa
entre 100 y 1000 veces en mujeres con vaginosis en
comparacion con mujeres sanas. Ademas, la vaginosis
bacteriana se caracteriza por grandes concentraciones
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de enzimas bacterianas, incluyendo fosfolipasa A2,
mucinasas y neuraminidasas, asi como endotoxinas e
interleukina-1.

En los ultimos afios se han descrito nuevas
especies asociadas a vaginosis como Atopobium
vaginae y muchas de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad tienen que ver con la formacién de
biocapas bacterianas sobre la superficie vaginal donde
Gardnerella y Atopobium constituyen mas del 90% de
la masa de estas biocapas. Por lo tanto, la vaginosis
bacteriana probablemente es el resultado de la
colonizacion por comunidades bacterianas complejas,
muchas de ellas no cultivables, que tienen
metabolismos interdependientes (sintropicos). Existe
controversia sobre la transmision sexual de la
vaginosis bacteriana, ya que puede presentarse tanto
en mujeres sexualmente activas como no, aunque en
mujeres con vaginosis se observan mayores
porcentajes de infeccion por C. trachomatis y N.
gonorrhoeae.

El 50% de las mujeres con vaginosis bacteriana son
asintométicas. Cuando existe expresion clinica, el
sintoma mas comun es el mal olor de la secrecion
vaginal (olor a pescado). El olor es causado por la
volatilizacion de aminas alcalinas producidas por el
metabolismo de las bacterias anaerobias. La
exacerbacion del olor ocurre después de relaciones
sexuales y durante la menstruacion como resultado de
un incremento del pH. El aumento y cambio en el flujo
vaginal es otra manifestacion frecuente. El flujo es
generalmente de poca densidad, color grisaceo,
homogéneo y tiende a adherirse a la pared vaginal. El
diagnéstico de la vaginosis bacteriana se establece
fundamentalmente por los signos clinicos y las
caracteristicas del flujo vaginal, y puede confirmarse
por criterios objetivos microscopicos (Nugent) en la
tincion de Gram del exudado vaginal. Los criterios
clinicos de Amsel estan basados en la presencia de
tres de los siguientes sintomas o signos: a) flujo
vaginal fino, homogéneo, blanco, adherido a las
paredes vaginales y uniforme, b) pH vaginal > 4,5, ¢)
olor a pescado tras afiadir a la muestra KOH al 10%, y
d) mas de un 20% de células clave en preparaciones
en fresco (microscopio x40). ElI diagndstico
microbiolégico de la vaginosis bacteriana se realiza
mediante tincion de Gram del exudado vaginal (Figura
3), determinando la cantidad relativa de los morfotipos
caracteristicos de la microbiota vaginal alterada
(bacilos grampositivos, gramnegativos y bacterias
curvas) y la presencia de células clave (células
epiteliales tapizadas de morfotipos grampositivos y
gramnegativos que pierden los contornos). La citologia
cervical tefida por el método de Papanicolau no es un
método adecuado por su baja sensibilidad. El cultivo
de G. vaginalis tampoco es una herramienta
diagnéstica adecuada por su baja especificidad. Sin
embargo, se ha comercializado una sonda de ADN
basada en la deteccion de altas concentraciones de G.

vaginalis (Affirm VP lll, Becton-Dickinson) que puede
ser de utilidad clinica. Otros equipos comerciales que
podrian ser utiles en el diagnostico incluyen pruebas
en tarjeta para la deteccion de pH elevado,
trimetilaminas y prolinaminopeptidasas. Otros
meétodos diagndsticos, como el cultivo de muestras en
anaerobiosis y el empleo de métodos moleculares
(16S ARNr) no tienen aplicacién en la practica diaria y
se emplean con fines de investigacion.

6.3.10.  Vulvovaginitis  candidiasica. @ Supone
aproximadamente un tercio de todas las vaginitis en
mujeres en edad fértil, aunque también pueden
aparecer en nifias y mujeres postmenopdausicas. No
suele tener la consideracion de ITS pero se ha
demostrado la transmision sexual, y
epidemiolégicamente se observa que la maxima
frecuencia en los episodios ocurre cuando las mujeres
tienen actividad sexual. No se ha establecido relacion
epidemioldgica con el numero de parejas sexuales, ni
con la frecuencia de las relaciones, pero si parece
existir alguna relaciéon con el sexo oral-genital. En la
etiologia participan levaduras del género Candida,
aunque también se incluyen vulvovaginitis producidas
por Saccharomyces cerevisiae, que representan
aproximadamente un 1% de los casos. C. albicans es
la causa de un 80-90% de los casos, seguida de C.
glabrata, C. parapsilosis, y C. krusei.

Para el diagnostico se realiza la observacion
microscépica de levaduras en el exudado vaginal
mediante visualizacion en fresco o tras tincion de
Gram. Esta técnica tiene la ventaja de la rapidez, pero
su sensibilidad es baja (50%). La confirmacion
diagnéstica se realiza mediante cultivo en agar
Sabouraud (Figura 4) o en agares cromogénicos Yy
posterior identificacion con la prueba de Ila
filamentacion y/o la identifiacion por métodos
comerciales como el APl C AUX (bioMérieux).

6.3.11. Tricomoniasis. El diagndstico de Ia
tricomoniasis se realiza fundamentalmente mediante
examen en fresco, cultivo, y mas recientemente, por
métodos de amplificacion de acidos nucleicos. El
examen en fresco es de facil realizacion, rapidez y bajo
coste, pero presenta una escasa sensibilidad (entre el
62 y 92%) dependiendo del observador, aunque tiene
una especificidad del 98%. Para su realizacién se
mezcla en un portaobjetos una gota de secrecién
uretral o vaginal con una gota de suero fisiolégico o
salino al 0,5% atemperado a 37°C, se pone un
cubreobjetos y se observa al microscopio para
observar la movilidad caracteristica de las tricomonas.
El cultivo del parasito requiere numerosos nutrientes
en el medio como carbohidratos, aminoacidos, purinas,
pirimidinas, acidos grasos, hierro y vitaminas.
Actualmente, el cultivo en los caldos de Roiron y de
Diamond se considera el método de referencia para el
diagndstico de la tricomoniasis. Es facil de realizar, de
bajo coste y requiere un inéculo de tan solo 300 a 500
tricomonas/mL. Su principal inconveniente es el tiempo
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de incubacién ya que se requieren de dos a siete dias
para identificar el parasito.

E

Figura 3. Tincion de Gram de exudado vaginal Figura 4. Agar Sabouraud con crecimiento de Candida spp.

mostrando las “células clave”, diagndstico presuntivo
de la vaginosis bacteriana

No obstante, estudios recientes indican que en
varones el cultivo puede infraestimar el nimero de
pacientes con tricomoniasis. Si se realiza
exclusivamente cultivo de orina o de exudado uretral
se diagnostican el 67% de los casos. El cultivo de las
muestras de semen puede tener una mayor
rentabilidad. La inoculacién de los medios de cultivo
segun el tipo de muestra se realiza segun se describe
a continuacion:

- uretra: se inocula la torunda directamente

- orina: se recogen 10 mL, se centrifugan a 1500xg

durante 10 minutos y se inoculan 50 uL del

sedimento en el caldo de cultivo

- semen: se deja licuar a temperatura ambiente

durante 1 hora antes de procesar, se centrifuga a

2000xg durante 10 minutos y se inoculan 50 pL del

sedimento en el caldo

Los cultivos, incubados a 37°C, se deben observar al
microscopio un minimo de 1 minuto en los dias 2 y 5
tras la inoculacion. Recientemente se ha introducico el
medio InPouch TV test, que tiene la ventaja de
aumentar la viabilidad del protozoo hasta 21 dias y
presenta una estabilidad a temperatura ambiente de
hasta 6 meses. La sensibilidad del cultivo se considera
que es del 98% vy la especificidad del 100%.

Existen sondas genéticas comerciales (Affirm VP
Ill, Becton-Dickinson) que detectan la presencia de
Candida spp., G. vaginalis y T. vaginalis en muestras
vaginales con una sensibilidad y especificidad para T.
vaginalis del 83% vy 100% respectivamente en
comparaciéon con el cultivo y el exdmen en fresco.

Ademas poseen la ventaja de ofrecer un resultado
fiable en menos de 45 minutos. Otras técnicas
recientes para el diagnéstico de la tricomoniasis son la
inmunocromatografia de flujo capilar (OSOM
trichomonas rapid test. Genzyme Diagn.), y el
XenoStrip-Tv (Xenotope Diagnostic). Las técnicas de
PCR presentan una sensibilidad del 70% en algunos
estudios y no se utilizan rutinariamente, ademas, los
métodos tradicionales de PCR requieren deteccion
postamplificacion de productos, lo que resulta
laborioso y puede conducir a errores. La PCR a tiempo
real (Roche LightCycler) mejora la precision y elimina
la necesidad de un procesado postamplificacion vy
ofrece una sensibilidad del 90,1% y una especificidad
del 100%.
6.3.12. Papilomavirus humanos (VPH). Son virus
ADN de doble cadena con un genoma de
aproximadamente 8.000 pares de bases, en el que se
distinguen dos regiones: las ORF (open reading
frames) que codifican la sintesis de 10 proteinas
viricas -ocho son de expresion temprana (early: E1-E7)
y dos de expresioén tardia (late: L1-L2)- y regiones de
secuencias no codificables. Las proteinas tempranas
estan involucradas en la replicacion virica y en la
oncogénesis, mientras que las tardias codifican
proteinas estructurales de la capside y de la fase final
del ensamblaje virico. Las proteinas codificadas por las
regiones E6 y E7 tienen importantes propiedades
transformadoras.
En base a su asociacion con el cancer cervical y las
lesiones precursoras, los VPH pueden agruparse en
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tipos de alto y bajo riesgo. Los de bajo riesgo incluyen
los tipos 6, 11, 42, 43, y 44. Los VPH de alto riesgo
abarcan los tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 68, y 70. El tipo 16 es probablemente el
que se presenta con mayor frecuencia y se asocia al
cancer de células escamosas, seguido por el tipo 18,
asociado preferentemente al adenocarcinoma. Desde
el punto de vista de las ITS, los mas importantes son
los tipos 6 y 11 asociados al condiloma acuminado y
los tipos 16 y 18 asociados al carcinoma cervical.

Los VPH adquiridos sexualmente pueden producir
varios tipos de lesiones dependiendo del tipo de VPH
involucrado: a) Infecciones latentes, sin expresion
clinica permaneciendo la piel afectada citolégicamente
normal. El ADN del VPH se detecta por métodos
moleculares y pertenece a los tipos 6 y 11, aunque
pueden estar presentes otros tipos. Generalmente
afectan al epitelio cervical. b) Infecciones subclinicas,
la piel afectada no presenta lesiones a simple vista
pero tras la aplicacion de acido acético al 3-5%
aparece una zona blanquecina en la zona afectada. c)
Las verrugas anogenitales que aparecen sobre la piel
de la region genital y anal de hombres y mujeres.
Estan asociadas a los tipos 6 y 11, y no evolucionan a
neoplasias. d) Infecciones activas de larga evolucion,
asociadas con VPH de alto riesgo (principalmente los
tipos 16 y 18), que producen cambios en las células
infectadas que conducen a neoplasias genitales.

Existen cuatro tipos de verrugas genitales:
condiloma acuminado (lesiones blandas papilomatosas
con su caracteristica morfologia en “coliflor”), verrugas
papulares (en forma de cupula, del mismo color de la
piel), verrugas queratécicas (engrosadas y con una
capa cérnea que le da una consistencia dura a
diferencia del condiloma acuminado) y verrugas
maculares (papulas con una corona plana que las
asemeja a maculas). El diagnéstico de las verrugas
genitales en el paciente inmunocompetente en la
mayoria de los casos es solo clinico ya que las
lesiones son suficientemente caracteristicas. Se basa
en el examen visual minucioso del area genital (puede
ser una enfermedad multifocal y multicéntrica), que
puede favorecerse con el empleo de luz incidente y
lente de aumento. El uso de colposcopio, uretocospio o
anoscopio puede ser util en algunas situaciones, pero
no es necesario en la practica clinica rutinaria. La
pincelacién con acido acético al 3% -5% (las lesiones
adquieren una coloracién blanquecina superficial)
tampoco se recomienda rutinariamente ya que tiene un
bajo valor predictivo positivo, aunque puede ser util en
la piel parcialmente queratinizada. No se recomienda
la biopsia de las verrugas genitales para el estudio
histopatolégico ya que no aporta valor afiadido a su
diagndstico de rutina.

El diagndstico microbioldgico de las infecciones por
VPH, se realiza por técnicas de microbiologia
molecular ya que son virus no cultivables y la
deteccion de anticuerpos por técnicas seroldgicas no

aporta ninguna informacién sobre el genotipo
infectante ya que utiliza un antigeno comun. No
obstante, el uso de técnicas de microbiologia
molecular para la deteccion y tipado de los VPH no ha
demostrado beneficio para el diagnostico y manejo de
las verrugas genitales y no se recomienda su uso
rutinario. Cuando se utilizan los métodos moleculares
sobre biopsias, la técnica recomendada es la PCR con
cebadores de consenso Yy posterior genotipado
mediante secuenciacion, RFLP (restriction fragment
length polymorphisms) o hibridacion con sondas
especificas usando formatos dot-blot o microtiter. Las
técnicas de captura de hibridos y de PCR a tiempo real
también pueden ser alternativas adecuadas para el
diagndstico.

El diagndstico de las lesiones inducidas por VPH es
fundamentalmente clinico. La realizacion de una
biopsia simple (con estudio histopatolégico vy
molecular) puede ser necesaria como apoyo
diagndstico y debe considerarse en los siguientes
supuestos: existen lesiones atipicas; el diagnéstico es
dudoso; hay progresion durante el tratamiento; las
recurrencias son frecuentes; las verrugas son
pigmentadas, induradas o ulceradas; las verrugas
individuales son mayores de 1 cm; en pacientes
inmunodeprimidos. Todas las mujeres con verrugas
genitales han de ser exploradas para descartar la
presencia de lesiones a nivel del cérvix mediante
citologia, técnicas moleculares y colposcopia. En las
pacientes con verrugas genitales y/o cervicales o con
pareja infectada es necesaria la realizacion de
revisiones periddicas que incluyan colposcopia Yy
citologia cervical debido al riesgo de desarrollo de
neoplasia cervical.

6.3.13. Otros. EI diagndstico de molluscum
contagiosum y ectoparasitos (sarna y ladillas) suele ser
fundamentalmente clinico.

7. INTERPRETACION E INFORMACION DE LOS
RESULTADOS

El aislamiento de un gonococo siempre es
significativo, si bien una amplificacion de acidos
nucleicos positiva se debe confirmar por la posibilidad
de reacciones cruzadas con otras especies de
Neisseria (Tabla 7). El aislamiento de micoplasmas
genitales también es significativo en liquidos estériles y
en uretra, considerandose como tal cuando hay >10*
ucc/mL (unidades cambiadoras de color /mL utilizando
métodos comerciales liquidos) de U. urealyticum y el
mismo recuento de M. hominis en muestras vaginales
asociado a vaginosis. La deteccién por PCR de M.
genitalium siempre es significativa.

En el caso de vaginosis bacteriana, la interpretacion
de la tincion de Gram se realiza segun los criterios de
Nugent basados en la cantidad relativa de los distintos
morfotipos presentes en la extensién del flujo vaginal,
asignando una puntuaciéon (Tabla 8). Si la puntuacion
obtenida oscila entre 0 y 3, se informara como
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“microbiota habitual’. Puntuaciones entre 7 y 10, se
informaran como “Tincion de Gram compatible con
vaginosis bacteriana”. Estados intermedios con
puntuaciones entre 4 y 6, se informara como
“microbiota vaginal alterada”. En el afio 2005, se han
revisado los criterios de Nugent y correlacionado con
los resultados de técnicas de amplificacion de acidos

nucleicos para incrementar la precisién del diagnéstico
y profundizar en la patogenia de esta enfermedad.
Independientemente de los criterios de Nugent, se
acepta que mas de un 20% de células clave es
indicativo de vaginosis bacteriana.

Tabla 7. Comentarios a los resultados obtenidos mediante amplificacion de acidos nucleicos de C. trachomatis y N.

gonorrhoeae

Tipo/ situacién de la
muestra

Informe/ accién

Comentario a incluir

Deteccion de acidos
nucleicos

No detectado
Equivoco

Presencia de inhibicion

Muestra no recogida
siguiendo las indicaciones
del fabricante

Muestra no incluida en las
indicaciones del fabricante

Muestra vaginal de mujer
histerectomizada
Abuso sexual o violacién

Paciente <13 afios o con
menarquia o prepuberal

Informar: Detectado

Informar: No detectado
Informar: Equivoco

Informar: Presencia de
inhibicion

Rechazar la muestra

Rechazar la muestra

Rechazar la muestra o
consultar con el clinico
antes de realizar
Rechazar la muestra o
consultar con el clinico
antes de realizar
Rechazar la muestra

Necesario ensayo adicional en poblacién con baja
prevalencia o en caso de que pueda haber un
falso positivo por las consecuencias legales o
psicosociales

No descarta la posibilidad de infeccién

Resultado inconcluso, remitir una nueva muestra
para confirmar o realizar una prueba alternativa

No puede determinarse un resultado valido. La
inhibicién puede ser debida a lubrificantes, moco,
sangre u otras sustancias. Remita por favor una
nueva muestra para confirmar o realizar un
método alternativo si esta indicado clinicamente
Prueba no realizada. La muestra no se recogio
adecuadamente

Prueba no realizada. El tipo de muestra no es
aceptable para el ensayo de amplificacion de
acidos nucleicos. (Recomendar una prueba
alternativa como el cultivo)
Interpretar los resultados con precaucion. Esta
muestra no ha sido validada

El cultivo es el método recomendado para C.
trachomatis y N. gonorrhoeae en estos casos de
muestras urogenitales, faringeas y rectales

No esta validada esta técnica para nifos. Se
recomienda el cultivo

Tabla 8. Interpretacién de los criterios de Nugent

Puntuacién

Bacilos Gram positivos
(Lactobacillus spp.)

Bacilos pequefios Gram Bacilos curvados Gram
variables (G. vaginalis)

negativos (Mobilluncus spp.)

0

4+

(>30 morfotipos / campo)

(5-30 morfotipos / campo)
(1-4 morfotipos / campo)

(<1 morfotipo / campo)

3+

2+

1+

0

(<1 morfotipo / campo)

(1-4 morfotipos / campo)

0 0
1+ 1+ 2+

(<5 morfotipos / campo)
2+ 3+ 4+

(>5 morfotipos / campo)
3+ -

(5-30 morfotipos / campo)
4+ -

(>30 morfotipos / campo)
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Para valorar los resultados de las pruebas

diagnodsticas de un herpes genital se deben tener en
cuenta las siguientes situaciones: A) Cultivo. Siempre
debe realizarse el tipado, los resultados positivos
deben ser tipo-especificos. Si el cultivo es positivo el
paciente probablemente tiene un herpes genital, son
raros los falsos positivos. Si el cultivo es negativo no
indica necesariamente que el paciente no esté
infectado por el VHS, puede ser un virus no detectable
en la muestra; los falsos negativos son muy comunes,
la baja sensibilidad puede llegar al 50% para el herpes
primario y a menos del 30% para el herpes recurrente.
Ademas el porcentaje de recuperacion del VHS
disminuye significativamente con el tiempo de
evolucion de las lesiones (52-93% en vesiculas, 41-
72% en Ulceras y 19-27% en lesiones costrosas). La
carga virica disminuye con la evolucién de las lesiones,
y el cultivo no es un método diagnéstico adecuado
durante el periodo interlesional.
B) Pruebas moleculares. Si el resultado es positivo
indica que el paciente presenta un herpes genital, los
falsos positivos son muy raros. Si el resultado es
negativo no se puede asegurar la ausencia de herpes
genital, aunque los falsos negativos son
extremadamente raros. C) Serologia tipo-especifica.
Un resultado positivo para VHS-2 indica herpes genital
previo o actual, ademas la mayoria de los pacientes
que no refieren historia de herpes pero que presentan
serologia positiva pueden excretar virus. Un resultado
positivo para VHS-1 no diferencia entre infeccion
genital y oral. Alrededor de un 5% de los pacientes con
IgG positiva no se confirman por Western blot vy
pueden corresponder a pacientes en periodo de
seroconversiéon ya que el inmunoensayo es mas
sensible (pero menos especifico) que el Western-blot.
La realizacion de una nueva determinacién varias
semanas después puede confirmar los resultados. Se
puede obtener un resultado negativo mediante
serologia tipo-especifica durante el periodo de
seroconversion (menos de seis semanas), por lo que si
existe alta sospecha de infeccidn es necesario repetir
la prueba al cabo de varias semanas. Un resultado
persistentemente negativo descarta un herpes genital.
Ocasionalmente, los pacientes tratados con antiviricos
en el curso de una infeccidon primaria no muestran
seroconversién debido a los bajos titulos de
anticuerpos.

Es complicado diferenciar entre primoinfeccion e
infeccion recurrente ya que los anticuerpos IgM no son
buenos marcadores de primoinfeccion, de hecho mas
del 30% de los pacientes con infeccion recurrente
tienen IgM detectable frente al VHS-2. Las nuevas
técnicas de avidez de anticuerpos podrian contribuir a
solucionar este problema.

8. APROXIMACION DIAGNOSTICA AL PACIENTE
CON INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL Y
OTRAS INFECCIONES GENITALES

Desde un punto de vista practico y segun se expuso
en el apartado 2. Consideraciones clinicas, el
laboratorio de microbiologia procesa las muestras de
forma sindromica y en funcion de la frecuencia y
posibilidades de los laboratorios, ya que algunos
disponen de pocos recursos y personal. A continuacion
se  exponen diversos  esquemas de los
microorganismos que se deben investigar y de las
técnicas que se deben realizar de forma habitual. En
caso de sospecha y de fracasos terapéuticos se puede
ampliar la busqueda a otros microorganismos menos
frecuentemente implicados y ya citados anteriormente
que se incluyen en los algoritmos presentados en las
figuras 5 a 10.
A. Ulceras genitales. (Figura 5). Se debe hacer un
diagnéstico de los virus del herpes simplex (VHS)
mediante inmunofluorescencia directa (IFD) y cultivo
(que se realizara en un laboratorio de referencia si no
se dispone de él) y Treponema pallidum mediante
técnicas serolégicas (EIA, pruebas no treponémicas y
treponémicas).
B. Uretritis y Cervicitis (Figura 6). Se debe realizar
tincion de Gram y cultivo de Neisseria gonorrhoeae;
deteccion de C. trachomatis mediante amplificacién de
acidos nucleicos y cultivo de U. Urealyticum.
C. Vulvovaginitis y vaginosis (Figuras 7 y 8). Se
realizara examen en fresco, cultivo de levaduras,
cultivo de tricomonas y se evaluara en la consulta
segun los criterios de diagndstico de vaginosis
bacteriana (exudado, pH, olor a pescado, células
clave) o segun los criterios de Nugent. También se
puede realizar, si se dispone de ellas, alguna técnica
rapida tipo Affirm VPIII.
D. Otros (Figuras 9 y 10). Derivacion de muestras a
laboratorios de referencia para deteccion del virus del
papiloma humano y extraccion de suero, ya que a
todos los pacientes con ITS se les debe realizar una
determinacién de anticuerpos frente al VIH.

9. EVIDENCIAS CIENTIFICAS DEL DIAGNOSTICO
DE LASITS

En el Anexo | se incluyen las evidencias cientificas del
diagnéstico de las ITS
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Figura 5. Diagnoéstico microbiolégico de las Ulceras genitales
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Figura 7. Diagnoéstico microbioldgico de la vulvovaginitis y la vaginosis en mujeres adultas
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Figura 8. Diagndstico microbioldgico de la vulvovaginitis y la vaginosis en nifas
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Figura 9. Diagnoéstico microbiolégico de las verrugas genitales
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Figura 10. Diagnéstico microbiologico del prurito en la piel de la region genital
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ANEXO |. EVIDENCIAS CIENTIFICAS DEL DIAGNOSTICO DE LAS ITS

Niveles de evidencias en el diagndstico de ITS

Niveles de evidencia (prueba)

- la, evidencia (prueba) obtenida de meta-analisis de ensayos aleatorios controlados.
- Ib, evidencia (prueba) obtenida de al menos un ensayo aleatorio controlado.
- lla, evidencia (prueba) obtenida de al menos un estudio controlado no aleatorio bien

disefado.

- lIb, evidencia (prueba) obtenida de al menos un estudio quasi-experimental bien disefado.
- Ill, evidencia (prueba) obtenida de un estudio descriptivo bien disefiado.
- IV, evidencia (prueba) obtenida a partir de informes de comités de expertos u opiniones o

experiencia clinica de autoridades respetadas.

Grado de recomendacion

- A, evidencia (prueba) de nivel la o Ib.

- B, evidencia (prueba) de nivel lla, lIb o Il
- C, evidencia (prueba) de nivel IV.

Evidencias cientificas en el diagnéstico del chancroide

Tipo de situacién

Nivel de
evidencia

1. Cultivo

A. Se requiere el uso de mas de un tipo de cultivo para aumentar la sensibilidad

B. Se requiere un agente selectivo (vancomicina)
2. Microscopia: no se recomienda la tincion por su baja sensibilidad

3. Serologia: ha sido util epidemiolégicamente pero no es util para el manejo directo del

paciente

Nivel lla, Grado B
Nivel lll, Grado B
Nivel IV, Grado C
Nivel Ill, Grado B

Evidencias cientificas en el diagndstico de la donovanosis

Tipo de situacion

Nivel de
evidencia

1. Microscopia: tincién para cuerpos de Donovan
2. Biopsia

3. Cultivo

4. PCR

Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel lla, Grado B
Nivel lla, Grado B

Evidencias cientificas en el diagndstico del linfogranuloma venéreo

Tipo de situacién

Nivel de
evidencia

1. No hay pruebas de amplificacion de acidos nucleicos para muestras rectales
pero los datos disponibles apoyan su uso (detectan todas las serovariedades

incluyendo LGV)

Nivel Ill, Grado B

2. La confirmacién de LGV se puede hacer mediante PCR en tiempo real,
genotipificacién (con el gen omp) y RFLP del gen crp

3. En proctitis cualquier prueba positiva de amplificaciéon de acidos nucleicos se
investigara mediante PCR en tiempo real y genotipificacién

Nivel Ill, Grado B

Nivel Ill, Grado B
Nivel lla, Grado B
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Evidencias cientificas en el diagndstico de la sifilis

Tipo de situacion

Nivel de
evidencia

1. Pruebas de cribado:

- EIA (sin datos de su evaluacion)

- EIA IgG e IgM mas sensible en infeccidn primaria

- TTPA (T. pallidum particle assay) preferible a TPHA

- TPHA se usara asociado a VDRL o RPR para aumentar su sensibilidad

2. Pruebas confirmatorias:

- EIA IgM se usara en ulceraciones o contactos conocidos (la IgM es detectable en 2-3 semanas, y la IgG en 4-5 semanas)
- TTPA cuantitativo para confirmar un TTPA positivo

- EIA se usara para confirmar un TTPA

- Si hay discrepancia entre EIA y TTPA usar una técnica de inmunoblot o una de FTA

- Se hara un VDRL o RPR cuantitativo antes del tratamiento

- Aumento 4x en VDRL o RPR y/o cambio en EIA IgM de negativo a positivo confirmado en una 2% muestra sugiere reinfeccion o recaida
3. Deteccidn directa en sifilis primaria o secundaria:

- Se visualizara en campo oscuro por personas experimentadas (no en lesiones genitales como recto u orales)

- Se repetira campo oscuro diariamente durante 3 dias sin tratamiento antibiético

- Las muestras en torundas secas para PCR son validas para lesiones no genitales

4. Frecuencia de repeticién de pruebas en paciente asintomatico:

- Depende de la historia sexual

- Exposicién de alto riesgo es sexo oral, anal o vaginal sin proteccién en pareja de alto riesgo

- No necesario si exposicion previa hace >6 semanas con bajo riesgo

- Recomendado 3 meses después si ha tenido contacto de alto riesgo <6 semanas antes

- Repetir EIA IgM a las 6 semanas y 3 meses si exposicion multiple de alto riesgo, lesiones ulcerativas con campo oscuro negativo y contacto
sospechado o probado con paciente con sifilis

5. Prueba de curacioén:

- Recomendado VDRL o RPR cuantitativo

- Se hara con el mismo antigeno (misma casa comercial) y en el mismo laboratorio

- Se realizara mensualmente durante 3 meses, a los 6 y 12 meses de una sifilis temprana

- EI VDRL o RPR se hara cada 6 meses hasta que se vuelva negativo/ serofast en sifilis tardia no infecciosa

- En pacientes VIH positivos se repetira la serologia anualmente o mas frecuentemente si hay reinfeccion

- No es necesario una puncién lumbar en sifilis temprana y si es necesaria por las guias se hara cada 6 meses hasta que el recuento de células sea
normal

Nivel llb, Grado B
Nivel lIb, Grado B
Nivel IV, Grado C
Nivel lll, Grado B

Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C

Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C

Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C

Nivel IV, Grado C

Nivel Ill, Grado B
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
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Evidencias cientificas en el diagnéstico del herpes genital

Tipo de situacién

Nivel de
evidencia

1. Pruebas diagnésticas:

- Actualmente no se recomienda en pacientes asintomaticos la deteccion de anticuerpos

- Actualmente no se recomienda en pacientes asintomaticos la deteccion del virus en muestras genitales

2. Pruebas de deteccion directa:

- Se utilizaran métodos para demostrar directamente el VHS en torundas o raspados de una lesion

- Tinciones de Tzanck y de Papanicolau tienen baja sensibilidad y especificidad y no se utilizaran para el diagnéstico

- Cultivo: es el patron de referencia

- PCR: sera introducida después de la evaluacion local como método de preferencia

- Inmunofluorescencia directa: limitada sensibilidad y especificidad por lo que no se recomienda

- Enzimunoensayo sobre muestra de lesion tiene sensibilidad variable

- Enzimunoensayo para anticuerpos contra glucoproteinas gG1 o0 gG2 (hay argumentos a favor y en contra de su utilizacion)

3. Poblaciones especiales:

- En pacientes con baja probabilidad de herpes genital, se debe confirmar un resultado positivo para VHS-2 repitiéndolo o usando otro método
- Cribado seroldgico: se considerara en personas con historia de recurrencias de etiologia desconocida y si los métodos directos son repetidamente
negativos

- Cribado seroldgico: se considerara para parejas sexuales de personas con herpes genital y con resultados seroldgicos discordantes

- Pacientes <14 afios: no se usaran las pruebas de anticuerpos frente al VHS-2 por su alto nUmero de falsos positivos

- Cribado de embarazadas: se recomienda cuando hay una historia de herpes genital en la pareja

Nivel IV, Grado C
Nivel lla, Grado B

Nivel la, Grado A
Nivel Ib, Grado A
No se especifica
Nivel Ib, Grado A
Nivel la, Grado A
No se especifica
Nivel lll, Grado B

Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B

Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B

Evidencias cientificas en el diagndstico de las verrugas anogenitales

Tipo de situacién

Nivel de
evidencia

1. Pruebas diagnésticas:

- Examen visual con o sin ayuda de lente de aumento: recomendado sin especificar nivel o grado de evidencia.
- Tipado de VPH: No es necesario de forma rutinaria

- Biopsia: Lesiones dudosas

- Prueba del acido acético:

- Citologia cervical (en mujeres de mas de 25 afios)

No se especifica

Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel llb, Grado B
Nivel IV, Grado C
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Evidencias cientificas en el diagndstico de lainfeccién gonocdcica

Tipo de situacién

Nivel de evidencia

1. Toma de muestras:

- Se evitaran lubrificantes vaginales por ser toxicos para el gonococo

- Se investigara la presencia de N. gonorrhoeae en todos los sitios anatdmicos con sintomas (exudado y/o dolor)

- La toma de recto y faringe en mujeres se realizara si hay una historia de exposicion directa

- Pueden obtenerse muestras anorectales introduciendo de forma ciega una torunda 2-4 cm en el canal anal y realizando presion lateral

- La inoculacion directa de las muestras y el uso de torundas con medio de transporte proporcionan resultados aceptables

- Las torundas de transporte se almacenaran a 4°C y se transportaran al laboratorio tan pronto como sea posible, preferiblemente en 48 horas
- Muestras conjuntivales: tomar con torunda en la parte inferior del parpado y el paciente sera examinado por un oftalmélogo

2. Microscopio:

- La tincién de Gram tiene mayor sensibilidad para muestras tomadas con asas de plastico comparado con torundas de algodon

- Tincion de Gram exudado uretral masculino alta sensibilidad

- La sensibilidad de la tincion de Gram para muestras de recto es baja y no se recomienda

- La tincion de Gram de muestras rectales puede ser Util cuando se toman mediante proctoscopio en pacientes sintomaticos

3. Cultivo:

- Uso de agar base GC o agar Columbia con sangre chocolatizada o lisada o suplemento no basado en sangre como IsoVitalex (Becton Dickinson) o Vitox (Oxoid)
- Si soélo se puede usar un medio es mejor uno selectivo con antimicrobianos como agentes selectivos

- Es mejor usar también un medio no selectivo asociado al medio selectivo

- En clinicas de ITS, el cultivo es la prueba preferida para uso de rutina

- Pueden cultivarse muestras vaginales en nifias prepuberales

- Diagnéstico de infeccion diseminada: se cultivara sangre y liquido articular, ademas de una muestra genital y otra faringea

- Mujeres heterosexuales asintomaticas en clinicas de ITS: realizar cultivo endocervical (o amplificacion de &cidos nucleicos)

- Hombres con relaciones sexuales con hombres: realizar toma de uretra, recto y orofaringe si han estado expuestos

- Mujeres prostitutas: cultivo de todas las zonas expuestas aunque hayan estado aparentemente protegidas por condones

- En abuso sexual en adultos se prefiere el cultivo de todos los sitios expuestos por su alta especificidad (100%)

- Cultivo de exudado rectal ademas de endocervical y uretra en contactos femeninos de individuos con infeccidon gonocécica

4. Amplificacion de acidos nucleicos:

- Se consideran técnicas de diagndstico presuntivo y si hay una prevalencia baja el valor predictivo positivo puede ser <80% por lo que requieren confirmacion
mediante cultivo

- Mayor sensibilidad (>90%) comparado con cultivos (<60%) en muestras rectales y orofaringeas, pero no se recomiendan para estas muestras
- Muestras no invasivas (orina, vagina o uretra): reservar para mujeres que no sufren examen con espéculo

- Recomendado para orina y muestras recogidas de forma no invasiva

- La sensibilidad en muestras de orina de mujeres es mas baja que para muestras endocervicales

- Son adecuadas muestras vaginales o tampones

5. Prueba de curacion: estd recomendada después de tratamiento de infeccion faringea

Nivel Il, Grado B

Grado C

Grado C

Nivel Ill, Grado B
Nivel IV

Nivel IV

Grado C

Nivel 111

Nivel Il, grado B
Grado C

Nivel lll, Grado C

Nivel Il, Grado B
Nivel Il, grado B
Grado C

Grado C

Grado C

Nivel 111

Grado C

Grado C

Grado C

Grado C

Grado C

Grado C

Grado C

Grado C

Nivel Il, Grado B
Nivel 111

Nivel 111

Grado C
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Evidencias cientificas en el diagndstico de la infeccion por Chlamydia trachomatis

Tipo de situacion Nivel de
evidencia

1. No estan indicadas pruebas de diagndstico inmediato (en la consulta de ITS), ni serologia, ni la prueba de la esterasa leucocitaria Grado C

2. Amplificacion de acidos nucleicos (AANs):

- De eleccidn (por su sensibilidad y especificidad) para muestras de uretra, cérvix y orina (primer chorro) Grado A

3. Localizacién:

A. Orina: 15-50 ml del primer chorro, cualquier momento del dia, al menos 1-2 h tras haber orinado, menor sensibilidad que uretra y cérvix
ElA: hombres sintomaticos, no sensible en asintomaticos y no adecuado en mujeres; IFA: adecuado pero no ideal (requiere ser experto); cultivo: | Grado C

no adecuado

B. Uretra y cérvix: uso de espéculo, rotar torunda 2 o mas veces 15-30 segundos , validas todo tipo de pruebas Grado C

C. Faringe:
Cultivo Grado A
IFA: aprobado pero no adecuado para uso en gran niumero de muestras; AANs: no aprobado pero puede ser de eleccion sin acceso a cultivo Grado C
ElIA: no aprobado

D. Rectal (mediante proctoscopio) Grado A
Cultivo Grado C

IFA: aprobado pero no adecuado para uso en gran numero de muestras
EIA: no aprobado (falsos positivos con otros microorganismos)
AANSs: no aprobado pero puede ser de eleccion sin acceso a cultivo detectan todas las serovariedades incluyendo LGV Grado B, nivel de
evidencia Ill
4. Cribado por grupos de pacientes:
A. Mujer heterosexual o embarazada: cérvix o vulvovaginal (clinico o la propia paciente) u orina; hombre heterosexual: uretral u orina; homosexual: | Grado A
uretral u orina.
Mujer joven: ofrecer método no invasivo vulvovaginal u orina; hombre joven: ofrecer método no invasivo si rehusa uretral (orina) Grado A
B. Contactos y prostitucion: igual que A
C. Abuso sexual: cultivo de todas las muestras método recomendado (100% especificidad); guia inglesa recomienda también AANs ademas del | Grado C
culltivo por su sensibilidad, pero escasa disponibilidad en los laboratorios
5. Prueba de curacién: -
A. No se recomienda si se da tratamiento estandar

B. Aconsejable en embarazo con la misma técnica realizada (minimo 3-5 semanas postratamiento ya que AANs demuestran ADN/ARN residual) Grado A
6. Busqueda de otras ITS
En todos los pacientes con aislamiento de C. trachomatis se deben buscar otras ITS Grado C
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Evidencias cientificas en el diagndstico de la vaginosis bacteriana

Tipo de situacion

Nivel de
evidencia

1. Se realizara cribado de vaginosis:

- Mujeres con exudado vaginal, olor del exudado, o cualquier otro sintoma genital

- Mujer con exudado copioso al examen

- Mujer con parto pretérmino previo se ofrecera cribado

- Hasta la fecha hay insuficiente evidencia para recomendar el cribado de mujer embarazada asintomatica

- Hay alguna evidencia para apoyar el cribado y tratamiento de vaginosis de mujer embarazada antes de finalizar el embarazo para reducir
endometritis y enfermedad inflamatoria pélvica (EIP)

- Hay ausencia completa de evidencia para informar cualquier decisién de cribado asintomatico de mujer no embarazada cuando se tiene en cuenta
el resultado de EIP

2. Pruebas diagnésticas:

- Criterios clinicos (Amsel): no recomendado

- Tincién de Gram (criterios de Ison-Hay o Nugent): recomendado

2. Prueba de curacién

- No hay evidencia para recomendar o desestimarla

Nivel la, Grado A
Grado A

Nivel la, Grado A
Nivel la, Grado A
Nivel Ib, Grado B
Nivel IV, Grado C

No se especifica
No se especifica

Nivel IV, Grado C

Evidencias cientificas en el diagndstico de la tricomoniasis

Tipo de situacion

Nivel de
evidencia

1. Toma de muestras:

- En mujeres la toma con torunda se hara del fondo de saco posterior en el exdmen con espéculo

- La toma vaginal de la propia paciente proporciona probablemente resultados equivalentes

- Muestras de orina (primer chorro) con/sin centrifugaciéon: menor sensibilidad que la toma vaginal

- En hombres se mejora la sensibilidad realizando tomas tanto de uretra como de orina (primer chorro)

- Muestras del espacio subprepucial: no han sido validadas

2. Cultivo:

Cultivo se considera el mas sensible y especifico, es el método de referencia con el que comparar otras técnicas

Medio de Diamond es adecuado y el InPouch es tan sensible como este medio (no incluyen el medio de Rieron pero también es equivalente)
3. Otras pruebas diagndsticas:

- La prueba de aglutinacién con latex es rapida, econémica y con gran sensibilidad y especificidad

- La PCR parece mas sensible que el cultivo pero no estéa claro si son falsos negativos o falsos positivos en cultivo (igual que con clamidias)
- No se recomienda el cribado para pacientes asintomaticos

- Mujeres con exudado vaginal: investigar la presencia de tricomonas

- Parejas de mujeres infectadas se trataran epidemiolégicamente

- Cribado de hombres de parejas infectadas podria mejorar el rastreo de contactos en los que fuese positivo

- Hombres con sintomas uretrales que persisten después de excluir o tratar infeccidon gonocécica, clamidias o M. genitalium se realizaran
pruebas diagndsticas para tricomonas

4. Prueba de cura:

-Solo se hara en aquellos en que persistan los sintomas después del tratamiento

Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel IV, Grado C

Nivel lll, Grado B
Nivel Ill, Grado B

Nivel lll, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel I-ll,Grado A
Nivel Ill, Grado B
Nivel Ib, Grado A
Nivel IV, Grado C
Nivel Ill, Grado B

Nivel IV, Grado C
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Evidencias cientificas en el diagndstico de la candidiasis vulvovaginal

Tipo de situacion

Nivel de
evidencia

1. Se hara cribado:

- No se hara cribado en mujeres asintomaticas

- Se hara para cualquier episodio

- Se tratara a mujeres sintomaticas con microscopia positiva y/o cultivo positivo

- El tratamiento de mujeres basado solamente en sintomas es frecuente pero produce sobretratamientos

2. Pruebas diagnosticas:

- En servicios de salud sexual se hara microscopia y cultivo

- Se haran las tomas del fondo de saco posterior con torunda de algodén

- Se hara tincién de Gram o examen en fresco

- Se hara cultivo y diferenciacion entre C. albicans/ no albicans

-El pH vaginal no es util (puede estar asociado a vaginosis bacteriana)

- Las tomas ciegas pueden ser utiles

- Las tomas realizadas por la propia paciente pueden ser Utiles

- La diferenciacion de especies es necesaria si se aislan mas de una vez

- El agar cromogénico facilita, si esta disponible, la identificacién y la existencia de infecciones mixtas y se prefiere para infecciones complicadas
- No se recomienda medio liquido, aglutinaciéon por latex o PCR

- No esta probada la utilidad de pruebas de sensibilidad para candidiasis vulvovaginal complicada

- Estaria indicado en mujeres con alteraciones inmunoldgicas cronicas

- Estaria indicado cuando hay repetidos aislamientos de especies de Candida no albicans

3. Interpretacion y notificacion de resultados:

- Microscopia: informar ausencia o presencia de blastosporas y/o pseudohifas

- Cultivo: negativo, crecimiento escaso (<10 colonias por placa), moderado (entre 10-99) o elevado (=100)

- La microscopia es especifica pero poco sensible

- El cultivo es sensible pero no especifico (no esta claro que los sintomas estén asociados con escaso crecimiento de colonias)
- C. glabrata suele ser resistente a los azoles y responde peor al tratamiento

- Candidiasis vulvovaginal recurrente: 4 o0 mas episodios en un afo

- Candidiasis vulvovaginal persistente: causada generalmente por especies de Candida no albicans y requiere al menos 2 muestras consecutivas y
tratamiento en la primera

4. Prueba de cura:

- Solo después de tratamiento de candidiasis vulvovaginal persistente

- Requiere al menos 2 cultivos negativos separados al menos 1 semana después del tratamiento y con un intervalo de al menos 1 semana entre
cultivos

Nivel IV, Grado C
Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel lll, Grado B

Nivel lll, Grado B
Nivel lll, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel IV, Grado C
Nivel Ill, Grado B
Nivel IV, Grado C
Nivel lll, Grado B
Nivel lll, Grado B
No se especifica

Nivel Ill, Grado B
Nivel lll, Grado B
Nivel IV, Grado C

Nivel lll, Grado B
Nivel lll, Grado B
Nivel lll, Grado B
Nivel lll, Grado B
Nivel lll, Grado B
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C

Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir la
prueba seroldgica RPR (Rapid Plasma Reagin) que
determina de forma macroscopica la presencia de
anticuerpos no treponémicos frente a Treponema
pallidum. Se usa como prueba de cribado en el
diagnéstico de la sifilis, asi como para determinar la
actividad de la enfermedad y la respuesta al
tratamiento.

2. FUNDAMENTO

La prueba emplea el antigeno del VDRL (Veneral
Disease Research Laboratory) que contiene
cardiolipina, lecitina y colesterol, estabilizados con
EDTA, asi como particulas de carbén. El paciente
con sifilis produce anticuerpos anti-cardiolipina, que
se unen al antigeno del ensayo, formando una red
gue atrapa a las particulas de carbdn, visualizandose
la reaccion macroscépicamente.

Los anticuerpos del paciente se forman como
respuesta a las lipoproteinas o a la cardiolipina
presentes en el treponema, asi como a los antigenos
lipoides del propio paciente expuestos como
consecuencia de la infeccion por T. pallidum o
también como respuesta al dafio tisular en el seno
de enfermedades autoinmunes o por el uso de
drogas parenterales.

La reaccibn se efectla en una tarjeta de
superficie plastica, donde se deposita el suero
problema y seguidamente el antigeno con las
particulas de carbon. Si los anticuerpos estan
presentes se produce la reaccion de floculacion. Se
determina la presencia tanto de anticuerpos de la
clase 1gG como de IgM. La reaccidon puede
cuantificarse (titulacion), lo que sirve para estudiar la
evolucién y respuesta al tratamiento. Si existe una
disminucién significativa (dos diluciones dobles)
indicaria que el tratamiento ha sido efectivo.
Incrementos en la misma proporcion implica fallo en
el tratamiento o reinfeccion. Si no hay una
disminucion significativa  (titulos estables), no
significa necesariamente un fracaso terapéutico, y el
paciente debe seguir siendo evaluado en el tiempo
clinica y serolégicamente.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de Microbiologia (PNT-
RTP-01) SEIMC 2003.

- Normas de bioseguridad

- Gestion de residuos

- El prospecto del equipo comercializado con las
instrucciones del fabricante presente en cada caja de
reactivos.

4. MUESTRAS

- Para la realizacion de esta prueba se requiere
sangre total (5 ml) que se centrifugara para obtener
el suero.

- La prueba se lleva acabo preferiblemente sobre
muestra de suero, sobre todo si su realizacién se va
a demorar mas de 48 horas.

- Los sueros pueden almacenarse en nevera durante
una semana. En caso de no realizarse la técnica en
una semana, se deberan congelar a -20°C.

- El plasma también es una muestra aceptable, pero
la determinacion debe llevarse a cabo tan pronto
como sea posible.

- No debe realizarse esta prueba en muestras
lipémicas o hemolizadas, ya que pueden dar
resultados erréneos.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

- Equipo RPR comercialzado. Contiene las tarjetas,
los controles, el reactivo con el antigeno, incluyendo
particulas de carbén, y las agujas de dispensacion.

- Solucién salina (Cloruro sodico al 0,9%)

- Agua destilada

6. APARATOS Y MATERIAL

- Pipetas calibradas.

- Puntas de pipeta.

- Palillos. Normalmente vienen suministrados en el
equipo comercializado (ver procedimiento).

- Agitador orbital que permita velocidad de giro de
100 £ 2 rpm.

- Cadmara humeda.

- Reloj temporizador.

7. PROCEDIMIENTO

Ensayo cualitativo:

1. Dejar que los reactivos, controles y muestras
alcancen la temperatura ambiente.

2. Rotular cada circulo de la tarjeta de reaccidn, con
la identificacion de la muestra o control que se
vaya a ensayar.

3. Dispensar 50 ul de cada control 0 muestra en su
circulo correspondiente.

4. Con un palillo, abrir la gota dispensada hasta
ocupar, sin sobresalir, todo el circulo de la tarjeta.

5. Agitar para resuspender el vial de reactivos con
el antigeno para homogeneizar el contenido.

6. En posicién vertical, dejar caer una gota limpia
(sin burbujas) sobre la muestra o controles. No
mezclar.

7. Colocar la tarjeta en una camara humeda, y esta
sobre el agitador orbital.

8. Rotar 8 minutos a 100 +2 rpm.

9. Con la tarjeta en la mano, rotarla manualmente

para una mejor observacion de los resultados.

10. A las muestras que en el ensayo cualitativo
presenten agregados, se les debe realizar el
ensayo cuantitativo.

Ensayo cuantitativo:

1. Preparar las tarjetas para hacer diluciones
dobles seriadas desde 1/1 hasta 1/16 (se
precisan 5 circulos por suero o control).
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2. Adadir 50 pl de solucion salina a los circulos 2,
3, 4 y 5. Dejar la gota sin abrir a la extension del
circulo.

3. Aidadir 50 pl de cada suero o control al circulo 1.
Afadir 50 ul de cada suero o control al circulo 2
sobre el salino, y con la misma pipeta, mezclar el
suero y el salino mediante la aspiracion y
dispensacion de la mezcla un total de 8 veces,
evitando formar burbujas.

4. Transferir de la mezcla del segundo circulo, 50
pl al salino del circulo 3 y mezclar como en el
paso anterior.

5. Continuar asi de forma sucesiva hasta el

circulo.

Después de mezclar, tirar 50 pl.

Con un palillo, y empezando en el circulo con
mayor dilucién (el 5 en este caso), abrir la mezcla
hasta ocupar sin sobresalir, todo el circulo de la
tarjeta. Con el mismo palillo, repetir el proceso en
el resto de circulos, desde més, a menos diluido.
8. Agitar para resuspender el vial de reactivos con

el antigeno y las particulas de carbon.

9. En posicién vertical, dejar caer una gota limpia
(sin burbujas) sobre la muestra o controles. No
mezclar.

10. Colocar la tarjeta en una camara himeda, y
esta sobre el agitador orbital.

11. Rotar 8 minutos a 100 +2 rpm.

12. Con la tarjeta en la mano, rotarla manualmente
para una mejor observacion de los resultados.

13. Si la mayor dilucion permanece positiva (1/16),
es preciso hacer mas diluciones hasta obtener el
punto final.

14. Preparar diluyente: suero no reactivo diluido
1:50 en solucion salina al 0,9%.

15. Preparar dilucion 1:16 del suero problema en
solucién salina al 0,9% (0,1 ml suero problema en
1,4 ml de salino). Agitar para homogeneizar.

16. Preparar tarjetas para hacer diluciones dobles
seriadas desde 1/16 hasta 1/256 (se precisan 5
circulos por suero o control).

17. Dispensar 50 pl del diluyente en los circulos 2 al
5.

18. Dispensar 50 pl de la predilucién 1:16 del suero
problema a los circulos 1y 2, siguiendo los pasos
previamente explicados en los puntos del 3 al 12.

19. Al finalizar todas las pruebas, y antes de
recoger, separar la aguja del vial de reactivos
para proceder a su aclarado con agua destilada,
dejando secar al aire. Esto permitira que en el
siguiente ensayo las gotas de reactivo caigan
uniformes y sin burbujas. Tapar de nuevo el vial
con la aguja y almacenar el reactivo en nevera.

No

Controles:

- Se incluiran control positivo y negativo en cada
ensayo.

- En ensayos cuantitativos, se incluirdn controles de
titulo conocido.

- En los cambios de lote, se deben ensayar 6 sueros
de titulo conocido en paralelo dos dias consecutivos.

- Controlar la temperatura ambiente. Si es
demasiado fria o calurosa (es ideal el rango 23-
29°C), puede afectar a la precision del ensayo.

- La aguja de dispensacion del reactivo es otro
elemento a controlar, sobre todo después de una
caida accidental o si los controles no dan el
resultado esperado.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
La lectura de los resultados debe ser inmediata

bajo una luz intensa procedente de una lampara

incandescente, y a simple vista, sin microscopio.

- Si se demora la lectura y empieza a secarse,

pueden producirse errores en la interpretacion.

- La presencia de agregados negros, ya sean bien

marcados 0 pequefios, se considera una reaccién

positiva.

- La concentracion de agregados negros finos

rodeados de un area difusa de suspension, se

considera una reaccion positiva débil.

- La concentracién de carbén suave en el centro del

circulo, o la presencia de una suspension gris suave

uniforme que ocupa todo el centro de la prueba, se

considera un resultado negativo.

- A las muestras que en el ensayo cualitativo

presenten agregados, se les debe realizar el ensayo

cuantitativo.

- En ensayos cuantitativos, informar el titulo

correspondiente con la mas alta dilucién que muestra

reactividad, incluso cuando sea minimamente

reactivo (positivo).

9. RESPONSABILIDADES

Las descritas en el manual general de
organizacién del laboratorio y en las descripciones
de cada puesto de trabajo.

El procedimiento sera realizado por personal
técnico cualificado y con entrenamiento especifico.

La supervisién y validacion de los resultados debe
llevarla a cabo el facultativo especialista
responsable.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Durante el procedimiento, puede ser causa de
error (falso negativo) el dispensar la gota de
antigeno sobre el suero no extendido en el circulo de
la tarjeta.

Al dispensar el antigeno es importante mantener
el vial con la aguja en posicion vertical para asegurar
gue se dispensa con precision la cantidad de una
gota.

Las muestras hemolizadas o lipémicas pueden
dar resultados falsamente positivos, habitualmente a
titulos bajos (1/4 o menores).

La técnica de RPR es mas sensible que la de
VDRL. En ensayos cuantitativos, es positivo a una
dilucién mas alta.

Los titulos del ensayo cuantitativo pueden usarse
para seguir la evolucion de la respuesta al
tratamiento. Un tratamiento efectivo supondra una
caida de los titulos.
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Los enfermos de sifilis que fueron tratados en
periodo latente o tardio, o con historia de varias
infecciones sifiliticas, pueden mantener niveles
reactivos a bajo nivel durante toda la vida.

Los titulos también pueden ir disminuyendo de
forma espontanea a lo largo del tiempo en pacientes
no tratados.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Pueden aparecer falsos positivos en muestras de
suero o plasma de pacientes usuarios de drogas por
via parenteral, infectados por el VIH, con
mononucleosis infecciosa, con enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso, lepra,
neumonia virica, hepatitis, embarazo, o que
recientemente hayan recibido inmunizaciones viricas.

Pueden dar reacciones falsamente negativas
pacientes con sifilis latente o tardia, asi como
estadios muy precoces de la infeccion.

Los pacientes Infectados por el VIH pueden
presentar titulos bajos o resultados falsamente
negativos. Igualmente pueden presentar retraso en
el descenso del titulo después de un tratamiento
correcto y sin existir fracaso terapéutico.

Los pacientes infectados por el VIH se deben
evaluar en conjunto, tanto con pruebas no
treponémicas como treponémicas.

Cuando se emplea la técnica de RPR como
prueba inicial de cribado, el resultado positivo debe
confirmarse con una prueba treponémica.

El efecto prozona es debido a una elevada
concentracién de anticuerpos (ocurre en el 1-2% de
las sifilis secundaria) y puede ocurrir en muestras no
diluidas. Puede aparecer inicialmente en la técnica
cualitativa como un resultado “negativo” o débilmente
positivo, siendo entonces preciso un ensayo
cuantitativo. También puede descartarse efecto zona
en las situaciones clinicas de sospecha de sifilis con
RPR negativo.

Esta técnica no puede aplicarse en muestras de
LCR.

La temperatura ambiente fuera de rango (23-
29°C) puede alterar los resultados. Temperaturas
inferiores pueden provocar reacciones falsamente
negativas o titulos bajos. Temperaturas superiores
pueden provocar reacciones falsamente positivas o
elevacion de los titulos.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir el
ensayo TPHA para la deteccion cualitativa de
anticuerpos frente a Treponema pallidum en suero o
plasma mediante hemaglutinacion pasiva.

2. FUNDAMENTO

El ensayo se basa en el empleo de eritrocitos de
pollo recubiertos con antigenos de T. pallidum (cepa
Nichols), que se unen a anticuerpos especificos
presentes en el suero o plasma del paciente. Las
células se suspenden en un medio que contiene
componentes para eliminar las reacciones no
especificas.

El suero del paciente se diluye en un reactivo de
adsorcion, que es un extracto de cultivo de
treponemas no patdgenos. De esta manera, los
posibles anticuerpos que contenga la muestra frente
a treponemas no patégenos, quedan fijados e
inactivados en este paso.

Las reacciones positivas se muestran mediante
aglutinacion de las células, y las reacciones
negativas mediante la sedimentacion de células en
forma de bot6n o pequefio anillo.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de Microbiologia (PNT-
RTP-01) SEIMC 2003.

- Normas de bioseguridad

- Gestion de residuos

- El prospecto del equipo comercializado con las
instrucciones del fabricante presente en cada caja de
reactivos.

4. MUESTRAS

- Son validas las muestras de suero y plasma (5 ml).
No es valido el LCR.

- Las muestras no deben contener células de la
sangre ni contaminacién microbiana.

- Se pueden almacenar en nevera a 4-8°C una
semana.

- Para periodos mas largos de almacenamiento,
congelar a -20°C.

- No debe realizarse esta prueba en muestras
lipémicas o hemolizadas, ya que pueden dar
resultados erréneos.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

- Reactivos incluidos en el equipo comercial. Incluye
células de prueba, células de control, diluyente y
sueros de control positivo y negativo.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Pipetas calibradas.

- Microplacas de 96 pocillos con fondo en U.
- Puntas de pipeta.

7. PROCEDIMIENTO

Prueba cualitativa:

1. Preparar 3 pocillos por muestra: dilucion, prueba
y control.

2. Diluir las muestras a 1:20.

En el pocillo de dilucién, dispensar 190 pl del
diluyente comercial y afiadir 10 pl de muestra o
controles. Mezclar bien.

3. En el pocillo de prueba, afiadir 25 ul del diluido
del paso 2.

4. En el pocillo de control, afiadir 25 pl del diluido del
paso 2.

5. Resuspender los viales con las células de prueba
y de control.

6. Afiadir 75 pl del vial “células de prueba” al pocillo
de prueba.

7. Afadir 75 pl del vial “células de control” al pocillo
de control.

8. Mezclar bien agitando 2 minutos.

9. Incubar a temperatura ambiente (15-30°C) en una

superficie sin vibracion durante 45 minutos.

10. Proceder a la lectura.

Prueba cuantitativa:

1. Se necesitan 17 pocillos por muestra: 1 de
dilucién, 8 de prueba (fila 1) y en paralelo 8 de
control (fila 2).

2. Diluir las muestras a 1:20.

En el pocillo de dilucién, dispensar 190 pl del
diluyente comercial y afiadir 10 pl de muestra o
sueros control. Mezclar bien.

3. Dejando el primer pocillo de prueba vacio, afadir
25 pl de diluyente a los otros 7 de la filal.

4. Proceder del mismo modo en la fila 2.

5. Afiadir 25 pl de la muestra diluida (paso 2) al
pocillo 1 y al 2 de la fila 1 (de prueba).

6. Desde el pocillo 2, mezclar con la pipeta mediante
aspiraciones y dispensaciones sucesivas y pasar
25 pl al pocillo 3. Continuar del mismo modo
haciendo diluciones dobles sucesivas hasta el
ultimo pocillo, de donde se descartaran los
ultimos 25 pl de exceso.

7. Repetir los pasos 5y 6 en la fila 2 (de control).

8. Resuspender los viales con las células de prueba
y de control.

9. Afadir 75 pl del vial “células de prueba” a los 8
pocillos de prueba (fila 1).

10. Afadir 75 pl del vial “células de control” a los 8
pocillos de control (fila 2).

11. Mezclar bien.

12. Incubar a temperatura ambiente (15-30°C) en
una superficie sin vibracion durante 45 minutos.

13. Proceder a la lectura.

Controles:

- Siempre realizar el ensayo con células
sensibilizadas (pocillo prueba) y sin sensibilizar
(pocillo control).

- Si se observa aglutinacion con las células no
sensibilizadas, repetir la prueba en modo
cuantitativo.
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- Incluir controles positivos y negativos en cada
ensayo.

- En la prueba cuantitativa incluir siempre un control
positivo de titulo conocido, que suele estar incluido
en el equipo comercial.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Después de la incubacion, los patrones de lectura
permanecen estables durante 3 horas si no se
manipula la placa, pero se aconseja que en el Gltimo
paso de incubacion a temperatura ambiente, se
realice un seguimiento de la aglutinacion cada 15
minutos aproximadamente para efectuar la lectura en
el momento 6ptimo de aglutinacién de los controles.

Se considera resultado "No reactivo" (negativo)
cuando se observa un boton compacto en el centro
del pocillo, sin agujero o con un minimo agujero
central.

Si se observa botén de células no aglutinadas con
un agujero central pequefio, debe repetirse el
ensayo, y si el resultado es idéntico, considerar el
resultado como “No reactivo”.

El resultado es “Reactivo” (positivo) cuando se
observa aglutinacién en todo el pocillo y también
cuando se observa un boton de células sin aglutinar
formando un circulo, y células aglutinadas por fuera
y por dentro del circulo. En el pocillo control no debe
de haber aglutinacion.

Si se observa aglutinacion en el pocillo “prueba”,
pero también aglutina el pocillo “control”, realizar
para esa muestra un ensayo cuantitativo.

En el ensayo cuantitativo se compara el titulo
obtenido en la fila de prueba y el obtenido en la de
control. Si el titulo es al menos dos diluciones dobles
mayor con células sensibilizadas (fila de prueba) que
con células sin sensibilizar (fila de control), se
considera resultado “Reactivo”. No se informa el
resultado del titulo.

Si no hay diferencias significativas de titulo entre
el ensayo con células sensibilizadas y sin
sensibilizar, se debe informar como “Resultado no
concluyente.”

En el ensayo cuantitativo, el titulo es la dilucién
mas alta en la que se observe aglutinacion.

9. RESPONSABILIDADES

Las descritas en el manual general de
organizacién del laboratorio y en las descripciones
de cada puesto de trabajo.

El procedimiento sera realizado por personal
técnico cualificado y con entrenamiento especifico.

La supervision y validacion de los resultados debe
llevarla a cabo el facultativo especialista
responsable.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Las fuentes mas frecuentes de errores son: la
suciedad en los pocillos de la placa de microdilucion,
lo que altera el patrén de depdsito de las células, los
errores de pipeteo y las vibraciones durante el
tiempo de incubacion previo a la lectura.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los titulos obtenidos mediante la cuantificacién
no guardan relacién con la progresion de la
enfermedad ni con la fase clinica de la enfermedad,
ni sirven para evaluar la respuesta al tratamiento.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir un
método rapido para diagnosticar la infeccion por
Chlamydia trachomatis mediante el Clearview
Chlamydia MF (Unipath), una técnica rapida de
inmunoensayo para la deteccion cualitativa directa de
antigenos de Chlamydia trachomatis.

2. FUNDAMENTO

Chlamydia spp. es un patégeno intracelular que
causa diferentes enfermedades en el hombre.
Chlamydia trachomatis es en la actualidad la causa
més frecuente de ITS en Estados Unidos. Si esta
infeccion no se diagnostica o0 no se trata
adecuadamente pueden aparecer infecciones
crénicas y secuelas graves.

En el hombre puede ser responsable de cuadros
de uretritis, epididimitis, proctitis y proctocolitis. En la
mujer origina cervicitis, endometritis, proctitis y
proctocolitis. La infeccion crénica del tracto genital
femenino puede conllevar la aparicion de diferentes
patologias: enfermedad inflamatoria  pélvica,
salpingitis, embarazo ectdpico, infertilidad, peritonitis
y perihepatitis. Es importante recordar que el
diagndstico clinico de esta infeccion en la mujer no
es facil.

Esta prueba permite detectar antigeno de
Chlamydia en la orina (varones) o en el exudado
endocervical de pacientes infectadas por este
microorganismo.

Los antigenos de Chlamydia se extraen con un
reactivo de especifico para este fin a partir de la
muestra tomada con un hisopo o del sedimento de
orina por calentamiento a 80°C. Una vez extraidos
los antigenos, se afiade este extracto sobre la tira
absorbente en la ventana disefiada para poner la
muestra. La tira absorbente contiene microesferas de
color marcadas con anticuerpos monoclonales frente
al lipopolisacarido género-especifico de Chlamydia.

El extracto moviliza las microesferas que se
desplazan hacia la cinta de prueba fijada en el
soporte. Dicha cinta contiene una zona de
anticuerpos monoclonales anti-Chlamydia
inmovilizados en la ventana de resultados. En el
caso de que el extracto contenga antigenos de
Chlamydia, éstos se mezclaran con los anticuerpos
unidos a las microesferas de color y los anticuerpos
inmovilizados en la ventana de resultados. Se
observard la aparicion de una linea bajo la ventana
de resultados que indica la presencia de antigenos
de Chlamydia en el extracto. Si no hay antigenos
presentes, la ventana de resultados permanecera
vacia.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de Microbiologia (PNT-
RTP-01) SEIMC 2003.

- Normas de bioseguridad

- Gestion de residuos

- El prospecto del equipo comercializado con las
instrucciones del fabricante presente en cada caja de
reactivos del sistema Clearview, Chlamydia MF
(Unipath).

4, MUESTRAS

Las muestras clinicas utilizadas son: exudado
endocervical en la mujer y orina en el varon. La
calidad de las muestras obtenidas es muy importante
por lo que el exudado endocervial requiere que la
técnica de recogida sea enérgica y minuciosa y que
proporcione material celular y no sélo liquidos
organicos.
Muestras endocervicales:
- Utilizar Unicamente el equipo de toma de muestras
de Clearview, Chlamydia para mujeres.
- Debe usarse primero una torunda para retirar el
exceso de mucosidad exocervical que se desechara.
La segunda torunda debe insertarse en el canal
endocervical (lo que permite recoger células
epiteliales columnares que constituyen el reservorio
principal de estos microorganismos) y hacer girar
firmemente la torunda entre 10-30 segundos. La
torunda debe retirarse evitando su contaminacion
con células vaginales.
- Depositar esta torunda en el tubo de transporte y
marcar con la identificacion del paciente y la fecha.
Las muestras pueden transportarse al laboratorio en
condiciones ambientales. No deben utilizarse medios
de transporte. Si la muestra no va a ser procesada
en el plazo de 1 dia desde su obtencion, se debe
conservar refrigerada (2-8°C) hasta un maximo de 5
dias. No congelar.
Muestras de orina masculina:
- Al paciente se le debe advertir que no orine
durante, al menos, una hora antes de realizar la
toma de la muestra. Se deben tomar
aproximadamente 20-30 ml de la porcién inicial de la
miccidn, en un recipiente limpio y seco.
- Si la muestra no va a ser procesada dentro de las 6
horas siguientes a su obtencién, se habra de conservar
refrigerada entre 2-8°C hasta un maximo de 5 dias. No
congelar.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Los suministrados por el fabricante:

- Reactivo de extraccion

- Control positivo

Conservacion y fechas de caducidad

La caja de reactivos se conservarda a una
temperatura entre 2-8°C. No se utilizaran los
reactivos después de su fecha de caducidad vy
ningin material continuard usandose cuando se
observen signos de su deterioro.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Fuente de calor de 80°C

- Equipo de recogida de muestras de Clearview
Chlamydia para mujeres

- Envases de aluminio individuales (suministrados
por el fabricante)
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- Tubos de extraccion (suministrados por el
fabricante)

- Tubos de plastico de 30 ml para centrifugacién con
fondo en “V” para las muestras de orina masculinas

7. PROCEDIMIENTO

Todos los reactivos y muestras clinicas deben estar
a temperatura ambiente antes de iniciar el ensayo.
Procedimiento de extraccion:

A) Muestras endocervicales:

- Afadir el reactivo 1 al tubo de extraccion limpio, hasta
la linea que figura en el mismo. Sumergir la torunda en
el reactivo 1 y agitar al menos durante 5 segundos.
Colocar el tubo de extraccion que contiene la torunda en
la fuente de calor a 80°C y dejar de 10 a 12 minutos.

- Retirar el tubo de extraccion de la fuente de calor.
Rotar la torunda en el tubo de extraccion durante al
menos 5 segundos. Escurrir el liquido de la torunda
presionandola contra el borde del tubo de extraccion,
y posteriormente sacar la torunda con suavidad.
Desechar la torunda. Dejar enfriar el extracto durante
al menos 5 minutos a temperatura entre 18 y 30°C.

- El extracto puede conservarse a temperatura entre
18 y 30°C durante un maximo de 3 horas sin que ello
afecte los resultados de la prueba.

B) Muestra de orina masculina:

- Mezclar por inversiébn la muestra de orina.
Transferir 10 ml de la muestra de orina a un tubo de
centrifugaciéon y afiadir 10 ml de agua destilada.
Centrifugar la muestra a 3000xg durante 15 minutos.
Recoger cuidadosamente el liquido sobrenadante y
desechar. Mantener invertido el tubo y quitar los
residuos de liquido sobrenadante del borde del tubo
con papel secante.

- Con una pipeta, tomar 0,6 ml del reactivo de
extraccion en el tubo de centrifugacién. Mezclar en
“vortex” durante un tiempo minimo de 30 segundos.
Transferir el sedimento resuspendido a un tubo de
extraccion limpio. Colocar en la fuente de calor y
calentar a 80°C durante 10-12 minutos.

- Retirar el tubo de extraccion del calefactor. Dejar
enfriar la muestra durante, al menos, 5 minutos a una
temperatura entre 18 y 30°C.

- El extracto puede conservarse a temperatura entre
18 y 30°C durante un maximo de 3 horas sin que ello
afecte los resultados de la prueba.

Realizacion de la prueba (para ambas muestras)

- Sacar el dispositivo de Clearview Chlamydia MF de
su envase y colocar sobre una superficie plana.
Tapar el tubo de extraccién con el gotero adjunto y
aplicar 5 gotas de extracto a la ventana de la
muestra. Debe aparecer una linea en la ventana de
control 15 minutos después de afiadir el extracto, lo
que indica que la prueba se ha realizado
correctamente.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

- Se debe leer la prueba 15 minutos después de
afadir el extracto a la ventana de la muestra.

- La aparicion de una linea en la ventana de control
transcurridos 15 minutos indica que la prueba ha

funcionado correctamente. En caso de que no
aparezca linea alguna se debera repetir la prueba
utilizando una nueva unidad de Clearview Chlamydia
MF. El extracto sobrante puede utilizarse para este
proposito si lleva preparado menos de 3 horas.
Alternativamente, se puede obtener una nueva
muestra siguiendo el procedimiento de toma de
muestras descrito anteriormente.

- El resultado positivo se indica con la aparicion de
una linea en la ventana de resultados transcurridos
15 minutos. Puede producirse una diferencia de
intensidad entre las lineas de las ventanas de
resultados y control, pero esto no afectar4d a la
interpretacién de los resultados.

-El resultado negativo se indica cuando no aparece
linea alguna en la ventana de resultados
transcurridos 15 minutos del tiempo de lectura.
Controles:

El sistema Clearview Chlamydia MF proporciona un
sistema de control integral. La aparicion de una linea
en la ventana de control nos indica que la prueba se
ha desarrollado correctamente y por tanto se pueden
interpretar los resultados obtenidos.

9. RESPONSABILIDADES

Las descritas en el manual general de
organizacién del laboratorio y en las descripciones
de cada puesto de trabajo.

El procedimiento sera realizado por personal
técnico cualificado y con entrenamiento especifico.

La supervision y validacion de los resultados debe
llevarla a cabo el facultativo especialista
responsable.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

- Pueden obtenerse resultados falsamente negativos
cuando la muestra no se ha tomado bien o su
conservacion ha sido inadecuada.

- También se pueden obtener resultados falsamente
negativos cuando la cantidad extraida del antigeno
es inferior a la sensibilidad de la prueba.

- Los resultados de las pruebas en mujeres deben
ser estables durante un tiempo maximo de 20
minutos tras aplicar el extracto a la ventana de la
muestra.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- La prueba Clearview Chlamydia MF debe utilizarse
exclusivamente para muestras endocervicales y
muestras de orina masculinas. No esté validada la
realizacion de esta prueba con otros tipos de
muestras.

- La prueba no diferencia entre entre
microorganismos viables y no viables.

- Se recomienda la realizacion de pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos de Chlamydia en la
muestra si el resultado de la prueba Cleraview
Chlamydia MF es negativo y persisten los sintomas
clinicos.

12. BIBLIOGRAFIA
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir el
método de trabajo para el cultivo de Neisseria
gonorrhoeae .

Es un documento de consulta para el personal del
laboratorio encargado de su realizacion e
interpretacion.

2. FUNDAMENTO
Neisseria  gonorrhoeae es un  diplococo
gramnegativo especifico de humanos y que se
transmite fundamentalmente por via sexual. En el
hombre puede ser responsable de cuadros de
uretritis, epididimitis, proctitis y proctocolitis. En la
mujer origina cervicitis, endometritis, proctitis y
proctocolitis. La infeccién cronica del tracto genital
femenino puede conllevar la aparicion de diferentes
patologias: enfermedad inflamatoria  pélvica,
salpingitis, embarazo ectépico, infertilidad, peritonitis
y perihepatitis. Ademas puede producir infeccion
gonococica diseminada (IGD) como artritis,
meningitis y endocarditis, y también se pueden
producir conjuntivitis o infeccién de piel.
El cultivo del gonococo se puede realizar:
- En medios no selectivos y no inhibitorios, como el
agar chocolate enriquecido con un suplemento de
vitaminas, amino&cidos y otros factores nutritivos.
-En medios selectivos que contienen antimicrobianos
como el agar Thayer-Martin, Martin-Lewis o medio
New York City. El agar Thayer-Martin modificado
permite el aislamiento de Neisseria gonorrhoeae a
partir de muestras faringeas, exudados genitales, y
otras muestras que contengan microbiota mixta.
Este medio esta compuesto por GC medium (medio
para gonococo) suplementado con sangre
calentada, extracto de levadura, isovitalex y los
antimicrobianos vancomicina, colistina, trimetoprim,
y nistatina, para inhibir a bacterias grampositivas,
gramnegativas  (incluyendo casi todas las
neisserias saprofitas) y levaduras.
Las ventajas del cultivo frente a otros métodos de
deteccion es su alta sensibilidad y especificidad, su
bajo coste y su utilidad para diferentes tipos de
muestras. El cultivo permite aislar el microorganismo
para la realizacion de pruebas adicionales. Sus
inconvenientes son la necesidad de un transporte
adecuado para mantener la viabilidad del
microorganismo y que requiere un minimo de 24-72
horas para obtener el crecimiento del gonococo.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de Microbiologia (PNT-
RTP-01) SEIMC 2003.

- Normas de bioseguridad

- Gestion de residuos

4. MUESTRAS

Las muestras clinicas utilizadas para cultivo son
principalmente el exudado endocervical en la mujer y
el uretral en el varon. También se cultivan exudados

faringeo y anal, en su caso y muestras de sangre y
liquido articular.

Muestras endocervicales: antes de obtener la
muestra, se debe utilizar una esponja o torunda para
eliminar todas las secreciones exocervicales.
Posteriormente se debe insertar una segunda torunda
1-2 cm en el canal endocervical que se rotara contra la
pared del mismo 2 o mas veces (entre 10-30
segundos). La torunda se retirara sin tocar la superficie
vaginal y se introducira en un medio de transporte
apropiado etiquetado con los datos del paciente.

Los exudados vaginales solamente se utilizaran
para cultivo de gonococo en mujeres sometidas a
histerectomia, en las que se realizara la toma en el
fornix posterior.

Muestras uretrales: preferiblemente se debe
obtener la muestra antes de orinar. Se insertara la
torunda en la uretra (1-2 cm en mujeres, 2-4 cm en
hombres) y se rotara mas de 2 veces.

Muestras anales: se insertara la torunda pasando
el esfinter anal, girandola de lado a lado, dejar 10-30
segundos y extraer. Si esta contaminada con heces
descartar y repetir la toma con otra torunda.

Para muestras faringeas y de zonas estériles se
seguiran las normas de recogida, transporte y
procesamiento general de muestras en el laboratorio
de microbiologia (PNT-RTP-01) SEIMC 2003.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
- Torundas de plastico o alambre con la zona distal
de rayén, dacrén o alginato calcico con medio de
transporte tipo Stuart-Amies.
- Las torundas de carbon pueden ser beneficiosas para
neutralizar la toxicidad de la muestra pero el carbon
puede interferir en la realizacion de la tincion de Gram
por lo que habitualmente no se recomiendan.
- Medios de transporte comerciales tipo JEMBEC o
Transgrow
- Placas con medio de cultivo sélido: agar chocolate
enriquecido y agar Thayer-Martin (TM)/Martin-Lewis
(ML)/New York City (NYC). Los antimicrobianos
afiadidos en cada medio son:

- vancomicina: 3 mg/L (TM); 4 mg/L (ML); 2 mg/L

(NYC)

- colistina: 7,5 mg/L (TM); 5,5 mg/L (NYC)

- trimetoprim lactato: 5 mg/L (TM); 3 mg/L (NYC)

- nistatina: 13,5 mg/L (TM); anisomicina: 20 mg/L

(ML); anfotericina B: 1,2 mg/L (NYC)

- Reactivos de la tincion de Gram
Conservacion y fechas de caducidad:

Los hisopos con medio de transporte se deben
conservar en un lugar seco y oscuro a una
temperatura entre 15-20°C. ElI almacenamiento
prolongado, o en lugares calurosos, provoca la
desecacion del medio por evaporacion del agua, con
la consecuente pérdida de calidad.

No se deben utilizar hisopos que presenten una
disminucién excesiva del medio. No se utilizaran las
torundas después de su fecha de caducidad o en las
gue se observen signos de deterioro.
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Las placas con medio se deben conservar en - Lugol
lugar oscuro y seco a 6-12°C. Evitar congelacion vy - Alcohol-acetona al 50%
sobrecalentamiento. No abrir las bolsas que - Safranina
contienen las placas hasta que éstas se vayan a - Recipiente para lavar
- Cronémetro

utilizar.
Se recomienda que las placas se atemperen
antes de la inoculacién con la muestra.
Controles de calidad
- Agar chocolate:
Color chocolate.
crecimientos obtenidos después de 24-48 horas
de incubacibn a 35 * 2°C en atmosfera
enriquecida en CO,.

Microorganismo Crecimiento
Neisseria gonorrhoeae | Excelente
ATCC 19424

Neisseria meningitidis | Excelente
ATCC 13090

Haemophilus Excelente
influenzae

ATCC 35056

- Agar TM, ML y NYC:
Color chocolate.
Crecimientos obtenidos después de 24-72 horas
de incubacion a 35 % 2°C en atmdsfera
enriquecida en CO,.

Microorganismo Crecimiento
Neisseria gonorrhoeae Bueno a excelente
ATCC 19424

Neisseria meningitidis Bueno a excelente
ATCC 13090

Neisseria lactamica Bueno a excelente
ATCC 23970

Staphylococcus aureus | Inhibido

ATCC 25923

Escherichia coli Inhibido

ATCC 25922

Proteus mirabilis Inhibido

ATCC 29906

Candida albicans Inhibido

ATCC 10231

6. APARATOS Y MATERIAL
- Asas de siembra
- Estufa de CO, (35°C) o jarras de CO,
- Portaobjetos para la tincion de Gram
- Mechero Bunsen o incinerador de asas
- Soporte para tinciones
- Reactivos de la tinciéon de Gram:
- Cristal Violeta

- Tiras de Pathotec"” Citocromo Oxidasa o similar

7. PROCEDIMIENTO

7.1. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS.

Se recogeran las muestras segun las guias
establecidas y con las torundas resefiadas
anteriormente.

7.2. MANTENIMIENTO Y TRANSPORTE DE LAS
MUESTRAS.

Para mantener la viabilidad del gonococo durante el
transporte es preferible inocular directamente en un
medio selectivo y en otro no selectivo (si la muestra es
de un sitio estéril) e incubar a 35°C con 5% CO..

Si se va a realizar el transporte a un laboratorio local
es mas critico el enriquecimiento con CO, que la
temperatura (el gonococo puede permanecer a
temperatura ambiente en 5% de CO, hasta 5 horas sin
pérdida de viabilidad y también permanece viable a
temperatura de 4°C).

Si el transporte se va a realizar a un laboratorio
remoto se enviard en un medio de transporte comercial
(JEMBEC o Transgrow) previa incubacion 18-24 horas
antes del transporte. No se debe demorar el transporte
mas de 48 horas.

7.3.TINCION DE GRAM DIRECTO DE LA
MUESTRA.

Se debe realizar la tincion de Gram del exudado
uretral. Se observa con el objetivo de x100 con
aceite de inmersion durante al menos 2 minutos,
buscando la presencia de leucocitos PMNs (nlcleo
rosa y citoplasma sin color). Generalmente se
observaran >4-5 leucocitos PMNs por campo de
inmersién. La realizacion de la tincion de Gram de la
orina requiere la centrifugacion de los 10 ml primeros
de la miccion y la observacion del sedimento, en el
gue generalmente se observaran al menos 10
leucocitos PMNs por campo.

7.4. MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS.

Después de 48-72 horas de incubacion se observaran
las colonias de color grisaceo a las que se aplicara la
identificacion presuntiva. Para diferenciar
morfolégicamente las distintas especies de Neisseria
se subcultivaran las colonias en agar chocolate y se
incubaran 24 h en atmosfera con 5% de CO, (Tabla 1).
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Tabla 1. Diferenciacién morfol6gica de las colonias de especies de Neisseria y Moraxella catarrhalis

Especie Tamafio Pigment Lisa/ Consistencia Comentario adicional
0 Rugosa

M. catarrhalis G Noo G L Friable en “disco de goma” Opaca, se puede tomar intacta
de la superficie del agar

N. gonorrhoeae P B-G - Bordes lisos irregulares Convexas, translucidas,
brillantes. Hasta 5 tipos
diferentes por placa

N. menigitidis M GaB L Humedas, mucoides (capsulares) Tinte verdoso bajo la colonia

N. cinerea P B-G - Algo granular Translicida

N. flavescens M A L - Opaca

N. lactamica P No/ A L - Transparente

N. mucosa G B-G/Ap - Mucoide por la capsula Translicida

N. polysaccharea |P B-G/Ap - - Transllcida, sobreelevada

N. sicca G No R Aspera y seca Adherente

N. subflava M AV/A L - Bordes enteros

Tamafio: G (Grande), M (Mediano), P (Pequefio); Pigmento: B-G (blanco- grisaceo), G (gris), B (Blanco), A

(Amarillo), Ap (Amarillo palido), Av (Amarillo verdoso).

Diferenciacion de las colonias:

* N. gonorrhoeae: varian en didmetro desde 0,5a 1
mm (cepas AHU, que requieren arginina,
hipoxantina y uracilo, pueden tener 0,25 mm).

* N. meningitidis: miden 1-2 mm y son mas planas
que N.gonorrhoeae. Los serogrupos A y C
pueden ser mucosas.

* N. lactamica, N. cinerea, N. polysaccharea, N.
kochii y K. denitrificans: colonias parecidas a
N.gonorrhoeae y N .meningitidis.

» B. catarrhalis (color rosa), N. subflava (color
amarillo), N. sicca y N. mucosa: miden 1-3 mm
diametro.

» B. Catarrhalis: colonias que resbalan por el agar
con el asa (“colonias en “disco de goma”)

* La pigmentacion y opacidad es mas pronunciada
en agar sangre que en agar chocolate.

Temperatura de crecimiento: también es importante
para la diferenciacion de las distintas especies:

» Crecen a 35-37°C (M. catharralis crece bien a
28°C)

» Crecimiento a 22 °C en agar sangre 0 agar
chocolate: no crece N. gonorrhoeae, N.
meningitidis y N. cinerea)

e Crecimiento a 42°C se utiliza para diferenciar
especies de Moraxella

» Crecimiento en agar Mueller-Hinton a temperatura
ambiente para ver pigmento marrén en especies
de Moraxella

Patrones de crecimiento en medios soélidos (agar
chocolate, agar Thayer-Martin o similar, agar
nutritivo, agar McConkey). El cultivo se realizara
mediante siembra por agotamiento en el medio
correspondiente:

- Las cepas de N. lactamica, K. denitrificans y
algunas de N. subflava bv. perflava, N. cinerea, N.

polysaccharea y M. catarrhalis crecen en los medios
selectivos. El medio NYC permite el crecimiento de
Ureaplasma urealyticum. Las cepas AHU de
N.gonorrhoeae son sensibles a la vancomicina y no
crecen en medios con este antibiético (estas cepas
son poco frecuentes), y también se pueden inhibir
por el trimetropim (cepas todavia menos frecuentes).
- En agar nutritivo a 35°C crecen las cepas de
Neisseria saproéfitas, M. catarrhalis y K. denitrificans

- El agar McConkey se utliza para diferenciar
especies de Moraxella

- La identificacion presuntiva se realiza observando
la morfologia de la colonia (color grisaceo), la tincion
de Gram (diplococos gramnegativos), prueba de la
oxidasa positiva (liqguida o en tiras de papel) y la
prueba de la catalasa positiva (peroxido de
hidrogeno al 3%). N. gonorrhoeae da la prueba del
superoxol, con peroxido de hidrégeno al 30%,
fuertemente positiva (+++).

- La identificacién definitiva se realiza con las
pruebas de la identificacion presuntiva y con una o
mas técnicas que demuestren los patrones de
utilizacion de carbohidratos (por ejemplo, el sistema
APINH) y las caracteristicas inmunoldgicas o perfiles
enzimaticos de los microorganismos.
Preferiblemente se deben utilizar dos métodos
distintos para la identificacién (utilizaciéon de
carbohidratos e inmunoldgico). Los métodos de
amplificacion de acidos nucleicos también tienen una
elevada sensibilidad y especificidad para la
identificacién de N. gonorrhoeae.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

- Las placas de cultivo se deben leer a las 48-72
horas de incubacion. La presencia de colonias
sospechosas con las pruebas de identificacion
presuntiva y posteriormente definitivas indican la
presencia de gonococo en las muestras.
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- Tincién de Gram del exudado: se debe notificar la
presencia del namero de leucocitos PMNs por
campo de inmersién y si hay o no diplococos
gramnegativos intracelulares.

- Identificacion presuntiva: se debe notificar el
crecimiento de un microorganismo compatible con
Neisseria gonorrhoeae pendiente de identificacion
definitiva

9. RESPONSABILIDADES

Las descritas en el manual general de
organizacion del laboratorio y en las descripciones
de cada puesto de trabajo.

El procedimiento sera realizado por personal
técnico cualificado y con entrenamiento especifico.

La supervision y validacion de los resultados debe
llevarla a cabo el facultativo especialista
responsable.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

- Pueden obtenerse resultados falsamente negativos
cuando la muestra no se ha tomado bien o su
conservacion ha sido inadecuada.

- Las torundas de algodon son inhibitorias para el
gonococo.

- Las placas deben incubarse en atmosfera de
aproximadamente un 5% de CO, en un ambiente
saturado de humedad.

- El nivel de recuperacion del gonococo en medios de
transporte sin nutrientes a temperatura ambiente es del
100% a las 12 horas y de mas del 90% a las 24 horas.

- Es preferible utilizar dos torundas, una para cultivo y
otra para examen microscépico (en su defecto puede
inocularse un porta con el exudado directamente en la
consulta).

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- La tincion de Gram del exudado es rapida y tan
sensible como el cultivo en uretritis sintomatica en
hombres, pero es poco sensible en otras
localizaciones.

- Entre un 3-10% de las cepas de Neisseria
gonorrhoeae se inhiben a una concentracion de 3
mg/L de vancomicina y también algunas son
sensibles al trimetoprim, aunque actualmente estas
cepas son muy poco frecuentes.

- Debe realizarse una identificacion utilizando dos
métodos diferentes, por ejemplo, uno biogquimico
como el sistema APINH y otro inmunoldgico, debido
a que algunos aislados son prolina iminopeptidasa
negativos y pueden dar cddigos de identificacion
erroneos.

- Las pruebas de amplificacion de &cidos nucleicos
pueden dar falsos positivos al dar reacciones cruzadas
con otras especies de Neisseria.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del documento es describir un método
para realizar el cultivo, el recuento semicuantitativo,
la identificacion y la sensibilidad a los
antimicrobianos de Ureaplasma urealyticum y
Mycoplasma hominis de origen urogenital que utiliza
el sistema comercial Mycoplasma IST 2 (bioMerieux).

Es un documento de consulta para el personal de
laboratorio encargado de su realizacion e
interpretacion.

2. FUNDAMENTO
Los micoplasmas se caracterizan por su pequefio

tamano y su pequefio genoma. Esto condiciona su
limitada capacidad biosintética, por lo que carecen
de pared celular y requieren esteroles en el medio
para su crecimiento. La ausencia de pared
condiciona su labilidad ambiental, y su resistencia
intrinseca a los beta-lactamicos. Pueden crecer en
medios acelulares, pero estos deben aportar los
elementos indispensables para su metabolismo.
Debido a sus especiales requerimientos, el
transporte y cultivo deben realizarse en medios
especificos. El sistema Mycoplasma IST 2 contiene
un caldo selectivo y una galeria con substratos
especificos (urea, arginina, distintas concentraciones
de antibiéticos y un indicador de pH) y permite
determinar la presencia de Ureaplasma urealyticum y
de Mycoplasma hominis, aproximar su
concentracion, y estudiar la sensibilidad frente a
nueve antibidticos. La distribucion de las 22 clpulas
de la galeria es la siguiente:

1.- Es el indicador de crecimiento.

2.- Contiene lincomicina. Selectiva para U. urealyticum.

3.- Contiene eritromicina. Selectiva para M. hominis.

4 y 5.- Efecto dilucion. Permiten el recuento (2104

ucc/ml)
6 a 22.- Ensayan la sensibilidad a 9 antibiéticos:
doxiciclina, josamicina, ofloxacino, eritromicina,

tetraciclina, ciprofloxacino, azitromicina, claritromicina y
pristinamicina.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de Microbiologia (PNT-
RTP-01) SEIMC 2003.

- El procedimiento Operativo de Mantenimiento de
Equipos.

- Normas de bioseguridad

- Gestién de residuos

- El prospecto del equipo comercializado con las
instrucciones del fabricante presente en cada caja de
reactivos.

4. MUESTRAS

- Las condiciones de la muestra estan descritas en el
procedimiento “Recogida, transporte y
procesamiento general de muestras en el laboratorio
de Microbiologia (PNT-RTP-01) SEIMC 2003”.

- Efectuar la toma de la muestra antes de la
administracion de antibioticos.

- La prueba se realiza sobre muestras uretrales,
vaginales y semen. Es importante que las muestras
procedentes de mucosas contengan células.

- Aunque carente de validacion por parte del
fabricante, en muchos laboratorios se ensayan
también muestras de orina.

- Preferiblemente y lo antes posible después de la
toma, se debe dispensar la muestra en el vial R1 del
equipo para remitir al laboratorio este vial ya
inoculado. Si ello no fuera posible, la inoculaciéon del
vial R1 se realizara en el laboratorio.

- En el caso de muestras en torundas, resuspender
el contenido en el vial R1.

- En el caso de muestras liquidas se transferiran 200
pl con pipeta al vial R1.

- En el caso de semen, realizar una predilucién al
1/10 en suero fisioldgico antes de inocular.

- En el vial R1 los micoplasmas permanecen viables
5 horas a temperatura ambiente y 48 horas
refrigerados a 2- 8°C.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

- Equipo de reactivos proporcionados por el

fabricante. Contiene:
25 viales R1 con caldo para el transporte y
almacenamiento
25 viales R2 con liofilizado de caldo urea-arginina
para el cultivo.
25 galerias con cupulas para identificaciéon y para la
sensibilidad a los antimicrobianos de los
micoplasmas.

- Aceite de parafina

6. APARATOS Y MATERIAL

- Estufa bacteriolégica de 35°C
- Pipetas calibradas.

- Puntas de pipeta.

7. PROCEDIMIENTO

1. Después de la toma de la muestra, desprender el
contenido de la torunda o la muestra liquida (200
pl) en el vial R1. Si esto no se ha realizado en la
consulta y en el laboratorio se recibe la muestra,
se procedera a la inoculacion en el laboratorio de
forma inmediata.

2. Homogeneizar.

3. Transferir 3 ml de R1 al vial R2 (caldo urea-
arginina).

4. Homogeneizar con vortex hasta conseguir que el
liofilizado de R2 se disuelva completamente.

5. Dispensar 55 pl del caldo R2 en las cupulas de la
galeria (R3). En el vial R2 quedara caldo urea-
arginina sobrante que se incuba.

6. Afadir dos gotas de aceite de parafina a cada
cupula de la galeria.

7. Colocar la tapa de la galeria.

8. Incubar el resto del caldo urea-arginina y la
galeria durante 48 horas a 36°C + 2°C.
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- La cepa recomendada para el control de calidad es
Ureaplasma urealyticum ATCC 27813.

- Realizar dos subcultivos en el caldo R2 urea-
arginina con incubacién intermedia antes de inocular
la galeria con 15-30 pl de R2.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
Ver la figura 2 del documento cientifico
- Caldo R2 urea-arginina: leer a las 24 horas. Si es
negativo, reincubar 24 horas mas.
Color amarillo: resultado negativo
Color rojo: resultado positivo.
Si el caldo permanece limpio
urealyticum
Si el caldo muestra opalescencia: Mycoplasma
hominis.
- Galeria:
A las 24 horas: leer solamente la cupula 4 (U.
urealyticum = 10* ucc/ml)
- Resultado positivo (color rojo) indica U. urealyticum
en recuento >10* ucc/mi.
- Resultado negativo (color amarillo). Indicaria que
en el caso de que la galeria fuese a las 48 horas
positiva para U. urealyticum, el recuento seria < 10*
ucc/ml.
Leer a las 48 horas el resto de cupulas. El cambio de
color de naranja a rojo, significa crecimiento.
- La cupula 1 debe virar si algun resultado es
positivo.
- Cambios de color en las cupulas 2 y 4, indican
presencia de U. urealyticum, en recuento superior o
inferior a 10* ucc/ml en funcion del crecimiento en la
cuarta cupula en la lectura de 24 horas.
- Las cupulas 3 y 5 se interpretan de igual modo pero
para Mycoplasma hominis. La cupula del recuento,
se lee a las 48 horas exclusivamente.
- Cada antbidtico esta depositado a dos
concentraciones criticas distintas en dos pocillos.
Crecimiento en los dos indica resistencia. Ausencia
de crecimiento en los dos indica sensibilidad.
Crecimiento en el de concentracibn mas baja y
ausencia de crecimiento en el de concentracion mas
elevada, se interpreta como un resultado intermedio.

Ureaplasma

9. RESPONSABILIDADES

Las descritas en el manual general de organizacion
del laboratorio y en las descripciones de cada
puesto de trabajo.

El procedimiento sera realizado por personal técnico
cualificado y con entrenamiento especifico.

La supervision y validacién de los resultados debe
llevarla a cabo el facultativo especialista
responsable.

- La cupula 1 debe virar si algun resultado es positivo.
Si el resultado es negativo, no se debe proceder a la
lectura del resto de cupulas.

- Si se siembran muestras de semen sin prediluir, se
obtienen resultados positivos inespecificos (todas
las cupulas positivas). Realizar siempre la
predilucién 1/10 en suero fisiolégico recomendada
por el fabricante.

- Es posible observar cambio de color indicativo de
crecimiento en el caldo R2 urea-arginina y ausencia
de crecimiento en la galeria. Esto se explicaria por
un inéculo muy pequefo incapaz de producir
cambio de pH en las cupulas.

- Las cupulas de la galeria no identificadas, no
contienen substrato, y por consiguiente nunca
deben ser valoradas.

- Resultado esperable del control de calidad con la
cepa Ureaplasma urealyticum ATCC 27813: debe
obtenerse resultado positivo para U. urealyticum,
negativo para M. hominis, y resultado intermedio en
la sensibilidad a ofloxacino. En el caso de
ciprofloxacino se obtendra crecimiento a la
concentracién menor (1 mg/L) y crecimiento variable
en la concentraciéon mayor (2 mg/L).

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- Tanto M. hominis como U. urealyticum se
encuentran en las mucosas del tracto genital de
individuos sanos. El significado clinico de su
aislamiento desde muestras procedentes de estas
mucosas puede ser en ocasiones problematico. Como
regla general, los recuentos elevados se asocian con
mayor probabilidad a situaciones patoldgicas. En el
caso de uretritis en varones, si los recuentos son
inferiores a 10* ucc/ml es poco probable que tengan
significacion clinica. Los aislamientos que procedan de
localizaciones estériles tienen siempre significacion
clinica.

- Nunca se debe considerar un resultado negativo
antes de 48 horas de incubacion.

- El recuento proporcionado por esta prueba es
solamente indicativo. La determinacion exacta precisa
subcultivos en agar.

- El ensayo de sensibilidad a los antimicrobianos se
realiza sin ajustar el inéculo bacteriano, por lo que
existe un efecto inéculo, mas pronunciado en el caso
de la tetraciclina y la doxiciclina. Con inéculos bajos
puede haber falsas sensibilidades.

- Si el resultado de las cupulas de identificacion es
positivo tanto para U. urealytcum como para M.
hominis, no se deben valorar los resultados de las
cupulas de sensibilidad.

- En el caso que se obtuviese crecimiento en la
cupula con mayor concentracion de un antibidtico, y
ausencia de crecimiento en la cupula con menor
concentracion del mismo antibiético, el resultado
carece de sentido y el ensayo debe repetirse.

- El sistema Mycoplasma IST comparado con la
microdilucion en caldo, se correlaciona bien para las
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tetraciclinas, pero peor para el resto de
antimicrobianos. El inéculo tiene una gran influencia
sobre el resultado, por lo que cuando se realizan las
pruebas de sensibilidad utilizando como indculo la
propia muestra, los errores son importantes,
obteniéndose valores de CMI dos o mas diluciones
superiores.

12. BIBLIOGRAFIA
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

La presencia de ciertos tipos del virus del
papiloma humano (VPH) en el aparato genital
femenino se asocia a varias enfermedades como
condiloma, papulosis bowenoide, neoplasia
intraepitelial cervical, vaginal y vulvar, ademas de
adenocarcinoma. En general, se acepta que el VPH
se transmite por contacto sexual y que los tipos de
VPH de alto riesgo son un factor de riesgo
reconocido para el desarrollo de cancer
cervicouterino.

Como infecciébn de transmision sexual, la
expresion clinica mas comun de la infeccién por HPV
es el condiloma acuminado y en este contexto, el
diagnoéstico es fundamentalmente clinico. Sin
embargo, en ciertos tipos de pacientes (mujeres
mayores o colectivos determinados), asi como en las
infecciones subclinicas (lesiones blanquecinas tras la
aplicacion de acido acético) y/o mujeres con
verrugas genitales externas, podria estar indicada la
investigacion del ADN de VPH en muestras
cervicales. Bajo estas consideraciones se redacta
este procedimiento.

2. FUNDAMENTO

La investigacion del ADN del VPH se realiza
mediante un ensayo de captura de anticuerpos con
hibridacién y amplificacion de la sefial, y posterior
deteccién por quimioluminiscencia en microplaca.
Las muestras que contienen el ADN diana se
hibridan con una sonda especifica de ARN del VPH.
Los hibridos ADN-ARN resultantes se capturan en la
superficie de los pocillos de una microplaca
recubiertos con anticuerpos especificos para los
hibridos ADN-ARN. Los hibridos inmovilizados
reaccionan con anticuerpos conjugados con
fosfatasa alcalina y se detectan con un sustrato
quimioluminiscente. La luz emitida por el sustrato
sensible a la enzima se mide en unidades relativas
de luz (RLU) y se detectan en un luminémetro. La
intensidad de luz emitida indica la presencia o
ausencia de ADN diana en la muestra.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Recogida, transporte y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia (PNT-
RTP-01) SEIMC 2003.

- Manual de instrucciones del equipo comercial Test
Hybrid Capture 2 (hc2) para la deteccion del ADN del
HPV suministrado por el fabricante (Digene
Corporation USA).

- Normas de bioseguridad.

- Gestién de residuos.

4. MUESTRAS

El equipo estd disefiado y aprobado para el
estudio de muestras o biopsias cervicouterinas.
Las muestras cervicouterinas se recogeran y
transportaran utilizando el cepillo cervical DNAPap o
el cepillo cervical HC (ambos con escobilléon cervical
y medio de transporte de muestras). Si se va a

realizar una exploracidbn por colposcopia, las
muestras deben recogerse antes de la aplicacion del
acido acético o el yodo. Las muestras pueden
conservarse un maximo de dos semanas a
temperatura ambiente. En el laboratorio las muestras
deben conservarse a 2-8°C si el ensayo va a
realizarse en una semana. Cuando esa circunstancia
no sea posible pueden conservarse a —20°C durante
3 meses.

Pueden procesarse biopsias de 2-5 mm de
didmetro recién recogidas y afiadidas a un medio de
transporte. Se pueden enviar por transporte urgente
a 2-30°C y conservarse a -20°C hasta el momento
de analizarlas.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
Los suministrados por el fabricante:
-Cepillo cervical HC o DNAPap.
- Equipo HC2 HPV Digene (ref. 5196-1330).

6. APARATOS Y MATERIAL
Equipos y accesorios de uso general:
-Bafoa65+2°C
- Microcentrifuga.
- Micropipetas de canal unico con ajuste variable
20-200 pl y 200-1000 pl.
- Pipeta de repeticion con desplazamiento positivo.
- Pipeta de 8 canales con ajuste variable 25-200 pl.
- Puntas de pipetas desechables (25 y 500 pl).
- Puntas de pipetas con filtro desechables (20-200
gl y 200-1000 pi).
- Puntas de pipeta desechables para pipeta de
repeticion (25 y 500 pl).
- Microplaca con fondo en U.
- Parafilm® o equivalente
- Guantes sin talco.
Equipos y accesorios del sistema:
- Luminémetro de microplacas Digene 2000.
- Agitador rotatorio | del sistema Hybrid Capture.
- Incubador de placas | del sistema Hybrid
Capture.
- Lavador automatico de placas | del sistema
Hybrid Capture.

7. PROCEDIMIENTO
Preparacién de reactivos
1. Afdadir 5 gotas de colorante (“dye”) a la botella
del reactivo de desnaturalizacion y agitar
vigorosamente (estable 3 meses a temperatura
ambiente).
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2. Diluir las sondas A y B utilizando material estéril
y rotular previamente con arreglo al siguiente
cuadro:

Ne° tiras | Diluyente | Sonda
(ml) (ki)

1 0292 11,7

2 0,583 23,3

3 0,875 35,0

6 1,750 70,0

9 2,600 105,0

12 3,500 140,0

3. Solucién de lavado: diluir 100 ml de solucién de
lavado concentrada en 2,9 litros de agua
destilada. Para evitar posibles contaminaciones
reconstituir 50 ml de solucion de lavado. Se
lavara previamente el envase con agua destilada
y la canula primero con lejia diluida y luego con
agua destilada.

4. Los reactivos de deteccion 1 y 2 estan listos
para usar. No devolver el liquido sobrante al vial.
Se prepararan en el contenedor 700 pl por tira.

Protocolo del ensayo

1. Desnaturalizacion.
a. Agitar las muestras en vortex y preparar la
gradilla de tubos segun el siguiente esquema

de trabajo:
Muestra | Desnatar
(1) (1)

Control positivo A (CAL LOW) 200 100
Control positivo B (CAL LOW) 200 100
Control negativo (2 tubos) 200 100
Control de calidad bajo (QC | 130 65
LOW)

Control de calidad alto (QC | 130 65
HIGH)

Muestras 130 65

b. Colocar en bafio a 65°C durante 45
minutos.

2. Hibridacioén.
a. Repartir en un placa con fondo en U para la
sonda A: 3 controles negativos, 3 controles
positivos, 1 QC LOW, 1 QC HIGH vy las
muestras. Repetir el esquema para la sonda B.
b. Dispensar 25 yl de sonda Ay B
c. Anadir 75 pyl de muestras y controles
desnaturalizados segun la tabla previa
d. Sellar con hoja adhesiva y colocar en el
agitador rotatorio 3 minutos. Comprobar que
vira a amarillo (si no es asi afiadir unas gotas
de la sonda correspondiente).
e. Incubar a 65°C durante 1 hora.

3. Captura de hibridos.
a. Transferir el contenido de los pocillos a la
microplaca de captura con una pipeta
multicanal.
b. Sellar con hoja autoadhesiva.
c. Incubar en agitacioén rotatoria (1.100 rpm)
durante 1 hora.

4. Revelado.
a. Afnadir 75 ul de reactivo de deteccion 1
(rosa) con pipeta multicanal.
b. Sellar con hoja autoadhesiva.
c. Incubar a temperatura ambiente durante 30
minutos.
d. Desechar el contenido con pipeta multicanal
y sacudir firmemente la placa invertida sobre
papel de filtro hasta que no quede liquido en
los pocillos.
e. Lavar 6 veces pocillo a pocillo con solucion
de lavado.
f. Cambiar de guantes al terminar de lavar
g. Sacudir firmemente la placa invertida sobre
papel de filtro hasta que no quede liquido en
los pocillos.
h. Dejar reposar la placa invertida durante 5
minutos.
i. Anadir 75 pl de reactivo de deteccion 2
(amarillo) y cubrir.
j- Incubar a temperatura ambiente durante 15
minutos (en ningudn caso después de 30
minutos).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Lectura de resultados:
1. Leer la microplaca en el luminémetro de
microplacas DML 2000. El protocolo de software
especifico permite introducir la informacién del
ensayo directamente.

Expresion de resultados:
1. Todos los valores de RLU de las muestras
deben convertirse en un cociente del valor de
corte correspondiente. Los valores de RLU/CO y
los resultados positivos/negativos de todas las
muestras se incluyen en el informe de analisis del
DML 2000.
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Interpretacion de los resultados:
1. Un valor de corte de 1 pg/ml en el test equivale
a 100.000 copias de VPH /ml o 5.000 copias de
VPH por ensayo.
2. Las muestras con cocientes RLU/CO 21,0 con
la sonda de bajo riesgo se consideran “positivas”
para uno o mas de los tipos 6, 11,42,43 6 44 de
VPH.
3. Las muestras con cocientes RLU/CO 21,0 con
la sonda de alto riesgo se consideran “positivas”
para uno o mas de los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59 6 68 de VPH.
4. Si el cociente RLU/CO de una muestra esta
préximo pero es inferior a 1,0 y existe sospecha
de una infeccién por VPH de alto riesgo, se debe
considerar el uso de otros métodos de ensayo o
repetir el test para esa muestra.
5. La muestras con cocientes RLU/CO <1,0 con
las dos sondas de alto o bajo riesgo, se
consideran “negativas” o “sin ADN del VPH
detectable” para los 18 tipos de VPH evaluados.
No hay ADN de VPH en la muestra o bien, los
niveles de ADN de VPH son inferiores al limite de
deteccién del ensayo.

Control de calidad:
1. El equipo incluye muestras de control de
calidad.
2. Introducir los numeros de lote y fechas del
caducidad de los controles en el DML 2000.
3. Los controles deben incluirse en cada prueba y
el valor RLU/CO de cada control debe estar
dentro de los rangos aceptables para que se
considere valido, si no fuera asi el ensayo se
debe repetir.
4. No se deben comunicar los resultados si la
prueba no ha resultado valida.

9. RESPONSABILIDADES

Las descritas en el manual general de organizacion
del laboratorio y en las descripciones del puesto de
trabajo.

El procedimiento sera realizado por personal técnico
cualificado y con entrenamiento especifico.

La supervisién y validacion de los resultados debe
llevarla a cabo el facultativo especialista
responsable.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

El resto de muestra no utilizado se debe conservar
sin desnaturalizar a -20°C para posibles repeticiones
u otras pruebas alternativas o complementarias.

El cepillo cervical DNAPap o HC no debe utilizarse
para recoger muestras en gestantes.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La prevalencia de infeccion por VPH en una
poblacién puede afectar a la eficacia. El valor
predictivo positivo disminuye cuando se estudian
poblaciones con baja prevalencia o bajo riesgo de
infeccion.

Un resultado negativo no excluye la posibilidad de
infeccion, niveles muy bajos de infeccién o errores en
la toma de muestra pueden originar un falso
negativo.

Si existen altas concentraciones de crema
antimicotica, gel anticonceptivo u otros productos de
higiene vaginal en el momento de recoger la
muestra, existe la posibilidad de falsos negativos si
los valores del cociente RLU/CO estuvieran cerca del
punto de corte de la prueba.
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	1. PROPOSITO Y ALCANCE
	El objetivo de este documento es describir un método rápido para diagnosticar la infección por Chlamydia trachomatis mediante el Clearview Chlamydia MF (Unipath), una técnica rápida de inmunoensayo para la detección cualitativa directa de antígenos de Ch
	2. FUNDAMENTO
	3. DOCUMENTOS DE CONSULTA
	4. MUESTRAS
	- Si la muestra no va a ser procesada dentro de las 6 horas siguientes a su obtención, se habrá de conservar refrigerada entre 2-8ºC hasta un máximo de 5 días. No congelar.
	5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
	7. PROCEDIMIENTO
	8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
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	5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
	- Las torundas de carbón pueden ser beneficiosas para neutralizar la toxicidad de la muestra pero el carbón puede interferir en la realización de la tinción de Gram por lo que habitualmente no se recomiendan.
	7. PROCEDIMIENTO
	7.1. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS.
	Se recogerán las muestras según las guías establecidas y con las torundas reseñadas anteriormente.
	7.2. MANTENIMIENTO Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS.
	Para mantener la viabilidad del gonococo durante el transporte es preferible inocular directamente en un medio selectivo y en otro no selectivo (si la muestra es de un sitio estéril) e incubar a 35ºC con 5% CO2.
	Si se va a realizar el transporte a un laboratorio local es mas crítico el enriquecimiento con CO2 que la temperatura (el gonococo puede permanecer a temperatura ambiente en 5% de CO2 hasta 5 horas sin pérdida de viabilidad y también permanece viable a t
	Si el transporte se va a realizar a un laboratorio remoto se enviará en un medio de transporte comercial (JEMBEC o Transgrow) previa incubación 18-24 horas antes del transporte. No se debe demorar el transporte más de 48 horas.
	7.4. MORFOLOGÍA DE LAS COLONIAS.
	Después de 48-72 horas de incubación se observarán las colonias de color grisáceo a las que se aplicará la identificación presuntiva. Para diferenciar morfológicamente las distintas especies de Neisseria se subcultivarán las colonias en agar chocolate y
	8. OBTENCIÓN Y EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS
	- Pueden obtenerse resultados falsamente negativos cuando la muestra no se ha tomado bien o su conservación ha sido inadecuada.
	- Las placas deben incubarse en atmósfera de aproximadamente un 5% de CO2 en un ambiente saturado de humedad.
	- El nivel de recuperación del gonococo en medios de transporte sin nutrientes a temperatura ambiente es del 100% a las 12 horas y de más del 90% a las 24 horas.
	- Es preferible utilizar dos torundas, una para cultivo y otra para exámen microscópico (en su defecto puede inocularse un porta con el exudado directamente en la consulta).
	12. BIBLIOGRAFÍA
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	2.- Contiene lincomicina. Selectiva para U. urealyticum.
	3.- Contiene eritromicina. Selectiva para M. hominis.
	4 y 5.- Efecto dilución. Permiten el recuento (=104 ucc/ml)
	6 a 22.- Ensayan la sensibilidad a 9 antibióticos: doxiciclina, josamicina, ofloxacino, eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacino, azitromicina, claritromicina y pristinamicina.
	- Caldo R2 urea-arginina: leer a las 24 horas. Si es negativo, reincubar 24 horas más.
	- Galería:
	A las 24 horas: leer solamente la cúpula 4 (U. urealyticum = 104 ucc/ml)
	- Resultado positivo (color rojo) indica  U. urealyticum en recuento =104 ucc/ml.
	- Resultado negativo (color amarillo). Indicaría que en el caso de que la galería fuese a las 48 horas positiva para U. urealyticum, el recuento sería = 104 ucc/ml.
	Leer a las 48 horas el resto de cúpulas. El cambio de color de naranja a rojo, significa crecimiento.
	- La cúpula 1 debe virar si algún resultado es positivo.
	- Cambios de color en las cúpulas 2 y 4, indican presencia de U. urealyticum, en recuento superior o inferior a 104 ucc/ml en función del crecimiento en la cuarta cúpula en la lectura de 24 horas.
	- Las cúpulas 3 y 5 se interpretan de igual modo pero para Mycoplasma hominis. La cúpula del recuento, se lee a las 48 horas exclusivamente.
	- Cada antibiótico esta depositado a dos concentraciones críticas distintas en dos pocillos. Crecimiento en los dos indica resistencia. Ausencia de crecimiento en los dos indica sensibilidad. Crecimiento en el de concentración más baja y ausencia de crec
	- La cúpula 1 debe virar si algún resultado es positivo. Si el resultado es negativo, no se debe proceder a la lectura del resto de cúpulas.
	- Tanto M. hominis  como U. urealyticum se encuentran en las mucosas del tracto genital de individuos sanos. El significado clínico de su aislamiento desde muestras procedentes de estas mucosas puede ser en ocasiones problemático. Como regla general, los
	- Nunca se debe considerar un resultado negativo antes de 48 horas de incubación.
	- El recuento proporcionado por esta prueba es solamente indicativo. La determinación exacta precisa subcultivos en agar.
	- El ensayo de sensibilidad a los antimicrobianos se realiza sin ajustar el inóculo bacteriano, por lo que existe un efecto inóculo, más pronunciado en el caso de la tetraciclina y la doxiciclina. Con inóculos bajos puede haber falsas sensibilidades.
	- Si el resultado de las cúpulas de identificación es positivo tanto para U. urealyticum  como para M. hominis, no se deben valorar los resultados de las cúpulas de sensibilidad.
	- El sistema Mycoplasma IST comparado con la microdilución en caldo, se correlaciona bien para las tetraciclinas, pero peor para el resto de antimicrobianos. El inóculo tiene una gran influencia sobre el resultado, por lo que cuando se realizan las prueb
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