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ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

CDC: Center for Disease Control and Prevention
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CMI: Concentracion minima inhibitoria

CMV: Citomegalovirus

CT: Chlamydia trachomatis

E: Especificidad

ECDC: European Center for Diseases Prevention and Control
EDO: Enfermedad de declaracion obligatoria

ElA: Enzimoinmunoensayo

EPI: Enfermedad Pélvica Inflamatoria

FDA: Food and Drug Administration

GV: Gardnerella vaginalis

HD: Haemophilus ducreyi

HSH: Hombres que tienen relaciones sexuales con hombres
IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

ITS: Infecciones de transmision sexual

LCR: Liquido cefalorraquideo

LGV: Linfogranuloma venéreo

LOS: Lipooligosacaridos

MALDI-TOF: Matrix-assisted laser desorption/ lonization —Time of Flight —Mass Spectrometry
MG: Mycoplasma genitailum

MH: Mycoplasma hominis

mL: Mililitro

Mab: Monoclonal antibody

MAMEF: Tecnologia microwave accelerated metal enhanced fluorescence
NG: Neisseria gonorrhoeae

NGS: Next generation sequencing

NM: Neisseria meningitidis

OMP: Proteina de membrana externa

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PMN: Leucocitos polimorfonucleares

POCT: Point-of-care-test

RPR: Rapid plasma reagin

S: Sensibilidad

SPS: Polianetolsulfonato de sodio

TA: Temperatura ambiente

TAAN: Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos
TP: Treponema pallidum

TPHA: Treponemal pallidum hemagglutination assay
FTA: Fluorescent treponemal assay

TK: Timidin-kinasa

TV: Trichomonas vaginalis

UNG: Uretritis no gonocdcia

UNGNC: Uretritis no producidas ni por CT ni por NG

)
4 ;elmc



DOCUMENTO CIENTIFICO

UP: Ureaplasma parvum

UU: Ureaplasma urealyticum

VA: Vaginitis aerobia

VB: Vaginosis bacteriana

VDRL: Venereal disease research laboratory
VEB: Virus Epstein-Barr

VHA: Virus de la hepatitis A

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C

VHS: Virus del herpes simple

VIH:

Virus de la inmunodeficiencia humana

VPH: Virus del papiloma humano

VVZ:

Virus varicela zoster
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1 . INTRODUCCION

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son un
problema de Salud Publica a nivel mundial tanto en
términos de morbilidad como mortalidad, debido a
las complicaciones y secuelas que pueden producir
si no se diagnostican y se tratan rapida y correcta-
mente. Tanto es asi, que la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) ha establecido una estrategia global
para la reduccion de las ITS entre 2016 y 2021.

Existen mas de 30 bacterias, virus y parasitos que
se transmiten por contacto sexual. Ocho de estos
patdgenos son los principales agentes etiolégicos
de ITS. De estos ocho, cuatro causan infecciones
curables [sifilis, gonorrea, infeccion por Chlamydia
trachomatis (CT) y tricomoniasis] y cuatro infeccio-
nes virales incurables [hepatitis B, virus del herpes
simple (VHS), virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH) y virus del papiloma humano (VPH].

En este documento se trataran las principales ITS,
asi como oftras infecciones genitales que estricta-
mente no se transmiten por contacto sexual pero
que se procesan de la misma forma. También se
incluyen ITS tratadas con mas profundidad en otros
documentos (hepatitis, VIH, virus Zika) asi como
patdégenos entéricos y protozoos intestinales que
también pueden ser transmitidos por contacto se-
xual.

1.1.

Segun la OMS, se calcula que cada afio se produ-
cen en el mundo 357 millones de nuevas ITS, sien-
do las tres principales la infeccion por CT, Neisseria
gonorrhoeae (NG) y Treponema pallidum (TP).

La infeccion por CT es la principal ITS bacteriana a
nivel mundial y en continuo aumento afio tras afio. La
OMS estimo, en 2012, alrededor de 131 millones de
nuevas infecciones por afio en el mundo. En Europa
las cifras son de 187 casos por 100.000 habitantes.
Sin embargo, esas cifras son probablemente inferio-
res a las reales, ya que la mayoria de las infecciones
por CT son asintomaticas. El patron epidemioldgico
para la infeccion urogenital no invasiva esta mayo-
ritariamente asociado a jévenes heterosexuales de
edades comprendidas entre 20 y 24 anos.

Los casos de linfogranuloma venéreo (LGV) han
estado, tradicionalmente, asociados a areas tropica-
les. Sin embargo, desde 2003, la epidemiologia de

esta infeccion ha cambiado, alcanzando una distribu-
cion mas amplia. Las tasas de infeccion por los se-
rovares invasivos de CT son poco orientativas, pero
estan en continuo aumento. En algunas series alcan-
zan hasta el 10% de las infecciones por CT, pero en
otros casos su deteccion es anecdadtica. Esta dispa-
ridad es consecuencia por un lado de la escasa im-
plementacion de los sistemas de genotipado para la
deteccion de los serovares L1-L3 (infradiagndstico),
y por otro lado al cribado sistematico en poblaciones
con practicas sexuales de alto riesgo en centros es-
pecializados (sobreestimacion), ya que el patron epi-
demioldgico de dicha infeccion son hombres que tie-
nen sexo con hombres (HSH), de entre 35 y 44 afios
y fuertemente asociado a la infeccion por el VIH.

La infeccion gonocdcica es la segunda ITS de etiolo-
gia bacteriana mas prevalente, después de la infec-
cion por CT. Segun datos del European Center for
Diseases Prevention and Control (ECDC), en 2014
se notificaron 66.413 nuevos casos de infeccién por
NG en 27 paises europeos, lo que representa una
tasa de 20 casos por 100.000 habitantes y un incre-
mento del 53% respecto el afio 2008. El grupo de
edad entre 15 y 24 afos fue el que presentd mayor
prevalencia. Los casos diagnosticados en HSH re-
presentaron el 65% de todos los casos detectados
en hombres. En Espafna, segun los datos de la Red
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, en 2013 se
declararon 3.315 casos de gonococia, que represen-
ta una incidencia de 7,12 casos por 100.000 habitan-
tes, con un incremento continuo desde el afio 2008.

Las infecciones por TP en Espafia han experimen-
tado segun datos de las enfermedades de decla-
racion obligatoria (EDO), un incremento desde el
afio 2000, si bien a partir de 2011 las cifras se han
estabilizado. En 2015 se declararon 3.693 casos
con una tasa 7,96 casos por 100.000 habitantes. El
principal grupo afectado es el de HSH.

Ademas, el herpes genital es la primera causa de ul-
ceras genitales y se calcula que mas de 500 millones
de persones viven infectadas por este virus. El VPH
se estima que produce 290 millones de infecciones
diagnosticadas por presencia de ADN viral, 27 millo-
nes de condilomas genitales, 27 millones de lesio-
nes de bajo grado y 1,5 millones de lesiones de alto
grado. Este virus es también el causante del cancer
cervical, que es el segundo cancer mas frecuente en
las mujeres. En 2008, se estimaron 529.000 nuevos
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casos de cancer cervical a nivel mundial.

Otros agentes etiologicos de ITS menos frecuentes
son Mycoplasma genitalium (MG), que se encuentra
en el 10-35% de las uretritis no producidas ni por
CT ni por NG (UNGNC) en varones. Ureaplasma
urealyticum (UU) es causa del 5-10% de las uretritis
no gonococicas (UNG) agudas, pero no es necesa-
riamente patdgeno en todos los casos en los que se
detecta.

La donovanosis, producida por Klebsiella granulo-
matis, se considera una ITS tropical con casos es-
poradicos y es endémica en India, Papua-Nueva
Guinea, Sudameérica, Vietnam, Australia y el sur de
Africa.

La epidemiologia de la infecciéon por Haemophilus
ducreyi (HD) es pobremente entendida y no se inclu-
ye en las ITS curables segun la OMS. Actualmente
ademas de Ulceras genitales, es una causa frecuen-
te de ulceras cutaneas crénicas en zonas tropicales
en el sur del Pacifico, sudeste asiatico y Africa.

La epidemiologia de Trichomonas vaginalis (TV) no
es tan conocida, pero se estima que a nivel global
supone cerca de la mitad de las ITS curables. De
todas formas, hay diferencias y fluctuaciones que
oscilan entre el 3,2% en poblacién general en los
EEUU hasta el 7,5-25% en clinicas de planificacion
familiar o <1% en Europa. Es mas frecuente en mu-
jeres entre los 40-49 anos. En hombres suele ser
asintomatica y supone el 10-12% de las UNG.

Otras infecciones genitales que estrictamente no se
transmiten por contacto sexual pero que se proce-
san de la misma forma son la vaginosis bacteriana
(VB) y la candidiasis genital. La VB tiene una pre-
valencia que se situa en torno al 29% en Estados
Unidos, donde es la primera causa de vaginitis. Ac-
tualmente se dan argumentos para considerarla al
menos de transmisién sexual. En Europa las tasas
publicadas suelen ser inferiores, entre el 4% y el
14% segun los paises. La mayoria de casos de VB
se dan en mujeres entre 15 y 44 afios, mientras que
la incidencia es muy baja tanto en mujeres prepu-
berales como en posmenopausicas. La candidiasis
genital es la segunda causa mas comun de vaginitis
en mujeres en edad fértil.

Las epidemias recientes de infecciones por arbovi-
rus que por primera vez han afectado a extensos
grupos poblacionales como la infeccion por virus

Ebola en 2014 o Zika en 2015-2016 han puesto de
manifiesto la posible de transmisién de estos virus
por via sexual, aumentando la lista de agentes infec-
ciosos asociados a ITS. El virus Zika fue descrito en
1947 en monos de Uganda y 5 afios mas tarde se
describid el primer caso en humanos. Sin embargo,
durante 50 anos soélo se habian descrito casos es-
poradicos en regiones de Africa y Asia. No es hasta
2007, cuando se describe un brote por Zika en la Mi-
cronesia, seguido de un segundo brote mas extenso
en 2013-2014 en la Polinesia francesa, hasta la gran
explosién en Sudamérica (con epicentro en Brasil)
en 2015-16. Asimismo, en el oeste de Africa (entre
Guinea, Liberia, Nigeria, Senegal y Sierra Leona) en
2014 tuvo lugar un brote epidémico sin precedentes
causado por el virus Ebola y desde aqui se descri-
bieron casos importados y autoctonos por primera
vez fuera de Africa, incluyendo Espafia. Este brote
epidémico generd una gran alarma social, debido a
unas muy altas tasas de mortalidad. La infeccién por
el virus Ebola se asocia a cuadros de fiebre hemo-
rragica, transmitido por sudor, saliva, orina o sangre
de individuos enfermos, pero el brote de 2014 sirvio
para demostrar que la transmisién sexual también
era posible.

1.2.

Para el diagnéstico de las ITS, se aconseja una apro-
ximacion sindromica, de forma que segun el sindro-
me clinico del paciente, se utilizaran unas determina-
das herramientas y técnicas microbioldgicas u otras.
Las ITS se clasifican en (Tablas 1A'y 1B y Anexo I.
Algoritmos diagnésticos):

A. Infecciones ulcerativas. Las causas mas frecuen-
tes de estas infecciones son el VHS y TP (agente
causal de la sifilis o lUes); otros agentes etiologicos
menos frecuentes son HD, CT serovariedades L1,
L2, L3 (agente causal del LGV), y mas excepcional-
mente, K. granulomatis (antes denominado Calym-
matobacterium granulomatis, agente causal de la
donovanosis o granuloma inguinal).

B. Infecciones supurativas. Incluye basicamente ure-
tritis, cervicitis y proctitis. La uretritis gonocdcica esta
producida por NG; y la UNG puede estar causada
por diferentes agentes etiologicos como CT, MG y
UU. Otros agentes menos frecuentes causantes de
UNG son VHS, TV, organismos levaduriformes, TP,
VPH, Adenovirus, Haemophilus spp., Neisseria me-
ningitidis, enterobacterias y microorganismos asocia-
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dos ala VB. En el caso de la cervicitis, los principales
agentes etioldgicos son CT, NG y MG. Otros microor-
ganismos de la microbiota vaginal, como bacterias
anaerobias, estreptococos, estafilococos, Escheri-
chia coliy Haemophilus influenzae pueden producir
infeccion del trato genital superior. Las infecciones
mixtas son frecuentes. Los principales agentes cau-
sales de la proctitis son NG, CT (D-K), CT (L1, L2,
L3), TP y VHS. El papel de MG esta actualmente en
discusion.

C. Vulvovaginitis. Estrictamente no se considera una
ITS excepto en el caso de TV, aunque puede estar
relacionada en el caso de la VB. El agente etiologi-
co mas frecuente son diferentes especies del género
Candida, que causan la candidiasis vulvovaginal. La
VB es otra entidad muy frecuente, se trata de una
disbacteriosis, resultado del reemplazamiento de los
lactobacilos productores de H,O, (Lactobacillus cris-
patus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii)
por altas concentraciones de Gardnerella vaginalis
(GV), bacterias anaerobias (Atopobium vaginae, Mo-
biluncus spp., Prevotella spp.), MH, UU y numerosos
anaerobios dificiles de cultivar o no cultivables (gé-
neros Megasphaera, Lachnospira, Sneathia, etc), sin
reaccion inflamatoria. La vaginitis causada por TV en
nuestro entorno es poco frecuente. La vaginitis ae-
rébica es otra disbacteriosis causada por sobrecre-
cimiento de ciertos patdégenos como Streptococcus

pyogenes, Streptococcus agalactiae, Staphylococ-
cus aureus, E. coliy H. influenzae y con abundantes
polimorfonucleares. Otros agentes causales de vul-
vovaginitis son: Salmonella spp., Shigella spp., NG,
CT, VHS y citomegalovirus (CMV), y en nifas prepu-
berales, los oxiuros.

D. Infecciones parasitarias. En este grupo se en-
cuentra la escabiosis, causada por Sarcoptes sca-
biei y la pediculosis causada por Phthirus pubis.

E. Infecciones verrugosas o pseudotumorales. In-
cluye las infecciones causadas por el VPH y por Mo-
lluscum contagiosum.

F. Otras. Otros agentes causales de ITS son: los
virus de las hepatitis (A, B, C), el VIH, CMV vy virus
de Epstein-Barr; infeccion por el virus Zika y el vi-
rus Ebola y, finalmente, infecciones por patdégenos
entéricos (géneros Shigella, Salmonellay Campylo-
bacter) y protozoos intestinales (Giardia lamblia,
Entamoeba histolytica, Cryptosporidium spp. y mi-
crosporidios).

Es importante recordar que a todos los pacientes con
ITS se les debe realizar una determinacion de anti-
cuerpos frente al VIH, especialmente a los pacientes
con sifilis y Ulceras genitales ya que estas patologias
favorecen la adquisicion y transmision del VIH.

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

Impresion clinica Agentes etiolégicos

habituales en ITS

Otros microorganismos implicados/ Comentarios

Amnionitis
(liquido amnidtico)

C. trachomatis,
N. gonorrhoeae,
U. urealyticum

Bartolinitis (glandulas
de Bartolino)/
Esquenitis (glandula
de Skene)

C. trachomatis,

N. gonorrhoeae aureus

Cervicitis
C. trachomatis,
N. gonorrhoeae,
VHS, M. genitalium
T. vaginalis
EPI (salpingitis)
N. gonorrhoeae,
C. trachomatis
M. genitalium
Endometritis
C. trachomatis,
N. gonorrhoeae,
M. genitalium
Endometritis postparto

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

Anaerobios, bacilos gramnegativos, estreptococos, H. influenzae, S.

Microorganismos de la microbiota vaginal como estreptococos,
estafilococos, E. coliy H. influenzae. Infecciones mixtas.

Microorganismos de la microbiota vaginal como estreptococos,
estafilococos, E. coliy H. influenzae. Anaerobios y G. vaginalis.
Infecciones mixtas.

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,

Epididimitis

C. trachomatis,
N. gonorrhoeae

enterobacterias, Enterococcus spp., S. agalactiae

Enterobacterias, M. tuberculosis, Pseudomonas spp., Candida spp., virus
de las paperas

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

Impresion clinica

Agentes
etiolégicos
habituales en ITS

Otros microorganismos implicados/ Comentarios

Oftalmia neonatorum

Prostatitis

C. trachomatis,
N. gonorrhoeae
VHS

C. trachomatis,
N. gonorrhoeae
M. genitalium*

Microorganismos de la microbiota vaginal como estreptococos,
estafilococos, E. coliy H. influenzae

E. coli, otras enterobacterias, Enterococcus spp., Pseudomonas spp., S.
aureus (tambien productor de abscesos prostaticos)
*Causa de UNG, pero faltan evidencias

T. vaginalis
Ulceras genitales con
linfoadenopatia T. pallidum,H.
ducreyi, C.

trachomatis (LGV),

K. granulomatis,

VHS, VPH
Uretritis masculina

N. gonorrhoeae, C.

trachomatis, U.

urealyticum, M.

genitalium,

T. vaginalis, VHS
Uretritis femenina (y
sindrome uretral) N. gonorrhoeae,
C. trachomatis,
M. genitalium*
U. urealyticum
Vaginosis bacteriana

E. coli, H. influenzae, H. parainfluenzae, S. agalactiae, N. meningitidis,
Candida spp., Adenovirus, enterobacterias

E. coli, S. saprophyticus
*Faltan evidencias

- Prevotella spp., Mobiluncus spp., Atopobium vaginae, Gardnerella
vaginalis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum y numerosos
anaerobios fastidiosos o no cultivables (géneros Megasphaera,

Vulvovaginitis

T. vaginalis

Lachnospira, Sneathia, etc)

Candida spp., enterobacterias, S. aureus, S. pyogenes, VHS,

S. agalactiae, Haemophilus spp.

2 .RECOGIDA DE LAS MUESTRAS
2.1

La adecuada toma y transporte de las muestras es
un factor clave en el rendimiento de las técnicas
microbioldgicas. Los microorganismos implicados
en las ITS suelen ser de crecimiento fastidioso,
por lo que las técnicas que solamente detectan mi-
croorganismos viables pueden dar resultados fal-
sos negativos si no se siguen de forma estricta las
normas de recogida y transporte de las muestras.

2.2

Para el diagnéstico de una ITS, el tipo de muestra a
recoger dependera de la edad, sexo, practicas se-
xuales y manifestaciones clinicas del paciente. Cada
laboratorio puede emplear sistemas de torundas y
contenedores especificos que dependen del tipo de
muestra, el tipo de determinacion que se va a realizar
y de las recomendaciones del fabricante. En muchos
casos se recogeran varias muestras para diferentes

técnicas (microscopia, cultivo, biologia molecular)
cada toma debe realizarse sobre una zona previa-
mente no muestreada, rotando la torunda durante
unos segundos.

Con independencia de los aspectos relacionados
con la seguridad del paciente, estas muestras pue-
den tener trascendencia legal. Por tanto, las mues-
tras microbiolégicas obtenidas deben ser etiqueta-
das con el nombre del paciente y/o un identificador
unico, el tipo de muestra y la fecha y hora de la
toma. Ademas, es muy importante verificar que las
etiquetas identificativas de muestra y solicitud coin-
ciden.

2.3.TIPOS DE MUESTRAS

En las Tablas 2A y 2B se detallan las condiciones
de toma de muestra en funcién de la localizacion
de la infeccion.

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

Localizacién

Condiciones de
toma de muestra

Forma de toma de la
muestra

Torundas y
Contenedores

Comentarios

Anal/rectal Anoscopia Emplear un anoscopio sin Cultivo N. En HSH y VIH
(pacientes lubricar humedecido con gonorrhoeae: positivos con
sintomaticos) agua. Tomar las muestras torundas de dacron diarrea tomar una

bajo visualizacién directa o rayén con medio muestra adicional

de las lesiones. de transporte tipo para estudio de
Stuart-Amies con microorganismos
carbén activado. entéricos. Enviar la
TAAN: torundas muestra refrigerada
especificas y (4°C).
contenedores
especificos.

Anal/rectal Toma sin Insertar la torunda 2-3 cm Cultivo NG: torundas | En HSH y VIH

visualizacién en el canal anal. Presionar | de dacrén o rayon positivos con
lateralmente para evitar la con medio de diarrea tomar una
materia fecal y favorecer la | transporte tipo muestra adicional
obtencion de células Stuart-Amies con para estudio de
epiteliales columnares, carbén activado. patégenos
Rotar la torunda durante TAAN: torundas entéricos. Enviar la
10-30 segundos. Si se especificas y muestra refrigerada
objetiva contaminacién contenedores (4°C).
fecal visible, desechar la especificos.
torunda y obtener nueva
muestra.

Cérvix Exocervix Utilizar un espéculo no TAAN: torundas Son adecuadas
lubrificado para visualizar especificas y para el diagnéstico
el cérvix. Limpiar el moco contenedores del virus del herpes
cervical con una torunda especificos. simple (VHS).
seca y descartarla. Raspar Enviar la muestra
con la torunda las lesiones refrigerada (4°C).
0 Ulceras sospechosas.

Cérvix Endocervix Utilizar un espéculo no Cultivo NG: torundas | En mujeres
lubrificado para visualizar de dacrén o rayon histerectomizadas,
el cuello uterino. Limpiar el | con medio de tomar muestra de
moco cervical con una transporte tipo orina para TAAN o
torunda seca y descartarla. | Stuart-Amies y una toma vaginal
Insertar la torunda 2—-3 cm carbén activado. para cultivo o
en el canal cervical y rotar TAAN: torundas TAAN. En
durante 5-10 segundos. especificas y prepuberales,

contenedores tomar muestra del

especificos. vestibulo vaginal
para cultivo o
AANSs. Enviar la
muestra refrigerada
(4°0C).

Uretra En hombres, la Hombres: -Usar torundas Cultivo NG: torundas | El paciente no
toma de muestra se | finas con varilla de de dacrén o rayon debe haber orinado
realiza en la uretra alambre. con medio de en las 2 horas
esponjosa. En la -Si hay secrecion, o transporte tipo previas a la
mujer, la uretra se aparece a la presion, Stuart- Amies y realizacion de la
localiza entre el recoger en la torunda. carbon activado. toma de la
clitoris y el introito -En ausencia de TAAN: torundas muestra. Enviar la
vaginal. secrecion, insertar 2-3 cm especificas muestra refrigerada

una torunda fina y rotar 5- (4°C).
10 segundos.

Mujeres: -Limpiar con gasa

estéril o torunda.

-Estimular la secrecion

mediante masaje de la

uretra contra la sinfisis del

pubis a través de la vagina.

Faringe Pilares tonsilares, Utilizar depresor lingual TAAN: torundas No contaminar con
faringe posterior y para una correcta especificas y microbiota de
zonas ulceradas, visualizacion y rotar la contenedores mucosas Yy lengua.
inflamadas o con toruda 5-10 segundos. especificos. Enviar la muestra
exudado purulento. refrigerada (4°C).
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Tabla 2B. Recogida de muestras para el diagndstico de las ITS

Localizacion

Lesiones
genitales
caracteristicas
de sifilis
primaria

Condiciones de
toma de muestra
Lesiones en area
genital

Forma de toma de la
muestra

Limpiar la lesion con una
gasa estéril empapada con
solucion salina estéril,
apretar suavemente la
base de la lesion hasta que
se obtenga un liquido
claro, si no se obtuviera
liquido, se debe afiadir una
gota de solucién salina a la
lesién o aspirar el material
de la base de la lesion con
aguja y jeringa.

Para TAAN, tomar la
muestra con torunda o el
material aspirado y
depositarlo en un medio de
transporte para virus.

Torundas y
Contenedores
Para microscopia
de campo oscuro,
depositar la
muestra en un
portaobjetos y
observar
inmediatamente al
microscopio.
TAAN: torundas
especificas y
contenedores
especificos.

Comentarios

No adecuado para lesiones
orales o rectales.

Para TAAN, enviar la
muestra refrigerada (4°C).

Ucera genital

Se limpiara la
superficie de la
lesion con una gasa
humedecida en
suero salino estéril.
Evitar aplicacion

Si hay una vesicula,
aspirar el contenido con
jeringa. En ausencia de
vesiculas, frotar
vigorosamente la base con
la torunda (sin hacer

Cultivo HD:
torundas de dacrén
0 rayoén con medio
de transporte tipo
Stuart-Amies
Cultivo viral:

En el caso de sospecha de
linfogranuloma venéreo
(LGV) se puede realizar
una puncion de la
adenopatia. Enviar la
muestra refrigerada (4°C).

preferiblemente
vena cefalica o

venosa. Extraer dos series
de hemocultivos. Obtener

previa de sangrar). torundas y medio
antisépticos. de transporte para
virus.
TAAN: torundas
especificas y
contenedores
especificos.
Vagina Visualizar la zona Para cultivo, El exudado vaginal es
mediante la colocacion de | emplear torundas Optimo para la
espéculo sin lubrificante. de dacrén o rayon recuperacion de Candida
Tomar la muestra de la con medio de spp., TV. Cuando se
zona donde el exudado transporte tipo sospeche la infeccién por
sea mas abundante. En Stuart- Amies. NG o CT, se debe realizar
ausencia de exudado TAAN: torundas la toma de exudado
tomar la muestra del fondo | especificas. endocervical (excepto en
del saco vaginal posterior. mujeres histerectomizadas
en las que se realiza la
toma en el fornix posterior).
Para TAAN, enviar la
muestra refrigerada (4°C).
Sangre total Miembros Desinfectar la zona donde | Viales de Los hemocultivos son
superiores, se va a realizar la puncién | hemocultivo positivos en el 10-30% de

los pacientes con
gonococemia.

la porcion inic’ 1.

conservantes

mediana. de 5-10 mL de sangre total
por vial.

Suero Miembros Desinfectar la zona donde | Tubo de vacio con Realizar serologia de sifilis
superiores, se va a realizar la puncién | separador de suero | y VIH a todos los pacientes
preferiblemente venosa, obtener de 5-10 con sospecha de ITS.
vena cefalica o mL de sangre total
mediana.

Orina Miccion Miccién espontanea. Tubo de vacio para | Exclusivamente para
espontanea, Obtener 10 mL de orina de | orina sin técnicas de TAAN. La

recoleccién de volumenes
superior a 20 mL diluye la
muestra y puede afectar a
la sensibilidad de los
estudios. Enviar la muestra
refrigerada (4°C).

NOTA: el semen no es una muestra adecuada para el estudio de las ITS, ademas para el diagnéstico molecular tiene
muchos inhibidores y puede complicar el diagndstico
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3.TRANSPORTE Y CONSERVACION DE
LAS MUESTRAS

Los principales agentes infecciosos implicados en
las ITS son no cultivables como TP, fastidiosos
(CT) o muy sensibles a las condiciones de trans-
porte y conservacion (TV o NG). Por lo tanto, esta
es una de las etapas mas criticas en el proceso de
aislamiento e identificacion de los agentes infec-
ciosos relacionados con ITS que pude dar lugar a
resultados falsos negativos. En la era pre-TAAN,
la opcion optima era la inoculacion directa de la
muestra en un medio de cultivo, pero este esce-
nario idoneo era pocas veces realizable. Por ello,
el desarrollo de las TAAN ha ido progresivamente
instaurandose como el método de referencia para
el diagnodstico de las ITS, ya que las condiciones
de transporte y conservacion de las muestras no
son tan estrictas. Si bien la estabilidad del material
biolégico dependera del tipo de ensayo comercial
empleado, previamente a la toma de muestra se
debera consultar con el fabricante sobre las condi-
ciones de almacenaje y transporte. En ocasiones
es necesario disponer de microorganismos via-
bles, por lo que el cultivo es altamente recomenda-
ble en dos escenarios muy concretos: conocer los
perfiles de resistencia antibiética de algunos mi-
croorganismos y para propositos medico-legales.

En esta seccion se describen conceptos genera-
les. Entre las medidas generales que condicionan
el rendimiento 6ptimo, se debe recordar que cual-
quier toma debe realizarse antes de iniciar el trata-
miento antimicrobiano. También que se debe evitar
el uso de antisépticos o lubricantes ya que pueden
inhibir el crecimiento de algunos microorganismos.
Ademas, hay que asegurarse de que los hisopos y
medios de transporte no contengan sustancias in-
hibidoras de las TAAN. Por ultimo, dependiendo de
la estrategia o proposito del diagndstico (cultivo,
serologia o TAAN) deben seguirse unas recomen-
daciones mas o menos estrictas ya que no todos
los tipos de muestras sirven para todas las estra-
tegias (por ejemplo, la muestra de exudado vagi-
nal puede servir para técnicas TAAN especificas
para gonococo, pero no para el cultivo). Cuando la
estrategia es la deteccion molecular, el transpor-
te y conservacion de muestras es menos estricto,
siempre que en cada caso se sigan las indicacio-
nes de los fabricantes. Sin embargo, es necesario
tener cuidado cuando el diagndstico se base en
deteccion de ARN (por ejemplo en algunas plata-
formas para deteccion de CT o VPH), ya que es

menos estable que el ADN. En ese escenario,
las muestras bioldgicas deben inocularse en me-
dios de transporte que lleven estabilizantes, como
PreservCyt® o Thinprep. En esas condiciones las
muestras pueden conservarse a temperatura am-
biente (TA) hasta 60 dias, pero la no utilizacién
de medios con estabilizantes invalidaria la prueba
diagnostica basada en deteccion de ARN. La es-
trategia basada en serologia, tradicionalmente no
ha requerido condiciones estrictas y bastaba 1 mL
de suero para el diagnostico de agentes infeccio-
sos como TP, VIH o virus hepatotropos (VHA, VHB
o VHC) que una vez centrifugada la sangre (tubo
de 5 mL de sangre con gel separador), el suero se
podia guardar a temperatura de 4°C por 4-5 dias.
En estos casos, lo mas importante era separar el
suero, sin mucha dilacion. Sin embargo, los nue-
vos algoritmos diagndsticos para deteccion del
VIH o virus hepatotropos que combinan técnicas
serolégicas con técnicas moleculares implican la
necesidad de acortar los tiempos de separacion de
suero, para evitar posibles degradaciones del ARN
(caso de VIH o VHC). Finalmente, la estrategia
basada en cultivo es la que requiere condiciones
mas estrictas para evitar fracasos de aislamiento
bacteriano o discrepancias entre TAAN y cultivo,
de especial relevancia en casos de agresiones se-
xuales. En la infeccion por NG es especialmente
importante el estudio de la sensibilidad antibidtica,
para lo que es necesario microorganismos viables.
Los hisopos podran introducirse en un medio de
transporte no nutritivo (como Stuart o Amies con
carbén activado) o un medio nutritivo (como Trans-
grow, GonoPak o InTray GC). En el primer caso,
la tasa de recuperacion de organismos viable es
maxima si el medio de Stuart o Amies se conserva
entre 2-8°C antes del transporte al laboratorio. Si
esto no fuera posible o el tiempo hasta inocula-
cion en medios de cultivo fuera >24h se recomien-
da medios nutritivos. En este caso, se alcanza la
maxima supervivencia cuando las muestras en
el medio de trasporte se preincuban a 37°C/24 h
antes del transporte al laboratorio, pero el tiempo
de envio al laboratorio no debe ser superior a 72
horas.

El diagnodstico de ITS es sindromico, es decir que la
toma de muestra dependera de la presentacion cli-
nica pero también de la historia del paciente (edad,
sexo, comportamiento sexual o cirugias como his-
terectomia...). Sin embargo, hay situaciones que
pueden estar asociadas a varios agentes infeccio-
sos (por ejemplo, Ulceras genitales), pueden exis-
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tir coinfecciones (muy frecuente la coinfeccion por
NG y CT) o tratarse de portadores asintomaticos
(frecuente en las infecciones extragenitales, como
orofaringe). En estos casos las TAAN tienen una
gran ventaja ya que muchos medios de transporte
son genéricos para multiples microorganismos y
las plataformas actuales permiten un cribado de
multiples agentes en un Unico ensayo; mientras
que el cultivo debe ser muy especifico de cada es-
pecie, como el de NG o VHS. Sin embargo, pese
a la generalizacion de las TAAN frente a multiples
dianas, estas pueden presentar baja sensibilidad

Tabla 3. Transporte y tiempo 6ptimo de transporte

para un determinado microorganismo, o bien pue-
den tener menor sensibilidad que las estrategias
TAAN frente a un solo microorganismo. Un ejem-
plo es la deteccion de MG ya que su carga bac-
teriana es 100 veces inferior que la de CT, por lo
que si se emplean medios muy diluidos, se pueden
obtener resultados falsos negativos, aun habiendo
conservado y transportado la muestra en condicio-
nes adecuadas.

En la Tabla 3 se detallan la temperatura de conser-
vacion y el tiempo maximo de envio al laboratorio.

Agente Transporte y tiempo de transporte 6ptimo

CT TA, 2 dias (para cultivo refrigerar a 4°C y <2 h)

EPI Frasco de hemocultivo TA, 30 minutos a 1 h

Granuloma inguinal | TA, 2 h

HD TA (envio inmediato al laboratorio)

Levaduras TA, 2 h (examen en fresco), 12h (cultivo), ADN (7 dias)

LGV TA, 2 h (envio inmediato si se realiza cultivo celular); 2 dias o refrigerada si
TAAN

NG Refrigerado, TA y cultivo (€1h). TAAN (2 dias)

Piojos TA, 1h

Sarna TA, 1h

TP TA, campo oscuro (envio inmediato), serologia (2 h)

TV TA, salino (30 minutos- 6ptimo a 2 h), cultivo (envi6 inmediato), antigeno (24 h) y
TAAN (7 dias)

VB TA, salino (2 h), tincion de Gram (12 h), TAAN (7 dias)

VHS TA, si cultivo y >2 h refrigerar la muestra

VPH TA, 48 h

4. MANEJO DE LA MUESTRA EN SU RE-
CEPCION EN EL LABORATORIO DE MI-
CROBIOLOGIA

Las muestras deben recibirse en el laboratorio
de Microbiologia debidamente identificadas, de lo
contrario se rechazaran. Antes de su procesamien-
to, el microbidlogo debe determinar si la muestra
enviada es adecuada para el examen solicitado, y
si el recipiente y el volumen son adecuados. Igual-
mente se debe de hacer una valoracion general
del tipo de muestra enviada, las determinaciones
solicitadas y el diagnéstico referido, para decidir el
procesamiento mas adecuado que permita el ma-
yor rendimiento diagnéstico posible, en ocasiones
ampliando las determinaciones solicitadas y en
otros casos, restringiéndolas.

5. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
5.1. INOCULACION

Los patégenos causantes de ITS son en muchas
ocasiones organismos fragiles y de crecimiento
fastidioso en los medios de cultivo. Las TAAN, y
especialmente los cultivos pueden dar resultados
falsos negativos si no se realiza de forma adecua-
da la recogida de la muestra, asi como su transpor-
te, almacenamiento y procesamiento.

Para minimizar estos factores, en consultas espe-
cializadas de ITS que estén alejadas del laborato-
rio, pueden disponer de medios de cultivo para su
inoculacion directa en la consulta, e incluso tener
una pequena estufa, lo que aumenta el rendimiento
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en la recuperacion de NG en caso de uretritis. Otra
posibilidad es localizar fisicamente la consulta de
ITS en las inmediaciones o en el propio Servicio
de Microbiologia, con lo que se podria realizar la
siembra de los medios en el mismo momento de la
toma. También, ante una sospecha de uretritis, y
para valorar la presencia de leucocitos PMNs en el
exudado, puede obtenerse una torunda exclusiva
para este fin, que se rueda sobre un porta y se
envia al laboratorio para su tincion (azul de metile-
no modificado o tincién de Gram) y examen al mi-
croscopio. Ya en el laboratorio, el personal técnico
debe disponer de algoritmos claros para el proce-
samiento de las muestras. Cuando se realice culti-
vo, este debe ser prioritario en el tiempo respecto
de otras determinaciones.

Los medios se deben inocular comenzando por el
medio mas general hasta el mas selectivo. El culti-
vo en agar chocolate debe sembrarse junto con el
medio Thayer-Martin o similar debido a que algu-
nos gonococos pueden inhibirse por la vancomici-
na que contiene el medio. En el caso de muestras
de exudados vaginales y uretrales se requieren
dos torundas por muestra para una mejor recupe-
racion de los microorganismos buscados o por si
se requiere realizar cultivo y otra técnica; las pla-
cas de cultivo se deben incubar hasta 72 horas en
las estufas correspondientes antes de descartar-
las como negativas. Para el estudio de virus se de-
ben seguir las normas generales de inoculacion y
procesamiento para el aislamiento de los mismos.

En las nuevas guias IDSA y ASM del 2018, en el
caso de EPI, las muestras de endocérvix, dilata-
cion o curetaje, tienen limitada utilidad en la bus-
queda de Actinomyces spp. ya que es parte de la
microbiota normal. En el caso de los DIU sdlo se
buscara Actinomyces spp. si se produce una infec-
cion en la insercion del mismo o si se ha dejado
mas tiempo del recomendado (5 afos) y por ello el
clinico debera comunicar esta situacion al perso-
nal del laboratorio para realizar el cultivo en caso
de que se requiera.

El cribado basado en muestras agrupadas o “pool”
de muestras ha tenido tanto defensores como de-
tractores. Los trabajos que han explorado esta es-
trategia diagnostica se han circunscrito a paises
con bajos recursos econdmicos o a intereses eco-
nomicos de empresas del sector del diagndstico
in vitro que buscan aumentar los margenes de be-
neficios. A fin de reducir costes se ha propuesto la

realizacion de “pool” de orinas en los cribados de
CT, pero aunque se ha observado que presentan
buena sensibilidad y especificidad, no se realizan
habitualmente. Estos escenarios se describen en
poblaciones con baja incidencia de infecciones por
CT y NG. Asi en la India se redujeron >50% los
costes de reactivos al analizar en un mismo ensa-
yo muestras agrupadas de orina de diferentes pa-
cientes (5 muestras por ensayo) y se observaron
menores tasas de inhibicion por el efecto dilucién
de los potenciales inhibidores. La S y E fueron del
96,1% y 96,5%, respectivamente.

Otro “pool” consiste en juntar las muestras de fa-
ringe, recto y orina del mismo paciente en el caso
de HSH, pero se ha encontrado entre el 5-9% me-
nos de sensibilidad. Aunque podria ser una solu-
cion coste-eficaz este procedimiento puede com-
prometer la S y E, maxime en sitios anatémicos
como zonas extragenitales con una baja prevalen-
cia de NG y CT, a lo que hay que afadir el riesgo
de falsos positivos causados por otras especies de
Neisseria en el caso de NG. Ademas, se deberia
repetir la TAAN en cada muestra por separado en
el caso de que el “pool” sea positivo, por lo que se
tendrian que incluir dos torundas para cada zona
anatomica. En opinion de los expertos de este
procedimiento, mientras que las plataformas no
estén perfectamente validadas para muestras ex-
tragenitales, la utilizaciéon de muestras agrupadas
para cribado poblacional podria contribuir mas a
la confusion, especialmente con NG en muestra
faringea. Por ello y a falta de evidencias fuertes
parece prudente no realizar el “pool’ aunque en
paises con pocos recursos podria ser una solucién
coste-eficaz sin comprometer demasiado la Sy E.

5.2.

Para contribuir al control de las ITS es fundamen-
tal disponer de pruebas diagnodsticas ya que faci-
litan un tratamiento etioldgico rapido y especifico.
La demora en el diagndstico condiciona tratamien-
tos mal dirigidos o ausentes, por lo que es primor-
dial emplear pruebas que proporcionen dentro de
lo posible, resultados inmediatos y evitar asi nue-
vos contagios al interrumpir la cadena de transmi-
sion. Se ha demostrado mediante modelos, que
emplear una prueba rapida con una sensibilidad
del 63%, consigue tratar mas pacientes infecta-
dos, que esperar el resultado de una prueba muy
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sensible realizada en el laboratorio a expensas de
que el paciente acuda a una segunda consulta a
recoger el resultado y ser tratado en consecuencia.
Ademas, con tratamientos bien dirigidos se evita la
aparicion de resistencias y se reduce el coste.

Las principales técnicas rapidas que se pueden
realizar en un laboratorio de alta resolucion son
pruebas de microscopia (tincién de Gram en una
uretritis, campo oscuro en una ulcera) y sobre todo
las TAAN, especialmente PCR en formato multiple
frente a los principales patogenos, con resultados
en 1-2 horas. La comercializacién de técnicas que
permitan determinar de forma rapida y en monotest
la presencia de genes de resistencia constituira el
siguiente objetivo.

También puede conseguirse diagnodstico rapido
mediante la realizacion de pruebas en el lugar de
atencion del paciente (point-of-care-test, POCT).
Se pueden definir las POCT como las pruebas diag-
noésticas que permiten que, en la misma visita, se
realice el diagnostico, se indique el tratamiento y
que idealmente, para su realizacidon no se necesite
personal entrenado ni fuente de electricidad para
equipamiento asociado (que no precise nevera, cen-
trifuga, microscopio ni lector). Las pruebas POCT
deben cumplir los requisitos ASSURED estableci-
dos por la OMS: Affordable (econdmico), Sensitive
(sensible), Specific (especifico), User-friendly (uso
amigable, pocos pasos y minimo entrenamiento),
Rapid and robust (rapido y robusto, resultados en <
30 min), Equipment-free (sin equipos), Deliverable
to end-users (disponible para usuarios finales).

Si bien el futuro de las pruebas POCT parece pro-
metedor en base a nuevas tecnologias como las
microfluidicas y las microwave accelerated metal
enhanced fluorescence (MAMEF), en la actualidad
solo se dispone de técnicas comercializadas para
el diagndstico del VIH y la sifilis. Las pruebas dispo-
nibles para otros patdgenos no alcanzan la sensibi-
lidad y especificidad proporcionada por las técnicas
TAAN disponibles en los laboratorios.

Estas pruebas se deben valorar con cautela, pues
no solo la sensibilidad es muy importante, sino que
ademas hay que tener en cuenta que una baja pre-
valencia influye de forma muy importante sobre el
valor predictivo. Asi una prueba de cribado con una

sensibilidad del 95% y especificidad del 95%, apli-
cado a una poblacion con una prevalencia del 1%,
produciria aproximadamente 60 positivos por cada
1.000 individuos estudiados, lo que supone que 50
serian falsos positivos, y un paciente no seria diag-
nosticado. En este caso, aunque el valor predictivo
negativo fuese >99,9%, el valor predictivo positivo
seria de solo el 20%. Por tanto, la distribucion ge-
neralizada de pruebas diagndsticas rapidas para
su realizacion fuera del laboratorio debe de valo-
rarse con sumo cuidado. En la Tabla 4 se expone
la sensibilidad y especificidad de estas pruebas.

Recursos en internet de algunas de estas pruebas
rapidas:

Examination of Vaginal Wet:
https://www.youtube.com/watch?v=8dgeOPGx6YI

5-Minute Wet Mount:
https://brooksidepress.org/Products/ed2/Video/
wet _mount video.htm

Analisis participativo en el reconocimiento de
imagenes:
http://www.fba.org.ar/proeco/

APGO Educational series in women’s health is-
sues:
https://www.youtube.com/channel/UCB67eiHQz-
qqlL,UBHrDJzYdtQ

SEMERGEN:

https://es.slideshare.net/ CFB/habilidades-del-me-
dico-de-familia-en-el-diagnostico-de-las-vulvovagi-
nitis

Gram
https://www.youtube.com/watch?v=BWwun-ghwsg
https://www.youtube.com/watch?v=FceD8FFhuew
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Tabla 4. Pruebas de diagnostico rapido de las ITS

Microorganismo/ Prueba S (%) E (%) Comentario
sindrome
Chlamydia Inmunocromatografia 82-84 98 No recomendado
trachomatis AAN GeneXpert CT/ING 97-99 >99
Neisseria Gram endocervix 45-65 90-99  Tincién de Gram no recomendada
gonorrhoeae Gram uretra (con clinica) 90-95 95-99  en faringe y recto
Gram uretra (asintomatico) 50-75 85-87
TAAN GeneXpert CT/NG 98-100 99,9
Treponema Microscopia campo oscuro 39-81 82-100 No en lesiones orales y rectales.
pallidum Inmunofluorescencia directa 90-95 >908 La S depende de microscopista
RPR (Ac no treponémicos)
Chembio DPP Assay POCT 73-100 79-98  Requiere confirmacion
98 100 Comparado con EIA
Tincién Tzanck
Herpes simplex Inmunofluorescencia directa Variable No E Depende del nimero de viriones en
70-90 >05 las lesiones
Tincion de Gram
Haemophilus <50 50-70
ducreyi Tincion  directa  Wright-
Giemsa
Donovanosis 40-50 <50
Examen en fresco
Vaginosis Tincién de Gram (Nugent)
bacteriana Tincién de Gram (Ison-Hay) 70-90 95-100
pH 60-80 95-100
Sonda ADN (Affirm VPIII) 96-97 90
Rapid pH- Amine FermCard 75-80 60-70
Rapid PIP (G. vaginalis) >90 >99
BVBluesystem 80-90 85-90
80-85 90-92
Examen en fresco 91,7 97,8
Examen con KOH 10%
Candida spp. Sonda ADN (Affirm VPIII) 40-60 >99
54-80 96
Examen en fresco/ Tincion de 85-90 >99
Gram
Trichomonas Aglutinacion con latex 62-92 99-100 70% comparado con PCR
vaginalis OSOM Tricho Rapid Test 95 100
80-94 95
VIH Chembio DPP Assay POCT 99,8 100 En sangre capilar

S: sensibilidad; E: especificidad

Es dificil hacer recomendaciones concretas respecto a pruebas rapidas a implementar, debido a que los
escenarios son distintos en cada centro de trabajo. Factores como la cercania o lejania de las diferentes
consultas, la prevalencia de infeccion en la poblacion, la frecuencia en el transporte de las muestras o el
disponer de recursos humanos y materiales apropiados, condicionan la eleccion de la técnica concreta. En
la Tabla 5 se expone la realidad actual y la opinién de los expertos de este documento sin que sean
exhaustivas las pruebas a realizar.
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Tabla 5. Niveles asistenciales y pruebas diagndsticas de ITS

Nivel

Oficinas de
Farmacia

Consulta de
Atencion
Primaria

Servicio de
Urgencias

Consulta de ITS
o Consulta de
pruebas rapidas

Servicio de
Microbiologia

Pruebas
diagndsticas
VIH

Medicién del pH vaginal

Test de las aminas

Métodos comerciales
que combinan ambas
pruebas:

-FemExam
(descatalogado en
Espafa)

-QuickVue Advance G.
vaginalis

-OSOM BVBLUE

Microscopia:
-Exudado uretral
-Exudado vaginal
-Criterios de Nugent y
Hay-Ison

Microscopia

GenXpert NG/CT

VIH rapida (carga viral)
o VIH-sifilis

Todas las de Atencion
Primaria.
Microscopia

GenXpert NG/CT

VIH rapida carga viral

Todas las pruebas
habituales.

Microscopia de campo
oscuro

Amplio abanico de
técnicas moleculares de
POC (incluyendo carga
viral de VIH o VHC) de
apoyo a los servicios de
Urgencias

‘ Comentario

Actualmente la pueden realizar los propios pacientes en las farmacias

Usar tiras reactivas capaces de medir variaciones de pH de 0,5 (ACI- LIT® pH 0-6
MERCK). Material recogido, una vez extraido el espéculo, en la rama inferior que no
sea una muestra vaginal del fondo de saco vaginal posterior, ya que éste puede tener
el pH elevado por la presencia de moco cervical.

Si no se dispone de espéculo vaginal se introduce una tira de indicador de pH con
ayuda de los dedos de la mano en las caras laterales de la vagina a medio camino
entre el cérvix y el introito.

Se define como pH vaginal elevado si es > 4,5 y ocurre en: vaginosis bacteriana,
vaginitis por TV y las infecciones mixtas; también por otros factores como moco
cervical con sangre, semen, duchas vaginales y en la vaginitis atréfica. Las vaginitis
candidiasicas tienen un pH < 4,5.

Un pH normal descarta las vaginitis que cursen con pH elevado, y en la practica nos
sitla ante una vaginitis candidiasica.

Se realiza anadiendo KOH al 10% en el material recogido en la rama inferior del
espéculo oliéndolo posteriormente. Si no se dispone de espéculo se puede realizar
extendiendo la muestra en un portaobjeto, obtenida con una torunda previamente
introducida en la vagina, oliéndola después de afadir unas gotas de KOH al 10%.

Menos sensible y especifico que los criterios de Amsel:
pH S: 88% y E: 64% (utiliza un punto de corte de pH 4,7) y para aminas S:40% y
E:95%

Deteccioén de prolina iminopeptidasa que indica presencia de 2x107 ufc de GV en
secrecion vaginal sin diluir

Detecta altas concentraciones de sialidasa (niveles 7,8 U) en 10 minutos en muestras
vaginales

Aunque es un método rapido y da una informacién muy Util, la realidad es que el
meédico de Atencion Primaria normalmente no dispone de microscopio o no dispone
de tiempo para su realizacion

La realidad en nuestro medio es que no se realizan estas pruebas en Urgencias y se
derivan al laboratorio

Aunque tedricamente en la consulta de ITS se pueden realizar todas las pruebas
sefaladas para Atencion Primaria, solo en las consultas mejor dotadas se dispone de
microscopio y capacidad para hacer tinciones basicas. El facultativo tiene que tener la
formacion y experiencia para llevar a cabo el examen e interpretacion de la extension.

Permite el tratamiento etioldgico de las infecciones por CT y NG. En caso de resultados
negativos, permite clasificar a las uretritis como UNGNC

Precisa equipos y personal dispuestos a dar respuesta inmediata a las solicitudes de
las consultas.
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5.3. PROCEDIMIENTOS ESPECiFICOS DE
DETECCION DE LOS PATOGENOS CAU-
SALES DE LAS ITS

5.3.1. Microbiota vaginal

Durante afios y con las técnicas diagndsticas dis-
ponibles, ni la composicion, ni la dinamica de las
diversas poblaciones bacterianas vaginales o cer-
vicales, estuvieron bien caracterizadas. Era am-
pliamente conocido que Lactobacillus spp. era el
microorganismo predominante en la vagina preme-
nopausica, en concentraciones de 107-108 ufc/g
de flujo; que existian aproximadamente 35 espe-
cies, siendo las mas frecuentes Lactobacillus cris-
patus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners 'y
Lactobacillus jensenii. También que la mayoria de
las mujeres albergaban en la vagina a una sola
especie de Lactobacillus en un momento dado y
se demostré que esta colonizacion era transitoria
ya que 2/3 de las mujeres perdian o adquirian di-
ferentes especies de Lactobacillus a lo largo de un
periodo de 8 meses, aunque la colonizaciéon por
lactobacilos productores de H,O, era mas perma-
nente.

Lactobacillus spp. protege a la vagina frente a la
colonizacién por patégenos, interfiriendo la adhe-
rencia de estos al epitelio vaginal al bloquear sus
receptores por mecanismos de exclusion o despla-
zamiento e inhibiendo su multiplicacion mediante
la produccion y excrecion H,O,, acido lactico y
bacteriocinas. Aun asi, no todas las cepas de Lac-
tobacillus spp. expresan estas propiedades con la
misma intensidad, sino que existen enormes dife-
rencias entre especies e incluso entre cepas de
una misma especie. Otro mecanismo con el que
Lactobacillus spp. podria prevenir la infeccion
consiste en una inmunomodulacion. Se ha com-
probado que las células vesicales coestimuladas
por ciertas cepas de Lactobacillus spp. y E. coli
muestran un aumento de la expresién de TLR4, lo
que da lugar a un aumento de la activacion de la
proteina NF-kappaB y el subsiguiente incremento
de la secrecion de TNF, amplificando asi la res-
puesta inmune.

El conocimiento del microbioma se ha visto con-
siderablemente ampliado tras la aplicacién de las
técnicas moleculares de secuenciacion masiva,
especialmente las de segunda generacion, tam-
bién conocidas como “next generation sequen-
cing” (NGS). Su utilizacion, particularmente en el
gen que codifica la subunidad 16S del ARNr (gen

ADNr 16S), y las herramientas de analisis masi-
vo de datos (técnicas meta-omicas) (ver Procedi-
miento en Microbiologia Clinica de la SEIMC n°
59), han permitido identificar y asignar taxonémi-
camente a la mayoria de los microorganismos sin
necesidad de cultivarlos. Uno de los primeros es-
tudios en describir la microbiota vaginal, usando
tecnologia de secuenciacion masiva, analizé 400
mujeres de diferentes etnias en edad fértil e iden-
tifico hasta 5 comunidades tipo con un predominio
claro de las especies previamente enumeradas o
de un incremento en la proporcidon de bacterias
anaerobias estricta. Todo ello demuestra que la
microbiota cervico-vaginal es altamente compleja
y heterogénea y que no es una poblacion estatica,
sino en estado dinamico, donde los tipos y niveles
de poblaciones fluctian continuamente dentro de
un entorno cambiante. Aunque la colonizacién de
la vagina se inicia con el nacimiento, la microbiota
es escasa durante la infancia, y es con la primera
menstruacion, y gracias al aumento de la humedad
vaginal y a la secrecion de nutrientes, cuando em-
pieza a establecerse una microbiota vaginal defi-
nitiva. La composicién de este ecosistema esta in-
fluenciada por distintos factores tanto endégenos
(como la edad, el ciclo menstrual o el embarazo)
como exogenos, como las relaciones sexuales, el
uso de antibiéticos, tampones y anticonceptivos.

Varios estudios, mediante técnicas de secuencia-
cion, han establecido una relacién entre la micro-
biota vaginal y distintas patologias, como la vagi-
nosis bacteriana (VB), las infecciones del tracto
urinario y las relacionadas con la salud reproducti-
va, el embarazo y el recién nacido, pero son pocos
los trabajos que establecen una relacion entre la
microbiota vaginal y las ITS.

5.3.2. Neisseria gonorrhoeae

La toma de muestra, asi como el transporte y el
procesamiento de esta, es especialmente impor-
tante en la infeccion gonocdcica, sobre todo para
el cultivo, ya que NG es muy sensible a las con-
diciones ambientales. Actualmente los escobillo-
nes flocados en medio de transporte liquido tipo
Stuart-Amies con carbdén activado, presentan un
alto porcentaje de recuperacion, ya que las cortas
fibras dispuestas de forma perpendicular, garan-
tizan una absorcion maxima de la muestra y una
buena elucion en el medio liquido de transporte.
Por otro lado, durante mucho tiempo se ha pensa-
do que la supervivencia del gonococo era superior
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a temperatura ambiente en comparacion a la refri-
geracion y muchos libros de texto ofrecen recomen-
daciones contradictorias. En estudios recientes, se
demuestra que la conservacion y supervivencia
del gonococo es muy superior si los escobillones
con medio de transporte se mantienen refrigera-
dos (4 °C).

a) Examen microscopico, mediante tincion de
Gram o azul de metileno. La observacion a x1000
aumentos de = 2 PMN por campo y diplococos
gramnegativos (Figura 1), permite hacer un diag-
nostico rapido de uretritis gonocdcica con una bue-
na sensibilidad (>95%) y especificidad (lll, C). En
cambio, la sensibilidad de la tincion de Gram en
varones asintomaticos, en exudados endocervica-
les y en exudados rectales y faringeos es baja, por
lo que no es una herramienta util para descartar
estas infecciones. Se debe hacer siempre detec-
cion de NG en UNG ya que pueden ser mixtas y en
el caso de Gram equivocos (diplococos extracelu-
lares o atipicos) en el 25% de los casos hay creci-
miento de NG en cultivo. En el caso de la tincion
con azul de metileno (mezcla de azul de metileno
y violeta de genciana, 4 partes de azul de metileno
por una de violeta de genciana), la ventaja es que
requiere solo 10-15 segundos frente a los 4 minu-
tos de la tincion de Gram y que se observa mejor la
morfologia, pero no las caracteristicas tintoriales.

b) Cultivo. El diagnéstico definitivo se realiza
mediante el aislamiento e identificacion del mi-
croorganismo en cultivo (ver PNT-ITS-04). Ade-
mas es la unica prueba diagnéstica que permite
realizar estudios de sensibilidad antimicrobiana,
por lo que es esencial para detectar y monitori-
zar las resistencias antimicrobianas. El cultivo es
adecuado para muestras endocervicales, uretra-
les, rectales, primera miccién de orina, faringeos
y conjuntivales. Ademas es la técnica recomenda-
da en el caso de infeccion persistente o sospecha
de fracaso terapéutico. Se recomienda el uso de
medios selectivos (lll, B). Las placas se deben in-
cubar durante 24-72 horas a una temperatura de
35-37°C y con un atmosfera al 5% de CO, Las téc-
nicas de identificacion varian mucho en funcion de
la disponibilidad del laboratorio. Una herramienta
muy utilizada en la actualidad y que presenta una
buena sensibilidad y especificidad, es la espectro-
metria de masas (MALDI-TOF).

El cultivo es el unico método que permite estudiar
la eficacia del tratamiento antibiético. Aunque las
TAAN no estan aprobadas por la Food and Drug
Administration (FDA) como test de curacioén, és-
tas se pueden utilizar, teniendo siempre en cuenta
que se puede estar detectando ADN residual de la
primoinfeccion. En el caso de la infeccion gonoco-
cica, se recomienda esperar dos semanas desde
la finalizacion del tratamiento, para realizar un test
de curacién mediante TAAN.

Ante la sospecha de infeccion diseminada es ne-
cesario extraer una muestra de sangre para reali-
zar hemocultivos. Estos deben contener una con-
centracion de polianetolsulfonato de sodio (SPS)
no superior al 0,025%, ya que el gonococo es sen-
sible a este compuesto. Pueden subcultivarse so-
lamente en agar chocolate. Las muestras de liqui-
dos estériles (LCR, articular) deben centrifugarse
(>1 mL) a 1500xg durante 15 minutos y cultivar el
sedimento.

c) TAAN. Actualmente son las recomendadas
para la deteccidon de las infecciones urogenitales
en mujeres y varones con y sin sintomas, ya que
se ha demostrado que son coste-eficaces.

La ventaja de estas técnicas es que detectan mi-
croorganismos no viables, aumentando asi la sen-
sibilidad y facilitando la recogida, transporte y pro-
cesamiento de las muestras. Esta alta sensibilidad
ha permitido el uso de muestras menos invasivas,
como la primera miccion de orina en los varones
y el frotis vaginal en las mujeres. Esto facilita la
auto-toma de la muestra por parte del paciente,
procedimiento utilizado en muchos casos en el cri-
bado. Es importante remarcar que la sensibilidad
de las TAAN en orina de mujeres, puede ser un
10% inferior que en los exudados vaginales. En
muestras extragenitales, la especificidad de estas
pruebas es inferior, pudiendo dar falsos positivos,
por lo que ante la sospecha de que se trate de
un falso positivo, se debe repetir con otro método.
Aunque se ha recomendado el diagnodstico de fa-
ringe y recto en HSH, también se recomienda en
pacientes heterosexuales debido a la transmisién
por sexo oral, practica cada vez mas extendida.

d) Otros: la serologia y los enzimoinmunoensa-
yos carecen de utilidad para el diagnostico de la
infeccion gonococica.
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Figura 1. Tincion de Gram de exudado uretral con
uretritis gonocécica (x1000)

e) Pruebas de sensibilidad. El tratamiento de la
gonorrea es complicado debido a la habilidad que
ha presentado NG de desarrollar resistencia a los
antimicrobianos utilizados a lo largo de los afios. Es
por esta razon que la monitorizacién de la sensibili-
dad antimicrobiana de este microorganismo es una
medida esencial. Se considera que el tratamiento
empirico debe curar >95% de los casos de gono-
rrea, por lo que es basico conocer la sensibilidad
antimicrobiana de NG a nivel local.

El método de diluciéon en agar se considera la téc-
nica de referencia para la determinacion de la con-
centracion minima inhibitoria (CMI), sin embargo,
el método de difusion con tiras en gradiente de an-
tibidtico (como Etest) es una alternativa aceptable
para la determinacién de la CMI en la rutina del
laboratorio, siempre que se utilicen los medios de
cultivo adecuados siguiendo las recomendaciones
del European Committee for Antimicrobial Suscep-
tibility Testing (EUCAST). El método de difusion con
discos presenta en cambio resultados mas aleato-
rios principalmente para diferenciar los aislados
sensibles de aquéllos con sensibilidad disminuida,
particularmente con los betalactamicos. El Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) propone
el medio agar GC con 1% de un suplemento defi-
nido que contiene en g/L: vitamina B 12 (0,01), L
glutamina (10), adenina (1), clorhidrato de guanina
(0,03), acido para-aminobenzoico (0,013), L-cistei-
na (1,1), glucosa (100), NAD (0,25), cocarboxilasa
(0,1), nitrato férrico (0,02) y clorhidrato de tiamina
(0,003). El antibiograma debe acompafiarse ade-
mas de la prueba cromogénica de nitrocefina para
detectar la posible produccion de betalactamasa, lo
cual implicara resistencia a amino-, carboxi- y urei-
dopenicilinas, con independencia de su resultado
de sensibilidad in vitro, mientras que las cefalospo-
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rinas no se ven afectadas por este mecanismo (ver
Procedimiento de Microbiologia Clinica n° 38).

f) Tipificacion de NG. Aporta informacién epide-
miolégica relevante, como dinamicas poblacionales,
identificacion de redes de transmision, estudios de
subpoblaciones, estudios de fracasos terapéuticos,
estudios de contactos, etc. Existen métodos feno-
tipicos, como la auxotipificacion y la determinacion
de serovariedades, que requieren un largo tiempo
de procesamiento y los reactivos disponibles son
caros; y los métodos genotipicos: PFGE, AFLP, y
secuenciacion.

5.3.3. Chlamydia trachomatis

a) Aunque la infeccion por CT se puede diag-
nosticar por cultivo, ensayos de inmunofluores-
cencia directa o serologia, el método de eleccion
son las TAAN que han supuesto la gran revolucion
tecnoldgica en la mejora del diagnostico de las in-
fecciones por CT, debido a su alta sensibilidad y
especificidad. Las otras estrategias diagnosticas
ya no se recomiendan. Se han aprobado varias es-
trategias TAAN para diferentes plataformas comer-
ciales. Por otra parte, también existen diferencias
en las dianas seleccionadas para aumentar la sen-
sibilidad. Las primeras aproximaciones se basaron
en detectar un fragmento del plasmido criptico que
esta en aproximadamente 10 copias/célula. Sin
embargo, la identificaciéon de la denominada va-
riante sueca (nvCT), que porta una deleccion en el
plasmido criptico que afectaba al fragmento usado
por varios sistemas comerciales, supuso un infra-
diagnéstico por acumulacién de falsos negativos.
Este hallazgo, supuso que las nuevas versiones
de las plataformas comerciales llevaran 2 dianas,
bien en plasmido y cromosoma o bien ambas en
el plasmido. La ultima aproximacion diagnostica
para detectar CT se ha basado en detectar ARN
de las subunidad 23S del ARNr, tanto una como
dos dianas, que aumenta aun mas la sensibilidad.
En un futuro préximo se implementaran las TAAN
en point-of-care que se describen en el apartado
5.2 de este procedimiento.

La deteccién de las variantes de CT relacionadas
con el LGV ha quedado reservado para centros de
referencia o grupos de investigacion. Sin embargo,
aunque infrecuente en la poblacién general, la si-
tuacion epidemioloégica requiere disponer de técni-
cas moleculares para la correcta identificacion de
estas variantes, ya que el tratamiento antibidtico
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es mas prolongado que el tratamiento de una in-
feccidon por variantes no invasivas. Algunas com-
pafias de diagndstico microbioldgico ya ofertan la
posibilidad de identificar estas variantes. La mayo-
ria de las estrategias diagnodsticas se basan en la
defeccién de una deleccion de 36 nucleétidos en
el gen pmpH.

b) Tipo de muestra. El tipo de muestra reco-
mendado para la deteccion molecular de CT es la
muestra de orina en el varén (20 mL, al menos 1h
después de la ultima miccién) y la muestra vagi-
nal en la mujer (realizado por un profesional o bien
auto-toma), aunque también pueden realizarse
procedimientos mas invasivos obteniendo mues-
tra de uretra o endocérvix. Aunque estas técnicas
moleculares aun no estan validadas para determi-
nar la presencia de CT en muestras extragenitales
como faringe y recto, son ampliamente utilizadas
en estas muestras.

c) Toma de muestra y medio de transporte. En
el caso de los procedimientos invasivos, se intro-
duce un hisopo de plastico o alambre 2-3 cm en la
uretra o 1-2 cm en el canal endocervical, seguido
de rotacion para coleccionar cantidad suficiente de
células epiteliales. La cabeza del hisopo debe ser
de raydn o dacrdn, ya que otros materiales pueden
inhibir el posible crecimiento del microorganismo,
si se quisiera cultivar. Los hisopos floculados son
los mas utilizados. Una vez realizada la toma, ésta
se debe conservar en un medio de transporte ade-
cuado, como UTM (universal transport medium) y
conservar a 4°C antes del envio al laboratorio o0 a
-70°C si el envio se demora >24 h.

d) Tipo de cribado. No existen unas recomen-
daciones claras sobre el cribado y el nivel de ge-
neralizacion del mismo. Como se comentaba en el
apartado de epidemiologia, en Europa probable-
mente hay un infradiagnodstico de las infecciones
por CT, observandose una gran disparidad en las
tasas de infeccidon entre paises con sistemas de
vigilancia activa y aquellos que utilizan sistemas
de deteccion basados exclusivamente en el diag-
nostico diferencial en pacientes sintomaticos. Re-
cordemos que la mayoria de las infecciones son
asintomaticas, por lo que el diagnéstico no solo
deberia centrarse en los casos sintomaticos. En el
otro extremo, los pocos paises que llegaron a im-
plementar sistemas de cribado poblacional no en-
contraron una justificacion riesgo-beneficio y des-
escalaron los programas de cribado. Hoy en dia,
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la propuesta mas extendida es el cribado a grupos
de riesgo, donde si se ha demostrado una justi-
ficacion riesgo-beneficio. Esta estrategia sugiere
tanto el diagndstico a todas las personas sintoma-
ticas y sexualmente activas, como el cribado en
individuos asintomaticos que incluye mujeres <25
afos, embarazadas, o mujeres que tienen varias
parejas sexuales o si han sido diagnosticadas de
otra ITS recientemente. CT se detecta en locali-
zacioén anorectal en el 8,4% de las mujeres y de
estas, todas tienen infeccion urogenital. El cribado
en hombres no esta recomendado excepto en po-
blacion de hombres que tengan sexo con hombres
(HSH), (cribado rectal y/o uretral dependiendo de
sus practicas sexuales) o hubieran sido reciente-
mente diagnosticados de una ITS. La presencia de
CT en recto de HSH es 3-19,5% y en faringe entre
0,5-2,3%.Todos aquellos pacientes con diagnosti-
co positivo que sean tratados deberian ser evalua-
dos para garantizar la erradicacion de la bacteria
en un tiempo entre 3-6 meses.

e) Fracaso del tratamiento. La mayoria de los
aparentes fracasos de tratamiento son consecuen-
cia de reinfecciones, falta de adherencia o re-ex-
posicion a la misma fuente. No se han descrito aun
mecanismos de resistencia a tetraciclinas en CT.

f) Genotipado. Conocer el genotipo de las cepas
de CT causantes de una determinada infeccion en
nuestro entorno, ha tenido tradicionalmente un ca-
racter mas académico que clinico. Sin embargo,
tanto la epidemia de LGV, como el mayor cono-
cimiento de la biologia de este microorganismo,
hace cada vez mas util y conveniente que los la-
boratorios puedan ofertar esta determinacion en
su cartera de servicios. El estudio genotipico mas
demandado es para identificar las cepas de LGV,
ya que el tratamiento antibiético necesario para su
erradicacion es mas extenso que una infeccion por
CT no-LGV (15 dias de doxiciclina y 5 dias, res-
pectivamente). Varias compafias de diagnostico in
vitro ya ofrecen en su panel diagndstico de ITS, la
diferenciacion de LGV de otras infecciones por CT
(Ver PNT-ITS-3a). Ninguno de los TAAN ha sido
aprobado por la FDA para ulceras genitales.

Por otra parte, el genotipado de las cepas uroge-
nitales de CT, se ha basado tradicionalmente en la
secuenciacion del gen ompA (estrategias de PCR
en tiempo real), que codifica para la principal pro-
teina de membrana externa de CT. Sin embargo,
los trabajos de epidemiologia molecular de los ul-
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timos afnos han revelado que este gen es altamen-
te intercambiable entre diferentes genotipos y no
diferencia entre los diferentes patotipos de CT. Por
tanto, la clasificacion genotipica basada unicamente
en este gen puede inducir a errores de genotipado.
La combinacion entre los genes pmpH y ompA, es
la estrategia mas sencilla para la mejor asignacion
de genotipos.

5.3.4. Micoplasmas genitales

Los micoplasmas son las bacterias mas pequefias
de vida libre y se caracterizan por no tener pared
bacteriana. La capacidad de algunos micoplasmas
de poder ser cultivados en medios inanimados, per-
mitié su aislamiento desde el tracto urogenital tanto
en individuos sintomaticos como en asintomaticos,
por lo que su papel patégeno siempre fue contro-
vertido.

a) Las TANN han aportado informacion muy rele-
vante. Permiten diferenciar lo que mediante el cul-
tivo se identificaba como UU, en dos especies dis-
tintas: Ureaplasma parvum (UP), no implicado en
patologia, y UU propiamente dicho, responsable de
cuadros de uretritis pero que también se encuentra
en pacientes asintomaticos. Diversos trabajos indi-
can que la carga bacteriana elevada es un factor
predictivo positivo de uretritis.

También mediante TAAN se ha podido establecer
el papel etiolégico de MG, organismo muy dificil de
cultivar, y que es responsable tanto de casos de
uretritis como de cervicitis, endometritis y EPI. Se
considera que es la segunda causa de uretritis no
gonococica en el vardn, y esto convierte a las téc-
nicas diagnosticas gendmicas en imprescindibles.
Existen pocas alternativas terapéuticas, siendo la
azitromicina el tratamiento de eleccién. Doxiciclina
es menos eficaz, con sélo un 30-40% de curacién
microbioldgica.

MH se ha relacionado con vaginosis, EIP y endo-
metritis. Se puede cultivar en medios especificos,
aunque cada vez se generaliza mas el empleo de
TAAN.

b) M. genitalium. Para su diagndstico, ademas
de los exudados cervicales y uretrales obtenidos
por el facultativo, se puede emplear la orina de pri-
mera miccién tanto en varones como en mujeres,

asi como la auto-toma de un exudado vaginal. Aun-
que en varones se cita en la literatura que es mas
sensible la muestra de orina que el exudado uretral,
cuando se recoge la muestra para varios patégenos
la muestra uretral puede ser mas conveniente. En
mujeres es mas sensible el exudado vaginal que la
orina. Se deben obtener muestras anales si se quie-
re diagnosticar esta localizacion. Para los exudados
el medio de transporte es el UTM (valido para CT,
Mycoplasma spp. y virus).

El unico método diagndstico util son las TAAN. Exis-
ten técnicas comerciales y caseras, y en ambos ca-
sos es importante que los laboratorios validen estas
técnicas y participen en programas de evaluacion
externa.

Debido a la elevada frecuencia de resistencias en
nuestro pais, siempre que sea posible se debe de-
terminar la presencia de mutaciones que confieren
resistencia a macrolidos, las mas frecuentes en las
posiciones A2058 y A2059 (numeracion de E. coli)
del gen 23S ARNr. Puede realizarse de forma case-
ra mediante secuenciacion, aunque ya existen sis-
temas comerciales.

Se han descrito mutaciones en las posiciones S83
y D87 (numeracion de MG) de la region QRDR del
gen parC que confieren resistencia a moxifloxaci-
no, que a dia de hoy son menos frecuentes pero
no despreciables. Las mutaciones en gyrA parecen
tener menor importancia.

c) Test de curacion. Debido a la elevada preva-
lencia de resistencias a macrdlidos, el test de cura-
Cion es obligado en todos los casos. La muestra no
se debe obtener hasta pasadas 3 semanas de fina-
lizacion del tratamiento aunque no existe consenso
entre las guias que varian entre 2 semanas y 4-6
semanas después del tratamiento.

d) Ureaplasma urealyticum. La muestra inicial
de orina y el exudado uretral transportado en me-
dio UTM son aceptables en casos de uretritis. Exis-
ten ensayos comercializados basados en las TAAN
para el diagnéstico, y en alguno de ellos de formato
multiplex se puede determinar la presencia tanto
de UU como de UP, MH y MG. EI cultivo presen-
ta muchas limitaciones, pues precisa mantener la
viabilidad de los micoplasmas mediante medios de
transporte especificos (4SP), la inoculacion en cal-
dos selectivos y la siembra en medio agar A8 o en
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galerias comerciales. El tiempo de incubacién es
como minimo de 48 h. El cultivo de micoplasmas
fue objeto de revision en la anterior edicion de este
procedimiento (ver Procedimiento SEIMC n° 24; 22
edicion, 2007).

e) M. hominis. Al igual que en el caso de UU,
existen técnicas comercializadas para su cultivo
que fueron revisadas en la edicion previa de este
procedimiento, pero en la actualidad se dispone de
TAAN en formato multiplex.

5.3.5. Sifilis (Treponema pallidum)

El diagndstico puede ser directo (deteccion de T.
pallidum en las lesiones, adenopatias, tejidos o
LCR) o indirecto basado en la deteccién de anti-
cuerpos. La deteccidn directa proporciona el diag-
nostico definitivo de sifilis y es especialmente util
en lesiones sospechosas en individuos seroldgica-
mente no reactivos.

a) La microscopia de campo oscuro de las
muestras de ulceras o de lesiones exudativas cu-
taneas, proporciona el diagndstico inmediato me-
diante la visualizacion de los treponemas moviles.
La muestra ideal es el exudado seroso de lesiones
activas. No son validas las muestras hematicas
ni de origen oral ni anal. Para la obtencién de la
muestra, las lesiones activas se deben limpiar cui-
dadosamente con un hisopo estéril y solucion sali-
na estéril para eliminar costras y restos. Mediante
una torunda o una gasa estéril hay que provocar
una leve abrasién de la lesion para producir exu-
dado seroso. En ocasiones hay que presionar la
base de la ulcera para que se produzca. El exuda-
do se recoge directamente sobre el portaobjetos,
o bien mediante un tubo capilar o un asa bacterio-
I6gica. Se puede anadir una gota de suero salino
para homogeneizar, y seguidamente cubrir con un
cubreobjetos. Tiene como principales inconvenien-
tes que la observacion ha de ser inmediata a la
recogida (<30 minutos), se precisa disponer de
un microscopio de campo oscuro y de un micros-
copista experto, ya que es un método laborioso y
subjetivo en el que el resultado negativo no exclu-
ye la infeccion.

b) Las técnicas de PCR estan desplazando al
campo oscuro en el diagnodstico de la sifilis prima-
ria y en muchos laboratorios se considera el test
de eleccidén. Las técnicas de PCR permiten estu-
diar lesiones extragenitales donde puedan existir

treponemas comensales, asi como también en te-
jidos, LCR, humor vitreo o liquido amnidtico. Tam-
bién tienen interés en el diagnéstico de la sifilis
congénita y en la neurolues.

No se recomienda su realizacion en sangre por la
existencia de sustancias inhibidoras. Para realizar
esta prueba se pueden utilizar muestras frescas
o congeladas. Existen formatos comerciales, no
validados para todos los tipos de muestras, por lo
que es fundamental el empleo de los controles de
validacion correspondientes. Se considera que la
PCR del LCR tiene escaso valor para el diagnos-
tico de neurosifilis debido a su baja sensibilidad y
especificidad.

c) Técnicas de inmunofluorescencia directa, de
hibridacion in situ o las tinciones argénticas: estan
en desuso.

d) Es posible la tipificacion de los treponemas
mediante técnicas de RFLP o de secuenciacion, e
incluso es posible determinar la presencia de mu-
taciones en el 23S ARNr que confieren resistencia
a macrolidos, pero todas ellas se emplean con fi-
nes de investigacion.

e) El diagnéstico indirecto seroloégico proporcio-
na un diagnostico presuntivo.

Las pruebas no treponémicas, también llamadas
reaginicas, detectan anticuerpos frente a una com-
binacion de cardiolipina, lecitina y colesterol que se
forman como respuesta al dafio en las membranas
celulares que provocan las espiroquetas. No son
por tanto anticuerpos especificos pero son un in-
dicador muy util de la actividad de la enfermedad.
Las pruebas treponémicas detectan anticuerpos
especificos frente a T. pallidum. De todos modos,
ninguna prueba seroldgica es capaz de diferenciar
la sifilis de las trepanomatosis no venereas (pian,
pinta y bejel).

e1) La primera prueba no treponémica dis-
ponible fue el test de Wassermann, que metodo-
I6gicamente era una fijacion del complemento y
ya no se emplea. Siguen teniendo todo el interés
el VDRL y el RPR, que detectan una mezcla de
anticuerpos IgG y IgM, son técnicas manuales y
no permiten la automatizacion, si bien hay algun
intento de automatizacion descrito en la literatura.
Son sencillas, baratas, sensibles y ademas permi-
ten la semicuantificacién mediante la determina-
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cion del titulo. Se positivizan a los 10-15 dias des-
pués de la aparicidén del chancro (unas 6 semanas
después de la infeccion). Por eso su sensibilidad
en la sifilis primaria ronda el 78-86%, mientras que
en la sifilis secundaria es del 100%. En la sifilis
latente permanece cercana al 100% y disminuye
en la terciaria 71-86% (Tabla 6).

El VDRL es una microfloculacion, debe observarse
al microscopio (100x) y las muestras aceptables
son suero y LCR (en este ultimo hay que evitar
la contaminacion con sangre o suero). EI RPR es
una macrofloculacién que puede valorarse sin mi-
croscopio debido al empleo de carbon para fijar los
antigenos. Se emplea en suero y en plasma, y sus
titulos suelen ser superiores a los del VDRL.

Estas técnicas cuantitativas ayudan a establecer
la fase de la enfermedad y en algunos casos pue-
den ser utiles para indicar tratamiento, como seria
el caso de un paciente que se reinfecta y en el que
se demuestra un incremento en el titulo. En gene-
ral, titulos >16 indican enfermedad activa y seria
preciso iniciar el tratamiento, si bien esta decision
ha de tomarse a la luz de los hallazgos clinicos,
infecciones previas y posibles tratamientos pre-
vios. Titulos iguales o inferiores a 16 no excluyen
la infeccidn activa, especialmente si existe clinica
compatible o los tratamientos previos no estan do-
cumentados.

También permiten hacer seguimiento de la res-
puesta al tratamiento. La caida del titulo después
del tratamiento es variable y depende de factores
como la fase de la enfermedad, su duracion y el
titulo inicial, pero la regla general considera que en
una sifilis temprana el titulo deberia de caer 4 ve-
ces a los 6 meses. En el caso de una sifilis tardia,
o después de multiples episodios de infeccion, la
caida del titulo es mas lenta y puede estabilizarse a
titulos bajos (VDRL <8, RPR<16). La comparacion
de titulos entre distintas muestras debe realizarse
en paralelo y con la misma técnica. En pacientes
con enfermedades autoinmunes puede persistir el
titulo a pesar de un tratamiento correcto.

Los falsos positivos se estiman en un 0,2-0,8% de
los casos, y pueden ser transitorios, habitualmente
con titulos bajos, en respuesta a condiciones que
cursan con una activacion policlonal de linfocitos
B, como ocurre en las inmunizaciones y en las
infecciones agudas por virus de la hepatitis A, B,
C, sarampion, VEB, varicela, Mycoplasma pneu-
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moniae, malaria y durante la gestacion. Los falsos
positivos de duracion superior a 6 meses, suelen
presentar titulos elevados y se producen en enfer-
medades crdnicas que cursan con dafo tisular cro-
nico, como la fiebre reumatica, mieloma multiple,
leucemia, linfoma, diabetes, adiccion a drogas in-
travenosas y otras) (Tabla 7). Pueden existir falsos
negativos debido al efecto prozona (especialmente
en casos de sifilis secundaria), y para evitarlo, se
aconseja diluir los sueros.

e2) Las pruebas treponémicas incluyen
TPHA, FTA, Inmunoblot, EIA y quimioluminiscencia
(CLIA). El test de inmovilizacion treponémica (TPI)
ya no se usa debido a que es dificil de estandarizar
y requiere treponemas vivos. Las técnicas treponé-
micas son técnicas cualitativas, mas especificas y
precoces que las no treponémicas (positivas a la
1-2 semanas de aparecer el chancro) y permane-
cen positivas de por vida incluso en infecciones tra-
tadas, por lo que no deben emplearse como mar-
cadores de actividad ni para la valoracion del éxito
del tratamiento. La mayoria detectan tanto IgM
como IgG, si bien es posible determinar la presen-
cia de IgM mediante formatos especificos de FTA,
Inmunoblot y EIA, pero su sensibilidad es baja y no
ayudan a determinar la fase de la enfermedad. Son
utiles para el diagnostico de la sifilis congénita.

El TPHA es una hemaglutinacion pasiva que em-
plea eritrocitos sensibilizados con extracto de T.
pallidum. El suero se diluye con un sorbente que
contiene treponemas no patogenos. Si el suero
contiene anticuerpos especificos anti T. pallidum
se forma un agregado de eritrocitos cubriendo el
pocillo, mientras que si no los contiene, los eritro-
citos se depositan en la base del pocillo microtiter
en U. Las reacciones falsas positivas son posibles
pero menos frecuentes que en las pruebas no tre-
ponémicas y se pueden producir en presencia de
anticuerpos anti-eritrocitos, en enfermedades auto-
inmunes y en conectivopatias, entre otras. La prue-
ba FTA ha dejado de usarse en muchos laborato-
rios debido a que es muy laboriosa.

En la mayoria de los laboratorios se emplean técni-
cas de EIA o CLIA, debido fundamentalmente a la
automatizacion que se consigue con autoanaliza-
dores que permiten ensayar numeros muy eleva-
dos de muestras, por lo que se han convertido en
la prueba de cribado inicial. Detectan anticuerpos
totales (IgG y IgM). La muestra a ensayar es suero.
Tienen una elevada sensibilidad y especificidad.
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f) Algoritmos diagnodsticos (Figuras 2 y 3). En
la mayoria de los laboratorios de cierto tamafio se
emplea el denominado algoritmo reverso, que se
inicia con una prueba treponémica automatizada,
EIA o CLIA. El resultado negativo, en el contexto
de cribado excluye la infeccidén y en el contexto de
un paciente con sospecha diagndstica debe repe-
tirse la extraccion y el ensayo a las 6 semanas.
El resultado positivo ocurre tanto en personas con
enfermedad antigua correctamente tratada como
en pacientes no tratados con enfermedad activa,
siendo mas sensible que las pruebas no treponé-
micas para detectar la sifilis de reciente adquisi-
cion. En poblaciones de baja prevalencia, detecta
falsos positivos. Debe confirmarse con otra prueba
treponémica distinta, y en muchos laboratorios se
emplea la técnica de TPHA, que parece mejor en el
caso de resultados discordantes que el FTA. Si la
segunda prueba treponémica es también positiva,
hay que realizar una prueba no treponémica para
conocer el titulo basal que determina la actividad
y frente al que se comparan los controles de tra-
tamiento. Esta prueba no treponémica se puede
realizar en una segunda muestra del paciente. Hay
que emplear suero diluido y sin diluir para evitar el
efecto prozona. Si la segunda prueba treponémica
no es positiva, puede plantearse la confirmacion
con un inmunoblot IgG. El algoritmo reverso de los
CDC emplea como segunda prueba el RPR mien-
tras que el de los ECDC recomienda otra prueba
treponémica, ambos algoritmos parecen tener la
misma utilidad en poblaciones de baja prevalencia.

El denominado algoritmo tradicional fue empleado
en la mayoria de los laboratorios antes de la apa-
ricion de pruebas automatizadas. Actualmente se
sigue usando en laboratorios de pequefio tamafio y
en ciertos paises. Se inicia con una prueba no tre-
ponémica (RPR o VDRL) idealmente cuantificada.
Solo detecta sifilis activa. El resultado positivo se
confirma con una prueba treponémica.

g) Las pruebas diagnosticas a pie del enfer-
mo (POCT) deben de ser capaces de proporcio-
nar el diagndstico sin necesidad de equipamiento
adicional (neveras, centrifugas o microscopios), y
tienen especial relevancia en la estrategia de la
OMS para la eliminacidon de la sifilis congénita y
la transmision vertical de sifilis y VIH. En la actua-
lidad existen técnicas que detectan tanto anticuer-
pos treponémicos como no treponémicos que son
utiles en el contexto de paises y situaciones ca-
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rentes de infraestructuras sanitarias, permitiendo
de forma simultanea realizar el cribado e iniciar el
tratamiento. No tienen sentido en nuestro entorno,
en el que disponemos de laboratorios capaces de
realizar diagndsticos mucho mas precisos.

h) Neurosifilis. EI examen del LCR debe reali-
zarse cuando exista sospecha clinica neuroldgica,
oftalmica u otica, en la sifilis terciaria cardiovas-
cular y gomas, y ante un fracaso terapéutico. La
definicion de neurosifilis asintomatica depende de
la valoracion en el LCR de las proteinas, células y
anticuerpos no treponémicos y treponémicos, sin
que exista una definicion de consenso. La valora-
cion del LCR en pacientes asintomaticos podria
estar indicada en 3 situaciones: pacientes VIH con
sifilis tardia y CD4 <350/mm3 y/o titulos en suero
de VDRL/RPR >1:32; en caso de fracaso serolo-
gico y en caso de tratamiento alternativo (tetraci-
clinas) durante una sifilis tardia. La serologia del
LCR debe valorarse junto con la clinica, y sirve
para apoyar el diagndstico clinico, puesto que el
diagnostico de certeza es histologico. Es muy im-
portante que la muestra no esté contaminada con
sangre. La técnica de eleccién es el VDRL, pues
es mas sensible (se calcula que es sensible en
un 40% de los casos) que el RPR, pero aun asi,
ambos son poco sensibles, por lo que un resulta-
do negativo no excluye neuroltues (falsos negati-
vos). Un resultado positivo en ausencia de con-
taminacion hematica se considera indicativo de
neurolues en una sifilis tardia, pero en una sifilis
precoz (<1 afo) el significado no esta tan claro.
El resultado negativo de una prueba treponémica
(idealmente FTA) en LCR hace muy improbable
una neurolues, aunque no excluye el diagndsti-
co. Por el contrario, el resultado positivo puede
tener problemas de especificidad por la presen-
cia de anticuerpos en LCR como consecuencia
de alteraciones en la barrera hematoencefalica
en el contexto de procesos que nada tengan que
ver con la sifilis. Por ultimo, tampoco las técnicas
de PCR son aqui de gran ayuda debido a su baja
sensibilidad y especificidad en esta muestra, aun-
que al no haber un patréon oro se cree que la sen-
sibilidad de la PCR esta infraestimada pero no es
el test adecuado para esta condicion.

i) Control de tratamiento. El objetivo es detec-
tar posibles reinfecciones o fallos en el tratamien-
to. En el caso de una sifilis primaria o secundaria,
se recomienda realizar una evaluacién serologica
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a los 3, 6 y 12 meses. El titulo deberia de caer
4 veces (dos diluciones) en 6 meses. Pero hasta
en un 20% de los pacientes tratados no se logra
esta reduccion en el titulo hasta pasado un afo, y
algunos pacientes permanecen con titulos bajos y
estables (serofast). Si no se objetiva una disminu-
cion de cuatro veces el titulo inicial a los 12 meses,
estaria indicado el examen del LCR. La negativiza-
cién de las pruebas no treponémicas después del
tratamiento se considera el mejor test de curacién.
Las pruebas treponémicas pueden permanecer
positivas de por vida.

En el caso de una sifilis latente, puede no producir-
se la respuesta seroldégica no treponémica.

Se considera fracaso terapéutico o reinfeccion si la
sintomatologia primaria o secundaria permanece
o reaparece a las dos semanas del tratamiento, y
si se objetiva un incremento de dos diluciones del
titulo de anticuerpos no treponémicos. En estos
casos se debe evaluar el LCR para descartar neu-
rolues y poder asi decidir la pauta de tratamiento
mas adecuada.

Tabla 6. Fases de la sifilis y sensibilidad de las pruebas diagndsticas

Fase Duracion Sensibilidad pruebas serolégicas (%) Comentario
VDRL RPR EIA/ TPHA FTA
CLIA*
Incubacién  10-90 dias - - - - - Periodo entre el
(media 21) contacto y el chancro.

Primaria 3-8 semanas 78 86 97 76 84 Chancro en el lugar de
la infeccidon. Resolucion
espontanea.

Secundaria 3-12 semanas 100 100 100 100 100  Un 25% de los no
tratados desarrolla
signos a las 4-10
semanas de aparecer
el chancro.

Latencia 1¢" afio 95 98 100 100 100  Serologia positiva sin

temprana evidencia clinica.

Latencia > 1°"afo o 71 73 94 94 96 La diferenciacion en un

tardiay duracion afo es arbitraria. 1 afio

terciaria indeterminada es criterio de IUSTI**.

* La sensibilidad puede variar en funcion del ensayo comercial utilizado.
**International Union against Sexually Transmitted Infection.
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Tabla 7. Falsos positivos de las pruebas diagnosticas de la sifilis

Prueba

Falsos positivos

No treponémicas

(a titulos bajos)

(titulos bajos o
elevados)

Permanecen
<6 meses

Permanecen
>6 meses

Activacion policlonal transitoria de linfocitos B
Vacunaciones

Hepatitis A

Hepatitis B

Hepatitis C

Sarampion

Virus Epstein Barr

Varicela

Mycoplasma pneumoniae

Paludismo

Infecciones del tracto respiratorio superior
Infarto agudo de miocardio reciente
Gestacion

Fiebre reumatica

Dafio tisular cronico
Adiccién a drogas intravenosas
Edad extrema

Leucemia

Linfoma

Mieloma multiple

Lupus eritematoso sistémico
Gammapatias

Diabetes

Sindrome anti-fosfolipidos
Reacciones alérgicas graves
Lepra

Hepatitis crénica

Infeccion VIH

Treponémica

Fiebre reumatica

Lupus eritematoso

Adiccién a drogas intravenosas
Diabetes

Edad extrema

Gestacion

Enfermedad de Lyme (FTA)

o
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Figuras 2 y 3. Algoritmos diagndsticos de la sifilis.
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5.3.6. Donovanosis

Infeccion producida por Klebsiella granulomatis
(anteriormente denominado Calymmatobacterium
granulomatis).

El diagndstico se realiza mediante:

a) Microscopia directa del raspado, torunda o
impronta de las lesiones: ver los cuerpos de Do-
novan con tincion de Giemsa, Leishman, Wright o
Warthin-Starry. Es el método mas rapido y fiable.
Rotar una torunda firmemente por la Ulcera y des-
pués rotar en la superficie de un portaobjetos. El
uso previo de antibidticos hace dificil el diagnosti-
co. Baja a moderada sensibilidad.

b) Biopsias: mejor en casos atipicos, crénicos y
para excluir procesos tumorales, viendo los cuer-
pos de Donovan tefiidos con Giemsa o plata. Se
obtiene una biopsia (en sacabocados) de la lesion
y preferiblemente se debe fijar con formalina. Re-
quiere personal entrenado debido a que los cuer-
pos de Donovan pueden ser escasos. Moderada a
baja sensibilidad.

Cuerpos de Donovan: inclusiones de bacilos bipo-
lares con aspecto de imperdible y potencial cap-
sula en células mononucleares e histiocitos. Las
células mononucleares tienen un diametro entre
25-90 ym, mientras que las dimensiones de los
cuerpos de Donovan son de 0,5-0,7 por 1-2 ym y
pueden estar encapsulados o carecer de capsula.

c) Tincién de Papanicolau: puede ser util en zo-
nas endémicas.

d) Inmunofluorescencia indirecta: da buenos re-
sultados cuando la lesion esta establecida, pero
tiene poca sensibilidad con lesiones tempranas,
por lo que se emplea mas para estudios epidemio-
I6gicos que como prueba confirmatoria.

e) Cultivo: dificil y laborioso por lo que no se
realiza de forma rutinaria. Puede cultivarse en sis-
temas de cocultivo con monocitos y mas facilmen-
te usando un medio de cultivo para Chlamydia spp.
modificado, pero su rendimiento no es adecuado.
Se puede hacer en monocapas de células HEp-2
con medio de RPMI (suplementado con suero fetal
bovino, NaHCO,, vancomicina y penicilina).

f) Molecular: ningun método molecular esta

aprobado por la FDA. La PCR se utiliza en muy
pocos centros y presenta problemas en el disefio
de los cebadores, lo que conduce a posible am-
plificacion cruzada con otras especies del género
Klebsiella.

g) Serologia: no tiene valor
5.3.7. Chancroide
Infeccién causada por Haemophilus ducreyi.
El diagndstico se realiza mediante:

a) Clinico: la precision diagnéstica solo es del
30-80% y hay Ulceras genitales mixtas con otros
patégenos.

b) Microscopia: util cuando hay una gran carga
de microorganismos en forma de vagones de tren
o0 encadenados o de bandada de peces. Su S es
baja 5-63% y su E 51-99%. Puede dar falsos posi-
tivos. No se recomienda para su diagndstico.

c) Cultivo: técnicamente dificil y en las mejores
condiciones tiene una sensibilidad del 75-80% (llI,
B). Es el patrén oro, pero es menos sensible que
la PCR. Se debe recoger la muestra limpiando pre-
viamente con salino fisiolégico estéril y luego usar
una torunda de alginato calcico, dacrén o algodén
(ninguna parece ser mejor que otra) de la ulcera.
Se toma material de la base de la ulcera o de los
bordes después de eliminar el pus superficial con
una torunda de algodoén. H. ducreyi sobrevive de 2
a 4 horas en la torunda si se mantiene a 4°C. Un
meétodo alternativo es colocar la torunda en un me-
dio como el de Amies o Amies con carbon activa-
do y enviarla lo antes posible al laboratorio (antes
de las 4 h). Otro medio de trasporte es medio de
tioglicolato con hemina. Para bubones se recoge
con aguja y jeringa aspirando el material purulento
desde una zona de tejido normal para reducir la
contaminacion. La recuperacion de HD es menor
de bubones intactos que de la base de la ulcera o
de bubones abiertos. Lo ideal es inocular la mues-
tra directamente. No parece una ventaja usar el
medio de transporte comparado con la inoculacién
directa, en dos medios de cultivo al lado del pa-
ciente. Lo ideal es un medio bifasico debido a que
las cepas difieren en su capacidad de crecimiento:
agar gonococo suplementado con 2% de hemog-
lobina bovina y 5% de suero bovino y suplementa-
do con 1% de IsovitaleX (ya no esta disponible el
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medio CVA comercializado por Gibco Lab), 3 y/
mL de vancomicina para prevenir el crecimiento de
grampositivos, y el segundo agar Mueller-Hinton
suplementado con sangre de caballo lisada al 5%,
1% de lIsovitalex y 3 p/mL de vancomicina. Una
modificacién igualmente eficaz es sustituir el suero
bovino fetal por carbén activado al 0,2% que es
mas barato. Algunas cepas de HD son sensibles
a la vancomicina pero se prefiere, a pesar de ello,
incluirla en los medios. Los medios se incuban en
5% CO, a temperatura de 33-35°C (es critico que
no supere los 35°C) y en ambiente humedo un
minimo de 72 h. El aislamiento mejora si se pone
en condiciones de microaerofilia (en una jarra de
anaerobiosis sin catalizador pero con dos sobres
generadores de CO,y H,). Debido a que el labo-
ratorio no dispone habitualmente de estos medios,
los clinicos deben preguntar si es posible prepa-
rarlos en 2-3 h.

H. ducreyi es un microorganismo asacarolitico y
no se identifica bioquimicamente de forma facil en
el laboratorio. Sus colonias son tostadas o color
canela y amarillentas autoadherentes y se pueden
empujar enteras sobre la superficie del agar. Son
oxidasa positiva, catalasa negativa y requieren el
factor nutricional X (hemina) para crecer (mediante
el test de la porfirina positiva) y no requieren NAD
(factor V). Actualmente la identificacion se puede
realizar mediante MALDI-TOF.

Los controles de calidad con cepas de HD envia-
das a los laboratorios tienen valor limitado debido
a que los aislados de laboratorio estan mas adap-
tados al crecimiento que aislados frescos. El pro-
cesamiento de estos controles debe realizarse en
paralelo junto con las muestras problema en me-
dios preparados en el momento. Si esto no es po-
sible, se deben procesar mediante PCR.

d) Inmunofluorescencia (deteccién de antige-
nos): es una técnica con mayor sensibilidad que el
cultivo y util en zonas de alta prevalencia que utili-
za un anticuerpo monoclonal frente a la OMP (pro-
teina de membrana externa de 29 KDa) o también
mediante inmunofluorescencia indirecta usando
anticuerpos monoclonales frente a los lipooligo-
sacaridos (LOS).

e) PCR: puede haber inhibidores en las mues-
tras de las Ulceras y puede ser necesario un paso
previo, que es muy laborioso, con extraccién fe-
nol-cloroformo, para realizar una PCR muiltiple. La

muestra se puede enviar en un recipiente estéril
seco, y si el envio al laboratorio se demora, se
congelara la muestra a -70°C. No se requiere nin-
gun medio de transporte especifico a no ser que lo
indique el método comercial de PCR. Hay PCRs
caseras y algunas comerciales como una PCR
multiple para HD, TP y HS (lll, B) y otras no bien
validadas todavia. La S de la PCR es del 95%.

f) Serologia: enzimoinmunoensayo (usando
antigeno de células enteras sonicadas, o LOS u
OMP. No es util para el diagnéstico, la respuesta
es lenta y da reacciones cruzadas con otras espe-
cies de Haemophilus. Se utilizan en estudios epi-
demiolégicos. La S es del 55-100% y la E 23-96%.

g) Biopsia de tejido: no es diagnostico, podria
ser util para diagnosticar ulceras atipicas.

h) Antibiograma: se puede realizar por dilucion
en agar o medante tiras en gradiente (Etest) pero
no se realiza de rutina debido a que no hay méto-
dos estandarizados ni criterios interpretativos.

i) Los Center for Disease Control and Preven-
tion (CDC) debido a la dificultad diagndstica han
propuesto el diagnostico probable si un paciente
tiene ulceras dolorosas genitales y se ha excluido
sifilis y herpes (1V, C).

j) No se recomienda realizar el test de curacion.

5.3.8. Herpes genital y otras lesiones por el grupo
herpes

a) Estudios virologicos. La confirmaciéon en to-
dos los pacientes con sospecha clinica de herpes
genital, debe realizarse utilizando métodos diag-
nosticos que detecten directamente el virus en las
muestras genitales (Ib, A).

Las muestras adecuadas para el estudio virologi-
cos son variadas e incluyen principalmente raspa-
dos de vesiculas cutaneas, exudados de Ulceras
genitales o de mucosa rectal en el caso de proctitis
(Ib, A). En ausencia de lesiones externas: exudado
uretral (hombre), exudado cervical o uretra (mu-
jer), orina (hombres y mujeres), exudado vulvar/
vaginal (nifias prepuberes) y exudado vaginal (mu-
jeres con histerectomia). En general los mejores
resultados se obtienen a partir de lesiones vesi-
culares, aunque las lesiones primarias producen
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La deteccion molecular del VHS mediante PCR
en tiempo real (QPCR) actualmente se considera
el método de diagndstico de eleccion (Ib, A). Las
distintas variantes de qPCR permiten simultanea-
mente la deteccion y el tipado del VHS en un solo
paso en base al analisis de las diferentes tempe-
raturas de fusion de los amplicones especificos de
VHS-1 y 2. En comparacion con el cultivo celular,
es mas sensible y especifica (Ib, A) y aumenta los
porcentajes de deteccion de VHS en muestras mu-
cocutaneas en un 11-71%.

Actualmente el diagndéstico molecular del herpes
molecular tiene dos enfoques, el primero dirigido
por la clinica con el empleo de qPCR (hay mas
de 15 equipos comerciales con marcado CE-IDV)
0 una aproximacion sindromica en el contexto del
diagnéstico de la ulcera genital (dado que el virus
herpes simplex solo es responsable del 50-80% de
los casos de los casos de ulcera genital) mediante
gPCR multiplex donde ademas del diagnodstico de
la infeccién por el VHS se incluyen formatos de
gPCR duplex vy triplex (incluso protocolos que invo-
lucran hasta 5 dianas moleculares) con el objetivo
de incluir en el diagndstico diferencial otros mi-
croorganismos como HD, CT serovar L, TP o VVZ.

El cultivo celular actualmente no se considera el
meétodo de referencia para el diagnostico del VHS,
aunque todavia se usa en algunos centros. Su es-
pecificidad es virtualmente del 100%, pero los ni-
veles de excrecion de virus, la calidad de la mues-
tra 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 recuperacion en casi cualquier linea diploide
o heterodiploide. La agitacion durante la incuba-
cion puede aumentar el numero de aislamientos
y disminuir el tiempo de aparicion de efecto cito-
patico. El efecto citopatico es tipico afectando a
la totalidad de la monocapa en el caso del VHS-1,
siendo mas focal en el caso del VHS-2 y carac-
terizandose por la aparicién de células refractiles
de mayor tamano, que tienen tendencia a fusio-
nar sus nucleos. El tiempo medio de aparicion del
efecto citopatico es de tres dias, aunque en mues-
tras 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. En
ocasiones, puede requerirse cultivo celular para
determinar la sensibilidad antiviral y generar sufi-
cientes virus para estudios de transmision.

El estudio de resistencia a los antivirales, se en-
marca dentro del concepto de fracaso del trata-
miento clinico y se define como la falta de respues-
ta al tratamiento antiviral (generalmente aciclovir/
valaciclovir) después de 10 dias. En tales casos,
debe sospecharse infeccidon por una cepa de VHS
resistente y realizar pruebas de resistencia fenoti-
pica y/o genotipica. La ventaja principal de la ge-
notipificacion es que se realiza directamente sobre
la muestra del paciente, lo que hace innecesario
el aislamiento del virus en cultivo celular. Depen-
diendo de la carga de virus, los resultados pueden
estar disponibles en menos de dos dias, lo cual
es muy importante para la toma de decisiones cli-
nicas. Las pruebas de resistencia genotipica ge-
neralmente implican la amplificaciéon y secuencia-
cion de los genes de la timidin-kinasa (TK) y ADN
polimerasa y su comparacion con cepas de refe-
rencia sensibles (generalmente HSV-1 X14112 y
HSV-2 HG52 Z86099). La resistencia a aciclovir/
valaciclovir/famciclovir casi siempre se asocia con
mutaciones no sindnimas en el gen TK y menos
frecuentemente en el gen de la ADN polimerasa.

No se recomiendan los métodos de deteccion de
antigenos virales, como el analisis de inmunofluo-
rescencia directa, el inmunoensayo enzimatico y
la tincion de Tzanck y Papanicolaou, excepto en
entornos de recursos extremadamente limitados
(Ib, A).

b) Serologia tipo-especifica: los estudios sero-
I6gicos no se recomiendan de forma rutinaria para
el diagnostico en pacientes asintomaticos (1V, C)
pero pueden ser utiles en casos de enfermedad
genital recurrente cuando los métodos de detec-
cion directa de virus han sido negativos (lll, B) y
para las parejas sexuales de pacientes con herpes
genital (sobre todo gestantes), ya que las parejas
sero-discordantes pueden recibir consejo sobre
estrategias para reducir el riesgo de infeccién (Ib,
A).

Aunque las técnicas de western-blot o inmuno-blot
son las pruebas serologicas de eleccidn (sensibi-
lidad 97% y especificidad >98%), no se utilizan de
rutina al ser complejas en su realizacién y no exis-
tir oferta de equipos comerciales. Debido a lo an-
terior, el diagndstico seroldgico esta basado en el
empleo de técnicas de enzimoinmunoensayo ca-
paces de detectar anticuerpos tipo-especificos IgG
frente a las glucoproteinas gG1 y gG2 (lll, B). Las
pruebas de IgM no se recomiendan en el diagnos-
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tico de rutina y los estudios de avidez generalmen-
te no estan disponibles de forma comercial. Dado
que los equipos comerciales tienen una sensibili-
dad muy diferente para VHS-2 y VHS-1, las tasas
de seroprevalencia del VHS, la presencia de fac-
tores de riesgo para el herpes genital y la historia
clinica influyen en el valor predictivo positivo de la
serologia tipo-especifica y deben guiar la interpre-
tacion de los resultados (lll, B). Las especificidades
de las pruebas ELISA pueden mejorarse elevando
el valor del indice para interpretar la positividad de
la prueba y comprobando los valores intermedios
con una prueba confirmatoria alternativa (lla, B).

Es necesario distinguir en genitales las lesiones
por VHS de las producidas por VVZ, ya que ge-
neralmente son, en el ultimo caso, reactivaciones
del VVZ que recuerdan VHS y es importante su
diferenciacion debido a que el tratamiento antiviral
requiere dosis mas altas en el caso de VVZ, a la
posibilidad de recurrencias y a la posibilidad en las
reactivaciones de transmision de una varicela por
via sexual en el caso de una pareja sin anteceden-
tes de haberla pasado.

Ademas también se han observado lesiones ulce-
rativas por virus de Epstein-Barr.

5.3.9. Linfogranuloma venéreo

El diagndstico del LGV se incluye en el apartado
de C. trachomatis.

5.3.10. Vaginosis bacteriana y vaginitis aerobia

A. Vaqinosis bacteriana (VB): el diagnéstico se es-
tablece fundamentalmente por los signos clinicos
y las caracteristicas del flujo vaginal, y puede con-
firmarse por criterios objetivos microscopicos en la
tincion de Gram del exudado vaginal.

a) Los criterios clinicos de Amsel estan basados
en la presencia de tres de los siguientes sintomas
o signos: a) flujo vaginal fino, homogéneo, blan-
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co, adherido a las paredes vaginales y uniforme;
b) pH vaginal > 4,5; c) olor a pescado tras anadir
a la muestra KOH al 10%, y d) mas de un 20% de
células clave (células clue) en montajes en fresco
(microscopio x40).

b) La tinciéon de Gram se considera actualmente
el método de referencia para el diagndstico micro-
biolégico de la VB, ya que presenta una sensibili-
dad del 62 al 100% y una especificidad del 79 al
100%. La tincion de Gram se evalua con distintos
criterios, por ejemplo, los de Hay/lson o Nugent
(Tabla 9), en los que se asignan distintos grados
en funcién de la proporcion relativa de bacilos
grampositivos con morfologia de Lactobacillus y
de cocos y bacilos Gram- variables (como GV, A.
vaginae, Prevotella spp., Porphyromonas spp. y
Peptostreptococcus spp.) y de bacilos gramnega-
tivos curvados (como Mobiluncus spp.) (Figura 4).

c) Por su baja sensibilidad y especificidad, la
citologia cervical tefida por el método de Papani-
colaou carece de utilidad en el diagndstico de la
VB. Debido a la naturaleza microbiolégica comple-
jadela VB y a la falta de un unico microorganismo
causante, no se recomienda realizar el cultivo de
GV. La tincion de Gram y los nuevos ensayos de
diagndstico del microbioma vaginal son mas espe-
cificos que el cultivo o las sondas de ADN para GV.

B. Vaginitis aerobia (VA): todavia no se ha investi-
gado suficientemente la incidencia y la prevalencia
de la VA y se desconoce la causa de esta. La VA
se diferencia de la VB en que existe inflamacion y
presencia abundante de leucocitos en la vagina,
de aqui su denominacion de vaginitis. En cambio
se asemeja a la VB en que es una disbacteriosis.
Los sintomas incluyen inflamacion, flujo amarillo y
dispareunia vaginal. El pH vaginal suele incremen-
tarse por encima de 6 y la prueba de KOH es ne-
gativa. Hay presencia de microbiota predominante
como E. coli, S. agalactiae o S. aureus que pre-
sentan los criterios de Hay/Ison o los criterios AV
de Donders (= 5).
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Tabla 8. Diagnostico diferencial de las principales causas de vaginitis.

Vaginitis bacteriana

Aproximadamente 50%

Candidiasis Tricomoniasis
Sintomatologia

500 . ” 5o . .

asintomaticas 10-20% asintomaticas 10-50% asintomaticas
Exudado con olor a pescado Prurito Prurito
Dolor vulvar Disuria

Exudado vaginal sin olor

Secrecion vaginal homogénea,
delgada, de color blanquecino-
grisaceo y que se adhiere a las
paredes vaginales
Ausencia de vaginitis

Lesiones cutaneas satélite

Dolor en abdomen bajo (poco

frecuente)
Dispareunia
Signos clinicos
Eritema vulvar Eritema vulvar
Fisuras vulvares Vaginitis

Exudado vaginal espumoso y
amarillento

Edema vulvar

Tabla 9. Interpretacion de la tincion de Gram segun criterios de Nugent y de Hay/Ison

>30 0

. L 5-30 1
Bacilos grampositivos con

: : 1-4 2

morfologia de Lactobacillus pr 3

0 4

>30 4

Bacilos gramnegativos con 5-30 3

morfologia de Gardnerella 'y 1-4 2

Bacteroides <1 1

0 0

Bacilos Gram-variables 29 2

<1-4 1

curvados 0 0

1. Normal

Interiretacic')n: Puntuacioén 0-3 Normal; 4 — 6 Intermedio; 7 — 10 Vaiinosis bacteriana

Predominio de bacilos gramposiivos con
morfologia de Lactobacillus

2. Intermedio

Flora mixta con algun Lactobacillus y también

bacilos gramnegativos tipo Gardnerella o
Mobiluncus

3. Vaginosis bacteriana

Predominio de Gardnerella ylo Mobiluncus.

Pocos o ningun Lactobacillus

Figura 4. Tincion de Gram de exudado vaginal mostrando las tipicas células clave de

vaginosis bacteriana
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5.3.11. Candidiasis genital

La candidiasis genital afecta principalmente a mu-
jeres en forma de candidiasis vulvovaginal, y oca-
sionalmente a hombres en forma de balanitis o ba-
lanopostitis. Un aspecto importante a considerar es
que la candidiasis genital puede aparecer de forma
concomitante a otras ITS.

La candidiasis vulvovaginal, es la segunda causa
mas comun de vaginitis en mujeres en edad fértil
y no suele tener la consideracién de ITS, ya que
las especies de Candida forman parte de la mi-
crobiota vaginal normal; sin embargo, se puede
transmitir por esta via. Los sintomas clinicos de la
enfermedad son inespecificos y pueden asociarse
con otras enfermedades e infecciones vaginales. El
prurito vulvar y la sensacion de ardor son los sinto-
mas caracteristicos en la mayoria de las mujeres,
a menudo acompafnadas de dolor e irritacion que
conducen a dispareunia y disuria. La exploracion,
generalmente revela eritema vulvar y una secrecion
vaginal de color blanco y aspecto grumoso. Segun
su forma de presentacion se clasifica no complica-
da (episodios sintomaticos unicos o infrecuentes) o
complicada o recurrente (4 o mas episodios en 12
meses).

En el hombre, la balanitis y la balanopostitis pueden
adquirirse a través del contacto sexual directo con
parejas que presentan candidiasis vulvovaginal y
por tanto tienen consideraciéon de ITS. Los signos
y sintomas clinicos son inespecificos en muchas
ocasiones, aunque los pacientes generalmente re-
fieren ardor local y prurito, y la exploracién muestra
vesiculas en el glande que luego se desarrollan en
parches de exudado blanquecino.

La candidiasis genital, esta producida principal-
mente por Candida albicans aunque otras especies
del género Candida aparecen en el 10-20% de los
pacientes con candidiasis genital recurrente. Can-
dida glabrata es la especie no-albicans predomi-
nante en la candidiasis genital junto a C. albicans.

a) Aunque el diagnéstico de la candidiasis genital
puede realizarse de forma sindréomica, la micros-
copia y el cultivo en medios selectivos (agar Sa-
bouraud dextrosa con cloranfenicol-gentamicina)
(Figura 5) son el estandar diagndstico en pacientes
sintomaticos aunque la sensibilidad y especificidad
de la microscopia es aproximadamente del 60-70%
en comparacion con las técnicas de cultivo.

La diferenciacidon entre especies albicans/no-albi-
cans es aconsejable en la candidiasis genital no
complicada y obligatoria si se sospecha la presen-
cia de una candidiasis recurrente, aunque la evi-
dencia (lll, B) no lo aconseja en la no complicada.
No obstante, actualmente es facil la diferenciacion
de especies mediante MALDI-TOF.

La especiacion a partir del cultivo se puede realizar
mediante pruebas de fermentacion o asimilaciéon de
carbohidratos o, como se ha indicado anteriormen-
te, mediante espectrometria de masas (MALDI-
TOF). El uso de medios cromogénicos permite la
diferenciacion de las principales especies de Can-
dida manteniendo la sensibilidad respecto al cultivo
en medio de Sabouraud, aunque algunos estudios
encuentran una disminucion de aproximadamente
un 10% en la sensibilidad del medio cromogénico
cuando se emplea este enfoque.

b) Con independencia de lo anterior, existen apro-
ximaciones moleculares a la deteccion y espe-
ciacion de especies de Candida directamente en
muestras genitales. Las sondas de hibridacion de
ADN presentan sensibilidades similares al culti-
vo. Las TAAN, aunque no muy implantadas en la
actualidad, muestran un aumento moderado en la
sensibilidad respecto al cultivo y es probable que
reemplacen a las sondas de hibridacién de ADN.

c) No esta aconsejado el estudio de sensibilidad a
los antifungicos de forma rutinaria para el manejo
de la candidiasis genital, de forma que en la candi-
diasis recurrente el tratamiento esta dirigido por la
especie de Candida aislada.

Figura 5. Agar Sabouraud con crecimiento de Can-
dida spp.
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5.3.12. Tricomoniasis

El diagndstico de la infeccién por Trichomonas va-
ginalis se realiza mediante:

a) Microscopia:

- Examen en fresco: es de facil realizacion, rapidez
y bajo coste, pero presenta una escasa sensibili-
dad (entre el 44-68%) dependiendo del observador,
aunque tiene una especificidad del 98%, la tempe-
ratura por debajo de 22°C y el retraso en la obser-
vacion de 10-30 minutos disminuye la sensibilidad
drasticamente. Para su realizacion se mezcla en un
portaobjetos una gota de secrecion uretral o vagi-
nal con una gota de suero fisioldgico o salino al
0,5% atemperado a 37°C, se pone un cubreobjetos
y se observa al microscopio para observar la mo-
vilidad caracteristica de las tricomonas primero a
100x y después a 400x para confirmar. El uso de
solucién de salino- glucosa a pH 6,0 preserva los
trofozoitos hasta 6 horas.

- Tinciones: se usan varias como tincion de Gram,
Giemsa, naranja de acridina o Papanicolau, pero
su sensibilidad es baja en comparacién con los
métodos moleculares. La tincion de Papanicolau
con tecnologia liquida aumenta la sensibilidad a
60-96% vy la E al 98-100% pero el valor predictivo
positivo es bajo en sitios con baja prevalencia.

b) Cultivo (Ilb, B): requiere numerosos nutrientes
en el medio como carbohidratos, aminoacidos, pu-
rinas, pirimidinas, acidos grasos, hierro y vitaminas.
Se realiza en los caldos de Roiron y de Diamond.
Es facil de realizar, de bajo coste y requiere un
in6culo de tan solo 300 a 500 tricomonas/mL. Su
principal inconveniente es el tiempo de incubacion
ya que se requieren de dos a siete dias para iden-
tificar el parasito. En mujeres es positivo en los 3
primeros dias, pero en hombres requiere mas dias
de incubacién. Actualmente ya no es el método de
eleccion al tener una sensibilidad del 44-75% en
mujeres y del 40-56% en hombres frente a la PCR.
En varones el cultivo puede infraestimar el nimero
de pacientes con tricomoniasis, y es mayor su S
en orina que en muestra uretral. Si se realiza ex-
clusivamente cultivo de orina o de exudado uretral
se diagnostican el 67% de los casos, con lo que es
mejor combinar el sedimento de orina y la torunda
uretral (lll, B). En mujeres sirven las torundas del
fornix posterior, torundas vaginales tomadas por el
propio paciente o la orina (I, B). El cultivo de las

muestras de semen puede tener una mayor ren-
tabilidad. La inoculacion de los medios de cultivo
segun el tipo de muestra se realiza del modo si-
guiente:

- Uretra: se inocula la torunda directamente.

- Orina: se recogen 10 mL, se centrifugan a 1500xg
durante 10 minutos y se inoculan 50 pL del sedi-
mento 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 uL del
sedimento en el caldo.

Si se utiliza orina para cultivo debe procesarse en
30 minutos y mantener mientras tanto a 37°C para
que no haya pérdida de viabilidad. En el caso de la
PCR, se debe congelar a las 2h si esta a 37°C y en
1 hora si se ha mantenido a temperatura ambiente.
Los cultivos, incubados a 37°C, se deben obser-
var al microscopio un minimo de 1 minuto en los
dias 2 y 5 tras la inoculacion e incubacién. El me-
dio InPouch TV test, tiene la ventaja de aumentar
la viabilidad del protozoo hasta 21 dias y presenta
una estabilidad a temperatura ambiente de hasta 6
meses. Se revisa la presencia de TV en la camara
superior de la bolsa. Puede mantenerse a tempe-
ratura ambiente hasta 48 h antes de mantenerse a
37°C.

c) Pruebas rapidas: sondas genéticas comerciales
(Affirm VP lll, Becton-Dickinson) (aprobado FDA y
CE pero considerado de complejidad moderada)
que detectan la presencia de Candida spp., GV y
TV en muestras vaginales con una sensibilidad y
especificidad para TV del 83% y 100% respectiva-
mente en comparacion con el cultivo y el examen
en fresco. Ademas, poseen la ventaja de ofrecer un
resultado fiable a los 45 minutos-1 hora.

d) POCT: inmunocromatografia de flujo capilar
(OSOM Trichomonas rapid test. Genzyme Diagn.)
(aprobado por la FDA) en 30 minutos, y el XenoS-
trip-Tv (Xenotope Diagnostic), TV latex agglutina-
tion test de Kalon en 10 minutos (no aprobado por
la FDA y CE). La S de estos métodos es del 40-
95% y la E del 92-100%. La S baja en poblaciones
con baja prevalencia y puede haber falsos positi-
vos, por lo que es necesario confirmar el resultado
de estas pruebas.

e) TAAN (llb, B): es la técnica de eleccion. Presenta
una sensibilidad del 70% en algunos estudios pero
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no se utiliza rutinariamente, ademas, los métodos
tradicionales de PCR requieren deteccion postam-
plificacion de productos, lo que resulta laborioso y
puede conducir a errores. La PCR a tiempo real
mejora la precision y elimina la necesidad de un
procesado postamplificacion y ofrece una sensibi-
lidad del 90,1% y una especificidad del 100%. La
deteccion en el primer chorro de orina aumenta la
sensibilidad tanto en hombres como en mujeres.
También se ha desarrollado una amplificacion iso-
térmica (LAMP) casera. En general, la PCR no esta
aprobada por la FDA para varones (excepto la de
algunas compafias de diagndstico) mientras que,
si lo estan para orina, vaginal y endocervical en
mujeres. La sensibilidad de la PCR es del 89-98%
y en general mejora el rendimiento si se combina
la toma de varias muestras como orina, uretra y
pene. Existen actualmente formatos de deteccion
combinados con otros patégenos.

La estabilidad del ADN de TV para PCR es mayor
(hasta 30 dias) cuando la muestra se mantiene a
4°C (solo es estable 3 dias sin medio conservante).
A temperatura ambiente también se mantiene 30
dias con conservante siempre que éste se afiada
en la primera hora después de la recogida de la
muestra.

f) Test de curacion: deben ser negativos tras 2 se-
manas, y solo estan recomendados si persisten
sintomas o si hay recurrencias (IV, C). Como ac-
tualmente se realiza el diagndstico con PCR, esta
es la técnica que se utilizarian para realizar el test
de curacion.

g) La precision de las pruebas ofrecidas a través
de internet es variable. En varones la recogida por
el propio paciente es mejor cuando se realiza con
torunda a partir de exudado de pene que con una
muestra de orina.

h) Nuevos méetodos: hay técnicas de PCR basadas
en beacon con primers frente al gen pfoB en to-
rundas endocervicales secas (detecta 3-4 TV/ mL).
Los sistemas comercializados son el Presto(plus)
Assay y el TIB MOLBIOL LightMix Kit Trichomonas
vaginalis Assay sobre torundas secas.

i) Tipificacion: RFLP del gen de la actina y detec-
cion de virus de Trichomonas (Familia Totiviridae,
genero Trichomanosvirus), de dificil realizacion. El
mas robusto es el MSLT que requiere cultivo de la
muestra para tener suficiente carga de ADN, aun-
que la realizacion de una PCR anillada elimina este

problema. Hay dos genotipos, el genotipo | es el
mas frecuentemente infectado por virus y el tipo |l
asociado a resistencia a metronidazol.

j) Serodiagnostico: los antigenos lisados tienen
mayor sensibilidad y especificidad que la a-actinina
para ELISA. No se utiliza para el diagnostico.

5.3.13. Papilomavirus humanos (verrugas genita-
les) (VPH)

El diagndstico de las verrugas genitales en el pa-
ciente inmunocompetente es fundamentalmente
clinico ya que las lesiones son suficientemente ca-
racteristicas y se basa en el examen visual minu-
cioso 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, ureterocospio 0 anoscopio
puede ser util en algunas situaciones, pero no es
necesario en la practica clinica rutinaria.

La biopsia simple (con estudio histopatoldgico y
molecular) puede ser necesaria como apoyo diag-
nostico y debe ser considerada en las siguientes
circunstancias:

a) Presencia de lesiones atipicas (lesiones pig-
mentadas, induradas, adheridas al tejido subya-
cente, hemorragicas o ulceradas).

b) Lesiones en pacientes inmunodeprimidos (in-
cluidos los infectados con el VIH).

c) Lesiones que no responden o empeoran duran-
te el tratamiento estandar.

En estos casos, el diagndstico microbiolégico de
las infecciones por VPH, se realiza por los mismos
métodos moleculares utilizados en el cribado del
carcinoma de cérvix.

Con independencia de lo anterior, es necesario
explorar a las mujeres con verrugas anogenitales
para descartar la presencia de lesiones a nivel del
cérvix mediante citologia, técnicas moleculares y
colposcopia debido al riesgo de desarrollo de neo-
plasia cervical. Este estudio deberia realizarse en
base a lo especificado el procedimiento SEIMC
para el estudio del VPH en muestras genitales.

(https://www.seimc.org/contenidos/documentos-
cientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
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5.3.14. Proctocolitis por patdgenos entéricos

La observaciéon de leucocitos PMNs mediante tin-
cion de Gram del exudado anorectal es una herra-
mienta util y rapida. A todos los pacientes con fac-
tores de riesgo se les deberian realizar las pruebas
adecuadas para deteccion de NG, CT (y LGV si CT
positivo), VHS y TP, ya que son los principales cau-
santes de proctitis. Ante la sospecha de una proc-
tocolitis causada por enteropatdgenos, el copro-
cultivo es el método adecuado para el aislamiento
de Shigella spp., Salmonella spp. o Campylobacter
spp. Las pruebas moleculares para la deteccién de
estos patdgenos cada vez son mas utilizados ya
que presentan mayor sensibilidad que el cultivo.

5.3.15. Proctocolitis por protozoos

La deteccion de estos patégenos por métodos con-
vencionales o por PCR se describe en otros proce-
dimientos de la SEIMC (ver Procedimientos SEIMC
n°® 30; 2008 y n° 35; 2009).

5.3.16. Otros patdégenos y cuadros clinicos
(Ver también Anexo |. Algoritmos diagnésticos)

a) Balanopostitis: cultivo subprepucial de Candida
spp., S. pyogenes, S. aureus, GV y anaerobios,
PCR para TV y VHS y serologia para sifilis.

b) Bartolinitis: cultivo y PCR del pus.
c) Ectoparasitos:

- P. pubis (ladillas): visualizacion del parasito y/o
huevos y visualizacion al microscopio si es nece-
sario

- S. scabiei (sarna): clinico, dermatoscopia, to-
mografia de coherencia oOptica. Diagndstico definiti-
vo identificando los acaros, huevos o material fecal
(scybala) de los raspados cutaneos de los surcos
mediante un escalpelo y poner en un porta con KOH
al 10%. Alternativamente, se puede aplicar una gota
de aceite mineral para sacar el acaro a la superficie
y después coger el aceite con el escalpelo y pasarlo
a un porta. Un resultado negativo al microscopio no
descarta la sarna. Otro método es aplicar tinta chi-
na negra o azul en las zonas sospechosas de tener
surcos y luego lavar con alcohol para eliminar la tinta
de la superficie. También se puede detectar el para-
sito mediante ELISA o PCR para detectar ADN del
parasito.

d) EPI: busqueda de microorganismos CT, NG, MG,
TV y VIH, VB, enterobacterias y otros bacilos gram-
negativos y cocos grampositivos

e) Epididimoorquitis: tincion de Gram/ azul de meti-
leno de exudado uretral (mismos criterios que ure-
tritis), cultivo convencional exudado uretral y TAAN
de exudado uretral/ chorro de inicio de la miccion.

f) Eskenitis: cultivo y PCR para NG, CT, VB y micro-
biota asociada.

g) Infecciones oculares (conjuntivitis): CT, NG y MG
(algunas publicaciones lo encuentran también en
esta localizacion, esta en discusion).

h) Molluscum contagiosum: clinica, dermatoscopia
y raramente biopsia en lesiones atipicas. La PCR
casera no es de uso rutinario en los laboratorios.

i) Parasitos en semen que se conoce su transmision
sexual: Entamoeba histolytica, Trypanosoma cruzi
(animales), y Toxoplasma gondii (animales).

j) Proctitis: cultivo y PCR

k) Prostatitis: cultivo y PCR. Papel incierto en aso-
ciacion con nanobacterias y presencia de UU

I) Uretritis no gonocdcica: existe una gran diver-
sidad de microbioma en la uretra y es variable de
persona a persona. En el 35% de las UNG no se
detecta ningun microorganismo de los considera-
dos patdgenos, por ello estudios caso-control ayu-
dan a valorar distintos microorganismos que se
encuentran en casos sintomaticos. Se ha visto que
microorganismos de los géneros Propionibacte-
rium, Staphylococcus, Corynebacterium, Acineto-
bacter, Streptococcus, Micrococcus, Comomonas,
Escherichia, Paracoccus 'y Arthrobacter son en ge-
neral contaminantes. En la Tabla 10 se exponen
algunos y su posible significado.

Las UNG por adenovirus pueden suponer hasta un
16% de las UNG no CT y producen disuria, mea-
titis y/o conjuntivitis. En menos del 40% se obser-
van 25 PMNs y puede haber presencia de monoci-
tos que orientan el diagnostico.

Puede plantear diagnostico diferencial la esquis-
tosomiasis vesical que cursa con hemospermia o
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Tabla 10. Otros microorganismos encontrados en uretritis y su posible significado

Microorganismo

Papel en UNG

Comentario

Enterococcus Ninguno
Finegoldia Ninguno
(Peptostreptococcus)

Gardnerella vaginalis Incierto

Haemophilus influenzae y
H. parainfluenzae

Mycoplasma fermentans Incierto
Mycoplasma hominis Incierto
Mycoplasma penetrans Ninguno
Ureaplasma parvum Incierto
Pasteurella multocida Posible

En algunos casos

Posible ITU con sintomas y signos de
uretritis

Posible transferencia en sexo rectal

Sdlo refleja sexo vaginal sin proteccion

No claro si es transferencia pasiva desde

vagina o verdadera colonizaciéon

Puede indicar sexo oral

Se ha visto en pacientes VIH positivos

Alta carga bacteriana
significativo de UNG croénica

puede ser

Contactos sexuales con animales

I) Vaginitis: el papel de Weeksella virosa no se ha
confirmado como de transmision sexual.

m) Virus en semen que se conoce su transmision
sexual: virus Ebola-Marburg, GB C (antes denomi-
nado virus de la hepatitis G), hepatitis C y B, Zika,
CMV, Epstein- Barr, herpes 8, herpes 1y 2, VIH,
virus linfoma células T humano 1.

n) Virus Ebola: al tratarse de un virus ARN de nivel
4, el diagndstico de laboratorio requiere instalacio-
nes de alto nivel de bioseguridad.

o) Virus hepatotropos emergentes asociados a
transmision sexual: la hepatitis C (VHC) no se
transmite eficientemente a través del contacto se-
xual. Sin embargo, varios trabajos sugieren trans-
mision sexual del VHC en personas VIH +, ya que
el virus puede encontrarse en mayor frecuencia en
el semen de individuos VIH + (37,8%) que en el de
individuos VIH- (18,4%). La presencia de carga vi-
ral en semen tiene correlacién con la carga viral en
plasma ya que no parece que el virus se replique
en leucocitos genitales. Con las nuevas estrategias
diagnosticas y de tratamiento de la hepatitis C, el
mayor riesgo de transmision estaria asociado mas
a infeccién aguda especialmente HSH y VIH posi-
tivos.

Se recomienda el cribado seroldgico de VHC en la
evaluacion inicial de personas recientemente diag-
nosticadas de VIH, y este cribado deberia realizar-
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se al menos una vez al aio o mas frecuentemente
dependiendo de circunstancias especificas (practi-
cas de riesgo con multiples parejas, diagnostico de
otras ITS o alta incidencia local de VHC). En casos
de sospecha de infeccion aguda se recomendaria
un estudio de carga viral en plasma ya que el pe-
riodo de seroconversion es de 8-9 semanas, mo-
mento en que podria aumentar las probabilidades
de transmision. Sin embargo, el cribado en semen
no esta recomendado ya que la presencia en esta
muestra es erratica y dependiente de la carga viral
en plasma.

Ante un diagnéstico de VIH o cualquier ITS, el cri-
bado seroldgico deberia incluir también VHB, ya
que el riesgo de infeccion por VHB es mayor en
personas que tienen sexo sin proteccion, multiples
parejas, antecedentes de ITS o HSH y usuarios de
drogas. La mayor concentracion de VHB es en san-
gre y aunque puede detectarse en semen, saliva o
secreciones vaginales siempre es a baja concen-
tracién, por lo que no se recomienda el estudio de
VHB en muestras genitales.

Para una mayor informacion sobre el diagndstico
de virus hepatotropos recomendamos la lectura del
Procedimiento SEIMC n° 50 (2014).

p) Virus Zika: el diagnodstico se puede realizar por

PCR en tiempo real o mediante estudio serologico.
La eleccion de una estrategia diagndstica u otra,
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o incluso el tipo de muestra mas conveniente esta
condicionada por el tiempo transcurrido desde el
inicio de los sintomas. La deteccién molecular es
especifica y por tanto definitoria de un diagndstico
de infeccion por virus Zika; en cambio, la serologia
puede dar reacciones cruzadas con otros flavivi-
rus, por lo que debe considerarse como caso sos-
pechoso hasta confirmacion, bien por otra técnica
como el test de neutralizacion, seroconversion de
IgG o incremento de 4 veces la IgG. El diagndstico
de confirmacion de casos autoéctonos debe reali-
zarse en el Centro Nacional de Microbiologia (Ma-
jadahonda, Madrid). Los tipos de muestras para
el diagnostico molecular del virus Zika son suero,
orina o semen. El tiempo medio de eliminacion del
virus es menor en saliva, suero (1 semana), des-
pués en orina (2 semanas) y mas prolongado en
semen, donde ademas las viremia es mas alta. Sin
embargo, la serie publicada mas amplia que anali-
za el aclaramiento del virus revela que en orina se
aclara antes que en suero (8 versus 14 dias). La
presencia del virus Zika puede detectarse también
en otras localizaciones, como saliva o exudado va-
ginal, pero el rendimiento es muy pobre.

q) Vulvitis: busqueda fundamentalmente de TP,
VHS y Candida spp.

5.3.17. ITS en nihos

La deteccion de una ITS en nifios prepuberales o
un adolescente no sexualmente activo puede ser
evidencia de abuso sexual. La prevalencia de ITS
entre los nifios que sufren un abuso sexual es de
aproximadamente 5-8%. Sin embargo, la prevalen-
cia puede variar segun los hallazgos de la explora-
cion, el entorno social y el agente infeccioso.

La decisién de realizar un estudio de ITS a un nifio
con sospecha de abuso sexual debe realizarse de
forma individualizada y deberia plantearse si los pa-
dres lo solicitan o concurren las siguientes circuns-
tancias: presencia de signos o sintomas de ITS, la
existencia de una ITS en hermanos u otros nifios de
su ambiente social, la sospecha de que el abusador
tiene una ITS o alta probabilidad de padecerla y la
evidencia de penetracion genital.

Dependiendo de la sospecha del microorganismo
causante de la posible ITS, las muestras que debe-
rian ser tenidas en consideracién son las mismas
que en adultos, con la excepcién de que en las ni-
fias, no se realizan habitualmente tomas endocervi-
cales, sino tomas de muestra vulvar y vaginal con
torunda.

Sin embargo, existen peculiaridades diagnosticas
de las ITS en los nifios prepuberales, respecto al
tiempo de los estudios, métodos a emplear y signifi-
cado de las positividades de los estudios:

a) Los nifios con sospecha de abuso sexual,
pueden acudir a urgencias o ser evaluados sema-
nas o meses después del abuso y esto influye en el
abordaje de estudio de las posibles ITS.

b) Es importante considerar el periodo de incu-
bacion de las distintas infecciones a la hora de plan-
tear el estudio microbioldgico. Los estudios micro-
biolégicos de NG, CT y TV, deberian realizarse dos
semanas después del incidente y siempre y cuando
no se haya instaurado tratamiento antibiético profi-
lactico en la evaluacion inicial. El estudio serologico
del VIH deberia plantearse a distintos tiempos: en el
momento de la consulta,y, alas 6, 12 y 24 semanas
posteriores.

c) No hay un consenso respecto al empleo de
TAANSs frente al cultivo. En general, se aceptan las
TAANSs en orina y muestras vaginales para CT y NG
en nifias prepuberes. Sin embargo, no hay estudios
que avalen el uso de estas técnicas en muestras
de orina en niflos prepuberes, ni en localizaciones
extragenitales como el recto y faringe en nifias y
nifios. No existe tampoco evidencia suficiente para
recomendar el uso de TAANs en el diagndstico de
TV en nifios prepuberes.

d) La importancia de la positividad de una prue-
ba en la evaluacion del abuso sexual infantil varia
segun el microorganismo detectado. Las que son
especificas de contacto sexual incluyen: infeccion
por NGy TP, y en el caso del virus VIH o TV siem-
pre que se haya excluido la adquisicién perinatal. El
resto: VHS, verrugas genitales, y CT, se consideran
ITS menos especificas en el contexto del abuso se-
xual al poseer otras formas de infeccion.

e) Debido a las implicaciones médico legales se
recomienda que todas las muestras positivas por
TAANs sean conservadas adecuadamente en el
laboratorio por si fueran necesarias nuevas deter-
minaciones. Lesiones genitales que recuerden VHS
se confirmara que no sea VVZ con presentacion
atipica.

f) Respecto a MG, otros micoplasmas y Mollus-
cum contagiosum, no hay evidencia para su inter-
pretacion en nifios y solo deberian ser considera-
das si hay otros indicadores de abuso sexual.
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6. INTERPRETACION E INFORMACION
DE LOS RESULTADOS

A) Microscopia

Examen en fresco

- Informar la presencia o ausencia de leucocitos,
levaduras o trofozoitos de TV.

Tincién de Gram

- Informar la presencia o ausencia de levaduras,
leucocitos y la presencia o ausencia de diplococos
Gram-negativos intracelulares.

- Informar la presencia o ausencia de células clave
o si la microscopia sugiere VB en base a los crite-
rios de Nugent o de Hay/Ison.

B) Cultivo

- Informar el aislamiento de microorganismos cli-
nicamente significativos, en su defecto informar
el no aislamiento de microorganismos especificos
(por ejemplo, NG) o microbiota normal (no debe
informarse la ausencia de NG en muestras vagina-
les ya que no es la muestra de eleccion).

C) Sensibilidad antibiotica

- Informar la sensibilidad antibiética en base a cri-
terios EUCAST o CLSI.

D) Métodos moleculares

- Informar los resultados de las pruebas en base a
lo siguiente:

- Detectado: para un resultado reactivo confirmado
de la prueba.

- No detectado. para un resultado no reactivo de
la prueba.

- Indeterminado: cuando un resultado reactivo no
puede ser confirmado.

- Inhibitorio: cuando la presencia de inhibidores
dentro de la muestra impide la amplificacion por
TAAN.

Antes de la validacion definitiva de los informes,
habria que considerar una serie de aspectos que
podrian acompanar al informe en forma de comen-
tarios:

- Las muestras rectales, la orina de mujeres emba-
razadas y la orina de mujeres en la tercera sema-
na después de la menstruacién pueden contener
altos niveles de inhibidores (es probable que las
hormonas desempefien un papel en esta inhibi-
cién) y por esto inhibir el proceso de amplificacion
de acidos nucleicos, lo que puede causar resulta-
dos falsos negativos. Por lo tanto, se recomienda
verificar que existe un control de inhibicion en las
pruebas (aunque muchos de los sistemas comer-
ciales actuales pueden eliminar sustancias inhibi-
doras durante el proceso de extraccion). Lo ante-
rior, podria afectar a la sensibilidad de la prueba y
deberia indicarse.

- Aunque la deteccion de NG por TAAN es mas
sensible que el cultivo, el cultivo permite la identifi-
cacion confirmatoria y el estudio de la sensibilidad
antibiética. Por ello, se deberia recomendar rea-
lizar un cultivo en todos los casos de positividad
mediante TAAN.

- La deteccion del VHS mediante cultivo presenta
una sensibilidad menor que las pruebas de TAAN
si las vesiculas o Ulceras estan en fase de cicatri-
zacion.

- Las pruebas de TAAN en el caso de MG, pueden
presentar problemas de sensibilidad en algunos
equipos comerciales debido a que son infecciones
de baja carga bacteriana.

- Las pruebas de TAAN que utilizan ensayos du-
plex o multiplex, pueden presentar una inhibicion
competitiva, lo que podria afectar a la sensibilidad
de la prueba.

En las Tablas 11A y 11B se expone la opinion de
los integrantes en la elaboracion de este documen-
to sobre la conveniencia de informar o no un de-
terminado patdgeno en funcién de la localizacion
anatémica basado en evidencias si las hay o en
la opinion como expertos teniendo en cuenta que
en algunos casos no hay guias claras al respecto.

42

3 ]
;e|mc



DOCUMENTO CIENTIFICO

Tabla 11A. Conveniencia de informar un patégeno segun su localizacion anatomica

Microorganismo Localizacién Método Comentario
CT Todas Cultivo Informar
CT Orina (varones) TAAN Informar, es la muestra de eleccién
CT Orina (mujeres) TAAN Informar, no es la muestra de eleccion por
menor sensibilidad
CT Vaginal, endocervical, TAAN Informar
uretral
CT Rectal TAAN Informar, genotipado LGV
CT Orofaringea TAAN Informar. Asintomatico o paucisintomatico:
Puede ser fuente de transmision por sexo
oral
CT Exudado de TAAN Informar, genotipado LGV
adenopatia (si esta
presente)
GV Pene TAAN / Informar, comentario de posible valor en
Cultivo balanitis
GV Uretral varones TAAN Informar, comentario de su valor de portador
/Cultivo
Levaduras Orofaringeal/rectal Cultivo- No informar
TAAN
Levaduras Genital Cultivo Informar, especiar dependiendo de recursos,

no realizar estudio de sensibilidad
antifungicos de rutina

Micoplasmas:

MG Orina (varones) TAAN Informar. Pueden presentar problemas de
sensibilidad en algunos equipos comerciales
debido a que son infecciones de baja carga
bacteriana

MG Orina (mujeres) TAAN Informar, es menos sensible que la muestra
vaginal

MG Uretral, vaginal, TAAN Informar, pueden aparecer problemas de

endocervical, sensibilidad en algunos equipos comerciales
endometrial debido a que son infecciones de baja carga
bacteriana

MG Faringeo TAAN No informar/ Controvertido

MG Rectal TAAN Informar, controvertido en asintomaticos

MH Faringeo TAAN / No informar

Cultivo
MH Recto TAAN / No informar
Cultivo
MH Resto de muestras TAAN / No informar
Muestra noble en Cultivo Informar
mujeres (EPI)
UP Todas TAAN No informar
uu Faringeo TAAN No informar
[cultivo
uu Recto TAAN No informar
[cultivo
uu Vaginal/Orina TAAN No informar/ [IUSTI no recomienda cribado,
/cultivo s6lo en hombres con alta carga bacteriana y
habiendo excluido otras causas

uu Uretral TAAN Informar (aunque la mayoria es colonizacion

/cultivo y tampoco se recomienda en algunas guias)
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Tabla 11B. Conveniencia de informar un patégeno segun su localizacion anatomica

Microorganismo

Localizacion

Método

Comentario

NG Todas cultivo Informar, realizar siempre estudio
de sensibilidad antibidtica
NG (mujeres) Orina TAAN Informar, en caso de negatividad
resefar que su sensibilidad es
inferior a otras muestras genitales
NG (varones) Orina TAAN informar, muestra recomendada en
hombres asintomaticos
NG Vaginal, TAAN informar
endocervical,
uretral
NG Rectal TAAN Informar, confirmar con un
segundo método molecular
previamente
NG Orofaringea TAAN Informar, confirmar con un
segundo método molecular
previamente
NM Faringeo Cultivo No informar/
Ver Procedimiento SEIMC
Infecciones TRS 2006: informar si
se cultiva en abundancia o si se
solicita expresamente
NM Uretral/ Vaginal Cultivo Informar
TV Faringeo TAAN No informar
TV Rectal TAAN No informar
TV Vaginal, uretral Microscopia Informar, la sensibilidad se estima
en 51-65%
TV Vaginal, uretral Cultivo Informar, la sensibilidad se estima
en 75-96%
TV Orina, vaginal, TAAN Informar, sensibilidad y
endocervical, especificidad del 95-100%
uretral
VHS Anogenital Cultivo Informar, método menos sensible
que TAAN si las vesiculas o
Ulceras estan en fase de
cicatrizacion
VHS Anogenital TAAN Informar
VHS Suero Serologia tipo | La presencia o ausencia de
especifica anticuerpos tipo-especificos puede
ayudar a determinar si la infeccion
es primaria o recurrente
Predominio de E. faecalis, Vagina Cultivo Informar sin antibiograma
S. agalactiae, Poner comentario de crecimiento
enterobacterias, S. aureus, predominante y su papel en
etc vaginitis aerdbica
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7 . TEST DE CURACION DE LAS ITS

En la Tabla 12 se exponen las recomendaciones del
test de curacion de las ITS segun diferentes organi-

zaciones.

Tabla 12. Test de curacion de ITS e infecciones genitales

Microorganismo Test de curacién Fuente
HD (Chancroide) No se recomienda CDC
CcT* No recomendado de rutina, persiste ADN 3-5 semanas BASHH**
después del tratamiento
Recomendado 3-4 semanas después de finalizar el CDC
tratamiento. Si se adelanta, pueden obtenerse falsos
positivos de bacterias no viables cuando se realiza por
técnicas moleculares
Donovanosis No se recomienda Gula
australiana
LGV No se recomienda en tratamiento de 21 dias IUSTI
Como CT CDC
M. genitalium™* Debido a la elevada prevalencia de resistencias a IUSTI
macrolidos, el test de curacion es obligado en todos los
casos. La muestra no se debe obtener hasta pasadas 3
semanas de finalizacion del tratamiento aunque no existe
consenso entre las guias que varian entre 2 semanas y 4-6
semanas después del tratamiento
NG* Se recomienda en todos los casos. No antes de pasadas BASHH
dos semanas de completar el tratamiento
Sifilis El test de curacion es la negativizacion de los anticuerpos ~ BASHH, IUSTI
no treponémicos. Realizar serologia a los 3, 6 y 12 meses.
Y cada 6 meses hasta negativizacion o serofast.
TV >2 semanas BASHH

* El test de curacién para CT y NG para la nueva guia IDSA y ASM de 2018 no se recomienda a menos que haya
persistencia de sintomas o en el embarazo y pacientes de riesgo en el cribado a los 3-12 meses

** British Association for Sexual Health and HIV

** Se recomienda por algunos autores el test de curacion en recto después del tratamiento debido a que el tratamien-

to con azitromicina tiene poca efectividad
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1 O . ANEXOS

Anexo l. Aproximacion diagnéstica (algoritmos etiologicos) al paciente con ITS y otras infecciones genitales (teniendo en cuenta que ocasionalmente puede
aparecer algun otro no incluido en la mayoria de estudios)

. ; Causas infecciosas
Causas no infecciosas

v ‘/\~

Traumatica Candida spp. ITS: Anaerobios: Aerobios:
Irritativa: <20% M. genitalium Tincién de Gram con Estreptococos (S. pyogenes)
- Falta de higiene Trichomonas vaginalis formas fusiformes/ Estafilococos (S. aureus)
- Retencién de esmegma Treponema pallidum mixtas
- Uso lubrificantes, Herpes simplex Gardnerella vaginalis
afrodisiacos VPH

- Antisépticos

- Tratamientos tépicos
Alérgica:

- De contacto

- Farmacos

Crénica:

- Reiter

- Plasmocelular de Zoom
- Queratésica

- Liquenes

- Neoplasias

3
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- . Causas infecciosas
Causas no infecciosas

v «— /\

Tumores ITS: Bacilos Gram-negativos Respiratorios:
N. gonorrhoeae Anaerobios S. pneumoniae
C. trachomatis ¢Vaginosis? H. influenzae

3
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Causas infecciosas

Vaginosis

Enterobacterias:

Respiratorias:

Cronica:

ITS:
C. trachomatis
N. gonorrhoeae
M. genitalium
T. vaginalis

G. vaginalis - E. coli H. influenzae M. tuberculosis
Atopobium vaginae Enterococo S. pneumoniae Actinomyces spp.
Peptostreptococcus spp. Campylobacter spp. S. pyogenes
Bacteroides spp. S. agalactiae S. aureus
Leptotrichia spp. VIH
Clostridios
Micoplasmas
Microbiota vaginal
49
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Causas no infecciosas

!

Amiodarona
Enfermedad de Behget
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| Sebedmoorte |
N

Causas infecciosas

—

ITS:
C. trachomatis
N. gonorrhoeae
M. genitalium*
U. urealyticum*
* (faltan evidencias)

obstructiva

- Cirugia tracto urinario
- Instrumentacion

No ITS: Bacilos Gram-negativos
Bacilos Gram-negativos por: por practicas insertivas
- Enfermedad urinaria anales

50

Otros:
Virus paperas
Coxsackievirus
Virus rubéola
VEB
vvz
Candida spp.
Blastomyces spp.
Coccidiodes spp.
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Causas infecciosas

.

AGUDA

Patégenos urinarios:

E. coli

Bacilos Gram-negativos
Pseudomonas spp.

S. aureus

Enterococo

S. agalactiae

Patégenos ITS:
M. genitalium (papel
controvertido)

DOCUMENTO CIENTIFICO

CRONICA

Patégenos de prostatitis aguda y
Blastomyces spp.
Coccidiodes spp.
Histoplasma spp.

51
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Causas no infecciosas
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Causas infecciosas

- Autoinmunes

- Psicologicas

- Disfuncién neuromuscular
- Alergia

- Enfermedad Crohn

- Colitis ulcerosa

- Colitis por radiacién

- Colitis quimica

- Neoplasia

Candida spp.
(prurito anal)

Proctitis:
N. gonorrhoeae

C. trachomatis
LGV

M. genitalium
Sifilis

VIH

Proctocolitis:
Shigella spp.
Salmonella spp.
Campylobacter spp.
C. difficile
E. histolytica

cmv

52

Enteritis:
G. lamblia
Cryptosporidium spp.
Microsporidios
Histoplasma

Cryptosporidium spp.
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Zona de vello

Pediculosis pubis

Piel de region genital y
oreas localizaciones
(también familiar)

l

Escabiosis

53
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Causas no infecciosas

v
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Causas infecciosas

/\

Ge’nltal: Generales:
- Liquenes Genital: N. gonorrhoeae
- Dermatitis Candida spp. C. trachomatis
- Psor_|a5|s Sifilis (incluyendo sifilis oral)
- Prurito anal
54

3]
;e|mc



Causas no infecciosas

- Tumores benignos
(angioqueratoma, quiste)
- Tumores malignos
(epidermoides, etc)

- Hemorroides

[ umbiicaca ]

Molluscum
contagiosum

DOCUMENTO CIENTIFICO

Causas infecciosas

Condilomas
acuminados

Formas clinicas

Subclinicas

Portador (VPH)
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Causas no infecciosas
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\

Causas infecciosas

v —
- Trauma Ulceras
- Erupciones por farmacos dolorosas

(tetraciclinas)
- Sindrome de Behget

) — e

—=

Ulceras no
dolorosas

\

Lues o sifilis
(chancro duro)

l

Treponema
pallidum

- Psoriasis Chancroide Granuloma Herpes Linfogranuloma
- Dermatitis de contacto (chancro inguinal genital venéreo
- Cancer (células blando)
escamosas)
- Vasculitis l
Haemophilus Calymmatobacterium . Chlamydia
ducreyi granulomatis V-II'US TETEEE trachomatis
simplex 1y 2 (L1, L2, L3)
vvz
56
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Algoritmo 11

Causas no infecciosas

v

Causas infecciosas
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- Irritantes quimicos
(espermicidas,
productos de bafo)

- Cuerpos extrainos

- Neoplasia endoureteral
- Sindrome Stevens-
Johnson

- Granulomatosis de
Wegener

Uretritis y Uretritis y Uretritis y Uretritis y
cervicitis cervicitis no cervicitis no cervicitis no
gonocdcica gonocécica gonocdcica gonocadcica
frecuente poco frecuente rara
Neisseria Chlamydia trachomatis Virus herpes simplex 1y 2 Enterobacterias
gonorrhoeae Ureaplasma urealyticum Adenovirus Treponema pallidum

Mycoplasma genitalium

Trichomonas vaginalis
Candida sop.
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Condiloma acuminata
Otros: Haemophilus spp.,
Neisseria meningitidis,
Clostridium difficile,
anaerobios
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Algoritmo 12

Causas no infecciosas

!

- Irritacion quimica por
baios de burbuja,
perfumes y detergentes
- Exudado fisiolégico
debido a cambios
hormonales

- Vaginitis atrofica

- Cuerpo extraio

- Trauma

DOCUMENTO CIENTIFICO

Causas infecciosas

\

Otras
Candidiasica Tricomoniasica Vaginosis vulvovaginitis y
l (ITS) bacteriana vaginitis aerobia
Candida spp. Trichomonas vaginalis Gardnerella vaginalis, Streptococcus pyogenes
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Atapobium vaginae,
Bacterias asociadas a
vaginosis bacteriana
(BVAB):

Megasphera spp.,
Mycoplasma hominis,
Ureplasma urealyticum
Mobiluncus spp.,
Bacteroides bivius,
Bacteroides disiens

Streptococcus agalactiae

S. aureus

Haemophilus spp.

Salmonella spp.- Shigella spp.
Virus herpes simplex

cMmv

] ]
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Con sangrado

v

Condiloma
Cuerpo extrano
Hemangioma
Liquen escleroso
Pubertad precoz
Trauma
(incluyendo abuso
sexual)
Tumor
Prolapso uretral
Enf. cutanea vulvar
Shigella
S. pyogenes

DOCUMENTO CIENTIFICO

> Examen en fresco
Sin sangrado Cultivo
Microbiota Patog:.n °
I especirico

- Alteracion anatéomica (doble
vagina con fistula, uréter ectépico)
- Cuerpo extraio (toallitas de
papel)

- Vulvovaginitis inespecifica (mala
higiene)

- Quejas vaginales psicosomaticas
- Enfermedad sistémica
(escarlatina, enfermedad de
Crohn, enfermedad de Kawasaki)

- Enfermedad cutanea vulvar
(psoriasis, seborrea, liquen
escleroso)

- Oxiuros

Respiratorios

Entéricos

s e R

Streptococcus pyogenes
Streptococcus pneumoniae
Neisseria meningitidis
Staphylococcus aureus
Moraxella catharralis
Haemophilus influenzae
Otros
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(abuso sexual)

\

Shigella spp.
Yersinia spp.

Neisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis*
Trichomonas vaginalis™**
Gardnerella vaginalis***
Micoplasmas genitales***
Herpes genital
Papilomavirus

* se negativiza a los 12-18
meses de vida perinatal
** rara en prepuberales,

vagina no estrogénica

*** controvertidos
)
;emc



Causas no infecciosas

- Liquen

- Psoriasis

- Alergia

- Dermatitis atépica
- Neoplasia

- Vulvodinia

DOCUMENTO CIENTIFICO

[ e
N

Causas infecciosas

ITS:

T. pallidum
Herpes simplex
VPH

Candida spp.
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Anexo ll. Evidencias cientificas del diagnostico de
las ITS

Niveles de evidencia:

Evidencia obtenida de meta-analisis de ensayos
controlados y aleatorizado

Evidencia obtenida de al menos un ensayo contro-
lado y aleatorizado.

Evidencia obtenida de al menos un estudio bien di-
sefiado, pero no aleatorizado.

Evidencia obtenida de al menos un estudio bien di-
sefiado quasi-experimental.

Evidencia obtenida de un estudio no experimental
descriptivo bien disefiado, como estudios de com-
paracion, correlaciéon o casos control.

Evidencia obtenida de comités de expertos, opinio-
nes y/o experiencia clinica de
personas de reconocida experiencia.
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Grado de recomendacion:

A: Niveles de evidencia la, Ib
B: Niveles de evidencia lla, llb, Il
C: Evidencia IV

Y
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Sistema GRADE (Grading of Recommendations, Assessment, Development and Evaluation)

Grado de

Riesgos /

Calidad de la evidencia

Trascendencia

Recomendacion

1A

Recomendacion fuerte
Evidencia de alta
calidad

beneficios

Los beneficios
claramente superan
al los riesgos y las
cargas, o viceversa

Evidencia consistente basada
en ensayos bien realizados,
aleatorizados y controlados o
evidencias abrumadoras de
otro tipo. Investigaciones
adicionales es poco probable
que cambien nuestra
confianza en la estimacion del
beneficio y riesgo

Recomendacion
fuerte,

se puede aplicar a la
mayoria de los
pacientes en la
mayoria de las
circunstancias y sin
reservas

1B

Recomendacion fuerte
Evidencia de calidad
moderada

Los beneficios
claramente superan
al los riesgos y las
cargas, o viceversa

Evidencia basada en ensayos
aleatorizados y controlados
con limitaciones importantes
(resultados inconsistentes, con
defectos metodoldgicos,
indirectos o poco precisos) o
evidencias muy fuertes de otro
tipo. Investigaciones
adicionales (si se realizan) es
probable que tengan impacto
en la confianza en el beneficio
y riesgo estimado

Recomendacion
fuerte,
probablemente sea
aplicable a la mayoria
de los pacientes

1C

Recomendacion fuerte
Evidencia de baja
calidad

Los beneficios
parecen

superar a los riesgos
y las cargas o
viceversa

Evidencia basada en estudios
observacionales, experiencia
clinica no sistematizada, o
basada en ensayos
aleatorizados y controlados,
pero con defectos graves.
Cualquier estimacion del
efecto es incierto

Recomendacion
relativamente fuerte
que podria

cambiar cuando se
disponga de
evidencias de mayor
calidad

2A

Recomendacion débil
Evidencia de alta
calidad

Beneficios muy
equilibrados

con los riesgos y
cargas

Evidencia consistente basada
en ensayos bien realizados,
aleatorizados y controlados o
evidencias abrumadoras de
otro tipo. Investigaciones
adicionales es poco probable
que cambien nuestra
confianza en la estimacion del
beneficio y riesgo

Recomendacion débil,
la mejor accion puede
cambiar dependiendo
de las circunstancias,
pacientes o valores
sociales

2B

Recomendacion débil
Evidencia de calidad
moderada

Beneficios muy
equilibrados

con los riesgos y
cargas, con
incertidumbres en la
estimacion de
beneficios,

riesgos y cargas

Evidencia basada en ensayos
aleatorizados y controlados
con limitaciones importantes
(resultados inconsistentes con
defectos metodoldgicos,
indirectos o poco precisos) o
evidencias muy fuertes de otro
tipo. Investigaciones
adicionales (si se realizan) es
probable que tengan impacto
en la confianza en el beneficio
y riesgo estimado

Recomendacion débil
Enfoques alternativos
probablemente sean
mejores en algunos
pacientes en
determinadas
circunstancias

2C

Recomendacion débil.
Evidencia de baja
calidad

Incertidumbre en la
estimacion de
beneficios, riesgos y
cargas; los
beneficios pueden
estar muy
equilibrados con los
riesgos y las cargas

Evidencia basada en estudios
observacionales, experiencia
clinica no sistematizada, o
basada en ensayos
aleatorizados y controlados
pero con defectos graves.
Cualquier estimacion del
efecto es incierto

Recomendacién muy
débil; otras
alternativas pueden
ser

igualmente razonables
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Candidiasis, vaginosis, enfermedad pélvica inflamatoria (EPI)
Tipo de situacion

Candidiasis
En las mujeres sintomaticas se debe realizar microscopia y el cultivo
Se debe tomar un hisopo vaginal del férnix anterior para:
.- Examen de Gram o fresco
.- Sembrar directamente en medio para hongos. En cuadros no complicados
identificar a nivel de C. albicans / C. no albicans

Vaginosis
Se recomiendan los criterios de Hay/Ison para el diagnéstico de vaginosis
No cultivar GV para el diagnostico de la vaginosis: presente en 50% de las
mujeres normales
En estudios de investigacion, una alta concentracion de GV se asocia con la
presencia de VB

EPI
Ante sospecha EPI, buscar NG, CT y MG en el tracto genital inferior: respalda
el diagnéstico de  EPI y modifica el tratamiento

‘ Nivel de evidencia

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

Grado C
Nivel lla
Nivel lla
1B

Chancroide

Tipo de situaciéon

Nivel de evidencia

Diagndstico definitivo: identificacion de HD por cultivo. Sin embargo, las TAAN
son mas sensibles (el cultivo tiene una sensibilidad del 75% en el mejor de los
casos).

Se han descrito PCR caseras con la ventaja de detectar simultaneamente otros
patégenos como TP y el VHS.

Nivel Ill, Grado B

Nivel Ill, Grado B
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Chlamydia trachomatis

Tipo de situacion Nivel de evidencia

El diagnostico de infeccion tanto genital como extragenital de CT se debe realizar usando
TAAN

Las mujeres con sintomas de proctitis deben tratarse de la misma manera que los hombres

Indicaciones para realizar pruebas diagnoésticas:
.- Factores de riesgo: edad <25 afios, nuevo contacto sexual en el ultimo afio, mas
de un compafiero sexual en el ultimo afio
.- Sintomas o signos de uretritis en hombres
.- Secrecion cervical o vaginal con factor de riesgo para ITS
.- Epididimo-orquitis aguda en un hombre <40 afios o con factores de riesgo para ITS
.- Dolor pélvico agudo y / o sintomas o signos de EPI
.- Proctitis / proctocolitis
.- Conjuntivitis purulenta en un neonato o adulto
.- Neumonia neonatal atipica
.- Personas diagnosticadas con otras ITS
.- Contacto sexual con personas con una ITS o EIP
.- Interrupcion del embarazo
.- Cualquier intervencion o manipulacion intrauterina
Para el diagnéstico se recomiendan pruebas AAN debido a su sensibilidad, especificidad y
rapidez

La prueba diagndstica se debe realizar en la primera consulta, pero si el contacto de riesgo
fue hace menos de dos semanas, se debe repetir la prueba de AAN dos semanas después
de la exposicion

Para el adecuado rendimiento de las TAAN, es fundamental seguir las recomendaciones del
fabricante sobre recoleccion, transporte, almacenamiento de muestras, controles internos,
positivos, negativos y controles de inhibicién y la participaciéon en un programa de evaluacion
de calidad externa

Usar TAAN capaces de detectar todas las variantes conocidas (como la variante sueca
(nvCT), e investigar cualquier variacion significativa inexplicable en la incidencia local o en
tasa de positividad

Las muestras de primera eleccion recomendadas para el diagnéstico de infecciones
urogenitales con TAAN son la orina de primer chorro en varones (20 ml de muestra
obtenidos pasada 1 hora de la miccion previa) y en mujeres torundas vulvovaginales
obtenidas tanto por personal sanitario como mediante auto-toma

Debido a una sensibilidad subdptima, la orina de primer chorro en mujeres solo se debe usar
si no se pueden obtener otras muestras

El diagnostico TAAN en muestras extragenitales, confirmar los resultados positivos con otro
ensayo

En muestras rectales de HSH, genotipar los positivos para LGV, independientemente de la
presencia de sintomas anorrectales

No se recomienda realizar pruebas diagnosticas sobre muestras de semen

Si TAAN no disponibles, la deteccion de Ac. IgM apoya el diagnéstico de enfermedad
invasiva, como la LGV y neumonia neonatal

Se recomienda la prueba anual de CT en clinicas de ITS o de salud sexual para todas las
mujeres y hombres jovenes sexualmente activos (<25 afios de edad), y se debe considerar
para HSH

En mujeres y hombres jévenes (<25 afios de edad) positivos para CT se deberia de repetir
la prueba en 3-6 meses

No se recomienda el uso rutinario de un test de curacién en pacientes tratados con
regimenes recomendados de primera linea, pero debe realizarse en el embarazo, en
infecciones complicadas, si los sintomas persisten, si se han administrado regimenes de
segunda linea o de tercera linea, y si se sospecha el incumplimiento de la terapia o la
reexposicion

Cuando esté indicado el test de curacion mediante TAAN este debe realizarse cuatro
semanas después de la finalizacion de la terapia

Nivel lla, Grado B

Nivel IV, Grado C

Nivel IV, Grado C

Nivel |, Grado A

Nivel IV, Grado C

Nivel |, Grado A
Nivel |, Grado A
Nivel |, Grado A
Nivel Il, Grado B
Nivel Il

Nivel Il, Grado B
Nivel Il, Grado B
Nivel |, Grado A

Nivel lla, Grado B

Nivel lll, Grado C

Nivel IV, Grado C

Nivel Ill, Grado B
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Herpes genital

" Nivel de evidencia

Tipo de situacion

Si baja probabilidad de herpes genital, confirmar el resultado positivo de Ac. anti
VHS-2 mediante muestra repetida o ensayo diferente
Si sospecha de herpes genital, hacer confirmacion diagnoéstica directa del virus
mediante toma con hisopos de la base de la lesién
En primer episodio de herpes genital, tipificar VHS-1/ VHS-2 para orientar el
consejo y tratamiento
No se recomienda determinacion viral directa rutinaria en asintomaticos, ya que
es poco probable que se obtenga la confirmacién del estado del portador
(eliminaciodn viral intermitente)
La deteccion del ADN del VHS es la prueba de oro para el diagndstico. Es mas
sensible y especifico que el cultivo celular
Los métodos de deteccion de antigenos virales, como el analisis de
inmunofluorescencia directa, el inmunoensayo y las tinciones de Tzanck y
Papanicolaou, ya no se recomiendan, excepto en entornos de recursos
extremadamente limitados (Ib, A)
La serologia VHS tipo especifica puede ser util en los siguientes grupos:
.- Antecedentes de enfermedad genital recurrente o atipica cuando los
métodos de deteccion directa de virus han sido negativos
.- Primer episodio de herpes genital, donde la diferenciacion entre infeccion
primaria y reactivacién guia el consejo y manejo
.- Parejas sexuales. Las parejas serodiscordantes pueden recibir consejo
sobre estrategias para reducir el riesgo de infeccion
.- Gestantes asintomaticas con antecedentes de pareja con herpes genital
La especificidad del EIA se puede mejorar elevando el valor del indice para
interpretar la positividad y repitiendo todos los resultados intermedios con una
prueba confirmatoria
Diagndstico de la infeccion anorrectal: usar TAAN, ya que es mas sensible que
el cultivo

Nivel Ill, Grado B

Nivel Ib, Grado A
Nivel Ill, Grado B

Nivel Ib, Grado A

Nivel Ib, Grado A

Nivel Ib, Grado A

Nivel Ill, Grado B
Nivel Ill, Grado B
Nivel Ib, Grado A
Nivel lIb, Grado B
Nivel lla, Grado B

Nivel lla, Grado B

Hombres que tienen sexo con hombres (HSH)

Tipo de situacion

Las TAAN son las pruebas de eleccion para la deteccion de infecciones rectales
por clamidia y gonococo

Con las instrucciones adecuadas, la autotoma rectal para TAAN de NG y CT es
una alternativa aceptable, viable y valida

Ofrecer la determinacion del VHC a los HSH asintomaticos y VIH negativos
cuando existan factores de riesgo (por ejemplo, sexo asociado con traumatismo
o lesién, drogadiccion o LGV rectal)

Ofrecer al menos una vez al afo la determinacion del VHC a los varones en los
que esté indicado la prueba trimestral de VIH y a los que se administra PrEP
Realizar anualmente la determinacion de VHC a los HSH que sean VIH
positivos, y siempre que exista sospecha clinica

Las pruebas de VIH se deben ofrecer a los HSH en cualquier circunstancia
Ampliar la posibilidad de realizar rutinariamente pruebas de VIH a HSH fuera de
las consultas de ITS

Los HSH deben de disponer de pruebas POCT para VIH fuera del entorno
sanitario

" Nivel de evidencia
Nivel lla, Grado B

Nivel lla, Grado B

2B

2B
1C

1B
1C

1B

Linfogranuloma venéreo

Tipo de situacion Nivel de evidencia

En varones VIH positivos, pero no en negativos, se recomienda la tipificacion
rutinaria de LGV en las infecciones por Chlamydia tanto sintomatica como
asintomatica y de cualquier localizacién

No se considera necesario una prueba de curacién para LGV si se completa el
tratamiento recomendado de 21 dias de doxiciclina

Si esta indicado, se debe realizar una prueba de curacion a las 2 semanas
después de completar el tratamiento de LGV para evitar la deteccion de ADN /
ARN de CT no viables

2C

Nivel IV, Grado C

Nivel IV, Grado C
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Mycoplasma genitalium

Tipo de situacion

Las TAAN en muestras clinicas son los Unicos métodos utiles para el
diagnodstico

Algunos medios de transporte pueden disminuir la sensibilidad en ensayos
caseros y debe ser evaluado

En los pacientes infectados deben buscarse otras ITS (CT, NG, sifilis, VIHy TV)

Ante sospecha de transmision vertical, observar al RN buscando signos de
conjuntivitis e infeccién del tracto respiratorio

Realizar test de curacion rutinaria en todos los pacientes (alta prevalencia de
resistencia a los macrolidos)

Las muestras para los test de curaciéon se deben obtener no antes de pasadas 3
semanas desde el inicio del tratamiento

No se recomienda la determinacién rutinaria en HSH asintomaticos

Nivel de evidencia

Nivel Ill, Grado B
Nivel 1ll, Grado B
Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C
Nivel lll, Grado B
Nivel Ill, Grado B

2C

Neisseria gonorrhoeae

Tipo de situacion

En varones sintomaticos con secrecion uretral, la presencia en la tincion de
Gram o con azul de metileno de diplococos en el interior de PMN ofrece buena
sensibilidad (295%) y especificidad como prueba diagndstica rapida

La microscopia tiene baja sensibilidad (£55%) en varones asintomaticos y en la
infeccion endocervical (£55%) y rectal (s40%), por lo que no puede
recomendarse como una prueba de exclusion en estas situaciones

En las mujeres la orina no es una muestra adecuada pues tienen menor
sensibilidad que las torundas genitales

Para el cultivo proporcionan resultados aceptables la siembra directa y el uso de
medios de transporte

El cultivo es barato, especifico, permite la confirmacion y pruebas de
susceptibilidad. Mantener la capacidad de cultivar es esencial monitorizar las
resistencias. Se recomiendan medios de cultivo selectivos que contengan
antimicrobianos

En pacientes con gonococia o en riesgo de presentarla, realizar de forma
rutinaria el cribado de otras ITS

En mujeres se debe valorar la obtencion de muestras rectales y faringeas
cuando hay antecedentes de exposicion directa

Para el diagnoéstico de la gonococia rectal la muestra puede obtenerse mediante
torunda ciega o bajo vision directa con proctoscopio

Las TAAN con VPP <90% precisan confirmaciéon con otra TAAN frente a una
diana diferente

TAAN en muestras extragenitales: evaluar en el propio laboratorio. Los positivos
se confirman con otra TAAN frente a diana diferente

Se recomienda prueba de curacion en todos los casos

Pruebas de curacion en asintomaticos: se pueden realizar con TAAN pasadas 2
semanas desde la finalizaciéon del tratamiento, y si el resultado es positivo, se
deberia de hacer cultivo y pruebas de susceptibilidad antes de administrar otro
tratamiento

Nivel de evidencia
Nivel lll, Grado C

Nivel lll, Grado C

Nivel Il, Grado B
Nivel IV

Nivel lll, Grado B

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

Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C

Sarna, ladillas

Tipo de situacion

Sarna
Prueba de curaciéon: 2 semanas después de la finalizacion del tratamiento
mediante examen microscopico

Ladillas
Confirmar la eficacia del tratamiento 1 semana después de su finalizacion
mediante la busqueda de piojos o liendres

Nivel de evidencia

Nivel IV, Grado C

Nivel lla, Grado B
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Sifilis

Tipo de situacion

" Nivel de evidencia

Realizar microscopia de campo oscuro del chancro siempre que exista disponibilidad de
equipo y personal
Determinar mediante PCR la presencia de TP en aquellas lesiones en las que se pueda
esperar que esté presente
La prueba serolégica de eleccion para el cribado es EIA/CLIA, preferiblemente
determinando tanto IgG como IgM
Todos los HSH deben de ser evaluados para la sifilis
Los resultados de cribado positivos se deben de confirmar con otra prueba treponémica
(no FTA) y con una segunda muestra
A los resultados de cribado positivos se les debe realizar cuantificacion mediante VDRL o
RPR
Repetir una serologia negativa de sifilis:

.- alas 6 y 12 semanas después de un contacto aislado de alto riesgo

.- a las 2 semanas después de que el estudio de chancros por campo oscuro o PCR
haya sido negativo
A todos los pacientes con sifilis se les debe hacer cribado de otras ITS incluyendo al VIH
El diagnostico y tratamiento de la sifilis es idéntico para pacientes VHI positivo y negativo
Control de tratamiento, obtener suero a los 1, 3 y cada 6 meses. Idealmente, realizar
siempre la misma prueba no treponémica y en el mismo laboratorio Controlar hasta que
negativice o los titulos se mantengan bajos (1:1 - 1:4, durante 1 afio y en ausencia de
riesgo)

2A

1A
1B

1B
1B

1A

1B

1A
1B
Nivel IV, Grado C

Trichomonas vaginalis

Tipo de situacién | Nivel de evidencia \

Toma de muestras en mujeres

.- Hisopo del férnix posterior con espéculo.

.- Las autotomas vaginales con hisopo es probable que den resultados

equivalentes

.- La orina se emplea con TAAN
En varones el cultivo uretral y del primer chorro de orina diagnostican el 60-80% de los
casos, y ambas muestras de forma simultanea aumentaran significativamente la tasa de
diagnostico mediante microscopia o cultivo
Pruebas de curacion: sélo si permanece sintomatico después del tratamiento o si los
sintomas vuelven a aparecer
POCT de TV

El cultivo tiene mayor sensibilidad que la microscopia y puede detectar TV en varones

Las TAAN ofrecen la mayor sensibilidad, son de eleccion si hay recursos para ello y se
convierten en la “prueba de oro”
No se recomienda el cribado de TV en individuos asintomaticos

Nivel Ill, Grado B

Nivel Ill, Grado B

Nivel IV, Grado C
Nivel llb, Grado B

Nivel Ilb, Grado B
Nivel llb, Grado B

Nivel |, Grado A

Uretritis no gonocécica

Tipo de situacion

En las uretritis no gonocdcicas asintomaticas no se recomienda la realizacion de pruebas
diagnésticas

En las uretritis sintomaticas y aquellas con una secrecion visible, evaluar la presencia de
uretritis mediante la demostracion de leucocitos PMN

Si hay secrecion uretral, se puede recoger esta sin hacer una toma intrauretral

Paciente sintomatico con frotis uretral normal, recomendar volver para una nueva toma
matinal sin haber orinado en toda la noche

La orina de primer chorro puede examinarse para filamentos, y si estan presentes, tefiir y
si 210 PMNL / campo 1000x, indica uretritis

La sensibilidad del frotis uretral depende del tiempo desde ultima miccion. Se desconoce
el tiempo 6ptimo. 2-4 horas es convencional

Toma uretral para determinar presencia de PMN: usar asa de plastico o hisopo de
algodon, que se introducen 1 cm en la uretra. El asa de plastico es menos doloroso que
el hisopo de Dacrén, que a su vez es menos doloroso que un hisopo de rayon

Si hay secrecion uretral, se prefiere su recogida a la toma del exudado uretral

Nivel IV, Grado C

Nivel IV, Grado C
Nivel IV, Grado C

Nivel Ill, Grado B
Nivel IV, Grado C

Nivel llb, Grado A

Nivel IV, Grado C

Nivel de evidencia
Nivel Ill, Grado B

67

1
eimc



DOCUMENTO CIENTIFICO

Anexo lll. Consejo para realizar un test diagnodstico segun tipo de poblacion (Guias australianas, excepto
donde se indica los CDC americanos) (Hay variaciones en otras guias y debe ser considerado tentativo de
patdgenos a buscar en estas poblaciones)

Poblacién Comentario
Abuso sexual:
-CT Test de cualquier orificio que ha sufrido penetracion. Considerar muestras recogidas por el

propio paciente
Cribado inicial y repetir después de 2 semanas o mas pronto si sintomatico
TAAN son altamente sensibles y pueden detectar infeccion temprana
-NG Test de cualquier orificio que ha sufrido penetracion. Considerar muestras recogidas por el
propio paciente
Cribado inicial y repetir después de 2 semanas o mas pronto si sintomatico
TAAN son altamente sensibles y pueden detectar infeccion temprana
Si TAAN positivo tomar una torunda en el sitio o sitios relevantes para cultivo antes del
tratamiento
-Hepatitis B Test basal, repetir Ag HBs a las 6 y 12 semanas, si anti-HBs negativo
Considerar Ig Hepatitis B si no es inmune, no historia de vacunacioén o estado desconocido. Se
dara en las 72 horas de la exposicion y vacuna de hepatitis B en 14 dias
Asegurar que se completa el esquema de vacunacion

- Sifilis Segun protocolo de sifilis

-TV Cribado inicial y repetir 2 semanas después o mas temprano si sintomas
TAAN son altamente sensibles y pueden detectar infeccion temprana

-VIH Test basal y seguido por test a la 6 y 12 semanas

Las muestras y sus resultados pueden ser presentadas legalmente
Considerar profilaxis postexposicion si se ve en las 72 horas de exposicion

Adolescentes:
- CT, VHB, Sifilis, No recomendado cribado de CT en Espafia aunque si en otros paises
VIH Hacer cribado oportunistico

CDC en primera visita recomiendan solo CT, NG y VIH

Vacunacién si VHB negativo

Usuarios de
drogas:
-CT Considerar muestras recogidas por el propio paciente
-NG Considerar muestras recogidas por el propio paciente
Si TAAN positivo tomar una torunda en el sitio o sitios relevantes para cultivo antes del
tratamiento
Se prefieren los cultivos para muestras de zonas no genitales
- Hepatitis A Vacunar si no esta inmune
- Hepatitis B Tiene riesgo, si no vacunado, vacunar si no inmune
Se recomienda test después de completar la vacunacion
- Hepatitis C Se mirara su estado serolégico
Se recomienda test anual
No se considera una ITS excepto en pacientes VIH positivos con sexo anal
Si Ac. positivos, realizar TAAN para excluir hepatitis crénica
- Sifilis Segun protocolo de sifilis
Embarazadas: CDC: VIH, TP, HBsAg, CT, NG, VHC y no se recomiendan para vaginosis, TV, VHS-2

Hombres que

tienen relaciones

sexuales con CDC: VIH, TP, NG, CT
hombres:

Mujeres que

tienen relaciones

sexuales con

mujeres:
-CT Transmisién no comun
-NG Transmisién no comun
- Sifilis Ver periodo ventana e historia
No datos, realizar test si pareja positiva
-TV No
- Vaginosis No
bacteriana
-VIH Ver periodo ventana e historia
Transmision no comun, realizar test si pareja positiva
- VHB Vacunacién si negativa
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Poblacion

Comentario

Mujeres y hombres
trabajadores del sexo:
-CT

-NG

- Hepatitis A
- Hepatitis B
- Hepatitis C

- Sifilis
-VIH

Considerar muestra recogida por el paciente

Considerar muestra recogida por el paciente

Si ANN positivo tomar una muestra con torunda de los sitios relevantes para cultivo antes del
tratamiento

Los cultivos son preferidos para sitios no genitales

Vacunar si no inmune

Es innecesario mas test después de completar la vacunacion

Vacunar si no inmune

Considerar test después de vacunacion de la hepatitis B

Si Ac. positivo, test de TAAN hepatitis C para determinar si tiene hepatitis C cronica

Si sospecha protocolo de sifilis

Repetir el test si el paciente estuvo expuesto en las 12 semanas previas (periodo ventana)

Parejas de VIH positivo:

-CT
-NG

- Hepatitis A
- Hepatitis B

- Hepatitis C
- Sifilis

Considerar muestra recogida por el paciente

Considerar muestra recogida por el paciente

Si TAAN positivo tomar una muestra con torunda de los sitios relevantes para cultivo antes del
tratamiento

Los cultivos son preferidos para sitios no genitales

Vacunar si no inmune

Vacunar si no inmune

Titulos anti-HBs se chequearan regularmente y el conviviente recibiran recuerdos para
mantener anti-HBs >10

Si ac positivo, test de TAAN hepatitis C para determinar si tiene hepatitis C crénica

Si sospecha protocolo de sifilis

Personas en centros
penitenciarios:

-CT

-NG

- Hepatitis A
- Hepatitis B

- Hepatitis C
- Sifilis
-VIH

Considerar muestra recogida por el paciente

Considerar muestra recogida por el paciente

Si TAAN positivo tomar una muestra con torunda de los sitios relevantes para cultivo antes del
tratamiento

Los cultivos son preferidos para sitios no genitales

Vacunar si no inmune

Vacunar si no inmune

Considerar test después de vacunacion de la hepatitis B

Si Ac.positivo, test de TAAN hepatitis C para determinar si tiene hepatitis C crénica

Si sospecha protocolo de sifilis

Repetir el test si el paciente estuvo expuesto en las 12 semanas previas (periodo ventana)

Refugiados e
inmigrantes nuevos:
-CT

-NG

- Hepatitis B

- Sifilis
-VIH

Ofrecer si riesgo debido a asalto sexual o sexo sin proteccion. Considerar muestra recogida
por el paciente

Ofrecer si riesgo debido a asalto sexual o sexo sin proteccion

Considerar muestra recogida por el paciente

Si TAAN positivo tomar una muestra con torunda de los sitios relevantes para cultivo antes del
tratamiento

Los cultivos son preferidos para sitios no genitales

Vacunar si no inmune

Considerar test después de vacunacion de la hepatitis B s6lo en VIH positivo y pareja sexual o
contactos caseros

Si sospecha protocolo de sifilis
Repetir el test si el paciente estuvo expuesto en las 12 semanas previas (periodo ventana)

Personas transgénero:
-CT
-NG

- Sifilis
-VIH

- VHA
-VHB

Considerar muestra recogida por el paciente

Considerar muestra recogida por el paciente

Si TAAN positivo tomar una muestra con torunda de los sitios relevantes para cultivo antes del
tratamiento

Los cultivos son preferidos para sitios no genitales

Si sospecha protocolo de sifilis

Repetir test si paciente expuesto en las 12 semanas previas (periodo ventana)

Vacunar si no inmune

Vacunar si no inmune
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

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

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 que atrapa a las parti-
culas de carbdn, visualizandose la reaccidn 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 in-
feccion por T. pallidum o también como respuesta al dafio tisular en el seno de enfermedades autoinmunes
o por el uso de drogas parenterales.

La reaccion se efectua en una tarjeta de superficie plastica, donde se deposita el suero problema y segui-
damente el antigeno con las particulas de carbén. Si los anticuerpos estan presentes se produce una flocu-
lacion negra que puede verse macroscopicamente. Cuando no hay presencia de anticuerpos no se produce
aglutinacion. Se determina la presencia tanto de anticuerpos de la clase IgG como IgM. La reaccion puede
cuantificarse (titulacion), lo que sirve para estudiar la evolucion y respuesta al tratamiento. Si existe una
disminucion significativa (dos diluciones dobles) indicaria que el tratamiento ha sido eficaz. Incrementos en
la misma proporcion implican fallo en el tratamiento o reinfeccion. Si no hay una disminucién significativa

(titulos estables), no significa necesariamente un fracaso terapéutico, y el paciente debe seguir siendo eva-
luado en el tiempo clinica y serolégicamente.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lépez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Romero Mi
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (edito-
res). SEIMC 2017. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmi-
crobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia1b.pdf

2. Alados JC, Gomez E, Leiva J, Pérez-Saenz JL, Rojo E . Seguridad en el laboratorio de Microbiologia
Clinica. 2014. 10 a. Pérez Saénz JL (coordinador). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado
Mansilla E, Cantén Moreno R (editores) SEIMC 2014. Disponible en: http://www.seimc.org/documentos/pro-
tocolos/microbiologia.

3. Gestion de residuos.

4. Prospecto del equipo comercializado con las instrucciones del fabricante presente en cada caja de reac-

tivos.
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4. MUESTRAS

- Para la realizacion de esta prueba se requiere sangre total (5 ml) que se centrifugara para obtener el sue-
ro. No se requiere ninguna preparacion especial del paciente.

- La prueba se lleva acabo preferiblemente sobre muestra de suero, sobre todo si su realizacion se va a
demorar mas de 48 horas. Es la muestra preferida para realizar cuantificacion.

- Los sueros pueden almacenarse en nevera a 4°C 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 comercializado. Contiene las tarjetas, los controles, el reactivo con el antigeno, incluyendo
particulas de carbdn, y las agujas de dispensacion.
- Soluciodn salina (cloruro sodico al 0,9%)

6. APARATOS Y MATERIAL

- Puntas de pipeta.

- Palillos. Normalmente vienen suministrados en el equipo comercializado (ver procedimiento).
- Agitador orbital que permita velocidad de giro de 100 £ 2 rpm.

- Reloj temporizador

7. PROCEDIMIENTO
7.1.ENSAYO CUALITATIVO

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

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

3. Dispensar 50 pl de cada control o 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 posicion vertical, dejar caer una gota limpia (sin burbujas) sobre la muestra o controles. No mezclar.

7. Colocar la tarjeta 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.

3 ]
72 ;e|mc



DOCUMENTO TECNICO

PNT-ITS-01

Servicio / Unidad de Microbiologia RPR (Rapid Plasma Reagin) para el diagndstico
Hospital de la infeccion por Treponema pallidum Edicion N° 02 | Pagina 4 de 6

7.2. 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).

2. Anadir 50 pl de solucion salina a los circulos 2, 3, 4 y 5. Dejar la gota sin abrir a la extension del circulo.

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

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

paso anterior.

5. Continuar asi de forma sucesiva hasta el circulo 5.

6. Después de mezclar, tirar 50 pl.

7. Con un palillo, y empezando en el circulo con mayor dilucidon (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 mas, a menos diluido.

8. Agitar para resuspender el vial de reactivos con el antigeno y las particulas de carbdn.

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

10. Colocar la tarjeta 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 dilucién permanece positiva (1/16), es preciso hacer mas diluciones hasta obtener

el punto final.

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

15. Preparar dilucion 1:16 del suero problema en solucion salina al 0,9% (0,1 ml suero problema en

1,5 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 predilucion 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.

Controles:

- Se incluiran control positivo y negativo en cada ensayo.

- En ensayos cuantitativos, se incluiran 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 ac-
cidental o si los controles no dan el resultado esperado.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir el ensayo TPHA para la deteccién 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 aviares recubiertos con antigenos de T. pallidum (cepa
Nichols), que se unen a anticuerpos especificos presentes en el suero o plasma del paciente. Las célu-
las se suspenden en un medio que contiene componentes para eliminar las reacciones no especificas.
Las reacciones positivas se muestran mediante aglutinacion de las células y las reacciones negativas me-
diante la sedimentacion de células en forma de botdon o pequefio anillo.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lopez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Romero Mi
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (edito-
res). SEIMC 2017. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmi-
crobiologia/seimc-procedimientomicrobiologialb.pdf

2. Alados JC, Gémez E, Leiva J, Pérez-Saenz JL, Rojo E . Seguridad en el laboratorio de Microbiologia
Clinica. 2014. 10 a. Pérez Saénz JL (coordinador). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado
Mansilla E, Canton Moreno R (editores) SEIMC 2014. Disponible en:_http://www.seimc.org/documentos/
protocolos/microbiologia.

3. Gestion de residuos.

4. Prospecto del equipo comercializado con las instrucciones del fabricante presente en cada caja de re-
activos.

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:

1. Células de prueba: suspension de eritrocitos aviares cubiertos con antigenos de T. pallidum.
2. Células de control: suspension de eritrocitos aviares.

3. 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.
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7. PROCEDIMIENTO

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

2. Diluir las muestras a 1:20. En el pocillo de dilucion, dispensar 190 uL del diluyente comercial y anadir
10 pL de muestra o controles. Mezclar bien.

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

. En el pocillo de control, afadir 25 pL del diluido del paso 2.

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

. Ahadir 75 pL del vial “células de prueba” al pocillo de prueba. Mezclar con la pipeta.

. Anadir 75 uL del vial “células de control” al pocillo de control. Mezclar con la pipeta.

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

. Proceder a la lectura visual.

© oo ~NO O~

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 con el Procedimiento de
absorcion de reacciones no especificas.

- Incluir controles positivos y negativos en cada ensayo.

Procedimiento de absorcion de reacciones no especificas:
Se aplica cuando se observa aglutinacion tanto con las células de prueba como con las de control.

1. Mezclar 190 pL de células de control resuspendidas y 10 yL de muestra o controles.
Incubar a temperatura ambiente 30 minutos.

Centrifugar a un minimo de 1500xg durante 3 minutos.

Anadir 25 uL del sobrenadante a dos pocillos.

Resuspender y afadir al primer pocillo 75 pL de células de prueba.

Resuspender y anadir al primer pocillo 75 uL de células de control.

Incubar a temperatura ambiente durante un minimo de 45 minutos.

Leer e interpretar

PN AWN

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

- Después de la incubacion, los patrones de lectura permanecen estables durante 3 horas si no se mani-
pula la placa, pero se aconseja que en el ultimo paso de incubacion a temperatura ambiente se realice un
seguimiento de la aglutinacién cada 15 minutos aproximadamente para efectuar la lectura en el momento
optimo 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.

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

- Si se observa aglutinacién en el pocillo “prueba”, pero también aglutina el pocillo “control”, realizar
el procedimiento de absorcién de reacciones no especificas.
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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

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

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Esta prueba no sirve para evaluar la respuesta al tratamiento.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Ballard R, Hook EW lll. Syphilis . In: Unemo M, Ballard R, Ison C, Lewis D, Ndowa F,
Peeling R, eds. Laboratory diagnosis of sexually transmitted infections, including human
immunodeficiency virus. World Health Organization (WHO), Geneva, Switzerland, 2013: 107-129.
2. Larsen SA, Steiner BM, Rudolph AH. Laboratory diagnosis and interpretation of tests for
syphilis. Clin Microbiol Rev 1995; 8: 1-21.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito es definir la estrategia diagnéstica para la deteccion de ADN de los serovares L1-L3 de Chlamydia
frachomatis causante LGV y las coinfecciones por genotipos invasivos (LGV) y no invasivos de CT (serovares
D-K) en muestras genitourinarias, rectales o faringeas mediante amplificacion de acidos nucleicos por PCR
en tiempo real.

El procedimiento se aplica en muestras bioldgicas previa demostracion de la presencia de CT en la muestra
biolégica a estudio.

2. FUNDAMENTO

Chlamydia trachomatis (CT) es un patodgeno intracelular altamente prevalente en nuestro entorno. Si bien
no existen datos oficiales sobre la tasa de incidencia en Espafia, basandonos en los datos de los paises
de nuestro entorno, la infecciéon por CT es la infeccidon bacteriana mas frecuente en las ITS. Por otra par-
te, el linfogranuloma venéreo (LGV) es una enfermedad de transmision sexual causada por los genotipos
invasivos L1, L2 y L3 de CT. Tradicionalmente se ha considerado una enfermedad endémica en Africa,
Latinoamérica y Asia. Los casos detectados en Europa se consideraban casos importados, pero desde
2003 se han descrito casos autéctonos de LGV por todos los paises europeos, Estados Unidos y Australia.
Algunos métodos comerciales basados en la deteccion molecular de C. trachomatis diferencian LGV de
otros serovares de C. frachomatis de transmision sexual (serovares D-K). Sin embargo, no existen estrate-
gias que permitan identificar infecciones por mas de un genotipo y el escenario actual sugiere alta propor-
cion de coinfecciones.

Los sistemas comerciales para la deteccion molecular de CT se basan en la deteccion de dianas en plasmi-
do criptico y/o ADNr. Por otra parte el diagndstico de infeccion por LGV se basa en la deleccién interna de
36 pb del gen pmpH. En este documento se describe un procedimiento diagnostico de segundo nivel, una
vez que se demuestre la presencia de CT en la muestra bioldgica a estudio en hombres que tienen sexo
con hombre tengan sintomas o no.

El procedimiento propuesto es una PCR en tiempo real usando sondas TagMan, siguiendo el protocolo
propuesto por Morré y cols. en 2005 y posteriormente revisado por Schaeffer y cols. en 2008, para detectar
LGV. Para detectar presencia de otras CT ademas de LGV, el protocolo propuesto es el descrito por Ro-
driguez y cols en 2015.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lépez JJ, Orta Mira N, Sdnchez Romero MI. Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Romero Mi
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (edito-
res). SEIMC. 2017. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmi-
crobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia1b.pdf

2. Alados JC, Gomez E, Leiva J, Pérez-Saenz JL, Rojo E . Seguridad en el laboratorio de Microbiologia
Clinica. 2014. 10 a. Pérez Saénz JL (coordinador). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado
Mansilla E, Canton Moreno R (editores) SEIMC 2014. Disponible en: http://www.seimc.org/documentos/
protocolos/microbiologia.
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4. MUESTRAS

Las muestras validadas por los CDC son exudados uretrales y cervicales; sin embargo esta ampliamente
extendido el uso de las técnicas moleculares para deteccion de CT y/o LGV en muestras faringeas o rec-
tales tomadas con torundas de dacrén. Las condiciones para la recogida y el transporte deben contemplar:
- Respetar las normas descritas en el procedimiento de recogida y procesamiento de las muestras en el
laboratorio de Microbiologia.

- En el caso de muestras recogidas con torunda, garantizar la recogida suficiente de células epiteliales. Una
vez tomada la muestra introducir la torunda en un medio de transporte adecuado para CT.

- ldentificar correctamente el tubo (codigo empleado) y los tubos que se deriven de los procesos subsi-
guientes: extraccion de acidos nucleicos y PCR.

- Si no se puede procesar inmediatamente, se recomienda no prolongar la conservacion a 4°C mas de 24
horas. En caso necesario conservar las muestras a -70°C para periodos mas prolongados.

- El material genético una vez extraido debe procesarse. En caso de que no pueda procesarse de inmedia-
to, se puede conservar a -20°C.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

a) - Sistema de extraccion de acidos nucleicos (automatica o manual).
b) - Master mix: TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x) (Applied Biosystems).

c) - Control interno de amplificacién (Cl): Existen dos alternativas para definir un ClI

1) Presencia desconocida de CT en la muestra. Se amplificara mediante sonda Tagman especifica un
fragmento del gen que codifica para la proteina GAPDH de origen humano.

Primer F: 5-CCACCCATGGCAAATTCC-3’

Primer R: 5-ATGGGATTTCCATTGATGAC AAG-3’

Sonda: FAM-5-TGGCACCGTCAAGGCTGA GAACG-3 TAMRA

(Adaptado de Schaeffer y col. 2008).

2) Presencia conocida de CT en la muestra. Se utilizara el gen ompA, como control interno.
Primer F: 5-GGTTTCGGCGGAGATCCT-3

PrimerR:5-AGTAACCCATACGCATGCTGAT-3’
Sonda:FAM-5'-CTTGCACCACTTGGTGTGACGC -3’ TAMRA

d) — Reactivos especificos para amplificar el gen pmpH de LGV Las secuencias de primers y sonda especi-
ficos para los genotipos L1-L3 de C. trachomatis estan basados en la delecion de interna de 36 bp proceden
de la publicacion de Schaeffer y cols. en 2008.

Primer F: 5-CTGTGCCAACCTCATCATCAA-3

Primer R: 5’ AGACCCTTTCCGAGCATCACT-3’

Sonda: FAM-5-CCGCCTGCTCCAACAGTT AGTGATG- 3’-BHQ1

Reactivos especificos para amplificar el gen pmpH de No-LGV

Primer F: 5- CTATTGTGCCAGCATCGACTC -3’

Primer R: 5- AGACCCTTTCCGAGCATCACT-3

Sonda: FAM-AGCTCCTGCTGCTTCAAGCTCTTTA-3-BHQ1
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6. APARATOS Y MATERIAL

- Agitador orbital tipo vortex.

- Termociclador: la técnica esta validada para el sistema ABI 7500 Fast de Applied Biosystems. En caso
necesario puede ser adaptada a otros sistemas teniendo en cuentas las modificaciones oportunas en el
marcaje de las sondas adaptandolas a los sistemas 6pticos de cada termociclador.

- Cabina de seguridad.

- Pipetas automaticas de volumen variable.

- Tubos de plastico de fondo coénico tipo Eppendorf de 1,5 ml.

- Puntas con filtro de diferentes calibres.

- MicroAmp Fast Optical 96-well Reaction plates

7. PROCEDIMIENTO
7.1. EXTRACCION DE MATERIAL GENETICO

- El procesamiento de las muestras se realizard en campana de bioseguridad.

- Las muestras tomadas en torunda se homogeneizaran utilizando un vortex en 1-2 ml de medio de trans-
porte.

- La extraccion de acidos nucleicos se realizara a partir de alicuotas de 500 [IL del medio de transporte,
segun se detalle en el procedimiento habitual de trabajo del laboratorio correspondiente. Como ejemplo de
sistema de extraccion automatica podemos citar el EasyMag de BioMerieux y como ejemplo de sistema
manual el Quiamp Mini kit de Quiagen. Aunque seguramente otros sistemas de extraccion manual y auto-
matica sean igualmente eficientes.

7.2. AMPLIFICACION

La reaccion se hace en un volumen final de 25 uL, con 12,5 yL de TagMan Fast Universal PCR Master
MIX (2x), 0,15 uM de cada primer, 0,1 uM de la sonda (tanto para la reaccion de genotipado como para el
control), y 5 yL de ADN extraido de la muestra.

- El protocolo de amplificacion es de 2 minutos a 50°C, 1 minuto a 95°C, y 40 ciclos de 5 segundos a 95°C
y 1 minuto a 60°C (programar la lectura del termociclador en este paso).Todas las reacciones de amplifica-
cion estan disenadas para las mismas condiciones de PCR.

Controles:

- Ademas de una reaccion del control de extraccion y amplificacion por muestra, incluir en cada ensayo
un control negativo de la master mix afiadiendo 5 ul de agua en lugar de muestra y un control positivo que
garantice la calidad optima de los reactivos y del material genético eluido.

- Al ser las sondas del control interno y diana de amplificacién marcadas con la misma sonda FAM, no
pueden ser empleadas en un mismo tubo de amplificacién. Se puede plantear una mejora cambiando los
fluoréforos para que todas las dianas puedan amplificarse en un solo tubo.

8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Los resultados se expresaran en términos cualitativos de positivo o negativo.

Si no amplifica ni la diana ni el control, la reaccién no es valida y se debe repetir el procedimiento.

La amplificacion del control negativo indicaria una contaminacion. Esta circunstancia invalida el resultado
obtenido y es necesario repetir el procedimiento desde la extraccion del material genético.
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9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio o Servicio/Unidad de Microbio-
logia y en las fichas de descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cualificado con un entrenamiento especifico.
La supervision de la técnica y de los resultados emitidos debera realizarla el Facultativo Especialista Res-
ponsable del laboratorio o Unidad de Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de Microbiologia debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar recogidas en un documento establecido por el laboratorio
de Microbiologia.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- La sensibilidad de la técnica depende en gran medida de una correcta toma de muestra y de una buena
extraccion de acidos nucleicos.

- Al no tratarse de una técnica comercial aprobada para diagnodstico “in vitro”, este procedimiento debe ser
validado y sometido a los controles adecuados en cada laboratorio de Microbiologia. Los resultados obte-
nidos se deben interpretar junto con la informacion clinica del paciente.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Morré SA, Spaargaren J, Fennema JS, de Vries HJ, Coutinho RA, Pefia AS. Real-time polymerase
chain reaction to diagnose lymphogranuloma venereum. Emerg Infect Dis. 2005; 11: 1311-2.

2. Schaeffer A, Henrich B. Rapid detection of Chlamydia trachomatis and typing of the Lymphogranulo-
ma venereum associated L-Serovars by TagMan PCR. BMC Infect Dis. 2008; 8:56.

3. Rodriguez-Dominguez M, Gonzalez-Alba JM, Puerta T, Menéndez B, Sanchez-Diaz AM, Cantén
R, del Romero J, Galan JC. High prevalence of co-infections by invasive and non-Invasive Chlamydia
trachomatis genotypes during the Lymphogranuloma Venereum outbreak in Spain. PLoS One. 2015;
10:e0126145.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente procedimiento es describir la metodologia a seguir para el cultivo y el antibiograma
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 patdgeno exclusivo del ser humano que se transmite fundamentalmente por
via sexual. En el hombre causa cuadros de uretritis, epididimitis y proctitis. En la mujer origina cervicitis,
endometritis y proctitis. La infeccidn cronica del tracto genital femenino puede conllevar la aparicion de di-
ferentes patologias: enfermedad inflamatoria pélvica, salpingitis, embarazo ectdpico, infertilidad, peritonitis
y perihepatitis. Ademas puede producir infeccion gonocécica diseminada (IGD) como artritis, meningitis y
endocarditis, y también se pueden producir conjuntivitis o infeccion de piel. El cultivo del gonococo se pue-
de realizar: 1. En medios no selectivo como el agar chocolate enriquecido con un suplemento de vitaminas,
aminoacidos y otros factores nutritivos. 2. 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 com-
puesto 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 deteccidn son su alta sensibilidad y especificidad, su bajo coste y su
utilidad para diferentes tipos de muestras. Ademas el cultivo permite aislar el microorganismo para la rea-
lizacion de pruebas adicionales, como por ejemplo el estudio de sensibilidad antimicrobiana. Sus inconve-
nientes 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.

El gonococo ha sido capaz de desarrollar resistencias a todos los antibidticos que se han utilizado para
su tratamiento. Actualmente, la ceftriaxona administrada juntamente con azitromicina, es el tratamiento de
eleccioén, sin embargo también se han detectado aislados de gonococo con sensibilidad “in vitro” disminui-
da a las mismas, e incluso también fracaso terapéutico. Por ello, desde hace afios es inexcusable realizar
un antibiograma a todos los aislados de N. gonorrhoeae. El método de dilucion en agar se considera el mé-
todo de referencia para la determinacion de la CMI, sin embrago el método de difusion con tiras de gradien-
te de antibidtico es una alternativa aceptable para la determinacién de la CMI en la rutina del laboratorio.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lopez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Romero Mi
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (edito-
res). SEIMC 2017. Disponible en: http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmi-
crobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia1b.pdf

2. Calvo J, Cantén R, Fernandez F, Mirelis B, Navarro F. Deteccion fenotipica de mecanismos de resis-
tencia en gramnegativos. 2011. 38. Navarro F (coordinador). Procedimientos en Microbiologia Clinica.
Cercenado mansilla E, Canton Moreno R (editores). SEIMC 2011. Disponible en: http://www.seimc.org/
documentoscientificos.php?mn_MP=3&mn_MS=358

3. Manuales de instrucciones de los sistemas diagndsticos.
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4. MUESTRAS

Las muestras clinicas utilizadas para cultivo son principalmente el exudado endocervical en la mujer y el ure-
tral en el varon. También se cultivan exudados faringeos y rectales y muestras de sangre y liquido articular
ante la sospecha de infeccion diseminada.

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 ca-
nal 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 férnix 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 rectales: 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 mues-
tras faringeas y de zonas estériles se seguiran las normas de recogida, transporte y procesamiento general
de muestras en el laboratorio de microbiologia (Procedimiento SEIMC n° 1b; PNT-RTPM-01) SEIMC 2017.

Las muestras se rechazaran cuando estén mal identificadas y/o las condiciones de conservacion sean inade-
cuadas (temperatura inapropiada, muestras en medio no apropiado).

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
5.1. CULTIVO

- Torundas de plastico o alambre con la zona distal de rayén, dacrén o alginato calcico.
- Torunda (flocada o no) con medio liquido de transporte (Amies con carbon activado).
- Las torundas con carbon pueden ser beneficiosas para neutralizar la toxicidad de la muestra aunque el
carbon puede interferir en la realizacion de la tincion de Gram.
- Las torundas de algoddn no se recomiendan.
- Medios de transporte comerciales liquidos o semisélidos.
- Placas con medio de cultivo sélido:
a) medios no selectivos como agar chocolate enriquecido;
b) medios selectivos como agar Thayer-Martin (TM), Martin-Lewis (ML), New York City (NYC).
Los antimicrobianos afiadidos en dichos medio selectivos 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)
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- nistatina: 13,5 mg/L (TM); anisomicina: 20 mg/L (ML); anfotericina B: 1,2 mg/L (NYC)
- Reactivos de la tincion de Gram

5.2. ANTIBIOGRAMA

- Agar GC con 1% de un suplemento definido (Isovitalex) que contiene en g/L: vitamina B 12 (0,01), Lglu-
tamina (10), adenina (1), clorhidrato de guanina (0,03), acido para-aminobenzoico (0,013), L-cisteina (1,1),
glucosa (100), NAD (0,25), cocarboxilasa (0,1), nitrato férrico (0,02) y clorhidrato de tiamina (0,003).

- Prueba cromogénica de nitrocefina para detectar la posible produccion de betalactamasa.
- Tiras de gradiente de concentracién de antibi6ticos.

Nota: el medio MHF (EUCAST) no esta validado para la determinacion de la sensibilidad de N. gonorr-
hoeae a antimicrobianos.

5.3. CONSERVACION Y FECHAS DE CADUCIDAD

Las torundas con medio de transporte se deben conservar en un lugar seco y oscuro a una temperatura
entre 15-20°C. El 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 torundas que presenten una disminucion excesiva del medio. No se utilizaran las to-
rundas después de su fecha de caducidad o en las que se observen signos de deterioro.

Las placas con medio de cultivo se deben conservar en lugar oscuro y seco a 6-12°C. Evitar congelacion
y sobrecalentamiento. No abrir las bolsas que contienen las placas hasta que éstas se vayan a utilizar.
Se recomienda que las placas se atemperen antes de la inoculacion con la muestra.

5.4. CONTROLES DE CALIDAD

Es necesario aplicar controles de calidad en el cultivo de gonococo ya que los medios comerciales y los
procedimientos de cultivo varian en su selectividad y sensibilidad.

- Agar chocolate: color chocolate. Valorar crecimiento obtenido después de 24-48 horas de incubacion a 35
+ 2°C en atmosfera enriquecida en 5% de CO,,

Microorganismo Crecimiento

Neisseria gonorrhoeae ATCC 19424 Excelente
Neisseria meningitidis ATCC 13090 Excelente
Haemophilus influenzae ATCC 35056 Excelente
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- Agar TM, ML y NYC: color chocolate. Valorar crecimiento obtenido después de 24-72 horas de incubacion
a 35 £ 2°C en atmosfera enriquecida en 5% de CO,,

Microorganismo Crecimiento

Neisseria gonorrhoeae ATCC 19424 Bueno a excelente

Neisseria meningitidis ATCC 13090 Bueno a excelente

Neisseria lactamica ATCC 23970 Bueno a excelente

Staphylococcus aureus ATCC 25923 | Inhibido

Escherichia coli ATCC 25922 Inhibido
Proteus mirabilis ATCC 29906 Inhibido
Candida albicans ATCC 10231 Inhibido

- Agar GC con IsoVitaleX: Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226

6. APARATOS Y MATERIAL
6.1. CULTIVO

* 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

- Lugol

- Alcohol-acetona al 50%

- Safranina o fucsina

* Reactivos de la tincion de azul de metileno:
- Azul de metileno (4 partes) mas violeta de genciana (1 parte)
- Agua destilada
» Tiras de Pathotec® Citocromo Oxidasa o similar
+ Sistema de identificacion bacteriana, ya sea por reacciones bioquimicas (API, Enterotube, Oxi/Ferm
Tube, RapID systems, MicroScan, Vitek, etc.) o por espectrometria de masas (MALDI-TOF).

* Disco Cefinase (Prueba rapida de B-lactamasa)
9
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6.2. ANTIBIOGRAMA

+ Caldo para la preparacion de un inéculo estandar.

* Placas con medio de cultivo GC+lIsovitalex.

» Un dispositivo fotométrico para determinar la turbidez de la suspensién de inéculo.
* Cultivo de control: Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226.

* Tiras de gradiente de antibidtico.

* Dispositivo o pinzas para dispensar las tiras de gradiente de antibiotico.

- Estufa de CO, (35°C) o jarras de CO,

7. PROCEDIMIENTO
7.1. CULTIVO

Tras 48-72 horas de incubacion se observaran las colonias de color grisaceo a las que se aplicara la iden-
tificacion presuntiva.

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

La identificacidon definitiva se realiza con las pruebas de la identificacion presuntiva y con una o mas téc-
nicas que demuestren los patrones de utilizacién de carbohidratos (por ejemplo, el sistema APl NH) y las
caracteristicas inmunolégicas o perfiles enzimaticos de los microorganismos. Actualmente la espectrome-
tria de masas (MALDI-TOF) es una herramienta muy util para la identificacion definitiva de N. gonorrhoeae.
Los métodos de amplificaciéon de acidos nucleicos también tienen una elevada sensibilidad y especificidad.

7.2. ANTIBIOGRAMA

Una vez identificado y aislado el microorganismo, se realizara un subcultivo en agar chocolate. A partir de
este subcultivo de 24 horas, se preparara una suspension del microorganismo con una turbidez equivalen-
te a la del patron 0,5 de McFarland. Esta suspension contendra aproximadamente entre 1y 2 x 108 UFC/
mL. Se sumergira una torunda estéril en el indculo correctamente diluido y se hara rodar firmemente varias
veces contra la pared interna superior del tubo para exprimir el liquido en exceso. Se inoculara toda la su-
perficie del agar GC+ Isovitalex de la placa tres veces, girando la placa 60 grados cada vez para obtener
una inoculacion uniforme. Se volvera a colocar la tapa de la placa y se mantendra la placa a temperatura
ambiente durante 3 — 5 min, pero no mas de 15 min, para permitir que la humedad de la superficie se absor-
ba antes de aplicar las tiras impregnadas de farmaco. Se aplicaran las tiras empleando técnicas asépticas.
Alos 15 min después de aplicar las tiras, se invertiran e incubaran las placas durante 20-24 h a 35°C en
atmésfera aerobia enriquecida con didxido de carbono al 5-7%.

A partir de una colonia también se debe realizar la prueba rapida de -lactamasa (disco Cefinase) para
evaluar la utilidad clinica de penicilina.
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8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos para cada muestra se introduciran en el programa informatico y seran validados
por el facultativo responsable.

1. En la tincion de Gram del exudado se debe notificar el nimero de leucocitos PMNs por campo de inmer-
sion y si hay o no diplococos gramnegativos intracelulares.

2. En el cultivo, si a las 48- 72 horas de incubacién no se observa crecimiento compatible con N. gonorr-
hoeae, se debe informar como negativo.

3. Si se observan colonias sospechosas, una vez confirmadas las pruebas de identificacién presuntiva, se
debe notificar el crecimiento de un microorganismo compatible con Neisseria gonorrhoeae pendiente de
identificacion definitiva. Una vez confirmada la identificacion definitiva del microorganismo, se debe infor-
mar como tal y proceder a la realizacién del antibiograma.

4. Se informara el valor de CMI asi como su interpretacion de los principales antibioticos utilizados para el
tratamiento de la infeccidon gonocécica.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas
de descripcion de los puestos de trabajo. El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cua-
lificado con un entrenamiento especifico. La supervision de la técnica y de los resultados emitidos debera
realizarla el facultativo especialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

La toma de muestra, su transporte y conservacion por parte de los servicios implicados, debe estar aseso-
rada por los responsables del laboratorio de Microbiologia.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

- Pueden obtenerse resultados falsamente negativos cuando la toma de muestra o su conservacion no ha
sido la adecuada.

- Las torundas de algodon inhiben el crecimiento del gonococo.

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

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

- Todo el personal del laboratorio debera conocer y seguir las normas generales de bioseguridad e higiene.
Todas las manipulaciones deben realizarse con guantes.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- El resultado obtenido depende en gran medida de la calidad de la muestra remitida.

- La tincion de Gram del exudado es una técnica 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 concentracién de 3 mg/L de van-
comicina y también algunas son sensibles a trimetoprim, aunque actualmente estas cepas son muy poco

frecuentes.
)
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- Debe realizarse una identificacion utilizando dos métodos diferentes, por ejemplo, uno bioquimico como
el sistema APINH y otro inmunoldgico, debido a que algunos aislados son prolina iminopeptidasa negativos
y pueden dar cédigos de identificacion erroneos. Alternativamente se puede realizar la identificacion me-
diante MALDI-TOF.

- Las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos pueden dar falsos positivos debido a reacciones cruza-
das con otras especies de Neisseria.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 22 edicién. Editor HD Isenberg. 2005. American Society for
Microbiology. Washington DC, USA.

2. CLSI Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Test; Twenty-Second

Informational Supplement, 32: 100 - 102 [Internet]. Available from:
http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2012/11/M100S22E.pdf

3. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for

interpretation of MICs and zone diameters. Version 8.1: 50 - 53 [Internet]. Available

from: http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/B
reakpoint_table v _8.1.pdf

4. Knapp JS. Historical perspectives and identification of Neisseria and related species. Clin Microbiol Rev.
1988; 1:415-431.

5. Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Jorgensen JH, Yolken RH (eds). Manual of Clinical Microbiology.82 ed.
American Society for Microbiology. Washington DC. 2003. 5. Sarafian SK, Knapp JS. Molecular epidemio-
logy of gonorrhoea. Clin Microbiol Rev. 1989; 2 (Suppl):S49-S55.

3 ]
90 ;elmc


http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2012/11/M100S22E.pdf 

DOCUMENTO TECNICO

PNT-ITS-07

Servicio / Unidad de Microbiologia

Deteccion molecular del virus del herpes simplex en

Hospital..........cccoooiiiiiie muestras anogenitales Edicion N° 01 Pagina 1 de 4

PNT-ITS-07
DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DEL HERPES
SIMPLEX EN MUESTRAS ANOGENITALES

ELABORADO REVISADO Y APROBADO

Nombre / Firma Fecha Nombre / Firma Fecha
EDICION FECHA ALCANCE DE LAS MODIFICACIONES
01 2007 Edicion inicial
COPIAREGISTRADANC. ..., ASIGNADAA

Este documento es propiedad del Servicio de Microbiologia del Hospital/Centro................coooiiiiiiiienien,
La informacién en él contenida no podra reproducirse total ni parcialmente sin autorizaciéon escrita del Re-
sponsable de su elaboracion. Las copias no registradas no se mantienen actualizadas a sus destinatarios.

3 ]
91 ;elmc



DOCUMENTO TECNICO

PNT-ITS-07

Servicio / Unidad de Microbiologia Deteccién molecular del virus del herpes simplex en
HOSPItAl. oo muestras anogenitales Edicion N° 01 | Pagina 2 de 4

1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir la metodologia basica para la deteccion de acidos nucleicos del virus del herpes simplex (VHS) en
muestras anogenitales.

Este procedimiento es aplicable a todos los laboratorios de Microbiologia Clinica que realicen el estudio mo-
lecular de pacientes que presenten lesiones vesiculares o ulcerativas sospechosas de infeccion por el VHS.

2. FUNDAMENTO

Los métodos basados en TAANs para la deteccion del VHS en muestras anogenitales, estan disefiados
para detectar cualitativamente y diferenciar VHS-1 y VHS-2, empleando distintos objetivos moleculares
(ARNm o ADN) y utilizando distintos sistemas de amplificaciéon: gqPCR (PCR en tiempo real), TMA (real-
time transcription mediated amplification), SDA (strand displacement amplification), LAMP (loop-mediated
isothermal DNA amplification) o HDA (helicase-dependent amplification). Estos sistemas detectan regio-
nes conservadas de los genes que codifican la glucoproteina B o la ADN polimerasa.

Muchos de estos sistemas se integran en distintas plataformas de diagndéstico sindrémico de uUlceras ano-
genitales que detectan ademas, del VHS-1 y VHS-2, H. ducreyi , C. trachomatis Serovar L, T. pallidum 'y
virus varicela-zoster.

Algunos de estos sistemas requieren un paso previo de extraccidén manual o automatizada, aunque otros
emplean plataformas que integran el proceso de extraccion como parte del proceso diagndstico.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Garcia-Lechuz Moya JM, Gonzalez Lopez JJ, Orta Mira N, Sanchez Romero MI. Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. Sanchez Romero Ml
(coordinadora). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado Mansilla E, Canton Moreno R (edito-
res). SEIMC. 2017. Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmi-
crobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia1b.pdf

2. Alados JC, Gémez E, Leiva J, Pérez-Saenz JL, Rojo E . Seguridad en el laboratorio de Microbiologia
Clinica. 2014. 10 a. Pérez Saénz JL (coordinador). Procedimientos en Microbiologia Clinica. Cercenado
Mansilla E, Cantén Moreno R (editores) SEIMC 2014. Disponible en: http://www.seimc.org/documentos/
protocolos/microbiologia.

3. Gimeno C (Coordinadora). Camaro M, Catala V, Gimeno C, Martinez R, Olmos P. Validacion y verificacion
de los métodos microbiolégicos. 2013. 48 . Gimeno C (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia
Clinica. Cercenado Mansilla E, Cantén Moreno R (editores) SEIMC 2013. Disponible en:_http://www.seimc.
org/documentos/protocolos/microbiologia.

4. Manuales de instrucciones de los sistemas diagndsticos.

4. MUESTRAS

La muestra adecuada para el estudio del VHS es el material procedente de vesiculas o Ulceras localizadas
en el area anogenital. En mujeres, principalmente vulva, vagina, exocérvix o area perianal. En hombres;
glande, diafisis del pene o area perianal.

Para la toma de muestras se debe utilizar una torunda fina preferiblemente con punta de dacrén, montada
en un mango flexible.

La obtencién de la muestra se realiza mediante el levantamiento de la parte superior de la vesicula (por
ejemplo, con una aguja) y frotando la lesion con la torunda para obtener células epiteliales (y liquido). Para
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las ulceras, raspar suavemente la base de la lesion con la torunda para obtener células epiteliales.

Es preciso prestar especial atencion a las condiciones de transporte y almacenamiento de las muestras. Des-
pués de la toma, la muestra debe colocarse de inmediato en viales que contengan un medio de transporte para
virus (medio de transporte universal o cualquier sistema comercial adecuado proporcionado o recomendado
por el fabricante de la técnica).

El envio de las muestras puede realizarse a temperatura ambiente si va a ser inmediato, y refrigerado si va a
sufrir demora.

Las muestras pueden conservarse a refrigeradas a 2-8°C hasta 7 dias después de la toma, pero si el procesa-
miento se va a demorar mas de una semana deben congelarse a -70°C.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Se utilizaran los reactivos, controles y demas productos suministrados el fabricante de la técnica. No se
utilizaran materiales que hayan superado su fecha de caducidad.

6. APARATOS Y MATERIAL

Deberan utilizarse los equipos adecuados para cada técnica siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
sistemas de extraccion y amplificacién pueden ser genéricos (compatibles) o exclusivos para una determi-
nada TAAN.

Se utilizara también material general de laboratorio tanto inventariable como fungible.
- Centrifugas.

- Agitadores.

- Pipetas y micropipetas (0.5-20 uL, 20-200 pL).

- Material plastico desechable (punta de pipetas, tubos, etc).

- Guantes acetonitrilo o similares

7. PROCEDIMIENTO

Al existir distintos métodos comerciales para la determinacion del VHS con marcado CE, es aconsejable
seguir el protocolo y recomendaciones que proporcionan los fabricantes.

En los casos que sea necesario un proceso de extraccion de acidos nucleicos previo, se deben de emplear
los métodos que los fabricantes recomiendan, ya que son los que han sido validados para el uso con dichos
protocolos.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Se aplican las siguientes definiciones:

a) Durante la fase analitica

Reactivo: resultado positivo inicial de etapa interna pendiente de validacion clinica.

No reactivo: resultado negativo pendiente de validacion clinica.

Indeterminado: el resultado no es claramente positivo o negativo. Se requieren pruebas adicionales.

b) Durante la fase post-analitica

Detectado: resultado reactivo confirmado y validado.

No detectado: resultado no reactivo confirmado y validado.

Indeterminado: resultado reactivo que no puede ser confirmado.

Inhibitorio (o no valido): presencia de inhibidores dentro de la muestra que impide la amplificacion. Se re-

quiere una muestra adicional. |
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9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas
de descripcidn de los puestos de trabajo. El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cua-
lificado con un entrenamiento especifico. La supervision de la técnica y de los resultados emitidos debera
realizarla el facultativo especialista responsable del laboratorio de Microbiologia Molecular que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

-Todo el personal del laboratorio de Microbiologia debera conocer las normas generales de seguridad e hi-
giene. Estas recomendaciones deberan estar recogidas en un documento establecido por el laboratorio de
Microbiologia. Como recomendacion general, deberan evitarse, en lo posible las manipulaciones innecesa-
rias y extremarse las precauciones en el manejo de las muestras.

- Se debe disefiar un flujo de trabajo unidireccional, que debe iniciarse en el area de extraccion o preparacion
de las muestras para después pasar al area de amplificacion o deteccion. No poner en contacto las mues-
tras, equipos y reactivos utilizados en un area con la zona en la que se realiz6 el paso anterior.

- No mezclar reactivos de diferentes lotes.

- Utilizar controles positivos y negativos en cada ensayo con idea de poder interpretar adecuadamente los
resultados.

- Revisar los resultados del control interno para poder valorar que el desarrollo de la técnica ha sido correcto.
- Proteger los reactivos de la humedad. Una exposicion prolongada a la humedad puede afectar al rendi-
miento de las técnicas.

-Tomar las medidas necesarias para la conservacion o desecho de las muestras después de su estudio.

- Se recomienda la descontaminacion periddica de los equipos usados habitualmente, especialmente micro-
pipetas, y de las superficies de trabajo.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- El empleo de muestras para los que la técnica no ha sido validada, puede provocar resultados inconsis-
tentes.

- La posibilidad de falsos negativos depende de la calidad de la muestra y de la extraccion, asi como de los
procesos de transporte o conservacion inadecuados.
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