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1. Recogida y transporte de las muestras biologicas
para el diagnostico microbioldgico de las
infecciones de transmision sexual

En este apartado se expondran los aspectos generales relacionados con el diag-
nostico microbioldgico de las infecciones de transmision sexual (ITS), los prin-

cipales tipos de muestras, asi como el transporte y la conservacion de estas.
1.1. Aspectos generales

En el diagnoéstico microbiolégico de las ITS se deben tener presentes los seis
principios generales de la recogida de muestras para estudios microbiologicos:

1) Las muestras deben recogerse en los medios de transporte adecuados y en

condiciones de maxima asepsia.

2) La muestra debe ir etiquetada con el nombre del paciente, el servicio soli-

citante, el tipo de muestra y la fecha de recogida.

3) Se debe recoger una cantidad de muestra adecuada, ya que las muestras con

escaso volumen pueden conducir a errores diagnoésticos.

4) Las muestras deben ser recogidas previamente a la instauracioén del trata-
miento antibiético.

5) Las muestras siempre han de ir acomparfiadas de la peticion realizada por
el médico que atiende al paciente. En la peticién se ha de indicar: servicio y
médico solicitante, motivo de consulta y enfermedad de base del paciente, si
la hubiera.

6) El envio de las muestras al laboratorio de microbiologia se debe realizar lo
antes posible para asegurar la supervivencia de los microorganismos de dificil

crecimiento y para evitar el sobrecrecimiento de la microbiota normal.

1.2. Tipos de muestras

1.2.1. Exudado rectal

Para la recogida de este tipo de muestras, se ha de introducir por el recto una
torunda de algodén con medio Stuart-Amies si se sospecha de una infecciéon

por Neisseria gonorrhoeae, o una torunda de alginato calcico o dacrén si la sos-
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pecha es de infeccion por Chlamydia trachomatis. Las torundas se han de rotar
por las criptas rectales durante unos 10-30 segundos aproximadamente, evi-
tando el contacto con materia fecal.

1.2.2. Exudado endocervical

Antes de obtener una muestra del endocérvix es necesario limpiar las secrecio-
nes vaginales y el moco con una torunda seca. Posteriormente, se ha de com-
primir suavemente el cérvix con el espéculo y se utilizardn dos torundas. Una
de ellas se empleara para el cultivo de Neisseria gonorrhoeae y otros microorga-
nismos aerobios, y la otra torunda se utilizara para la deteccion de Chlamydia
trachomatis mediante técnicas de biologia molecular.

1.2.3. Exudado uretral

En la toma de exudados uretrales es importante que el paciente no haya orina-
do en las dos horas previas a la recogida de la muestra. Si hay secrecion abun-
dante, esta se puede recoger directamente con una torunda haciendo presiéon
sobre la uretra. En cualquier otro caso se introduciran suavemente por la ure-
tra unas torundas finas con varilla de alambre, de alginato cdlcico o dacrén,
realizando un movimiento de rotacién. Posteriormente, se extraera la torunda

y se introduciré en el medio de transporte tipo Stuart-Amies.

1.2.4. Exudado balano-prepucial

Esta muestra se ha de recoger pasando una torunda estéril de algod6én con
medio Stuart-Amies por el surco balano-prepucial.

1.2.5. Exudado faringeo

Para la obtencion de esta muestra se ha de utilizar un depresor lingual y una
torunda. La torunda se frotara por la faringe posterior y por las zonas que estén
inflamadas o ulceradas. Esta muestra se recogera en los casos de sospecha de
infeccién por Neisseria gonorrhoeae o Chlamydia trachomatis.

1.2.6. Exudado de ulceras

Previamente a la recogida de exudados de ulceras genitales, se ha de limpiar
la superficie con una gasa humedecida en suero salino.

En funcién de la sospecha clinica, la recogida del contenido de las tlceras se

realizara de la siguiente manera:

1) Para ulceraciones con sospecha de infeccién por virus herpes (VHS), se tiene
que romper la vesicula y recoger el liquido con una torunda estéril, o bien
aspirar el liquido y, posteriormente, raspar la base de la vesicula con un bisturi

y recogerla con una torunda de dacrén frotando fuerte sobre la vesicula. En el
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caso de vesiculas con costra, esta se ha de retirar cuidadosamente con la ayuda
de un bisturi y después humedecer una torunda en solucién salina estéril y
frotarla vigorosamente sobre la lesion, con el fin de evitar el sangrado. Con el
material obtenido se puede realizar una extension sobre un porta para tincién
por inmunofluorescencia directa (IFD) o bien la deteccién del DNA del VHS
por técnicas de biologia molecular.

2) Para las ulceras con sospecha clinica de infeccién por Haemophilus ducreyi
se utilizard una aguja para aspirar el liquido de la ulcera, irrigar con solucién
salina e introducir el contenido en un medio de transporte que contenga he-
mina, tioglicolato con L-glutamina, fracciéon V de albtimina bovina y vanco-
micina. En este medio la supervivencia de este microorganismo oscila entre
24 horasy 7 dias a 4 °C.

3) Si la sospecha clinica es de sifilis, primero se empararé la tlcera en solucién
salina con una gasa estéril. Se ha de apretar suavemente la lesion para que
salga el liquido. La tlcera se debe tocar con un portaobjetos; asimismo se de-
be poner encima un cubreobjetos y se debe observar inmediatamente con el

microscopio de campo oscuro.

4) En los casos de sospecha de infeccion por Klebsiella granulomatis (donava-
nosis) es preferible que las muestras se recojan por debajo de la superficie de la
lesion. En este caso, se pueden recoger muestras de biopsia o raspado del borde
de la lesion o muestras del tejido granulado, las cuales se pueden recoger con
un bisturi o escalpelo. Es muy importante que la zona de la tlcera se limpie

con solucién salina estéril.

5) En el caso de sospecha de infeccion por el serovar L de Chlamydia trachoma-
tis, causante del linfogranuloma venéreo (LGV), se debe aspirar el liquido de
la adenopatia inguinal y extenderlo sobre un portaobjetos para hacer una tin-
cién de inmunofluorescencia directa (IFD). Esta muestra se podra utilizar tam-
bién para la deteccion del serovar L mediante técnicas de biologia molecular.

1.2.7. Exudado vaginal

Para recoger un exudado vaginal es necesario un espéculo. Es recomendable
recoger el exudado de la zona donde sea mas abundante o, en su caso, del fon-
do de saco vaginal posterior. Este tipo de muestra es 6ptimo para la deteccion
de candidas y Trichomonas vaginalis. Pero frente a la sospecha de infeccion por
Chlamydia trachomatis y/o Neisseria gonorrhoeae la muestra de eleccion es un
exudado endocervical.

1.2.8. Suero
Las muestras de suero se recogeran para el diagnoéstico de ITS causadas por

Treponema pallidum, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la

hepatitis B (VHB) y virus de la hepatitis C (VHC). Para recoger las muestras de
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suero se debe descontaminar la piel y recoger la muestra en tubos con gel se-
parador. Posteriormente, y para separar el suero, las muestras se centrifugaran
a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos.

1.3. Transporte y conservacion de las muestras

Las muestras se deben enviar al laboratorio lo antes posible. Especialmente
las muestras recogidas para el estudio de infecciéon por Neisseria gonorrhoeae,
debido a la sensibilidad de este microorganismo a los cambios de temperatu-
ra. Cuando las muestras no pueden procesarse de inmediato, los escobillones
(para cultivo convencional) se deben conservar en medio de transporte tipo
Amies o Stuart y mantenerse a temperatura ambiente. Las muestras para la de-
teccion de antigenos o anticuerpos mediante técnicas de enzimoinmunoen-
sayo (EIA) o para técnicas de biologia molecular deben recogerse siguiendo las
instrucciones recomendadas por cada fabricante. Las muestras de orina son

aceptables para estos estudios.

Una vez las muestras hayan sido procesadas, es recomendable conservarlas,
segun el tipo de muestra, a temperatura ambiente, refrigeradas o congeladas
un tiempo minimo (aproximadamente 5 dias), por si hay cualquier problema

durante su procesamiento o en la interpretacién de los resultados.
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2. Técnicas microbiologicas para el diagndstico de las
ITS

En este apartado se clasificaran las técnicas microbiol6gicas para el diagndstico
de las ITS, dependiendo de si son de diagndstico directo, indirecto, rapido o
de biologia molecular.

2.1. Técnicas de diagnéstico directo

2.1.1. Examen directo
Examen en fresco y tincion de Gram

El examen microscépico en fresco es una técnica rdpida, facil y de bajo coste,
que permite observar con elevada sensibilidad microorganismos como trico-
monas, levaduras y Gardnerella vaginalis.

El examen en fresco con microscopia de campo oscuro es el método de diag-
nostico més rapido y directo en la fase primaria, secundaria y congénita precoz
de la sifilis. La muestra ideal es el exudado de las lesiones (chancro sifilitico),
ya que contiene una gran cantidad de treponemas. Antes de recoger la mues-
tra, se debe lavar la zona con suero fisiol6gico. Posteriormente, la muestra se
extiende en el portaobjetos y se observa con el microscopio. El treponema

aparecera moviéndose en espiral, con una ondulacion caracteristica.

Figura 1. Procedimiento esquematico de un examen en fresco

Microbiota vaginal Vaginosis bacteriana Tricomonas Candidas

(CELULAS CLAVE

Células epiteliales Pocos polimorfonucleares Muchos Muchos
lactatobacillus No /actatobacillus polimorfonucleares polimorfonucleares

Algun polimorfonucleares
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La tincién de Gram es la mas utilizada de todas las tinciones bacteriologicas. Es
una técnica que permite la observacion nitida de las bacterias, su diferencia-
cion morfolégica: formas redondeadas (cocos), formas alargadas (bacilos) y su
clasificacién en grampositivas o gramnegativas. Las bacterias grampositivas,
debido a su alto contenido en acidos teicoicos y a la poca cantidad de lipidos
de su pared, retienen el cristal violeta y son impermeables a la decoloracion;
en cambio, las bacterias gramnegativas tienen un alto contenido lipidico en
su pared y son muy permeables al decolorante.

Los pasos que hay que seguir para realizar una tincién de Gram son los si-
guientes:

1) Extender la preparacion sobre un portaobjetos.

2) Secar la preparacion a temperatura ambiente o en la estufa a 36 °C £ 2 °C.

3) Fijar con metanol durante 5 minutos.

4) Colocar el portaobjetos en la gradilla de tincién.

5) Cubrir la preparacién con cristal violeta durante 1-2 minutos.

6) Decantar el colorante y lavar con agua.

7) Cubrir con solucién de lugol durante 1-2 minutos.

8) Decantar y lavar con agua.

9) Decolorar con alcohol o acetona hasta que se desprenda el colorante (apro-
ximadamente 15 segundos).

10) Decantar y lavar con agua.

11) Cubrir con fucsina diluida durante 1 min o 1 min 30 s.

12) Decantar.

13) Lavar.

14) Secar a temperatura ambiente o en la estufa a 36 °C + 2 °C.

15) Observar al microscopio a 1000X con aceite de inmersién. Las bacterias

grampositivas se tifien de color azul y las gramnegativas de color rosa.

En el caso de las ITS, la tincién de Gram nos puede ser de ayuda para el diagnoés-
tico de una uretritis gonocédcica en el vardn, al observarse en Gram de un exu-

dado uretral diplococos gramnegativos intracelulares (figura 2). En cambio, la



© FUOC e PID_00259600 11 Diagnéstico de laboratorio de las infecciones de transmisién sexual...

presencia de células inflamatorias, en ausencia de diplococos gramnegativos
y cultivo negativo para gonococo, establece el diagnostico de una uretritis no
gonococica. La tincién de Gram para exudados endocervicales y rectales es
poco especifica, por lo que se debi6 realizar el diagnéstico mediante cultivo.
Hay algunas bacterias que, debido a las caracteristicas de su pared bacteriana,
no se tifien bien, de manera que no podemos definir si son grampositivas o
gramnegativas, por ejemplo: Mobiluncus spp., algunas especies de micobacte-
rias, Corynebacterium spp., Gardnerella spp., Clostridium spp.

En estos casos, la observacion de la morfologia bacteriana con el microscopio

podria sugerir de qué microorganismo se trata.

Figura 2. Tincién de Gram. Diplococos gramnegativos

Diplococos
; gramnegativos

Fuente: foto de un exudado vaginal cedida por la Dra. Gema Fernandez Rivas. Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Germans Trias i Pujol de Badalona (Barcelona).

2.1.2. Aislamiento en cultivo

En los medios de cultivo (liquidos o s6lidos), las bacterias se multiplican y es
necesario esperar entre 18 y 24 horas para visualizarlas formando lo que se
denomina colonias bacterianas en las placas de medio de cultivo sélido. El
aislamiento de las bacterias en medios de cultivo permite su posterior identi-
ficacidn y el estudio de sensibilidad antibidtica. En general, todas las bacterias
necesitan unos requerimientos nutricionales imprescindibles para su desarro-
llo (fuente de energia, de carbono, de nitrégeno, algunas sales, oligoelemen-
tos, vitaminas, factores o aminoacidos esenciales y agua).

En los medios liquidos, los nutrientes se encuentran disueltos. Los medios s6-
lidos estan constituidos por una base de agar, que es un polimero vegetal que
se mantiene en fase liquida a altas temperaturas y que forma un gel al enfriar-
se. El cultivo sobre medios s6lidos permite diferenciar las colonias bacteria-
nas. El uso de un medio de cultivo u otro dependera del tipo de muestra y
del patégeno que queramos identificar. Asi pues, para el cultivo de levaduras
(candidas) puede utilizarse el medio Sabouraud con o sin antibi6tico, o alter-
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nativamente puede utilizarse un medio cromogénico, que permite identificar
de forma presuntiva, por el aspecto y el color de las colonias, las especies de
Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei 'y C. glabatra (figura 3).

Figura 3. Medio cromogénico para candidas. Las colonias azules corresponden a Candida
albicans y las blancas a Candida spp.

Fuente: foto realizada en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol de Badalona (Barcelona).

Las levaduras pueden crecer también en agar chocolate o agar sangre, con un
aspecto caracteristico de la colonia en forma estrellada (figura 4).

Figura 4. Crecimiento de levaduras en agar chocolate

Para el cultivo de las tricomonas se utiliza el medio semis6lido Roiron o el
medio liquido Diamond. Estos cultivos son faciles de sembrar y suelen positi-
vizarse entre las 24 y 48 horas.
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Gardnerella vaginalis es un bacilo grampositivo causante de la vaginosis bacte-
riana, entidad que no esta considerada una ITS. Esta bacteria rompe las células
epiteliales, lo que provoca cambios en su estructura (fenémeno conocido con
el nombre de clue cells). Este microorganismo puede cultivarse en agar sangre
y en una atmosfera aerobia (figura 5).

Figura 5. Observacién de clue cells en una tincién de Gram

F

Clue cells

Fuente: foto de un exudado vaginal cedida por la Dra. Gema Fernandez Rivas. Servicio de Microbiologia del
Hospital Universitario Germans Trias i Pujol de Badalona (Barcelona).

La identificacion presuntiva de Neisseria gonorrhoeae se realiza mediante culti-
vo, tanto en medios no selectivos como el agar chocolate, como en medios
selectivos como el agar Thayer-Martin. Este medio de cultivo contiene sangre
calentada, extracto de levadura, isovitalex y antibi6ticos: vancomicina, colisti-
na, trimetropin y nistatina. Estos impiden el crecimiento de bacterias grampo-
sitivas y gramnegativas (incluyendo las neisserias saprofitas) y las levaduras. El
cultivo tiene una elevada sensibilidad y especificidad. Ademas, permite man-
tener el microorganismo vivo para estudios de sensibilidad antibiotica. Estos
medios de cultivo se han de incubar en ambiente htimedo, con un 5 % de CO,

y a 37 °C. El cultivo debe examinarse cada 24 horas durante 72 horas.

El diagnéstico de infeccion por Chlamydia trachomatis no suele realizarse por
cultivo, sino por técnicas de biologia molecular, las cuales tienen una elevada
sensibilidad y especificidad.

El cultivo celular es una técnica sensible y especifica para el diagnéstico mi-
crobiolégico de la infeccién por virus herpes. Este virus puede crecer en apro-
ximadamente 24-48 horas y en diversas lineas celulares como, por ejemplo,
Vero o MRC-5 (figura 6).
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Figura 6. Cultivo de VHS-2 en shell vial de células MRC-5 tefiido con anticuerpos monoclonales
(A). Cultivo de VHS-2 en células Vero (B)

Fuente: fotos cedidas por la Dra. Agueda Hernandez. Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol
de Badalona (Barcelona).

2.1.3. Estudio de sensibilidad antibiotica
Aspectos generales

El estudio de sensibilidad antibi6tica es una de las tareas mds importantes de
un laboratorio de microbiologia. Se realiza con antibiogramas, con los que se
evalta la actividad in vitro de un antibiético frente a un microorganismo de-
terminado. La concentracién minima necesaria de un antibi6tico para inhibir
el crecimiento de una bacteria se conoce con el término «concentracién mi-
nima inhibitoria» (CMI).

Cada laboratorio de microbiologia establecerd, segin su estructura, demanda
asistencial y politica de antibi6ticos, unos esquemas de trabajo que aseguren
la correcta realizacion del estudio de sensibilidad antibidtica y posterior infor-
macion de su resultado.

En los estudios de sensibilidad antibiética, es necesario emplear cepas de con-
trol de calidad para asegurar la exactitud y fiabilidad de la metodologia uti-
lizada. Estas cepas de control (denominadas con las siglas ATCC) se han de
mantener congeladas (-70 °C) en medios adecuados para su conservaciéon, con
la finalidad de preservar su viabilidad. Para resembrarla debe utilizarse un asa
y rascar sobre la superficie del material congelado. Posteriormente, se incubara
durante 18-20 horas a 35 °C y se realizard una nueva resiembra. Los controles
de calidad deben realizarse cada nuevo lote de medio de cultivo para hacer el
antibiograma y cada nuevo lote de antibidticos.

A continuacion, detallaremos los métodos basicos mas utilizados para el estu-
dio de la sensibilidad antibidtica, asi como los criterios de interpretacion.
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Métodos de difusion

1) Método de disco-difusion en agar. Este método se basa en la inhibicién del
crecimiento de la bacteria alrededor de un disco cargado con un antibiético,
el cual se difunde por el agar. Esta técnica consiste en:

a) Coger 2 o 3 colonias con un asa a partir de una placa de cultivo y ajustar
el in6culo a una turbidez equivalente al 0,5 de la escala de Mac Farland en

suero fisioldgico.

b) Empapar en esta suspension un escobilléon, exprimiéndolo por las paredes

para eliminar el exceso de liquido.

c) Frotar con el escobillén toda la superficie del medio de la placa en tres
direcciones para que la siembra sea homogénea.

d) Dejar secar sobre la superficie inoculada durante aproximadamente 10 mi-
nutos, reposando la placa sobre la poyata con la tapa ligeramente abierta.

e) Depositar los discos de antibidticos con dispensador, distribuyéndolos en
la periferia de la placa, equidistantes entre si. Presionar los discos suavemente
con unas pinzas estériles para que entren bien en contacto con la superficie

del agar. Las pinzas se han de flamear entre disco y disco.

f) Dejar la placa aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente para
que el antibi6tico se pueda difundir.

g) Incubar durante 18-24 horas en la estufa entre 35-37 °C.

El antibiotico se difunde radialmente a través del espesor del agar (Mue-
ller-Hinton) a partir del disco, forméndose un gradiente de concentracion.
Después de 18-24 horas de incubacién, los discos aparecen rodeados por unos
halos de inhibicién mas o menos grandes, dependiendo de la mayor o menor

sensibilidad de la bacteria al antibidtico (figura 7).

En el método de difusién en agar se trabaja con puntos de corte, basado en
dos medidas: un didmetro menor del halo de inhibicién por debajo del cual
la bacteria es resistente (R) al antibi6tico y un didmetro mayor por el cual es
sensible (S). Entre ambos didmetros la sensibilidad se considera intermedia (I).
Los halos de inhibicién se pueden medir manualmente con un pie de rey o
bien utilizando instrumentos que permiten leer automaticamente los halos e
interpretar los resultados como, por ejemplo, el Osiris de Bio-Rad Laboratories,
Inc. La interpretacion de los resultados se realiza segan criterios del Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI) o criterios del European Committee on
AntimicrobialSusceptibility Testing (EUCAST).



© FUOC * PID_00259600 16 Diagnéstico de laboratorio de las infecciones de transmisin sexual...

Figura 7. Disco-difusién en agar

Fuente: foto cedida por la Dra. M2 Dolores Quesada Fernandez. Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Germans
Trias i Pujol de Badalona (Barcelona).

2) Método Epsilon-test (E-test). Con el método E-test podemos, mediante
lectura directa, cuantificar la CMI. Consiste en una tira de plastico no poroso
de 5 cm de largo por 5 mm de ancho que incorpora un gradiente predefinido y
sefialado en la tira de antibi6tico correspondiente a 15 diluciones dobles pro-
gresivas. El protocolo para preparar el in6culo es el mismo que para el método
de disco-difusién. Una vez sembrada la placa de agar con el microorganismo,
se coloca la tira de E-test sobre la superficie, produciéndose inmediatamente
una difusién del antibiético desde el soporte hasta el agar; de este modo, se
crea a lo largo de la tira un gradiente exponencial de las concentraciones del
antibidtico. Después de la incubacion de las placas, se puede observar una zo-
na de inhibicion elipsoidal y simétrica. La CMI serd el valor obtenido en el
punto en el que el extremo de inhibicién intersecciona con la tira (figura 8).
Cuando el crecimiento tiene lugar a lo largo de toda la tira y no se observa
elipse de inhibicién, la CMI se tiene que informar como superior al valor ma-
ximo de la escala de lectura.

Por el contrario, cuando la elipse se encuentre por debajo de la tira, la CMI se
ha de informar como inferior al valor minimo de la escala de la tira.
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Figura 8. Antibiograma E-test

Fuente: foto cedida por la Dra. M2 Dolores Quesada Fernandez. Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Germans
Trias i Pujol de Badalona (Barcelona).

En el caso de infeccién por Neisseria gonorrhoeae, se recomienda testar
por E-test los siguientes antibiéticos: Penicilina, Cefotaxima, Ciproflo-
xacina, Cefixima, Azitromicina, Espectinomicina y Tetraciclina.

3) Métodos de dilucidon. En este caso y para determinar la CMI de un antibi6-
tico frente a una bacteria, se prepara una serie de tubos (macrodilucién) con
una cantidad determinada de caldo de cultivo en cada uno de ellos, a los que se
incorpora una cantidad de antibi6tico creciente para obtener concentraciones
dobles progresivas (por ejemplo, en el primer tubo una concentracién de 0,12
pg; en el segundo, 0,25 ng; en el tercero, 0,50 pg; en el cuarto, 1 pg, y asi suce-
sivamente hasta 11 tubos, donde la concentracién sera de 256 pg). Se siembra
la bacteria en los tubos y se deja incubar durante 18-24 horas. Posteriormente,
se observa si hay crecimiento. Los tubos que estén transparentes seran los que
tengan mayor concentracioén de antibiético y donde se ha inhibido el creci-
miento bacteriano. El tubo con menor concentraciéon de antibiético que ha
inhibido la bacteria indica la CMI.

La técnica de microdilucién en caldo es de gran utilidad para el estudio de las
CMLI. Es similar al método de macrodilucién, pero en este caso la técnica se

realiza en
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placas de poliestireno con micropocillos. Los pocillos de cada columna con-
tienen concentraciones crecientes de antibiético en forma liofilizada, por lo
que solo se tiene que afiadir el medio liquido en el cual se haya realizado la
suspension bacteriana. Como en el método de macrodilucién, la CMI de cada
antibidtico se comprueba con una tabla que sefiala si la bacteria es sensible
o resistente.

4) Betalactamasas. La resistencia a los betalactamicos que presentan algunas
bacterias se produce por la accién de las betalactamasas que hidrolizan el ani-
llo de los antibi6ticos betalactamicos. Las técnicas de disco-difusion o dilucién
no son lo suficientemente sensibles, por ello en algunos casos la deteccién
de estos enzimas es necesaria. Asi sucede, por ejemplo, en el caso de Neisseria
gonorrhoeae. Existen varios métodos para la deteccion directa de las betalacta-

masas. Los mas utilizados son el acidimétrico y el cromogénico.

a) El test acidimétrico consiste en preparar una suspension bacteriana espesa
(McFarland 4) de la bacteria pendiente de estudio en un tubo con 1 ml de agua
destilada estéril. Posteriormente, se aflade una pastilla de betalactamasa y se
incuba a 36 °C + 2 °C durante 15-20 minutos al menos durante 4 horas. Los

resultados se interpretan como:

e Reaccion positiva: el sobrenadante se vuelve de color amarillo o marrén
en 15-20 minutos (el tiempo de reaccién varia segan el tipo de microorga-
nismo y una reaccién no se debe considerar negativa antes de las 4 horas
de incubacién).

e Reaccion negativa: el reactivo sigue con el mismo color ptrpura.

b) El test cromogénico: el disco de cefinasa esta impregnado con nitrocefina,

una cefalosporina cromogena. Este compuesto presenta un cambio de color

muy rapido de amarillo a rojo cuando la amida unida al anillo -lactdmico se
hidroliza por la accién de una -lactamasa. La técnica se realiza como se explica

a continuacién:

e Humedecer el disco con agua destilada estéril.

e Con un asa, coger una colonia aislada de la placa de cultivo y extenderla
en la superficie del disco, o coger con unas pinzas el disco y pasarlo por
la colonia bacteriana.

e Observar el cambio de color.

La interpretacion de los resultados es la siguiente:

a) Reaccion positiva: cambio de color amarillo a rojo. El tiempo de reacciéon

varia segun el tipo de microorganismo, tal y como se observa en el ejemplo.
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Microorganismo Tiempo de reaccion aproximado
S. aureus 1h
H. influenzae 1 min
N. gonorrhoeae 1 min

y M.catarrhalis

E. faecalis 5 min

Bacterias anaerobias 30 min

b) Reaccién negativa: no hay cambio de color.

La vigilancia epidemioldgica de la sensibilidad antibidtica de Neisseria
gonorrhoeae es clave para monitorizar la apariciéon de cepas resistentes

al tratamiento actual.

2.2. Técnicas de diagndstico indirecto

2.2.1. Técnicas de deteccion de antigenos

Las técnicas de deteccion de antigenos empleadas en el diagnoéstico de las ITS

son principalmente dos:

1) Técnicas de inmunofluorescencia directa (IFD). Las técnicas de IFD con-
sisten en colocar sobre un portaobjetos una molécula fluorescente, que se une
de forma covalente al antigeno (por ejemplo: anticuerpo antivirico de conejo
marcado con isotiocianato de fluoresceina). Estas técnicas pueden ser utiliza-
das en el diagnostico de infeccion por: (i) Chlamydia trachomatis (buenos re-
sultados en muestras endocervicales y uretrales; es altamente especifica), y (ii)
virus Herpes tipo 2 (en pacientes sintomaticos, la sensibilidad y especificidad
oscila entre el 70 % y el 90 %). Estas técnicas de inmunofluorescencia requie-
ren personal altamente cualificado.

2) Técnicas de enzimoinmunoensayo (EIA). La detecciéon de antigenos por
técnicas de EIA tiene lugar en placas de poliestireno, donde los anticuerpos
especificos estan fijados sobre la superficie de los pocillos. Estos anticuerpos
retienen a los antigenos presentes en la muestra y su presencia es revelada
posteriormente mediante la utilizacion de anticuerpos también especificos del
antigeno, conjugados con enzimas como la peroxidasa de rabano (HRP). Estas
enzimas provocan un cambio de color al interaccionar con el sustrato (com-
puesto quimico) especifico, el cual sera proporcional a la cantidad de antigeno
presente en la muestra del paciente (figura 9).
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La reaccidén se interrumpe con una solucion acida. Posteriormente, la lectura
de cada pocillo se lee en un espectofotometro, que nos daré la densidad 6ptica
(DO). Una muestra se considera positiva o negativa en funcién del valor cut-
off, valor umbral o punto de corte obtenido. Este valor se calcula segin reco-
mendaciones del fabricante. Las muestras positivas son aquellas que tengan
un valor de DO superior al punto de corte, y las negativas las que tengan un
valor inferior. Hay algunas muestras que tienen valores dentro de la llamada
zona gris (£ 10 % del valor del punto de corte).

El resultado de estas muestras se considera indeterminado y se recomienda
realizar una nueva determinacién con una nueva muestra en un plazo apro-

ximado de 15 dias.

Actualmente estas técnicas se realizan de forma automatizada. Se pueden uti-

lizar para:

1) Diagnostico de infeccién por Chlamydia trachomatis, con una sensibilidad
aproximada del 80 % y una especificidad del 97 %.

2) Deteccitén del antigeno Core del virus de la hepatitis C (VHC). Las técnicas
para la deteccion del antigeno Core aparecieron en los afios 90 y el formato
ha ido mejorando en las décadas siguientes. Actualmente se realiza a través de
técnicas de quimioluminiscencia (CLIA). En varios estudios se ha demostrado
la utilidad de este marcador para detectar infeccion por VHC durante el perio-
do de pre-seroconversion, para distinguir entre infeccién actual y resuelta y
para monitorizar la respuesta al tratamiento antivirico (Morota y otros, 2009;
Kesly y otros, 2011; Gonzélez y otros, 2005).

Algunos estudios han mostrado que la deteccién del antigeno Core-VHC po-
dria substituir a las técnicas de biologia molecular en el diagnéstico de infec-
cién por VHC, cuando la carga virica de VHC en plasma sea >3000 UI/ml (Park
y otros, 2010).
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Figura 9. Formato de ensayo de un EIA para detectar antigenos

HRP
Anticuerpos
especificos

= oS e == o= Antigenos
NN N N

Anticuerpos
monoclonales
de captura

Micropocillo

2.2.2. Técnicas de deteccion de anticuerpos. Serologia

Las técnicas de deteccidn de anticuerpos en el contexto de las ITS se utilizan

fundamentalmente para el diagnoéstico de:

e sifilis

e virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
e virus de la hepatitis C (VHC)

e virus de la hepatitis B (VHB)

Diagndstico seroldgico de la sifilis

Implica la deteccién de dos tipos de anticuerpos: a) anticuerpos no treponé-
micos contra antigenos lipoidales liberados durante las infecciones causadas
por espiroquetas (entre las que se encuentra Treponema pallidum, agente causal
de la sifilis) y b) anticuerpos treponémicos, especificos contra las proteinas de
Treponema pallidum. Los tests no treponémicos o reaginicos pueden ser nega-
tivos en fases muy tempranas o muy tardias de la infeccién. También pueden
negativizarse después del tratamiento antibi6tico. Los anticuerpos treponémi-
cos aparecen antes que los no treponémicos y generalmente son detectables
de por vida.

El algoritmo tradicional para el diagnoéstico serologico de la sifilis se inicia con
un test reaginico (figura 10): Rapid Reagin Plasma (RPR) o Venereal Research Di-
sease Laboratory (VDRL). Este tltimo es el unico validado para la deteccién de
anticuerpos no treponémicos en muestras de liquido cefalorraquideo (LCR)
para el diagnéstico de neurosifilis. Los tests reaginicos estan basados en anti-
genos compuestos de soluciones alcohdlicas con cantidades predeterminadas
de cardiolipinas, colesterol y lecitina.
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Figura 10. Algoritmo tradicional para el diagnéstico serolégico de sffilis
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en algunas semanas

Miden de forma simultdnea IgG/IgM frente a estas sustancias que se han pro-
ducido en los tejidos daflados por el treponema o por otras enfermedades. Pa-
ra realizar un test de RPR, el suero del paciente se mezcla con la suspension
antigénica en un soporte circular y se coloca en un agitador automaético du-
rante aproximadamente 8 minutos. Si la muestra es positiva, se formaradn unos
agregados negros de carbén (floculacién) visibles a simple vista (figura 11). En
este caso, la muestra se ha de diluir a la mitad con suero fisiol6gico (50 mi-
crolitros de suero y 50 microlitros de suero fisiol6gico) realizando diluciones
dobles progresivas (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32...). Se informaré la Gltima dilucién
que se vea positiva. Las pruebas reaginicas son claves para evaluar la respuesta
al tratamiento antibiotico. Si el tratamiento esta siendo eficaz, los titulos de
RPR disminuirdn tras 6-12 meses de tratamiento. Como ya hemos menciona-
do anteriormente, los anticuerpos reaginicos no son especificos frente a Tre-
ponema pallidum, por ello los sueros positivos se han de confirmar con un test

treponémico.
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Figura 11. Test RPR

Los tests reaginicos pueden dar falsos negativos y falsos positivos. Los falsos

negativos se producen por el llamado fenémeno prozona. En este caso, la can-
tidad de anticuerpos presentes en el suero del paciente es muy alta y no reac-
ciona con el antigeno, dando lugar a una reacciéon falsamente negativa. La
muestra se ha de diluir con suero fisiolégico hasta que la concentracién de
anticuerpos en el suero sea la adecuada para reaccionar con el antigeno. El
fenémeno prozona se suele observar en los casos de sifilis secundaria.

Los falsos positivos (generalmente no superan una titulaciéon de RPR de 1:4)
pueden ser transitorios o permanentes segn persistan o no mas de seis meses.
Pueden ser debidos a infecciones viricas (mononucleosis infecciosa, hepatitis,
sarampion, varicela, etc.), infecciones parasitarias como malaria o lepra, en-
fermedades autoinmunes, neoplasias o embarazo, y en individuos usuarios a
drogas por via parenteral (UDVP).

Los tests treponémicos se basan en la respuesta de anticuerpos (IgG/IgGM)
frente a antigenos especificos de Treponema pallidum, y establecen una alta
probabilidad de infeccién ya sea presente o pasada. Producen escasos falsos
positivos, que pueden darse en las siguientes situaciones: mononucleosis, le-
pra, enfermedades del colageno, borreliosis y en individuos UDVP.

Entre las pruebas treponémicas podemos distinguir las siguientes:

1) Hemaglutinacién pasiva: TPHA o MHA-TP. Los hematies de pollo o cor-
dero estabilizados se sensibilizan con un extracto antigénico de Treponema pa-
llidum (cepa Nichols). Estos hematies se aglutinardn con los anticuerpos es-
pecificos presentes en el suero del paciente. Las reacciones no especificas se
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detectaran con el reactivo de control no sensibilizado. La técnica se realiza
en una placa de microtitulaciéon. De forma resumida, los pasos que hay que

seguir son:

a) Rotular cuatro pocillos: control positivo, control negativo y todas las mues-
tras disponibles.

b) Dispensar 25 microlitros de diluyente de muestra en los pocillos 1, 3 y 4,
y 100 microlitros en el pocillo 2.

c) Dispensar 25 microlitros de muestra en el pocillo 1. Mezclar bien todo el
contenido y transferir 25 microlitros al pocillo 2. Mezclar y transferir 25 mi-
crolitros al pocillo 3.

d) Mezclar y desechar 25 microlitros.

e) Transferir 25 microlitros del pocillo 2 al pocillo 4. Mezclar bien y desechar

25 microlitros.

f) Anadir 75 microlitros de reactivo control (hematies no sensibilizados) a los

pocillos 3 de control positivo, negativo y muestras.

g) Afiadir 75 microlitros de reactivo antigeno (hematies sensibilizados) a los

pocillos 4 de control positivo, negativo y muestras.

h) Mezclar el contenido dando ligeros golpes en los lados de la microplaca o
bien utilizar un agitador de placas durante aproximadamente 30 segundos.

i) Incubar la placa a temperatura ambiente durante aproximadamente 60 mi-

nutos.

j) Lectura de los resultados.

En una muestra positiva, se observara un tapiz homogéneo de células agluti-
nadas que cubre el fondo del pocillo, y en una muestra negativa, observare-
mos un botén de hematies con una muy pequefia abertura central o botén
totalmente compacto.

2) Inmunofluorescencia: FTA-Abs. El FTA-Abs es una prueba de inmunofluo-
rescencia indirecta estdndar que utiliza como antigeno Treponema pallidum ob-
tenido de testiculos de conejos. El suero del paciente debe ser primero absor-
bido con antigenos de treponemas no patdégenos (se utilizan como absorben-
tes) para eliminar los anticuerpos naturales contra treponema saprofitos de la

boca o tracto genital, que pueden dar una reaccién cruzada. Es una técnica
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estandarizada para una dilucién del suero 1:5. Como sucede en la mayoria
de las técnicas de inmunofluorescencia, la interpretacion de los resultados es
bastante subjetiva.

3) Enzimoinmunoensayo (EIA). Las técnicas de enzimoinmunoensayo con-
sisten en la deteccion de anticuerpos clase IgG/IgM en muestras de suero o
plasma frente a antigenos especificos (p15, p47 y p17) de Treponema pallidum
que estan recubiertos en los pocillos de una microplaca. Si en el suero del pa-
ciente estan presentes estos anticuerpos, se unirdn a los antigenos formando
un complejo antigeno-anticuerpo. A continuacion, se lavan los pocillos con
solucion de lavado (generalmente un tampon fosfato) para eliminar cualquier
inespecificidad. Posteriormente, se afiaden antigenos recombinantes, p15, p17
y p47 de Treponema pallidum conjugados con un enzima (generalmente pero-
xidasa de rabano). Se deja incubar un tiempo (recomendado por cada fabri-
cante).

Este conjugado se unira al complejo antigeno-anticuerpo previamente forma-
do. A continuacion, se lavan de nuevo los pocillos y se afiade el substrato/cro-
mogeno (compuesto quimico) que se une al enzima produciendo una reaccién
enzimdatica que generard color. Esta reaccion se interrumpe con una solucién
de 4cido sulfarico. La cantidad de color generada en cada pocillo se conoce

como absorbancia y se lee en un espectofotometro.

La interpretacion de los resultados se realizard siguiendo recomendaciones de
cada fabricante. La cantidad de color es proporcional a la concentracién de
anticuerpos anti-T.pallidum presentes en el suero del paciente. La interpreta-
cion de los resultados también se hace en funcién del punto de corte obteni-
do (comentado en el apartado de técnicas de deteccion de antigenos). Actual-
mente, la mayoria de estos ensayos se realizan de forma automatizada.

Los EIA para detectar solo IgM se utilizan generalmente para el diagnéstico de
una sifilis congénita. Estas técnicas son mas sensibles que los ensayos de FTA-
Abs IgM en los estadios tempranos de la sifilis congénita y algo menos en los
estadios mas avanzados. En los casos de sifilis congénita asintomatica, la sen-
sibilidad de todos los ensayos que detectan anicamente IgM es muy baja; por
ello, un resultado positivo siempre confirma el diagnéstico, pero un resultado
negativo se tiene que interpretar junto con otros datos clinicos como la fecha
de inicio de tratamiento de la madre, si este fue correcto, y de los signos o

sintomas del recién nacido.

4) Quimioluminiscencia (CLIA). Las técnicas de CLIA son enzimoinmunoen-
sayos inmunométricos para los que se necesita la reaccion de anticuerpos IgG/
IgM presentes en el suero del paciente con antigenos especificos de Trepone-
ma pallidum (Tp15, Tp17 y Tp47) biotinilados y un conjugado de antigeno de
Treponema pallidum (Tp15, Tpl7 y Tp47) marcado con peroxidasa de rabano.
La estreptavidina de los pocillos captura el complejo antigeno-anticuerpo. El

material no unido se elimina con los procesos de lavado, para evitar inespeci-
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ficidades. El conjugado unido se mide por una reaccién luminiscente. Se afia-
de a los pocillos un reactivo que contiene substratos luminégenos (un deriva-
do del luminol y una sal peracida) y un agente de transferencia de electrones.
La peroxidasa del conjugado cataliza la oxidacién del derivado del luminol y
produce luz. El agente de transferencia de electrones incrementa el nivel de
luz y prolonga su emision. La sefial de luz es leida por el sistema automatizado
utilizado en cada laboratorio. El conjugado unido es directamente proporcio-
nal a la concentracién de anticuerpos anti-Treponema presente (figura 12).

Figura 12. Ensayo treponémico basado en CLIA para el diagnéstico seroldgico de sffilis
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Fuente: imagen cedida por Ortho Clinical Diagnostics. El triple antigeno. Treponémico TP47, TP15 y TP17 estéa patentado por
Ortho Clinical Diagnostics.

En los Gltimos afios, numerosos laboratorios de microbiologia han incorpora-
do en su rutina diaria el llamado algoritmo reverso (reverse sequence screening)
(figura 13) para el diagnostico serologico de la sifilis, en el cual las muestras de
suero se testan primero mediante ensayos treponémicos automatizados basa-
dos en enzimoinmunoensayo (EIA) o quimioluminiscencia (CLIA), seguido de
un ensayo no treponémico en las muestras positivas (Lipinsky y otros, 2012;
Sampedro-Martinez y otros, 2013; Gonzélez y otros, 2015). La implementa-
cion de este algoritmo es apropiado en los laboratorios de microbiologia con
elevada carga de trabajo. Sin embargo, su incorporacién ha incrementado el
numero de resultados discordantes entre tests treponémicos y no treponémi-
cos (Park y otros, 2013). Los resultados discordantes podrian ser debidos a:

e Infeccién previa, tratada o no tratada, con persistencia de anticuerpos tre-
ponémicos.

e Falso positivo del test treponémico.

e Sifilis primaria temprana. El paciente todavia no ha desarrollado anticuer-
pos no treponémicos.

Para ayudar en la interpretacion de los resultados, el Center for Disease Control
andPrevention (CDC) ha elaborado unas guias donde recomienda que todas las
muestras de suero con resultado positivo en los tests treponémicos (EIA/CLIA)
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y negativo en los tests no treponémicos (RPR/VDRL) sean testadas con un se-
gundo test treponémico (TPHA) para validar el resultado del test treponémico
de cribado (CDC, 2011).

Figura 13. Algoritmo reverso para el diagnéstico serolégico de la sffilis
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Evaluacion clinica del paciente
Positivo Negativo
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Evaluacion clinica del paciente por sifilis

Diagndstico de la infeccion por VIH

Se realiza generalmente mediante técnicas seroldgicas, es decir, la deteccién
de anticuerpos especificos frente a antigenos del VIH1/2 o la deteccién simul-
tanea de anticuerpos VIH1/2 y del antigeno p24 del VIH-1.

El diagno6stico se inicia con una técnica de cribado basada en formato de EIA o
CLIA. Estas técnicas se realizan mayoritariamente en equipos automatizados y
son de elevada sensibilidad. Estos inmunoensayos han ido evolucionando en
el tiempo y se clasifican en funcién de su base antigénica. Actualmente se uti-
lizan los inmunoensayos de 3 generacioén, que detectan anticuerpos IgG/IgM
y acortan el periodo de deteccion hasta 20-25 dias. Los Gltimos inmunoen-
sayos introducidos son los de 4® generacién, que detectan simultdneamente
anticuerpos y antigeno p24. Acortan el tiempo de deteccion hasta 13-15 dias
posinfeccion. Las muestras con resultado positivo por el test de cribado se tie-
nen que testar con técnicas confirmatorias, las cuales tienen una elevada es-
pecificidad. Las técnicas mas utilizadas son el Western blot y el inmunoensayo
en linea (Inno-LiA). Este tiltimo ensayo permite la diferenciacion entre VIH-1
y VIH-2.

Son técnicas basadas en el principio de EIA indirecto sobre una tira de ni-
trocelulosa que contiene antigenos especificos recombinantes y sintéticos del
VIH1/2.
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La muestra que hay que testar se incuba con la tira que lleva los antigenos
enganchados. Si en la muestra hay anticuerpos especificos contra estos anti-
genos, se uniran a ellos formando un complejo antigeno-anticuerpo. Después,
se aflade una inmunoglobulina G de cabra anti-humana marcada con fosfata-
sa alcalina que se unird al inmunocomplejo antigeno-anticuerpo previamen-
te formado. La incubacién con un enzima-substrato (BCIP/NBT) da un color
marrén oscuro de intensidad proporcional a la cantidad de anticuerpos pre-
sente en la muestra. El desarrollo de color se para afiadiendo una solucién de
acido sulfarico.

La lectura de las bandas (interpretaciéon de los resultados) se puede realizar si-
guiendo los criterios de distintas organizaciones. Por ejemplo, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) considera un resultado positivo cuando hay al me-
nos dos bandas de la envuelta del VIH-1 o del VIH-2. El CDC cuando estan
presentes las bandas del ntcleo p24, p31 y las bandas de la envuelta (gp41 o
gp120/160). La Cruz Roja Americana cuando hay tres bandas (una de cada gen
estructural: gag, pol y env) y el Consorcio de Estandarizacion de la Serologia
de Retrovirus (CRSS) cuando estan presentes las bandas p24 o p31 y en menor
intensidad las bandas gp41 o gp 160/120.

Un Western blot o Inno-LiA se considera indeterminado cuando se observan
bandas con una reactiva débil, menor que la del criterio de positividad. Estos
indeterminados pueden ser debidos a una infeccién aguda, estadio muy avan-
zado de la infeccion, recién nacido de madre VIH positiva, factor reumatoide
o reacciones cruzadas con otros virus. En estos casos, es necesario, por un lado,
solicitar una nueva muestra en un plazo aproximado de 15 dias y, por otro,
realizar en esta primera muestra la carga virica de VIH (por técnicas de biologia
molecular), por si estamos ante una infeccién aguda por VIH.

Un resultado negativo de Western blot o Inno-LiA se informa en ausencia de
bandas.

Los ensayos de Western blot o Inno-LiA son procesos lentos, costosos y requie-
ren un equipo sofisticado, dificil de realizar en areas con pocos recursos. Ac-
tualmente, existe una técnica confirmatoria sencilla que permite la diferen-
ciacion entre VIH-1 y VIH-2. Se trata de una técnica de inmunocromatografia
que contiene péptidos recombinantes o sintéticos del VIH-1 (p31, gp160, p24
y gp41) y del VIH-2 (gp36 y gp140). Es una técnica rapida (de aproximada-
mente 30 minutos) y de facil interpretacion, ya que la lectura de las bandas es

automatizada (Geenius ™ HIV 1/2 Confirmatory Assay. Biorad).

Pruebas serologicas aplicadas al diagnéstico de la infeccion por el
VHC

Estan especialmente disefiadas para la deteccién de anticuerpos especificos
frente a determinados antigenos viricos. En los pacientes que resuelven espon-
tdneamente la infeccion, los titulos de anticuerpos pueden ser detectados du-
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rante toda la vida o bien pueden ir desapareciendo gradualmente. En el caso
de los pacientes que evolucionan hacia hepatitis C crénica, los anti-VHC se
detectan indefinidamente durante toda la vida, aunque pueden llegar a ser in-
detectables en el caso de los pacientes con inmunosupresion severa (figura 14).

Figura 14. Evolucién de diferentes marcadores de infeccién durante el curso de una infeccién
aguda y crénica de VHC
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Fuente: imagen del capitulo 5 del libro Manual de hepatitis C. Aspectos biolégicos, clinicos y terapéuticos. Editorial médica
panamericana.

Las pruebas basadas en EIA utilizan antigenos especificos del VHC obtenidos
por ingenieria genética (antigenos recombinantes) o mediante sintesis quimi-
ca (péptidos sintéticos) que son fijados a los pocillos de una microplaca o a
microesferas adaptadas a sistemas automaticos cerrados. La presencia de an-
ticuerpos capturados se identifica mediante anticuerpos anti-anticuerpos hu-
mano marcados con enzimas que catalizan la transformacién de un sustrato a
un compuesto coloreado, cuya densidad 6ptica es proporcional a la cantidad

de anticuerpo presente en la muestra.

A partir del afio 1996 se comenzaron a utilizar los EIA de 3? generacion, con
la intencién de solucionar las deficiencias diagnosticas de los EIA de 1* y 2*
generacion. Para ello, se redisefi6 el formato utilizando péptidos modificados
de la region del Core y NS3 del genoma del virus, combinando con otros pép-
tidos pertenecientes a la region NS4 y NS5. Con estas modificaciones se con-
siguieron porcentajes de sensibilidad y especificidad del 99 % en su aplicacién
diagnostica sobre grupos de alta prevalencia.

En pacientes inmunodeprimidos (infeccion por VIH, tratamiento inmunosu-
presor), su sensibilidad es inferior, por lo que un resultado negativo no descar-
ta exposicién o infeccion por el virus. Asi mismo, los EIA también pueden dar
falsos positivos. La causa mas frecuente es la presencia en el suero de inmuno-
globulinas circulantes que pueden interaccionar de forma inespecifica con los
antigenos del VHC. Suele ocurrir en pacientes con enfermedades autoinmunes
de base o también puede deberse a contaminaciones en la preparacién de los

antigenos utilizados.
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Las técnicas de inmunoblot o Recombinant Immunoblot Assay (RIBA) fueron di-
sefladas como pruebas complementarias y confirmatorias dado el problema de
especificidad de los EIA de primera y segunda generacion. Se basan en la unién
de los anticuerpos séricos a diferentes antigenos viricos previamente fijados en
una tira de nitrocelulosa, lo cual permite conocer frente a qué antigeno o an-
tigenos viricos responden los anticuerpos circulantes e incluye una banda con
estreptavidina para detectar reacciones inespecificas. Después de una reaccién
enzimatica, los complejos antigeno-anticuerpo formados son detectados tras
la aparicion de bandas de color en la membrana. Como en el caso de los EIA,
las técnicas de inmunoblot han evolucionado a lo largo de tiempo.

Los inmunoblots de tercera generacioén fueron aprobados en el aflo 1999 para
su utilizacion diagndstica. Estos tests incluyen péptidos sintéticos como 5-1-1
(p) y c100 (p) de la regién gendmica NS4, el antigeno recombinante c33c de
la region NS3 y el péptido sintético c22 (p) de la region del Core, asi como
también incluye la region NSS5. Hoy en dia, solo tienen utilidad para diferen-
ciar los pacientes con EIA positivo, ARN-VHC negativo y RIBA negativo (falso
positivo del EIA) y una infeccion resuelta, en los que el RIBA seria positivo.

El diagnostico de infeccion aguda o créonica por VHB

Se basa en la deteccion del antigeno de superficie (HBsAg) en suero plasma.
Este marcador es detectable durante el periodo de incubacién de la infeccion.
En aproximadamente un 5 % de los pacientes, es eliminado de la circulacién,
tras la seroconversion a anticuerpos frente al antigeno de superficie (anti-HBs).
Actualmente, la deteccién de HBsAg se realiza mediante técnicas de EIA tipo
sandwich o CLIA. La mayoria de estos ensayos estan automatizados.

Otros marcadores del VHB que se determinan para el diagnostico de la infec-

cién son:

e Anti-HBc. Es el primer anticuerpo que aparece, y se detecta con los prime-
ros sintomas de la infeccién. Generalmente se determina mediante ensa-
yos de EIA o CLIA de tipo competitivo. En este caso, los anti-HBc presentes
en la muestra de suero compiten por unirse al antigeno core fijado en los

pocillos con un conjugado de anticuerpo (monoclonal de ratén anti-HBc).

e Anti-HBc IgM. Se detectan poco después de producirse la infeccién. Es
un marcador de infeccién aguda. Se determina generalmente mediante
técnicas seroldgicas de captura de anticuerpo.

e Anti-HBs. Es el dltimo marcador en aparecer. Y sera positivo tras la des-
aparicion del HBsAg (caso de hepatitis B resuelta) o bien en los individuos
vacunados. La determinacion de este marcador se realiza por técnicas in-
munomeétricas de tipo cuantitativa (UI/ml).
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¢ Complejo antigeno «e»-anticuerpo «e». El antigeno e (AgHBe) marca re-
plicacion virica. Hay casos en los que existe replicacién virica pero no se
detecta el AgHBe. Esta situacidn se produce por mutaciones en la regiéon
pre-Core del genoma del VHB. La primera deteccidon de anti-HBe puede
producirse un poco antes de que desaparezca el antigeno. La seroconver-
sién indica recuperacién de la infeccién. Ambos marcadores se detectan
por técnicas de EIA o CLIA.

2.3. Técnicas de biologia molecular

El proceso de deteccion de un patégeno mediante técnicas de biologia mole-
cular o amplificacién genética tiene lugar en tres etapas:

1) Extraccion de los acidos nucleicos (ADN o ARN) del microorganismo de la
muestra bioldgica. Hoy en dia este proceso se realiza de forma automatizada.

2) Amplificacion de la secuencia genémica diana del microorganismo pen-
diente de estudio (este proceso se realiza en un instrumento llamado termo-
ciclador), mediante reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). Si el genoma
del patégeno pendiente de estudio estd formado por una molécula de ARN, es
necesario que se incluya en el disefio de la técnica de PCR un enzima con acti-
vidad retrotranscriptasa, es decir, un enzima capaz de generar una molécula de
ADN complementario (cDNA) utilizando como molde el ARN. A partir de este
proceso, el resto de la reaccion se basa en un procedimiento de PCR clasico.
Los iniciadores de amplificacion (primers) estan expresamente disefiados para
flanquear la regién que hay que amplificar delimitando la polimerizacién de
nuevas moléculas de ADN a la secuencia elegida. Una vez obtenida la molécula
de cDNA, la enzima ADN-polimerasa cataliza la sintesis de una nueva hebra
de ADN complementaria a la anterior.

La posterior PCR implica la repeticiéon seriada de tres etapas bien diferencia-
das: la desnaturalizacién de la doble cadena de ADN para formar hebras de
ADN de cadena sencilla, el alineamiento de los iniciadores (oligonucle6tidos
sintéticos) a sus secuencias complementarias y, por altimo, la polimerizacién,
a partir de estos, de una nueva cadena de ADN complementaria a la region
de ADN diana que se desea amplificar. Estas tres etapas representan un Gnico
ciclo de amplificacion. La repeticion de cada ciclo de amplificacion implica un
incremento exponencial del producto que hay que amplificar, para obtener
finalmente millones de copias de la secuencia genoémica inicial (figura 15).
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Figura 15. Esquema general de una PCR previa retrotranscripcion
(RT-PCR)
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Fuente: imagen del capitulo 5 del libro Manual de hepatitis C. Aspectos biolgicos,
clinicos y terapéuticos. Editorial médica panamericana.

3) Deteccidén del fragmento amplificado (amplicones) mediante diferentes mé-
todos (electroforesis en gel de agarosa, tincién con bromuro de etidio, hibri-
dacion con sondas especificas y enzimoinmunoensayos).

Todo el proceso dura aproximadamente 24 horas. La presencia en algunas
muestras biologicas de sustancias que inhiben la PCR origina resultados falsos
negativos; por ello es recomendable introducir controles internos de amplifi-

cacion para detectarlos.

Debido a la elevada sensibilidad de estas técnicas, el riesgo de contaminacion
cruzada entre muestras es alto. La fuente de contaminaciéon mas comun son
los fragmentos de ADN previamente amplificados en el laboratorio, que pue-
den contaminar los reactivos, la superficie de trabajo y el material utilizado
(pipetas y puntas). Para disminuir este riesgo es importante que un laborato-
rio de microbiologia (dentro de sus posibilidades) tenga bien diferenciadas las
areas de trabajo para realizar las técnicas de biologia molecular (figura 16).
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Figura 16. Distribucién de las areas de trabajo en una seccién de biologia molecular
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Fuente: esquema cedido por la Dra. Elisa Martré Catala. Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Germans Trias i
Pujol de Badalona (Barcelona).

Ademas de tener las areas de trabajo bien diferenciadas, hay que adoptar unas
medidas de trabajo muy tediosas para disminuir el riesgo de contaminacién. Se
ha de utilizar material especial y sistemas de anticontaminacién, como irradiar
las superficies de trabajo (cabinas de seguridad tipo 1y 2) con rayos ultravioleta
(UV) o utilizar sistemas quimicos como la uracil-N-glicosilasa.

Con la aparicién de la PCR en tiempo real, los problemas de contaminacién
disminuyeron, ya que los procesos de amplificaciéon y deteccion se producen
de manera simultanea en el mismo vial cerrado. Esta técnica permite la cuan-
tificacion precisa y continua del ADN que se va formando, ya que, tal y como
indica su nombre, al mismo tiempo que va teniendo lugar la PCR, se va detec-
tando una sefial que aumenta en proporcion directa a la cantidad de producto
formado en cada ciclo de reaccién. El sistema utiliza los mismos ingredientes
que una PCR convencional, sin embargo, en este caso la muestra no se coloca
en un tubo convencional sino en un tubo o capilar que permite cambiar de
temperatura en un tiempo muy inferior al de los instrumentos (termociclado-

res) convencionales.

Los termocicladores para llevar a cabo la PCR en tiempo real incorporan un
lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en cualquier mo-
mento, la fluorescencia emitida en cada uno de los tubos donde se realice la

amplificacion.

Existen varios sistemas de deteccién por fluorescencia empleados en la PCR
en tiempo real, entre los que destacan agentes intercalantes o sondas de hi-
bridacion especificas. En la tabla 1 mostramos las diferencias entre una PCR
convencional y una PCR en tiempo real.
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En la tabla 2 se exponen las diferencias entre la PCR convencional y la PCR
en tiempo real:

PCR convencional PCR en tiempo real

Extraccion Manual: 12 m/2 h
Automatico: 8 m/30 min - 96 m/30 min

Amplificacion 2-4 horas 30 min - 2 horas

Deteccion 1-3 horas Automatizacion
Evita contaminaciones

Sensibilidad ++ T+
Especificidad ++/++ +++
Otras - Posibilidad multiplex (deteccién simulté-

nea del DNA de varios microorganismos)

Actualmente existen diversos ensayos comercializados para el diagnéstico mo-
lecular de las ITS, los cuales pueden detectar simultdneamente dos patdgenos
como Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae [Cheng et al. 2011] o in-

cluso 18, como el ensayo CLART ® STIs A&B, Genomica S.A.U., Madrid, Espafia.

Recientemente se ha evaluado un ensayo basado en PCR en tiempo real, en
el cual se detectan 7 patégenos causantes de ITS (Chlamydia trachomatis, Neis-
seria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma hominis, Mycoplasma geni-
talium, Ureaplasma urealyticum, y Ureaplasma parvum) en una sola reaccion y
en diferentes muestras clinicas (exudado endocervical, uretral, vaginal, frotis
rectal y orina) (Bercot y otros, 2015). Estos ensayos de PCR en tiempo real
multiplex representan una ventaja para el diagnoéstico diferencial de sindromes
como uretritis, cervicitis y vaginitis. Ademas, permiten detectar patdgenos que
habitualmente no se detectan por métodos convencionales.

Los resultados obtenidos en estas técnicas se tienen que interpretar con cau-
tela, especialmente en los casos en los que se aislen micoplasmas o ureaplas-
mas, ya que estos pueden colonizar el tracto genitourinario de personas sa-
nas sexualmente activas. Sin embargo, Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp y
Mycoplasma genitalium se han asociado con patologia del tracto urogenital en
el adulto, del embarazo, del parto, del feto y del neonato (Weinstein y otros,
2011; Uuskiila y otros, 2002; Horner y otros, 2001).

En caso de obtener un resultado positivo por Chlamydia trachomatis, se pue-
de determinar el serovar causante de la infeccion, especialmente en aquellos
pacientes en los que se sospeche infeccion por el serovar L, causante de linfo-
granuloma venéreo (LGV). El genotipado de Chlamydia trachomatis se puede
realizar mediante técnicas basadas en una PCR convencional seguida de la de-
teccién del producto amplificado por enzimoinmunoensayo y tipificaciéon por
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una técnica de hibridacién reversa en tiras de nitrocelulosa o bien mediante
técnicas de PCR en tiempo real. La deteccion del serovar de Chlamydia tracho-
matis tiene implicaciones epidemiolégicas y clinicas.

La deteccion y genotipado del virus papiloma humano (PVH) se pueden rea-
lizar mediante amplificacién del ADN del virus e hibridacién de los amplico-
nes obtenidos con sondas de captura especificas para los genotipos de alto y
bajo riesgo, seguida de la deteccion de los fragmentos amplificados mediante
microarrays (Garcia-Sierra y otros, 2009).

En los altimos 15 afios, se han desarrollado diferentes estrategias para avan-
zar en el conocimiento del genoma de Treponema pallidum y determinar cual
seria la aplicacion de las técnicas de biologia molecular en el diagnoéstico de
la sifilis. Se han disefiado diferentes métodos de PCR para detectar diferentes
genes que codifican diferentes proteinas de Treponema pallidum. Estas técnicas
pueden detectar el ADN de Treponema pallidum en diferentes tipos de muestras
(exudado del chancro sifilitico, biopsias de piel de pacientes con sifilis secun-
daria, suero, orina y LCR). La PCR en tiempo real es una técnica rapida y fiable
para el diagnoéstico de una sifilis primaria, pero no tiene un valor diagnoéstico

afiadido en los casos de sifilis secundaria (Heymans y otros, 2010).

Actualmente también se han desarrollado técnicas basadas en PCR multiplex
para la deteccién simultdnea de patégenos causantes de tlceras genitales, co-

mo son Treponema pallidum, VHS-2, Haemophilus ducreyi (Glatz y otros, 2014).

Para el diagnéstico molecular del ARN del VIH-1, VHC y del ADN del VHB se
utilizan técnicas de PCR en tiempo real, las cuales poseen una elevada sensi-
bilidad. Son técnicas utilizadas para confirmar el diagndstico de las infeccio-
nes causadas por estos virus y para monitorizar su respuesta al tratamiento

antivirico.
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Las caracteristicas principales de las técnicas de biologia molecular son
las siguientes:

e Son de gran utilidad en el diagnoéstico de las ITS dada su elevada
sensibilidad y especificidad.

e Con la aparicién de la PCR en tiempo real, se ha disminuido consi-
derablemente el riesgo de contaminacion entre los procesos de am-
plificacién y deteccion, ya que estos son simultaneos y se producen

en un mismo tubo cerrado.

¢ Con las nuevas técnicas de PCR en tiempo real existe la posibilidad
de realizar PCR multiplex, detectando de forma simultanea el mate-

rial genético de varios microorganismos.

2.4. Técnicas de diagnoéstico rapido (POC test: point-of-care tests)

En areas remotas del mundo, la distancia para llegar a los centros médicos y
laboratorios es muy larga; lo que representa retrasos diagnoésticos, entre ellos
los de las ITS. Por otra parte, los paises en vias de desarrollo no disponen de
laboratorios con buena infraestructura para realizar un diagnéstico microbio-

légico adecuado de las ITS.

En estos casos, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda el ma-
nejo sindrémico como enfoque para diagnosticar y tratar las ITS més comunes
(OMS, 2003). Este enfoque implica el tratamiento inmediato de las ITS basan-
dose en un algoritmo de signos y sintomas caracteristicos de las ITS [18,19].
Sin embargo, el manejo sindrémico deja muchas infecciones sin tratar y causa

un tratamiento excesivo en otras.

Los tests rapidos, también conocidos como point of care tests (POC tests) han
supuesto una mejora potencial en el diagnoéstico y manejo de las ITS en areas
con accesos limitados a los servicios de salud. Son técnicas basadas en el for-
mato de ensayo de inmunocromatografia. Sobre una membrana de nitroce-
lulosa o nylon se encuentran absorbidos en la linea de reaccién anticuerpos
especificos contra el antigeno que buscamos y sobre la linea control anticuer-
pos anti-conjugado, de forma que cuando la muestra contiene antigeno, este
fluye por la membrana y queda retenido en la linea de reaccion. El conjugado
(anticuerpo especifico) estd marcado con una molécula de oro coloidal, que
también fluye por la membrana y es retenido por el antigeno en la linea de

reaccion y por el anticuerpo en la linea control.
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En el caso de muestras negativas que no contienen antigeno, el conjugado es
retenido tinicamente en la linea control. Son técnicas rapidas que no requie-
ren equipamiento especializado, y cuyos resultados se obtienen en aproxima-
damente 15-30 minutos (figura 17).

Figura 17. Formato de ensayo de inmunocromatografia
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Fuente: imagen del capitulo 19 de los procedimientos en Microbiologia Clinica. Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica (SEIMC).

La OMS determiné que los POC tests tenian que reunir una serie de caracte-
risticas (denominadas criterio ASSURED) para que pudieran ser utilizados. Las
siglas del criterio ASSURED se resumen en:



© FUOC e PID_00259600 38 Diagnéstico de laboratorio de las infecciones de transmisién sexual...

A: affordable (asequible)
S: sensitive (sensible)

S: specific (especifico)

e U: user friendly (de facil uso)

e R:robust and rapid (robusto y rapido)

e E: equipment-free (sin equipamiento especializado)

D: deliverable (entrega de resultados a los usuarios)

Existen diversos tests rdpidos para el diagnostico de infeccion por VIH en
muestras de suero o puncién digital. Estan basados en inmunocromatografia,
son de lectura rapida, no se requiere equipamiento sofisticado y se pueden
conservar a una temperatura entre 2 °C y 30 °C. En la figura 18 se muestra un
resultado positivo para VIH-1 en un test rapido.

Figura 18. Test rapido para VIH-1

u_lll— ;u

Fuente: foto realizada en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol de Badalona (Barcelona).

En los ultimos afios se han desarrollado varios tests POC para el diagnoéstico
de sifilis. Son tests treponémicos con buena sensibilidad y especificidad, pero
no distinguen entre infeccién activa, pasada o curada (Mabey y otros, 2006).
Recientemente se ha evaluado un test rapido dual para la deteccion de anti-
cuerpos reaginicos y treponémicos, mostrando resultados prometedores (Yin
y otros, 2013). También se han evaluado tests rdpidos duplex, en los cuales se
pueden detectar anticuerpos frente a Treponema pallidum y VIH. Estos tests son
de gran utilidad en poblaciones de alta prevalencia, debido a la elevada tasa de
coinfeccién (Bristow y otros, 2014). Hess y Cols evaluaron en el afio 2014 un
test rapido que detectaba simultdneamente anticuerpos anti-Treponema (reagi-
nicos y treponémicos), anti-VIH y anti-VHC en una poblacion de riesgo aten-
dida en una clinica de ITS. Los autores observaron que la sensibilidad de este
test para VIH y VHC fue buena, pero en el caso del test treponémico la sensi-
bilidad fue baja (Hess y otros, 2014).

Hasta el dia de hoy, el uso de tests rapidos para el diagnoéstico de infeccion
por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae ha sido limitado por las defi-
ciencias de una metodologia adecuada. Eran tests muy laboriosos, basados en
inmunocromatografia, con tiempos de realizacion largos y valores de sensibi-
lidad y especificidad muy bajos (Watchirs y otros, 2013; Dommelen y otros,
2010). Recientemente, se ha desarrollado un test rdpido basado en biologia

molecular para la deteccion simultanea de Chlamydia trachomatis y Neisseria
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gonorrhoeae. Es un test con elevada sensibilidad y especificidad para ambos pa-
togenos. Es de facil uso y disponibilidad de resultados en 90 minutos (Natoli
y otros, 2014).

Los point-of-care tests pueden ser una herramienta diagndstica impoz-
tante para las infecciones de transmision sexual fuera del ambito sani-
tario y en areas geograficas con recursos sanitarios limitados.
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Glosario

sensibilidad f Probabilidad de que la técnica utilizada para el diagndstico de una infeccién
sea positiva en un individuo infectado. Una técnica de gran sensibilidad dara pocos resulta-
dos falsos negativos.

especificidad f Probabilidad de que la técnica utilizada para el diagnoéstico de una infec-
cién sea negativa en un individuo no infectado. Una técnica de gran sensibilidad dara pocos
resultados falsos positivos.

enzimoinmunoensayo competitivo m Ensayo mediante el cual la cantidad de anti-
cuerpos presentes en el suero del paciente se determina evaluando la capacidad que estos
tienen para bloquear la fijacién al antigeno de una cantidad conocida y fija de anticuerpos
contra ese antigeno, marcados y afiadidos simultaneamente con el suero del paciente.

acido desoxirribonucleico m Molécula que codifica la secuencia de aminoacidos de las
proteinas y controla su sintesis. El conjunto de dcido desoxirribonucleico de una célula es su
genoma y puede estar formado por una sola pieza, como ocurre en la mayoria de las bacterias,
o por varios fragmentos que constituyen los cromosomas, como en el caso de las células
eucariotas. El 4cido desoxirribonucleico esta formado por dos largas cadenas de nucleétidos.
sigla ADN

ADN m Véase acido desoxirribonucleico.

acido ribonucleico m Molécula formada por una sola cadena. Su composicién quimica
es similar a la del 4cido desoxirribonucleico, pero en lugar de deoxirribosa, esta formado por
ribosa.

sigla ARN

ARN m Véase acido ribonucleico.

ADN polimerasa m Conjunto de enzimas polimerasas que son capaces de replicar o trans-
cribir 4cidos nucleicos. Es el enzima que lleva a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

nucledtido m Cada una de las moléculas organicas formadas por la unién covalente de un
monosacarido (azdcar simple) de cinco carbonos, una base nitrogenada y un grupo fosfato.

base nitrogenada f Compuesto orgénico ciclico, que incluye dos o mas atomos de car-
bono. Las bases adenina (A), timina (T), guanosina (G), y citosina (C) se encuentran en el
acido desoxirribonucleico. En el acido ribonucleico se sustituye la timina por uracilo (U).

oligonucleétido m Molécula formada por varios nucleétidos. Se puede utilizar como ce-
badores o iniciadores (en inglés, primers) en la PCR.

tecnologia [ Tecnologia que se basa en la divisién de una pequeria superficie (general-
mente de vidrio —laminas de silice— de aproximadamente 1 cm cuadrado) en numerosos
cuadros imaginarios, en cada uno de los cuales se fijan las sondas.

sonda [ Fragmento de acido desoxirribonucleico que se puede marcar con diferentes sus-
tancias para detectarlas cuando hibridan con su diana.
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