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Resumen Lasinfecciones de transmision sexual (ITS) son uno de los problemas de salud pUblica
mas frecuentes y universales. Debido a que las ITS son responsables de una alta morbilidad,
asi como de secuelas graves, es muy importante que todos los profesionales de la salud las
tengan en cuenta en el momento de valorar al paciente. La dificultad en el control de las
ITS se debe principalmente al retraso diagnostico. Las pruebas diagnosticas permiten realizar
un manejo etiologico, asi como facilitar un tratamiento mas efectivo tanto de los pacientes
sintomaticos como de los asintomaticos, y finalmente permitiran interrumpir de una forma
mas precoz la cadena epidemiologica de transmision. En la presente revision se ha llevado a
cabo una actualizacion acerca de los principales métodos diagnosticos existentes en las ITS mas
relevantes.
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Update on the Diagnosis of Sexually Transmitted Infections

Abstract Sexually transmitted infections (STls) are one of the most frequent and universal
Public Health problems. Health professionals should be aware of the possibility of STIs due to
their high morbidity and the presence of sequelae. The delay in the diagnosis is one of the
factors that justifies the difficulty to infections control. Diagnostic tests allow the introduction

* Autor para correspondencia.

Correo electronico: javierm.rodriguez.sspa@juntadeandalucia.es (J. Rodriguez-Granger).

https://doi.org/10.1016/j.ad.2019.05.008
0001-7310/© 2020 Publicado por Elsevier Espaia, S.L.U. en nombre de AEDV. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


https://doi.org/10.1016/j.ad.2019.05.008
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ad.2019.05.008&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
mailto:javierm.rodriguez.sspa@juntadeandalucia.es
https://doi.org/10.1016/j.ad.2019.05.008
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

712 J. Rodriguez-Granger et al.
of aetiological treatment and also lead to treating symptomatic and asymptomatic patients
Culture; more effectively, as well as to interrupt the epidemiological transmission chain without delay.

Point of care test
important STls.

In this review we have made an update of the main existing diagnostic methods for the more

© 2020 Published by Elsevier Espafa, S.L.U. on behalf of AEDV. This is an open access article
under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son un problema
de salud publica que va en aumento a nivel mundial, pre-
sentando una estimacion de un millén de nuevas infecciones
cada dia. Aunque en gran parte son infecciones que se
pueden prevenir, tienen un amplio abanico de consecuen-
cias negativas en la salud individual. Estas oscilaran desde
aquellas patologias agudas hasta complicaciones graves, con
secuelas a largo plazo, asi como el aumento del riesgo de
contagio del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
Mas alla de la repercusion en la morbimortalidad, las ITS
representaran también una importante carga econdémica.

El lograr cuantificar la prevalencia e incidencia de las ITS
sigue siendo un aspecto fundamental de la monitorizacion
global, que permitira planificar las intervenciones, reco-
mendaciones de tratamiento y abogar por mas recursos’. La
mayoria de los paises realizan una comunicacion de los casos
universales y en algunos de ellos también se dispone de cen-
tros centinela. Sin embargo, en general, existe una escasa
estandarizacion entre los paises, teniendo muchos de ellos
aun pendiente la implementacion de sistemas de vigilancia
de ITS.

Cada ano se estiman 357 millones de nuevos casos entre
personas de 15 a 49anos, sobre todo en 4 de las ITS
que son curables: Chlamydia trachomatis se diagnostica en
131 millones de personas a nivel mundial, 78 millones se
contagiaran con Neisseria gonorrhoeae (NG), 5,6 millones
de sifilis y 143 millones de tricomoniasis. La prevalencia
de algunas ITS virales es de la misma forma elevada. Mas
de 500 millones de personas presentaran una infeccién por
el virus del herpes simple tipo 2 (VHS-2). Sin embargo,
las caracteristicas epidemiologicas del VHS estan variando,
observandose, en los paises industrializados, un incremento
de herpes genital secundario a infecciones por el VHS-1. La
infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) es la infec-
cion de transmision sexual mas frecuente tanto en hombres
como en mujeres a nivel mundial, presentandose mas de
290 millones de mujeres con infeccion por el VPH. La pre-
valencia de este variara segun la region y el género’. Las
verrugas genitales son un importante problema de salud
publica. El informe de vigilancia de los Centros Europeos
para la Prevencion y el Control de Enfermedades (ECDC)
sobre las ITS en Europa, y la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiologica (RENAVE) en Espaiia, ha descrito las caracte-
risticas epidemiologicas y las tendencias basicas de las 5 ITS
que se encuentran bajo la vigilancia de la Union Europea: la
infeccion por C. trachomatis, la gonorrea, la sifilis, la sifilis
congénita y el linfogranuloma venéreo®*.

En el 2015, C. trachomatis fue la ITS mas frecuente en
Europa con 394.163 casos reportados. En Espafa, se noti-
ficaron 7.162 nuevas infecciones en el 2016. La tasa de
incidencia se estim6 en 18 por 100.000 (con valores que
varian entre las diferentes regiones, siendo la mas alta de
46,4 en Cataluha). Aproximadamente el 53% de los casos
comunicados fueron en mujeres y la mayoria de los casos
en jovenes de entre los 15 y 24 afos. Esto indica que las
pruebas se deben realizar en estos grupos, ya que son los
que tendran conductas asociadas a un mayor riesgo de ITS,
teniendo al mismo tiempo como objetivo reducir el riesgo de
complicaciones en el tracto reproductivo®>. A pesar de que
la tendencia en cuanto al niUmero de contagios por clamidia
parece haberse estabilizado en los Gltimos afos (2011-2015,
aumentado en un 4% en general), las tasas de infeccion
por gonorrea han aumentado un 79% desde el 2008, par-
ticularmente entre los varones. Con mas de 75.000 casos
reportados en el 2016, la gonorrea es la segunda ITS mas
frecuentemente notificada en Europa, y Espafa no es la
excepcion con 6.456 casos comunicados, el 83% en hom-
bres. La relacion hombre/mujer en Espaina fue de 5:1. Este
aumento parece estar relacionado con un mayor nimero de
casos entre hombres que tienen sexo con hombres (HSH)*°.
El nimero y la tasa de casos de sifilis notificados han seguido
aumentando en el 2015 (28.701 casos de sifilis en Europa). El
aumento continuda siendo influido principalmente por casos
relacionados entre hombres, especificamente entre los HSH
(62%). Las tendencias entre hombres y mujeres heterose-
xuales, por otro lado, se mantienen estables o demuestran
una ligera disminucion. Las tasas de sifilis se incrementaron
en Espana hasta el 2011, pero posteriormente se han estabi-
lizado, reportandose 3.886 casos notificados en 2015y 3.357
en 20167, Siguiendo esta tendencia decreciente, la tasa de
notificaciones de sifilis congénita se ha estabilizado desde el
2006. En el 2015 se notificaron 42 casos en Europa y 4 casos
en Espana en el 2016*8.

Finalmente, el nimero de casos comunicados de linfo-
granuloma venéreo continla incrementandose en los paises
de Europa occidental y central, presentando 1.787 casos en
el 2015. Espaia notifico 248 casos en el 2016. Los estudios
epidemiologicos sugieren que la transmision se da princi-
palmente entre los HSH, VIH positivos, que tienen practicas
sexuales de alto riesgo*’. La infeccion por el VIH y las ITS
estan claramente interrelacionadas, compartiendo factores
de riesgo, la misma incidencia y mecanismos de transmision.
Actualmente, la tasa global de nuevos diagndsticos de VIH
en Espana se encuentra en niveles similares a los de otros
paises de la Region Europea de la OMS. Desde el 2003, se ha
realizado un registro de nuevos diagndsticos de infeccion por
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VIH en nuestro pais, con un nimero estable en los Gltimos
7 anos, que se ubica en un promedio de 3.293 casos/afo.
Esta revision actualiza los principales métodos diagnosti-
cos que se utilizan en las ITS comunitarias en la actualidad,
y que tienen como finalidad garantizar una disponibilidad
amplia de intervenciones que sean efectivas en cuanto a la
prevencion, deteccion, diagnostico y tratamiento de las ITS.

Varios factores pueden explicar el aumento en el diagndstico
de las infecciones por C. trachomatis, incluidos los cam-
bios en el comportamiento sexual y la falta de prevencion
y educacioén, pero también la mayor realizacion de pruebas
diagndsticas, asi como el uso de mejores sistemas de detec-
cion. Las pruebas diagnodsticas de clamidia se indicaran en
pacientes con afectacion urogenital, cervicitis, enfermedad
inflamatoria pélvica (EIP) e infeccion extragenital secunda-
ria a una transmision sexual: anorrectal, faringea y ocular'®.
En un inicio, todas las muestras pueden analizarse mediante
técnicas de biologia molecular. Se preferira la utilizacion
de muestras obtenidas de forma no invasiva, en particular
cuando se trata del estudio de sujetos que son asintoma-
ticos. La primera evacuacion de la orina matinal y la toma
mediante el uso de hisopos uretrales en los pacientes de sexo
masculino se consideraran como equivalentes en pruebas de
amplificacion de acidos nucleidos (NAAT). La recogida de las
muestras de orina se tolerara mejor y, por lo tanto, es el
tipo de muestra que se recomienda en los pacientes de sexo
masculino’ 2. Para detectar infecciones de C. trachomatis
extragenitales, la muestra se obtiene mediante un hisopo
0 se recogera a partir de muestras extraidas directamente
del tejido correspondiente. La infeccion por C. trachomatis
en HSH estara localizada con frecuencia en el recto o en
la faringe, sin causar ningln tipo de sintoma, y requerira
la toma de un hiposo oral y anal de manera apropiada para
que estos puedan ser diagnosticados. En este caso, el rea-
lizar Unicamente el analisis de una muestra de orina puede
conllevar un infradiagnéstico de la infeccidon' "4,

El aislamiento de C. trachomatis en cultivo celular o la
identificacion de C. trachomatis mediante ensayos de fluo-
rescencia directa (DFA) se pueden utilizar para el diagnostico
de infecciones agudas solo en el caso de que los NAAT de
C. trachomatis no estén disponibles o cuando no son acce-
sibles. Se recomienda el uso de NAAT validados y de calidad
garantizada debido a su mayor sensibilidad, especificidad y
velocidad en el diagndstico de infecciones sintomaticas y
asintomaticas, en comparacion con todas las demas técni-
cas de diagnostico’ "¢, Debido a la alta especificidad de los
NAAT validados para la C. trachomatis, y al hecho de que
cuando se repiten las pruebas existe un riesgo de perder
algln resultado positivo débil, no se recomienda la realiza-
cion de pruebas confirmatorias de las muestras que hayan
resultado positivas'’>'®. Una excepcion importante a tener
cuenta es cuando se realizan investigaciones judiciales en
el caso de sospecha de una agresion sexual.

Los NAAT pueden usar muestras recogidas de forma poco
invasiva, como son las muestras de orina en hombres,
hisopos vulvovaginales en mujeres e hisopos anorrectales
en ambos sexos'. Se puede incrementar la sensibilidad
diagnostica utilizando esferas de particulas magnéticas
recubiertas, con lo que los acidos nucleicos se aislaran en
mayor cantidad y calidad?. Estos sistemas de extraccién
basados en el uso de esferas se pueden automatizar y utilizar
en diversos sistemas de alto rendimiento, lo que permite la
realizacion de pruebas simultaneas de clamidia y gonococos
con adecuada sensibilidad y especificidad?’. Para incremen-
tar la sensibilidad de la técnica, estas pruebas se basan en la
deteccion de genes presentes en un gran nimero de copias
(plasmido criptico X06707 [10 copias/genoma] o 16S ADNr
[2 copias/genoma])?'.

En aquellos estudios donde se ha buscado comparar
ambos métodos, los NAAT han detectado entre un 10 y un
30% mas de muestras positivas de C. trachomatis que en los
estudios que comparan los dos métodos?>23. En otros estu-
dios, los resultados obtenidos a partir de diferentes NAAT
mostraron ser altamente concordantes?* %, La importancia
de las variaciones genéticas se hizo evidente con la apa-
ricion de la variante sueca, la cual no fue detectada por
algunos NAAT comercializados debido a la delecion en la
region diana de estas pruebas?®. La implementacion de una
segunda region diana en los NAAT representa una mejora
importante, permitiendo la deteccion de nuevas variantes
que tengan deleciones o recombinacion en una de las regio-
nes diana?’. Como ejemplo de sistemas que desarrollaron
una modificacion de la técnica tenemos al Cobas Tagman
CT/NG v 2.0 (Roche) y al Artus C. trachomatis plus RG Kit
PCR (Qiagen). Una limitacion de todas estas técnicas
de diagnodstico es la falta de discriminacion entre los
diferentes biovares de C. trachomatis relacionados con
diferentes procesos patologicos que pueden detectarse en
muestras uretrales o cervicales. Ninguna de las técni-
cas anteriores puede discriminar entre los serotipos D-K
y los serotipos L1-L3 relacionados con el linfogranuloma
venéreo?'.

Las pruebas rapidas en el punto de atencion proporcionan
un resultado rapido y facil, y permitiran que el diagndstico
y el tratamiento posterior se puedan realizar en la misma
visita en la clinica o incluso en modo remoto. La mayoria
de las POCT son pruebas cromatograficas inmunes basadas
en una tecnologia de flujo lateral y que detectan el anti-
geno lipopolisacarido de la clamidia (LPS), tanto en hisopos
genitales como en orina. En comparacion con el cultivo y
los NAAT, estas POCT basadas en antigenos son significati-
vamente menos sensibles y especificas. Las POCT basadas
en antigenos no se han recomendado para la prueba de
C. trachomatis, tanto en la deteccion precoz de pacientes
asintomaticos como en la de los pacientes sintomaticos?®.
Se han desarrollado POCT con mayor sensibilidad y nuevos
NAAT de POCT (p. €j., el ensayo Xpert de Cepheid CT/NG).
Este estudio se basa en el uso de la reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR) en tiempo real realizada en un sis-
tema cerrado. Después de haber colocado la muestra clinica
en un cartucho, los pasos subsiguientes de aislamiento de
acido nucleico, amplificacion y deteccion de productos de
PCR continGian un proceso completamente automatizado.
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Otras POCT de NAAT comercializadas utilizan tecnologia de
amplificacién isotérmica, como la amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP) o por la amplificacion mediante
recombinasa polimerasa (RPA)?’.

La prueba de anticuerpos contra C. trachomatis no es util
para diagnosticar la infeccion local del epitelio del tracto
genital inferior, ya que los anticuerpos solo se detectaran
tras varias semanas, los titulos de anticuerpos pueden ser
bajos y muchas pruebas seroldgicas no podran diferenciar
los anticuerpos de diferentes especies de clamidias.

La prueba de microinmunofluorescencia (MIF) se con-
sideraba el método de referencia para el estudio de los
anticuerpos contra clamidia durante mucho tiempo, pero
los inmunoensayos enzimaticos (EIA) y los inmunoblots o
inmunoensayos en linea se usan actualmente con mayor fre-
cuencia en la deteccién de infecciones por clamidia®®3".
La tecnologia de los EIA se basa en la deteccién del anti-
geno mediante la medicion de una sefal coloreada generada
por los lipopolisacaridos de reaccion antigénica (LPS) con el
anticuerpo. Tradicionalmente han gozado de gran populari-
dad por ser técnicas simples, objetivas y automatizadas. La
especificidad del EIA es baja, pudiendo dar falsos positivos
debido a la presencia de lipopolisacaridos bacterianos (LPS).
Otras técnicas se basaran en la tincion directa de muestras
con anticuerpos monoclonales marcados con fluoresceina
(DFA). Esta ultima técnica utiliza anticuerpos especificos de
la especie dirigidos principalmente contra la proteina prin-
cipal de la membrana externa (MOMP) del antigeno vy, en
menor medida, contra el LPS. Las principales ventajas de las
técnicas de DFA son su velocidad (30 min) y su especificidad
cercana al 100%, la sensibilidad es del 85-90%, y en com-
paracion con el cultivo no requieren medios de transporte
especificos. Entre sus inconvenientes estan la interpretacion
subjetiva, el requerir personal experimentado, el presen-
tar una baja reproducibilidad y, por Gltimo, el volumen de
muestras no debe ser elevado.

Hasta finales del siglo XX, el cultivo celular fue el estandar
de referencia con el que se han comparado todas las demas
pruebas diagnoésticas. Sin embargo, principalmente debido
a la aparicion de nuevos métodos de diagndstico, que son
mas faciles de implementar, asi como rapidos y sensibles, el
cultivo celular ha sido relegado sobre todo a los laboratorios
de referencia. Las lineas celulares establecidas para el ais-
lamiento de C. trachomatis incluyen la McCoy, Hela 29?". Las
muestras para el cultivo deben recogerse utilizando disposi-
tivos y medios de transporte especiales. La sensibilidad del
cultivo puede verse afectada por la recoleccion, el almace-
namiento y el transporte inadecuados de las muestras, las
sustancias toxicas en las muestras clinicas y el crecimiento
excesivo de cultivos celulares por bacterias y hongos comen-
sales. El cultivo celular es una técnica muy especifica, sin
embargo, la sensibilidad no es muy buena (75-80%)%"32.

La gonorrea es la segunda ITS bacteriana mas frecuente en
todo el mundo*?, a pesar de que su prevalencia variara entre

las distintas poblaciones®*. A partir de una lesion locali-
zada, el microorganismo puede ascender al tracto genital
superior y causar enfermedad inflamatoria pélvica, epididi-
moorquitis o incluso diseminarse en forma de bacteriemia.
Debido a este hecho, un diagnostico apropiado y un trata-
miento efectivo de esta infeccion son factores importantes
que contribuiran a medidas de control de la salud publicay a
prevenir complicaciones graves. Sin embargo, el incremento
de la resistencia a los tratamientos indicados ha demostrado
afectar de manera importante el control de esta infeccion®>.

La NG se puede visualizar microscopicamente mediante
la tincidon de un frotis obtenido del tracto genital de los
pacientes sintomaticos. En hombres con secrecion uretral,
se puede usar la microscopia (x1.000) de la tincion de
Gram para identificar diplococos dentro de los leucocitos
polimorfonucleares, con una buena sensibilidad (>95%) y
especificidad (>99%), como prueba diagnéstica rapida®.
Sin embargo, en hombres asintomaticos esta técnica tiene
poca sensibilidad (<55%), asi como en la identificacion de
la infeccion endocervical o rectal (<55% y < 40%, respecti-
vamente), por lo que, en estas circunstancias, no se puede
recomendar el uso de la microscopia como prueba para des-
cartar una infeccion. Ademas, las tinciones de Gram de
muestras endocervicales, rectales o faringeas no se reco-
miendan para la deteccion de infecciones debido a la poca
especificidad y a la baja sensibilidad.

El cultivo es el Unico método diagnostico que permite rea-
lizar pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos, por
lo que sigue siendo importante para detectar y controlar
la resistencia a estos. Las muestras deben obtenerse utili-
zando hisopos que no contengan compuestos como la madera
y el algodon, ya que estos pueden ser inhibidores o toxicos
para la NG. Algunos sistemas de transporte pueden man-
tener la viabilidad del gonococo hasta 48 h a temperatura
ambiente®. Los hisopos se deben insertar 2-3cm en la ure-
tra masculina o 1-2cm en el canal endocervical, y luego se
realizaran 2-3 rotaciones.

Las muestras obtenidas de localizaciones estériles se
pueden cultivar en un medio no selectivo (p. ej., Agar cho-
colate), mientras que las de localizaciones no estériles
se cultivaran en un medio selectivo (p.ej., Martin-Lewis,
Thayer-Martin), el cual contiene agentes antimicrobianos
que inhibiran el crecimiento de otras bacterias y hongos.
Estos medios se incuban a 35°C en un ambiente suplemen-
tado con el 5% de CO, y se valoraran al menos durante
48-72h. Los diplococos gramnegativos y las colonias oxidasa
positivas presumiblemente se pueden identificar como NG.
Sin embargo, se necesitaran pruebas bioquimicas adiciona-
les para poder confirmar el diagnostico.

Se deberd realizar un cultivo para el estudio de la
sensibilidad antimicrobiana en aquellos pacientes con una
infeccion persistente o si se sospecha un fracaso del trata-
miento. Ademas, la caracterizacion de estos mediante una
tipificacion molecular puede ser una herramienta (til para
predecir la resistencia a los antimicrobianos, ya que algunos
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tipos estaran asociados a una menor susceptibilidad a diver-
sos antibidticos®®. La sensibilidad del cultivo es elevada en
las muestras genitales, pero dependera en gran medida de
la forma de recoleccion de las muestras, del transporte, del
almacenamiento y de los procedimientos de aislamiento.

Las técnicas de NAAT se recomiendan para la deteccion de
infecciones causadas por la NG con y sin sintomas. Los NAAT
son mas sensibles que el cultivo, se pueden usar en una gama
mas amplia de tipos de muestras, y la calidad, el transporte y
el almacenamiento de las muestras son menos estrictos* >,
Los NAAT son la prueba de eleccion para valorar pacientes
que estén asintomaticos®. Estas técnicas tendran una sensi-
bilidad similar en las muestras de orina y en las de la uretra
de los hombres*?, asi como una sensibilidad similar en las
muestras endocervicales tomadas por médicos y en aquellas
tomadas por los mismos pacientes*. Sin embargo, en las
mujeres, las muestras de orina tendran una menor sensibi-
lidad que las muestras obtenidas con hisopos genitales®.
Ademas, los NAAT seran significativamente mas sensibles
que el cultivo para la deteccion de la NG en las mues-
tras faringeas y rectales®*’, por lo que son las pruebas
de eleccion para el cribado de este tipo de infecciones.
Sin embargo, estas técnicas no se han aprobado para el
estudio de las muestras de estas localizaciones. En la guia
actualizada norteamericana para el diagnostico de estas
infecciones se puede encontrar un resumen de las platafor-
mas de analisis NAAT disponibles en el mercado y que han
sido aprobadas por la Food and Drug Administration (FDA)
para la deteccion de NG en los Estados Unidos™.

La sifilis se desarrolla en varias fases, y los sintomas varia-
ran con cada etapa (sifilis primaria, secundaria, latente y
tardia o terciaria, donde estan incluidas la neurosifilis
y la sifilis cardiovascular). Las fases pueden superponerse,
y los sintomas no siempre ocurriran en el mismo orden.
Por otro lado, los pacientes pueden estar completamente
asintomaticos e identificarse directamente en una revision
de rutina. La eleccion del método para poder diagnosticar
la sifilis depende del momento de la enfermedad y de la
presentacion clinica.

La microscopia de campo oscuro (DFM) y la tincion directa
de anticuerpos fluorescentes para T. pallidum (DFA-TP) se
han utilizado en laboratorios clinicos durante décadas para
visualizar la espiroqueta en el exudado de la lesion de
pacientes con sifilis primaria y secundaria. Sin embargo,
estos métodos no estan disponibles en todos los laborato-
rios, ademas de necesitar personal experimentado para su
realizacion.

Las pruebas NAAT, como es la PCR, no se han utilizado de
forma rutinaria para el diagnostico de sifilis, ya que en el
mercado no se dispone de ninguna prueba comercial y tam-
poco ninguna ha sido aprobada internacionalmente®. Sin
embargo, las pruebas de PCR se pueden realizar para el diag-
nostico de neurosifilis, particularmente entre las personas

infectadas con VIH*>*°, Se considera que la PCR del liquido
cefalorraquideo (LCR) tiene poco valor para el diagndstico
de neurosifilis debido a su baja sensibilidad y especificidad.
Su realizacion en sangre no se recomienda, dada la exis-
tencia de sustancias inhibitorias. Para hacer esta prueba se
pueden utilizar muestras en fresco o congeladas. Existen for-
matos comerciales, validados para todo tipo de muestras,
por lo que es esencial utilizar los controles de validacion
correspondientes.

Las pruebas serologicas son el método mas comuinmente
usado en la deteccion de la sifilis, el diagnostico y el segui-
miento del tratamiento®'. Las pruebas serologicas para sifilis
se pueden dividir en dos tipos: prueba no treponémica (NTT)
y prueba treponémica (TT). Ambas pruebas se utilizan para
confirmar la infeccion y determinar si la enfermedad esta
activa.

Los NTT detectan anticuerpos IgM e IgG contra los
antigenos lipidicos liberados de las células danadas del
huésped® 2, Los NTT incluyen las pruebas de laboratorio
de investigacion de enfermedades venéreas (VDRL), la rea-
gina plasmatica rapida (RPR) y las pruebas séricas en frio con
rojo de toluidina (TRUST). Los anticuerpos no treponémicos
se vuelven positivos 10-15 dias después de la aparicion de la
lesion primaria. Los NTT carecen de sensibilidad en la sifi-
lis primaria y terciaria y su uso como prueba de deteccion
presenta dificultades. Sin tratamiento, los titulos seguiran
aumentando hasta 1-2 afios después de la infeccion y poste-
riormente disminuiran gradualmente de forma espontanea
e incluso en algunos pacientes dejaran de ser reactivos.
Después del tratamiento, los titulos generalmente disminu-
yen y en la mayoria de los individuos inmunocompetentes
se hacen no reactivos a los 6 meses. Sin embargo, hasta el
20% de las personas infectadas y tratadas correctamente
muestran resultados de titulos bajos de NTT persistente-
mente reactivos®>*. Los resultados falsos positivos con esta
prueba pueden ocurrir durante el embarazo, en pacien-
tes con enfermedades reumatolodgicas, infecciones cronicas
(VIH, enfermedades micobacterianas) y en los usuarios de
drogas parenterales.

Los TT usan antigenos nativos o recombinantes del
T. pallidum para detectar anticuerpos especificos contra
componentes treponémicos. Estas pruebas incluyen el
ensayo de absorcion de anticuerpos treponémicos fluores-
centes (FTA-ABS), el ensayo de aglutinacion de particulas de
T. pallidum (TPPA), inmunoensayos ligados a enzimas (EIA),
inmunoensayos de quimioluminiscencia (CIA) y ensayos de
inmunocromatografia (IC). Los anticuerpos especificos son
los primeros en aparecer (6-14 dias después de la aparicion
del chancro primario) y persisten durante toda la vida. Los
TT no pueden usarse para distinguir una infeccion activa de
una pasada o tratada previamente y, por lo tanto, no son
Gtiles para evaluar la efectividad del tratamiento antibac-
teriano.

El FTA-ABS se considera la prueba estandar en muchos
paises con bajos ingresos, pero tiene algunos inconvenientes
como son el tiempo, el coste y la dificultad en la lectura.
Este estudio se puede usar en el LCR. La sensibilidad de los
TT varia del 82 al 100% segln el estadio de la enfermedad,
mientras que la especificidad es del 99%.
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En los Ultimos afos, para la sifilis se han desarrollado
pruebas serologicas rapidas y econdémicas. Las pruebas rapi-
das de sifilis son estudios de IC que utilizan una muestra
de sangre entera, no requieren un equipo y solo necesi-
tan un entrenamiento minimo, dando un resultado en pocos
minutos con una sensibilidad del 86%>. La mayoria de las
pruebas usan antigenos treponémicos, pero se ha desarro-
llado una prueba de IC que permite la deteccion simultanea
de anticuerpos no treponémicos y treponémicos en el ana-
lisis con un Unico dispositivo®->%, lo que permite distinguir
las infecciones nuevas de aquellas tratadas previamente. El
rendimiento general para el diagnostico de una infeccion
activa es del 88,3% (rango 87,1-89,4%)°°8,

Muchos laboratorios, especialmente aquellos con un ele-
vado volumen de muestras, realizan una deteccion mediante
una prueba treponémica automatica inicial (EIA o CLIA).
Una prueba treponémica negativa probablemente indica la
ausencia de sifilis y, en general, no se requieren mas prue-
bas. Sin embargo, no se puede descartar una infeccion
reciente y se debe considerar repetir la prueba en pacientes
que han tenido una exposicion de riesgo reciente.

Las muestras reactivas se deben realizar mediante una
prueba no treponémica para determinar si la enfermedad
aun esta activa. Un titulo positivo con un VDRL o RPR indica
una sifilis activa, por lo que se realizaran pruebas serologicas
de seguimiento para controlar la respuesta al tratamiento.
Cuando el NTT no es reactivo en pacientes que no refie-
ren ninglin antecedente de haber recibido algun tratamiento
para la sifilis, podria tratarse de una sifilis muy temprana, de
una sifilis latente de larga data o de un resultado biologico
falso positivo. Se deberan realizar segundos TT distintos. Los
pacientes con segundos TT positivos seran candidatos para
recibir el tratamiento si es que no lo han recibido previa-
mente.

El examen de LCR en un paciente con signos y sintomas
neuroldgicos debe incluir proteinas totales, el niUmero de
células mononucleares y una prueba serologica. Las altera-
ciones del LCR (pleocitosis y una mayor concentracion de
proteinas) son comunes en personas con neurosifilis. CSF-
VDRL es altamente especifico pero insensible (se observa
una prueba positiva de CSF-VDRL en solo alrededor de 1:3
casos de neurosifilis). No se recomienda la prueba rapida de
reagina plasmatica en el LCR*.

En una persona con signos o sintomas neuroldgicos, un
CSF-VDRL reactivo (en ausencia de contaminacion sangui-
nea) se considera diagndstico de neurosifilis. Cuando el
CSF-VDRL es negativo, pero existen signos clinicos de neu-
rosifilis y un recuento anormal de células y/o proteinas del
CSF, se debe considerar el diagndstico de una neurosifilis.

La prueba CSF FTA-ABS es menos especifica para la neu-
rosifilis que la CSF-VDRL, pero es muy sensible. En pacientes
con sospecha de neurosifilis pero con un VDRL de LCR nega-
tivo, se puede usar una prueba de FTA-ABS de LCR para
descartar una neurosifilis*.

Debido a que los anticuerpos maternos no treponémicos y
treponémicos IgG pueden transferirse de madre a hijo, no
se recomiendan las pruebas treponémicas séricas del neo-
nato. Un aumento de 4 veces o mas del titulo de un NTT en
el suero del nifo en comparacion con el suero de la madre
(ambos obtenidos simultaneamente al nacer) es altamente
sugestivo de sifilis congénita, pero su ausencia no excluye
el diagndstico™. En nifios en quienes la madre presenta una
prueba treponémica positiva y cualquier evidencia de sifilis
congénita en el examen fisico, o con una radiografia de hue-
sos largos sugestiva, o que presentan un analisis de CSD VDRL
reactivo, o una elevacion del recuento celular o de proteinas
a nivel del LCR (sin otra causa aparente), se puede sugerir
el diagndstico de sifilis congénita®?.

Trichomonas vaginalis (TV) es la ITS no viral mas frecuente
en todo el mundo. Estas infecciones representan la ITS cura-
ble mas comln en hombres y mujeres jovenes sexualmente
activos. En las mujeres, la tricomoniasis se ha asociado con
malos resultados de salud reproductiva, como bajo peso
al nacer y parto prematuro®. Por lo tanto, la deteccion
tempranay el tratamiento de las infecciones de TV son reco-
mendables tanto en mujeres como en hombres sintomaticos.
En pacientes asintomaticos, los estudios de cribado solo se
recomiendan en mujeres VIH positivas'’.

El diagndstico de tricomoniasis se basa cominmente en
un examen microscopico de preparaciones en fresco de
descargas vaginales y uretrales, secreciones prostaticas y
sedimento de orina. Las muestras deben mezclarse con una
gota de solucion salina fisioldgica (pero nunca refrigerarse) y
examinarse microscopicamente dentro de 1h a baja poten-
cia (aumento x100), con iluminacion reducida. La presencia
de tricomonas activamente moviles es diagnodstica de la
infeccion®. Las células polimorfonucleares a menudo estan
presentes en estas preparaciones. Sin embargo, aunque esta
técnica es rapida y economica, la sensibilidad es del 50-
70% y puede ser menor en mujeres asintomaticas. El factor
mas importante que afecta la sensibilidad de las pruebas de
«montaje himedo» es el tiempo entre la recoleccion y el
examen de la muestra.

El cultivo de fluidos genitales se ha considerado la prueba
estandar en el diagnostico, aunque requiere una incubacion
de 18-24h. La sensibilidad del cultivo es superior al 80% en
comparacion con el del frotis vaginal. El medio de transporte
Amies Agar Gel podria mantener la viabilidad del cultivo
de TV en torundas mantenidas a temperatura ambiente
durante 24 £ 6 h antes de la inoculacion de la muestra en una
bolsa de cultivo. Sin embargo, la mejor practica es que las
muestras se recojan adecuadamente y se inoculen inmedia-
tamente en el medio apropiado, como el medio modificado
de Diamond, Trichosel o Holander. Los sistemas de cultivo o
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los sistemas que permiten la inoculacion directa, el trans-
porte, el cultivo y el examen microscopico estan disponibles
comercialmente®'.

Se han desarrollado diversos métodos de deteccion de anti-
genos, siendo la principal ventaja que son rapidos y faciles
de realizar. La prueba de aglutinacion de latex ha demos-
trado una excelente sensibilidad®>. Comercialmente esta
disponible una prueba de flujo capilar inmunocromatogra-
fico para la deteccion cualitativa de antigenos de TV en
hisopos vaginales®® 4. El kit de prueba rapida OSOM Tricho-
monas es un estudio con tiras reactivas que proporcionan
resultados en 10 min. Esta prueba ha demostrado una buena
sensibilidad y especificidad en comparacién con otros méto-
dos de diagnostico®. Se ha desarrollado una prueba rapida
para la deteccion de la TV. Esta prueba usa una nove-
dosa deteccion electroquimica utilizando una region de
multiples copias del genoma de la TV como diana del ana-
lisis. La sensibilidad y la especificidad logradas al usar este
método son comparables con las obtenidas con la prueba
NAAT®¢,

Affirm VPIIl es una prueba de hibridacion de acidos nuclei-
cos que utiliza sondas sintéticas de captura de los acidos
nucleicos y sondas de deteccion de desarrollo de color®’.

El ensayo AmpliVue utiliza la amplificacion isotérmica
dependiente de la helicasa (HDA) y tiene como diana una
secuencia repetida de ADN conservada de la TV®. Esta téc-
nica ha sido aprobada recientemente por la FDA para su uso
en hisopos vaginales. Por otro lado, la prueba Solana para
Trichomonas es un NAAT cualitativo in vitro para la deteccion
de TV que también utiliza la tecnologia HDA y la herramienta
Solana®. Recientemente fue aprobado por la FDA. En com-
paracion con un ensayo NAAT, la sensibilidad/especificidad
fue del 89,7/99,0% para muestras tomadas con hisopos y del
100/98,9% en muestras de orina.

Finalmente, el ensayo GeneXpert TV ha sido aprobado
por la FDA para su uso en muestras de orina de pacientes
varones.

Estas técnicas estan ahora disponibles comercialmente para
el diagndstico de TV en mujeres y han reemplazado al cultivo
como la prueba estandar debido a su excelente sensibilidad
y especificidad. Las tomas genitales y de orina son muestras
aceptables’®. A pesar de que la FDA no ha aprobado los NAAT
en pacientes de sexo masculino, estas técnicas han demos-
trado una alta sensibilidad y especificidad en esta poblacion.
Entre las mujeres, los NAAT pueden detectar una prevalen-
cia de 3 a 5 veces mayor que la microscopia de muestras en
fresco’".

Actualmente, existen dos plataformas NAAT roboticas
aprobadas por la FDA para la deteccion de TV en mujeres:
estas incluyen el método Aptima TV (Hologic Gen-Probe)’?
y el estudio ProbeTec Qx en el sistema BD Viper (Becton
Dickinson)’2.

Los estudios que utilizan el Trichomonas Aptima Combo
2 han demostrado un rendimiento superior en comparacion
con otros métodos. Esta prueba esta aprobada para la detec-
cion de infecciones por TV de una amplia variedad de tipos

de muestras, como muestras vaginales o endocervicales,
muestras de citologia de base liquida ThinPrep y muestras
de orina.

Por otro lado, el BD TV Qx utiliza hisopos vaginales o
endocervicales femeninos, asi como una citologia de orina
y citologias de base liquida. Esta técnica ha demostrado
una excelente sensibilidad y especificidad, y el tiempo de
deteccion es inferior a 5h.

Otro método disponible fuera de los EE. UU. es el sistema
de deteccion ACE Seeplex STD 6 (Seegene)’®. Esta prueba
es una PCR multiplex dirigida a genes Unicos del patégeno
especifico.

Finalmente, el sistema BD MAXTM proporciona un estudio
adecuado para ser utilizado con muestras de orina femenina
y muestras de torunda vaginal o endocervical. Su uso en el
estudio de muestras de orina masculina ain ha sido estu-
diado para la TV. Este método tiene una sensibilidad > 91,5%
y una especificidad > 98,6%*.

El VPH es la causa mas frecuente de ITS en todo el mundo.
En Espana, la prevalencia de infeccion por VPH en mujeres
sexualmente activas es de aproximadamente el 14%, aun-
que esta prevalencia puede variar segun el grupo de edad y
los factores de riesgo asociados’®. Se han identificado mas
de 100 genotipos de VPH y se estima que 40 de ellos se
encuentran en la region anal y genital. Los genotipos no
oncogénicos (genotipos de bajo riesgo), principalmente el 6
y el 11, pueden causar manifestaciones benignas como con-
dilomas o verrugas genitales. Por otro lado, los genotipos
oncogénicos (genotipos de alto riesgo y genotipos de alto
riesgo probable/posible) se han asociado con la etiopato-
genia del cancer cervical invasivo’®”’. Este tipo de cancer
afecta a casi 500.000 mujeres en todo el mundo cada afo,
con una mortalidad de mas de 270.000 personas’®.

El principal enfoque de cribado han sido los programas
basados en la realizacion de citologias, sin embargo, estas
a menudo no estan disponibles en la mayoria de los pai-
ses con escasos recursos’’. Las guias de la OMS del 2014
acerca del cribado del cancer de cuello uterino recomien-
dan que este se realice al menos una vez entre los 39 y
49 aios, y que este examen se deberia ampliar a las muje-
res con menos de 30anos si existe una evidencia de riesgo
elevado de neoplasia cervical intraepitelial de alto grado.
Las pruebas de los genotipos de alto riesgo de VPH se han
incorporado a los algoritmos de deteccion y gestion elabora-
dos por distintos grupos cientificos, asi como por la FDA. La
determinacién del VPH se recomienda en aquellas pacien-
tes con mas de 30afnos que presenten un resultado inicial
positivo para VPH de alto riesgo, asociado a un resultado
negativo de citologia cervical, y como cribado en pacientes
con resultados de citologia cervical indeterminada (ASCUS,
célula escamosa atipica de importancia indeterminada). Los
principales métodos de diagndstico del VPH son la citologia
y la histologia. Sin embargo, la deteccion del VPH se ha visto
facilitada gracias a los recientes avances en biologia mole-
cular para la deteccion de secuencias del ADN del VPH en
muestras clinicas usando la captura hibrida y la PCR.
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Las muestras mas adecuadas para la deteccion del VPH son
las provenientes de cepillados endocervicales (células exfo-
liadas cervicales) o biopsias endocervicales recogidas en
medio liquido®®. El cepillo endocervical debe introducirse
en los 2/3 del canal endocervical seguido de 4-5 rotaciones
y las biopsias cervicales deben congelarse lo antes posible.
El material residual de los bloques embebidos en parafina
para diagnostico, fijados con formalina, también puede ser
usados para estudios de VPH. Por otro lado, las muestras
de orina han demostrado tener una menor sensibilidad, por
lo que no se ha recomendado su uso para la deteccion del
VPH. Ademas, se deben tomar muestras de genitales exter-
nos, perineo, ano y/o sitios orofaringeos, tanto en mujeres
como en hombres, si es que existe la afectacion de una de
estas localizaciones.

El principal método de deteccion del VPH sigue siendo la
tincion del frotis con Papanicolaou. La prueba de deteccion
de Papanicolaou para el cancer de cuello uterino fue intro-
ducida por George Papanicolaou en 19418' y se ha asociado
a una disminucion mantenida de la incidencia del cancer de
cuello uterino y de las tasas de mortalidad®?. Sin embargo,
la efectividad de este método nunca se ha demostrado en
un ensayo clinico de tipo aleatorizado. La prueba de Papa-
nicolaou tiene como objetivo identificar células anormales
obtenidas de la zona de transformacion, la union del ecto
y el endocérvix, donde aparecera la displasia, asi como la
neoplasia de cuello uterino. Sin embargo, el procedimiento
por el cual se realiza el Papanicolaou tiene algunas limita-
ciones, como por ejemplo que en el 8% las muestras seran
inadecuadas, ademas de haberse informado tasas cercanas
al 30% de falsos negativos.

La citologia de capa fina o de base liquida ha sido amplia-
mente implementada en todo el mundo y tiene algunas
ventajas teoricas sobre la citologia convencional, principal-
mente en relacion con la reduccion del numero de resultados
falsos negativos. Sin embargo, en las revisiones sistema-
ticas donde se han comparado la citologia convencional
y la citologia liquida, no se ha demostrado de manera
consistente que la citologia liquida detecte lesiones pre-
neoplasicas significativas de manera mas efectiva que la
citologia convencional®®84,

Los pacientes con alteraciones en las pruebas de Papani-
colaou, pero en las que no existe evidencia de lesiones
cervicales, se pueden valorar mediante una colposcopia
y una biopsia adicional. La colposcopia puede detectar
displasia de bajo y alto grado, pero no detecta lesiones
microinvasivas. Las tinciones obtenidas a partir de las biop-
sias se pueden usar para la deteccion de antigenos o de ADN
del VPH.

Actualmente en el mercado existen mas de 125 técnicas para
la deteccion del VPH. Estas técnicas se pueden diferenciar
en 4 tipos:

- Técnicas de deteccion de ADN: el ADN del VPH se detecta
tanto en la region de la capside como en el oncogén E6.

- Técnicas de deteccion de ARN: el ARNm se detecta a partir
de los oncogenes VPH E6/7.

- Técnicas de hibridacion in situ: tienen baja sensibilidad y
especificidad.

- Técnicas serologicas: solo se utilizan con fines epidemio-
logicos y de eficacia vacunal.

Segun la tecnologia utilizada, los principales sistemas dis-
ponibles comercialmente se pueden clasificar de la siguiente
manera:

1. Métodos de amplificacion de sefal: captura de hibridos
de ARN-ADN e invasor quimico.

2. Métodos de amplificacion de ADN: PCR, PCR en tiempo
real, PCR multiplex, amplificacion mediada por trans-
cripcion (TMA), oligonucleotido de cebado doble (DPO)
y la espectrometria de masas de tiempo de vuelo de
desorcion/ionizacion asistida por matriz (MALDI-TOF MS).

En el 2009 un comité internacional de expertos propuso
que, para que una prueba sea utilizada en la deteccion
primaria del cancer de cuello uterino en mujeres, esa
tecnologia debia ser tan precisa como las técnicas utiliza-
das como prueba estandar de eleccién hasta ese momento
(GP5+ /GP6 +PCR y captura hibrida)®. Este comité intro-
dujo algunos criterios basados tanto en la sensibilidad clinica
como en la especificidad de mas de 0,90 y 0,98, respectiva-
mente.

Por otro lado, el protocolo VALGENT es una red interna-
cional para la validacion de los ensayos de genotipado de
VPH. Ademas, la aprobacion de la FDA se logra cuando un
método establece su sensibilidad y especificidad mediante
estudios prospectivos realizados en 3 0 mas sitios.

Abbott Real Time HR-HPV y BD Onclarity HPV son dos
técnicas de amplificacion de ADN por RT-PCR totalmente
automatizadas. La tecnologia Abbott permite el procesa-
miento de los tubos primarios e informa los genotipos 16/18
y otros no 16/18 de manera diferente. Este método esta
indicado principalmente para laboratorios con alta carga
de trabajo. BD Onclarity utiliza la tecnologia SDA (strand
displacement amplification) y amplifica la region E6/7.

Anyplex Il HPV HR (Seegene) se basa en RT-PCR multi-
plex con tecnologia DPO y TOCE. Este método permite el
genotipado de 14 genotipos en la misma reaccion y su cuan-
tificacion relativa.

El sistema de genotipo Xpert HPV (Cepheid) es la prueba
mas rapida (1h). Con este método, podemos obtener el
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genotipado de VPH-16 y otros 5 grupos de genotipos de alto
riesgo. Debido a su baja tasa de contaminacion, se reco-
mienda a laboratorios con baja carga de trabajo.

Otras técnicas clinicamente validadas son la deteccion de
virus por MALDI-TOF MS y la hibridacién inversa con matrices
en microesferas (Luminex).

Linear Array HPV Genotyping Kit (Roche Diagnostics)
detecta 37 genotipos, muy Utiles para estudios de impacto
de vacunas o con fines epidemioldgicos.

Cuatro técnicas estan aprobadas por la FDA para la detec-
cion citoldgica de ASCUS o para la deteccion con citologia
y VPH al mismo tiempo: captura hibrida (Qiagen), Cervista
(Hologic), Cobas 4800 HPV (Roche Diagnostics) y Aptima
(Hologic). Solo la prueba de Cobas VPH esta aprobada por la
FDA para la deteccion de la poblacion basada en la deteccion
del VPH.

Fue el primer método aprobado por la FDA (marzo de 2003)
para la deteccion de genotipos oncogénicos de VPH. Es un
método de amplificacion de sehal de fase liquida/sdlida
basado en la hibridacién en solucion de sondas de ARN sin-
téticas largas complementarias a la secuencia genémica de
13 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 y 68) y 5 de bajo riesgo (6, 11, 42, 43 y
44). Los hibridos son detectados por algunas reacciones que
generan una senal luminiscente que puede ser detectada por
quimioluminiscencia. La principal limitacion de este ensayo
es que no discrimina el genotipo y la reactividad cruzada
que puede conducir a resultados falsos positivos®.

Fue aprobado por la FDA en 2009. Este ensayo se basa en la
tecnologia Invader que consiste en reacciones isotérmicas
concurrentes en dos partes. La reaccion principal detecta la
presencia de secuencias especificas de ADN viral, mientras
que la segunda genera fluorescencia. Se puede detectar la
presencia de cualquiera de los 14 genotipos de VPH de alto
riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68), pero no se puede realizar de forma individualizada. Sin
embargo, Cervista HPV 16/18 identificara el VPH 16 y 18 de
manera individual.

El sistema Cobas 4800 es un método automatizado que uti-
liza la muestra primaria obtenida para la citologia en base
liquida. Los resultados aparecen diferenciados en 4 cana-
les: VPH 16, VPH 18, VPH de alto riesgo no 16/18 (31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) y B-globina (control
interno). Las principales ventajas son la alta sensibilidad, la
reproducibilidad y el alto grado de automatizacion.

Es un método que identifica la presencia de 14 genotipos de
alto riesgo mediante la caracterizacion del ARNm viral de
los oncogenes E6/7. La presencia de transcripciones de los
oncogenes del VPH es el marcador mas preciso y especifico
de infeccion o transformacion celular por VPH de alto riesgo.
Este método es (til para diferenciar entre transcripciones
oncogénicas de VPH episomales e integradas, como en el
cancer cervical. Esta técnica consta de 3 pasos: captura,

amplificacion por sistema TMA y deteccion por hibridacion?’.
Sin embargo, el principal problema con esta técnica es que el
ARN es mucho mas labil que el ADN y esta menos disponible
en la mayoria de las muestras biologicas.

El reciente desarrollo en la combinacion de sondas molecu-
lares con chips de silicio puede conducir a un diagnostico
rapido y relativamente mas econémico. Esta tecnologia
requiere el uso de chips de silicio. La superficie del chip
esta cubierta con una fina capa de oro, y las sondas molecu-
lares estan unidas a la superficie del chip. Cada una de las
sondas moleculares difiere en la diana de ADN para la que
estan disefiadas para hibridarse. Si se detecta la union, la
muestra se consideraria positiva para el VPH.

La mayoria de los estudios emplearon EIA, pero el principal
problema con el uso de la serologia es la estandarizacion y el
establecimiento de un estandar internacional que asigne una
unidad de medida o unidad internacional. Los estudios han
demostrado que aproximadamente la mitad de las personas
expuestas al VPH nunca desarrollaran titulos medibles de
anticuerpos®.

La sobreexpresion de esta proteina se ha propuesto como
marcador tisular para la infeccion por VPH de alto riesgo.
La positividad de esta proteina aumenta con la gravedad
de la lesion, y un alto porcentaje de muestras de citologia
HSIL son positivas. La sensibilidad de los ensayos de P16/Nk4
para detectar CIN3 es similar a los estudios de ADN del VPH,
pero la especificidad necesita ser mejorada. Su papel como
factor prondstico molecular sigue siendo un tema pendiente
de valoracion®.

El herpes genital es una enfermedad de transmision sexual
muy frecuente. Esta causada por el virus de herpes simple
tipo 2 (VHS-2) o el virus del herpes simple tipo 1 (VHS-1). La
mayoria de las personas que tienen VHS-1 o VHS-2 no tienen
sintomas.

El diagnostico de laboratorio del herpes genital se reco-
mienda para la confirmacion del herpes genital clinicamente
sospechoso o el diagnostico diferencial con otras ITS ulcera-
tivas o dermatosis con Ulceras genitales, y en complicaciones
extragenitales del herpes genital.

En las lesiones activas, la recoleccion de liquido vesicular
o del exudado de las vesiculas pequeiias con algodon o hisopo
Dacron es el método de eleccion para recolectar muestras.
Los métodos de laboratorio para el diagnostico directo del
herpes incluyen el cultivo viral, la deteccion de antigenos
y la deteccion de ADN basada en la amplificacion de acido
nucleico por PCR.

El aislamiento en un tubo de cultivo es el método estan-
dar para la deteccion de VHS. El VHS crece con facilidad
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en una amplia variedad de lineas celulares, pero las lineas
celulares mas utilizadas en el cultivo del VHS son los fibro-
blastos, las células MRC-5 y las células Vero. Si bien esta
prueba tiene una especificidad del 100% para VHS-1 o VHS-2,
la sensibilidad dependera de la fase en la cual se encuentra
la lesion en el momento de la recoleccion de la muestra. La
sensibilidad también variara entre el 75% para los episodios
iniciales hasta un 50% en las recurrencias®®'. El cultivo en
el «vial-Shell» puede disminuir los tiempos del aislamiento
viral de uno a 7 dias hasta 16 a 48 h. Sin embargo, aunque
estos métodos son rapidos y especificos, son ligeramente
menos sensibles que los cultivos en tubos tradicionales y
mas caros’?.

El antigeno viral se puede detectar mediante una prueba de
inmunofluorescencia directa (DFA) o un EIA. La prueba de IF
es un método satisfactorio y rapido (< 4 h) para el diagnéstico
(sensibilidad del 80% y especificidad del 90%), pero requiere
muestras provenientes de vesiculas frescas®.

Los estudios de PCR u otros NAAT, actualmente, son las prue-
bas mas sensibles disponibles para la deteccién de VHS en
muestras clinicas. La PCR en tiempo real es mas rapida,
requiere menos mano de obra que la PCR tradicional y, en
presencia de lesiones activas, la PCR es la prueba ideal, con
una sensibilidad y especificidad superiores al 95%*%.

Las pruebas seroldgicas pueden ser Utiles en pacientes con
sintomas genitales recurrentes o sintomas atipicos y con una
PCR negativa del VHS. Ademas, el estudio seroldgico es util
para conocer el estatus infeccioso en la pareja con un herpes
genital. Si hay lesiones genitales, la serologia especificay la
prueba directa de virus pueden ayudar a establecer si el
episodio es una reactivacion o una nueva infeccion por VHS.

Las pruebas de IgM contra el VHS tienen una disponibili-
dad limitada en los entornos de diagnodstico de rutina y no
se pueden recomendar en la practica clinica habitual. Los
anticuerpos IgG especificos para el VHS son negativos en las
primeras etapas de la infeccion por herpes, y se volveran
detectables entre 2 semanas y 3 meses después del inicio de
los sintomas y persistiran detectables de manera indefinida.
Se recomiendan pruebas de ELISA basadas en glucoproteina
G del VHS especificos para el diagnostico serolégico. Las
infecciones primarias por VHS pueden objetivarse por sero-
conversion con sueros apareados. Las sensibilidades de estas
pruebas de IgG para la deteccion del anticuerpo VHS-2 varian
de entre el 80 al 98%, y las especificidades de estos estudios
seran > 96%°3. Resultados falsos negativos pueden ocurrir en
un periodo de ventana de entre 2 semanas a 3 meses después
de la exposicion al VHS.

Desde que se dispone de estudios moleculares, el
Mycoplasma genitalium se ha asociado con muchas compli-
caciones, como son la uretritis no gonococica en hombres y
muchas secuelas reproductivas adversas en mujeres, como
la cervicitis, la endometritis, el parto prematuro, el aborto
espontaneo y la enfermedad inflamatoria pélvica®®®’. Otros
estudios han reportado un ascenso en el diagnostico y la
propagacion del VIH entre los pacientes con antecedente
de infeccion por M. genitalium®. Sin embargo, el Myco-
plasma hominis, el Ureaplasma urealyticum (anteriormente
U. urealyticum biovar 2) y el U. parvum (anteriormente el
U. urealyticum biovar 1) se encuentran con frecuencia en
el tracto urogenital humano tanto en individuos sanos como
en pacientes sintomaticos®.

Se han descrito diversas modalidades de amplificacion
de ADN de M. genitalium que se producen de manera
comercial. Cebadores oligonucleotidicos especificos de M.
genitalium han sido incorporados en métodos de PCR sim-
ple o multiplex para 6 ITS (p. ej., Seeplex STD6, Seegene)
en muestras urogenitales o muestras vaginales y de orina
mediante microarray de PCR (chip STDetect, Lab Genomics).
Otros intentos de detectar el ADN de M. genitalium vienen
en el contexto de pruebas disefadas para detectar M geni-
talium, M. hominis, U. urealyticum y U. urealyticum de la
primera muestra de orina de por la manana en pacientes
varones junto con otros patogenos (p. €j., el panel FilmArray
ST, Diagnostico BioFire)®.

Asi mismo, existen otras pruebas que tienen marcado CE
(Bio-rad DX CT/NG/MG, Biorad) (prueba Hyplex STD Myco-
plasma, Amplex Bioystems); este Ultimo ha mostrado una
sensibilidad y especificidad del 87% y 96% para la deteccion
de M. genitalium'®,

Se han publicado varios estudios acerca de la resisten-
cia a macrolidos en muestras positivas para M. genitalium,
utilizando la deteccion de mutaciones en el gen de ARN
23s asociado a resistencias, para lo cual se utiliz6 la PCR y
el analisis de la curva de fusion'®'. PlexZyme y PlexPrime
recientemente desarrollaron un estudio con el 23S en el
gPCR multiplex para la deteccion de M. genitalium y las 5
mutaciones asociadas a la resistencia a macrolidos. En este
estudio se evaluaron 400 muestras provenientes de 254 par-
ticipantes incluidos de manera consecutiva; el 56% presentd
una mutacion relacionada con la resistencia a macrolidos y
su sensibilidad y especificidad fueron del 99,1% y del 98,5%
para la deteccion de M. genitalium y del 97,4% y del 100%
para la resistencia a los macrélidos®.

En la actualidad, en nuestro pais, los datos de vigilancia
sugieren una estabilizacion o disminucion de la incidencia
del VIH ante el aparente incremento del nimero de personas
evaluadas entre los grupos de riesgo. Las razones por las que
se observa esta tendencia de mejora aun no estan claras,
pero para que se mantengan, se debe continuar refinando
los sistemas de diagndstico del VIH, asi como continuar acer-
cando a la poblacion a los métodos de atencion y prevencion,
segln corresponda’®Z.
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Las pruebas de VIH a menudo se realizaran tras una clara
exposicion, como puede ser tras el pinchazo con una aguja,
o tras la rotura o la no utilizacion del preservativo durante
el acto sexual.

Tras una exposicion que posteriormente conducira a una
infeccion, existe un periodo de tiempo variable llamado
«periodo eclipse», en el que ninguna prueba diagndstica
existente sera capaz de detectar el VIH. El ARN del VIH es
el primer marcador confiable de infeccion. El 50% de las
personas infectadas tienen ARN plasmatico detectable a los
12 dias y los niveles alcanzaran su punto maximo entre los
20y 30dias. Alrededor del dia 15, la proteina p24 de la cap-
side del VIH-1 alcanzara niveles detectables en el plasma. La
antigenemia con p24 contindla aumentando durante los dias
25-30, momento en el cual los anticuerpos anti-VIH tempra-
nos pueden formar complejos con la p24 circulante; en el
dia 50, el antigeno a menudo se elimina del torrente san-
guineo por completo. Por lo tanto, esta detectabilidad de
corta duracion de la p24 es util para determinar la situacion
actual de la infeccidn, pero también hace que su utilidad en
el diagndstico sea limitada en el tiempo'®-1%,

Todas las pruebas de diagndstico del VIH se guian por un
principio comUn: realizar una prueba inicial con una prueba
altamente sensible y confirmar los resultados positivos con
una prueba diferente que sea sensible y altamente especi-
fica. Esto se puede lograr usando dos pruebas de POC, dos
métodos de laboratorio o combinaciones de estos. Todas
estas estrategias han sido ampliamente estudiadas. Desde
que la FDA aprob¢ la primera prueba de diagndstico del VIH
en 1985, se han desarrollado 4 «generaciones» adicionales
de pruebas de anticuerpos para el VIH; cada una mejora gra-
dualmente a sus predecesoras en términos de rendimiento
y acortamiento del periodo de ventana'®'%’,

Las pruebas sensibles a IgM/IgG (formalmente de tercera
generacion) acortan el periodo de ventana al umbral mas
temprano de deteccion de la IgM, una mediana de 23 dias
tras la infeccion'®.

Las pruebas de combinacion antigeno/anticuerpo
(Ag/Ab) (anteriormente cuarta generacion) combinan una
prueba de anticuerpos sensibles a IgM/1gG con deteccion
simultanea, separada del antigeno p24. Algunas de estas
pruebas sensibles a p24/IgM/IgG informan un resultado
reactivo si se detecta algiin elemento, mientras que otras
arrojan resultados separados para p24, anticuerpos anti-
VIH-1 y anticuerpos anti-VIH-2. La deteccion de p24 acorta
el periodo medio de ventana a solo 18dias después de la
infeccion.

A diferencia de las plataformas complejas y automati-
zadas basadas en pruebas de laboratorio, las pruebas de
POC se basan en uno de dos métodos: flujo lateral, en
el cual la muestra se extrae a través de una tira impreg-
nada de antigeno por accion capilar; o de flujo continuo, en
el que la muestra y los reactivos del paciente se aplican
secuencialmente a una membrana incrustada con antige-
nos del VIH. Los analisis de suero o plasma generalmente
ofrecen sensibilidades mas altas, pero requieren puncion
venosa, voliumenes de muestra mas grandes, procesamiento
y ser realizadas por técnicos calificados. Las pruebas POC
son alternativas atractivas para muchas aplicaciones, pero
el rendimiento difiere sustancialmente segln el tipo de
muestra. Las pruebas que usan trasudado oral son significati-
vamente menos sensibles que las que usan sangre completa,

y las pruebas que usan sangre completa son menos sensibles
que las que usan suero o plasma'% 1%,

En resumen, las pruebas de laboratorio son una de las
herramientas en el diagnostico de los pacientes con ITS, por
lo que los médicos siempre deben estar informados acerca
de las posibles pruebas diagnosticas de las que disponen, asi
como tener en cuenta que los resultados de cualquier prueba
deben interpretarse segun el contexto clinico del paciente.
Es probable que el POCT basado en la biologia molecular se
use con mayor frecuencia en el futuro, lo que permitira un
diagnostico rapido, sin dejar de contar, sin embargo, con el
apoyo de otras pruebas de laboratorio.
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