
UTILIDAD DE LA BIOLOGÍA MOLECULAR EN EL DIAGNÓSTICO MICROBIOLÓGICO

Utilidad de las técnicas de biología molecular 
en el diagnóstico de las infecciones de transmisión sexual
y otras infecciones genitales
Luis Otero Guerraa, José Antonio Lepe Jiménezb, María Antonia Blanco Galánc, Javier Aznar Martínb,d y Fernando Vázquez Valdése

aServicio de Microbiología. Hospital de Cabueñes. Gijón. Asturias. España.
bServicio de Microbiología. Hospital Universitario Virgen del Rocío. Sevilla. España.
cUnidad de Microbiología. Hospital Santa Cristina. Madrid. España.
dDepartamento de Microbiología. Facultad de Medicina. Sevilla. España.
eServicio de Microbiología. Hospital Monte Naranco. Área de Microbiología. Facultad de Medicina. Oviedo. Asturias. España.

Palabras clave: Biología molecular. Enfermedades de

transmisión sexual. Gonococia. Neisseria gonorrhoeae.

Chlamydia trachomatis. Herpes genital.

Utility of molecular biology techniques in the diagnosis of
sexually transmitted diseases and genital infections

Historically, the diagnosis of sexually transmitted diseases

(STDs) has been difficult. The introduction of molecular

biology techniques in microbiological diagnosis and their

application to non-invasive samples has produced

significant advances in the diagnosis of these diseases.

Overall, detection of Neisseria gonorrhoeae by molecular

biology techniques provides a presumptive diagnosis and

requires confirmation by culture in areas with a low

prevalence. For Chlamydia trachomatis infections, these

techniques are considered to be the most sensitive and

specific procedures for mass screening studies, as well as

for the diagnosis of symptomatic patients. Diagnosis of

Mycoplasma genitalium infection by culture is very slow

and consequently molecular techniques are the only

procedures that can provide relevant diagnostic

information. For Treponema pallidum, molecular

techniques can provide direct benefits in the diagnosis of

infection. Molecular techniques are not established for the

routine diagnosis of donovanosis, but can be

recommended when performed by experts. Molecular

methods are advisable in Haemophilus ducreyi, because of

the difficulties of culture and its low sensitivity. In genital

herpes, molecular techniques have begun to be

recommended for routine diagnosis and could soon

become the technique of choice. For other genital

infections, bacterial vaginosis, vulvovaginal candidosis and

trichomoniasis, diagnosis by molecular methods is poorly

established. With genital warts, techniques available for

screening and genotyping of endocervical samples could

be used for certain populations, but are not validated for

this purpose. 

Históricamente, el diagnóstico de las infecciones de

transmisión sexual ha sido difícil. La introducción en el

diagnóstico microbiológico de las técnicas de biología

molecular y su aplicación a muestras no invasivas ha

permitido importantes avances en su diagnóstico. En

general, la detección de Neisseria gonorrhoeae mediante

técnicas de biología molecular proporciona un diagnóstico

presuntivo y requiere confirmación por cultivo en zonas de

baja prevalencia. Para Chlamydia trachomatis, estas

técnicas se consideran como las más sensibles y

específicas, tanto para estudios de cribado poblacional,

como para el diagnóstico de pacientes sintomáticos. El

diagnóstico de Mycoplasma genitalium por cultivo es muy

lento, por ello, las técnicas moleculares son las únicas que

pueden aportar información diagnóstica relevante. Para

Treponema pallidum, las técnicas moleculares pueden

aportar ventajas en el diagnóstico directo de la infección.

Respecto a la donovaniosis, las técnicas moleculares no

están establecidas para el diagnóstico sistemático, aunque

se recomiendan en manos expertas. En el caso de

Haemophilus ducreyi, las dificultades del cultivo y su baja

sensibilidad aconsejan el uso de métodos moleculares. En

el herpes genital, las técnicas moleculares han comenzado

a recomendarse para el diagnóstico sistemático y pueden

convertirse en la técnica de referencia en poco tiempo.

Para otras infecciones genitales, como vaginosis

bacteriana, vulvovaginitis candidiásica y tricomoniasis, los

métodos moleculares para el diagnóstico están poco

establecidos. Respecto a las verrugas genitales, las

técnicas de cribado y genotipado disponibles para

muestras endocervicales podrían utilizarse para ciertas

poblaciones, aunque no se han validado para este

cometido.
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Introducción

Las infecciones de transmisión sexual (ITS) causan en-
fermedades que tienen como consecuencia discapacidad,
infertilidad y muerte, además de facilitar la transmisión
de la infección por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH). En los últimos años, las ITS están experi-
mentando un incremento en su incidencia. Por ello, han
de renovarse los esfuerzos para intentar su control. Uno
de los pilares fundamentales es el diagnóstico etiológico
mediante técnicas rápidas, sensibles y específicas. 

Históricamente, el diagnóstico de las ITS ha sido difí-
cil: infecciones polimicrobianas, microorganismos de cul-
tivo difícil (Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum
o Haemophilus ducreyi), bajo número de microoganismos
y antígenos insuficientes para la estandarización técnica.
La introducción en la década de los años noventa de las
técnicas de amplificación de ácidos nucleicos (TAAN), la
incorporación de nuevas muestras no invasivas, como la
orina (primera parte de la micción), y la secuenciación del
genoma de patógenos, como C. trachomatis, T. pallidum
o Mycoplasma genitalium, han permitido importantes
avances en su diagnóstico. A continuación, se hace una
revisión de las principales novedades que en el campo de
la biología molecular han experimentado las ITS.

Neisseria gonorrhoeae
Aunque el cultivo sigue siendo el método de referencia

para el diagnóstico de la gonococia, no hay duda de que
los métodos moleculares tienen una serie de ventajas, co-
mo que mejoran la sensibilidad, son útiles para el criba-
do (tanto en individuos sintomáticos como asintomáti-
cos), permiten efectuar el diagnóstico a partir de mues-
tras no invasivas (orina) y de muestras recogidas por el
propio paciente, son fiables y requieren condiciones de
transporte menos estrictas (no precisan de organismos
viables). Como desventajas, ocasionalmente producen re-

sultados falsamente positivos o negativos, tienen un cos-
te alto, pueden presentar contaminación de arrastre e in-
hibición de la reacción, tienen requerimientos elevados
de control de calidad y no aportan datos de resistencia
antimicrobiana1,2.

A partir de la medicina basada en pruebas, se conside-
ra que la detección de N. gonorrhoeae mediante las TAAN
proporciona un diagnóstico presuntivo (grado de recomen-
dación C), y se requiere confirmación por cultivo en zonas
de baja prevalencia. En muestras rectales y faríngeas, las
TAAN parecen tener más sensibilidad que el cultivo (gra-
do de recomendación C), pero aún no se recomiendan pa-
ra estas muestras. En mujeres, son válidas las muestras
de orina, si no se va a hacer examen con espéculo (grado
de recomendación C). La TAAN está recomendada para
orina y otras muestras no invasivas (nivel de evidencia II,
grado de recomendación B), si bien su sensibilidad es me-
nor que con muestras endocervicales (nivel de evidencia
III), por lo que también puede hacerse en muestras vagi-
nales o tampones (nivel de evidencia III)3. 

Los métodos de detección de ácidos nucleicos se clasifi-
can en: a) métodos de hibridación, y b) métodos de am-
plificación. Entre los metodos de hibridación tenemos el
GenProbe PACE II (Gen-Probe, San Diego, Estados Uni-
dos) y el ensayo de Digene Hybrid Capture II (Digene Corp,
Gaithersburg, Estados Unidos). Ambos utilizan una son-
da específica de oligonucleótido, y tienen sensibilidad y
especificidad inferior al cultivo. Los métodos de amplifi-
cación (TAAN) pueden ser de desarrollo casero (usados en
centros de investigación) o comerciales. En la tabla 1 se
detallan las características de estos últimos.

Los sistemas comerciales, como el COBAS Amplicor
CT/NG (Roche Diagnostics, Sussex, Reino Unido), tienen
una alta sensibilidad y especificidad para C. trachomatis
y N. gonorrhoeae en pacientes sintomáticos y como criba-
do en poblaciones de alta prevalencia, con valor predicti-
vo positivo (VPP) > 80%, pero en poblaciones de baja pre-
valencia el VPP para N. gonorrhoeae es inaceptable, y
ocasiona falsos positivos con otras Neisseria spp. y Lacto-
bacillus4. Aunque para el diagnóstico de la gonococia rec-
tal y faríngea actualmente se recomienda realizar culti-
vo, las TAAN han puesto de manifiesto que en varones
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TABLA 1. Características de los métodos comerciales de amplificación de ácidos nucleicos para Neisseria gonorrhoeae

Característica Amplicor Roche SDA ProbeTec LCx Abbott APTIMA Gen-Probe
Becton Dickinson

Gen diana Metiltransferasa Homólogo de la proteína Proteína de opacidad ARN ribosómico 16S
ADN citosina invertidora del gen 

multicopia pilina

Tecnología PCR SDA LCx TMA
de amplificación

S (%) 65-100 (no afectada 85-100 88-97 91-98,5
-mezcla de orinas* con 3-4 orinas) 86,5 (3-4 orinas) 95,8 (10 orinas)

E (%) 94-100 98-100 98,5-100 98,7-100

Reacción cruzada N. cinerea, N. cinerea, Ninguna Ninguna 
con otras N. flavescens, N. flavescens, identificada identificada
Neisseriae N. lactamica, N. lactamica,

N. sicca, N. subflava N. subflava

LCR: reacción en cadena de la ligasa; PCR: reacción en cadena de la polimerasa; SDA: amplificación por desplazamiento de cadena; TMA: amplificación
mediada por transcripción.
*En general, decrecen el límite de detección en un factor de 10.



que tienen relaciones sexuales con varones, la sensibili-
dad del cultivo es baja (50%). Por ello, las TAAN podrían
mejorar el control de la gonococia en esta población.

Los métodos moleculares se utilizan también para tipi-
ficar cepas. Los principales métodos de genotipificación
descritos5 son: electroforesis en campo pulsado, tipifica-
ción opa (basada en la familia de genes opa), secuencias
del gen porina (por), de fragmentos de por y también de
pB (gen de la subunidad B de la proteína unida a trans-
ferrina). Los 2 primeros son más diferenciadores, pero re-
quieren la comparación de fragmentos de ácido desoxirri-
bonucleico (ADN) complejos en geles de agarosa o acrila-
mida. Los 2 últimos se usan juntos para tipificar
secuencias multiantígeno (NG-MAST), y tienen la venta-
ja de que, al basarse en secuencias, sus resultados son fá-
cilmente comparables entre diferentes laboratorios. La
concordancia de genotipos de aislados conocidos de con-
tactos sexuales es mayor por NG-MAST que por opa.

En años recientes, se están incorporando nuevos méto-
dos moleculares con capacidad de detectar resistencia a
penicilina y quinolonas. Uno es el método de sonda de hi-
bridación en la plataforma LightCycler para detectar va-
riaciones en ponA y penA (2 de los 5 genes que al menos
están implicados en la resistencia cromosómica a penici-
lina: penA, penB, mtrR, ponA y penC) con buena correla-
ción con la concentración mínima inhibitoria (CMI)6,7.
Otros son la detección de resistencia a quinolonas8 me-
diante la secuenciación o uso de microchips, que requie-
ren recursos amplios, y la reacción en cadena de la poli-
merasa (PCR) en tiempo real (RT-PCR) con sondas tipo
Taq-Man, que puede dar falsos positivos por errores del
laboratorio o falsos negativos por baja concentración de
ADN.

Chlamydia trachomatis
Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

estadounidenses recomiendan las TAAN a partir de di-
versos estudios multicéntricos realizados en todo el mun-
do, al ser más sensibles y específicas tanto para estudios
de cribado poblacional, sea cual sea la prevalencia, como
para el diagnóstico de pacientes sintomáticos. Se estima
que tienen una especificidad entre el 95 y el 98%, y una
sensibilidad entre el 88 y el 90%. Hoy día las técnicas ba-
sadas en amplificación de ácidos nucleicos se reconocen
como método de referencia para diagnosticar infección
por C. trachomatis1 (grado de recomendación A)9.

Los sitios de elección para toma de muestras para TAAN
son cérvix, uretra y orina (grado de recomendación A)9.
La Food and Drug Administration (FDA) estadounidense
no ha aprobado las tomas de faringe, recto y vulvo-vagi-
nal para métodos de detección de ácidos nucleicos, pero
varios estudios demuestran su utilidad10-12. Dependiendo
del tipo de muestra que se vaya a procesar y de la técnica
que se vaya a utilizar para detectar e identificar C. tra-
chomatis, se utilizará un tipo específico de torunda y me-
dio de transporte que suministrará la casa comercial res-
pectiva, teniendo en cuenta que el moco y los microbici-
das presentes en geles vaginales pueden interferir en la
detección de los ácidos nucleicos. En un reciente estudio
multicéntrico, dirigido por los CDC, se observó que la
sangre menstrual no afectaba a los resultados. Hay va-
rias técnicas para eliminar las sustancias inhibitorias,
como la utilización de torundas secas, la dilución de las

muestras, el tratamiento por calor, una combinación de
calor y dilución, congelación-descongelación, y el mante-
nimiento de las muestras a 4 ºC. En orinas de mujeres, se
puede reducir la inhibición de la amplificación eliminan-
do la orina residual del fondo del tubo. La FDA no ha
aprobado la mezcla (pool) de muestras para realizar estas
pruebas, dado que si la prevalencia de C. trachomatis en
la población estudiada es baja, aumentan los falsos nega-
tivos, debido a que la concentración de ADN en las mez-
clas es menor.

Las actuales TAAN pueden detectar una sola copia ge-
nómica y no necesitan que el microorganismo sea viable.
Detectan genes que están presentes en múltiples copias,
como los genes del plásmido críptico que están presentes
en 10 copias. También son muy específicas, aunque pue-
de haber falsos positivos y falsos negativos. Son las más
adecuadas para cualquier población y tipo de muestra,
incluso recogidas por el propio paciente. Las técnicas de
hibridación usan sondas de ADN específicas marcadas
con moléculas quimioluminiscentes, que son complemen-
tarias de una secuencia específica de ácido ribonucleico
(ARN) ribosómico de C. trachomatis (PACE 2, Gen-Pro-
be). Su sensibilidad es del 65%, similar al cultivo e infe-
rior a la de las TAAN, ya que detectan ARN que se alte-
ra fácilmente cuando los microorganismos no son viables.
Respecto a las TAAN, hay varias comercializadas actual-
mente, y algunas en desarrollo. PCR Amplicor (Roche) se
dirige al plásmido críptico específico que está presente en
más del 99% de las cepas. Su sensibilidad y especificidad
son del 99 y del 98%, respectivamente. La segunda ge-
neración comercial utiliza un analizador automatizado
(COBAS Amplicor PCR) y tiene más sensibilidad y espe-
cificidad, tanto en muestras de orina como en urogenita-
les, y tanto en varones como en mujeres. Además, incor-
pora control de inhibidores. Está aprobada por la FDA. 

La amplificación mediada por transcripción (TMA,
Gen-Probe) tiene como diana el ARN ribosómico. Es un
sistema isotérmico que utiliza amplificación, diana enzi-
mática y detección quimioluminiscente en un solo tubo, y
está aprobada por la FDA. Actualmente hay una nueva
técnica de TMA: APTIMA Combo 2 (AC2, Gen-Probe) que
detecta C. trachomatis y N. gonorrhoeae, con escasos pro-
blemas de inhibidores de amplificación. Tiene una sensi-
bilidad del 94,2% en torundas endocervicales, y del 94,7%
en orina. La especificidad es del 97,6% en endocérvix y
del 98,9% en orina. Tiene la mayor sensibilidad de todas
las TAAN comercializadas para muestras no invasivas,
que pueden contener pequeñas cantidades de ácidos nu-
cleicos. Las torundas vaginales recogidas por la propia
paciente son la muestra de elección para el cribado po-
blacional en mujeres, así como la orina en los varones13.
Actualmente, se está evaluando la automatización para
un gran volumen de muestras (sistema TIGRIS). Otra
técnica utilizada es el SDA (Probetec, Becton-Dickinson,
Sparks, Estados Unidos), que es una técnica de amplifi-
cación con desplazamiento de hebra homogéneo y detec-
ción mediante transferencia de energía fluorescente. Es
un sistema automatizado, cerrado y de rápidos resulta-
dos, aprobado por la FDA. Su sensibilidad es del 95,3%
en orina y torunda comparada con PCR Amplicor. Los es-
permicidas y los aerosoles producen interferencias en la
prueba. Está en desarrollo una RT-PCR (Rotor-Gene
3000m, Corbett Robotics, Australia), con amplificación en
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una sola reacción de 3 dianas: plásmido críptico, MOMP
(major outer membrane protein) y un control interno. De-
tecta todas las genovariedades, incluidas las del linfo-
granuloma venéreo (LGV), sin reacción cruzada con bac-
terias de faringe o tracto vaginal. Esta técnica demostró
un 100% de correlación con resultados de PCR Amplicor
(Roche), y puede utilizarse también para detectar N. go-
norrhoeae. 

Los métodos de subtipificación molecular se basan en el
gen Omp1 de la proteína externa principal (MOMP), me-
diante el análisis de polimorfismos de restricción de frag-
mentos largos o la secuenciación de fragmentos de genes
amplificados por PCR. No se ha observado asociación en-
tre gravedad clínica y subtipo, y las manifestaciones clí-
nicas de la infección no parecen estar influidas por la se-
rovariedad infectante14.

Las TAAN no están aprobadas para diagnóstico de LGV
en muestras rectales, pero los datos disponibles apoyan su
uso (nivel de evidencia III, grado de recomendación B). La
confirmación de LGV se puede hacer mediante RT-PCR
con cebadores y sondas específicos, genotipificación (con el
gen Omp1) o el análisis del polimorfismo de los fragmen-
tos de restricción (RFLP) del gen Crp (nivel de eviden-
cia III, grado de recomendación B). En proctitis, cual-
quier prueba positiva de TAAN se investigará mediante
RT-PCR y genotipificación (nivel de evidencia III, grado
de recomendación B)15, y así comprobar si se trata o no de
las variedades de C. trachomatis causantes de LGV. 

Hay una nueva variante de C. trachomatis (variante
swCT) que contiene una supresión de 377 pares de bases
en el plásmido críptico, la región diana para las TAAN fa-
bricadas por Roche (Cobas Amplicor y Cobas Taqman
48). Las técnicas que no usan el plásmido críptico como
diana de detección (Probetec, Becton Dickinson; Aptima
Combo 2, Gen-Probe; Real Art Ct Kit, Qiagen) sí pueden
detectar esta variante. Hasta el momento, esta variante
parece restringida a Suecia, aunque se han detectado ca-
sos aislados en Dinamarca, Noruega, Irlanda y Francia
en individuos en contacto con pacientes suecos. Esta si-
tuación parece deberse a que las técnicas que se usan en
Suecia (Cobas Amplicor y Cobas Taqman, Roche), que no
detectan la variante swCT, han podido seleccionar esta
cepa. Por el contrario, en la cercana Dinamarca, el uso
mayoritario de la técnica de SDA (Becton-Dickinson) que
sí las detecta no ha favorecido su selección16.

Por último, está aumentando la evidencia de que, ade-
más de C. trachomatis, otras Chlamydia spp. y nuevos
microorganismos identificados como Chlamydia-like, que
son flora comensal vaginal, pueden estar implicados en
enfermedad obstétrica en humanos, como pérdidas feta-
les, partos prematuros, etc. Para establecer con claridad su
patogenia, se están desarrollando nuevos métodos diag-
nósticos que permitirán en los próximos 10 años estable-
cer nuevas estrategias preventivas17.

Micoplasmas genitales
Las principales especies de micoplasmas implicados en

ITS son Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum y
M. genitalium. Las 2 primeras pueden diagnosticarse fá-
cilmente mediante técnicas de cultivo. El diagnóstico de
M. genitalium es difícil. El cultivo es muy lento (semanas
o meses) y de escaso rendimiento. La serología sólo apor-
ta información para estudios epidemiológicos. Por ello,

las técnicas de biología molecular son las únicas que pue-
den aportar información diagnóstica relevante. Se ha de-
mostrado que M. genitalium es productor de enfermedad
tanto en varones (uretritis no gonocócica), como en muje-
res (cervicitis, uretritis y EIP). Debido a la escasa carga
de organismos de M. genitalium, deben emplearse técni-
cas diagnósticas de la máxima sensibilidad. Ello se consi-
gue con las técnicas moleculares, aunque no hay ningún
equipo comercializado. Las muestras a estudiar son el
exudado uretral, el cervical y la orina de la primera par-
te de la micción, tanto en varones como en mujeres.

La PCR es el principal método descrito. Se han probado
diversas dianas por diferentes autores, y las principales
son el gen del ARNr 16S18, el de la adhesina MgPa19, y el
gen gap que codifica la gliceraldehído 3 fosfato deshidro-
genasa20, desarrollada mediante RT-PCR. Se han descrito
también métodos que detectan 2 genes de forma simultá-
nea (ARNr 16S y adhesina MaPa), y metodologías distin-
tas a la PCR, como la TMA (Gen-Probe, uso investigacio-
nal), que tiene por diana el ARN ribosómico21. El uso de
estas metodologías en desarrollo investigacional y de eje-
cución casera debe hacerse con sumo cuidado, empleando
todos los controles de calidad posibles para evitar resulta-
dos erróneos y sólo en casos especiales, en los que no se
haya alcanzado el diagnóstico etiológico, a pesar de haber
buscado los microorganismos patógenos habituales.

Treponema pallidum
El diagnóstico habitual es el serológico, pero en esta-

dios muy tempranos de la infección su sensibilidad es ba-
ja. Por ello, las pruebas de diagnóstico directo adquieren
importancia en estos primeros estadios. Sin embargo, tan-
to la microscopia de campo oscuro como la inmunofluo-
rescencia presentan limitaciones de sensibilidad y espe-
cificidad, y requieren personal experimentado.

Las técnicas de biología molecular pueden aportar ven-
tajas en el diagnóstico directo de la infección por T. palli-
dum. Por el momento, no hay técnicas comercializadas, y
las descritas en la bibliografía se han desarrollado en
centros de referencia. Se han descrito diferentes técnicas
que amplifican genes de T. pallidum. Mediante una RT-
PCR que amplifica una región de 366 pb del ARNr 16S,
se obtiene una extraordinaria sensibilidad (10-3 organis-
mos), lo que condiciona la existencia de contaminaciones
cruzadas22, por lo que se precisa la realización de un
Southern blot para confirmar su especificidad. La PCR
que amplifica el gen de la ADN polimerasa I presenta
una sensibilidad de 10-25 organismos, pero es muy labo-
riosa23. Posteriormente, se desarrolló en formato RT-
PCR24. Una de las técnicas más referenciadas25 amplifica
el gen de la proteína de 47 kDa. Su éxito estriba en que se
ha presentado en formato multiplex frente a otras 2 cau-
sas de úlceras genitales: Haemophilus ducreyi y virus del
herpes simple (VHS) tipos 1 y 2. Su sensibilidad varía en-
tre el 91 y el 95%. Esta técnica no se ha comercializado.
Otros campos de interés de la biología molecular de T. pa-
llidum son la tipificación mediante RLFP de los genes tpr
y arp26, así como la detección de resistencia a antimicro-
bianos mediante RT-PCR27.

Donovaniosis
Klebsiella granulomatis es la causa de la donovaniosis

o granuloma inguinal, una enfermedad ulcerada y cróni-
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ca de la región genital. La enfermedad es endémica en la
India, Papúa-Nueva Guinea, Australia y el sur de África.
No hay un método de referencia para el diagnóstico de la
donovaniosis, y en general la microscopia es la única téc-
nica disponible28. Las técnicas moleculares no están ge-
neralmente incorporadas al diagnóstico sistemático, aun-
que son recomendables en manos expertas (nivel de evi-
dencia II, grado de recomendación B) 29. Las técnicas de
PCR se realizan a partir de material de biopsia de la úl-
cera y amplifican una región de 700 pb del gen phoE30,31.

Haemophilus ducreyi
Debido a las dificultades del cultivo y su baja sensibili-

dad para el diagnóstico de las infecciones por H. ducreyi,
actualmente se considera de elección el uso de métodos
moleculares32,33. Las sondas de ADN (detectan 104 UFC),
y sobre todo la PCR, son técnicas prometedoras, aunque
no hay sistemas comerciales. La PCR presenta una sen-
sibilidad del 95% comparada con el cultivo y el cultivo tie-
ne una sensibilidad del 75% cuando se compara con la
PCR. Emplea cebadores derivados de las secuencias in-
ternas de la región espaciadora intergénica ribosómica
rrS (16S), rrl (23S) y recD. Se ha descrito un formato mul-
tiplex (H. ducreyi, T. pallidum y VHS tipos 1 y 2) no co-
mercial para úlceras genitales, que detecta entre 1 y 10
organismos, aunque presenta problemas de inhibiciones.
Debido a los altos costes de las técnicas moleculares, en
países en vías de desarrollo es necesario seguir investi-
gando en técnicas rápidas y sencillas, como la inmuno-
cromatografía, basada en el receptor de la hemoglobina
HgbA, abundante en la proteína de la membrana externa
de H. ducreyi, aunque su sensibilidad es menor34. 

Herpes genital

El diagnóstico clínico en las formas atípicas del herpes
genital es poco sensible y específico, y requiere confirma-
ción microbiológica. El aislamiento del virus en cultivo
celular se considera el método de referencia diagnóstico,
pero es lento, y aunque tiene una especificidad virtual-
mente del 100%, su sensibilidad (entre el 30-90%) está
muy influida por los valores de excreción de virus, la ca-
lidad de la muestra y las condiciones de transporte. Sin
embargo, permite realizar estudios de sensibilidad a los
antivirales y de clonalidad. Debido a los problemas de
sensibilidad del cultivo, las técnicas moleculares, sobre
todo la PCR, han comenzado a recomendarse para el
diagnóstico sistemático. Pero, aunque el uso de la PCR es
un estándar para diagnosticar la infección del sistema
nervioso central por el VHS, no ocurre lo mismo en la in-
fección genital, en parte influenciado por los problemas
de amplificación del ADN viral por inhibidores en las
muestras que presentaban las técnicas más antiguas.

Se han descrito numerosos protocolos de amplificación
de señal o de diana para la detección de los VHS en mues-
tras genitales, algunos de los cuales se han comercializa-
do en algún momento (Hybrid capture II, Digene, Esta-
dos Unidos). Respecto a las técnicas de PCR, en general
amplifican secuencias conservadas de los genes que codi-
fican las glucoproteínas de superficie gD y gB, la ADN po-
limerasa o timidín quinasa viral. Los formatos cualitati-
vos de PCR anidada y multiplex han sido, hasta hace po-

co tiempo, los más empleados. Hay muchos estudios que
comparan el cultivo celular frente a técnicas moleculares
para la detectar el VHS en muestras mucocutáneas35-39, y
muestran que la PCR incrementa el porcentaje de detec-
ción del VHS en un 11-41% en comparación al cultivo.
Debido a ello, muchos autores consideran que las técnicas
de PCR deberían recomendarse como método diagnóstico
para el herpes genital (nivel de evidencia Ib, grado de re-
comendación A) 35-39. Actualmente, se han redefinido los
criterios óptimos de positividad de las técnicas de PCR,
con la disminución del umbral de detección de 500 a 50
copias/ml, lo que ha mejorado aún más la sensibilidad sin
afectar a la especificidad40.

Entre los métodos moleculares disponibles actualmen-
te, parece que la RT-PCR, que amplifica una región de
225 pb del gen de la ADN polimerasa, es el más acepta-
do. Esta técnica incrementa un 25% el número de mues-
tras positivas, y permite identificar el tipo viral de los
aislamientos y disminuir el tiempo medio de respuesta a
unas 4 h41. La posibilidad de genotipado a partir del aná-
lisis de las curvas de fusión es un valor añadido a este ti-
po de técnicas, debido al diferente pronóstico de las in-
fecciones por VHS1 y VHS242. Estas técnicas aportan a
veces resultados difíciles de interpretar, y se han pro-
puesto técnicas de secuenciación o pirosecuenciación pa-
ra resolver estos problemas, aunque con difícil aplicación
en el diagnóstico sistemático43,44. 

Trichomonas vaginalis
Para el diagnóstico molecular de este parásito, se han

diseñado 2 tipos de pruebas: a) hibridación molecular con
sondas genéticas (Affirm VP III, Becton-Dickinson), que
requiere 45 min, con una sensibilidad y especificidad del
83 y el 100%, respectivamente, en comparación con el cul-
tivo y el examen en fresco, y b) detección por PCR, que se
ha desarrollado de forma casera, con distintos ADN dia-
na y cebadores, con una sensibilidad mayor que el culti-
vo (nivel de evidencia II, grado de recomendación B). Las
dianas más usadas son: gen ribosomal 18S del parásito,
gen ribosomal 16S-like TV1/Tv245, secuencia A6p, TVA5/
TVA646, secuencia de 2000 pb repetitiva en el genoma de
Trichomonas vaginalis TVK3/TVK747, betatubulina,
BTUB9/ BTUB248, IP1/IP249 y familia de genes Tv- E650,
OP/IP50. Los métodos tradicionales de PCR requieren de-
tección postamplificación de productos, que es laboriosa y
puede dar errores. La RT-PCR Roche LightCycler mejora
la precisión y elimina la necesidad de un procesado pos-
tamplificación, y tiene una sensibilidad del 90,1% y una
especificidad del 100%. Mediante una única torunda co-
mo la BD ProbeTec ET Culturette direct dry swab sys-
tem, se puede detectar N. gonorrhoeae, C. trachomatis y
T. vaginalis51, con un límite de detección para T. vagina-
lis de < 0,2 organismos por reacción (40 copias/ml) con
una sensibilidad de 100% y una especificidad de 99,6%,
donde la sensibilidad es un 40% mayor que la del culti-
vo52. Para el análisis filogenético, se han realizado técni-
cas, como el RAPD (ADN polimórfico ampliado al azar)
para estudiar asociaciones con el origen geográfico, resis-
tencia a metronidazol y gravedad de la enfermedad, pero
no se ha encontrado asociación con virulencia in vitro. Ac-
tualmente, y aunque su coste es elevado, las técnicas mo-
leculares tendrán interés como métodos diagnósticos si-
multáneos de varias infecciones.
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Verrugas genitales
El diagnóstico de las verrugas genitales y la infección

subclínica por papilomavirus se realiza mediante la vi-
sualización y, en algunos casos, la aplicación de ácido
acético y/o empleo de lente de aumento53. La biopsia de la
verruga genital no está recomendada de forma habitual,
y tiene indicaciones muy precisas, como son los casos de
pigmentación, hemorragia, estudio de pacientes inmuno-
deprimidos o no respuesta al tratamiento. No hay datos
que indiquen que la identificación del genotipo infectan-
te aporte valor añadido al diagnóstico sistemático (nivel
de evidencia IV, grado de recomendación C)53,54. 

Sin embargo, aunque las verrugas genitales se asocian
generalmente a tipos de riesgo bajo, en ciertas circuns-
tancias se han encontrado en una pequeña proporción de
pacientes genotipos de alto riesgo, sobre todo en aquellos
con inmunodeficiencia. Además, algunos de estos pacien-
tes pueden estar infectados por varios genotipos55. Por lo
tanto, el estudio molecular podría tener justificación en
algunas ocasiones, como es el caso de la prevención del
cáncer anal, una entidad rara asociada a papilomavirus
de alto riesgo56, cuya incidencia parece aumentada en
ciertas poblaciones de pacientes infectados por el VIH,
así como en la prevención del cáncer de pene en pacien-
tes procedentes de países poco desarrollados de América
Latina, África y Asia57,58. Además, estudios recientes po-
nen de manifiesto la necesidad del conocimiento previo
del tipo y la carga viral en la predicción del resultado del
tratamiento con imiquimod, por lo que en ciertas ocasio-
nes el diagnóstico molecular en el condiloma acuminado
podría tener interés clínico59.

Las técnicas moleculares disponibles para muestras
cervicales podrían utilizarse, aunque no validadas para
este cometido, en las circunstancias antes descritas, para
el tratamiento de las verrugas genitales. En general, pa-
rece razonable que en este tipo de muestras la detección
del genotipo infectante podría ayudar a una estratifica-
ción más precisa del riesgo. Por lo tanto, la necesidad de
determinar el genotipo infectante debe ser la premisa pa-
ra emplear técnicas moleculares en el estudio de las ve-
rrugas genitales. Los métodos basados en la amplificación
de señal, en general, y de captura de híbridos, en particu-
lar –de gran interés en el cribado del cáncer de cérvix–,
pueden ser menos interesantes para este cometido al no
detectar específicamente el genotipo infectante, aunque
hay publicaciones que evalúan su uso60. Sin embargo, las
técnicas de PCR convencional o en tiempo real mediante
consensos MY09, MY011 o PGMY pueden ser más útiles
para detectar genotipos individuales e infecciones mixtas,
complementándolas con técnicas de RFLP, hibridación in-
versa o incluso secuenciación. Un enfoque alternativo po-
dría ser el empleo de cebadores específicos para investigar
genotipos individuales basados en polimorfismos E6 y
E761. Las técnicas de RFLP, que son poco interesantes pa-
ra determinar el genotipo infectante en muestras de cér-
vix, dada la dificultad de interpretación en el caso de in-
fecciones mixtas, pueden emplearse con seguridad para
este cometido, donde la presencia de infección por múlti-
ples genotipos es menos habitual62,63. Las técnicas de PCR
con line blot hybridization, con capacidad de detectar 37
genotipos del virus del papiloma humano mediante hibri-
dación selectiva con oligonucleótidos inmovilizados en

membranas de nilón, podrían adaptarse adecuadamente
al estudio de este tipo de muestras, aunque se hayan eva-
luado principalmente en muestras cervicales64.

Otras infecciones genitales: vaginosis
bacteriana y vulvovaginitis candidiásica

Una característica común en estas infecciones es que
los microorganismos implicados forman parte de la mi-
crobiota vaginal normal. La vaginosis bacteriana es el
resultado de la infección por comunidades bacterianas
complejas, en la que muchos de los microorganismos no
son cultivables. A partir de lo mencionado anteriormen-
te, los métodos moleculares para el diagnóstico de la va-
ginosis están poco establecidos y, en general, se compa-
ran a la tinción de Gram que se considera el método de
referencia diagnóstico, aunque no hay evidencia sufi-
ciente que lo respalde. La problemática respecto al diag-
nóstico de las candidiasis es muy similar. Sólo se debe
dar significación a los hallazgos de Candida en el con-
texto clínico de una vulvovaginitis. Los métodos molecu-
lares están poco desarrollados, y su principal utilidad es-
tá en los casos en los que se necesiten resultados más rá-
pidos que los que ofrece el cultivo. Por ello, las
referencias de la bibliografía suelen comparar estas téc-
nicas con la microscopia.

En general, habría que agrupar los métodos molecula-
res en los que están comercializados y los que están en fa-
se de investigación. Entre los comercializados, se en-
cuentra un nuevo método de hibridación molecular, se-
miautomatizado, basado en la utilización de sondas de
ADN (Affirm VPIII, Becton-Dickinson) que detecta T. va-
ginalis, Candida spp. y altas concentraciones de Gardne-
rella vaginalis. La evaluación de la hibridación de ADN
en mujeres con síntomas de vaginosis refleja una sensi-
bilidad del 87,7% y una especificidad del 96% frente a la
tinción de Gram65. Igualmente, se ha demostrado que es
más sensible que el examen en fresco para detectar la
presencia de Candida spp.66.
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