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RESUMEN
Palabras clave: . . L ) ) o .
Biologia molecular Las infecciones de transmision sexual precisan para su control de pruebas diagnésticas rapidas, fiables y
Infecciones de transmision sexual que permitan su realizacién en situaciones de cribado. Las técnicas de biologia molecular han supuesto una
Cribado de infecciones de transmisién sexual verdadera revolucion diagnéstica. Debido a su elevada sensibilidad, no solo detectan mas infecciones, sino

que permiten la obtencién de muestras poco invasivas que facilitan los programas de cribado y evitan el
rechazo de los pacientes a la realizacién de toma de muestras. La mejora de su especificidad evita en mu-
chos casos la realizacién de pruebas de confirmacién, bajo la premisa del cumplimiento de normas de cali-
dad. También permiten diagnosticar patégenos que las técnicas de cultivo son incapaces de recuperar, y
cada vez tenemos plataformas diagnésticas mas sencillas, versatiles y en formato mdltiple que agilizan el
trabajo en el laboratorio e incluso fuera de él.
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Detection of sexually transmitted infections using molecular biology techniques

ABSTRACT
Keywords: X X . . . . . . .
Molecular biology Sexually transmitted infections (STI) require rapid, reliable diagnostic tests that can be performed in
Sexually transmitted infections screening situations. Molecular biology techniques have been a true diagnostic revolution. Due to their
Screening assay high sensitivity, they detect more infections and allow non-invasive sample collection, simplifying scree-

ning programs and minimising patient refusal to have samples taken. Improvements in specificity have re-
duced the need for confirmation tests in many cases, under the premise of compliance with quality stan-
dards. They also allow to identify pathogens that culture techniques are unable to recover. Moreover,
diagnostic platforms are increasingly simple, versatile and available in multiplex format, facilitating work
inside and outside the laboratory.
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Introduccion

Las infecciones de transmisién sexual (ITS) suponen a escala glo-
bal una importante carga de morbilidad y mortalidad. En Espafia se
viene asistiendo a un aumento en su incidencia, probablemente de-
bido a la relajacién por parte de la poblacién en el uso de medidas de
prevencién como consecuencia de la pérdida de miedo a la infecciéon
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Un pilar muy
importante en la lucha contra estas infecciones lo constituyen las
pruebas diagnoésticas que permiten un abordaje terapéutico etiol6gi-
co. No obstante, el diagnéstico de las ITS siempre ha sido dificil. Las
principales bacterias productoras de ITS o no son cultivables —como
ocurre con Treponema pallidum— o lo son en cultivos celulares de
elevada dificultad técnica y baja sensibilidad, como en el caso de
Chlamydia trachomatis, o solo se han conseguido en centros muy es-
pecializados como Mycoplasma genitalium. Otro patégeno de gran
relevancia, como Neisseria gonorrhoeae, es muy sensible a las condi-
ciones ambientales adversas y su cultivo ofrece falsos negativos. Para
complicar atin mas las cosas, algunos microorganismos como Urea-
plasma urealyticum o Mycoplasma hominis desempefian un papel du-
doso como productores de enfermedad, recuperandose tanto de pa-
cientes enfermos como sanos. En un porcentaje importante de casos,
nunca se conseguia encontrar la etiologia del cuadro clinico.

En los tltimos afios, el uso de las técnicas de biologia molecular
(TBM) —en especial las basadas en amplificacién de acidos nucleicos
(AAN)— han cambiado el diagnéstico de las ITS y las infecciones ge-
nitales. Son innumerables las ventajas que aportan, como su elevada
sensibilidad y especificidad; permitir usar muestras no invasivas y
muestras tomadas por el propio paciente; detectar bajas concentra-
ciones de microorganismos viables o no; poder hacer mejores criba-
dos poblacionales y en muestras extragenitales; la incorporacién del
diagnéstico de patégenos de dificil o imposible cultivo; la tipificacion
de microorganismos, o la posibilidad de detectar algunos genes de
resistencia’. Sin embargo, también hay problemas, como la posibili-
dad de falsos positivos por contaminacion; su elevado coste; el em-
pleo de equipos sofisticados, y —aunque parezca una paradoja— el
desplazamiento y supresién de técnicas clasicas como el cultivo, que
permite la realizacién de pruebas fenotipicas de susceptibilidad, im-
prescindibles para orientar el tratamiento de patégenos multirresis-
tentes, como ocurre en el caso del gonococo.

Por todo ello, los laboratorios han de tener estrictos controles de
calidad, acreditaciones internacionales como la ISO o Joint Commis-
sion, y conocer aspectos como la prevalencia en la poblacién de estos
patégenos, ya que poblaciones con baja prevalencia comprometen el
valor predictivo.

Respecto a las técnicas disponibles, hemos pasado de las técnicas
de hibridacién a la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) con-
vencional, y con posterioridad a otras mas modernas como la PCR en
tiempo real, la PCR muiltiple o sistemas mas faciles de realizar como
la amplificacién isotérmica mediada por bucle (loop-mediated
isothermal amplification [LAMP]).

En este trabajo se revisa el uso y aportacion de las técnicas de
biologia molecular al diagndstico de las ITS, de las que se han exclui-
do el VIH y los virus de las hepatitis que precisan de revisiones espe-
cificas.

Infeccion gonocécica

La infeccién gonocdcica contindia siendo una causa importante de
infecciones supuradas, aunque también produce infecciones asinto-
maticas (especialmente en mujeres). El diagndstico clasico se realiza
mediante el cultivo, que tiene la ventaja de su bajo coste y permite la
realizacion de pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. Se
esta reemplazando por las técnicas de deteccién de AAN que son mas
sensibles, pero cuyo valor predictivo positivo puede ser bajo en po-
blaciones de baja prevalencia. Ofrecen importantes ventajas frente al

cultivo, como no precisar organismos viables, por lo que las condicio-
nes de transporte y conservacion de la muestra son menos estrictas.
Su elevada sensibilidad permite su uso tanto en individuos sintoma-
ticos como asintomaticos, y en muestras no invasivas como la orina
de primer chorro del varén o el exudado vaginal. La sensibilidad de
la orina en mujeres es menor y no se considera una muestra 6ptima2.
Son la prueba de eleccién en muestras extragenitales de recto y fa-
ringe, aunque, debido a los falsos positivos, se recomienda la confir-
macion con otra técnica frente a una diana diferente?. Se han valida-
do varias técnicas dirigidas frente a N. gonorrhoeae, solo o asociado a
otros patégenos como C. trachomatis®*# o en formato mdltiple me-
diante microarrays®. También se ha desarrollado el sistema LAMP,
mas rapido, para el ORF1 del gen de la glutamino sintetasa de N. go-
norrhoeae®.

La aparicién de especies de N. gonorrhoeae multirresistentes ha
devuelto protagonismo al cultivo, pero mediante TBM que detectan
genes de resistencia se estan desarrollando métodos de deteccion de
resistencia a penicilina’ (gen porB), a ciprofloxacino?, a azitromicina®
y resistencias mdltiples a cefalosporinas, azitromicina, ciprofloxaci-
no y espectinomicina'. También se describen métodos que directa-
mente desde muestras clinicas determinan resistencia a ciprofloxa-
cino. Idealmente, los métodos de susceptibilidad deberian reflejar
la CMI exacta a los antimicrobianos, pero como la aparicién de resis-
tencias se ve afectada por varios genes, es dificil que los métodos
moleculares reflejen la CMI. En general son dtiles para vigilancia
epidemiolégica, aunque seria interesante que pudiesen utilizarse en
muestras clinicas y en situaciones en las que no es posible el culti-
vo'2 Las TBM también permiten el genotipado’.

Infeccion por clamidias

C. trachomatis es la etiologia bacteriana de ITS mas frecuente.
Afecta fundamentalmente a jévenes, la mayoria de las veces de for-
ma asintomatica, por lo que la infeccién no es reconocida ni tratada
y como consecuencia presenta complicaciones: enfermedad infla-
matoria pélvica (EIP), endometritis, salpingitis, infertilidad o emba-
razo ectoépico. Inicialmente, el diagnéstico se realizaba con técnicas
de baja sensibilidad como la inmunofluorescencia, el cultivo celular
o la determinacién antigénica mediante enzimoinmunoanalisis, pero
desde hace afios se dispone de técnicas de AAN que constituyen el
estandar diagnéstico por ser muy sensibles y especificas.

Su elevada sensibilidad permite su empleo en muestras muy di-
versas, como exudados uretrales o cervicales de pacientes sintomati-
cos, en los que ya se presupone una importante carga bacteriana, pero
también en muestras no invasivas en pacientes asintomaticos, lo que
las convierte en una herramienta indispensable en los programas de
cribado poblacional®. En mujeres la muestra de eleccion es el exuda-
do vulvovaginal —tanto obtenido por un facultativo como por la pro-
pia paciente— que es mas sensible incluso que el exudado cervical
obtenido mediante espéculo™. El primer chorro de orina en varones
es una muestra tan sensible o incluso mejor que el exudado uretral,
con las evidentes ventajas de aceptabilidad por parte del paciente. La
muestra debe obtenerse habiendo dejado pasar como minimo 1 h
desde la dltima miccién. La orina no es aceptable en mujeres. Las AAN
también son de eleccién en localizaciones extragenitales. En el caso
de muestras rectales, la toma puede tanto ser ciega como mediante
proctoscopio, aunque no todas las técnicas comerciales presentan las
mismas sensibilidades®. El problema derivado de la pérdida de sensi-
bilidad (falsos negativos) de algunas técnicas —debido a la incapaci-
dad para detectar la “nueva variante” de Chlamydia que presenta una
delecion en el plasmido diana— ya ha sido solventado por todas ellas
mediante la modificacién de la diana diagnéstica.

La especificidad de las AAN también es excelente, por lo que en
poblaciones de riesgo no es necesario confirmar los resultados posi-
tivos con otra técnica frente a otra diana. Solo estaria indicado en
casos con implicaciones legales y hay debate acerca de su convenien-



60 C. Sabater Cabrera et al. / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2017;35(Supl 3):58-63

cia en muestras extragenitales. Asi, mientras la guia britanica no se
muestra partidaria', si se aconseja en la guia de los Centers for Di-
sease Control and Prevention'®.

Las TBM también permiten conocer la serovariedad, de interés
epidemioldgico y especialmente para detectar las serovariedades L,
responsables del linfogranuloma venéreo (LGV). Las serovariedades
se pueden determinar mediante el analisis PCR-RFLP (polimorfismo
de longitud de fragmento de restriccién) del gen omp1 o mediante
secuenciacioén’.

Linfogranuloma venéreo

Producido por C. trachomatis serovariedad L1, L2a, L2b y L3. Desde
su reemergencia en Europa durante la pasada década, el LGV se ha
convertido en endémico en la poblacién de hombres que tienen sexo
con otros hombres, y se asocia fuertemente a individuos infectados
por el VIH. Cuando la adquisicién es genital, suele causar clinica ul-
cerativa en el lugar de entrada y dias o semanas después y, debido a
su caracter linfotrépico, adenopatias inguinales. Si la adquisicién es
rectal, produce un sindrome anorrectal, habitualmente sin adenopa-
tias demostrables a la exploraciéon por no estar accesibles. Existe la
infeccién rectal asintomatica.

Son muestras aceptables los exudados de la base de las tlceras,
aspirados ganglionares, exudados rectales, faringeos, uretrales e in-
cluso el primer chorro de orina si se sospecha afectaciéon genital®.

Para el diagnéstico, los métodos clasicos de cultivo y serologia
han sido sustituidos por las mas sensibles técnicas de AAN, ya que
todas las comercializadas para Chlamydia detectan las serovarieda-
des del LGV, aunque sin poder diferenciarlas del resto. Realizado este
primer paso, las muestras positivas para Chlamydia deben estudiarse
para determinar si pertenecen a la serovariedad L, lo que habitual-
mente se realiza en centros de referencia. Existen varias posibilida-
des, bien mediante amplificacién con PCR caseras del gen omp1 o el
CrP, seguido de técnicas de tipificacién mediante RFLP o mediante
secuenciacion.

Infecciones por micoplasmas

El papel de los micoplasmas como etiologia de ITS siempre se ha
discutido debido a su papel comensal en muchos individuos. Ade-
mas, la principal herramienta diagnéstica era el cultivo y presentaba
muchas limitaciones, por lo que la aparicion de las técnicas de biolo-
gia molecular ha supuesto una auténtica revolucién. Permiten dife-
renciar U. urealyticum en 2 especies distintas: por un lado U. parvum
(no implicado en patologia), y por otro lado U. urealyticum propia-
mente dicho, responsable de casos de uretritis®. Aun asi, se sigue
encontrando U. urealyticum en pacientes asintomaticos y la carga
bacteriana tiene elevado valor predictivo con la produccién de ure-
tritis™. M. hominis también se recupera en el 20-50% de las mujeres
asintomaticas sexualmente activas, aunque su papel patégeno esta
claramente establecido en la vaginosis bacteriana y, con menor fuer-
za, en casos de endometritis y EIP. Se han comercializado técnicas de
PCR en tiempo real que determinan la presencia de M. hominis, dife-
rencian las 2 especies de Ureaplasma y también son capaces de deter-
minar la presencia de una tercera especie de micoplasma implicada
en ITS: M. genitalium. No existe ninguna duda sobre el papel patogé-
nico de M. genitalium como productor de uretritis®, de la que seria la
segunda causa mas frecuente solo por detras de C. trachomatis. Tam-
bién se ha demostrado su relacién con cervicitis y EIP?', El cultivo de
M. genitalium es muy lento (meses), poco sensible y solo ha podido
cultivarse en laboratorios de referencia muy especializados, por lo
que a efectos practicos su presencia solo se puede demostrar me-
diante técnicas de AAN, que generalmente se basan en la deteccién
del gen de la adhesina MgPa. Las muestras apropiadas son las mismas
que se emplearian en el caso de Chlamydia. La aparicion de resisten-
cia a los antimicrobianos (tanto a azitromicina, que se emplea como

primera linea, como a moxifloxacino, que se emplea como segunda
linea) constituye un problema. Si fracasan ambos tratamientos, las
opciones son doxiciclina o pristinamicina?. Se han descrito técnicas
de PCR en tiempo real que estudian la presencia de mutaciones en el
gen rRNA 23S que determinan resistencia a azitromicina®* y al gen
ParC para moxifloxacino®.

Sifilis

El estudio molecular de la sifilis se esta implantando cada vez mas
como un método de diagndstico en los laboratorios de microbiologia
y las nuevas guias incluyen este marcador en sus recomendaciones?.
Las técnicas moleculares evitan las limitaciones de otros métodos de
deteccién directa, como la microscopia de campo oscuro y la inmu-
nofluorescencia directa, métodos con baja sensibilidad.

El genoma de T. pallidum se ha detectado en tlceras genitales,
muestras de tejidos, liquido cefalorraquideo (LCR) y sangre. Es el mé-
todo de eleccion para lesiones orales, donde puede haber contamina-
cién con treponemas comensales.

Se han desarrollado distintos métodos de deteccion de T. pallidum
basados en amplificacién genémica o PCR (simple, anidada, en tiem-
po real), utilizando como diana distintos genes que codifican lipo-
proteinas (bmp, tpp47, tmpA o 4D) o genes como polA%, Varios estu-
dios muestran concordancia en los resultados?’. La PCR de T. pallidum
presenta una mayor sensibilidad que la microscopia de campo oscu-
ro en el estudio de Glceras genitales en la sifilis primaria®®.

La biologia molecular también se usa con fines epidemiolégicos y
se han descrito técnicas basadas en la amplificacién y posterior RFLP
de los genes arp y tpr*®, como también técnicas de secuenciacion. Sin
embargo, la capacidad de discriminacién es baja, ya que el subtipo
14d predomina en Europa y en muchas partes del mundo?®.

Donovanosis o granuloma inguinal

Las TBM se han desarrollado poco en esta infeccion, excepto para
estudios de caracterizacion del agente causal y su relacion con el gé-
nero Klebsiella. Se ha desarrollado un sistema de captura de oligonu-
cledtidos del gen phoE de Klebsiella con deteccién colorimétrica®.

Chancroide

Las TBM tienen una sensibilidad del 95%*', y actualmente se han
disefiado métodos moleculares comerciales en formato miltiple
para deteccion en tlceras que incluye, entre otros patdgenos, la sifilis
y el herpes genital®2. Con las TBM se ha puesto de manifiesto la pre-
sencia de este patégeno en Glceras cutaneas extragenitales en regio-
nes tropicales y subtropicales, y que se trata de cepas de la clase I que
han divergido recientemente®.

Infecciones por herpes genital

El virus herpes simplex (VHS) es un virus ADN de doble cadena,
ubicuo (afecta a todo tipo de poblaciones), responsable de infeccio-
nes orolabiales (asociadas principalmente a VHS-1) y genitales (mas
frecuentes por VHS-2), aunque ambos virus producen los 2 tipos de
patologia. La transmisién ocurre por contacto directo con lesiones
con replicacién activa tanto en pacientes sintomaticos como asinto-
maticos?%. Después de la infeccion primaria, el virus queda en estado
de latencia en los ganglios sensoriales y causa reactivaciones en el
huésped, siendo el VHS-2 el que presenta la tasa de recaida mas alta
en infeccion genital. Se puede diagnosticar clinicamente cuando las
lesiones presentan el patrén de vesiculas que evolucionan a dlceras
y finalmente costras que curan espontineamente. Pero en presenta-
ciones atipicas, complicaciones extragenitales, para diferenciarla de
otras lesiones ulcerativas, y para genotipar el virus, es necesario el
diagnéstico microbiol6gico. Clasicamente, al ser lesiones con alta
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carga viral, el cultivo celular ha sido el “patrén oro”. No obstante, en
los Gltimos afios se ha demostrado que las técnicas gendémicas au-
mentan la sensibilidad®® entre un 11 y un 71%, son ttiles en todo tipo
de muestras (exudados, lesiones, LCR, sangre, humor vitreo) y permi-
ten detectar infecciones subclinicas y con baja carga viral.

Las técnicas moleculares utilizan como dianas secuencias conser-
vadas de genes que codifican proteinas para ADN polimerasa y timi-
dina-cinasa (comunes a VHS-1 y VHS-2), o glucoproteinas de super-
ficie (gG, gD, gl) que permiten discernir entre los 2 tipos de VHS.

Al principio se propusieron varios procedimientos moleculares
basados en la deteccién del genoma por hibridacién, y PCR anida-
das*®, pensadas principalmente para detectar bajas cargas virales. En
la actualidad se han sustituido por métodos de mayor rapidez, menor
coste econémico, menor complejidad intralaboratorio y menor ries-
go de contaminacién cruzada, como la PCR en tiempo real, que per-
miten tanto la deteccién como la cuantificacién del virus. Ademas se
ha comprobado que no hay un descenso de la sensibilidad respecto a
la PCR anidada'* y se detectan 50 copias/ml. Se han desarrollado
multitud de protocolos para PCR en tiempo real®® que permiten efec-
tuar en el laboratorio un diagnéstico casero, siempre que se disponga
de un control positivo interno que detecte la presencia de inhibido-
res de amplificacién y controle la calidad de la preparacién de la
muestra, y un control negativo. También estan disponibles comer-
cialmente. Hay PCR mdiltiples de cribado de VHS junto con otras
ITS*. Otro uso importante de las técnicas moleculares es la deteccion
de resistencias a los antivirales. En pacientes inmunodeprimidos
(VIH, trasplantes de 6rgano sélido o de células hematopoyéticas), la
tasa de resistencias es significativa*® (3,5-10%) y ha llegado incluso al
36%*. Este fenémeno se lleva a cabo por mutaciones en los genes
UL-23 (timidina-cinasa) y UL-30 (ADN polimerasa), que es donde es-
tan los segmentos que serviran de diana molecular, para seguida-
mente secuenciar los amplicones obtenidos y buscar mutaciones
causantes de resistencia.

Tricomoniasis

Aunque en paises como Estados Unidos hay zonas con alta preva-
lencia, en Europa y en Espafia su presencia ha disminuido drastica-
mente en los dltimos afios, por lo que algunos estudios*? indican que
el uso de métodos moleculares, con mayor sensibilidad y especifici-
dad que los métodos convencionales, solo estarian indicados para
poblaciones de riesgo con una prevalencia > 2% o en uretritis no go-
nococicas persistentes*,

Las TBM fueron en un principio sistemas basados en la hibrida-
cién del ADN, como el Affirm VP III (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, Estados Unidos) o PCR caseras*. Actualmente se dispone de
métodos comerciales como la PCR en tiempo real Roche LightCycler
(Roche Diagnostics)* o el BD ProbeTec TV Qx Amplified DNA (Becton
Dickinson). Cuando se comparan técnicas de AAN con el cultivo, se
encuentra que este tltimo solo tiene una sensibilidad del 70%.

El desarrollo de métodos de amplificacion como el LAMP ha per-
mitido acercar el diagndstico a entornos en los que no es posible
hacer la PCR convencional. Asi, en un estudio reciente con una diana
del gen de la actina, esta técnica fue comparable a la PCR convencio-
nal y mejor que el cultivo o la PCR miltiple*. Otros métodos, como
el AmpliVue assay (método de PCR isotérmica dependiente de la
helicasa), tienen una sensibilidad del 97,8% y una especificidad del
98,9% cuando se comparan con el Aptima TV#. Los paneles de PCR
multiple como Allplex (Seegene) o FilmArray (BioFire) permiten la
deteccion de varios patégenos.

Se estan desarrollando nuevos métodos como PCR asimétricas
usando cebadores contra el gen pfoB que dan menos falsos positivos
y que son interesantes para paises con pocos recursos*.

Un aspecto importante es el origen de la muestra, ya que en mu-
jeres tanto la orina de primer chorro como el exudado vaginal inclu-
so recogido por la propia paciente son validos; en el varén es conve-

niente recoger, ademas de la orina, muestras de uretra y semen*. El
tiempo que se tarda en procesar la muestra desde que se recoge con-
diciona la sensibilidad de la técnica, incluso para las PCR, y en conse-
cuencia las muestras de orina no deberian permanecer mas de 1 h a
temperatura ambiente antes de ser procesadas o congeladas®.

Para estudios de genotipificacién se ha recomendado el uso de
técnicas como el RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar). Estu-
dios recientes usan MLST (multilocus sequence typing) con una PCR
anillada de muestras directas y encuentran que el genotipo II esta
mas asociado a redes sexuales de alto riesgo®.

Virus del papiloma humano

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus ADN que repre-
senta una de las enfermedades de transmisién sexual mas frecuentes
a nivel global y que infecta a todas las razas, sexos y edades. La ma-
yoria de las infecciones genitales por VPH se adquieren por via sexual
y alrededor del 90% son asintomaticas y transitorias al ser eliminadas
por el propio sistema inmune del individuo®. Sin embargo, en otros
casos pueden causar desde verrugas o condilomas hasta distintos ti-
pos de neoplasias como la del cuello del Gtero® (para cuyo desarrollo
es necesario el VPH), vagina, ano®, pene> y cancer orofaringeo. Ade-
mas, cada vez hay mas hallazgos de ADN de VPH de alto riesgo en
canceres menos habituales®. Debido a las graves consecuencias a
largo plazo, es necesario un diagnéstico y un seguimiento de estos
pacientes.

Debido a la poca rentabilidad del cultivo y de la serologia, se han
desarrollado numerosos ensayos para detectar VPH mediante detec-
cién genémica en distintos tipos de muestras: exudados vaginales,
endocervicales, anales, uretrales, faringeos y biopsias®®. Estos ensa-
yos se basan en la amplificacién de la diana (PCR), amplificacion de
la sefial o amplificacién mediante sondas.

La captura de hibridos es un método basado en la hibridacién del
ADN viral con sondas ARN; estos hibridos se ponen de manifiesto
mediante quimioluminiscencia. Se usan 2 cécteles de sondas: uno de
ellos frente a 13 genotipos del VPH de alto riesgo y el otro frente a 5
genotipos de bajo riesgo. Esta técnica posee una sensibilidad inferior
aladelaPCR.

Los métodos de amplificacion gendmica permiten la deteccién del
VPH amplificando la region conservada del gen de la proteina mayor
de la capside (L1) utilizando cebadores consenso (MY11/MY09,
GP5+/6+, SPF10). También se han desarrollado técnicas de amplifica-
cién genémica con otras dianas dentro del genoma del VPH como el
ARNmMm de los oncogenes virales E6-E7 (PCR en tiempo real), median-
te los cuales se puede obtener informacion del caracter oncogénico
del virus y la progresion de la enfermedad.

Hay una amplia gama de técnicas comerciales disponibles de las
cuales solo 5 estan aprobadas por la Food and Drug Administration
(Hybrid Capture 2%, Digene; Cervista HPV HR® y Cervista HPV16/18°,
Hologic que se basan en amplificacién de la sefial; Cobas HPV Test®,
Roche Diagnostics y Aptima HPV Assay® Hologic en amplificacién de
la diana). Aptima HPV es la Ginica validada con deteccién de ARNm de
E6/E7 en que se observa que su sobreexpresion esta directamente
relacionada con la progresion de la enfermedad”.

Se han desarrollado técnicas para la caracterizacion viral una vez
detectado el VPH, como la hibridacién de los productos de amplifica-
cién con sondas especificas para cada tipo viral o la secuenciacién, en
la que mediante cebadores o dideoxinucleétidos marcados se obtie-
ne la secuencia de bases del genoma viral®®. También existen ensayos
para buscar las distintas variantes del VPH que ayuden a un mejor
control y prondstico de la infeccion°,

Vaginosis

La vaginosis es la causa mas frecuente de leucorrea. Para el diag-
noéstico no se recomienda el cultivo de Gardnerella vaginalis, debido a
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que se puede recuperar de la vagina del 50% de las mujeres asinto-
maticas. El diagnéstico se puede basar en los criterios de Amsel que
valoran el flujo vaginal (aspecto, pH, olor al afiadir KOH y presencia
de células clave), o mediante los criterios de Nugent o de Hay/Ison®
que valoran los morfotipos bacterianos que se observan en la tincién
de Gram. Todos estos criterios tienen un amplio margen de subjeti-
vidad y, en muchas ocasiones, el resultado pertenece a la categoria
de indeterminado. Para solventarlo, se han descrito pruebas de labo-
ratorio tanto basadas en la determinacién de actividad enzimatica,
como mediante técnicas de biologia molecular. Un enfoque es deter-
minar la presencia de elevadas concentraciones de G. vaginalis en
exudados vaginales mediante sondas de ADN (Affirm VP III, Beckton
Dickinson) que ademas determinan la presencia de Trichomonas va-
ginalis y de Candida. Por otro lado, se han desarrollado (aunque toda-
via no se han comercializado) técnicas de PCR en formato multiple
con excelente sensibilidad y especificidad que semicuantifican varios
microorganismos implicados en la vaginosis, bien con papel patége-
no (G. vaginalis, Atopobium vaginae y Megasphaera-1) o con papel
protector, como Lactobacillus crispatus®?.

Candidiasis

En el caso de las vulvovagnitis por Candida, el desarrollo de TBM
es muy incipiente debido al precio y a la complejidad técnica, frente
a la facilidad que presenta el cultivo. Esta disponible en el mercado
el sistema Affirm VP III que, como ya se ha citado, determina la pre-
sencia de G. vaginalis, T. vaginalis y Candida spp.

Otras: sarna y Molluscum
Sarna

Se ha estudiado por TBM en casos de manifestaciones cutaneas
atipicas y en biisqueda de resistencia a acaricidas. Se ha usado una
PCR cuantitativa de torundas de lesiones de sarna en vez de raspados
y mide la disminucién del parasito después del tratamiento®,

Molluscum contagiosum

Se ha utilizado para caracterizar los 4 genotipos del virus y en
muestras de torundas con una PCR en tiempo real'.
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