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Prefacio

Las infecciones de transmision sexual (ITS), incluidas las causadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
de tipo 1y 2, siguen siendo un area prioritaria para la salud ptblica mundial por la alta morbilidad que se asocia a estas
infecciones, como las secuelas de las infecciones genitales, el cancer cervicouterino, la sifilis congénita, el embarazo
ectopico y la infertilidad, asi como la morbilidad por enfermedades relacionadas con el VIH y la muerte por el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (sida). Las estrategias de salud publica para controlar las ITS consisten en promover un
comportamiento sexual mas seguro y proporcionar condones (prevencion primaria), asi como el tratamiento temprano y
eficaz de los pacientes con ITS por medio de enfoques clinicos sindromicos o etioldgicos.

En el caso del enfoque sindrémico, el tratamiento accesible, asequible y eficaz de las personas que tienen alguna ITS
se basa en el uso de diagramas de flujo (algoritmos) para cada sindrome. Los algoritmos permiten diagnosticar los
sindromes comunes de ITS, proporcionar tratamiento actualizado y apropiado para cada pais, brindar orientacion sobre
el tratamiento de companeros sexuales, y poner de relieve la importancia de realizar la prueba de deteccion del VIH en
la misma consulta. Los algoritmos deben basarse en datos etioldgicos y de susceptibilidad antimicrobiana a escala local
recopilados por medio de relevamientos periodicos de los laboratorios. En general, en la mayor parte de los pacientes
con ITS que reciben tratamiento sindromico no se realizan pruebas de laboratorio. Sin embargo, puede ser necesario
tomar muestras para realizar pruebas de laboratorio en aquellos pacientes que no logran buenos resultados con el
tratamiento de primera linea, a fin de establecer el diagndstico o de determinar si el fracaso terapéutico se debe a la
resistencia a los antimicrobianos. En los paises que pueden costear el enfoque de diagndstico etioldgico, el laboratorio
tiene una funcion mucho mas importante en cuanto a la identificacion de microorganismos patogenos especificos de
las ITS y la determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos. Ademas desempefia un papel clave en cuanto a la
vigilancia de las ITS y los programas de investigacion tanto en los paises de escasos recursos como en los paises de
mayor abundancia.

La Organizacion Mundial de la Salud publicd en 1999 una version anterior de este manual, denominada Diagndstico de
laboratorio de las enfermedades de transmision sexual, con el propdsito de brindar una guia integral de procedimientos
normalizados para aislar, detectar y diagnosticar las ITS, dirigida a microbitlogos y auxiliares médicos. Habia sido
concebida como un manual practico de referencia dirigido a las necesidades y las capacidades de los laboratorios a
distintos niveles del sistema de atencion de salud. Este manual resulté muy popular tanto en los paises como en los
laboratorios.

Desde la publicacion del manual de 1999, se ha registrado una serie de importantes adelantos en cuanto a los
procedimientos de diagnéstico, en particular, con respecto a la amplificacion de &cidos nucleicos y las pruebas rapidas
en el lugar de atencidn, asi como en relacion con la metodologia y las recomendaciones sobre el perfil de sensibilidad
a los antimicrobianos. En consecuencia, un grupo de expertos internacionales ha actualizado a fondo los capitulos del
manual de 1999. Ademas, en esta version revisada se han incorporado nuevos capitulos sobre diversos temas como
las técnicas de diagndstico para Mycoplasma genitalium, las pruebas en el lugar de atencion para las ITS y la gestion
de la calidad en los laboratorios. A pesar de que esta version actualizada abarca los microorganismos patdgenos mas
importantes de las ITS, no debe considerarse exhaustiva, por lo que puede ser necesario que el lector consulte otros
recursos de referencia para obtener mas informacion sobre temas como las politicas nacionales de ITS, las pautas
sobre los antibiogramas, aspectos médico-juridicos y la realizacion de las pruebas de deteccion de ITS en menores de
edad.

En este nuevo manual, Diagndstico de laboratorio de las infecciones de transmision sexual, incluida la infeccion por el
virus de la inmunodeficiencia humana, se proporciona una comprension basica de los principios que rigen las pruebas
de laboratorio en el contexto de los enfoques de deteccion y diagnostico, asi como el antibiograma, como componentes
del control de las ITS. Del mismo modo que en el manual de 1999, en el presente manual se aborda cada enfermedad
en un capitulo por separado, en el que se suministra informacion detallada sobre la obtencion y el transporte de
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muestras, y las pruebas de laboratorio. Al final del manual se incluyen dos anexos Uutiles en los que se describe el
equipo, las pruebas, los medios, los reactivos y las tinciones.

Se espera que este manual actualizado resulte ilustrativo para los administradores, los directores de programas, el
personal médico y de enfermeria, asi como para el publico destinatario principal que siguen siendo los microbidlogos y
los auxiliares médicos. EI manual puede ser util para ayudar a adquirir las pruebas de diagnéstico mas apropiadas para
cada entorno, idealmente por medio de comités consultivos de expertos nacionales o locales. También es un recurso
valioso para aquellos que capacitan a estudiantes y para los propios estudiantes, tanto dentro como fuera del entorno
de laboratorio. Por tltimo, como seguramente en los proximos afios el nimero de productos y métodos de diagndstico
continuara en aumento, sera importante entonces que todos los lectores se mantengan al dia con respecto a los
Gltimos adelantos en este campo.
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Capitulo 1

Eleccion de las pruebas diagnosticas de las infecciones de

transmision sexual

1.1 Introduccion

El grupo de las infecciones de transmision sexual (ITS)
debe su nombre a la forma de transmision de mas de
30 microorganismos patdgenos bacterianos, virales y
parasitarios. Desde el punto de vista epidemiolégico, el
contacto sexual es su principal forma de transmision,
aunque algunos de ellos se pueden adquirir por otra via
distinta a la sexual (cuadro 1.1).

Las pruebas de laboratorio y las pruebas diagndsticas
en el punto de atencion contribuyen en gran medida al
manejo y el control de las ITS al facilitar la prevencion
de la transmision y sus secuelas. La eleccion de las
pruebas diagndsticas idoneas resulta dificil debido

al gran nimero de infecciones de transmision sexual

y a la diversidad de pruebas posibles para cada una

de ellas. En este momento, se cuenta con una amplia
gama de pruebas existentes que tienen caracteristicas
y limitaciones potenciales que podrian influir en como
utilizarlas para mejorar el control de las ITS. Ademas,
en una época en la que los recursos son limitados,
resulta dificil tomar una decision acerca de cuantas

y cuales de las infecciones de transmision sexual
merecen que se invierta en mejorar su deteccion, a
quién se le deben realizar las pruebas diagndsticas y
cuales de entre las mlltiples existentes deben utilizarse
para ese fin. La seleccion de las pruebas debe hacerse
conforme a un proceso de asignacion de prioridades
que tenga en cuenta la prevalencia, la repercusion y las
complicaciones de las infecciones en las personas y en
la poblacion, asi como las caracteristicas de desempefio
de las pruebas, su costo y el motivo por el que se
realizan.

Las pruebas de deteccion de las ITS pueden tener
diferentes finalidades que, a su vez, afectan a la
eleccion de la prueba. Entre los diferentes motivos para
realizarlas estan la vigilancia, la validacién de algoritmos
de manejo sindrémico, la garantia de la calidad, el
diagndstico de las personas con signos y sintomas

de posible ITS, la deteccion sistematica o cribado de

las personas asintomaticas vulnerables y el estudio

de la sensibilidad a los antibidticos. Algunos de estos
elementos clave se describen a continuacion:

 Vigilancia. La vigilancia es la recopilacion

sistematica, comparacion y analisis de datos para
determinar la frecuencia de una infeccion en una
comunidad o poblacion. Es un elemento esencial de la
planificacion para las iniciativas de control de las ITS.
No se otorgara una prioridad elevada a la inversion
en la vigilancia de las infecciones poco comunes 0

de aquellas con escasa repercusion directa sobre

la salud pablica si los recursos son limitados, si la
infeccion es poco frecuente (por ejemplo, el chancro
blando, en particular en paises desarrollados) o si la
morbilidad es moderada (por ejemplo, las ladillas).

En general, el tiempo necesario para obtener el
resultado de una prueba analitica cuya finalidad sea
la vigilancia no es de gran importancia. En algunos
casos, las muestras recogidas para la vigilancia
pueden usarse también para el seguimiento de

otros factores clinicamente importantes como la
resistencia a los antibidticos (por ejemplo, en el caso
de Neisseria gonorrhoeae).

Validacion del manejo sindrémico. El diagndstico
sindrémico es un elemento valioso en las iniciativas
de control de las ITS, puesto que proporciona una
evaluacion diagndstica rapida para la eleccion del
tratamiento oportuno de las personas con signos

y sintomas de infeccion. En entornos en los que el
diagndstico sindromico forma parte de las iniciativas
de manejo de las ITS, deben realizarse pruebas
analiticas periodicas a los pacientes diagnosticados y
tratados utilizando algoritmos de manejo sindrémico
para asegurar que el diagnéstico sindrémico consigue
identificar las infecciones para las que se ha
proyectado una intervencion. En aquellas situaciones
en las que el diagndstico sindromico no logra que

las ITS seleccionadas reciban tratamiento, se debe
evaluar las razones de dicho fracaso. La informacion
obtenida mediante la realizacion periddica de pruebas
de evaluacion de la calidad de los servicios clinicos
puede ser Util para la retroalimentacion y para
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Cuadro 1.1: Principales microorganismos patogenos de transmision sexual y enfermedades que causan

Microorganismo patégeno

Manifestaciones clinicas y otras enfermedades asociadas

Infecciones bacterianas

GONORREA

Hombres: secrecion uretral (uretritis), epididimitis, orquitis, infertilidad.
Neisseria gonorrhoeae Muijeres: cervicitis, endometritis, salpingitis, enfermedad pélvica inflamatoria,

infertilidad, ruptura prematura de membranas, perihepatitis; generalmente
asintomatica.

Chlamydia trachomatis

INFECCION POR CLAMIDIAS

Hombres: secrecion uretral (uretritis), epididimitis, orquitis, infertilidad.
Mujeres: cervicitis, endometritis, salpingitis, enfermedad pélvica inflamatoria,
infertilidad, ruptura prematura de membranas, perihepatitis; generalmente
asintomatica.

Ambos sexos: proctitis, faringitis, sindrome de Reiter.

Recién nacidos: conjuntivitis, neumonia.

Chlamydia trachomatis LINFOGRANULOMA VENEREO
(serotipos L1-L3) Ambos sexos: Ulcera, tumefaccion inguinal (bubdn), proctitis.
SIFILIS

Ambos sexos: Glcera primaria (chancro) con adenopatia local, erupciones

Treponema pallidum cutaneas, condiloma lata; dafios neuroldgicos, cardiovasculares y esqueléticos.
Mujeres: pérdida de embarazos (aborto, mortinato), parto prematuro. Recién
Nacidos: mortinato, sifilis congénita.
Haemophilus ducreyi CHANCRO BLANDO
P 4 Ambos sexos: Ulceras genitales dolorosas; a veces con bubon.
DONOVANOSIS (GRANULOMA INGUINAL)
Am : inflamacion nodular y lesiones ulcer la zona inguinal
Kiebsiella anob::i:atlaxos inflamacion nodular y lesiones ulcerosas de la zona inguinal y
(Calymmatobacterium) J ' g » L
canulomatis Hombres: secrecion uretral (uretritis no gonocacica)
g Mujeres: cervicitis, endometritis, probablemente enfermedad pélvica
inflamatoria.
. - Hombres: secrecion uretral (uretritis no gonocacica)
Micoplasma genitalium

Mujeres: cervicitis, endometritis, probable enfermedad pélvica inflamatoria.

Infecciones virales

Virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH)

SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (sida)
Ambos sexos: Enfermedades relacionadas con el VIH, sida.

Virus del herpes simple de tipo 2
Virus del herpes simple de tipo 1

(menos frecuente)

HERPES GENITAL
Ambos sexos: lesiones vesiculares y ulceraciones anogenitales.
Recién Nacidos: herpes neonatal (a menudo mortal).

Virus de los papilomas humanos

VERRUGAS GENITALES

Hombres: verrugas peneanas y anales; carcinoma de pene.

Mujeres: verrugas vulvares, anales y cervicouterinas, carcinoma cervicouterino,
carcinoma vulvar, carcinoma anal.

Recién nacidos: papiloma laringeo.
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Cuadro 1.1: Principales microorganismos patdgenos de transmision sexual y enfermedades que causan

(continuacion)

Microorganismo patégeno

Manifestaciones clinicas y otras enfermedades asociadas

Infecciones virales (continuacion)

Virus de la hepatitis B

HEPATITIS VIRAL
Ambos sexos: hepatitis aguda, cirrosis hepatica, cancer de higado.

Citomegalovirus

INFECCION POR CITOMEGALOVIRUS
Ambos sexos: fiebre subclinica o inespecifica, tumefaccion difusa de los
ganglios linfaticos, hepatopatia, etc.

Virus del molusco contagioso

MOLUSCO CONTAGIOSO
Ambos sexos: nodulos cutaneos umbilicados, de consistencia firme; situados en
la zona genital o generalizados.

Herpesvirus asociado al sarcoma
de Kaposi
(herpesvirus humano de tipo 8)

SARCOMA DE KAPQSI
Ambos sexos: cancer de gran malignidad en personas con inmunodepresion.

Infecciones protozoarias

Trichomonas vaginalis

TRICOMONIASIS

Hombres: secrecion uretral (uretritis no gonocacica); a menudo asintomatica.
Mujeres: vaginosis con flujo vaginal profuso y espumoso; parto prematuro, nifios
de peso bajo al nacer.

Recién nacidos: peso bajo al nacer.

Infecciones fungicas

Candida albicans

CANDIDIASIS

Hombres: infeccion superficial del glande

Mujeres: vulvo-vaginitis con flujo vaginal espeso similar a cuajada, prurito vulvar
0 escozor.

Infestaciones parasitarias

Phthirus pubis Sarcoptes scabiei

INFESTACION PUBIANA POR LADILLAS ESCABIOSIS 0 SARNA

adoptar medidas que permitan mejorar la atencion al

paciente.

de factores, entre los que destacan el cambio
de reactivos, el funcionamiento del equipo y la
competencia técnica.

¢ Garantia y mejora de la calidad. El gran ambito

de la garantia de la calidad incluye el control de la
calidad realizado para asegurar que las pruebas
analiticas estan resultando tal como se habian
disefiado y la evaluacion de la calidad llevada a
cabo para asegurar que las pruebas se emplean de
manera apropiada y que se estan llevando a cabo
correctamente todos los pasos necesarios para
que las pruebas sirvan para prestar asistencia a los
pacientes. La exactitud de las pruebas analiticas
de las ITS puede verse alterada por una serie

En consecuencia, se recomienda realizar pruebas
periddicas de muestras control para evaluar la
competencia del laboratorio y garantizar la exactitud
analitica esperada. Estas muestras se pueden
obtener en organizaciones acreditadas o generar en
el propio laboratorio. La evaluacion de las muestras
control puede poner de manifiesto la necesidad de

capacitar de nuevo al personal o de evaluar la calidad

de los componentes individuales de las pruebas de
laboratorio.
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e Diagnéstico. Los sintomas de las ITS mas
frecuentes no suelen ser especificos y generalmente
la variedad de posibles agentes causales exige
tratamientos diferentes. Por lo tanto, las pruebas
diagndsticas son utiles para obtener un diagnéstico
certero y para orientar el abordaje de la pareja
sexual, asi como para el control de la calidad de
los algoritmos de manejo sindrémico, como se
menciono anteriormente. La eleccion de las pruebas,
cuando se usan para el diagndstico, debe tener en
cuenta el tiempo necesario para obtener los resultados
que orientaran el tratamiento, ya que las personas
infectadas pueden transmitir la infeccion, sufrir
complicaciones debidas a la propia infeccion o no
presentarse al seguimiento en el intervalo entre
la prueba y la notificacion de los resultados (7, 2).
Cuando las pruebas diagndsticas se realizan como
parte de los servicios clinicos, suele ser Gtil hacer
un seguimiento durante el intervalo entre la prueba
y el tratamiento de las personas con resultados
analiticos positivos como una medida de la calidad
asistencial.

e Cribado. La deteccion sistematica es un
elemento esencial para mejorar el tratamiento
y las estrategias de control de las ITS que se
basa en las aportaciones del manejo sindrémico
y las pruebas diagnosticas. Todas las ITS pueden
presentarse de forma asintomatica o pasar
desapercibidas en las personas infectadas. A pesar
de la ausencia de sintomas reconocidos, las personas
con infecciones asintomaticas pueden correr el
riesgo de transmitirlas a otros y de presentar las
complicaciones de la infeccion. En consecuencia,
el cribado (es decir, la realizacion de pruebas a
las personas vulnerables sin signos ni sintomas
visibles) detectara a las personas infectadas, por
lo que disminuira el riesgo de complicaciones o de
transmision de la infeccion. Al igual que en el caso
de las pruebas diagndsticas, el intervalo entre la
prueba y la aplicacion del tratamiento, asi como la
proporcion de personas que lo reciben, si algunas
no se han presentado al seguimiento, constituyen
mediciones Utiles de la calidad. La deteccion
sistematica de las ITS serd méas costoeficiente si
se dirige a subgrupos de riesgo de la poblacion, lo
que suele conseguirse mejor si se usan los datos de
vigilancia.

e Determinacion de la sensibilidad a los
antibidticos. En el caso de algunas ITS (N.
gonorrhoeae es un ejemplo digno de mencion), la
continua aparicion de resistencia lleva periddicamente
a modificaciones en el tratamiento recomendado.

La vigilancia sistematica de la sensibilidad a los
antibiéticos o la realizacion de antibiogramas a

cepas especificas proporciona informacion que
puede servir para ajustar las recomendaciones

de tratamiento con antelacion, de ser posible antes
de que el fracaso del tratamiento se convierta en un
problema. Es mejor determinar la sensibilidad a los
antibiéticos en cepas clinicas de microorganismos
cultivados y normalmente se usa mas para orientar
el tratamiento recomendado para la poblacion que
para el de un paciente en particular. En general,

la vigilancia de la resistencia a los antibiéticos se
realiza en los laboratorios de referencia con muestras
recogidas en una serie de lugares geograficamente
representativos y poblaciones de interés.

1.2 Tipo de pruebas diagndsticas

El progreso cientifico ha proporcionado una gran
variedad de pruebas para la identificacion de las ITS.
Estas pruebas varian enormemente en cuanto a su
complejidad (es decir, los requisitos técnicos para

la realizacion optima de las mismas), los gastos que
supone realizarlas (tanto materiales como de mano de
obra) y el desempefio. Por tanto, cada tipo de prueba
diagnostica tiene sus ventajas e inconvenientes.

En consecuencia, en algunos entornos, la prueba
mas exacta puede que no sea la mejor si es tan

cara que no puede utilizarse para examinar a un

gran nimero de personas vulnerables o si la prueba
es tan compleja que los resultados no se obtienen a
tiempo para guiar tratamiento del paciente. Por Gltimo,
en algunos casos, las pruebas de laboratorio de las
ITS se comercializan en una variedad de formatos y
plataformas, que determinan el nimero de pruebas que
pueden realizarse en un tiempo dado. Por lo tanto,
la produccion o capacidad analitica (el nimero de
pruebas realizadas en un tiempo dado) también debe
tenerse en cuenta a la hora de elegir las pruebas.

En algunos entornos, volimenes mayores o0 menores
de pruebas haran que algunas pruebas o sistemas
analiticos sean preferibles. En general, las pruebas
diagndsticas se agrupan en al menos tres tipos
diferentes. En primer lugar, la deteccion directa de
los propios microorganismos es el método méas obvio
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para el diagnéstico de las ITS y se realiza mediante

el examen microscdpico de una tincion o el examen

en fresco para visualizar los microorganismos
patogenos. Por otro lado, el cultivo, la deteccion del
antigeno o la deteccion de acidos nucleicos mediante
pruebas de amplificacion o no de acidos nucleicos son

a menudo mas sensibles que la microscopia, pero las
exigencias técnicas para una realizacion 6ptima son
mas complejas y el intervalo entre la realizacion

de la prueba y la obtencion de los resultados mas
largo (las pruebas diagndsticas rapidas en el punto

de atencion ayudan a superar esta Gltima posible
limitacion). Cada uno de estos métodos tiene sus
ventajas e inconvenientes. La microscopia, en particular
cuando se realiza mientras los pacientes estan
presentes, puede proporcionar resultados inmediatos
para orientar las decisiones de tratamiento pero, como
las otras pruebas, requiere un equipo especializado
(microscopio), una conexion eléctrica y procedimientos
de tincion especiales, y el resultado depende de la
capacitacion y la experiencia del microscopista.

Por el contrario, las otras pruebas de laboratorio,
como el cultivo o la prueba de amplificacion de

acidos nucleicos, pueden exigir métodos especiales

para el transporte de las muestras y un equipo y
procedimientos especializados para el desempefio
6ptimo, lo que supone un retraso en la obtencion de
los resultados necesarios para tomar las decisiones de
tratamiento inmediato.

El segundo tipo de pruebas diagnésticas se centra en
la deteccion de la respuesta del huésped a la infeccion
(anticuerpos), que en el caso de muchas ITS graves (la
sifilis y el VIH son ejemplos frecuentes) es la prueba
diagndstica preferida. La ventaja de las pruebas
seroldgicas es que pueden ser (tiles no solo para el
diagnostico sino también para la vigilancia. Todas

las pruebas seroldgicas tienen de vez en cuando
resultados positivos falsos. El problema de los
positivos falsos a menudo se soluciona analizando con
una segunda prueba seroldgica de confirmacion de las
muestras que dieron un resultado positivo en el cribado
inicial, pero en este caso la prueba estara dirigida

Cuadro 1.2: Efecto de la prevalencia, la especificidad y la sensibilidad analiticas sobre el valor predictivo
positivo, utilizando solo pruebas basicas u otras pruebas complementarias,

Prevalencia en la poblacion = 1%

A B C D E
sfu”:g::‘:;ds/izzzecmddad 9185 | oguy/099 | 999%/99.0% | 99%/99% | 99,5%/9,5% | 99,5%/99,5%
Sensibilidad/especificidad de
las pruebas complementarias/ SD SD 99%/99% ND 99,5%/99,5%
confirmatorias
Numero analizado 1.000 1.000 11 1.000 15
Negativos
Numero total 980 989 1 985 5
Negativos verdaderos 980 989 1 985 5
Negativos falsos 0 0 0 0 0
Positivos
Total 20 1 10 15 10
Positivos verdaderos 10 10 10 10 10
Positivos falsos 10 1 0 5 0
Valor predictivo positivo (VPP) 50% 91% 100% 67% 100%

SD: sin determinar.
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a un antigeno diferente (el recurso a las pruebas
confirmatorias se trata con mas detalle en la seccion
de pruebas serologicas de la sifilis y el VIH). Algunas
pruebas serologicas son capaces de diferenciar

las infecciones recientes de las mas antiguas o las ya
tratadas mediante la deteccion de la inmunoglobulina

M (IgM) presente en las infecciones recientes. Uno

de los inconvenientes del diagnostico seroldgico es
que los anticuerpos frente a los patégenos de las
ITS pueden persistir mucho tiempo después de

un tratamiento eficaz. De este modo, las pruebas
serologicas realizadas en la poblacion daran una
indicacion del namero total de infecciones acumuladas en
lugar de indicar el numero de infecciones contraidas mas
recientemente.

El tercer tipo esta integrado por las pruebas que
detectan metabolitos microbianos, como las sustancias
que alteran el pH de las secreciones genitales y las
aminas bidgenas. Estas pruebas son complementos
utiles para el diagnéstico en algunos entornos. Un
ejemplo claro es la importancia de las pruebas de pH,
del “olor a pescado” o de aminas en el diagnéstico de la
vaginosis bacteriana.

1.3 Desempeiio analitico

En Gltimo término, el valor de las pruebas para la
deteccion de las ITS también depende en gran medida
de su desempefio (cuadro 1.2). En tanto que medida del
desempenio, los calculos de sensibilidad y especificidad
(3) —siempre que dichos calculos se realicen con
muestras suficientemente grandes—representan
estimaciones fidedignas del desempefio general de las
pruebas. Sin embargo, los valores predictivos (tanto
positivos como negativos) de estas pruebas pueden
variar sustancialmente de una poblacion a otra en
funcion de la prevalencia de una determinada infeccion
en la comunidad.

Por lo tanto, las pruebas con tasas elevadas de
resultados positivos falsos para las infecciones
relativamente poco frecuentes (es decir, prevalencia
baja) tendran un valor predictivo positivo bajo a pesar
de tener una sensibilidad elevada para la deteccion de la
infeccion.

En general, la bibliografia arbitrada que se encuentra
publicada proporciona estimaciones fiables de la
sensibilidad y especificidad de las pruebas. Sin embargo,
en cualquier entorno especifico, la prevalencia de
enfermedades locales determinara parcialmente el

valor predictivo de las pruebas de laboratorio. Por lo
tanto, la vigilancia para determinar la prevalencia de las
enfermedades locales proporciona datos valiosos a la
hora de elegir las pruebas de las ITS.

1.4 Tipos y funciones del laboratorio

Aunque el método tradicional para el diagnostico de

las ITS ha consistido en realizar analisis clinicos en

el laboratorio que determinan los agentes causales,

no deben realizarse todas las pruebas en todos los
laboratorios para todos los fines. El diagndstico por el
laboratorio de las ITS suele ser costoso en lo que se
refiere al equipo, los reactivos, la infraestructura y el
mantenimiento. Pero el principal problema, concretamente
en entornos con recursos limitados, es que no hay
laboratorios para procesar la mayor parte de las muestras
de los pacientes con ITS (2). Para adaptarse a situaciones
de este tipo en las que no se dispone de laboratorios, la
Organizacion Mundial de la Salud elabord guias sobre el
manejo sindrémico para el tratamiento de algunas ITS

y viene recomendando su uso desde mediados de los
afios ochenta a raiz de la realizacion de evaluaciones
sobre el terreno de su desempefio (3). Posteriormente,
varios estudios sobre el terreno revelaron que el manejo
sindrémico da resultados satisfactorios en el tratamiento
del hombre sintomatico con secrecion uretral y en el
tratamiento del hombre y la mujer con ulceras genitales
bacterianas (4, 5). No es el caso, sin embargo, en el
diagnéstico y tratamiento de la infeccion cervicouterina
por N. gonorrhoeae o C. frachomatis, excepto en casos
en los que en el examen se observa mucopus, erosiones
y friabilidad del cuello uterino, asi como antecedentes

de sangrado entre menstruo y durante el coito (6). No
obstante, el tratamiento aplicado tras el diagnéstico
sindrémico tiene la ventaja de ofrecer asistencia sanitaria
inmediata en el primer punto de atencion al que acude

el paciente en busca de evaluacion y es de bajo costo:

ni el paciente ni el proveedor de servicio ni el Estado
incurren en gastos directos de laboratorio. Recurrir al
manejo sindromico también facilita la normalizacion del
diagnéstico, el tratamiento y la notificacion en un entorno
o situacion particular. Los pacientes con sospecha de ITS
pueden tratarse en centros como los establecimientos
de atencion primaria de salud, los consultorios de
planificacién familiar y los consultorios de médicos
particulares, asi como en los propios consultorios
especializados en ITS (7). Inevitablemente, puede ocurrir
que con el manejo sindrémico se diagnostique y trate

en exceso a pacientes que no estén infectados por los
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supuestos microorganismos causales del sindrome en
cuestion (8).

Por consiguiente, con objeto de apoyar el enfoque
sindrémico para el diagnostico, debe alentarse a los
laboratorios clinicos locales a que realicen las pruebas
necesarias para facilitar el abordaje clinico de las
personas vulnerables y con riesgo de ITS. En algunos
entornos en los que el transporte de muestras no

es complicado, las economias de escala hacen que el
procesamiento de muestras en laboratorios centrales sea
tan oportuno y mas eficiente que la tentativa de realizar
los andlisis en laboratorios locales.

No todos los laboratorios necesitan llevar a cabo practicas
analiticas de un laboratorio de la referencia como el
antibiograma.

Los laboratorios pueden clasificarse arbitrariamente en
tres niveles basados en el grado de atencion y servicios
de tratamiento prestados por cada categoria. Sin
embargo, debe tenerse presente que la infraestructura
de laboratorio y la capacidad de diagndstico varian
mucho de los paises con recursos limitados a

los industrializados. Las siguientes categorias se
consideran una orientacion general:

1. Laboratorios periféricos que dan apoyo a los
servicios de atencion primaria de salud, tienen poco
material de laboratorio y la capacitacion del personal
es minima. Estos laboratorios estan disefiados para
proporcionar un diagndstico rapido en el lugar en el
que se presta la asistencia sanitaria de las ITS.

2. Laboratorios de nivel intermedio que dan apoyo a los
laboratorios de los servicios de atencion primaria de
salud y a los consultorios y hospitales de atencion
intermedia o de distrito.

3. Laboratorios de nivel central que dan apoyo a los
consultorios de atencion terciaria de salud, incluidos
los consultorios especializados de referencia de las
ITS asi como los laboratorios de los consultorios de
atencion de salud de nivel inferior y los consultorios.

Aunque las pruebas diagndsticas rapidas en el punto
de atencion pueden carecer de sensibilidad, las
caracteristicas de especificidad son generalmente
buenas y resultan econdémicas para el tratamiento de
algunos sintomas como el flujo vaginal en el nivel de
atencion de salud periférico.

En este manual se describen métodos analiticos que
van desde los mas basicos y de bajo costo a los mas
complejos y caros.

Los directores de programas y los analistas de
laboratorio, en colaboracién con las instancias
normativas, deben determinar la factibilidad y la
utilidad de incorporar pruebas de laboratorio en los
diferentes niveles de los establecimientos de asistencia
sanitaria. La eleccion también dependera de si en estos
diferentes niveles se usa el manejo sindromico (basico
o modificado), el etioldgico 0 ambos.

1.5 Vista de conjunto

No existe una Unica prueba 6ptima para la deteccion
de los agentes que causan las ITS. Para la toma de
decisiones programatica, deben tenerse en cuenta
las multiples ITS y poblaciones afectadas como una
matriz para guiar no solo qué prueba de laboratorio
es la mas adecuada para la comunidad en cuestion,
sino también qué proporcidn de los recursos totales
disponibles (presupuesto, personal, etc.) debe
asignarse para analizar cada ITS (cuadro 1.3).

Las decisiones relativas a la eleccion de las pruebas
deben tomarse dentro del marco de prevalencia
de la infeccion en cuestion, su repercusion en la

Cuadro 1.3: Factores potenciales que influyen en la
eleccion de las pruebas para las ITS

1. Finalidad de la prueba

e Vigilancia

e (arantia de la calidad

e Evaluacion del diagndstico sindromico
e Diagnostico

¢ Cribado

e Antibiograma

2. Consideraciones especificas de las pruebas

¢ Desempefio (sensibilidad, especificidad, valor
predictivo)

¢ Toma de muestras, transporte y conservacion y
requisitos de transporte

e Prevalencia

¢ Morbilidad asociada

e Recursos

¢ Aspectos financieros

¢ Personal

¢ Infraestructura (servicios publicos, etc.)

¢ Importancia relativa entre otras prioridades
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comunidad, los recursos existentes para los analisis
y el tratamiento, y la asignacion de prioridad a esa
infeccion en el contexto de otras ITS.

Ademas, al elegir las pruebas diagndsticas, es también
fundamental la consideracion de algunos factores
como la complejidad, el tiempo para obtener los
resultados y el costo. Se ha demostrado claramente con
modelos matematicos que, en situaciones y entornos

en los que se dispone de los resultados en el momento
de la evaluacion inicial del paciente y en los que
puede haber una demora para que el paciente reciba

el tratamiento si no se le da en el momento de la
evaluacion, las pruebas menos sensibles proporcionadas
inmediatamente pueden, en realidad, aumentar el nimero
de personas tratadas y reducir las complicaciones de
la infeccion en comparacion con las pruebas mas
sensibles que requieren mas tiempo para la obtencion
de los resultados (2).
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Capitulo 2

Gestion de la calidad en los laboratorios

2.1 Introduccion

La finalidad de un sistema de calidad es procurar que
todos los informes producidos por el laboratorio que
orientaran el tratamiento de los pacientes sean de alta
calidad. A fin de mantener un servicio de alta calidad,
los laboratorios deben tener un programa de mejora de
la calidad y estar acreditados por un organismo
nacional o internacional apropiado, como la
Organizacion Internacional de Normalizacién (www.iso.
org). La acreditacion consiste en una auditoria externa
de la capacidad de prestar un servicio de alta calidad al
establecer una norma definida de practica confirmada
por medio del arbitraje. Sin embargo, no incluye evaluar
la idoneidad de la prueba elegida para el diagnostico de
la infeccion especifica o para la poblacion que se
someterd a la prueba (véase el capitulo 1).

Afin de facilitar la comprension, en el cuadro 2.1 se
definen los términos que se utilizan en este capitulo.

La acreditacion es un procedimiento lento y costoso que
muchos laboratorios no logran llevar a buen puerto,
aunque todos los laboratorios deberian intentar mejorar
los procedimientos que afectan la exactitud de la
informacion que guia el tratamiento de los pacientes. En
muchas partes del mundo, se han puesto en marcha
sistemas para fortalecer los laboratorios por medio de
la ejecucion gradual de mejoras sobre la base de una
lista de verificacion (7-5).

Cuadro 2.1: Definicion de los términos principales que se emplean en el capitulo sobre gestion de la calidad

ARl sean de buena calidad.

Auditoria externa de los procedimientos de laboratorio que contribuye a que los informes

Control de calidad interno | Se usa para detectar problemas o fallas en uno o varios reactivos mediante una prueba.

Procedimientos Operativos
Estandares

Normas sobre el control de sustancias peligrosas para la salud.

Evaluacion de pruebas

Proceso amplio y sistematico en el que se comparan diferentes sistemas concebidos para
cumplir la misma funcion o funciones similares.

Evaluacion externa de la | Permite introducir muestras de una fuente independiente cuyo contenido se conoce, pero
calidad no se divulga, en el procedimiento de prueba ordinario de un laboratorio.

Evaluacion interna de la
calidad

Consiste en someter nuevamente a prueba diversas muestras clinicas anonimas
y seleccionadas aleatoriamente dentro del mismo laboratorio para asegurar la
reproducibilidad de los resultados.

Garantia de la calidad

Proceso sistematico a fin de garantizar el cumplimiento de los requisitos de calidad con
respecto a un producto o servicio.

Documento en el que se describe en detalle el procedimiento especifico para cada
Procedimiento normalizado | protocolo o prueba que se utiliza en el laboratorio. La finalidad de estos procedimientos
de trabajo es garantizar que las operaciones se realicen correctamente y siempre de la misma
manera, y deben estar disponibles en el laboratorio en todo momento.

Sistema de gestion de la | Marco para adoptar un enfoque sistematico de gestion de la calidad en los
calidad procedimientos de laboratorio.

Validacion de pruebas
resultados sean correctos.

Sirve para examinar el proceso completo que se esta usando a fin de verificar que los
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2.2 Gestion de la calidad

El sistema de garantia de la calidad debe establecerse
en un manual que describa el sistema de gestion del
laboratorio. Este manual sirve para informar a la propia
direccion y al personal del laboratorio, y para suministrar
informacion a los clientes de los servicios de laboratorio,
ademas de los organismos de acreditacion.

Organizacion y gestion

El laboratorio debe contar con una estructura organica
en la que se definan claramente las funciones y las
responsabilidades de cada persona. Generalmente se
utiliza una estructura jerarquica encabezada por un
director o jefe de departamento, con jefes de seccion o
de unidad, un gerente de laboratorio y un conjunto de
técnicos especializados en las diferentes areas. Debe
haber un responsable de la calidad, que puede ser una
funcién de tiempo completo o parte de una descripcion
de puesto mas amplia. El manual de calidad debe incluir
un organigrama de las funciones de las personas y la
linea jerarquica de la que dependen, al igual que una
descripcion de sus responsabilidades. Cada miembro del
personal debe tener una descripcion de puesto detallada,
que debe examinarse anualmente.

Capacitacion y matriculacion del personal

e Todo el personal del laboratorio debe capacitarse
apropiadamente y matricularse, donde sea posible,
en un organismo nacional; ademas debe recibir
capacitacion con respecto a todos los métodos que
empleara en su trabajo diario y debe verificarse su
competencia de manera sistematica. Debe llevarse
un registro de capacitacion para cada funcionario.
El personal también debe capacitarse de manera
constante para mantener su pericia y competencia.
La auditoria de los procedimientos que se emplean
en el laboratorio debe formar parte de un sistema que
garantice una buena calidad y, ademas, es necesaria
para la acreditacion. Las funciones individuales deben
contar con el apoyo de las siguientes reuniones de
distintos grupos dentro del laboratorio:

e Reuniones de la gerencia o de los funcionarios
superiores: deben contar con la presencia del director
o el jefe del laboratorio, el gerente de laboratorio,
los jefes de seccion, el gerente de garantia de la
calidad, el funcionario responsable de la bioseguridad
del laboratorio y el asistente del director. Este grupo
debe reunirse de manera periédica —habitualmente

de seis a ocho veces al afio— a fin de tratar todos
los asuntos pertinentes, como las finanzas, la
administracion, la dotacion de personal, el equipo,
la evaluacion interna y externa de la calidad, la
acreditacion y cualquier otro asunto que afecte

la prestacion del servicio de laboratorio. Deben
redactarse actas de estas reuniones en las que se
incluyan las medidas a tomarse, que luego deben
examinarse en reuniones posteriores.

e Reuniones de todo el personal: deben asistir todas
las categorias de personal del laboratorio. Este grupo
debe reunirse al menos ocho veces al afio para
tratar los asuntos pertinentes, como las finanzas,
la administracion, la dotacion de personal, la
bioseguridad, la acreditacion y cualquier otro asunto
que se plantee. Deben redactarse actas de estas
reuniones con medidas a tomarse, que luego deben
examinarse en reuniones posteriores.

e Reuniones de gestion de la bioseguridad: deben
contar con la presencia del director o el jefe del
laboratorio, el gerente del laboratorio, el funcionario
responsable de la seguridad del laboratorio, el
funcionario adjunto a cargo de la seguridad, los jefes
de seccion, un representante del personal, y el asesor
de salud y seguridad (de haberlo). Este grupo debe
reunirse cada seis meses 0 segun sea necesario. Las
actas de estas reuniones deben ser de libre acceso
y deben colocarse en la cartelera de anuncios y
noticias del laboratorio.

* Reuniones anuales de gestion: deben celebrarse
reuniones anuales de gestion y deben prepararse
informes para examinar todos los aspectos del
desempeiio del laboratorio y el servicio que
proporciona a sus clientes.

Procedimientos normalizados de trabajo

All procedures used within the laboratory should be
documented as SOPs and are critical in reducing
errors in variation in testing. The principle details of the
reagents and methodology, including internal controls
and interpretative criteria, should be included. SOPs
should be written by individuals performing the method/
test and authorized by a senior member of staff. SOPs
should cross-reference to risk assessments and safety
information (chemical and biological COSHH) and
should be reviewed and updated. No procedure should
be undertaken in the laboratory without SOPs being
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in place and readily accessible in the laboratory for
daily use. SOPs should be reviewed regularly, checked
and authorized by senior technical staff as part of the
laboratory QMS. In some countries, local SOPs can be
informed by national SOPs.

Todos los procedimientos empleados en el laboratorio
deben estar documentados como procedimientos
normalizados de trabajo, fundamentales para reducir
los errores y las variaciones en las pruebas. Debe
incluirse la informacion principal sobre los reactivos y

la metodologia, incluidos los controles internos y los
criterios de interpretacion. Estos procedimientos deben
ser redactados por las personas que emplean el método
o realizan la prueba, y aprobados por un funcionario
superior. Los procedimientos deben remitir a las
evaluaciones del riesgo y la informacion de bioseguridad
(normas sobre el control de sustancias peligrosas para
la salud de tipo quimico y bioldgico), y deben examinarse
y actualizarse regularmente. No debe emprenderse
ningun procedimiento en el laboratorio sin que los
procedimientos estén en su sitio, facilmente accesibles
para su uso diario. Estos procedimientos deben ser
examinados, comprobados y autorizados por los técnicos
superiores de manera periédica como parte del sistema
de gestion de la calidad del laboratorio. En algunos
paises, los procedimientos normalizados de trabajo

a nivel local pueden basarse en los procedimientos
establecidos a nivel nacional.

La evaluacion y validacion de las pruebas es esencial
en todo laboratorio a fin de proporcionar una valoracion
basada en la evidencia de la capacidad de desempefio
de una prueba antes de que se la incorpore en el servicio
que se ofrece.

¢ La evaluacion es un proceso sistematico y amplio en
el que se comparan diferentes sistemas concebidos
para cumplir la misma funcion o funciones similares.

Por ejemplo, las evaluaciones en el campo de la
microbiologia incluyen la comparacion de distintos
métodos disefiados para detectar el mismo marcador
o diana, la comparacion de diferentes medios

de cultivo para aislar el mismo organismo o la
comparacion de distintos instrumentos con la misma
funcion. Los resultados de la evaluacion deben
transmitirse a las partes interesadas, por ejemplo,
mediante la publicacion. En caso de que dos estuches
tengan caracteristicas de desempefio equivalentes,
podria preferirse el que sea mas facil de usar, mas
barato, mas rapido o que requiera una muestra que
sea mas facil de obtener.

La validacién se usa para examinar el proceso
completo que se estd usando a fin de verificar que
los resultados sean correctos. Cada laboratorio

debe validar su capacidad de lograr resultados
aceptables con el método o sistema en cuestion.
Para documentar esa capacidad, cada laboratorio
debe crear un archivo de validacion de cada método o
sistema. Ese archivo debe incluir una serie de datos y
tener un énfasis distinto si el laboratorio esta usando
un sistema comercial o ha desarrollado un sistema
internamente. Normalmente, el archivo incluiria
secciones como los datos de evaluacion, las pruebas
en muestras conocidas, vademécums, publicaciones
pertinentes, datos de control de calidad en curso, los
procedimientos normalizados de trabajo pertinentes,
los logaritmos de error y las quejas de clientes.

El proposito de la validacion es aportar
documentacion que indique que una prueba
diagndstica o un aparato estan funcionando de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. Esto
puede incluir los resultados de experimentos para
determinar su exactitud, sensibilidad, fiabilidad y
reproducibilidad. Una validacién puede ser amplia (por
ejemplo, para validar un método interno recién
desarrollado) o de un alcance mas reducido (por

Evaluacion de la calidad

Control de la calidad

Evaluacion Evaluacion Evaluacion y Control interno Evaluacion y
interna externa validacion de de la calidad seguimiento del
de la calidad de la calidad pruebas equipo
Figura 2.1

Distintos elementos que contribuyen a la garantia de calidad
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ejemplo, para validar un método comercial que ya
esta en uso y ha tenido modificaciones menores).

En el caso de los métodos que ya se encuentran en
uso, pero para los cuales no se cuenta con ninguna
validacion especifica, es importante proporcionar
pruebas documentadas que justifiquen su uso.
Generalmente basta con preparar un archivo basado
en datos historicos, como resultados de
comparaciones u otros estudios realizados, copia de
estudios publicados, evaluaciones internas y externas
de la calidad, resultados del control interno de
calidad, etc. De ser apropiado, se puede hacer
referencia a los registros de trabajo en el informe de
validacion.

Garantia de la calidad

La garantia de la calidad es un aspecto fundamental
para la labor del laboratorio, para mantener la calidad
del servicio y para procurar que los resultados sean
exactos y reproducibles. La exactitud es la cercania
entre el valor medio obtenido a partir de una serie de
resultados de pruebas y un valor aceptado de referencia,
y la reproducibilidad es la capacidad de producir
esencialmente el mismo resultado de diagndstico
independientemente de variaciones en cuanto al técnico,
el lote de prueba, el laboratorio o el equipo auxiliar
validado.

La garantia de la calidad esta compuesta por dos
elementos principales: la evaluacion de la calidad,

tanto interna como externa, y el control de la calidad,
que abarca la evaluacion y validacion de pruebas, el
control interno de calidad y la evaluacion del equipo y su
seguimiento (fig. 2.1).

Control de la calidad

El control interno de la calidad sirve para detectar
problemas o fallas en uno o varios reactivos mediante
una prueba. Por ejemplo, en el caso de los sistemas de
cultivo, puede usarse una o varias cepas de referencia
comprobadas para asegurar que los medios sirven de
soporte para el crecimiento del organismo deseado v,

si se trata de un medio selectivo, que ademas inhiben

el crecimiento de los organismos innecesarios. Esto
permitira detectar la ausencia o la concentracion
inadecuada de un factor de crecimiento o agente selectiv

En el caso del analisis molecular, el control interno
de la calidad debe incluir un muestreo de control, un

control del aislamiento de acidos nucleicos, un control
de amplificacién, un control de contaminacion y un
control de inhibiciones. Esto evitara que las reacciones
en cadena de la polimerasa arrojen resultados negativos
falsos al detectar la falla de uno o varios reactivos, de la
amplificacion, del ciclado térmico o de la inhibicion de la
amplificacion.

En el caso de las pruebas seroldgicas, deben hacerse a
diario pruebas de las muestras de control de la calidad

e incluir tanto el control interno de calidad suministrado
con el estuche como muestras externas de control de

la calidad, donde estén disponibles, y deben hacerse

las pruebas con ellas de la misma manera que con las
muestras que provienen de pacientes. Debe establecerse
el rango de estas muestras de control de la calidad

para cada laboratorio usando al menos 20 mediciones
alo largo de un periodo; luego deben calcularse los
valores medios, la desviacion estandar y el coeficiente
de variacion. Debe prepararse un diagrama de Levey-
Jennings para cada control y compararse los resultados
de control de calidad de cada serie. Las comparaciones
deben estar dentro de las dos desviaciones estandares y
no deben informarse los resultados si el valor de control
de la calidad es superior a tres desviaciones estandares.
Estos diagramas deben examinarse regularmente para
comprobar que no se estén registrando resultados o
tendencias anormales. Se debe establecer un nuevo rango
para cada nuevo lote de reactivo de control de calidad.

Evaluacion y seguimiento del equipo

En todos los laboratorios es fundamental controlar

el funcionamiento del equipo en forma sistematica

y registrar los datos obtenidos (6). Para ello se debe
mantener un inventario del equipo, que se debe
examinar regularmente. Se deben controlar los gabinetes
de seguridad microbioldgica y se debe registrar
semanalmente el flujo de aire; ademas se debe registrar
a diario la temperatura de todas las incubadoras, los
bafios de agua, los refrigeradores y congeladores.
Cualquier falla debe ponerse en conocimiento del gerente
de laboratorio.

Evaluacion de la calidad
Evaluacion interna de la calidad

La evaluacion interna de la calidad se realiza al someter
nuevamente a prueba una serie de muestras clinicas
andnimas seleccionadas al azar dentro del mismo
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laboratorio a fin de garantizar la reproducibilidad de
los resultados. Todas las muestras sometidas para
evaluar internamente la calidad deben pasar por el
procedimiento habitual y no deben recibir ningtn tipo
de tratamiento especial. Para que suministre tanto
informacion atil como pertinente, la evaluacion interna
de la calidad se realiza regularmente para todos los
tipos de muestras. Las muestras son seleccionadas
por un miembro capacitado del personal, que no debe
ser la misma persona que hara la prueba. La seleccion
debe ser aleatoria para prevenir el sesgo y deben
reintroducirse en el sistema de laboratorio de la misma
manera que las muestras normales.

El nimero de muestras y la frecuencia de las pruebas
dependeran del nimero total de muestras que se
reciban, pero se sugiere que aproximadamente 1% de
las muestras sean sometidas nuevamente a las pruebas
de manera mensual.

Los resultados deben ser compilados y comparados por
una persona independiente; toda discrepancia debe ser

investigada y, de ser necesario, debe repetirse la prueba.

Evaluacion externa de la calidad

La evaluacion externa de la calidad se realiza por medio
de baterias de pruebas de competencia de proveedores
como el Servicio Nacional de Evaluacion Externa de

la Calidad del Reino Unido (http://www.ukneqas.org.
uk), Quality Assessment International (http://gasidirect.
COM), el Colegio de Patdlogos Estadounidenses (org
http://www.cap.) o el programa australiano de garantia
de la calidad (http://www.rcpagap.com.au), o por medio
del intercambio de muestras entre laboratorios de
referencia a fin de evaluar una amplia gama de técnicas
y andlisis realizados en el laboratorio clinico.

La evaluacion externa de la calidad debe estar a

cargo de personal especializado con la capacitacion
correspondiente y en ella se debe sequir, en la medida
de lo posible, las practicas habituales del laboratorio.
Como generalmente las muestras de la evaluacion
externa de la calidad son facilmente reconocibles, existe
la posibilidad de que se las manipule de una manera que
exceda los procedimientos normales de laboratorio, por
ejemplo, haciendo que sean manipuladas por miembros
del personal superior, repitiendo la prueba, etc., por

lo que deben adoptarse medidas para evitar que esto
suceda.

La evaluacion externa de la calidad proporciona varios
beneficios al laboratorio:

¢ brinda al personal una apreciacion del desempefio del
laboratorio;

e compara el desempefio del laboratorio con el de otros
laboratorios en el &mbito nacional o internacional;

¢ mejora la norma de los examenes;
¢ determina posibles areas problematicas;

e demuestra a los clientes, los colegas y los
organismos de acreditacion que hay un compromiso
con la calidad,;

e educa al personal al proporcionar una mejor
comprension de la repercusion de los resultados
incorrectos.

Procesamiento de las muestras:

1. Las muestras deben ser reconstituidas lo antes
posible. Esto debe realizarse en un gabinete de
bioseguridad microbiolégica de clase 1 dado que
posiblemente se desconozca el riesgo.

2. Laprueba o el procedimiento solicitado debe
realizarse segun los procedimientos normalizados
de trabajo.

3. Toda muestra residual debe almacenarse hasta que
se conozcan los resultados para que se pueda
repetir la prueba en caso de que haya alguna
discrepancia.

4.  Cuando se reciben los resultados del proveedor
externo (evaluador externo), deben registrarse y
documentarse para conocer el desempefio del
laboratorio.

5. Toda falla o discrepancia debe investigarse
repitiendo la prueba.

6. Los resultados deben ser examinados por un
funcionario técnico con experiencia y deben ser
transmitidos al personal de laboratorio, incluidos los
éxitos y los fracasos, para permitir un analisis
cabal.
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2.3 Indicadores de la calidad

Los laboratorios deben considerar la posibilidad de
establecer indicadores que reflejen la calidad de sus
resultados. Las metas con respecto al tiempo de las

pruebas pueden usarse para intentar reducir al minimo el

plazo desde que se toma una muestra hasta que el
paciente recibe los resultados.

e Un sistema de control de la calidad es crucial
para mejorar y mantener la exactitud y la
reproducibilidad de los resultados producidos
por un laboratorio.

¢ Todos los laboratorios deben esforzarse
por mejorar calidad y trabajar para lograr la
acreditacion.

e Se debe contar con una estructura organica y
reuniones ordinarias de diferentes niveles del
personal para examinar el sistema de calidad
del laboratorio.

e |a evaluacion y validacion de pruebas es
esencial para aportar una base de datos
probatorios antes de que las pruebas se usen
en el laboratorio.

e |a garantia de la calidad abarca el control y la
evaluacion de la calidad.

e Los laboratorios deben usar indicadores para
vigilar la calidad de sus pruebas de laboratorio.
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Capitulo 3

Micoplasmas genitales

3.1 Introduccion

“Micoplasmas” es el nombre comun con que se

designa a las bacterias de la clase Mollicutes. Los
micoplasmas son bacterias de vida independiente y
tamafo muy pequefio, generalmente entre 0,3y 0,5

my. Carecen de la pared celular rigida presente en
otras bacterias, caracteristica que los hace resistentes
a las penicilinas y otros antibi6ticos relacionados.

M. genitaliumy M. hominis, y las dos especies de
ureaplasmas U. urealyticum (previamente conocido como
U. urealyticum, biovariedad 2) y U. parvum (previamente
conocido como U. urealyticum, biovariedad 1) se
encuentran generalmente en el aparato genitourinario
humano. Es importante sefialar que antes de que

U. urealyticumy U. parvum fueran reconocidos como
especies distintas, se les designaba a ambos como

U. urealyticum, lo que dificulta la interpretacion de los
resultados de estudios anteriores. En el cuadro 3.1 se
muestran las asociaciones marbidas.

En los estudios poblacionales, M. genitalium se
observa en 1% a 3% de los hombres y mujeres
sexualmente activos. Los ureaplasmas se pueden
encontrar en el cuello uterino o la vagina de
40% a 80% de las mujeres sexualmente activas y
asintomaticas, y M. hominis en 20% a 50% (71-4).

En consecuencia, los ureaplasmas y M. hominis se
deben considerar principalmente como comensales
cuando se detectan en el tracto genital inferior. Sin
embargo, estos micoplasmas se consideran como una
causa de enfermedades extragenitales en pacientes con
deficiencias de células B (hipo y agammaglobulinemia) y
en lactantes prematuros (5).

M. genitalium se ha asociado de manera estrecha y
uniforme con uretritis no gonocdcica (UNG) en mas

de 30 estudios, y se ha detectado en la uretra de

15% a 25% de los hombres con UNG sintomatica

en comparacion con aproximadamente 5% a 10%

de los que no tienen esta enfermedad (7). En aquellos
estudios que evaluaron la asociacion con la UNG no
causada por clamidias (UNGNC), la asociacion fue en
general mas estrecha, lo que indica que M. genitalium
y C. trachomatis actuan como causas separadas

de UNG. En varios estudios, M. genitalium se ha
encontrado en mas de un tercio de los hombres

con UNGNC (7). En las poblaciones que acuden a los
consultorios por infecciones de transmision sexual (ITS),
aproximadamente 90% de los hombres infectados por
M. genitalium tienen signos microscopicos de uretritis
y casi tres de cada cuatro refieren sintomas (6, 7).

Cuadro 3.1: Asociaciones madrbidas de los micoplasmas urogenitales

Asociaciones mérbidas?
Vaginosis | Endometritis Infertilidad Transmision

Especies Uretritis | Cervicitis | bacteriana | o EIP Prematuridad | (mujeres) del VIH
M. genitalium | ++++ +++ - +++ +/— + +
M. hominis - - ++++ +/- +/- - SD
Ureaplasmas
(sin distincion | +/- - +++ SD + +/- SD
de especie)
U. urealyticum |+ SD SD SD SD SD SD
U. parvum - SD SD SD SD SD SD

SD: sin determinar; EIP: enfermedad inflamatoria pélvica.
a

dispares.

++++ asociacion constante; +++ asociacion en la mayor parte de los estudios; + asociacion solo en unos pocos estudios; +/— resultados
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Varios estudios clinicos han indicado una gran
correlacion entre M. genitalium y la UNG persistente
0 recurrente, probablemente como consecuencia

de la poca eficacia microbioldgica del tratamiento
con tetraciclinas. M. genitalium generalmente se
erradica en menos de un tercera parte de los pacientes
infectados tras un tratamiento con dosis habituales de
tetraciclinas (8).

M. genitalium se ha encontrado en hasta 41% de los
hombres con uretritis persistente o recurrente tras el
tratamiento con doxiciclina (9, 70).

Mas recientemente, se notifico el fracaso del
tratamiento tras una dosis lnica de 1 g de azitromicina
en 28% de los hombres con UNG por M. genitalium

y este fracaso se correlacion6 con la resistencia a los
macrolidos aparecida durante el tratamiento con una
dosis Unica en la mayor parte de los pacientes (77).

En contraposicion a la sistematizacion con la que los
estudios asocian M. genitalium con la UNG, la influencia
de los ureaplasmas en esta enfermedad ha sido objeto
de debate y no hay indicios que apoyen el papel de M.
hominis como causa de uretritis (5). Claramente, la
demostracion de la presencia de ureaplasmas en un
hombre con UNG no indica necesariamente que este
organismo sea la causa de la enfermedad si se tiene en
cuenta la elevada tasa de colonizacion. Este es también
el caso aunque se emplee un método de cultivo
cuantitativo. Por lo tanto, se desconoce la proporcion
exacta de los casos en que los ureaplasmas son
responsables de la uretritis. La division de los
ureaplasmas humanos en dos especies, U. urealyticum
y U. parvum, condujo a estudios que sugieren que U.
urealyticum se puede asociar con UNG en hombres
mas jovenes con un menor nimero de parejas sexuales
(72) o cuando se detectan valores altos. Por lo tanto,

los cultivos corrientes que no distinguen entre especies
parecen tener un valor limitado.

Se ha asociado M. genitalium con la cervicitis, pero
esta asociacion es mas débil que la observada entre
M. genitalium y la uretritis masculina, posiblemente
como consecuencia de la dificultad y los diferentes
criterios utilizados en el diagnostico de la cervicitis
en mujeres (7). Sin embargo, en algunos estudios, la
asociacion ha sido tan estrecha como la observada
con C. trachomatis (7). En estudios en los que se

han notificado signos de uretritis, esta se ha asociado

significativamente con la infeccion por M. genitalium en
las mujeres (7).

Se ha detectado M. genitalium en el endometrio de 60%
de las mujeres con determinaciones positivas en cuello
uterino, y su presencia en las biopsias de endometrio
se ha asociado estrechamente con endometritis
histologica y con enfermedad inflamatoria pélvica (EIP)
recurrente (73, 74). La presencia de cicatrices tubaricas
se ha vinculado indirectamente con la infeccion por

M. genitalium, ya que se ha observado una proporcion
significativamente mayor de mujeres con infertilidad

por causa tubarica que presentan anticuerpos contra la
bacteria en comparacion con las mujeres con infertilidad
por otras causas (15). Se ha detectado M. genitalium en
el liquido sinovial de una paciente con artritis reactiva
adquirida sexualmente (ARAS) (76) y la experiencia
clinica indica que es frecuente detectar ARAS después
de una UNG por M. genitalium. No obstante, no se

han presentado estudios sistematicos al respecto ni
tampoco se ha demostrado nuevamente la presencia de
M. genitalium en el liquido sinovial. Se ha comprobado
que las mujeres infectadas por el VIH y con mayores
cargas de organismos de M. genitalium tenian
mayores probabilidades de excretar VIH (77), pero solo
recientemente se ha demostrado que la infeccion por
M. genitalium predispone a la adquisicion del VIH (78).
No existen indicios de que M. hominis o los ureaplasmas
puedan desempefiar una funcion similar.

e M. genitalium es una causa comun de uretritis
en hombres y mujeres, y causa cervicitis
e infecciones del tracto genital superior en
mujeres.

e M. hominis y los ureaplasmas se detectan
generalmente en personas sanas. Su asociacion
con infecciones urogenitales en hombres o
mujeres aun no se ha demostrado de una
manera concluyente.

3.2 Descripcion de los métodos de
diagndstico de M. genitalium disponibles

A efectos practicos, el diagnéstico de M. genitalium se
limita a la prueba de amplificacion de acidos nucleicos
(PAAN), ya que el cultivo resulta extremadamente lento
(varios meses), dificil y poco sensible (79). Hasta la
fecha, ninglin analisis seroldgico, analisis de deteccion
de antigenos o pruebas realizadas en el lugar de
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atencion han resultado Utiles para el diagnostico de las
infecciones urogenitales por M. genitalium.

e | a PAAN es el unico método practico para el
diagndstico de M. genitalium.

3.3 Recogida, transporte y condiciones de
almacenamiento de las muestras

La obtencion de muestras debe llevarse a cabo como
se describe en el capitulo 5 para la deteccion de C.
trachomatis. Los hisopos y el medio de transporte

no deben contener sustancias que inhiban las PAAN.
También resulta apropiado utilizar un medio de
transporte que sea compatible con el analisis de
deteccion de C. trachomatis, ya que las pruebas de
deteccion de este organismo deben recibir la mas

alta prioridad. Sin embargo, es preciso sefalar que la
carga de organismos de M. genitalium es cien veces
inferior a la de C. trachomatis (20), de manera que
se deben evitar los medios de transporte que diluyan
innecesariamente la muestra. Lamentablemente, no se
puede proporcionar ninguna guia clara en cuanto al tipo
de muestra dptima para la deteccion de M. genitalium,
ya que los dispositivos de recoleccion, los métodos
de preparacion de las muestras y los sistemas de
deteccion varian en los diferentes estudios. Cuando
solo se analiza una muestra de cada paciente, parece
ser que la primera orina del dia en los hombres y los
hisopados vaginales en las mujeres contienen las cargas
mas altas de bacterias.

3.4 Deteccion de M. genitalium mediante
la prueba de amplificacion de acidos
nucleicos (PAAN)

El Gnico método factible de deteccion de M.
genitalium es la PAAN, pero no existe ninguna prueba
comercializada que haya recibido la aprobacion de

la Administracion de Alimentos y Medicamentos de

los Estados Unidos y la mayor parte de las pruebas
actualmente disponibles han sido objeto de una
evaluacion muy limitada en las publicaciones. La mayor
parte de las pruebas de reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP) se basan en la deteccion del gen de
la adhesina MgPa de M. genitalium (21). Sin embargo,
algunas partes del gen MgPa son muy variables y los
cebadores dirigidos a estas regiones no funcionaran
satisfactoriamente con las muestras clinicas (21, 22).

Aunque en el cebador directo se puede observar un
desajuste sencillo en varias de sus posiciones con
algunas cepas, la prueba de deteccion en tiempo real de
la MgPa mediante sondas TagMan, descrita por Jensen
et al. (23), se ha utilizado ampliamente a escala mundial
con buenos resultados. Ademas, la RCP convencional

de la MgPa, descrita como una de las primeras RCP

de M. genitalium (24), y sus modificaciones (25) han
demostrado ser muy reproducibles y tienen la ventaja
de que el fragmento amplificado puede ser secuenciado
para un buen analisis de tipificacion. El gen rRNA 16S
también se usa como diana de la RCP de M. genitalium;
sin embargo, como consecuencia de la homologia entre
M. genitaliumy M. pneumoniae, es relativamente dificil
disefiar cebadores y sondas que sean especificos y
sensibles.

En algunas pruebas de RCP del gen rRNA 16S, la
deteccion de M. genitalium se basa en la amplificacion
mediante cebadores universales de Mollicutes
(micoplasmas y ureaplasmas) y la posterior hibridacion
con sondas especificas de especie. Aunque este método
permite la deteccidn de varias especies de micoplasmas
a partir de la misma reaccion primaria de amplificacion,
la competencia con la amplificacion de las secuencias
del gen rRNA 16S de ureaplasmas en particular dara
lugar a una sensibilidad deficiente para la deteccion

del DNA de M. genitalium, que puede ser significativa
incluso cuando se encuentra en pequefas cantidades
(21, 23).

Se han elaborado diversas técnicas de RCP en tiempo
real de M. genitalium (21). Aunque las técnicas de
RCP convencionales bien optimizadas pueden tener
la misma sensibilidad que las pruebas en tiempo real
bien optimizadas, estas Ultimas son menos propensas
a la contaminacion. Por lo tanto, la combinacion de
sensibilidad, especificidad y robustez elevadas, y el
riesgo reducido de contaminacién por amplicones,
caracteristicos de este formato de RCP, indican que

la RCP en tiempo real debe ser el principal método de
diagndstico de M. genitalium. La cuantificacion del DNA
de M. genitalium no parece ser valida como medio de
diagndstico habitual.

Como alternativa a la RCP, se dispone de una prueba
de amplificacion mediada por transcripcion (TMA)
cuya diana es el rRNA 16S para uso exclusivo en
investigacion (Gen-Probe, San Diego, CA, EUA). La
ventaja de este método es la presencia de multiples
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copias de moléculas de rRNA 16S por célula, con

lo que se logra una sensibilidad de deteccion
potencialmente mayor en comparacion con la
sensibilidad de las pruebas de RCP dirigidas a genes
de copia Unica. Esta prueba de TMA ha demostrado
ser sensible, especifica y de alto rendimiento para la
deteccion de M. genitalium, pero no se han realizado
suficientes estudios para determinar si es superior a
otras PAAN (26).

A falta de PAAN comercializadas y plenamente
validadas, es de suma importancia que los laboratorios
que realicen procedimientos de diagndstico de M.
genitalium validen cuidadosamente y garanticen la
calidad de sus analisis internos (véanse los capitulos
1y 2,y elanexo 3, con respecto a las PAAN y su
garantia de calidad, y la validacion de las PAAN no
aprobadas). En general, la mayor parte de los andlisis
multiples conllevan alguna falta de sensibilidad en el
diagndstico de M. genitalium ya que este organismo a
menudo se halla presente en niveles muy bajos, incluso
en pacientes sintométicos (20, 23).

e La preparacion de las muestras y la sensibilidad
de la prueba deben ser dptimas para
poder detectar M. genitalium, ya que este
microorganismo patogeno se halla presente en
concentraciones cien veces inferiores a las de
C. trachomatis. La mayor parte de las pruebas
multiples muestran una sensibilidad algo inferior
que las pruebas con una dnica diana.

e Las PAAN dirigidas al gen MgPa de M.

genitalium deben disefiarse cuidadosamente con
objeto de evitar las regiones variables del gen.

En consecuencia, es preciso tratar de optimizar la
fase de preparacion de las muestras mediante la
centrifugacion a gran velocidad con el objeto de
concentrar la muestra y evitar la pérdida de DNA
durante la extraccion.

3.5 Pruebas de resistencia y sensibilidad de
M. genitalium a los antibiéticos

La obtencion del antibiograma de M. genitalium es
muy complicada y solo resulta factible en laboratorios
de referencia especializados. La determinacion de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante dilucion

en caldo con un indculo corriente se utiliza como
método de referencia, pero también ha resultado
exitosa la determinacion de la CIM de M. genitalium
en crecimiento Gnicamente en cultivo de células
(27). Los fracasos en el tratamiento de las infecciones
por M. genitalium han llevado a que se preste mayor
atencion a la resistencia en esta especie. Sin embargo,
dado que M. genitalium solo se puede cultivar en
algunos laboratorios del mundo, y como su crecimiento
es demasiado lento para proporcionar resultados
significativos en el paciente individual, se ha empleado
el analisis molecular de las mutaciones que median la
resistencia en un nimero cada vez mayor de estudios y
en la practica clinica diaria de algunos paises.

Varios estudios clinicos han indicado que las tetraciclinas
son inferiores a la azitromicina en la erradicacion

de M. genitalium (8) y, aunque las CIM in vitro
indicarian que esta especie deberia ser sensible

a las tetraciclinas, la experiencia clinica muestra

lo contrario. No se han llevado a cabo anélisis
moleculares para detectar la resistencia a las tetraciclinas.
Se ha demostrado la resistencia a los macrolidos
mediante el aislamiento de cepas de M. genitalium

en pacientes en los que fracasa el tratamiento con
azitromicina (28) y las principales mutaciones que
median la resistencia se han observado en la region V
del gen rRNA 23S, principalmente A2058G y A2059G
(numeracion de E. coli), pero se ha detectado una
variedad de otras combinaciones en las muestras de
pacientes en los que ha fracasado el tratamiento con
azitromicina.

Estas mutaciones se pueden detectar directamente en
las muestras clinicas mediante la secuenciacion de los
amplicones de la RCP, lo que permite obtener
informacion clinicamente (til a falta de cultivo. Se ha
demostrado que el tratamiento con azitromicina en
dosis Unica de 1 g conduce a la aparicion de
resistencia o a la seleccion de variantes resistentes
preexistentes (28, 29), y los datos preliminares sugieren
que el nivel de resistencia de M. genitalium a los
macrolidos en la comunidad depende en gran medida
del empleo de una dosis tnica de 1 g en el tratamiento
de la infeccion de C. trachomatis. Asi lo ponen de
manifiesto la baja prevalencia de la resistencia en los
paises que emplean la doxiciclina como farmaco
primario para tratar las UNG y la alta tasa de resistencia
de hasta un 100% en Groenlandia, donde se utiliza la
azitromicina para el tratamiento de las UNG y donde la
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prevalencia de infecciones por C. trachomatis es
extremadamente alta (30). El moxifloxacino se ha
mostrado como un tratamiento eficaz de segunda linea
(37), pero algunos informes procedentes de Japdn
indican que pueden aparecer resistencia a una
fluoroquinolona relacionada, |a gatifloxacina (32), y se han
aislado cepas con un alto grado de resistencia
combinada a la quinolonas y los macrdlidos (J.S. Jensen,
datos inéditos de abril del 2013). Aunque se han
encontrado mutaciones en las regiones que determinan
la resistencia a las quinolonas (32), no se han
determinado sus correlatos clinicos.

e Laresistencia de M. genitalium a los
macrdlidos es muy frecuente en los pacientes
en los que fracasa el tratamiento con
azitromicina y moxifloxacina es el farmaco
usado con mayor frecuencia en el tratamiento
de segunda linea.

e Laresistencia de M. genitalium a los
macrolidos, mediada por mutaciones
especificas en el gen rRNA 23S, puede
detectarse mediante la amplificacion por RCP y
la secuenciacion de este gen directamente de
las muestras clinicas.

e Se han encontrado mutaciones en las regiones
de M. genitalium que determinan la resistencia
a las quinolonas en pacientes en los que ha
fracasado el tratamiento con quinolonas, pero
no se han determinado sus correlatos clinicos.
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