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El diagndstico de Infecciones de Transmision Sexual
por la técnica de biologia molecular
es la mejor estrategia para su diagnostico oportuno
y especifico. Un caso clinico

Santiago Estrada-Mesa'*, Angélica Jaramillo-Goméz', Catalina Lopez-Jaramillo’

Resumen

Se presenta el caso de un paciente a quien se le diagnosticé una Infeccion de Transmision Sexual (ITS) por la técnica de PCR multiple y en quién se logré por esta
técnica, detectar cuatro agentes diferentes simultaneamente: Neisseria gonorreae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum/parvum y Trichomonas vaginalis,
situacion esta, que no hubiera sido posible utilizando el procedimiento estandar.
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The diagnosis of Sexually Transmitted Infections by the molecular biology technique is the best strategy for its timely
and specific diagnosis. A clinical case.

Summary

Here we report the case of a patient with a Sexually Transmitted Disease (STI) in whom four different agents were detected by a multiple PCR technique: Neisseria
gonorreae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum / parvum and Trichomonas vaginalis. This detection of multiple agents would not have been possible

using conventional procedures.

Key words: Urethritis (man), multiplex PCR, Neisseria gonorreae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum/ parvum, Trichomonas vaginalis

Introduccion

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son un problema
creciente en todo el mundo; segln la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) cada dia 1 millén de personas contraeran
una ITS; se estima ademas, que anualmente, 357 millones de
personas contraen alguna de las cuatro ITS mas frecuentes:
clamidia, gonorrea, sifilis y tricomonas y para agravar el pro-
blema, en la mayoria de los casos, las ITS son asintomaticas o
solo van acompafadas de sintomas leves que no necesaria-
mente hacen sospechar el diagnostico de ITS!

En cuanto a la etiologia de la uretritis, esta se divide en dos
grupos segun los agentes resposables: uretritis gonococi-
ca (UG) cuyo agente etioldgico es Neisseria gonorreae y la

uretritis no gonocécica (UNG) donde estan involucrados
un grupo mayor de agentes entre los cuales se encuentran:
Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma
genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealiticum,
Ureaplasma parvum, Herpes simplex, Adenovirus, y los co-
liformes en Hombres que tiene sexo con hombres (HSH)2.
Existe ademas un tercer grupo de uretritis denominado ure-
tritis idiopatica (Ul) o de etiologia desconocidad??

Para realizar el diagnostico etioldgico de las ITS, generalmente
es necesario realizar varios examenes: cultivos, pruebas serolé-
gicas, directos, coloraciones y biopsias; sin embargo existe un
grupo de microorganismos como M. genitalium, M.hominis, U.
urealiticum, U. parvum, que casi nunca es posible estudiarlos
por los métodos convencionales como el cultivo, el cual puede
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tomar varias semanas y aun meses, por ser estos microorga-
nismos de dificil crecimientoy por carecer de mebrana celular,
no toman tampoco la coloracion de Gram y por lo tanto no se
pueden observar con esta coloracion*y es entonces la técnica
de biologia molecular la prueba ideal para identifcarlos.

En nuestro pais no se tiene informacion actualizada ni esta-
disticas oficiales de las ITS mas frecuentes como gonorrea,
clamidia, sifilis, herpes y tricomonas, puesto que no es obli-
gatorio su reporte en el Sistem de Notificacién Obligatoria
(Sivigila); y mucho menos los otros agentes como Mycoplas-
ma sp y Ureaplasma sp por primera vez resportados en nues-
tro medio en esta publicaciéon (no encontramos referencias
de estudios nacionales en la literatura revisada).

Con la descripcion de este caso clinico, pretendemos demos-
trar la importancia que tiene la prueba de PCR multiple con
capacidad de detectar en una misma muestra hasta 6 mi-
croorganismos responsables de uretritis, cervicitis, proctitis y
portadores en faringe de los mismos agentes. Ademas tam-
bién, con esta PCR, se puede detectar los principales agentes
etiolégicos de Ulcera genital. Esta PCR, es una prueba comer-
cial de la casa Master diagnéstica®.

Descripcion del caso clinico

MCy EA: paciente de 23 afios de sexo masculino quien consulté
porque hacia seis meses lo habian tratado para una gonorrea y
queria hacerse un control post-tratamiento, pues segun él, vol-
vi6 a presentar escasa secrecion uretral, sin otros sintomas.

Antecedentes personales: patoldgicos, quirdrgicos, alérgi-
cos, y traumaticos, todos negativos. Antecedentes de ITS:
gonorrea hace 6 meses.

Habitos: no fuma, no consumo de drogas ilicitas, ni licor social

Examen fisico
Paciente en buena condiciones generales

Signos vitales: PA: normal, Pulso: 80/minuto, Cabeza y cue-
llo: C/N, Cardio-pulmonar: C/N, Abdémen: C/N, Neurologico:
C/N, Osteomuscular: C/N

Genitales: no adenopatias inguinales, escasa secrecién por la
uretra de tipo mucoide

Examenes ordenados y resultados
Gram de secrecidn uretral reporté: abundante reaccion leu-
cocitaria (> de 10 PMN por 1000x), no se observan gérmenes.

PCR multiple: se identificaron los siguientes microorga-
nismos: N, gonorreae, M. hominis, U.urealyticum/parvum y
Tvaginalis. Esta técnica de PCR, consiste en la amplificacion
simultanea de ADN bacteriano, viral y de protozoos mediante
PCR multiple en un solo paso directamente a partir de ex-
tractos celulares, seguido de hibridacion en membrana con
sondas de ADN especificas mediante la tecnologia DNA-Flow
para plataformas HybriSpot, tanto automatica como manual.
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Los amplicones biotilinados generados tras la PCR multiple
se hibridan en membranas que contienen un array de sondas
especificas para cada patdégeno humano, asi como sondas
control de amplificacién e hibridacion. En contraste con la hi-
bridacién en superficie convencional, la tecnologia DNA-Flow
permite una unién muy rapida entre el producto de PCR y su
sonda especifica en un ambiente tridimensional poroso. Una
vez producida la union entre los amplicones especificos y sus
sondas correspondientes, la sefial se visualiza mediante una
reaccién inmunoenzimatica colorimétrica con Estreptavidina-
Fosfatasa y un cromégeno (NBT-BCIP) que genera precipita-
dos insolubles en la membrana en aquellas posiciones en las
que ha ocurrido la hibridacién. Los resultados son analizados
automaticamente con el software HybriSoft®. Ver figura

Al paciente se le prescribio ceftriaxona de 500 mg, mas 2 gr
de azitromicina, mas tinidazol 2 g dosis Unica mas doxiciclina
de 100 mg cada 12 horas por 7 dias. El paciente se cito a rev-
sion a los 10 dias y dijo haber tenido mejoria total.

Discusion

El diagnostico por laboratorio de las ITS que causan uretritis,
se realiza comUnmente con varias pruebas de laboratorio,
que incluyen: coloracién de Gram que define la presencia de
uretritis; y permite clasificar esta en dos grupos: UG, la cual
se define por la presencia de més de 5 polimorfos nuclearese
neutrofilos (PMN) por campo de 1000x donde se observan
ademas diplococos intra o extracelulares; y UNG, donde se
observa el mismo nimero de PMN por campo de alto poder,
pero no se ven gérmenes. Esta clasificacién por coloracion de
Gram siempre se debe hacer, puesto que pemite hacer la cla-
sificacién de la uretritis en UG o UNG e iniciar un tratamiento
empirico segun lo observado en el Gram, independiente de
las técnicas que se vaya a emplear para conocer la etiologia
de los diferentes agentes responsables de la uretritis®. Una
vez clasificada la uretritis por la coloracién de Gram, se ini-
cia el procedimiento para la identificacién de los diferentes
agentes: cultivo para gonococo, que en promedio se demora
tres o cuatro dias, incluyendo el antibiograma; prueba para
clamidia por inmunofluorescencia directa (IFD) la cual se de-
mora un dia previa programacién y directo en solucion salina
para tricomonas el mismo dia. Estas son las pruebas que ge-
neralmente estan disponibles en nuestro medio; sinembar-
go otros microorganismos también responsables de la UNG
como M. genitalium, M. hominis, U. urealiticum, U. parvum,
y herpes virus 1y 2, no son detectados actualmente por las
pruebas de uso rutinario, es por eso que gracias a la biologia
molecular utilizando PCR multiple, podemos identificarlos; y
no solo eso, sino también que dicha identificacion se puede
hacer el mismo dia y en la misma muestra®

La prueba que nosotros utilizamos es una prueba de PCR mul-

tiple e hibridacion reversa que detecta casi todos los microor-

ganismos responsables de ITS. En el caso de este paciente, que-

remos destacar tres aspectos que nos parecieron importantes:

» Es importante tener en cuenta que la uretritis mixta en
hombres es comun?; en este paciente se detectaron cua-
tro microorganismos diferentes (ver resultados en des-
cripcion del caso)
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Los puntos B: corresponden al control de hibridacién.

Los puntos Cl: corr den al control de ificacio

Los puntos BG: corresponden al control del DNA.

Los circulos por duplicado son las sondas especificas que detecto la
Prueba, los cuales pueden observarse en la imagen del lado derecho
Que corresponde al chip del paciente.

Resultado del paciente STD positivo

Se observan los puntos anteriormente descritos para la correspondiente validacion del resultado.

Se observan los puntos por duplicado que corresponden a las sondas especificas para cada patégeno:
Circulo verde corresponde a TV: Trichomonas vaginalis.

o Circulo azul corresponde a MH: Mycoplasma hominis.

o Circulo rojo corresponde a UU-P: Ureaplasmas (urealyticum/parvum).

@ Circulo amarillo corresponde a NG: Neisseria gonorrhoeae.

@

Figura 1. En la figura se observan dos componentes: el cuadrado donde software en los puntos B muestra el control de la
hibridizacion, en los puntos cl, control de la amplificacion y los BG control del DNA. En el circulo los duplicados de las sondas
especificas para cada uno de los microorganismos amplificados e identificados

« El Gram que se le realiz6 a este paciente no mostré di-
plococos gramnegativos, ni intra ni extracelulares, por lo
cual la uretritis de este paciente se clasific6 como UNG.

« Teniendo en cuanta que en hombres con UG con descar-

ga uretral, el Gram tiene una sensibilidad del 95% y una
especificidad del 100%?° para la deteccon de N. gonorrea-
re y solo se pudo identificar por PCR un gonococo en
este paciente; esto se puede explicar teniendo en cuenta
que el paciente ya habia sido tratado y posiblmente el
tratamiento no fue completo o se colonizé nuevamen-
te con otro gonococo y en estos casos este paciente se
clasificaria como un portador asintomatico, donde clara-
mente se documenta en la literatura que el 70% de las
ITS son asintmaticas’. Esta es entonces otra ventaja de
la PCR, que puede detectar el paciente asintomatico con
uno o varios de los microorganismos responsables de las
ITS, lo que no sucede con las pruebas estandar y esto
nos permitié no solo hacer el diagnostico oportuno sino
cortar la cadena de transmision.
Al hacer el control posterior al tratamiento  con ceftria-
xona mas azitromicina mas doxiciclina mas tinidazol™ a
las cuatro semanas, no se detecté ningin germen, y se
obtuvo mejoria clinica completa.

Todo lo anterior nos permite concluir que la prueba de biolo-
gia molecular es la prueba ideal para el diagnostico de pacien-
tes con ITS, tanto sintoméaticos como asintomaticos permiten
un diagnéstico etioldgico temprano y la deteccién de otros
agentes asintomaticos, que estén colonizando al paciente.
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