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RESUMEN

Palabras clave:
Control externo de calidad
Microbiologia clinica

Se presenta el analisis anual de los resultados informados durante el afio 2015 por los participantes inscri-
tos en el Programa de Control de Calidad de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbio-
logia Clinica (SEIMC), que incluye las areas de bacteriologia, serologia, micologia, parasitologia, micobacte-
rias, virologia y microbiologia molecular. Los resultados obtenidos por los centros participantes resaltan la
adecuada capacitacién de la gran mayoria de los laboratorios esparioles de microbiologia clinica. A pesar de
ello, este programa muestra que es posible obtener un resultado erréneo, incluso en determinaciones de la
mayor trascendencia. Una vez mas, se destaca la importancia de complementar el control interno que reali-
ce cada laboratorio con estudios de intercomparacion externos como los que ofrece el Programa de Control
de Calidad SEIMC.

© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica. Todos los derechos reservados.

Analysis of the results of the SEIMC External Quality Assessment Scheme 2015
ABSTRACT

Keywords:
External quality assessment
Clinical microbiology

The Spanish Society of Infectious Diseases and Clinical Microbiology (SEIMC) External Quality Assessment
Scheme includes controls for bacteriology, serology, mycology, parasitology, mycobacteria, virology and
molecular microbiology. This article presents the most relevant conclusions and lessons from the 2015
quality assessment schemes. As a whole, the results obtained in 2015 confirm the excellent skill and good
technical standards found in previous editions. However, erroneous results can be obtained in clinically
relevant tests. Once again, the results of this programme highlight the need to implement both internal and
external controls in order to ensure the optimal quality of microbiological tests.

© 2017 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica. All rights reserved.

Introduccién tologia infecciosa. Para asegurar la fiabilidad de los resultados emiti-

dos, los laboratorios de microbiologia clinica deben disponer de con-

Los laboratorios de microbiologia clinica trabajan en un entorno
de creciente exigencia y responsabilidad, que requiere un alto nivel
de calidad. Por ello, tanto las pruebas diagnésticas como los labora-
torios que las realizan deben poseer una competencia técnica, con el
fin de ofrecer una adecuada atencién médica a los pacientes con pa-

*Autor para correspondencia.
Correo electrénico: enrique.ruiz@ssib.es (E. Ruiz de Gopegui Bordes).

troles de calidad, tanto internos como externos, que abarquen todas
las fases del proceso analitico. Estos controles de calidad permiten
detectar errores, tanto sistematicos como aleatorios, con la consi-
guiente posibilidad de introducir, si procede, las medidas correctoras
adecuadas'.

0213-005X/© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Todos los derechos reservados.
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La participacién en programas de intercomparacién externa entre
diferentes laboratorios permite la obtencién de diversos beneficios
derivados del andlisis conjunto de datos aportados por los centros
participantes, asi como la deteccién de errores o inconsistencias atri-
buibles a algunas metodologias o sistemas, comerciales o no, que
sean el punto de partida de estudios mas profundos y concluyen-
tes25, como se observa a lo largo de este articulo. Ademas, estos pro-
gramas pueden aprovecharse para instaurar actividades de forma-
cién continuada que ayuden en la introducciéon de medidas
correctoras y que repercutan en la mejora continua de la calidad. Esta
ha sido una caracteristica definitoria del Programa del Control de Ca-
lidad de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Micro-
biologia Clinica (SEIMC) —CCS—%1y es coherente con lo indicado en
la Norma UNE-EN ISO 15189, que otorga a la formacién una impor-
tancia de primer orden. En el presente nimero extraordinario de la
revista de EnrerMEDADES INFECCIOsAs Y MicroBioLogia CLinica, ademas del
andlisis general de los resultados remitidos por los participantes a lo
largo del afio 2015 para las areas de serologia, bacteriologia trimes-
tral y mensual, micologia, parasitologia, micobacteriologia, virologia
y microbiologia molecular, con sus principales conclusiones y ense-
flanzas, se presenta una serie de revisiones de los distintos temas
sobre los que versaban los controles remitidos en este afio. Las areas
de control de calidad de la carga viral de los virus de la inmunodefi-
ciencia humana tipo 1 (VIH-1), de la hepatitis C (VHC) y de la hepa-
titis B (VHB) se presentan en un documento aparte. Se puede obtener
informacién mas detallada en el sitio web del Programa de CCS".

Andlisis de datos de los controles de serologia

Durante el afio 2015 se realizaron 6 controles de serologia (S-1A/15,
S-1B/15, S-2/15, S-3A/15, S-3B/15 y S-4/15) a 185 centros inscritos en
esta area. En todas las ocasiones se remitid, junto a la muestra de
suero liofilizado, una historia clinica que fundamentaba la realiza-
cién de las determinaciones solicitadas. Previamente, se enviaron las
muestras de suero a 2 laboratorios con experiencia en el diagnéstico
seroldgico para la realizacién de estas determinaciones. Los resulta-
dos emitidos por estos 2 centros se utilizaron como valor asignado
para el analisis comparativo y para la emisién de los certificados in-
dividuales de cada participante (tabla 1).

En el control S-1A/15 se remitié un suero de un paciente de 52
afios que acudia a un centro de transfusiones como donante de san-
gre. Sin embargo, los resultados de su andlisis impidieron que dicha
sangre pudiera ser empleada para realizar transfusiones. Este pa-
ciente fue derivado a la consulta de medicina interna, en la que se le
realiz6 una serologia de hepatitis virales. Se solicité a los participan-
tes la deteccion del antigeno de superficie (HBsAg) y del antigeno e
(HBeAg) del VHB, la deteccion de los anticuerpos frente a los antige-
nos del core, al antigeno e y frente al antigeno de superficie del VHB
(anticuerpos anti-HBc total, anti-HBe y anti-HBs), los anticuerpos de
tipo IgG e IgM frente al virus de la hepatitis A (VHA), y los anticuer-
pos de tipo IgG (inmunoglobulina G) e IgM (inmunoglobulina M)
frente al virus de Epstein-Barr (VEB). De acuerdo con el valor asigna-
do, se confirmé que el paciente estaba infectado por el VHB. Los mar-
cadores del VHB sugerian que presentaba un patréon de hepatitis
crénica en fase no replicativa (o con actividad replicativa minima),
circunstancia que comentaron bastantes laboratorios. Asimismo, res-
pecto al VHA y VEB, el paciente habia tenido una infeccién pasada
por ambos virus (o bien se habia vacunado frente al VHA), ya que los
anticuerpos de la clase IgG para estos 2 virus eran positivos, mientras
que los de clase IgM fueron negativos. En cuanto a los resultados de
los participantes, hubo coincidencia general con los de referencia en
todas las determinaciones solicitadas, con algunas discrepancias oca-
sionales, por lo demas sin asociacién con un determinado método o
equipo comercial. Como dato negativo, por su importancia clinica,
hubo 2 centros que informaron erréneamente un resultado negativo
para el HBsAg.

El control S-1B/15 se referia a un paciente varén de 42 afios, que
acudia a su médico por presentar un exantema maculopapular no
pruriginoso que se extendia por el tronco y afectaba a las palmas de
las manos. Como antecedente de interés relataba haber mantenido
relaciones sexuales con mdltiples parejas. Asimismo, habia tenido
una lesién genital no dolorosa que habia curado de manera esponta-
nea hacia algtn tiempo. Su médico decidi6 extraerle una muestra de
suero que fue remitida al servicio de microbiologia para estudio de
marcadores seroldgicos de sifilis y de VIH. Los 2 laboratorios exper-
tos confirmaron la existencia de anticuerpos reaginicos y treponémi-
cos en la muestra control, resultando positivas las pruebas de RPR
(rapid plasma reagin, con un titulo de 1/2), los anticuerpos anti-Tre-
ponema pallidum totales y de tipo IgG, asi como los anticuerpos FTA-
abs de tipo IgG. Por el contrario, los anticuerpos frente al VIH de los
tipos 1y 2 (anti-VIH 1+2) fueron negativos. En cuanto a los resulta-
dos de los participantes, hubo coincidencia general con los de refe-
rencia para la deteccion de los diversos anticuerpos reaginicos y tre-
ponémicos, con algunas discrepancias ocasionales. Sin embargo, por
su transcendencia clinica destaca que hubo 3 centros que informaron
un resultado positivo para el VIH.

El control S-2/15 se correspondia con una paciente de 24 afios,
que acababa de llegar a nuestro pais procedente de Ecuador y que se
encontraba en su segundo mes de gestacion. Como antecedente epi-
demiolégico de interés, relataba que habia recibido una transfusion
sanguinea cuando tenia 2 afios tras una intervencién quirdrgica. Su
médico de cabecera le realizé una extraccién de sangre para control
de los principales marcadores seroldgicos de interés en el embarazo.
Asi, el valor asignado fue positivo para la deteccion de anticuerpos de
tipo IgG frente al VHC, frente al virus de la rubéola y frente a Toxo-
plasma gondii. De nuevo, hubo concordancia entre los resultados de
los participantes con los del valor asignado en todas las determina-
ciones solicitadas, con algunas discrepancias ocasionales. Por su im-
portancia clinica, resaltar que hubo 5 centros que informaron un re-
sultado negativo para los anti-VHC, mientras que otros 4 laboratorios
informaron de un resultado indeterminado.

El control S-3A/15 versaba sobre un varén de 43 afios de edad,
procedente de Ecuador, que acudia al médico de cabecera por pre-
sentar un cuadro de astenia y debilidad muscular de hacia pocos me-
ses de evolucion. Como antecedente de interés, relataba haber man-
tenido relaciones sexuales con varias parejas. A la exploracién
destacaba ligera hepatomegalia en la palpacién abdominal, adenopa-
tias laterocervicales y un tinte ictérico en piel y mucosas. Su médico
decidié solicitar la determinacion de los distintos marcadores del
VHB, asi como los anticuerpos frente al VEB y al virus del herpes
simple (VHS). De acuerdo con el valor asignado, se confirmé que el
paciente estaba infectado por el VHB, mientras que los anticuerpos
IgG e IgM frente al antigeno de la capside viral (VCA) del VEB fueron
negativos. Respecto al VHS, el paciente habia tenido una infeccién
pasada por el VHS, ya que los anticuerpos IgG frente al VHS eran
positivos, mientras que los de la clase IgM fueron negativos. La gran
mayoria de los laboratorios informaron correctamente los resultados
para todas estas determinaciones con escasas discrepancias.

El control S3-B/15 pertenecia a una paciente de 47 afios con ante-
cedentes de consumo de drogas desde hacia mas de 10 afios. Acudio
a sumédico por presentar un cuadro de astenia, anorexia, pérdida de
peso e ictericia cutaneomucosa. En la exploracién, presentaba hepa-
tomegalia, y la analitica revelaba hipertransaminasemia y anemia
ferropénica. Ante estos hallazgos, el médico decidi6 enviar una
muestra de sangre al servicio de microbiologia para la determina-
cién, entre otras, de serologia frente al VHA, VHC y citomegalovirus
(CMV). De acuerdo al valor asignado, los anticuerpos IgG frente al
VHA y al VHC fueron positivos, mientras que los anticuerpos IgG e
IgM frente al CMV fueron negativos. De nuevo, hubo concordancia
entre los resultados de los participantes con el valor asignado, con
algunas discrepancias ocasionales, por lo demas sin asociacion con
un determinado método o equipo comercial. Aun asi, hay que sefia-



Tabla 1

Resumen de los controles de serologia y microbiologia molecular del afio 2015
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Control Objetivo Resultado de referencia Resultados coincidentes (%)? Participacién real (%) Utilizacién de laboratorio externo (%)
S-1A/15 General - - 95,1 13
HBsAg Positivo 98,8 96
Ac. anti-HBc totales Positivo 98,8 97,2
Ac. anti-HBs Negativo 98,1 89,8
Ac. anti-HBe Positivo 98,7 86,4
HBeAg Negativo 99,4 85,2
Ac. anti-VHA IgG Positivo 99,3 79
Ac. anti-VHA IgM Negativo 99,4 92,6
Ac. anti-VCA IgG Positivo 100,0 75,6
Ac. anti-VCA IgM Negativo 98,8 87
S-1B/15 General - - 93 7
Ac. reaginicos RPR/VDRL Positivo 98,2 98,8
TPHA (MHA-TP) Positivo 97,2 413
FTA-abs IgG Positivo 100,0 15,5
FTA-abs IgM Negativo 42,9 4,1
Ac. treponémicos totales Positivo 99,2 74,4
Ac. treponémicos IgG Positivo 100,0 12,2
Ac. treponémicos IgM Negativo 95,7 13,4
Ac. anti-VIH 1+2 Negativo 98,2 96
S-2/15 General - - 93 15,1
Ac. anti-VHC Positivo 94,8 959
Ac. antivirus rubéola IgG Positivo 971 99,4
Ac. antivirus rubéola IgM Negativo 99,3 773
Ac. anti-Toxoplasma 1gG Positivo 99,4 99,4
Ac. anti-Toxoplasma IgM Negativo 100,0 96,5
S-3A/15 General - - 95,1 15,8
HBsAg Positivo 99,4 96
Ac. anti-HBc totales Positivo 99,4 94,9
Ac. anti-HBs Negativo 100,0 90,4
Ac. anti-HBe Positivo 973 852
HBeAg Negativo 100,0 84,1
Ac. anti-VCA IgG Negativo 17,3 79
Ac. anti-VCA IgM Negativo 100,0 88,6
Ac. anti-VHS 1+2 IgG Positivo 96,9 54,6
Ac. anti-VHS 1+2 IgM Negativo 100,0 58,5
S-3B/15 General - - 93,5 12,1
Ac. anti-VHA IgG Positivo 99,3 775
Ac. anti-VHA IgM Negativo 100,0 93,6
Ac. anti-VHC Positivo 94,2 96,5
Ac. anti-CMV IgG Negativo 97,6 94,8

(Continiia)
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Tabla 1
Resumen de los controles de serologia y microbiologia molecular del afio 2015 (cont.)

Control Objetivo Resultado de referencia Resultados coincidentes (%) Participaci6n real (%)>  Utilizacién de laboratorio externo (%)
Ac. anti-CMV IgM Negativo 98,2 96,5
S-4/15 General - - 90,8 25
Ac. anti-VIH 1+2 99,4 98,2
Ac. anti-Trypanosoma cruzi Negativo 99,5 774
totales
Positivo
BM-1/15 ADN virus varicela-zdster Positivo 100,0 871 8,6
BM-2/15 ARN virus respiratorio Positivo 98,7 76,3 2,8

sincitial

Ac.: anticuerpos; Ag: antigeno; CMV: citomegalovirus; IgG: inmunoglobulina G; IgM: inmunoglobulina M; VCA: antigeno de la capside viral; VHA: virus de la hepatitis A;
VHC: virus de la hepatitis C; VHS: virus del herpes simple; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

Con el laboratorio de referencia.

YPorcentaje de participantes que remiten un resultado valorable sobre el total de inscritos (general) o sobre los que llevan a cabo una determinada prueba (determinaciones

individuales).

‘Porcentaje de participantes que requieren el soporte técnico parcial o total de un laboratorio externo.

lar, por su importancia clinica, los 5 centros que obtuvieron un resul-
tado negativo para los anti-VHC, mientras que otros 5 centros infor-
maron un resultado indeterminado. Por otro lado, cabe destacar que
solo el 37,6% de los participantes confirmaron el resultado positivo
obtenido del VHC debido a que, en parte, en bastantes ocasiones los
participantes realizaban la confirmacién en una segunda muestra de
suero y asi lo hicieron constar en sus comentarios.

Por dltimo, el control S-4/15 trataba de un paciente varén de 35
afios, inmigrante procedente de Bolivia, que comentaba a su médico
de cabecera haber notado una pérdida ponderal de unos “3 kg” en los
2 ultimos meses, junto a astenia y debilidad muscular. Asimismo,
relataba haber mantenido relaciones sexuales con varias parejas en
los Gltimos dos afios. Su médico decidi6 realizar un estudio seroldgi-
co pidiendo, entre otras, la determinacién de anticuerpos frente al
VIH y frente a Trypanosoma cruzi. El valor asignado fue positivo para
la deteccion de los anticuerpos totales y del tipo IgG frente a T. cruzi,
mientras que fue negativo para la de anticuerpos frente al VIH. Todos
los centros informaron correctamente la serologia de T. cruzi como
positiva, con la excepcion de un participante que informé un resulta-
do indeterminado. Respecto al VIH, destaca por su importancia clini-
ca que hubo un centro que informd de un resultado positivo.

La participacién real fue superior al 90% en los 6 controles remiti-
dos, mientras que el uso de soporte externo (laboratorios externos)
fue inferior al de otros afios, con unos porcentajes comprendidos en-
tre un 7,0 y un 25,0% (los menores se produjeron en las serologia de
ltes, VHB, VHC y VIH, determinaciones al alcance de la gran mayoria
de los laboratorios, mientras que el mayor ocurri6 en la serologia de
T. cruzi).

En resumen, el nivel de capacitacién general de los laboratorios
espafioles se considera satisfactorio. Sin embargo, de nuevo hay que
sefialar que, incluso en las mejores condiciones (como el procesa-
miento de un control de calidad), se obtienen resultados erréneos en
determinaciones criticas como HBsAg, anti-VHC y anti-VIH, por lo
que los centros deben establecer un alto nivel de control mediante la
validacién clinica de los resultados.

Andlisis de datos de los controles de bacteriologia

En el afio 2015 hubo 237 inscritos en el area de bacteriologia (ta-
bla 2). En el control B-1/15 se remiti6é una cepa de Pseudomonas aeru-
ginosa. Esta bacteria se habia aislado procedente de un hemocultivo
de una paciente de 44 afios, ingresada en la unidad de cuidados in-
tensivos (UCI), que habia desarrollado una neumonia asociada a ven-

tilacién mecanica. La participacion real (97,1%) fue buena, superior a
la de otros controles, mientras que la necesidad de un laboratorio
externo fue inferior a lo habitual (3,0%). En cuanto a la identificacién,
la inmensa mayoria de los participantes (98,3%) identificaron correc-
tamente el género y la especie de la cepa remitida. En el estudio de
sensibilidad, hubo concordancia con el valor asignado para la mayo-
ria de los antibiéticos, a excepcién de la gentamicina y la amikacina,
en la que se observé discrepancia entre los diferentes centros. Ello
estuvo en relacién con los criterios empleados para la interpretacién
del antibiograma, ya que los puntos de corte del CLSI (Clinical and
Laboratory Standars Institute) varian ligeramente con los del EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

El control B-2/15 se referia a un cuadro de infeccién de herida
quirdrgica por Clostridium subterminale. La historia clinica corres-
pondia a la de un paciente de 69 afios, diabético e hipertenso, que a
las 72 h después de haber sido operado de una neoplasia rectal, su-
fria un empeoramiento stbito de su estado, con taquipnea, elevacién
de la temperatura corporal y dolor intenso en la zona de herida qui-
rargica. El porcentaje de participacién real (92,0%) fue similar al de
los otros controles. En cuanto a la necesidad de un laboratorio exter-
no, fue requerido por el 7,8% de los centros. Respecto a la identifica-
cién de la cepa, inicamente el 52,5% de los participantes identificaron
correctamente la especie, si bien el 88,2% de los laboratorios infor-
maron correctamente la cepa dentro del género Clostridium (porcen-
taje de identificaciones consideradas como aceptables por el Progra-
ma de CCS). En el estudio de sensibilidad, los participantes mostraron
unos resultados concordantes con el valor asignado.

En el control B-3/15 se envi6 una cepa de Enterococcus cecorum ais-
lada en hemocultivos de un paciente de 65 afios, con sospecha de co-
langitis aguda. En esta ocasion, el porcentaje de respuestas acertadas
en la identificacién fue algo bajo, del 78,8%. Ello se debe a que esta
especie no se encuentra en la base de datos de algunos sistemas co-
merciales de identificacién, por lo que ofrecia una mayor dificultad.
Aun asi, un 86,8% de los participantes informaron correctamente esta
cepa dentro del género Enterococcus (porcentaje de respuestas consi-
deradas como aceptables por el Programa). En consecuencia con la
dificultad en la identificacion, el porcentaje de participacion real fue el
mas bajo de los 4 controles anuales (89,9%), mientras que el porcenta-
je de utilizacién de un laboratorio externo fue el mas alto de estos
(11,7%). Respecto al estudio de sensibilidad, existié concordancia gene-
ral con el valor asignado, con algunas discrepancias anecdoéticas.

Finalmente, en el control B-4/15 se remitié una cepa de Klebsiella
pneumoniae productora de una betalactamasa AmpC plasmidica in-
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ducible con afectacion de carbapenemas por pérdida de permeabili-
dad. Se habia aislado a partir de las secreciones bronquiales de un
varén de 57 afos, ingresado en UCI, que desarroll6 una neumonia
asociada a ventilacién mecanica. Los porcentajes de participacién
(91,1%) y de utilizacién de laboratorio externo (6,4%) fueron relativa-
mente buenos, mientras que la practica totalidad de los participantes
(el 99,5%) llegaron a la identificacion de especie. Con todo, el objetivo
principal de este control no era la identificacion, sino evidenciar la
capacidad de los participantes para detectar, o al menos sospechar,
que la cepa problema era productora de una AmpC, caracteristica que
informaron el 53,7% de ellos. Respecto a otros mecanismos de resis-
tencia, la produccién de BLEE (betalactamasa de espectro extendido)
fue informada por el 26,4% de los participantes, la pérdida de porinas
por el 10,7%, mientras que un 12,0% de estos comentaron errénea-
mente la posibilidad de que dicha cepa fuera productora de una car-
bapenemasa.

En resumen, los participantes han mostrado un buen nivel de
capacitaciéon y competencia. Respecto a los controles de las cepas
de C. subterminale y E. cecorum, con un mayor nivel de dificultad
diagnéstica, si bien los porcentajes de identificacion de especie han
sido mas bajos que en otros controles, la gran mayoria de los cen-
tros informaron correctamente dichas cepas dentro de su género
respectivo. Asimismo, la participacién en estos 4 controles ha sido
alta, superior al 89%.

Tabla 2
Resumen de los resultados obtenidos en otros controles del afio 2015

Andlisis de datos de los controles de micologia

Durante el afio 2015 se realizaron 2 envios a los 209 centros ins-
critos (tabla 2). En el primero de ellos (M-1/15), se remitia un hongo
filamentoso, que fue identificado por los 2 laboratorios expertos con-
sultados (valor asignado) como Fusarium solani. Este hongo habia
sido aislado a partir de hemocultivos de un paciente de 53 afios,
diagnosticado de una leucemia mieloide aguda, que se encontraba en
tratamiento quimioterapico. Present6 fiebre y mdltiples lesiones eri-
tematoviolaceas que se extendian por miembros inferiores, tronco y
miembros superiores. El indice de participacién fue bueno (90,0%),
similar a los de otros controles de micologia. Respecto a la identifica-
cion, el porcentaje de centros que informaron esta especie fue bajo
(42,9%), si bien, en conjunto, un 87,3% de los centros encuadraron
correctamente el hongo dentro del género Fusarium (porcentaje de
respuestas aceptables por parte del Programa). Las caracteristicas
macroscopicas de la cepa junto con el estudio microscépico con azul
de lactofenol fueron los métodos mas usados para la identificacion
por la practica totalidad de los participantes.

El segundo envio (M-2/15) contenia una cepa liofilizada de Candi-
da krusei. Esta levadura se habia aislado en la punta del catéter y en
varios hemocultivos de una paciente de 59 afios ingresada en UCI,
que habia recibido tratamiento quimioterapico por una leucemia. El
indice de participacién fue similar a otros controles (90,0%), mientras

Identificacion

Uso de laboratorio

Control Identificacion coincidente (%)" Participacion (%)° externo (%) Observaciones
Bacteriologia
B-1/15 Neumonia asociada a ventilacién mecanica 98,3 97,1 3,0 Cepa multirresistente
por Pseudomonas aeruginosa
B-2/15 Infeccién herida por Clostridium subterminale 52,5 92,0 7.8
B-3/15 Colangitis por Enterococcus cecorum 78,8 89,9 11,7
B-4/15 Neumonia asociada a ventilacién mecanica 99,5 91,1 6,4 Cepa productora de AmpC
por Klebsiella pneumoniae
Micologia
M-1/15 Fungemia por Fusarium solani 429 90,0 4,2
M-2/15 Sepsis por Candida krusei 98,0 90,0 9,0
Parasitologia
P-1/15 Diarrea por Giardia intestinalis (Giardia lamblia) 97,5 94,4 0,0
P-2/15 Infeccién por Loa loa 545 94,0 0,5
Micobacterias
MB-1/15 Infeccién respiratoria por Mycobacterium gordonae 95,8 89,6 19,0
MB-2/15 Infeccion de herida por Mycobacterium marinum 92,6 89,6 13,7
MB-3/15 Absceso cutaneo por Mycobacterium abscessus 731 87,7 18,3
MB-4/15 Infeccion respiratoria por Mycobacterium 94,5 84,9 12,2
tuberculosis
Virologia
V-1/15 Neumonia por virus influenza A 98,8 92,5 23
V-2/15 Diarrea por rotavirus 97,7 94,6 0,0

2Con el laboratorio de referencia.

bPorcentaje de participantes que remiten un resultado valorable sobre el total de inscritos.
Porcentaje de participantes que requieren el soporte técnico parcial o total de un laboratorio externo.
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que el 98,0% de los participantes identificaron correctamente la leva-
dura. Este porcentaje tan alto demuestra de nuevo el buen rendi-
miento de los métodos comerciales de identificacion utilizados por
los participantes, mayoritariamente galerias de pruebas bioquimicas
o0 espectrometria de masas, acompafiadas en muchas ocasiones por
medios de agar cromogénicos. El antifungigrama fue realizado por el
84,2% de los laboratorios que identificaron correctamente la especie,
porcentaje similar a otros controles de levaduras recientes.

A modo de conclusién, estos resultados muestran una buena ca-
pacitacién de los laboratorios participantes en la identificacion de las
levaduras mas frecuentes. Respecto al hongo filamentoso, si bien el
porcentaje de centros que han identificado la especie ha sido bajo, la
mayor parte de las respuestas remitidas se informaron correctamen-
te dentro del género Fusarium.

Andlisis de datos de los controles de parasitologia

Durante 2015 se realizaron 2 envios a los 215 laboratorios inscri-
tos en esta area (tabla 2). En el primero de ellos (P-1/15) se remiti
un concentrado de heces en el que los laboratorios expertos detecta-
ron, mediante examen microscépico de las heces tras concentracion,
un moderado contenido de quistes de Giardia intestinalis (Giardia
lamblia/Giardia duodenalis), junto con una escasa cantidad de quistes
de Entamoeba coli. El indice de participacién fue del 94,4%, similar al
de otros controles de parasitologia, mientras que ningin centro par-
ticipante requirié ayuda de un laboratorio externo. Como cabria es-
perar, los parasitos mas frecuentemente informados fueron G. intes-
tinalis (97,5% de los participantes), seguido de E. coli (89,8%). El
Programa de CCS acept6 como respuestas 6ptimas las de los centros
que identificaron G. intestinalis junto con E. coli, y como respuestas
aceptables los centros que incluian la identificacion G. intestinalis, ya
que era el parasito mas abundante y responsable del cuadro clinico;
por lo que el porcentaje de aciertos fue del 97,5%.

En el segundo control (P-2/15) se remiti6 a los participantes un
portaobjetos con una extensién sanguinea tefiida con Giemsa. La
muestra pertenecia a un paciente espafiol de 69 afios, con una eosi-
nofilia de larga evolucién. Relataba que, por motivos de trabajo, ha-
bia vivido durante varios afios en Perti y Guinea Ecuatorial. Como
Gnica sintomatologia referia un prurito cutaneo intenso. El valor
asignado se obtuvo mediante examen microscépico de la extension
sanguinea, informandose parasitacion por Loa loa. El indice de par-
ticipacion real fue del 94,0%, similar al de otros controles, mientras
que tan solo se requiri6é ayuda de un laboratorio externo en el 0,5%
de las ocasiones. A efectos de comparacién, el Programa de CCS
acepté como respuesta 6ptima la identificaciéon de Loa loa, y como
respuestas aceptables la observacion de alguna microfilaria. Asi, si
bien solo el 54,5% de los participantes informé explicitamente la
presencia de Loa loa, el porcentaje de respuestas que se considera-
ron aceptables alcanz6 el 98,2%.

En general, se puede concluir que los participantes del CCS pre-
sentan muy buenos resultados en la identificacién parasitolégica, lo
que confirma su adecuada capacitacién diagnéstica, situacion que
viene avalada por la escasa necesidad de utilizacién de un laborato-
rio externo y por los altos porcentajes de diagnéstico correctos.

Analisis de datos de los controles de micobacterias

Durante el afio 2015 se remitieron 4 controles a los 106 laborato-
rios inscritos en el area de micobacteriologia (tabla 2). El primero de
ellos (MB-1/15) contenia una cepa identificada como Mycobacterium
gordonae. Habia sido aislada a partir del esputo de un paciente de 82
afios que presentaba un cuadro de tos crénica y disnea de varios me-
ses de evolucion. El porcentaje de participacion fue del 89,6%, mien-
tras que la necesidad de recurrir a un laboratorio externo fue del
19,0%, porcentajes similares a los de otros controles con micobacte-
rias no tuberculosas. La mayoria de los laboratorios (95,8%) identifi-

caron correctamente el género y la especie. Respecto a los métodos
usados para la identificacién, la mayoria de los participantes emplea-
ron métodos moleculares, como la hibridacién inversa (66,3% de los
centros) y las sondas moleculares (17,9%). El estudio de sensibilidad
solo fue realizado por el 13,7% de los participantes, ya que muchos de
los centros comentaron que esta micobacteria se consideraba un
contaminante, por lo que no procedia hacer el estudio de sensibili-
dad.

En el control MB-2/15 se remitié una cepa identificada por el cen-
tro de referencia como Mycobacterium marinum. Se habia detectado
a partir de una biopsia de un nédulo situado en el dorso del pie de un
paciente de 24 afios. Esta lesion se habia producido tras un trauma-
tismo con una roca mientras estaba practicando deportes acuaticos.
Los porcentajes de participacion (89,6%) y de utilizaciéon de laborato-
rio externo (13,7%) fueron similares al de los Gltimos controles de
micobacterias. El Programa CCS acept6 Gnicamente como valida la
identificacion M. marinum, especie informada por gran parte de los
participantes (92,6%). La mayoria de los centros que identificaron co-
rrectamente esta especie habian realizado algiin método molecular
(mayoritariamente hibridacién inversa), o bien espectrometria de
masas. En cuanto al estudio de sensibilidad, fue realizado tan solo
por el 28,4% de los participantes. La técnica mas empleada fue la mi-
crodilucién, informada por el 51,9% de las respuestas con antibiogra-
ma. Se observé coincidencia entre los laboratorios participantes con
el valor asignado de referencia en cuanto a la sensibilidad de la cepa
frente a la amikacina, claritromicina, rifampicina, etambutol y moxi-
floxacino y, en menor porcentaje, también para el ciprofloxacino y la
doxiciclina. Sin embargo, en el caso del cotrimoxazol, un 50,0% de los
centros aportaron un resultado resistente, discrepante con el del va-
lor asignado, sin asociacién con ningin método o marca en concreto.

En el control MB-3/15 se remitié una cepa de Mycobacterium abs-
cessus. Habia sido aislada a partir de un exudado de herida de un
varén de 57 aiios, albaiiil de profesion, que acudia a su médico por
presentar unas lesiones abscesificadas en el dorso de la mano dere-
cha de 10 dias de evolucién. Los porcentajes de participacion (87,7%)
y del uso de un laboratorio externo (18,3%) fueron similares a los de
otros controles. El Programa CCS consideré como 6ptima la identifi-
cacion de especie M. abscessus, y como aceptables las identificacio-
nes Mycobacterium chelonae/abscessus y M. abscessus/Mycobacterium
immunogenum, por la elevada similitud genética que presentan entre
si. Un porcentaje alto de los centros (73,1%) respondi6 correctamente
M. abscessus, otro 11,8% informé M. abscessus/immunogenum y otro
4,3% M. chelonae/abscessus, con lo que el porcentaje de respuestas
aceptables fue del 89,2%. Para la identificacién, en un 62% de los ca-
sos se empled la hibridacion inversa y en un 22,6% la espectrometria
de masas. El estudio de sensibilidad fue realizado por algo mas de la
mitad de los centros (55,9%), siendo las tiras de gradiente de concen-
tracién el método mas empleado (el 46,2% de las respuestas con an-
tibiograma). Los resultados obtenidos por los participantes para la
doxiciclina, amikacina, cotrimoxazol, moxifloxacino y claritromicina
mostraron unos porcentajes de concordancia con el del valor asigna-
do muy elevados. Sin embargo, se produjeron algunas discrepancias
para linezolid, debido a variaciones en 1 o 2 diluciones de la cepa, sin
asociacion con ningdin método o marca en concreto.

Respecto al control MB-4/15, se remitié una cepa identificada
como Mycobacterium tuberculosis. Procedia de un esputo de un pa-
ciente de 32 afios, que presentaba desde hacia 1 mes y medio un
cuadro de astenia, tos escasamente productiva y febricula vespertina.
El porcentaje de participacion (84,9%) fue similar al de otros contro-
les, mientras que la necesidad de recurrir a un laboratorio externo
fue menor (12,2%), al tratarse de una micobacteria tuberculosa. Des-
de el Programa, se consideré como 6ptima la identificacién de espe-
cie M. tuberculosis y como aceptables el complejo M. tuberculosis y
M. tuberculosis|Mycobacterium canetti. Asi, el 45,6% de los centros
informé M. tuberculosis, otro 42,2% respondié complejo M. tuberculo-
sis y un 6,7% contestd M. tuberculosis/M. canetti, por lo que el porcen-
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taje de acierto global fue del 94,5%. Para la identificacion se utiliza-
ron, en la amplia mayoria de los casos, los métodos moleculares
como la hibridacién inversa (58,9% de los centros), la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real (21,1%) y las sondas mo-
leculares (17,8%). Respecto a la inmunocromatografia que detecta el
complejo M. tuberculosis, fue empleada por el 30,0% de los centros; si
bien en todos los casos se obtuvo un resultado negativo. Ello se debia
a que, probablemente, la cepa presentaba una delecién o mutacién
en el gen codificante de la proteina MPT64 del complejo M. tubercu-
losis. En cuanto al estudio de sensibilidad, fue realizado por el 75,6%
de los centros, predominando la dilucién en medio liquido (82,4% de
las respuestas con antibiograma). La concordancia en el estudio de
sensibilidad entre las respuestas de los participantes respecto al del
valor asignado fue muy elevada, con porcentajes superiores al 94%.

Andlisis de datos del control de microbiologia molecular

En el afio 2015 se realizaron 2 envios de microbiologia molecular
(tabla 1). En el primer control (BM-1/15) se remiti6 una alicuota de
exudado de vesicula cutanea en medio de transporte de virus. La
muestra procedia de una mujer de 72 afios en tratamiento con me-
totrexato por una artropatia psoridsica, que presenté una erupcion
vesiculosa en zona lumbar unilateral que se irradiaba en cinturén
hacia hipogastrio. Se solicit6 a los participantes la deteccién en esta
muestra del genoma del virus varicela-zéster (VVZ), prueba que fue
positiva por el centro experto empleado para la obtencién del valor
de referencia (valor asignado) mediante una PCR a tiempo real. En
este primer control se enviaron un total de 93 muestras, aportando
resultados valorables el 87,1% de los centros. Todos los que respon-
dieron al control (100,0%) detectaron el genoma del VVZ. El método
empleado con mayor frecuencia fue la PCR a tiempo real (91,4%), con
un predominio de los reactivos RealCycler® de Progenie.

Respecto al segundo control (BM-2/15), se envi6 a los participan-
tes una alicuota con una muestra de aspirado nasofaringeo que con-
tenia genoma del virus respiratorio sincitial (VRS). La muestra proce-
dia de una nifia de 9 meses con un cuadro gripal. Se remitieron 91
muestras a los distintos laboratorios participantes, de los cuales 71
(76,3%) aportaron resultados valorables. En total se analizaron 74 re-
sultados, de los cuales todos excepto uno (98,7%) fueron positivos

Tabla 3

para la deteccién del genoma del VRS. En cuanto a los métodos y
marcas empleados, hubo también un predominio de la PCR a tiempo
real (79,7%), especialmente de los equipos GeneXpert® de Cepheid,
seguido del Anyplex™ de Seegene.

Andlisis de datos del control de virologia

En 2015 se realizaron 2 envios de virologia. El primer control (V-
1/15) consistia en una muestra de exudado nasofaringeo que procedia
de un varén de 87 afios con dificultad respiratoria, fiebre de 38,5 °C, tos
productiva, rinorrea y artromialgias. Se recogié una muestra de exuda-
do nasofaringeo que fue remitida al servicio de microbiologia para la
deteccion del virus influenza A y B. El laboratorio experto detectd, me-
diante una PCR a tiempo real multiple, la presencia del virus Influenza
A. La muestra fue remitida a los 93 centros inscritos, de los que 86
(92,5%) emitieron hoja de respuesta con datos evaluables. Todos los
centros excepto uno (el 98,8%) detectaron el virus Influenza A en la
muestra. Respecto a los métodos empleados, la mayoria de las deter-
minaciones (73,0%) se realizaron mediante PCR a tiempo real.

En el segundo control (V-2/15) se remitié una muestra de heces
procedente de un nifio de 2 afios que presentaba un cuadro de dia-
rrea de 36 h de evolucién, con caracteristicas clinicas que sugerian
una etiologia viral. Asi lo confirmé el laboratorio experto, que detec-
t6, tanto por inmunocromatografia como por PCR a tiempo real, la
presencia de rotavirus en la muestra. La muestra se remiti6 a los 93
participantes, de los que 88 enviaron hoja de respuesta con resulta-
dos analizables (94,6%). Todos estos centros excepto uno (98,9%) lle-
garon a la identificacién correcta del virus objeto del control. En
cuanto a los métodos utilizados en la identificacién, el 87,9% emple6
una técnica rapida de inmunocromatografia.

Se puede concluir que la practica totalidad de los centros inscritos
en el control de virologia estan capacitados para detectar virus in-
fluenza en exudado nasofaringeo y rotavirus en heces.

Andlisis de datos de los controles de bacteriologia mensual
A lo largo del afio 2015 se enviaron 12 controles mensuales de

bacteriologia a un promedio de 180 centros inscritos. La participa-
cién media fue del 90,3%, con escasas oscilaciones (83,9-93,9%).

Caracteristicas y porcentajes de participacion, acierto y uso de laboratorio externo en los controles de bacteriologia mensual del afio 2015

Control Identificacién Acierto Participacion Laboratorio externo
Identificaciéon Caracteristica especial

BX-enero-15 Enterococcus casseliflavus 68,5 49,4 92,3 54
BX-febrero-15 Escherichia coli 99,4 NP 83,9 0,0
BX-marzo-15 Streptococcus bovis/S. lutetiensis/S. infantarius 88,6 NP 92,8 18
BX-abril-15 Bacteroides ovatus 61,0 NP 91,1 6,1
BX-mayo-15 Alcaligenes faecalis 84,3 NP 87,8 1,2
BX-junio-15 Listeria ivanovii 49,7 NP 89,5 43
BX-julio-15 Yersinia enterocolitica 100,0 NP 934 1,2
BX-agosto-15 Staphylococcus aureus 98,8 NP 90,6 0,0
BX-septiembre-15 Hafnia alvei 99,4 NP 93,4 1,2
BX-octubre-15 Streptococcus pneumoniae 97,6 NP 93,9 12
BX-noviembre-15 Serratia odorifera 95,6 NP 88,9 0,6
BX-diciembre-15 Eikenella corrodens 90,2 NP 86,1 58

NP: no procede.
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La utilizacion de laboratorio externo fue baja en 8 de los 12 con-
troles, oscilando entre el 0,0 y el 1,8%. Los porcentajes mas altos de
uso de un laboratorio externo se constataron en los controles de abril
y diciembre, en los que se remitieron respectivamente una cepa de
Bacteroides ovatus (6,1%) y otra cepa de Eikenella corrodens (5,8%).
Probablemente, este hecho se debe a la mayor dificultad en la iden-
tificacion.

Los porcentajes de identificaciones correctas conseguidos por
los participantes fueron elevados en 5 de los controles (Yersinia en-
terocolitica, Escherichia coli, Hafnia alvei, Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae), todos ellos con un porcentaje de acierto
superior al 97,0%. Por el contrario, el menor indice de identificacio-
nes correctas se obtuvo en el control de junio, en el que se remitié
una cepa de Listeria ivanovii, en que el porcentaje de centros que
respondieron esta especie fue bajo (49,7%), si bien, el 96,9% de los
participantes encuadrd correctamente la cepa dentro del género
Listeria.

Unicamente en una ocasién, la cepa enviada presentaba una ca-
racteristica fenotipica especial que constituia el objetivo perseguido
por el control. Se trataba del control de enero, en el que se remitié
una cepa de Enterococcus casseliflavus. Esta especie posee el gen
vanC2 que confiere resistencia de bajo nivel a la vancomicina, carac-
teristica que solamente comentaron el 49,4% de los participantes.

En resumen, los porcentajes de participacién y acierto son altos
para la mayoria de los controles y se confirma de nuevo que los labo-
ratorios participantes estan capacitados para los analisis bacteriol6-
gicos (tabla 3).

Conclusiones

Los resultados obtenidos a lo largo de 2015 confirman la buena
capacitacion de la gran mayoria de los laboratorios de microbiologia,
en posible relacién con la incorporacién de profesionales bien entre-
nados y con conocimientos sélidos, ademas de con una mejora en las
dotaciones técnicas de cada centro. Aun asi, como en cualquier pro-
grama de control de calidad externo, se demuestra que la obtencién
de un resultado erréneo es un riesgo posible, con gran importancia
en las determinaciones de mayor trascendencia. Una vez mas, se re-
salta la importancia de complementar el control de calidad interno
que cada laboratorio lleva a cabo con los ejercicios de intercompara-
cién externos, como los que ofrece el Programa de Control de Calidad
SEIMCE15,
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RESUMEN
Palabras clave:
Virus de la hepatitis B Fundamentos: Las determinaciones de la carga viral de los virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
Virus de la hepatitis C (VIH-1), de la hepatitis C (VHC) y de la hepatitis B (VHB) son marcadores microbiolégicos fundamentales
Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 para el seguimiento y control de los pacientes infectados por estos virus. Los laboratorios de microbiologia
Carga viral disponen de herramientas que garantizan la fiabilidad de sus resultados, entre ellas se encuentran los pro-
Control de calidad externo gramas de intercomparacién externos, como es el Programa de Control de Calidad de la Sociedad Espafiola

Intercomparacion de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). En el presente niimero se muestra el analisis

de resultados del Programa de Control de Calidad SEIMC de carga viral de estos virus, incluyendo el genoti-
pado del VHC, realizado durante el afio 2015.

Meétodos y resultados: En el control del VIH-1 se remitieron 5 estandares, de los que 1 (plasma humano sero-
negativo) no contenia el virus y los otros 4 consistian en plasma de 3 pacientes virémicos distintos en un
intervalo de concentraciones entre 2-5 log,, copias/ml; 2 de ellos eran idénticos, con el fin de analizar la
repetibilidad. Una parte significativa de los laboratorios obtuvo de uno a varios resultados fuera de los limi-
tes aceptables (media + 0,25 log,, copias/ml), dependiendo del estandar y del método empleado, en prome-
dio el 26,6% de los centros. La repetibilidad fue excelente, y el 97,9% de los laboratorios obtuvo resultados
aceptables (A < 0,5 log,, copias/ml). En los controles del VHC y del VHB se remitieron 2 estandares con dife-
rente contenido del virus. La mayor parte de los participantes, un 88,5% en el caso del VHC y un 85,5% en el
del VHB, obtuvo ambos resultados dentro de los limites de la media + 1,96 DE log,, Ul/ml.

Conclusiones: Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la utilidad de los controles externos para asegurar
la calidad de los resultados analiticos, incluyendo la fase postanalitica. Debido a la variabilidad interlaborato-
rio es aconsejable utilizar un mismo método y el mismo laboratorio en el seguimiento de los pacientes.

© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica. Todos los derechos reservados.
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Hepatitis B virus Analysis of the results of the SEIMC External Quality Assessment Scheme
Flepatitis  virus for HIV-1, HCV and HBV viral load 2015

Human immunodeficiency virus type 1
Viral load ABSTRACT
External quality assessment
Proficiency

Background: Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) and hepatitis B (HBV) and C virus (HCV) viral
load determinations are among the most relevant markers for the follow up of patients infected with these
viruses. External quality assessment schemes are crucial to ensure the accuracy of results obtained by mi-
crobiology laboratories. This article summarises the results obtained in the 2015 SEIMC External Quality
Assessment Scheme for HIV-1, HCV, and HBV viral loads.

Methods and results: In the HIV-1 programme, a total of 5 standards were sent. One standard consisted of
seronegative human plasma, while the remaining four contained plasma from three different viraemic pa-
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tients, in the range of 2-5 log10 copies/mL; 2 of these standards were identical, aiming to determine re-
peatability. A significant proportion of the laboratories (26.6% on average) obtained values outside the ac-
cepted range (mean + 0.25 log10 copies/mL), depending on the standard and method used for quantification.
Repeatability was excellent, with up to 97.9% of laboratories reporting results within the limits (A < 0.5 log,,
copies/mL). The HBV and HCV programmes consisted of two standards with different viral load contents.
Most of the participants, 88.5% in the case of HCV and 85.5% in the case of HBV, obtained all results within

Conclusions: Data from this analysis reinforce the utility of proficiency programmes to ensure the quality of
the results obtained by a particular laboratory, as well as the importance of the post-analytical phase in the
overall quality. Due to the notable interlaboratory variability, it is advisable to use the same method and

© 2017 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas

y Microbiologia Clinica. All rights reserved.
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the accepted range (mean * 1.96 SD log,, IU/mL).
the same laboratory for patient follow up.
Introduccién

La determinacién de carga viral del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1), del virus de la hepatitis B (VHB) y del virus
de la hepatitis C (VHC) constituye una de las funciones primordiales
del laboratorio de microbiologia molecular. Para ello, los laboratorios
suelen utilizar sistemas comerciales, pero su eficacia diagnéstica es
dificil de evaluar con la sola experiencia de cada centro. El Programa
de Control de Calidad de la Sociedad Espafiola de Enfermedades In-
fecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) —CCS— dispone del control
de calidad externo de carga viral de los virus VIH-1, VHC y VHB. Estos
controles son de participacion anénima y voluntaria, estando a dis-
posicion de los profesionales que desarrollan su actividad en el labo-
ratorio e, indirectamente, de los clinicos que atienden a los pacientes
infectados por esos virus. Ademas, el control de carga viral del VHC
incluye la realizacién de su genotipado.

En este articulo se resumen las principales conclusiones y ense-
flanzas derivadas del analisis conjunto de los resultados remitidos
por los participantes en la edicion del afio 2015.

Control de calidad del VIH-1
Caracteristicas del material remitido

En la ronda correspondiente al afio 2015 se remiti6 a los partici-
pantes 5 estandares de plasma congelado, denominados VIH-1/15,
VIH-2/15, VIH-3/15, VIH-4/15 y VIH-5/15, que se habian analizado y
valorado para el contenido en ARN del VIH-1. Cuatro de ellos conte-
nian cantidades conocidas de ARN y se obtuvieron de plasma proce-
dente de 3 pacientes distintos con viremia, buscando contenidos
tedricos dentro de un intervalo de 2-5 unidades logaritmicas. Los
estandares VIH-2/15 y VIH-4/15 eran idénticos, y estaban destinados,
ademas, a analizar la repetibilidad de los resultados intralaboratorio
(repetitividad de resultados en un mismo momento y bajo las mis-

Tabla 1

mas condiciones). El estindar VIH-5/15 se prepar6 con plasma de un
paciente seronegativo. Las muestras se analizaron, previamente a su
envio, en 3 laboratorios diferentes por los métodos de reacciéon en
cadena de la polimerasa real time (PCR-RT) de Roche Diagnostics
(Tagman® [PCR-RT Roche]), de Abbott Diagnostics (PCR-RT Abbott) y
de Siemens Diagnostics (VERSANT® kPCR), tal como se muestra en la
tabla 1, quienes confirmaron los valores teéricos.

Una vez preparados los estandares, se mantuvieron congelados a
-80 °C hasta su envio a los participantes, que se realizé con nieve
carbénica y asegurando entregas en menos de 24 h.

Criterios de evaluacion

Para demostrar la especificidad de las determinaciones se contaba
con el estandar VIH-5/15 como control negativo (plasma seronegati-
vo). En este caso, se consideraron validos los resultados que se infor-
maron por debajo del limite de deteccién de la técnica utilizada, por
lo que cualquier cuantificacién se corresponderia con un resultado
falso positivo. Para los estindares VIH-2/15 y VIH-4/15 (plasmas
idénticos), se tom6 como medida central la media de los valores ob-
tenidos en ambos por todos los participantes que utilizaban un mis-
mo método. En todos los casos, se eliminaron los valores extremos y
aberrantes para el cdlculo de la media'. El criterio de aceptacién se
fij6 en la media de los participantes para cada método * 0,25 log,,,.
Los estandares VIH-2/15 y VIH-4/15 se utilizaron también para eva-
luar la repetibilidad de los resultados obtenidos por cada participan-
te. En este caso se calcul6 el diferencial (A) entre ambos valores refe-
ridos por cada centro, expresados en unidades logaritmicas? Se
consider6 aceptable cuando A < 0,5 log,, copias/ml, valor que tiene
en cuenta tanto la variabilidad técnica®® como la bioldgica y que, en
la préctica, es el que se utiliza en el seguimiento de los pacientes para
considerar que se ha producido un cambio significativo de la carga
viral con fines prondsticos, o para el control de la eficacia del trata-
miento.

Control del virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1): resultados de los diferentes laboratorios (L) expertos para cada estandar y técnica?

Estandar PCR-RT Abbott (L-A) kPCR Siemens (L-B) PCR-RT TagMan Roche (L-C)
Copias/ml Log,, Copias/ml Log,, Copias/ml Log,,
VIH-1/15 36.077 4,56 39.400 4,60 51.400 4,71
VIH-2/15 3.094 3,49 2.140 333 2.430 3,39
VIH-3/15 310 2,49 1.110 3,05 351 2,55
VIH-4/15 2.515 3,40 3.423 3,53 2290 3,36
VIH-5/15 <40 - <37 - <20 -

PCR-RT: reaccién en cadena de la polimerasa real time.
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Resultados del control VIH-1

Se envi6 el material de control a 100 participantes, de los que 94
remitieron respuesta (94,0%). El método mas empleado fue la PCR-RT
Tagman® de Roche (80,8%), seguido por la PCR-RT de Abbott (8,6%),
la KPCR de Siemens (6,4%), la PCR-RT de Qiagen (2,1%) y el resto de
participantes (2,1%) informaron otras técnicas distintas (NASBA-RT
Nuclisens® de bioMérieux y PCR-RT in house). Todos los participantes
emplearon técnicas de PCR-RT.

En la tabla 2 se resumen los resultados para cada método comer-
cial. Desde el punto de vista de la especificidad, los resultados fueron
muy buenos, puesto que ningln participante detecté genoma de
VIH-1 en el estandar negativo (VIH-5/15). En cuanto a la variabilidad
de los resultados, la mayor parte de los que se encuentran fuera del
intervalo de aceptacion se correspondieron con el estandar VIH-3/15
(estandar con menor carga viral). Asimismo, de la tabla 2 se puede
deducir la existencia de una variabilidad intermétodo, que se confir-
ma cuando se analizan los resultados individuales de los participan-
tes (no se muestran), de modo que los valores obtenidos con el mis-
mo estandar utilizando 2 métodos no son siempre comparables.
Estos resultados, en su conjunto, son similares a los obtenidos en el
Programa de CCS de otros afios*®.

En cuanto a los métodos de PCR-RT, el comercializado por Ro-
che (Tagman®) obtiene un 6,6% de resultados fuera del limite de
aceptacion, el de Abbott un 5,0% y el de Siemens un 6,7%, todos
ellos muy similares, si bien hay que tomar estos 2 altimos datos
con mucha cautela pues el niimero de participantes que utiliza-
ron estos métodos es muy bajo (de 8 a 6, dependiendo de la téc-
nica).

Por otro lado, todos los centros informaron bien al menos 1 de los
5 estandares. Mientras que un 18,0% de los participantes fallé en 1 de
los estandares, un 4,3% en 2 y otro 4,3% en 4.

En cuanto a los resultados del estudio de repetibilidad, el 97,9% de
los participantes obtuvo resultados reproducibles (A < 0,5 log,,);
siendo la diferencia entre ambos valores inferior al 0,1 log,, en la
mayoria de los centros. Por lo que respecta a las excepciones, hubo 2
casos en los que los resultados no fueron reproducibles.

Comentarios y conclusiones del control VIH-1

En términos generales, los resultados aqui presentados dan una
idea de la variabilidad que se puede obtener en el laboratorio en la
practica diaria y con una prueba de importante trascendencia como
es la carga viral del VIH-1. Cuando se observa la variabilidad intermé-
todo (incluso eliminando los resultados extremos y aberrantes), esta
se aproxima, y en ocasiones supera, a las 0,5 unidades logaritmicas,
el valor limite usado en clinica para establecer un cambio significati-
vo de carga viral, lo que refuerza la conveniencia de no cambiar de
laboratorio en el seguimiento habitual de los pacientes.

Es importante sefialar que el porcentaje de valores que se sittia
fuera del intervalo de aceptacién de + 0,25 log,, copias/ml alrededor
de la media para cada técnica no fue muy alto, y que la mayor expe-
riencia se obtiene con la técnica PCR-RT Roche. El resto de métodos
se emplean por pocos centros, por lo que las conclusiones obtenidas
a partir del andlisis de sus datos deben ser tomadas con cautela.

Como es habitual en este tipo de control, se introdujeron 2 mues-
tras idénticas con el fin de evaluar la repetibilidad de los resultados
de un determinado laboratorio. Los datos obtenidos son buenos, pese
a que 2 centros no superasen la prueba.

Cuando se analiza la especificidad, los resultados también son muy
buenos. No hubo ningiin resultado falsamente positivo ni negativo.

A modo de resumen, los datos aqui analizados pueden considerarse
aceptables y coherentes con lo esperado, a pesar de algunas desviacio-
nes, que muestran la posibilidad de obtener resultados erréneos en
cualquier laboratorio. De ahi la necesidad de introducir acciones de
control interno y externo que reduzcan la aparicion de dichas desvia-
ciones, entre ellas, la participacion en ejercicios de intercomparacion
externos®", como los representados por el Programa de CCS.

Control de calidad del VHC
Caracteristicas del material remitido

En el control de carga viral del VHC se remitieron 2 estandares de
plasma congelado (VHC-1/15 y VHC-2/15) obtenidos de 2 pacientes

21:11::021 del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1): andlisis de los resultados dentro de limites segtin el método comercial utilizado
Estandar
VIH-1/15 VIH-2/15 VIH-3/15 VIH-4/15 VIH-5/15

PCR-RT TagMan Roche

Media log, 4,62 3,39 2,54 3,39 Indetectable

Limites aceptables® 4,37-4,87 3,14-3,64 2,29/2,79 3,14-3,64 -

Dentro de limites 71/76 71/76 64/76 7376 76/76
PCR-RT Abbott

Media log, 4,66 3,40 2,54 3,40 Indetectable

Limites aceptables® 4,41-4,91 3,14-3,64 2,29-2,79 3,15-3,64 -

Dentro de limites 8/8 8/8 6/8 8/8 8/8
Versant® kPCR Siemens

Media log, 4,63 3,48 3,00 3,48 Indetectable

Limites aceptables® 4,38-4,88 3,23-3,73 2,75-3,25 3,23-3,73 -

Dentro de limites 5/6 6/6 5/6 6/6 6/6

PCR-RT: reaccién en cadena de la polimerasa real time.
aSe calcul6 sobre cada método, excluyendo los valores aberrantes.
bMedia + 0,25 log,, copias/ml.
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distintos con viremia por el VHC, buscando unos contenidos aproxi-
mados en Ul/ml preestablecidos. Una vez realizadas las alicuotas, se
conservaron a una temperatura de -80 °C hasta el momento de su
envio, que se hizo en nieve carbénica y con entregas inferiores a las
24 h. Ambos estandares, previamente a su envio, habian sido anali-
zados por 2 laboratorios expertos diferentes, cada uno de los cuales
empleé un método comercial diferente, confirmandose los valores
tedricos aproximados (tabla 3): PCR-RT de Roche Diagnostics
(Tagman® [PCR-RT Roche]) y de Abbott Diagnostics (PCR-RT Abbott).
También se solicit6 la realizacion del genotipado a todos los partici-
pantes que en sus centros dispusieran de dicha técnica. En esta oca-
sion, el genotipado se debia realizar con el estindar VHC-1/15 y su
valor asignado fue genotipo 2, realizado por PCR-RT de Abbott (geno-
tipo 2) e hibridacién inversa INNOLiPA —Versant, Siemens— (genoti-
po 2a/2c). De este modo, se consideraron respuestas validas todas las
que se informaron dentro del genotipo 2 (incluyendo los diferentes
subtipos).

Criterios de evaluacion

Los 2 estandares se analizaron de forma cuantitativa (log,, Ul/ml)
comparando los resultados individuales obtenidos por cada partici-
pante respecto al intervalo de confianza (IC) del 95% (media + 1,96 DE
[desviacion estandar]) de todos los que utilizaron su mismo método
comercial™®, Al igual que con el control del VIH-1, para el calculo de
la media y de la DE se excluyeron los valores extremos y aberrantes’.

Resultados del control VHC

En este control se remitieron muestras a 99 laboratorios, de los
que respondieron 93 (93,9%). De ellos, 73 realizaron también el geno-
tipado del VHC, lo que supone el 78,5% del total de participantes que
enviaron hoja de respuesta.

La técnica utilizada mayoritariamente por los participantes para
la realizacion de la carga viral fue la amplificacién por PCR-RT, espe-
cialmente con el sistema comercial Tagman® de Roche (72 centros, el
77,4%). Doce participantes (12,9%) utilizaron la PCR-RT de Abbott, 3
la PCR-RT de Qiagen Diagnostics (3,2%), 5 la KPCR Versant de Siemens
(5,4%) y 1 1a PCR in house (PCR de desarrollo propio).

La tabla 4 resume los datos para el total de participantes. La varia-
bilidad fue similar en términos de desviacion respecto a la media en
ambos estandares (VHC-1/15 y VHC-2/15). Cuando se comparan to-
dos los resultados informados, independientemente de la técnica
empleada, el 91,3% se encuentra dentro del intervalo de aceptacion.
Cabe destacar que 2 centros obtuvieron ambos valores fuera del in-
tervalo aceptable cuando el calculo se hizo sobre el total de partici-
pantes para todos los métodos y ninguno cuando se compararon solo
con los que emplearon su misma técnica. De forma general y una vez
eliminados los valores aberrantes, los resultados obtenidos fueron
considerados buenos.

La tabla 5 resume los resultados comparados por cada una de las
técnicas con la media de los que usan su mismo método, aunque
dado el bajo nimero de participantes para algunas de ellas (PCR-RT
Abbott y kKPCR Siemens), estos resultados deben tomarse con pru-

Tabla 3
Control del virus de la hepatitis C (VHC): resultados de los laboratorios (L) expertos
para cada estandar y técnica

Estandar PCR-RT Abbott (L-A) PCR-RT Tagman Roche (L-B)
Ul/ml Log,, Ul/ml Log,,

VHC-1/15 212.910 5,33 145.668 5,16

VHC-2/15 3.612 3,56 4139 3,62

PCR-RT: reaccién en cadena de la polimerasa real time.

Tabla 4
Control del virus de la hepatitis C (VHC): resultados comparados sobre el total
de participantes, con independencia de la técnica utilizada?

Estandar
VHC-1/15 VHC-2/15
Media log,, 4,74 3,69
Media log,, + 1,96 DE 4,08-5,41 3,37-4,00
Dentro de limites 84/91" 86/93

DE: desviacion estandar.
*Expresados en log,, Ul/ml.
"Dos centros no realizaron la determinacién en este estandar.

Tabla 5
Control del virus de la hepatitis ¢ (VHC): andlisis de los resultados dentro de limites
segiin el método comercial utilizado?

Estandar
VHC-1/15 VHC-2/15
PCR-RT TagMan Roche
Media log,, 4,77 3,73
Limites aceptables® 4,20-5,34 3,55-3,92
Dentro de limites 65/70¢ 70/72
PCR-RT Abbott
Media log,, 4,79 3,51
Limites aceptables® 4,19-5,40 3,42-3,60
Dentro de limites 12/12 10/12
KPCR Versant (Siemens)
Media log,, 4,09 2,68
Limites aceptables® 3,69-4,48 2,49-2,86
Dentro de limites 5/5 4/5

PCR-RT: reaccién en cadena de la polimerasa real time.
*Expresado en Log,, Ul/ml.
"Media + 1,96 DE.
“Dos centros no realizaron la determinacion en este estandar.

dencia. En general, los valores obtenidos quedaban comprendidos
dentro del margen aceptable (IC del 95% de la media de los partici-
pantes por cada técnica), destacando que debido a la técnica, PCR-RT
Tagman® Roche fue la mas ampliamente utilizada (72 participantes),
las conclusiones que de ella se derivan son las mds consistentes. Me-
diante esta técnica, 7 de los 142 resultados analizados (4,9%) queda-
ron fuera del intervalo de aceptacion, de los cuales 5 se obtuvieron
con el estandar VHC-1/15y 2 con el VHC-2/15. Se detectd carga viral
en todas las ocasiones en que se emple6 esta técnica. Ningtn centro
present6 ambos estandares fuera de los limites de aceptacién. Cabe
destacar que, en la gran mayoria de las ocasiones, se obtienen resul-
tados dentro del intervalo aceptable.

En cuanto al resto de métodos, resaltar que con el sistema PCR-RT
de Abbott, empleado por 12 centros, de los 24 valores informados 2
estaban fuera del intervalo de aceptacion, lo que supuso que el 91,7%
del total de valores informados para ambos estandares se situaran
dentro de dicho intervalo. Por lo que respecta a los resultados que que-
daron fuera de dicho intervalo, 2 se correspondieron con el estandar
VHC-1/15 y otros 2 con el VHC-2/15. Por lo que respecta a la kPCR
Versant de Siemens, del total de valores informados para ambos estan-
dares (n = 10), 1 se encontraba fuera del intervalo de aceptacion.
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No se muestran los datos de los métodos PCR-RT de Qiagen y la
PCR in house porque fueron empleados por muy pocos centros.

Aunque no es posible hacer un andlisis estadistico de correlacion
de valores, las medias obtenidas con la PCR-RT Tagman de Roche y la
de Abbott fueron bastante homogéneas y, en conjunto, podriamos de-
cir que los métodos son razonablemente comparables entre si.

De los 93 participantes que contestaron al control, 74 realizaron
el genotipado del VHC (79,6%), aunque uno de los centros no consig-
n6 finalmente el resultado por problemas durante su realizacién, por
lo que el porcentaje real de determinaciones informadas fue del
78,5%. Todos informaron genotipo 2 o un subtipo dentro del genotipo
2, de acuerdo a las posibilidades del método empleado.

El método que se utiliz6 de forma mayoritaria por los participantes
fue la hibridacién inversa (71,2%), seguido de la PCR-RT (19,2%) y la
secuenciacién (9,6%). De los 47 participantes que emplearon el sistema
de INNOLiPA HCV (Versant, Siemens), 45 emplearon la versién 2.

La marca comercial mas empleada fue INNOLiPA HCV de Siemens
(64,4%); con ella la mayoria de los genotipos informados se correspon-
dieron con 2a/2c (85,1%). La técnica Linear Array HCV de Roche fue
usada por el 6,8% de los participantes, informando todos ellos genoti-
po 2 (3 de ellos especificaron que emplearon el sistema Cobas® 4800).
Respecto a los equipos basados en una PCR-RT, con el de Abbott y el de
desarrollo propio se informé siempre genotipo 2, mientras que con el
equipo de Qiagen se informé como 2a. En cuanto a la secuenciacion,
todos emplearon técnicas de desarrollo propio, siendo el genotipo mas
informado el 2c (57,1%). Los datos se muestran en la tabla 6.

Comentarios y conclusiones del control VHC

Desde el punto de vista de valoracién general de los resultados,
los aqui presentados deben ser considerados como buenos y cohe-
rentes con lo esperado. La mayor parte de los participantes incluyen
sus resultados individuales dentro del intervalo de aceptacién (IC del
95%). Ademas, no se detectaron resultados falsamente negativos.

Por lo que se refiere al andlisis por técnicas comerciales, no es
posible obtener datos concluyentes, debido a la utilizacién mayorita-
ria de un determinado método. Cabe resaltar la importancia de todas
las fases del proceso diagndstico microbiolégico, incluyendo la fase
preanalitica.

Control de calidad del VHB
Caracteristicas del material remitido

En el control de carga viral de VHB se remitieron 2 estandares de
plasma congelado (VHB-1/15 y VHB-2/15) obtenidos de 2 pacientes

distintos con viremia por el VHB, buscando unos contenidos aproxi-
mados en Ul/ml preestablecidos. Una vez realizadas las alicuotas, se
conservaron a una temperatura de —-80 °C hasta el momento de su
envio, que se hizo en nieve carbénica y con entregas inferiores a las
24 h. Ambos estandares se habian analizado, previamente a su envio,
por 2 laboratorios diferentes, cada uno de los cuales empleé un mé-
todo comercial diferente, confirmandose los valores teéricos aproxi-
mados (tabla 7): PCR-RT de Roche Diagnostics (Tagman® [PCR-RT
Roche]) y de Abbott Diagnostics (PCR-RT Abbott).

Criterios de evaluacion

Los 2 estandares se analizaron de forma cuantitativa (log,, Ul/ml)
comparando los resultados individuales obtenidos por cada partici-
pante respecto al IC del 95% (media + 1,96 DE) de todos los que utili-
zaron su mismo método comercial'>'%, Al igual que con el control del
VIH-1y del VHC, para el calculo de la media y de la DE se excluyeron
los valores extremos y aberrantes’.

Resultados del control VHB

En este control se remitieron muestras a 86 laboratorios, de los
que 80 respondieron (93,0%). Como sucede con los otros controles de
carga viral (VIH-1 y VHC), el método informado por la gran mayoria
de los participantes fue la PCR-RT por el sistema Cobas Tagman® de
Roche (60 centros, 75%), seguida a distancia por la PCR-RT de Abbott
(11 participantes, 13,8%) y la kPCR de Versant de Siemens (5 centros,
6,2%). Por 1ltimo, 3 centros realizaron la PCR-RT de Qiagen y 1 una
PCR de desarrollo propio.

La tabla 8 resume los datos para el total de participantes. La varia-
bilidad fue algo mayor en términos de desviacion respecto a la media
para el estandar VHB-1/15 (estandar de mayor carga viral). Del total
de resultados informados, se encontraban dentro del intervalo de
aceptacion alrededor del 93,1%. Cabe destacar que 4 participantes
obtuvieron ambos valores fuera del intervalo aceptable (2 de ellos
por posible error en la fase pre- o postanalitica). En todas las ocasio-
nes se detecta carga viral en ambos estandares. En general, una vez
eliminados los resultados aberrantes, estos fueron buenos.

La tabla 9 resume los resultados comparados por las técnicas em-
pleadas mayoritariamente con la media de los que usan su misma
técnica. No se muestran los datos de la PCR-RT de Qiagen y de la de
desarrollo propio, porque se emplearon por muy pocos centros. En
general, los valores obtenidos quedaban comprendidos dentro del
margen aceptable (IC del 95% de la media de los participantes por
cada técnica). Debido a que la técnica de PCR-RT Tagman® Roche fue
la mas ampliamente utilizada, las conclusiones que de ella se derivan

Xanl;llias?s de los resultados del genotipado del virus de la hepatitis C (VHC) (estandar VHC-1/15)

Método Marca Genotipo 2a/2¢? Genotipo 2b? Genotipo 2¢? Genotipo 22 Genotipo 2a* Total®

Hibridacién inversa INNOLiPA HCV v1 (Siemens) 2 (100) - - - 2(2,7)
INNOLiPA HCV v2 (Siemens) 1(2.2) 1(2.2) 5(11,1) = 45 (61,6)
Linear array HCV (Roche) - - 5(100,0) - 5(6,8)

PCR-RT Abbott RT HCV = = 12 (100,0) = 12 (16,4)
Qiagen - - - 1(100,0) 1(1,4)
Desarrollo propio - - 1(100,0) - 1(1,4)

Secuenciacién Desarrollo propio 2(28,6) 4(571) 1(14,3) - 7(9,6)

Total = 42 (57,5) 1(1,4) 5(6,8) 24(32,9) 1(14) 73 (100,0)

PCR-RT: reaccién en cadena de la polimerasa real time.
*Entre paréntesis, % respeto a los centros que realizan su mismo método y marca.
Entre paréntesis, % respecto al total de centros participantes.
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Tabla 7
Control del virus de la hepatitis B (VHB): resultados de los laboratorios (L) expertos
para cada estandar®

Estandar PCR-RT Abbott (L-A) PCR-RT Tagman Roche (L-B)
Ul/ml Log,, Ul/ml Log,,

VHB-1/15 164.505 5,22 103.000 5,01

VHB-2/15 1914 3,28 1.208 3,08

PCR-RT: PCR-RT: reaccion en cadena de la polimerasa real time.

Tabla 8
Control del virus de la hepatitis B (VHB): resultados comparados sobre el total
de participantes, con independencia de la técnica utilizada™

Estandar
VHB-1/15 VHB-2/15
Media log,, 5,04 3,01
Media log,, + 1,96 DE 4,61-5,47 2,74-3,28
Dentro de limites 76/80 73/80

DE: desviacién estandar.
*Expresados en Log,, Ul/ml.

Tabla 9
Control del virus de la hepatitis B (VHB): andlisis de los resultados dentro de limites
segtin el método comercial utilizado?

Estandar
VHB-1/15 VHB-2/15

PCR-RT TagMan Roche

Media log,, 4,96 3,03

Limites aceptables® 4,62-5,30 2,81-3,25

Dentro de limites 54/60 55/60
PCR-RT Abbott

Media log,, 5,31 2,97

Limites aceptables® 5,14-5,47 2,65-3,29

Dentro de limites 9/ 8/11
KPCR Versant (Siemens)

Media log,, 524 2,81

Limites aceptables® 4,96-5,52 2,69-2,93

Dentro de limites 5/5 5/5

PCR-RT: reaccién en cadena de la polimerasa real time.
*Expresado en Log,, Ul/ml.
bMedia + 1,96 DE.

son las mas consistentes. Mediante esta técnica, un total de 11 resul-
tados de los 120 informados (9,2%) quedaron fuera del intervalo de
aceptacion, de los cuales 6 se obtuvieron con el estandar VHB-1/15y
los otros 5 con el VHB-2/15, y en todas las ocasiones se detect6 carga
viral. Por otro lado, en 1 de los 3 centros que no presentaron ninguno
de sus valores dentro del intervalo de aceptacion, la causa de dicha
desviacion podria deberse a un error de trascripciéon de los resulta-
dos en la pagina web (fase postanalitica) o a un error de etiquetado

(fase preanalitica), ya que parecia que los resultados de ambos estan-
dares estaban intercambiados.

En cuanto al sistema de PCR-RT de Abbott, 8 de los 11 participan-
tes que emplean esta técnica tienen ambos valores dentro del inter-
valo de aceptacion (72,7%). Dos de los 3 centros restantes no presen-
taron ningdn estandar dentro de los limites de aceptacién (1 por
posible error pre- o postanalitico) y 1 present6 solo 1 de los valores
dentro del intervalo.

Respeto al sistema de kPCR de Siemens, todos los participantes
que lo emplearon obtuvieron resultados dentro de los limites de
aceptacién (100,0%).

Comentarios y conclusiones del control VHB

Desde el punto de vista de valoracién general de los resultados,
los aqui presentados se deben considerar como aceptables y cohe-
rentes con lo esperado. En todas las ocasiones se detecta carga viral
y, por tanto, no se detectan resultados falsamente negativos. Por otro
lado, se han detectado posibles errores de transcripcion de los datos
en la web o del etiquetado de los estandares (error fase postanalitica
o fase preanalitica).

La mayor parte de los participantes incluye sus resultados indivi-
duales dentro del intervalo de aceptacién (IC del 95%). No obstante,
es importante que los laboratorios, de forma individual, mantengan
un alto grado de vigilancia sobre la calidad de sus resultados en el dia
a diay, en caso necesario, introduzcan las medidas correctoras opor-
tunas. Por lo que se refiere al andlisis por técnicas comerciales, no es
posible obtener datos concluyentes, debido a la utilizacién mayorita-
ria de un determinado método.

Conflicto de intereses
Los autores declaran no tener ningdn conflicto de intereses.
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RESUMEN

Palabras clave:
Hepatitis E La infeccion por el virus de la hepatitis E (VHE) es una enfermedad muy prevalente en paises en vias de

Virus de la hepatitis E desarrollo, llegando a causar aproximadamente 3,5 millones de casos sintomaticos y 70.000 muertes anua-

Zoonosis virales les, seglin datos recientes de la Organizacién Mundial de la Salud. En paises desarrollados, no se conoce

Hepatitis agudas atn con exactitud la prevalencia de anticuerpos frente al VHE (anti-IgG-VHE) e incluso en Espafia puede
variar desde el 0,6 hasta el 12% en poblacién general segiin la zona geografica o la metodologia utilizada. La
hepatitis E se considera una zoonosis en paises desarrollados, pero otras vias de transmision permanecen
desconocidas. Un aspecto interesante de las manifestaciones clinicas es que puede producir desde infeccio-
nes asintomaticas hasta fallo hepatico fulminante y variadas manifestaciones extrahepaticas. En pacientes
trasplantados e inmunodeprimidos en general, el VHE causa hepatitis crénicas en un elevado niimero de
casos. El diagnéstico de laboratorio es facil de realizar y se basa en estudios seroldgicos y la deteccién del
ARN-VHE en sangre. El tratamiento con ribavirina da buenos resultados en la mayoria de los casos. En
cuanto a la prevencion, la vacuna es una buena opcién en paises endémicos, pero no se ha evaluado en
paises de baja prevalencia o en pacientes de riesgo como trasplantados hepaticos. En Espaiia se han comu-
nicado un nimero importante y creciente de hepatitis E autéctonas, por lo que es imprescindible conocer
las situaciones clinicas en las que se debe sospechar y confirmar su diagndstico en el laboratorio.
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Hepatitis E: current state in Spain
ABSTRACT

Keywords:
Hepatitis E Hepatitis E virus (HEV) infection is highly prevalent in developing countries, accounting for approximately

Hepatitis E virus
Viral zoonoses
Acute hepatitis
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3.5 million asymptomatic infections and 70,000 deaths annually, according to World Health Organization
estimations. In developed countries, the prevalence of HEV-IgG antibodies is not fully known, and in Spain
it can range from 0.6% to 12% among the general population in different geographical areas. In developed
countries, hepatitis E is considered a zoonotic infection, but other routes of transmission remain unknown.
An interesting aspect regarding clinical manifestations is that they can vary from asymptomatic infection
to fulminant hepatitis and various extrahepatic manifestations. Moreover, HEV can cause chronic hepatitis
in a large number of transplanted and immunosuppressed patients. Diagnosis is based on serological
studies and detection of viral RNA in blood. Treatment with ribavirin is successful in most cases. The
vaccine is a good option to prevent the infection in developing countries, but has not been evaluated in low
prevalence countries or in risk groups such as liver transplant patients. In Spain, a large and growing
number of autochthonous cases of hepatitis E have been reported. It is therefore essential to determine the
clinical scenarios where a diagnosis of hepatitis E must be confirmed in the laboratory.
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Introduccién

El virus de la hepatitis E (VHE), perteneciente a la familia Hepe-
viridae, es la principal causa de hepatitis viral en los paises en vias
de desarrollo, originando aproximadamente 20 millones de infec-
ciones y 70.000 muertes al afio’. La via de transmision fecal-oral es
la mas frecuente en areas endémicas, pero en zonas desarrolladas
donde se han comunicado numerosos casos autéctonos en estos
altimos afios, la hepatitis E (HE) es una zoonosis. Aun asi, no es
posible establecer la via de transmisién en la mayoria de los pacien-
tes infectados. Hay todavia muchos puntos oscuros en relacién con
la epidemiologia, pues en algunos paises hay una alta prevalencia
de anti-IgG-VHE y, sin embargo, una baja incidencia de la enferme-
dad. La infeccién puede cursar de manera asintomatica, producir
hepatitis aguda autolimitada o hepatitis cronica en pacientes inmu-
nodeprimidos. Cada vez se conocen mdas manifestaciones extrahe-
paticas de esta infeccion, especialmente las neuroldgicas, hasta tal
punto de que el 8% de los casos de Guillain-Barré son atribuidos al
VHE?2, El diagnéstico de la HE se basa en el cuadro clinico y, princi-
palmente, en las pruebas de laboratorio para detectar anticuerpos
IgG e IgM (anti-IgG-VHE y anti-IgM-VHE). En Espafia, se conoce que
el virus circula en aguas residuales y en otros reservorios como cer-
dos, mariscos, frutas y verduras. La prevalencia de anti-IgG-VHE es
del 0,6 al 12% en poblacion general, similar a la de otros paises in-
dustrializados, pero parece baja en un pais donde el consumo de
carne de cerdo y productos derivados es importante. En los casos en
los que se ha podido aislar la cepa se ha comprobado que pertenece
al genotipo 3f, el predominante en la cabafia porcina y también en
otros paises industrializados®4. Se han comunicado gran cantidad
de casos autéctonos de hepatitis agudas, crénicas en inmunodepri-
midos, algln caso aislado en inmunocompetentes e incluso hepati-
tis fulminantes, en distintas comunidades geograficas de nuestro
pais®?, pero desafortunadamente la HE atin no ocupa el lugar que le
corresponde en el diagnéstico diferencial de los cuadros hepaticos
y no se demandan las pruebas de laboratorio necesarias para cono-
cer la incidencia real. Asimismo, se necesitan estudios epidemiold-
gicos para esclarecer la verdadera incidencia de esta infeccién y
algunos mecanismos de transmisién que atin permanecen descono-
cidos. En esta revision se abordan los avances en diferentes aspec-
tos de la infeccion por el VHE, haciendo especial referencia a la si-
tuacién epidemioldgica de Espafia.
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Virologia

El VHE presenta un tamafio entre 32 y 34 nm, es desnudo y con
simetria helicoidal. Posee una densidad de flotaciéon en CsCl entre
1,39 y 1,40 g/ml, y un coeficiente de sedimentacién de 183S°. El ge-
noma del VHE tiene una longitud que varia entre 6,6 y 7,3 kb y se
compone de una Gnica hebra de ARN de polaridad positiva con 3
regiones de lectura abierta (ORF, open reading fragments): ORF1, ORF2
y ORF3'°, El ORF1 es la zona mas extensa (5 kb) y la que posee mayor
heterogeneidad entre los diferentes aislados. Se localiza en la regién
5"y codifica una poliproteina de aproximadamente 1.693 aminoaci-
dos, que posteriormente dara lugar a las proteinas no estructurales
involucradas en la replicacién y en el procesamiento de las proteinas
virales. El ORF2 estd localizado en la region 3’, presenta una longitud
de unas 2 kb y codifica la principal proteina estructural que da lugar
a la capside viral. El ORF3 (369 pb) es la regién mas pequefia, y se
solapa parcialmente con el ORF1 y el ORF2. Codifica una fosfoprotei-
na que modula la actividad celular™. El ARN también contiene regio-
nes que no se traducen (UTR) en los extremos 3’y 5'. Recientemente
se ha identificado otra region, denominada ORF4, a partir de un ais-
lado de VHE perteneciente al genotipo 1, que intervendria en la repli-
cacién viral'.

Clasificacion

Existe una gran diversidad entre los diferentes aislados del VHE,
aunque solo se ha identificado un serotipo®. Se han propuesto varias
clasificaciones del VHE en genotipos y subtipos''. En julio de 2014, el
Comité Internacional de Virologia Taxonémica', reunido en Montreal,
Canada, clasific6 el VHE en la familia Hepeviridae (tabla 1). Esta familia
esta dividida en 2 géneros, el género Orthohepevirus, que incluye todas
las cepas de VHE aisladas en mamiferos y aves, y el género Piscihepe-
virus, en el que solamente existe una cepa VHE, aislada en la trucha
degollada. Dentro del género Orthohepevirus hay varias especies: Or-
thohepevirus A, en el que se incluyen aislados en humano, cerdo, jaba-
li, ciervo, mangosta, rata, conejo y camello; Orthohepevirus B, en el que
estan los aislados VHE en aves; Orthohepevirus C, detectados en la rata
bandicota indica, la musarafia almizcle asiatica, el hurén y el visén, y
Orthohepevirus D, en el que estarian clasificados los aislados en mur-
ciélago. Dentro de la especie Orthohepevirus A, existen en la actualidad
5 genotipos descritos que infectan al hombre (G1, G2, G3,G4y G7)y 2

Tabla 1
Clasificacién de la familia Hepeviridae
Familia Género Especies Genotipo Origen
Hepeviridae Orthohepevirus Orthohepevirus A 1 Humano
2 Humano
3 Humano, animal (cerdo, mangosta, conejo, ciervo, rata)
4 Humano, animal (cerdo)
5 Animal (jabali)
6 Animal (jabali)
7 Animal (camello), humano
Orthohepevirus B - Animal (aviar)
Orthohepevirus C C1 Animal (rata bandicota, musarafia almizcle)
Cc2 Animal (hurén, visén)

Orthohepevirus D

Piscihepevirus Piscihepevirus A

Animal (murciélago)

Animal (trucha degollada)
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genotipos que afectan solamente a animales (G5 y G6)°. El género Or-
thohepevirus C incluye dos genotipos, el C1, en el que se incluyen los
aislados en la rata bandicota indica y en la musarafia almizcle asiatica,
y el C2, encontrado en el hurén y el visén?.

El G1 incluye la cepa humana Birmania (prototipo) y cepas de
Asia, Oriente Medio y el norte de Africa. El G2 consiste en una cepa
humana de México (prototipo) y varias cepas aisladas en Africa. El G3
comprende cepas humanas y animales de Estados Unidos, Europa,
Argentina, Canad4, Nueva Zelanda y Asia. El G4 incluye cepas huma-
nas y animales identificados en Asia y Europa'. El G7 se ha aislado
en camellos. Recientemente, el G7 también se ha encontrado en un
paciente trasplantado hepatico de Oriente Medio, que habia consu-
mido carne y leche de camello®. Estos datos apoyan la naturaleza
zoonotica del G3, G4y G7.

La cepa de VHE encontrada en la trucha degollada se ha clasifica-
do en un género diferente, denominado Piscihepevirus A. Este aislado
posee la misma disposicién genémica que se observa en todos los
aislados de la familia Hepeviridae, aunque existen diferencias en la
secuencia de aminodacidos. Estas similitudes varian segiin los ORF
comparados en las cepas VHE detectadas en aves, ratas y mamiferos,
siendo del 42 al 49% en el ORF1, del 42 al 55% en el ORF2 y del 20 al
29% en el ORF3S.

Epidemiologia

La infeccién por VHE se encuentra distribuida en todo el mundo,
siendo Asia oriental y meridional las zonas que tienen las tasas mas
altas de prevalencia®. Diferentes estudios han demostrado que el
VHE se ha extendido a nivel mundial?. En la tabla 24634456977 ge
muestra la prevalencia de anticuerpos frente al VHE detectada en
diversos estudios realizados en Espafia. Los genotipos encontrados

varian dependiendo de la region geografica. Asi, el G1 (Asia central y
del sur y Africa del norte) y el G2 (Africa occidental y México) son
predominantes en los paises en desarrollo, mientras que el G3 se
encuentra sobre todo en el continente americano y Europa, y el G4 es
mas comtn en China.

Independientemente de la distribucién global, la mayoria de los
casos de esta enfermedad se produce en los paises menos desarrolla-
dos. Asi, la OMS reconoce que la HE es un importante problema de
salud publica, produciéndose aproximadamente 20 millones de in-
fecciones por hepatitis E cada afio, que causan mas de 3,3 millones
de casos de hepatitis aguda y 70.000 muertes’.

Formas de presentacion (epidémica frente a esporadica)

La infeccién VHE tiene 2 formas de presentacién: epidémica y/o
esporadica. La forma epidémica se produce en paises en vias de de-
sarrollo y se debe, principalmente, al consumo de agua contaminada
con material fecal??, tras desastres naturales o bien por hacinamiento
de personas en campos para desplazados. Cuando se produce una
epidemia de HE, aproximadamente entre el 1y el 15% de la poblacion
se ve afectada, y afecta en mayor medida al sexo masculino®. La in-
feccién por VHE esta considerada como endémica en la India, Asia
central, Africa y México. Segtin los Centers for Disease Control, la
India es uno de los paises donde el VHE es el responsable del 40% de
las hepatitis agudas virales. De hecho, la primera epidemia asociada
a este virus ocurrié en Nueva Delhi en 1955%, y una de las mas re-
cientes se ha producido en 2014 en Biratnagar, Nepal®.

En los paises industrializados, la enfermedad se presenta de for-
ma esporadica. En la mayoria de los casos se atribuia a pacientes que
habian viajado a zonas endémicas?5-?¢ o bien a casos importados por
inmigrantes. Sin embargo, en los Gltimos afios se han descrito nume-

Tabla 2
Prevalencia de virus de la hepatitis E (VHE) detectada en Espafia
Poblacién Nimero de muestras Prevalencia VHE Referencia
18G (%) IgM (%) ARN (%)

Hepatitis aguda (Cadiz) 336 8,92 7,73 2,7 71
Hepatitis aguda (Catalufia) 392 6 - 2,5 5
Hepatitis aguda (Zaragoza) 370 - 73 - 6
Pacientes VIH (Cérdoba) 894 21,4 9.8 0,5 72
Pacientes VIH (Catalufia) 238 9 - 12 73
Pacientes VIH (Madrid) 448 10,4 - - 69, 70
Pacientes VIH (Mostoles) 200 12,5 - - 4
Pacientes VHC (Mdstoles) 200 40 - - 4
Pacientes VIH/VHC (Méstoles) 894 21,4 - 0,5 4
Donantes (Moéstoles) 200 12 - - 4
Donantes (Valencia) 99 4 - - 34
Donantes (Catalufia) 9.998 19,96 - 0,003 45
General (Catalufia) 1.280 73 - - 74
Embarazadas (Madrid) 1.040 3,6 0,67 0 75
Pacientes hemodializados (Madrid) 63 6,3 - - 76
Inmigrantes subsaharianos (Madrid) 90 55 - - 77
Personas en contacto con ganado porcino (Valencia) 113 18,6 0 0 34

Ig: inmunoglobulina; VHC: virus de la hepatitis C; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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rosos casos autéctonos de HE. En este sentido, hay que indicar que
los G3 y G4 son los responsables de estos casos autéctonos en paises
donde esta enfermedad no es endémica, como Espaiia, Estados Uni-
dos y Japén, entre otros®. En estos paises, debido a sus buenas con-
diciones higienicosanitarias, la via de transmisién no seria el agua
contaminada, sino que la mas probable seria el contacto con anima-
les, sobre todo el ganado porcino, que actian como reservorio de este
virus®.

Vias de transmision

En cuanto a las vias de transmision, existen remarcables diferen-
cias seglin el area geografica, al igual que ocurre con la distribucién
de los genotipos del VHE (fig. 1).

La principal via de transmision en paises en vias de desarrollo es
la fecal-oral, ya que estos paises tienen deficientes condiciones higié-
nicas, lo que incrementa la contaminacién de los alimentos y, espe-
cialmente, del agua potable. En general, la contaminacién ocurre
tras lluvias torrenciales, inundaciones o desastres naturales, cuando
el agua de consumo se mezcla con aguas residuales de humanos y
animales. Esta es la ruta de transmision principal para los G1 y G2,
que solo se transmiten entre personas.

Otras vias de transmisién de humano a humano incluyen la trans-
mision sexual®' y la transmision vertical in Gtero>. Las tasas de
transmisién madre a hijo varian entre el 23,3 y el 50% segln diferen-
tes estudios, y son mas frecuentes en el tercer trimestre del embara-
zo. En uno de estos estudios, se observé que se producian mas naci-
mientos prematuros y un aumento de la mortalidad prenatal en el
grupo de mujeres embarazadas infectadas con el VHE®. En cuanto a
la transmisién sexual, no es una ruta muy comn, sin embargo, los
varones homosexuales muestran una mayor prevalencia de anticuer-
pos VHE (20%) que la poblaciéon general, lo que demuestra que esta
via puede ser viable®',

En los paises industrializados, la HE se identifica como una enfer-
medad zoondtica, siendo el cerdo el reservorio principal. En estos
paises, la infeccién se puede adquirir de 2 maneras diferentes, por
contacto directo con animales infectados (veterinarios y manipula-
dores) o bien por la ingestién de alimentos que han estado en con-
tacto con animales infectados o heces. En este sentido, veterinarios,
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personas en contacto con ganado porcino y trabajadores de matade-
ros han demostrado una alta prevalencia de anti-VHE?***. La infec-
cién a través del consumo de carne cruda o poco cocinada también
es comun en Europa y Estados Unidos, hasta el punto que algunos
estudios epidemioldgicos han identificado el consumo de carne de
cazay porcina como un factor de riesgo para la infeccién por VHE?67,
Asimismo es importante resaltar que los purines del ganado porcino
también podrian contaminar los cultivos, asi como el agua de mar. En
este sentido, hay que resaltar que el consumo de marisco crudo tam-
bién podria dar lugar a infeccién por VHE®. Asi, estd documentado
un brote de HE por consumo de marisco que tuvo lugar en 2008 du-
rante un crucero®. El concepto de HE como enfermedad transmitida
por los alimentos es particularmente importante en Europa occiden-
tal, donde la cadena alimentaria es la principal fuente de infeccién.
En Espafia, también se ha comunicado la transmision de este virus a
un paciente a través del consumo de carne de cerdo®.

La concienciacion sobre el VHE transmitido por transfusién esta
aumentando exponencialmente a medida que se van identificando
mas casos, tanto en paises industrializados como en desarrollo. La
primera HE confirmada por transfusién sanguinea en un pais desa-
rrollado tuvo lugar en 2002 en Hokkaido, Japén, cuando un grupo de
investigadores mostré una secuencia idéntica del VHE G4 en un do-
nante de sangre y un paciente que habia recibido esa transfusion
durante una cirugia cardiaca*. Después de la identificacién de otros
casos con las mismas caracteristicas, en Japén se empez6 a realizar el
cribado para el ARN-VHE de donantes de sangre que tenian valores
elevados de ALT (alanina transaminasa). En Reino Unido*? y Francia®,
en 2006 y 2007, se registraron los primeros casos europeos de infec-
ciones por VHE postransfusion. En Espafia, recientemente se ha pu-
blicado un caso de HE aguda en un individuo inmunocompetente
debido a una transfusién sanguinea*. En otro estudio, realizado en
Catalufia, en 10.000 muestras de donantes sanguineos se detecté que
1 de cada 3.333 donaciones era ARN-VHE positivo en el momento de
la donacién® (tabla 3)78%6, Todos estos estudios muestran que cual-
quier producto sanguineo (glébulos rojos, plaquetas, plasma fresco
congelado, etc.) puede transmitir el VHE, sin embargo, la carga viral
requerida para producir la enfermedad, hasta el momento, es incier-
ta*t. Y debido a esta evidencia, en algunos paises, como por ejemplo
Irlanda, se ha introducido en enero de 2016 el cribado VHE universal

ESPORADICA
Paises industrializados

Figura 1. Vias de transmision del virus de la hepatitis E.
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Tabla 3
Tasas de viremia en donantes sanguineos en diferentes paises

Afio del estudio Pais Tasa de ARN-VHE Referencia
positivo en donantes
sanguineos

2000 India 1:27 78

2004 1:67 79

2014 Paises bajos 1:611 80

2013-2014 1:762 81

2013 1:1.761 82

2013 1:2.671 83

2012-2013 1:2.742 80

2014 Alemania 1:671 84

2012 1:1.240 85

2012 1:4.525 86

2007 Japén 1:745 87

2004 1:1.781 88

2005-2015 1:6.173 89

2004-2014 1:15.075 89

2013 China 1:1.790 90

2014 Francia 1:2.218 91

2015 Dinamarca 1:2.331 92

2015 Inglaterra 1:2.848 93

2013 Espafia 1:3.333 45

2013-2014 Irlanda 1:4.997 94

2015 Austria 1:8.416 95

2012 Suecia 1:7.986 86

2015 EE. UU. 1:9.500 96

2013 Escocia 1:14.520 97

VHE: virus de la hepatitis E.

de donantes, y en Inglaterra, en marzo de este mismo aflo, el cribado
VHE selectivo, es decir, solo en los productos sanguineos destinados
a grupos de “alto riesgo”, como los inmunosuprimidos®.

Manifestaciones clinicas

En general, no hay ningtn signo clinico que diferencie la HE aguda
de otras hepatitis virales e incluso de hepatitis autoinmunes, por me-
dicamentos o cualquier otra etiologia. Unicamente, hay que sefialar
la alta tasa de mortalidad en embarazadas en los paises en vias de
desarrollo, y que la hepatitis crénica y las manifestaciones extrahe-
péticas se han comunicado casi exclusivamente en paises desarrolla-
dos?.

Hepatitis aguda

Generalmente es autolimitada, dura aproximadamente 6-7 sema-
nas y los sintomas son similares a otras hepatitis agudas virales. La
ictericia es el signo predominante, aparece en el 40% de los casos y
puede durar hasta 4 semanas. Otros sintomas frecuentes son mial-
gias, fiebre, nauseas, vomitos, dolor abdominal y articular.

En los paises desarrollados, es mucho mas frecuente en varones
que en mujeres y la edad media de los pacientes es aproximadamen-
te de 65 afos, a diferencia de lo que ocurre en las zonas en vias de
desarrollo, en donde la poblacién adulta joven es la mas afectada. Se
desconocen las causas, pero se cree que estan relacionadas con el
mecanismo de adquisicién®.

Hay que resaltar que muchas hepatitis diagnosticadas como auto-
inmunes y por medicamentos son en realidad HE agudas, en las que
no se ha sospechado el diagnéstico correcto y se hace retrospectiva-
mente al estudiar los marcadores anti-IgG-VHE y anti-IgM-VHE*.

Hepatitis crénica

La principal caracteristica de la hepatitis cronica E es la persisten-
cia del ARN-VHE o del anti-IgM-VHE en sangre mas de 6 meses, aun-
que en la practica se considera que, si estos marcadores no han des-
aparecido a los 3 meses, la infeccién tiene muchas probabilidades de
cronificar®,

En todos los casos de hepatitis crénica en los que se ha aislado el
VHE se ha comprobado que estd causada por el G3, excepto en un
paciente en China, en el que se detecté G4. No se ha encontrado nin-
gln caso de infeccion por G1 o G250,

La hepatitis cronica E se observa principalmente en trasplantados
hepéticos y renales, pacientes infectados por el VIH (virus de la in-
munodeficiencia humana), pacientes hematoldgicos que reciben
quimioterapia y, en general, en todos los individuos inmunodeprimi-
dos. Ultimamente se estdn observando casos en pacientes con enfer-
medades autoinmunes tratados con farmacos inmunosupresores
como los inhibidores de factor tumoral®?. No hay que olvidar que
excepcionalmente puede aparecer hepatitis crénica en inmunocom-
petentes, pero Gnicamente se han comunicado 2 casos, uno de ellos
en nuestro pais®°4,

Hepatitis crénica en trasplantados

El primer estudio publicado de hepatitis crénica en trasplantados
de higado y rifién fue en el afio 2008 y desde entonces se han co-
municado muchos mas casos, recientemente también en Espafia®. La
caracteristica mas importante es la alta tasa de cronicidad, aproxi-
madamente del 60%, y la rapida evolucion a fibrosis o cirrosis, por lo
que se requiere un diagnéstico y tratamiento precoces. Se comienza
con una disminucion de la inmunosupresién y, si es necesario, se
instaura un tratamiento con ribavirina.

También se ha observado una hepatitis crénica E en un nifio tras-
plantado hepatico, pero es el Gnico caso documentado® hasta este
momento.

Hepatitis crénica en pacientes con hepatopatia previa

Los pacientes con hepatopatia previa como esteatosis o fibrosis
por alcohol tienen sintomas similares a una hepatitis aguda, pero
rapidamente desembocan en descompensaciéon hepatica y encefalo-
patia (acute on chronic hepatic failure), con una mortalidad elevada
cercana al 70%. En estos casos, el VHE se podria considerar como
oportunista provocando un fallo hepatico agudo. Se cree que es de-
bido a una respuesta inmunol6gica mas severa a la infeccién por
VHE3.

Manifestaciones extrahepdticas

Se han descrito varias manifestaciones extrahepaticas en pacien-
tes con infeccién por el VHE, principalmente hematoldgicas y neuro-
l6gicas. Entre estas dltimas destacan la paralisis de Bell, la menin-
goencefalitis, las polirradiculopatias y, sobre todo, el sindrome de
Guillain-Barré. Ultimamente se ha publicado un estudio en el que se
concluye que el 8% de estos pacientes tienen o han tenido reciente-
mente una infeccién aguda por el VHE? En cuanto a las manifestacio-
nes hematol6gicas aparecen varias semanas o varios meses después
de la infeccién y cursan como trombocitopenia, anemia hemolitica o
purpura de Henoch-Schoenlain. Recientemente se ha descrito en Es-
pafia el primer caso de agranulocitosis asociada al VHE G3°.
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Figura 2. Evolucion de la infeccién por el virus de la hepatitis E (VHE). ALT: alanina
transaminasa; Ig: inmunoglobulina.

Diagnéstico de laboratorio

El diagndstico de laboratorio de la HE se basa principalmente en
la deteccién de anticuerpos frente al virus (anti-IgG-VHE y anti-IgM-
VHE) por métodos inmunoenzimaticos (ELISA) y la deteccion del
ARN (ARN-VHE) mediante reverso transcripcién-reaccién en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) en los casos en que estd indicado.

En la infeccién aguda, los anticuerpos anti-IgM-VHE preceden a
los anti-IgG-VHE, se encuentran al inicio de la sintomatologia clinica
y desaparecen a los 4-5 meses’ (fig. 2). Varios estudios confirman
que los tests disponibles comercialmente tienen diferencias impor-
tantes en cuanto a sensibilidad y especificidad, lo que da lugar a re-
sultados discordantes®®>, Sin embargo, estas pruebas son lo suficien-
temente sensibles, entre el 90 y el 97%5°5', como para utilizarlos de
primera linea en el diagnéstico de infeccién aguda incluso en enfer-
mos inmunodeprimidos®2. Sin embargo, hay que recordar que en es-
tos Gltimos es imprescindible realizar la deteccion del ARN-VHE en
caso de ausencia de anticuerpos anti-IgM-VHE en sangre.

Un problema importante es la reaccién cruzada con otros virus,
especialmente con citomegalovirus y virus de Epstein-Barr, por lo
que conviene descartar infecciones agudas por estos virus®.

Los anticuerpos anti-IgG-VHE aparecen después de los anti-IgM-
VHE y su titulo aumenta hasta la fase de convalecencia, pudiendo
permanecer detectables hasta 14 afios®* después de la infeccién. Su
presencia indica infeccién por VHE, pero no implica que sea aguda a
no ser que se evidencie una seroconversion de anti-IgG-VHE con una
muestra de sangre previa.

El ARN-VHE se encuentra en sangre en todos los pacientes en las
primeras 2 semanas después del inicio de los sintomas y puede per-
manecer detectable hasta 16 semanas®. Aparece en heces 2 semanas
antes de las manifestaciones clinicas y en sangre unos dias después,
pudiendo persistir hasta 4-6 semanas. La sensibilidad y reproducibi-
lidad de las técnicas disponibles, la mayoria caseras, varia mucho. En
este momento no hay ninguna técnica, comercial o casera aprobada
por la Food and Drug Administration®. Por esto, la OMS ha desarro-
llado un estandar internacional con un valor de 250.000 Ul/ml y ha
elegido el G3 por ser el mas extendido y el que origina las hepatitis
crénicas en paises desarrollados®”. En esta variabilidad en los resulta-
dos, unido a que los valores de ARN-VHE en sangre son bajos e inclu-
so ya indetectables cuando el paciente busca atencién médica, se
admite que un resultado negativo no descarta la infeccién por VHE®.
A pesar de esto, la RT-PCR para detectar el ARN-VHE es una técnica
imprescindible para identificar una infeccién activa, confirmar los
resultados seroldgicos y monitorizar el tratamiento. Ademas, hay
que tener en cuenta que en todos los pacientes inmunodeprimidos
siempre se debe realizar la deteccién del ARN-VHE. En unos casos
confirmara el diagnéstico, en otros sirve para identificar una hepati-
tis aguda que se cronifica o bien para monitorizar el tratamiento, si
es necesario.

En la mayoria de los casos, el diagnéstico de hepatitis aguda E no
ofrece problemas. En la figura 3 se propone un sencillo algoritmo
diagnéstico de HE en paises de baja prevalencia.

Tratamiento

En general, la HE aguda solo requiere tratamiento sintomatico y
hay escaso niimero de casos comunicados en la literatura que hayan
requerido la administracién de antivirales. Sin embargo, es impres-
cindible comenzar el tratamiento lo antes posible en el caso de he-
patitis crénica. El antiviral de eleccion, ademas de disminuir la in-
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Figura 3. Algoritmo diagndstico propuesto para hepatitis E (HE) aguda en paises de baja prevalencia. CMV: citomegalovirus; IgG: inmunoglobulina G; VEB: virus de Epstein-Barr;

VHA: virus de la hepatitis A; VHB: virus de la hepatitis B; VHC: virus de la hepatitis C.
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Tabla 4
Cuadros clinicos en los que se debe sospechar hepatitis E (pedir IgG anti-VHE, IgM
anti-VHE y/o ARN-VHE)

Hepatitis aguda con marcadores para HA, HB y HC negativos

Hepatitis agudas con factor de riesgo (animales, comidas exdticas, viajes a zona
endémica, etc.), independientemente de tener otros marcadores virales positivos

Fallo hepatico o descompensacién en hepatopatia crénica
Hepatitis téxica por medicamentos o alcohol
Hepatitis autoinmune

Hepatopatia crénica en inmunodeprimidos

HA: hepatitis A; HB: hepatitis B; HC: hepatitis C; VHE: virus de la hepatitis E.

munosupresion en lo posible, es la ribavirina, alcanzandose tasas de
respuesta cercanas al 85%. No hay acuerdo en cuanto a la duracién
del tratamiento, que puede variar entre 4 y 12 semanas, y a la dosis
del antiviral a administrar¢.

Conclusiones

Estd comprobado que el VHE circula en Espafia en aguas residua-
les, se ha aislado de alimentos y debe tener reservorios atin desco-
nocidos, puesto que en la mayoria de los casos autéctonos no se
identifica ning(n factor de riesgo. En estos ltimos afios se han co-
municado en Espafia un nlimero elevado de casos autéctonos de HE
agudas, crénicas en inmunodeprimidos, y algtn caso aislado en in-
munocompetentes, fulminantes, e incluso alguna infeccién extrahe-
patica grave. La prevalencia es mas baja que en otros paises euro-
peos. A pesar del nimero de casos comunicados, la incidencia no
parece muy alta, aunque no hay cifras oficiales. La incidencia de HE
cronicas en pacientes trasplantados hepaticos es también muy baja.
Esto llama la atencién en un pais donde la cabafia porcina es muy
abundante y también un consumo de carne de cerdo mayor que en
otros paises industrializados. Esta situacién epidemiolégica tan fa-
vorable en este momento en Espafia puede no ser reflejo de la situa-
cion real debido a falta de informacién sobre esta enfermedad, y
podria cambiar en los préximos afios.

Las cepas del VHE que se han aislado en Espafia, tanto de pacien-
tes como de aguas residuales o de otros reservorios, pertenecen al G3
y la mayoria al subtipo 3f. Este genotipo es el que se encuentra en la
cabafia porcina en nuestro pais y el que ha originado todas las hepa-
titis crénicas y fulminantes comunicadas hasta este momento.

A pesar de haberse comunicado 1 caso de hepatitis aguda E por
transfusion de hematies, la situacién epidemiolégica actual y la baja
incidencia de infeccion por VHE no justifica en este momento el cri-
bado de esta infeccién en donantes de sangre en Espafia. Los datos de
viremia en donantes de sangre en otros paises industrializados tam-
bién lo desaconsejan. Sin embargo, es imprescindible llamar la aten-
cién sobre la existencia de casos autéctonos y de la necesidad de
descartar la infeccién en pacientes inmunodeprimidos. La tabla 4
muestra las situaciones clinicas en las que se debe sospechar infec-
cién por VHE. Por lo tanto, los laboratorios de microbiologia deben
disponer de los métodos ELISA adecuados para la deteccién de anti-
cuerpos frente al VHE y de la técnica RT-PCR para deteccién del ARN-
VHE, con el fin de facilitar un diagnéstico rapido, principalmente en
los casos graves y en pacientes inmunodeprimidos, para instaurar el
tratamiento con ribavirina lo antes posible, antiviral que se ha mos-
trado eficaz en la mayoria de las ocasiones.
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RESUMEN
Palabras clave: o 5 .
Parasitosis El aumento de la poblacién inmigrante en Europa (en Espaiia se considera que supone, en este momento, el
Inmigracién 10% de la poblacién total) conlleva un incremento en la prevalencia de determinadas enfermedades, en es-
Enfermedades tropicales pecial enfermedades infecciosas, y obliga a enfocar el estudio de los pacientes teniendo muy en cuenta las

enfermedades prevalentes en su zona de origen. Diferentes organismos defienden el cribado sistematico, o
el tratamiento empirico indiscriminado. El cribado debe incluir, al menos, un estudio coproparasitolégico,
de hemoparasitos y de parasitos urinarios. El estudio coproparasitoldgico es esencial, dada la alta prevalen-
cia de parasitos intestinales en poblacién procedente de dreas tropicales y subtropicales. La bisqueda de
hemoparasitos es fundamental para la deteccién de Plasmodium, Babesia, Trypanosoma y también de algu-
nas filarias. En individuos asintomaticos procedentes de zonas endémicas para Plasmodium es primordial la
introduccion de técnicas moleculares, dada la baja sensibilidad del resto. Todo individuo procedente de
areas endémicas para filariasis o enfermedad de Chagas debe ser sometido al cribado de estas. El cribado
de Trypanosoma cruzi es de especial relevancia en embarazadas y donantes de sangre y de 6rganos. Se revi-
san los agentes etioldgicos a tener en cuenta en poblacién inmigrante ante un sindrome febril, cardiovascu-
lar, respiratorio, digestivo, hepatoesplenomegalia, sindromes nefrourolégicos, neurolégicos, reumatol6gi-
cos, oftalmolégicos, otorrinolaringolégicos y cutaneos.

© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica. Todos los derechos reservados.

Parasites and immigration: what is the best approach?

ABSTRACT
Keywords: . o . o . o
Parasitosis The increasing immigrant population in Europe (in Spain it is assumed to account for 10% of the total popu-
Immigration lation) is leading to a higher prevalence of some diseases, especially infectious diseases. When studying
Tropical diseases these patients, the most prevalent diseases in their area of origin must be taken into account. Different

agencies advocate systematic screening, or indiscriminate empirical treatment. Screening should include a
search for parasites in stool, blood and urine samples. Stool parasitological studies are fundamental, given
the high prevalence of intestinal parasites in populations from tropical and subtropical areas. The search
for blood parasites is essential for the detection of Plasmodium, Babesia, Trypanosoma and also some filaria.
In asymptomatic individuals coming from areas endemic for Plasmodium, the use of molecular techniques
is necessary, given the low sensitivity of conventional methods. All individuals from areas endemic for
filariasis or Chagas disease should be screened. Screening for Trypanosoma cruzi is particularly important in
pregnant women and blood and organ donors. We review the main agents to be considered in immigrant
patients showing febrile, cardiovascular, respiratory or gastrointestinal syndromes, hepatosplenomegaly,
and nephro-urological, neurological, rheumatologic, ophthalmological, ear, nose and throat (ENT) and cuta-
neous syndromes.

© 2017 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica. All rights reserved.
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Introduccién

La distribucion geografica de las enfermedades transmisibles se
ve influenciada de manera decisiva por factores econdémicos, socia-
les, culturales, climatolégicos, etc. Modificaciones de estos factores
son capaces de determinar cambios drasticos en la prevalencia y dis-
tribucién de estas enfermedades. En las tltimas décadas asistimos a
un aumento de la importancia, en los paises occidentales, de enfer-
medades propias de areas geograficas distantes, sobre todo tropica-
les, y de enfermedades que se consideraban casi desaparecidas, o al
menos muy controladas en estos paises. Aunque el origen de esta
circunstancia es multifactorial (cambios en la climatologia, intensifi-
cacién de los intercambios comerciales, etc.), los movimientos de
poblacién, incluyendo los movimientos migratorios, tienen una in-
fluencia decisiva.

La poblacién extranjera censada en Espaiia, en el afio 2000, supo-
nia apenas un 2,3% de la poblacién del pais. Diez afios después, el
nimero de extranjeros censados se habia multiplicado por 6, llegan-
do a las 5.750.000 personas y suponiendo mas del 12% de la pobla-
cién. Tras una retraccion asociada a la crisis econémica, en este mo-
mento hay censados en Espafia en torno a 4.400.000 extranjeros, que
suponen cerca del 10% de la poblacién'. Las areas de origen predomi-
nantes son Iberoamérica (en torno al 36%), Europa occidental (21%),
Europa oriental (18%) y Africa del norte (15%). Africa subsahariana
supone el 4%, Extremo Oriente el 3% y el subcontinente indio en tor-
no al 1,5%'. Hay que tener en cuenta ademas que el colectivo de inmi-
grantes ilegales, mucho mas dificil de controlar y evaluar, y proce-
dente en su mayoria de areas con alta prevalencia de parasitosis, se
estima en torno al 15% del total.

El enfoque sanitario de esta poblacién debe tener caracteristicas
especificas, ya que procede de zonas en que la prevalencia de algunas
enfermedades, en especial infecciosas, es muy distinta a la local. Ello
afecta tanto al inmigrante enfermo como al asintomatico. Uno de los
grupos de enfermedades transmisibles en los que estas diferencias
son mas marcadas son las parasitosis. Durante afios, las parasitosis
han sido un grupo de enfermedades en franca regresion en los paises
desarrollados, al menos entre la poblacién autéctona. Un estudio re-
ciente? muestra que el parasito digestivo mds frecuente en nuestro
medio es Blastocystis hominis (7%), seguido de Giardia duodenalis
(3,9%) y Dientamoeba fragilis (1,6%). Entamoeba coli 'y Cryptosporidium
spp. se detectan en el 0,7% de los pacientes con clinica compatible
con parasitosis intestinal, y otros protozoos (lodamoeba, Endolimax,
etc.) se detectan en menos del 0,1%. El helminto detectado con mayor
frecuencia es Enterobius vermicularis (0,6%), mientras que el resto
(Taenia, Trichuris, Ascaris, Fasciola, etc.) supone menos del 0,1%. Sin
embargo, otro estudio® muestra como el 47,1% de los nifios inmigran-
tes, sintomdticos o no, presentaban algin tipo de parasitacién, con
una alta prevalencia de organismos excepcionales en poblacién au-
téctona, como Filaria, Schistosoma y Strongyloides. Datos como estos
obligan a abordar las parasitosis en poblacién inmigrante con un en-
foque distinto al de la poblacién aut6ctona, dada su frecuencia y su
potencial gravedad, planteandose la pertinencia de realizar cribados
sistematicos en la poblacién imigrante*>.

Claves en el diagnéstico de parasitosis importadas

La historia epidemiolégica juega un papel prioritario. Debe reco-
ger: tipo de paciente (inmigrante, expatriado, viajero, etc.); edad;
nacionalidad, pais y zona de procedencia inmediata, dada la diversi-
dad climatica de algunos paises, y ruta de llegada; ambiente rural o
urbano; exposiciones en el pais de origen (tabla 1); fecha del tiltimo
viaje, y tiempo de estancia en Espafia y en la zona endémica. Estos
altimos datos son clave, ya que permiten excluir algunas parasitosis
en funcién del periodo de incubacién. Otras protozoosis (absceso
amebiano, enfermedad de Chagas) y helmintiasis pueden manifes-
tarse pasados meses o afios de la infeccion, tiempo después de que el

paciente haya abandonado el area endémica. Asi, Strongyloides ster-
coralis puede sobrevivir hasta 70 afios y originar sintomas afios
después de la infeccién, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos®.

Cribado en el paciente asintomatico

Existen 2 posturas respecto a la actitud a tomar: el cribado siste-
matico, dirigido sobre todo a parasitosis que pueden permanecer la-
tentes durante largos periodos, y el tratamiento empirico indiscrimi-
nado. Los CDC’ recomiendan el tratamiento indiscriminado con
albendazol e ivermectina, en el pais de origen, a todos los refugiados
procedentes de Oriente Medio, Asia, Africa del norte, Latinoamérica y
Caribe, y con albendazol, ivermectina y praziquantel a todos los pro-
cedentes de Africa subsahariana, excepto los relacionados con areas
endémicas para Loa loa. En este caso, se debe evitar el uso de ivermec-
tina hasta que la loasis se haya descartado, aunque ello implique tener
que manejar una posible estrongiloidosis en el pais receptor. Existen
estudios de coste-beneficio que avalan este abordaje®. Esta estrategia
tiene el problema de no poder implementarse de manera sistematica
en nifios y gestantes, en lactancia materna y, obviamente, en inmi-
grantes irregulares. A ello hay que afiadir el riesgo de efectos adversos
y complicaciones, como ocurre en el caso de neurocisticercosis, y la
presion ecoldgica que puede redundar en el desarrollo de resisten-
cias. Por ello consideramos que, mientras no existan estudios mas
amplios y exhaustivos, el cribado parasitolégico en inmigrantes asin-
tomaticos se debe mantener. Este cribado debe cumplir una serie de
criterios. La enfermedad debe suponer un problema de salud ptblica
por su gravedad, por su prevalencia o por su repercusion en la pobla-
cién?, y solo se deben incluir patologias cuyo diagndstico vaya a supo-
ner una intervencién que mejore la salud del inmigrante. El cribado
debe incluir al menos un estudio coproparasitolégico, de hemopara-
sitos y de pardsitos urinarios, en funcién de los factores de riesgo (so-
bre todo, el area geografica de procedencia) del paciente. Desafortu-
nadamente, en Espaiia, a pesar de ser un pais receptor, no existen
protocolos de cribado ni normativas homogéneas a nivel nacional
para este grupo poblacional, ni siquiera en relacion con situaciones
especificas como hemodonaciones y donaciones de 6rganos.

Estudio parasitologico

Durante afios, el diagnéstico parasitolégico se basé en técnicas
manuales, laboriosas y cuya rentabilidad diagnéstica dependia de la
experiencia del profesional que las realiza. Con posterioridad se han
descrito métodos moleculares mas sensibles y rapidos, pero con fre-
cuencia se han comercializado para las enfermedades mas frecuen-
tes en nuestro medio (Trichomonas, Giardia, Cryptosporidium), y solo
para algunas importadas.

Estudio coproparasitolégico

Es esencial para el cribado de parasitosis en este grupo de pacien-
tes, ya que las parasitosis intestinales afectan al 14-64% de la pobla-
cién procedente de zonas tropicales o subtropicales™. La microscopia
optica ha sido durante décadas el método de referencia para estos
estudios. Es una técnica especifica, pero relativamente poco sensible
y, con algunas excepciones como la estrongiloidosis, su rendimiento
es menor cuanto mas tiempo pasa desde la llegada del inmigrante,
hasta el punto de que algunos autores defienden que, en ausencia de
datos clinicos o analiticos (eosinofilia), no es rentable realizarla a
partir de los 12 meses de permanencia del paciente en nuestra area'.
Aunque algunos autores defienden el estudio de una sola muestra®,
como regla general consideramos ttil el procedimiento tradicional
de 3 muestras, recogidas en dias alternos, para aumentar la sensibi-
lidad del método.

El método mas utilizado para el estudio coprolégico es la concen-
tracion con formol-éter y centrifugacion, o test de Ritchie, y la tincién
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Tabla 1
Relacién entre diferentes parasitosis y exposiciones especificas

Exposiciones

Infecciones

Alimentos Agua no tratada

Carne poco o mal cocinada

Verduras o frutas poco lavadas o cocinadas
Pescado no cocinado

Caracoles de tierra

Contacto Agua dulce (fangos y/o lodos)
Tierra (caminar descalzo)
Picaduras Mosquitos
Moscas
Triatémidos
Vivienda

Ausencia de fosa séptica

Adobe (Latinoamérica)

Giardiasis, amebiasis, ciclosporiasis

Triquinosis, toxoplasmosis, cisticercosis, cestodosis

Fasciolosis, amebiasis

Gnatostomosis, anisakidosis, clonorchiasis

Angioestrongiloidosis

Amebas de vida libre, esquistosomosis, estrongiloidosis, uncinariasis
Estrongiloidosis, larva migrans cutinea, tungiasis, anquilostomosis, miasis
Malaria, filariasis

Tripanosomiasis africana, oncocercosis, leishmaniasis
Tripanosomiasis americana

Parasitosis intestinales

Tripanosomiasis americana

con lugol. La sensibilidad es relativamente baja, por lo que existen
técnicas de concentracién alternativas para parasitosis concretas,
como los métodos de concentracién (Baerman, Harada-Mori) o culti-
vo en agar o carbon para Strongyloides spp.®, o la técnica de
sedimentacion de Kato-Katz para Schistosoma y Fasciola™. Numerosos
laboratorios han sustituido la técnica de Ritchie por métodos comer-
ciales de concentracion por centrifugacion-filtracién que facilitan el
trabajo técnico. Se debe incorporar ademads una tincién acido-alcohol
resistente para el diagnéstico de coccidios, en especial en inmunode-
primidos y en poblacién pediatrica.

Existen disponibles también técnicas serolégicas para Strongyloi-
des, con buenos resultados de sensibilidad, superiores a los métodos
de concentracién, sobre todo en portadores crénicos asintomaticos,
por lo que algunos autores recomiendan su uso sistematico en inmi-
grantes procedentes de dreas endémicas®.

Las técnicas de deteccién de antigenos parasitarios basadas en
enzimoinmunoandlisis y en inmunocromatografia son rapidas, sen-
cillas y especificas, aunque la sensibilidad no siempre es 6ptima. De
cara al cribado tienen el inconveniente de que solo estan disponibles
para algunos microorganismos, de modo que no evitan la realizacién
de las técnicas microscépicas clasicas.

Los métodos moleculares aportan rapidez y especificidad, con
sensibilidades al menos similares al resto de técnicas. Tienen espe-
cial interés las que permiten la deteccién rapida y simultinea de
multiples patégenos, como PCR multiplex o técnicas basadas en mi-
croarrays, ya que permiten la deteccion simultdnea de varios parasi-
tos'S. Sin embargo, este tipo de técnicas no estan exentas de inconve-
nientes, como el elevado coste y la necesidad de personal mas
especializado. Se han desarrollado variantes como la LAMP, que me-
diante amplificacién isotérmica obtienen sensibilidades y especifici-
dades altas. Cumple la mayoria de los requisitos de cualquier técnica
de campo, como la simplificaciéon de la preparacién de muestras,
estabilidad de los reactivos, minimos requerimientos de infraestruc-
tura y facilidad de utilizacién por el usuario final?, lo que facilita su
implantacion en areas con bajos recursos sanitarios’.

Biisqueda de pardsitos en sangre
La sangre es la muestra de eleccién para la deteccién e identifica-

cién de Plasmodium, Babesia, Trypanosoma y también de algunos ne-
matodos, como es el caso de algunas filarias. Se ha publicado una

prevalencia alta de malaria asintomatica o subclinica', sobre todo en
pacientes procedentes de Africa subsahariana. Por ello, los CDC reco-
miendan el cribado de paludismo en poblacién inmigrante de riesgo,
como embarazadas y nifios®°. En individuos asintomaticos proceden-
tes de zonas endémicas, la parasitemia suele ser baja, por lo que el
método mas indicado son las técnicas moleculares. La mas utilizada
en nuestro medio es la PCR a tiempo real. Tiene buena sensibilidad,
permite identificar especies, detectar infecciones mixtas y cuantifi-
car. De no estar disponibles este tipo de técnicas, se realizaria estudio
microscopico de gota gruesa. La técnica rapida de deteccion de anti-
geno de Plasmodium no estaria indicada en estos casos, por su baja
sensibilidad.

El examen microscépico de la sangre se realiza mediante exten-
sién en gota gruesa o extension fina (frotis) seguidas de tincion de
Giemsa. La gota gruesa tiene como principal ventaja su mayor sensi-
bilidad. Sin embargo, requiere una mayor experiencia del microsco-
pista, ya que la lisis eritrocitaria puede distorsionar la morfologia de
los parasitos y dificultar su identificacién. El frotis permite la identi-
ficacién de especie, pero es menos sensible que la gota gruesa y no
se debe utilizar como Ginico método para el cribado de Plasmodium?'.
La determinacién del grado de parasitemia, importante en el paludis-
mo, es factible con ambos tipos de tincién.

Todo individuo procedente de zona endémica debe ser sometido
a cribado para filariasis. Debe realizarse siempre una técnica de con-
centracién mediante lisis-centrifugacion, como el test de Knott, o de
filtrado para mejorar la sensibilidad. Ha de tenerse en cuenta la pe-
riodicidad de la presencia de microfilarias en sangre. Para Wuchereria
bancrofti y Brugia malayi, la toma debe ser nocturna, mientras que
para L. loa debe ser diurna. Ante la duda, se debe extraer sangre en
ambos periodos. Mansonella spp. no tiene periodicidad. En caso de
filariasis cutanea (Onchocerca volvulus y Mansonella streptocerca) se
realiza la técnica de biopsia exangiie cutanea (pellizco cutaneo),
poco sensible pero muy especifica?.

La enfermedad de Chagas se considera la enfermedad emergente
mas importante en nuestro pais, principalmente por el aumento de
inmigrantes procedentes de zonas endémicas?. Su alta prevalencia
aconseja su cribado en todos los inmigrantes procedentes de las zo-
nas endémicas de Latinoamérica. Este cribado es de especial impor-
tancia en gestantes y donantes de sangre y 6rganos. De hecho, su
control en hemodonaciones es preceptivo desde 2005 para donantes
procedentes de areas de riesgo. La mayoria de los pacientes con en-
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fermedad de Chagas llegan a nuestro pais en fase crénica y asintoma-
tica, pero su diagndstico y tratamiento son obligados para evitar el
desarrollo de cardiopatia y enfermedad digestiva. El diagnéstico en
esta fase se basa en pruebas serolégicas, ya que la parasitemia es
frecuentemente indetectable. La Organizacién Mundial de la Salud
recomienda el uso simultaneo de 2 técnicas serolégicas basadas en
principios diferentes, dada la frecuencia de reacciones cruzadas con
Leishmania spp.

En el caso de algunos parasitos puede ser necesario usar otro tipo
de muestras. Para Schistosoma haematobium, el estudio debe realizar-
se en orina. Al igual que en muestras fecales, se pueden realizar téc-
nicas de concentracién mediante centrifugacion o filtracion'.

Diagnostico serolégico

La deteccién de anticuerpos mediante pruebas seroldgicas suele
tener alta sensibilidad pero una especificidad moderada, por la fre-
cuencia de reacciones cruzadas con anticuerpos frente a otros para-
sitos, como ocurre en el caso de los helmintos?*. La serologia permite
detectar infeccion aguda por la presencia de titulos altos de IgM o
por seroconversion de los titulos de IgG. Una limitacién afiadida es la
frecuente dificultad para diferenciar entre parasitacién actual y pasa-
da, ya que los titulos de anticuerpos pueden mantenerse altos duran-
te meses e incluso aflos?. Se tiende a utilizar cada vez mas técnicas
de enzimoinmunoandlisis y quimioluminiscencia. Otras técnicas,
como la inmunofluorescencia indirecta, tienen el problema adicional

Tabla 2
Principales manifestaciones sindrémicas y agentes parasitarios implicados

de tratarse de técnicas mas laboriosas y mas sujetas a variabilidad en
funcién del observador.

Estudio del paciente sintomatico

Como norma general, en poblacién inmigrante se deben conside-
rar en primer lugar los mismos procesos que afectan a la poblacién
autéctona. Es importante valorar la historia epidemioldgica del pa-
ciente.

Las manifestaciones clinicas en inmigrantes y viajeros de larga
estancia suelen ser similares. Estos pacientes presentaran habitual-
mente la enfermedad en fases mas avanzadas y, a lo largo de afios de
exposicién, pueden desarrollar una respuesta inmune adaptativa
modificada a algunas parasitosis, circunstancias que no se dan en el
viajero de corta estancia. Los principales sindromes comunes y sus
etiologias parasitarias se muestran en la tabla 2.

Sindrome febril

Un sindrome febril importado puede responder tanto a una enfer-
medad grave como a una infeccién trivial y autolimitada (20%). En el
sindrome febril del viajero o inmigrante habra que descartar obliga-
toriamente y de forma precoz la presencia de malaria?® (Plasmodium
falciparum, Plasmodium ovale y Plasmodium malariae si procede de
Africa subsahariana, y Plasmodium vivax si procede de Asia 0 América
Latina), siendo excepcionales la primoinfeccién por Trypanosoma

Sistemas afectados Principales datos clinicoanaliticos

Principales parasitos implicados

Sindrome febril
artritis o hepatoesplenomegalia

Asociado a otras manifestaciones como exantema,

Sindrome de Katayama (Schistosoma spp.), sindrome de Loeffler
(uncinaria, Strongyloides stercoralis, Ascaris lumbricoides), eosinofilia
pulmonar tropical (Wuchereria bancrofti, Brugia spp.), Fasciola hepatica,
Opistorchis spp., Clonorchis spp.

Afectacion renourolégica

Afectacion del sistema nervioso

Afectacién pulmonar

Afectacién osteomuscular
Afectacion ORL

Afectacién ocular

Afectacion gastrointestinal

Afectacion cutanea

Linfoadenopatia

Hematuria, dolor pélvico, cancer vesical, proteinuria

Alteraciones del ritmo vigilia suefio, cambios

en la personalidad, nivel de conciencia, delirium,
convulsiones, déficit neurolégico, meningitis
eosinofilica, afectacién del sistema nervioso periférico

Tos, disnea, hemoptisis, sindrome de distrés
respiratorio, infiltrados migratorios

Miopatias, artritis
Tos, hemoptisis, disnea

Conjuntivitis, queratitis, afectacion corneal, retinitis,
uveitis, ceguera

Diarrea, hemorragia gastrointestinal, megacolon,
megaeséfago, obstruccién, hepatoesplenomegalia,
abscesos, masas

Petequias, equimosis, urticaria, papulas eritematosas
pruriginosas, lesiones serpiginosas migratorias,
nédulos subcutdneos, atrofia cutanea, depigmentacién,
oncodermatitis liquenificada, oncodermatitis papular,
linfangitis aguda, angioedema migratorio, granulomas,
masas subcutaneas migratorias

Localizadas, generalizadas

Schistosoma haematobium, malaria, leishmaniasis

Malaria, tripanosomiasis africana, neurocisticercosis (Taenia solium),
Angiostrongylus cantonensis, Gnathostoma spp., Paragonimus spp.,
Schistosoma spp., Trichinella spiralis, Toxocara spp.

Malaria, sindrome de Loeffler (uncinaria, S, stercoralis, A. lumbricoides),
sindrome de Katayama (Schistosoma spp.), eosinofilia pulmonar tropical
(W. bancrofti, Brugia spp.), Paragonimus spp., Echinococcus spp.,

Toxocara spp.

Trichinella spp., A. lumbricoides, filarias
Singamosis, Halzoun, Dicrocoelium dendriticum, Linguatula serrata

Dirofilaria spp., Mansonella spp., Trichinella spp., Gnathostoma spp.,

A. lumbricoides, W. bancrofti, Echinoccocus spp., Schistosoma spp., miasis,
Acanthamoeba spp., Tripanosoma spp., Ancylostoma spp., Oncocerca spp.,
Entamoeba hystolitica, leishmaniasis

Malaria, leishmaniasis, esquistosomiasis, Opistorchis viverrini, uncinarias,
A. lumbricoides, S. stercoralis, Trichuris trichiura, Trichinella spiralis,

Taenia saginata, T. solium, Hymenolepis nana, Schistosoma mansoni,
Schistosoma japonicum, Anisakis simplex, Toxocara spp., Paragonimus spp.,
Angiostrongylus spp., Gnathostoma spp.

Malaria, tripanosomiasis africana, Onchocerca volvulus, Loa loa,
Gnathostoma spinigerum, larva currens (S. stercoralis), neurocisticercosis
(T. solium), larva cutdnea migrans, cercariosis cutanea (Schistosoma spp.),
W. bancrofti, Brugia spp., Trihinella spiralis, Opistorchis spp., Clonorchis
spp., Paragonimus spp.

Tripanosomiasis, filariasis, toxoplasmosis, histoplasmosis, leishmaniasis

ORL: otorrinolaringolégica.
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cruzi (Latinoamérica), la esquistosomosis (Africa subsahariana) y la
infecciéon por Leishmania spp.

Sindrome cardiovascular

Aunque las causas mas frecuentes de insuficiencia cardiaca en es-
tos paises son la valvulopatia reumatica, la miocardiopatia hiperten-
siva, la miocardiopatia dilatada y la pericarditis tuberculosa, pueden
darse cardiopatias secundarias a parasitosis. En Espafia, por la im-
portancia del colectivo latinoamericano, la enfermedad de Chagas es,
con mucha diferencia, la causa parasitaria mas frecuente de cardio-
patia. Otros cuadros de cardiopatia menos frecuentes son el cor pul-
monale secundario a esquistosomosis crénica en pacientes subsaha-
rianos?, y la fibrosis endomiocdrdica en inmigrantes procedentes de
areas de Malasia, Africa central y occidental y Brasil. La patogenia se
deberia a infecciones parasitarias mantenidas, especialmente filario-
sis u otras helmintosis. Suele diagnosticarse en personas jévenes con
signos de insuficiencia cardiaca derecha. El control de la eosinofilia
en fases tempranas es obligado, mediante tratamiento etioldgico y el
uso eventual de esteroides.

Sindrome respiratorio

Las causas mads frecuentes son virales y bacterianas, y se debera
excluir siempre a la tuberculosis, independientemente de las manifes-
taciones clinicas o radiolégicas. El primer paso es evaluar la radiografia
de térax y la presencia o ausencia de eosinofilia. La presencia de eosi-
nofilia sugiere una helmintosis, excepto en la hiperinfestacion por
Strongyloides spp., o en la hidatidosis con quiste intacto. La presencia
de infiltrados bilaterales sugiere una eosinofilia pulmonar tropical, la
asociacion de hipertensiéon pulmonar con patrén miliar una esquisto-
somosis crénica, y la afectacién pleural predominante una paragoni-
mosis. En ausencia de eosinofilia, la neumonia bilateral con afectacién
sistémica en un paciente que ha recibido corticoides o infectado por
HTLV-I (virus linfotrépico de células T humanas-I) sugiere como pri-
mera posibilidad una hiperinfestacion por Strongyloides spp. Un nédu-
lo 0 una masa pulmonar aislada hara sospechar una hidatidosis o di-
rofilariosis?. Algunas parasitosis infrecuentes en nuestro medio, como
la paragonimosis, pueden presentar un patrén seudotuberculoso.

Sindrome digestivo

En la fase cronica, la enfermedad de Chagas puede lesionar cual-
quier parte del tubo digestivo. Las localizaciones mas afectadas son
el es6fago y el colon, siendo caracteristicas las manifestaciones eso-
fagicas tipo disfagia. En caso de hemorragia digestiva se debe descar-
tar la infeccion por Strongyloides spp. Un gran niimero de geohelmin-
tos y algunos protozoos producen dispepsia. En inmigrantes
procedentes de zonas tropicales o subtropicales que presenten un
cuadro de malabsorcion intestinal, se deben descartar esprue tropical
y giardiasis. Los helmintos, y en especial Ascaris lumbricoides?, son
frecuentes como causa de cuadros obstructivos. Otras posibilidades
son los amebomas, los seudotumores producidos en respuesta a la
infeccién por esquistosomas, y la estenosis y los v6lvulos del colon
relacionados con la enfermedad de Chagas. Las causas irritativas mas
comunes son la rotura del quiste o del absceso hepatico, del bazo y
las apendicitis relacionadas con afectacién parasitaria (Ascaris spp.,
Schistosoma spp., Entamoeba histolytica, Echinococcus granulosus).
Una masa en fosa iliaca derecha en el inmigrante deberia hacer pen-
sar en una infeccién por Angiostrongylus costarricensis (en personas
de Centro y Sudamérica) y en amebomas.

Hepatoesplenomegalia

Se debe considerar como lesiones hepdticas focales a lesiones Gini-
cas, como el absceso amebiano y la hidatidosis. La obstruccién de la

via biliar extrahepdtica sugiere una infeccién por trematodos,
geohelmintos o un colangiocarcinoma en pacientes con parasitosis
cronica de la via biliar. La esquistosomosis hepatoesplénica se debe
incluir en el diagndstico de la hepatoesplenomegalia difusa con datos
de hipertension portal. Si no existen datos de hipertensién portal, y
predomina la hepatomegalia, la toxocariosis es una posibilidad. Si
predomina la esplenomegalia, los principales diagnésticos a conside-
rar son una leishmaniasis visceral y la esplenomegalia malarica hipe-
rreactiva.

Sindromes nefrouroldgicos

El espectro de afectacién va desde la lesién renal aguda a glome-
rulonefritis, amiloidosis y neoplasias secundarias. Lo producen tanto
helmintos (S. haematobium, filarias) como protozoos (malaria y Leis-
hmania spp.). Las principales parasitosis que afectan a la via urinaria
son S. haematobium y las filariosis linfaticas.

Sindromes neuroldgicos

La afectacion neurolégica debida a parasitosis es muy variada (ta-
bla 2)*. Dentro de las formas agudas que afectan al SNC destaca la
malaria. Aunque excepcional, conviene mencionar dentro de las for-
mas subagudas y/o crénicas a la tripanosomiasis africana. La epilep-
sia parcial es una manifestacién habitual de la neurocisticercosis,
responsable frecuente de casos de inicio tardio en areas endémicas®.
La mielopatia es un cuadro muy prevalente en los trépicos, siendo los
principales agentes helmintos como Schistosoma spp., Paragonimus
spp., Gnathostoma spinigerum y la neurocisticercosis.

Sindromes reumatolégicos

Algunos cuadros importados de poliartritis son causados por fila-
rias, esquistosomas y cestodos. La triquinosis puede producir un cua-
dro de miopatia. Es obligatorio el cribado de estrongiloidosis y enfer-
medad de Chagas antes de iniciar tratamientos inmunosupresores.

Sindromes oftalmolégicos

Numerosos parasitos pueden producir conjuntivitis, queratitis,
uveitis/retinitis y lesiones en cérnea, conjuntiva y parpados (tabla 2).
La oncocercosis es una de las principales causas de ceguera en paises
endémicos. El edema bipalpebral unilateral con conjuntivitis (signo
de Romaiia) en el lugar de inoculacién es caracteristico de T. cruzi, y
la visualizacién del gusano en la conjuntiva de la loaosis.

Sindromes otorrinolaringolégicos

Las parasitosis a nivel otorrinolaringolégico son infrecuentes, y
pueden cursar con tos seca, irritativa, estridor y sintomas asficticos.
Hay que tener en cuenta la singamosis, habitual en Sudamérica y
areas del Pacifico, por consumo de verduras crudas contaminadas
por gusanos adultos de Syngamus laryngeus. También el halzoun, ca-
racteristico de Oriente Medio®, que se adquiere al ingerir higado de
animales crudo o poco cocinado. Su etiologia se achacé inicialmente
a Fasciola hepatica, pero posteriormente se han descrito casos por
Dicrocoelium dendriticum y Linguatula serrata.

Sindrome cutdneo

Es un grupo de enfermedades muy amplio, cuyo estudio porme-
norizado excede a este articulo®?**. Hay que tener en cuenta lesiones
por ectoparasitos como Sarcoptes scabiei y la pulga Tunga penetrans;
miasis migratorias producidas por moscas del ganado y forunculoi-
des por Dermabacter hominis y Cordylobia anthropophaga; helminto-
sis como uncinarias que causan el cuadro de larva migrans cutdnea,
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habitual en regiones tropicales (Brasil, Africa, Sur y Sudeste asiitico)
y la larva currens por S. stercoralis. También causan lesiones cutaneas
la gnatostomiasis, oncocercosis, el edema de Calabar por L. loa y los
cuadros de linfangitis aguda por W. bancrofti, B. malayi y Brugia timori.
Entre los protozoos destacan las formas cutanea y mucocutanea de
leishmaniasis.
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RESUMEN

Palabras clave: . . . . X X X
HACEK Las bacterias del grupo HACEK (Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella), Pasteure-
Haemophilus lla y Capnocytophaga son las bacterias gramnegativas de crecimiento lento que con mayor frecuencia cau-
Aggregatibacter san infecciones en el ser humano. Forman parte de la microbiota del tracto respiratorio superior y genitou-
Cardiobacterium rinario del ser humano y de animales, y pueden causar infecciones en cualquier localizacion, pero
Elffe”el’a fundamentalmente de piel y tejidos blandos, asi como bacteriemia y endocarditis. Su clasificacion taxoné-
g’”ge”a I mica es compleja y estd en constante revision. Son bacterias nutricionalmente exigentes, y para el desarro-

asteurella llo de colonias visibles requieren agar sangre y agar chocolate, una atmasfera aerobia, generalmente enri-
Capnocytophaga . . .. . e s .. . .
Bacteriemia quecida en CO, y una incubacién de 48 h. La identificacion fenotipica de especie es complicada y no

siempre es posible, ya que requiere mdltiples sustratos que normalmente no estan disponibles en los labo-
ratorios de rutina, ni en los sistemas automatizados. La aplicacion de las técnicas moleculares y proteémi-
cas ha permitido una mejor identificacion de estas bacterias. El tratamiento de estas infecciones se encuen-
tra con el problema de que los datos de sensibilidad a los agentes antimicrobianos son limitados; no
obstante, de los datos disponibles se conoce que amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas de segunda
y tercera generaciones y fluoroquinolonas son generalmente activas frente a ellas.

Endocarditis
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ABSTRACT

Keywords:

HACEK Bacteria from the HACEK group (Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella), Pasteu-
Haemophilus rella and Capnocytophaga are slow-growing gram-negative bacteria that most frequently cause infections in
Aggregatibacter humans. They are part of the microbiota of the upper respiratory and genitourinary tracts of humans and
Cardiobacterium animals, and can cause infections in any location, although mainly skin and soft tissue infections, as well as
Eikenella bacteraemia and endocarditis. Taxonomic classification is complex and under constant review. These are
Kingella nutritionally demanding bacteria that require blood and chocolate agar, an aerobic atmosphere, generally
Pasteurella CO,-enriched, and 48 h incubation for the development of visible colonies. Phenotypic identification at the
Capnocytophaga

species level is complicated and not always possible because it requires multiple substrates that are not
normally available in routine laboratories or in automated systems. Application of molecular and proteom-
ic techniques has enabled better identification of these bacteria. Treatment of related infections is hindered
by a lack of data on susceptibility to antimicrobial agents. However, evidence suggests that amoxicil-
lin-clavulanic acid, second- and third-generation cephalosporins and fluoroquinolones are generally active
against these bacteria.
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Introduccién

Las bacterias denominadas de crecimiento lento, una de las tra-
ducciones del término fastidious, son aquellas que requieren, para un
crecimiento 6ptimo, medios de cultivo suplementados como el agar
sangre o el agar chocolate y generalmente una atmésfera aerobia en-
riquecida en CO,,y aiin en estas condiciones necesitan al menos 48 h
para dar lugar a colonias visibles'. La mayor parte de las revisiones
sobre las bacterias gramnegativas de crecimiento lento incluyen las
que forman parte de la microbiota del tracto respiratorio superior y
genitourinario del ser humano y de animales, y que en el ser humano
pueden dar lugar a infecciones en cualquier localizacién, pero funda-
mentalmente infecciones de piel y tejidos blandos, bacteriemia y
endocarditis. Incluyen un gran nimero de géneros, entre ellos los
incluidos en el denominado grupo HACEK (Haemophilus, Aggregati-
bacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella), Pasteurella y Capno-
cytophaga, pero también otros géneros como Actinobacillus, Chromo-
bacterium, Dysgomonas, Simonsiella, Streptobacillus y Suttonella. En
estas revisiones se cumple el aforismo de que “ni son todas las que
estan, ni estan todas los que son”. No son todas las que estan porque
algunas de ellas como Haemophilus parainfluenzae y algunas especies
de Pasteurella dan lugar a colonias visibles en 24 h; tampoco estan
todas las que son, porque siendo estrictos en la definicién también se
podrian incluir géneros como Helicobacter, Brucella y Bartonella. Por
todo ello, dado el elevado nimero de géneros, y ain cumpliéndose el
aforismo, en esta revisién se han incluido las bacterias del grupo HA-
CEK, Capnocytophaga y Pasteurella.

Situacion taxonomica

El grupo HACEK es un acrénimo que inicialmente incluia a los
géneros Haemophilus (fundamentalmente las especies H. parain-
fluenzae, Haemophilus aphrophilus, Haemophilus paraphrophilus y
Haemophilus segnis), Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella y Kin-
gella, pero una revision taxonémica del afio 2006 cre6 el género Ag-
gregatibacter, que incluia Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter
paraphrophilus y Aggregatibacter segnis (las 3 especies antes incluidas
en el género Haemophilus) y Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(anteriormente incluida en el género Actinobacillus), por lo que el
grupo HACEK actualmente incluye a los géneros Haemophilus (espe-
cies distintas de H. influenzae, fundamentalmente H. parainfluenzae y
Haemophilus parahaemolyticus), Aggregatibacter, Cardiobacterium,
Eikenella y Kingella.

Ademas de Aggregatibacter, la familia Pasteurellacea incorpora
los géneros Haemophilus y Pasteurella®. El género Haemophilus ade-
mas de H. influenzae incluye las especies H. parainfluenzae, Haemo-
philus parahaemolyticus, Haemophilus haemolyticus, Haemophilus
paraphrohaemolyticus, Haemophilus aegyptius, Haemophilus pittma-
niae, Haemophilus ducreyi y Haemophilus sputorum. El género Aggre-
gatibacter esta formado por las especies ya citadas A. actinomycete-
mcomitans, A. aphrophilus y A. segnis. La estructura taxonémica del
género Pasteurella es compleja. Actualmente, y basado en técnicas
de secuenciacién de distintos genes, el género Pasteurella sensu
stricto incluye Pasteurella multocida subespecies multocida, gallicida
y septica, Pasteurella canis, Pasteurella dagmatis y Pasteurella stoma-
tis. El resto de especies han sido designadas como especies incertae
sedis pendientes de asignacién a géneros nuevos o preexistentes.
Estas otras incluyen Pasteurella aerogenes, Pasteurella pneumotropi-
ca, Pasteurella gallinarum, Pasteurella betti, Pasteurella caballi, Pas-
teurella anatis, Pasteurella mairii, Pasteurella testudinis, Pasteurella
skyensis, Pasteurella langaaensis, Pasteurella lyphangitidis, Pasteurella
trehalosis, Pasteurella avium y Pasteurella volantium?®.

Eikenella y Kingella estan incluidas en la familia Neisseriaceae, en
la subclase B de Proteobacteria. El género Eikenella posee una sola
especie, Eikenella corrodens. El género Kingella comprende 4 espe-
cies Kingella kingae, Kingella denitrificans, Kingella oralis y Kingella

potus, de las que las 2 primeras son las que mas frecuentemente cau-
san patologia en el ser humano®.

Cardiobacterium se incluye en la familia Cardiobacteriaceae e in-
cluye 2 especies principales, Cardiobacterium hominis’ y Cardiobacte-
rium valvarums.

El género Capnocytophaga perteneciente a la familia Flavobacte-
riaceae incluye 8 especies. Seis especies forman parte de la micro-
biota oral humana, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga gra-
nulosa, Capnocytophaga haemolytica, Capnocytophaga leadbetteri,
Capnocytophaga ochracea y Capnocytophaga sputigena y 2 son pat6-
genos zoondticos que se encuentran en la cavidad oral de perros y
gatos, Capnocytophaga canimorsus y Capnocytophaga cynodegmi®'.

Manifestaciones clinicas

Estos microorganismos se han implicado en numerosas infeccio-
nes, entre las que destacan la endocarditis y la bacteriemia (tabla 1).
A continuacién se detalla la implicacién clinica de cada una de las
especies incluidas en esta revision.

Haemophilus spp. (excepto Haemophilus influenzae)

H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. parahaemolyticus, H. para-
phrophaemolyticus y H. pittmaniae forman parte del microbioma res-
piratorio y son causa relativamente infrecuente de infeccién en hu-
manos’.

Se han descrito casos de endocarditis sobre valvulas cardiacas na-
tivas y protésicas, asi como infecciones asociadas a marcapasos y
desfibriladores implantables por H. parainfluenzae'2. H. parainfluen-
zae también se ha implicado en casos de bronquitis, sinusitis, otitis
media, abscesos cerebrales, reagudizaciones de pacientes con EPOC
(enfermedad pulmonar obstructiva crénica), neumonias, abscesos
cerebrales, infecciones de piel y partes blandas e infecciones osteoar-
ticulares®™ . H. parainfluenzae puede también formar parte de la mi-
crobiota del tracto genital y se han descrito casos de corioamnionitis
y sepsis neonatal precoz'. H. parainfluenzae puede ser causa de in-
fecciones de la via biliar, de hecho, se han descrito casos de infeccio-
nes secundarias a procedimientos endoscépicos' . El resto de espe-
cies son raramente causa de infeccién en humanos (tabla 1).

Aggregatibacter spp.

A. aphrophilus forma parte de la microbiota orofaringea y puede
causar bacteriemia y endocarditis sobre valvula protésica o nativa'®2,
Ademas, se han descrito casos de infecciones de cabeza y cuello (sinu-
sitis, otitis media, epiglotitis, abscesos cerebrales, ventriculitis o0 me-
ningitis) por A. aphrophilus®2. También se han descrito infecciones de
caracter habitualmente hematégeno en otras localizaciones (osteo-
mielitis, espondilodiscitis o infecciones intraabdominales)?*-26,

A. actinomycetemcomitans forma parte también de la microbiota
de la cavidad oral. El serotipo b se asocia con mayor frecuencia con la
enfermedad periodontal grave?. Este microorganismo produce una
potente leucotoxina y otros factores de virulencia que contribuyen a
su papel como patégeno periodontal. La mayor parte de cepas son
sensibles a tetraciclinas, sin embargo, se han descrito cepas portado-
ras de plasmidos de resistencia tetB**%. A. actinomycetemcomitans
también se ha asociado con endocarditis, bacteriemia e infecciones
de herida quirtrgica®. La endocarditis por este microorganismo sue-
le ocurrir en pacientes con una valvulopatia previa (estenosis adrtica,
valvula aértica bicaspide, defectos de cierre auriculoventriculares,
fiebre reumatica)?**-2, aunque también se han descrito casos de endo-
carditis sobre valvulas protésicas. El curso clinico de la endocarditis
suele ser crénico e indolente, aunque puede complicarse incluso con
la muerte®. Se han descrito infecciones por contigiiidad desde la ca-
vidad oral como abscesos cerebrales, infecciones pleuropulmonares,
abscesos subfrénicos, osteomielitis mandibular y linfadenitis cervi-



Tabla 1

J. Leiva y J. L. del Pozo / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2017;35(Supl 3):29-43 31

Principales infecciones producidas por las bacterias del grupo HACEK, Pasteurella y Capnocytophaga

Microorganismo

Infeccién

Haemophilus parainfluenzae

Haemophilus parahaemolyticus
Haemophilus pittmaniae
Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter aphrophilus

Aggregatibacter segnis
Cardiobacterium hominis
Cardiobacterium valvarum

Eikenella corrodens

Kingella kingae

Kingella denitrificans
Kingella oralis
Kingella potus

Capnocytophaga spp. (origen humano)

Capnocytophaga canimorsus

Pasteurella multocida

Pasteurella dagmatis

Pasteurella gallinarum

Infecciones del tracto respiratorio; epiglotitis; neumonia; reagudizaciones de EPOC; bacteriemia; endocarditis; sinusitis;
meningitis; absceso cerebral; infecciones del tracto urinario en nifios; peritonitis; artritis; osteomielitis

Bacteriemia; neumonia; absceso cerebral
Infeccién respiratoria
Endocarditis; endoftalmitis; infeccion de herida quirdrgica; periodontitis; osteomielitis; absceso epidural

Meningitis; absceso epidural; linfadenitis; infeccion osteoarticular; espondilodiscitis; bacteriemia; endocarditis; endoftalmitis;
canaliculitis; apendicitis; absceso hepatico; empiema

Endocarditis

Endocarditis; bacteriemia; artritis; infeccion neonatal

Endocarditis

Infecciones de piel y partes blandas (en UDVP); infecciones tras mordedura; canaliculitis; conjuntivitis; queratitis; endoftalmitis;
tromboflebitis supurada; endocarditis; neumonia; empiema; abscesos pulmonares; infecciones intraabdominales y pélvicas;
bacteriemia; sepsis neonatal; osteomielitis; artritis; abscesos vulvares; corioamnionitis; discitis; absceso epidural; aneurismas

micéticos; periodontitis; infeccién urinaria; absceso cerebral; meningitis crénica; absceso hepatico

Artritis; bacteriemia; osteomielitis; espondilodiscitis; bursitis; tenosinovitis; endocarditis; neumonia; celulitis; queratitis;
meningitis; peritonitis; infeccién urinaria

Endocarditis; bacteriemia; vaginitis; corioamnionitis; empiema pleural; absceso retrofaringeo; tlcera corneal
Gingivoestomatitis

Infecci6n tras mordedura

Bacteriemia; endocarditis; queratitis, conjuntivitis, endoftalmitis y tlceras corneales; sinusitis; abscesos pericardicos,
pulmonares y subfrénicos; artritis séptica y osteomielitis; abscesos cerebrales, intracraneales y vertebrales; abscesos
abdominales; infecciones perinatales, corioamnionitis y partos prematuros

Infeccién de heridas secundarias a mordeduras de animales; bacteriemia; meningitis; absceso cerebral; endocarditis; peritonitis;
colecistitis; neumonia; artritis; osteomielitis; discitis; abscesos; infecciones asociadas a injertos endovasculares; infecciones

oculares

Infeccién de piel y partes blandas (especialmente tras mordedura de perros o gatos); endocarditis; meningitis; infecciones
respiratorias; infeccion de injertos vasculares

Endocarditis; bacteriemia; osteomielitis vertebral; espondilodiscitis; infecciones respiratorias; infeccién de piel y partes blandas

Meningitis; endocarditis; bacteriemia

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; UDVP: usuarios de drogas por via parenteral.

cal®**, La diseminacién hematégena desde cualquiera de estos focos
puede resultar en abscesos epidurales, abscesos intraabdominales,
espondilodiscitis, artritis séptica o endoftalmitis3®-33,

A. segnis ocasiona muy raramente infecciones en humanos, ha-
biéndose descrito casos de enfermedad periodontal, bacteriemia,
endocarditis o infecciones intraabdominales3-4'.

Cardiobacterium spp.

Este microorganismo forma parte de la microbiota habitual del
tracto respiratorio, pero debido a su crecimiento lento en medios de
cultivo, raramente se aisla de muestras respiratorias. C. hominis es un
microorganismo poco virulento, que se ha implicado casi exclusiva-
mente en casos de endocarditis**#4. También se han descrito casos de
endocarditis sobre cables de marcapasos***. La endocarditis por este
microorganismo suele tener un curso insidioso con sintomas poco
floridos, por lo que el diagndstico suele ser tardio, lo que complica el
prondstico. Casi todos los pacientes tienen el antecedente de una
boca séptica o han sufrido algiin tipo de procedimiento odontolégi-
co. C. hominis tiende a formar vegetaciones grandes y friables, de
manera que la complicacién mas grave son las embolias sépticas, los
aneurismas micoéticos y la insuficiencia cardiaca congestiva. El diag-

noéstico suele confirmarse por aislamiento del microorganismo en
sangre. Es muy raro aislar este microorganismo de una muestra dife-
rente a la sangre, aunque se ha descrito un caso de osteomielitis ver-
tebral“® y otro de peritonitis asociada a didlisis peritoneal?’.

C. valvarum se ha implicado en casos de endocarditis sobre valvu-
las nativas (sobre todo valvulas aérticas bictspides) y mecanicas®*.
La endocarditis por C. valvarum suele originar vegetaciones grandes
y una gran destruccién valvular-,

Eikenella corrodens

E. corrodens forma parte de la microbiota normal de la orofaringe
y del tracto respiratorio superior. Puede ocasionar patologia perio-
dontal en forma de abscesos periapicales o infecciones del canal ner-
vioso®2, También se ha implicado en infecciones de cabeza y cuello
incluyendo infecciones oculares (celulitis orbitaria, tlceras cornea-
les, endoftalmitis, abscesos lacrimales), mastoiditis y abscesos sub-
mandibulares y tiroideos®. E. corrodens también se ha implicado en
infecciones pleuropulmonares (incluyendo abscesos pulmonares,
neumonias y empiemas) en inmunodeprimidos, en pacientes con
enfermedades pulmonares de base y en los pacientes que sufren as-
piraciones®.
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A partir de focos periodontales u otorrinolaringolégicos, E. corro-
dens puede alcanzar el sistema nervioso central ocasionando menin-
gitis, abscesos cerebrales, empiemas subdurales o abscesos paraespi-
nales®®. La endocarditis por este microorganismo es excepcional y
ocurre fundamentalmente en inmunocomprometidos, en usuarios
de drogas por via parenteral o en pacientes con patologia valvular
previa®s, E. corrodens puede ocasionar abscesos subcutaneos, celuli-
tis, osteomielitis, artritis séptica y bacteriemia en usuarios de drogas
por via parenteral®”. E. corrodens puede sobrevivir en el tracto gas-
trointestinal y se ha aislado en pacientes con peritonitis, abscesos
hepaticos, esplénicos y pancreaticos®. E. corrodens también puede
producir infecciones ginecolégicas como corioamnionitis, endome-
tritis y cervicitis asociadas con dispositivos intrauterinos*.

Kingella spp.

Kingella spp. forma parte de la microbiota habitual del tracto res-
piratorio y genitourinario, especialmente en nifios de entre 6 meses
y 4 afios, pudiéndose diseminar en esta poblacién por via respirato-
ria®-62, Kingella spp. ha sido clasicamente una causa infrecuente de
endocarditis, sin embargo, en los Gltimos afios, K. kingae ha emergido
como un patégeno relevante en pacientes pediatricos en los que se
ha descrito como agente causal de bacteriemias primarias e infeccio-
nes osteoarticulares®®4, La puerta de entrada de estas bacteriemias
es probablemente la mucosa orofaringea. Las infecciones osteoarti-
culares son la manifestacién clinica mas frecuente en nifios$>%. Se
han descrito artritis sépticas, osteomielitis, discitis y tenosinovitis.
Tras la introduccién de la vacuna frente a H. influenzae, Kingella spp.
ha sustituido a este microorganismo como el bacilo gramnegativo
que causa mas frecuentemente infecciones osteoarticulares en me-
nores de 3 afios?. La artritis séptica por Kingella spp. suele ser mo-
noarticular, fundamentalmente afecta a la rodilla, la cadera o al tobi-
110%. La osteomielitis por Kingella spp. suele afectar a huesos largos
como el fémur, la tibia o el radio. Aunque mas infrecuentemente,
Kingella spp. también se ha implicado en infecciones osteoarticulares
en adultos®. De manera mucho mads infrecuente, Kingella spp. puede
ocasionar bacteriemia y endocarditis®®’°. La endocarditis ocurre ha-
bitualmente en adultos con enfermedad cardiaca predisponente o
con valvulas cardiacas protésicas. Se han descrito complicaciones
como abscesos paravalvulares, abscesos pericardicos, fendmenos
embdlicos, aneurismas micéticos, infartos pulmonares, shock séptico
e insuficiencia cardiaca congestiva’’2. La bacteriemia por Kingella
spp. sin endocarditis se ha descrito en pacientes inmunocompeten-
tes tras manipulaciones dentales o en pacientes sometidos a radio o
quimioterapia. Kingella spp. también puede causar infecciones del
tracto urinario”. Otras especies como K. denitrificans, K. oralis y K. po-
tus ocasionan patologia humana de manera mas infrecuente, y se
han descrito casos de corioamnionitis, empiema, queratitis e infec-
ciones de piel y partes blandas’7.

Capnocytophaga de origen humano

C. gingivalis, C. granulosa, C. haemolytica, C. leadbetteri, C. ochracea
y C. sputigena forman parte de la microbiota de la cavidad oral huma-
na. Muchos de los procesos clinicos atribuidos a este género tienen
su origen en la cavidad oral, sin embargo, también se han aislado
especies de Capnocytophaga en el tracto genital femenino, que se han
visto implicadas en infecciones intrauterinas, amnionitis e infeccio-
nes perinatales en nifios prematuros®.

C. ochracea, C. sputigena y C. gingivalis actGan como patégenos
oportunistas en pacientes inmunodeprimidos, produciendo bacte-
riemias que pueden resultar fatales®. La posibilidad de una sepsis
por Capnocytophaga se debe considerar siempre en la evaluaciéon de
un paciente leucémico que, en el curso de una neutropenia®', presen-
te un cuadro febril, especialmente si en el mismo hay mucositis o
ulceraciones orales. En una revisién de pacientes con este tipo de

bacteriemias®?, la mayoria padecia una leucemia mieloide aguda® o
una leucemia linfoide aguda®4, siendo menos frecuentes los casos
asociados a tumores solidos u otros procesos como mieloma multi-
ple®>, lupus eritematoso sistémico en tratamiento con ciclofosfami-
da®®, trasplante de médula®”’®, artritis reumatoide con tratamiento
biolégico®, etc.

En contraste, en los pacientes inmunocompetentes, los cuadros
infecciosos atribuidos a estas especies son menos frecuentes y las
formas clinicas de presentacion tienen, por lo general, otras localiza-
ciones que incluyen queratitis®®, endoftalmitis®, tlceras corneales,
conjuntivitis®?, empiema®, abscesos pericardicos®, mediastinitis,
abscesos pulmonares y subfrénicos®, endocarditis®-%, sinusitis®, ce-
lulitis facial®, artritis séptica y osteomielitis’®°", abscesos vertebra-
les'®?, abscesos cerebrales'®®, abscesos intracraneales'*, abscesos ab-
dominales, infecciones de heridas®. También se han descrito
infecciones perinatales, corioamnionitis y partos prematuros'>1% y
sepsis neonatal'?7-1°,

En nifios, al igual que en los adultos, la sepsis no asociada a una
inmunodeficiencia es rara, pero se han descrito aislamientos de Cap-
nocytophaga a partir de abscesos cerebrales', conjuntivitis">'"® y
artritis séptica', entre otras infecciones.

Capnocytophaga de origen animal

C. canimorsus puede formar parte de la microbiota orofaringea de
gatos y perros y puede causar infecciones graves en el ser humano.
Se han descrito mas de 100 casos de infeccién por este microorganis-
mo'> 7, La mayor parte de estas infecciones han afectado a pacientes
adultos. E1 80% de estos tenia algtn tipo de enfermedad de base pre-
disponente (asplenia, enfermedad de Hodgkin, ptrpura trombocito-
pénica idiopatica, alcoholismo, tratamiento corticoideo o enferme-
dad pulmonar crénica), siendo la asplenia la patologia subyacente
mas frecuente. El tipo de infeccién mads frecuente es la infeccién de
piel y partes blandas secundaria a mordeduras o arafiazos de anima-
les (sobre todo perros y gatos). En ocasiones se puede asociar a fra-
caso multiorganico, fiebre, trombopenia, hipotensién y fracaso renal.
De manera secundaria se han descrito cuadros de meningitis"® y en-
docarditis". En el 50% de los pacientes con bacteriemia o endocardi-
tis aparecen lesiones cutineas tipo petequias, exantema maculopa-
pular, formacién de escaras o eritemas dolorosos que pueden
evolucionar a necrosis cutaneas. También se ha implicado con bacte-
riemia en pacientes neutropénicos y cirréticos, e incluso en cuadros
de coagulacién intravascular diseminada en pacientes esplenectomi-
zados. Otras manifestaciones clinicas descritas son meningitis, abs-
ceso cerebral, endocarditis, peritonitis, colecistitis, neumonia, artri-
tis, osteomielitis, discitis y abscesos, ademas de infecciones asociadas
a injertos endovasculares e infecciones oculares. La mortalidad glo-
bal asociada a infecciones por este microorganismo se acerca al 25%.

Pasteurella spp.

Pasteurella spp. puede formar parte de la microbiota habitual de
la nasofaringe y del tracto gastrointestinal de animales domésticos
(perros y gatos) y salvajes. Es muy raro encontrar este microorga-
nismo formando parte de la microbiota del tracto respiratorio del
ser humano. P. multocida es una causa frecuente de infeccién de piel
y partes blandas después de una mordedura de perro o gato. Este
tipo de infecciones son agudas y progresan rapidamente ocasionan-
do incluso cuadros de bacteriemia. Se han descrito una treintena de
casos de endocarditis por Pasteurella spp.?*'?2, En mas del 40% de
los casos descritos se habia registrado el antecedente de contacto
cercano con un perro o gato. La mortalidad de la endocarditis por
Pasteurella spp. se aproxima al 30%, y en la mayoria de los casos esta
ocasionada por un retraso en el diagndstico. Otras especies como
P. dagmatis o P. gallinarum pueden ocasionar también endocardi-
tis'! (tabla 1).
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Morfologia microscopica

La caracteristica mas frecuente en todas las especies es el pleo-
morfismo. H. parainfluenzae aparece en la tincién de Gram como ba-
cilos pequefios o en formas filamentosas, en cambio H. parahaemo-
Iyticus como bacilos de tamafio corto o medio. Las bacterias incluidas
en el género Aggregatibacter se presentan como bacilos gramnegati-
vos, aunque ocasionalmente exhiben formas cocoides y filamento-
sas. En el caso de Cardiobacterium, C. hominis aparece como bacilos
rectos o en formas filamentosas, que se disponen en cadenas cortas,
parejas o rosetas. Exhibe una tinciéon de Gram irregular, y algunas
partes de la bacteria pueden teflirse como grampositivo, mientras
que C. valvarum es un bacilo gramnegativo corto o pleomérfico, que
se decolora facilmente. E. corrodens es un bacilo o cocobacilo gram-
negativo pequefio, recto, delgado y con los extremos redondeados
(fig. 1A). Kingella spp. se presenta en parejas o cadenas cortas (4 a 8)
de bacilos o cocobacilos gramnegativos rechonchos con los extremos
cuadrados. Tienden a resistir a la decoloracién y presentan una colo-
racién desigual en la tincion de Gram, pudiendo aparecer algunas
zonas de la bacteria como grampositivas®. Capnocytophaga spp. son
bacilos gramnegativos fusiformes, largos, rectos o ligeramente curva-
dos (fig. 1B). En los cultivos viejos, dan lugar a pleomorfismo con
células grandes en forma de cocos. Pasteurella spp. son bacilos o co-
cos gramnegativos pequefios, aislados, en parejas o cadenas cortas.
Con frecuencia presentan tincion bipolar. Las especies relacionadas
tienen forma mas bacilar.

Cultivo

Para el cultivo de este grupo de bacterias se requiere agar sangre
y agar chocolate y, ademas, en el caso de muestras potencialmente
contaminadas con microbiota normal, un medio selectivo. Para la re-
cuperacién de las bacterias del grupo HACEK de muestras de sangre
es suficiente la incubacién de 5 dias en los sistemas de hemocultivos
automatizados®.

Las especies de Haemophilus crecen en agar chocolate u otros me-
dios de cultivo que contienen hemina (factor X) y NAD (factor V) dan-
do lugar a colonias lisas, planas o convexas, a veces ligeramente ama-
rillentas. Todas las especies de Haemophilus, a excepcion de H.
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ducreyi, requieren factor V, pero solo H. influenzae, H. haemolyticus, H.
aegyptius y H. ducreyi requieren factor X. La sangre de cordero con-
tiene factor X y factor V, pero el factor V no esta disponible por su
localizacion intracelular y por la presencia en la sangre de enzimas
NAD-glucohidrolasa que hidroliza el NAD. También se puede utilizar
el medio enriquecido de Levinthal'®. El agar sangre de caballo y de
conejo se utiliza para la deteccién de hemdlisis en las especies hemo-
liticas y que no son capaces de crecer en agar sangre de cordero. Para
el aislamiento a partir de muestras contaminadas se puede utilizar
agar chocolate con bacitracina o agar sangre suplementado con fac-
tores X'y V con bacitracina, este altimo medio permite identificar las
especies hemoliticas. Otros medios selectivos adicionan al agar cho-
colate bacitracina, clindamicina y/o vancomicina'>. Haemophilus
spp. es capaz de crecer en agar sangre alrededor de las colonias de S.
aureus y otras bacterias dando lugar al fenémeno de satelitismo. H.
parainfluenzae da lugar a morfologias coloniales muy variadas que
pueden cambiar con la edad. Generalmente son planas, lisas y tras-
lucidas.

Aggregatibacter spp. requiere medios enriquecidos, pero no nece-
sariamente hemina para crecer, y el crecimiento es mejorado con una
atmosfera enriquecida al 5-10% de CO,. Algunas cepas de A. aphro-
philus y A. segnis requieren factor V, pero ninguna requiere factor X.
A. aphrophilus después de 48-72 h de incubacién en agar chocolate
da lugar a colonias pequefias de 0,5-1 mm de didmetro, convexas,
opacas, granulares y con una débil pigmentacién amarilla. En ausen-
cia de CO, aparece pleomorfismo dando lugar a colonias grandes y
pequeiias. Las colonias en agar chocolate de A. segnis son lisas o gra-
nulares, convexas, blanco grisaceas y opacas, su tamafio a las 48 h es
de aproximadamente 0,5 mm*. A. actinomycetemcomitans, tras 48-72
h de incubacién, da lugar en agar chocolate y agar sangre a colonias
pequenias, lisas, trasltcidas, no hemoliticas y de bordes ligeramente
irregulares. Tras 5-7 dias de incubacién, las colonias pueden desarro-
llar un centro denso que parece una estrella de 5 o 6 puntas y que
pican el agar. Se adhieren al agar y son dificiles de suspender. Para el
aislamiento a partir de muestras contaminadas se han empleado me-
dios selectivos con bacitracina y vancomicina'®.

Cardiobacterium spp. es una bacteria anaerobia facultativa y re-
quiere del 5-10% de CO, y una humedad incrementada para su desa-
rrollo en agar sangre. Su temperatura 6ptima de crecimiento es 30-

Figura 1. Morfologia microscépica en la tincién de Gram de Eikenella corrodens (A) y Capnocytophaga gingivalis (B). (x1.000).
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35 °C. Las colonias en agar sangre o agar chocolate tras 48-72 h de
incubacién son muy pequefias (1 mm), lisas, brillantes y opacas.
C. hominis requiere una incubacién de 2 dias para la aparicion de
colonias visibles mientras que C. valvarum requiere 3 dias* y algunas
cepas de ambas especies pueden presentar picadura en el agar, sien-
do mas frecuente en agar chocolate que en agar sangre. Se aislan
principalmente de hemocultivos, donde crecen lentamente. La tin-
cion de Gram de los frascos positivos puede no revelar microorganis-
mos, pero el proceso de centrifugacién diferencial (primero a bajas
revoluciones para retirar las células sanguineas y después a altas re-
voluciones para recoger las bacterias) permite la visualizacion de la
bacteria en la tincion de Gram del sedimento'2°,

Las cepas E. corrodens generalmente requieren hemina para cre-
cer cuando la atmésfera de incubacién no posee un 5-10% de CO,'?".
Son anaerobias facultativas y capnéfilas. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es de 35-37 °C. En agar sangre y agar chocolate dan
lugar a pequefias colonias de 0,5-1 mm de didametro después de
48h de incubacién, que se pueden extender dando un crecimiento
plano. A veces pueden presentar una morfologia colonial distinta
en ambos medios (fig. 2A). E1 50% de los aislados pueden “picar” el
medio de cultivo (producir una depresién en el agar) durante el
crecimiento. Se pueden observar variantes “picadoras” y “no pica-
doras” en el mismo cultivo. Produce un pigmento amarillo palido y
la mayor parte de las cepas tienen olor a hipoclorito sédico (lejia).
Aunque no es hemolitica se puede observar un ligero color verdoso
alrededor de las colonias. Se ha usado un medio selectivo que con-
tiene clindamicina para su aislamiento de muestras que contienen
microbiota normal'?.

K. kingae es una bacteria anaerobia facultativa que crece en agar
sangre y agar chocolate. En agar sangre produce una débil betahemd-
lisis, que a veces solo se observa cuando se retira la colonia. K. kingae
y K. denitrificans pueden “picar” el agar después de un tiempo pro-
longado de incubacién, que también se observa mejor al retirar la
colonia™. También se desarrollan en agar de Thayer-Martin. El creci-
miento mejora en una atmoésfera enriquecida con un 5-10% de CO,,
pero solo una pequefia proporcion de cepas es estrictamente capno-
fila™°. Se han descrito variantes de colonias pequefias en portadores
nasofaringeos sanos y raramente en enfermedad invasiva, lo que su-
giere que estas variantes tienen la virulencia disminuida'.

El aislamiento de K. kingae de liquidos corporales y de material
purulento puede ser dificil, porque estas muestras pueden ser inhi-
bitorias. El uso de distintos medios de hemocultivos (Bactec, BacT/

Alert, Hémolin DUO, Isolator 1,5 Microbial Tube, medios de cultivo
preparados) han mejorado significativamente la tasa de deteccién™°.
Los subcultivos de los frascos de hemocultivos en agar sangre y cho-
colate crecen sin dificultad, lo que indica que los medios bacteriold-
gicos de rutina soportan el crecimiento de K. kingae. Esta observacién
confirma que el liquido sinovial tiene propiedades antibacterianas,
ejerciendo un efecto inhibitorio en K. kingae®?, y la inoculacién de
pequefios volimenes de exudado en un gran volumen de liquido
contenido en los frascos de hemocultivos diluye este efecto inhibito-
rio del exudado y mejora el crecimiento de K. kingae®°**. En 2 estu-
dios en los que se inoculé liquido sinovial de pacientes con infeccién
bacteriolégicamente documentada en frascos de hemocultivos, solo
se detect6 la mitad de los casos, independientemente del sistema
automatizado de hemocultivos utilizado®'*4. Lo que refleja que el
aislamiento de K. kingae en medios de cultivo es problematico, aun
en los frascos de hemocultivos, y que todavia no se conoce realmen-
te por qué los sistemas de hemocultivos y los cultivos en caldo son
mejores que los cultivos en medio s6lido'*. Los resultados mejoran
cuando se utilizan frascos de adultos en lugar de pediatricos y se
adiciona sangre a los cultivos'®, Para el aislamiento de cultivos mix-
tos, se recomiendan medios que contengan clindamicina o vancomi-
cina, asi como el medio de Thayer-Martin™>'7,

El aislamiento primario de Capnocytophaga spp. requiere 5-10% de
CO, y medios enriquecidos; la composicion de la base del agar sangre
influye en la capacidad de crecimiento™®. Para su deteccién en culti-
vos mixtos se han usado medios selectivos que contienen bacitraci-
na, polimixina B, vancomicina y trimetoprim'?®., Su desarrollo es in-
hibido por polianetol sulfonato sédico, anticoagulante utilizado en
los medios para hemocultivos'’. Las especies de Capnocytophaga
tienen crecimiento lento, las colonias se vuelven visibles después de
48 h de incubacion y desarrollan una morfologia caracteristica des-
pués de este periodo. Las colonias de las especies de origen humano
son amarillas, ocres o ligeramente rosadas y tienen proyecciones di-
gitiformes marginales (movilidad por deslizamiento), que aparecen
como una pelicula que rodea el area central de la colonia, con las
partes centrales con un aspecto moteado y hiimedo (fig. 2B). Las co-
lonias de origen canino son puntiformes después de 3-4 dias de in-
cubacién, tras unos dias mas se vuelven circulares, lisas y convexas.
Se desarrollan en agar sangre y chocolate, pero no en agar Mac-
Conkey. También se puede observar un buen crecimiento en agar de
Thayer-Martin. C. canimorsus se ha aislado mas frecuentemente de
sangre. Sin embargo, puede no ser detectado por los sistemas de he-

A

Figura 2. Morfologia en agar sangre y agar chocolate de Eikenella corrodens (A) y Capnocytophaga gingivalis (B) tras 48 h de incubacién a 35 °C en atmdsfera aerobia enriquecida

con 10% de CO,.
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mocultivos automatizados comdinmente utilizados; los clinicos de-
ben informar al laboratorio sobre la presencia de los factores de ries-
go para la infeccion por C. canimorsus para que se realicen subcultivos
ciegos en medios enriquecidos'*.

En contraste con algunas especies de Haemophilus, las especies de
Pasteurella son independientes de la hemina y el CO, y, por tanto,
crecen en medios sin sangre. Las colonias son 1-2 mm de didmetro
después de 24 h de crecimiento a 37 °C y son opacas y grisaceas. Las
cepas encapsuladas tienden a ser mucoides. Se puede observar un
ligero color verdoso por debajo de las colonias. Para el aislamiento de
Pasteurella a partir de muestras contaminadas se han obtenido bue-
nos resultados con medios selectivos que contienen clindamicina,
y/o amikacina™'.

Identificacion fenotipica

La identificacién fenotipica a nivel de especie es complicada y no
siempre es posible, ya que requiere a menudo multiples sustratos
que normalmente no estan disponibles en los laboratorios de ruti-
na'* ni en los sistemas automatizados'®. En la tabla 2 se incluye una
bateria de pruebas bioquimicas que junto con la morfologia micros-
copica y colonial nos orienta hacia una especie de este grupo, pero
que requiere su confirmacién por métodos moleculares o proteémi-
cos. Hay que tener en cuenta que los medios utilizados para las prue-
bas bioquimicas deben ser ricos en peptonas, requieren un fuerte
inéculo y, ademas, los medios utilizados normalmente para estudiar
la formacion de acido a partir de carbohidratos pueden dar lugar a
reacciones falsamente negativas'#*. El documento del Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI) para identificacién rapida de bac-
terias y levadura® incluye 3 especies del grupo HACEK, C. hominis, E.
corrodens y K. kingae. Aconseja que las claves de identificacion del

documento solo se utilicen en caso de aislamiento de un sitio nor-
malmente estéril.

El género Haemophilus presenta una reaccién positiva en las prue-
bas de catalasa y oxidasa. Todas las especies, a excepcién de H. ducre-
yi, requieren factor V, lo que les diferencia de H. influenzae y H. hae-
molyticus, que ademads requieren el factor X. La produccién de
betahemolisis en agar sangre de caballo o conejo permite diferenciar
H. parahaemolyticus de H. parainfluenzae, que no la produce. Ambas
especies (a excepcion del biotipo V de H. parainfluenzae) son positi-
vas al menos a una de las siguientes pruebas, indol, ODC y ureasa's,

Aggregatibacter spp. tiene reacciones negativas para la produccién
de indol, ODC, ureasa. A. aphrophilus es catalasa y oxidasa negativas,
aunque algunas cepas pueden dar una débil reaccion de oxidasa. Pro-
duce acido de sacarosa y lactosa. Las cepas anteriormente incluidas en
H. paraphrophilus requieren factor V; estas cepas crecen bien en agar
chocolate, pero no en agar sangre. A. actinomycetemcomitans presenta
las pruebas de catalasa positiva, oxidasa negativa y no requiere ni fac-
tor V ni factor X. La reaccién positiva de la catalasa, su incapacidad de
producir acido de la lactosa, sacarosa y la prueba de ONPG negativa la
diferencia de A. aphrophilus. A. segnis requiere factor V, por lo que cre-
ce en agar chocolate, pero no en agar sangre. La prueba de la catalasa
es variable. Tiene una produccién retardada de acido a partir de la
glucosa y la sacarosa y no produce acido de la lactosa'e,

C. hominis y C. valvarum son especies oxidasa positiva, catalasa
negativa, ureasa negativa y que no reducen los nitratos ni hidrolizan
la esculina. C. hominis es indol positivo, aunque produce pequefias
cantidades de indol, mientras que las cepas de C. valvarum aisladas
de casos de endocarditis son fuertemente indol positivo, aunque las
cepas de la microbiota oral son indol negativo'’. Producen acido de
la glucosa. C. valvarum, a diferencia de C. hominis, no produce acido
dela maltosa y sacarosa. Un bacilo gramnegativo aislado de un sitio

Tabla 2
Principales caracteristicas fenotipicas de las especies del grupo HACEK, Capnocytophaga y Pasteurella que mas frecuentemente producen patologia en el ser humano
Oxidasa Catalasa Requerido Ureasa Reduccién  Indol ODC  Glucosa  Sacarosa  Maltosa Lactosa
factor V nitratos

Haemophilus parainfluenzae + + + % + v v + ¥ ¥ _
Haemophilus parahaemolyticus + + + + + - - + + + _
Aggregatibacter - + = v 4 - - 4 _ v _
actinomycetemcomitans

Aggregatibacter aphrophilus - - v = + = - + + + +
Aggregatibacter segnis - \ + = + - - + + + _
Cardiobacterium hominis + = = - - o _ + + v _
Cardiobacterium valvarum + = = - - v _ + _ _ _
Eikenella corrodens L - - - + = + = = - -
Kingella kingae + = - - _ _ _ + _ + _
Kingella denitrificans + - - = + = - + - _ _
Capnocytophaga ochracea - - = = - - - + + + +
Capnocytophaga sputigena - - = = - - _ + + + _
Capnocytophaga gingivalis - - = = v - - o = + v
Capnocytophaga canimorsus + + - - - = = + - + 4
Capnocytophaga cynodegmis + + = - v _ _ + + + +
Pasteurella multocida + + — _ + + + + + + _
Pasteurella dagmatis + + = + + + - + + + -

ODC: ornitina descarboxilasa; v: reaccion variable.
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estéril, catalasa negativa, oxidasa positiva, indol positivo, no hemoli-
tico y que no crece en agar MacConkey se debe considerar C. hominis.
La caracteristica tincion de Gram y la prueba de reduccién de nitratos
negativa confirman la identificaciéon,

E. corrodens es oxidasa positiva y, generalmente, catalasa negativa.
No requiere factor X ni factor V, aunque el factor X es necesario para
el crecimiento aerobio, lo que puede llevar a confundirla con Haemo-
philus spp. cuando se intenta identificar con discos de los factores X
y V, porque aparece crecimiento alrededor del factor X, pero no del
factor V. Las pruebas de ODC y reduccién de nitratos son positivas,
pero las de indol y ureasa son negativas. Es asacarolitica. Entre los
bacilos gramnegativos que no crecen en MacConkey, es la tinica bac-
teria catalasa negativa, oxidasa positiva e indol negativa que es ODC
positiva's,

K. kingae muestra una reaccién negativa en las pruebas de catala-
sa, ureasa e indol, mientras que la prueba de oxidasa es positiva. Su
betahemodlisis la diferencia de otros miembros de este grupo de bac-
terias. El aislamiento de una bacteria con las anteriores caracteristi-
cas en un cultivo de una muestra articular o de sangre debe ser iden-
tificado como K. kingae'®s. K. kingae produce acido de la glucosa y de
la maltosa, mientras que K. denitrificans solo lo produce de la glucosa,
ademads esta altima es capaz de crecer en agar de Thayer-Martin, lo
que puede llevar a confundirla con Neisseria gonorrhoeae, sobre todo
en muestras faringeas y genitourinarias™®’. Ademas, K. denitrificans, a
diferencia de otras especies, reduce los nitratos a nitritos. La prueba
de ODC es negativa.

Todas las especies de origen humano de Capnocytophaga son ca-
talasa y oxidasa negativas y producen acido a partir de la glucosa,
maltosa y sacarosa. Las pruebas de indol, ureasa y ODC son negati-
vas™, En cambio, las especies de origen canino se diferencian de las
especies humanas en las pruebas positivas de catalasa, oxidasa, ODC
y ONPG?®. Todas las especies producen perfiles de acidos grasos celu-
lares comunes que permiten la identificacion del género°.

Las principales caracteristicas fenotipicas que comparten los
miembros de Pasteurella sensu stricto son bacilos y cocobacilos gram-
negativos, anaerobios facultativos e inmoviles. Los aislados indol po-
sitivos exhiben un olor parecido a ratonera. Son oxidasa, catalasa y
fosfatasa alcalina positivas. Reducen los nitratos a nitritos y no hidro-
lizan la ONPG. Producen acido de la glucosa, fructosa, manosa y sa-
carosa. Estas especies se pueden diferenciar por las reacciones de
indol, ureasa, ODC y produccién de acido de los carbohidratos®.

Sistemas comerciales de identificacion fenotipica

Entre los sistemas comerciales que incluyen en su base de datos
bacterias del grupo HACEK, Capnocytophaga y Pasteurella, se encuen-
tran sistemas manuales como Remel RapID NH (Remel, Lenexa, Kan-
sas, EE. UU.), quadFERM+ kit (qF) (Analytab Products, Plainview, NY),
BBL CRYSTAL™ Identification Systems Neisseria/Haemophilus (Bec-
ton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, Md.), API NH (bio-
Meérieux, La Balme-les-Grottes, Francia) y sistemas semi/automatiza-
dos como la tarjeta NH de VITEK2 (bioMérieux, Durham, NC), el
panel NID de Phoenix NID (BD) y el panel HNID de MicroScan (Beck-
man Coulter/American MicroScan, Sacramento, Calif.).

El sistema VITEK2 NH identifica la mayoria de las especies del
grupo HACEK y Capnocytophaga incluidas en su base de datos, asi, en
un estudio publicado, se identificaron correctamente el 64% de cepas
estudiadas, y con baja discriminacién un 14,7%. De 6 cepas de espe-
cies de Pasteurella spp. que no estan incluidas en la base de datos,
4 se identificaron mal y 2 no se identificaron®". En otro estudio mul-
ticéntrico que incluy6 95 aislamientos clinicos del grupo HACEK y 5
de Canopcytophaga, se identificaron correctamente el 98% de los ais-
lamientos'™? Valenza et al identificaron correctamente 36 de 42
(85,7%) aislamientos clinicos del grupo HACEK3,

El panel Haemophilus-Neisseria Identification (HNID) (Beckman
Coulter) es un sistema de microdilucién para la identificacién en 4 h

de Haemophilus y Neisseria spp., Branhamella (Moraxella) catarrhalis y
Gardnerella vaginalis. En una evaluacién de este panel, aislados de
E. corrodens, Kingella spp. y C. hominis (bacterias no incluidas en
la base de datos) produjeron patrones tnicos. Los autores sugieren la
modificacién de los criterios de interpretacion de determinadas
pruebas, la ampliacién de la base de datos para incluir otras especies
y la sugerencia de pruebas confirmatorias adicionales para mejorar
la precisién y la utilidad de este panel'.

Algunos sistemas (API 20NE y API NH) pueden identificar mal
C. valvarum'4,

Especies de Kingella pueden ser confundidas en los sistemas auto-
maticos con especies de Neisseria, pero pueden ser diferenciadas de
estas por la morfologia microscépica y colonial y por pruebas adicio-
nales como la prueba de la catalasa™. La identificacién de K. kingae
en los laboratorios clinicos también se puede realizar con un amplio
rango de sistemas comerciales®, tales como quadFERM+kit'>>, API NH,
tarjeta NH de VITEK2'31%6 y tarjeta NID de Phoenix (BD)"™. En una
comparacién entre el sistema BD PhoenixTM con Microscan
Walkaway (Beckman Coulter), el sistema BD PhoenixTM identificé
correctamente aislados de K. kingae que eran erréneamente identifi-
cados como Moraxella spp. por el sistema Microscan'’.

P. multocida se puede identificar mediante API 20E y API 20NE. En
una publicacién en la que se comparan ambos sistemas, API 20NE
identificé correctamente el 95% de los aislamientos, mientras que API
20E solo adscribia a esta especie el 60% de los aislamientos™®. La tarje-
ta GN de VITEK?2 identifica correctamente el 48,5% de 66 aislamientos
de distintas especies de Pasteurella, mientras que la utilizacién de
pruebas bioquimicas convencionales identificé el 94%%°. Debido a la
similitud fenotipica de algunos taxones de Pasteurella, la identificacion
en sistemas automatizados puede ser insatisfactoria'®-13,

Identificacién proteémica

Varios estudios han demostrado una buena identificacién de los
géneros Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella y
Kingella (HACEK) por MALDI-TOF MS, asi, Couturier et al estudiaron
103 especies de microorganismos del grupo HACEK y lograron un
93% de identificacién del género y un 66% de identificacion de la
especie usando Microflex LT MALDI-TOF (Bruker Daltonics GmbH,
Alemania) con la base de datos MALDI Biotyper 2.0 (Bruker)'s4.
Powell et al en 2013%¢ evaluaron la capacidad de VITEK MALDI-TOF
MS (VITEK MS) (bioMérieux, Durham, NC) para identificar los
miembros de los géneros Haemophilus, Aggregatibacter, Eikenella y
Kingella comparado con Remel RapID NH test y VITEK2 NH, usando
como referencia la secuenciacion del ARNr 16S. Para ello utilizaron
140 aislados y la base de datos VITEK MS SARAMIS de uso solo de
investigacion (RUO) version 4.09. La identificacién se consideré de-
finitiva cuando la probabilidad proporcionada era superior al 70%.
De los aislados estudiados, en 121 (86%) se identificé la especie y en
135 (96%) el género. Las identificaciones incorrectas incluyeron 11
H. haemolyticus, que fueron erréneamente identificados como
H. influenzae, y 2 aislados de A. aphrophilus, que fueron identifica-
dos como A. segnis y H. parainfluenzae. Un estudio para evaluar la
capacidad de MALDI-TOF en la identificacién de bacterias y levadu-
ras's> analizé 51 aislamientos de bacterias del grupo HACEK y se
obtuvo que el 98% de las cepas aisladas, que representaban 4 espe-
cies, eran correctamente identificadas por MALDI-TOF MS. Los ais-
lamientos habian sido identificados previamente mediante VITEK II,
API y pruebas bioquimicas, y se utilizé la secuenciacion ARNr 16S
para los resultados discrepantes.

MALDI-TOF MS ha sido utilizado en la identificacién y caracteri-
zacion de diferentes miembros del género Haemophilus'®s, También
en la identificacion de aislados de A. actinomycetemcomitans'®. Du-
rante un estudio centrado en la diferenciacion entre H. parahaemo-
lyticus y H. paraphrohaemolyticus, un taxén distinto de una especie
no caracterizada de Haemophilus ha sido descrito y validado por
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secuenciaciéon del gen ARNr 16S como tnico. Esta Ginica especie,
ahora denominada H. sputorum, fue adicionalmente confirmada por
MALDI-TOF MS usando la versién 2.0 del software de BioTyper gra-
cias a la generacion de un espectro Gnico distinto del de las otras
especies bacterianas analizadas'®’.

Dos estudios han aplicado la técnica de MALDI-TOF utilizando la
base de datos MALDI bioTyper en la identificacién de C. canimorsus y
de C. cynodegmi. Uno de ellos, utilizando 94 aislamientos de C. cani-
morsus y 10 de C. cynodegmi identificados por secuenciacién de ARNr
16S, encontré un 17% de identificaciones correctas de especie C. cani-
morsus y un 100% de C. cynodegmi. Pero tras el establecimiento de
una base de datos de referencia casera, que incorpora 51 espectros de
C. canimorsus y 8 de C. cynodegmi, encontraron un 100% de identifi-
caciones correctas en ambas especies. Lo que refleja la importancia
de ir ampliando las bases de datos de MALDI-TOF'®, El otro estudio
se realiz6 sobre 6 aislamientos de C. canimorsusy 20 de C. cynodegmi,
también identificados mediante secuenciacién de ARNr 16S y proce-
dentes de sangre y heridas, y se compar6 con VITEK2. VITEK?2 identi-
fic6 correctamente 10/20 aislamientos como Capnocytophaga spp.,
mientras que MALDI-TOF identificé correctamente 6/6 C. canimorsus
y 13/14 C. cynodegmi'®. Varios casos clinicos publicados también han
presentado la capacidad de MALDI-TOF para identificar las especies
de Capnocytophaga de origen humano'>17°,

Un estudio ha valorado la eficacia de los métodos bioquimicos con-
vencionales, el sistema VITEK2 y las 2 plataformas MALDI-TOF, VITEK
MS y Bruker BioTyper MS para identificar Pasteurella spp. Se incluye-
ron 65 aislamientos (P. multocida [n = 41], P. canis [n = 17], P. dagmatis
[n = 2], P. stomatis [n = 4] y P. pneumotropica [n = 1]) procedentes de 64
muestras de heridas, 1 de sangre y una cepa de referencia de P. multo-
cida. Las pruebas bioquimicas convencionales identificaron el 94% de
ellas, VITEK2 el 48,5% y ambas plataformas de MALDI-TOF el 89%. Se
utiliz6 como método de referencia la secuenciacién de sodA'®. Un caso
publicado de meningitis por P. multocida ha presentado que MALDI-
TOF puede ser utilizado como una técnica para identificar la relacién
clonal entre aislamientos de animales y de hombres'”",

Deteccion mediante biologia molecular

Los sistemas automatizados pueden presentar dificultades en la
identificacion de estas especies?4315, A la vista de la similitud feno-
tipica de las especies y el nimero de sustratos requeridos, los méto-
dos proteémicos y los moleculares (secuenciacién de ARNr 16S, sodA
o0 gen rpoB) parecen mas adecuados para la identificacion de especie
de Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella, Capno-
cytophaga, Pasteurella y determinadas especies de Haemophilus172-174,
La técnica de secuenciacién del ARNr 16S se basa en la extraccién del
ADN de muestras clinicas, seguido de incubacién con primers univer-
sales que alinean con la porcién conservada del gen ARNT 16S, resul-
tando en la amplificacion de la secuencia especifica de las especies
implicadas. Los productos de amplificacién son entonces secuencia-
dos y los resultados son emparejados con los datos depositados en
GenBank u otra base de datos genémica extensa, o los productos son
hibridados con sondas especificas del organismo'”.

También se han descrito ensayos de PCR en tiempo real para la
cuantificacién de bacterias en la placa subgingival?*'s, saliva'76177 y
otras muestras'’, Entre los patégenos que se cuantifican siempre se
incluyen A. actinomycetemcomitans y en algunos casos E. corrodens'’s.

Como con otros agentes de endocarditis bacteriana, la PCR de ran-
go amplio se ha utilizado con éxito para la deteccién de C. hominis y
C. valvarum directamente de muestras clinicas®"179!8,

Un ntimero importante de infecciones osteoarticulares pediatri-
cas permanece bacteriol6gicamente sin confirmar y, en otros casos,
el aislamiento, la identificacion completa del microorganismo res-
ponsable y las pruebas de sensibilidad a los agentes antimicrobianos
requieren un minimo de 2 o 3 dias. En los dltimos afios, el uso de
técnicas de amplificaciéon de acidos nucleicos ha permitido la identi-

ficacién de los agentes etiol6gicos de las infecciones articulares y
6seas en menos de 24 h'8''82, Uno de los enfoques es la secuenciacion
de la porcién conservada del gen ARNr 16583184, Verdier et al'®5, usan-
do medios sélidos y frascos de hemocultivos, confirmaron el diag-
noéstico en 64 de 171 (37,4%) muestras de exudados de artritis y 0s-
teomielitis, de los cuales en 9 creci6 K. kingae. Siguiendo el método
de amplificacién y secuenciacién ARNr 16S, de las 107 muestras de
cultivo negativas se encontraron 15 positivas, todas para K. kingae.
Esta metodologia también ha permitido identificar K. kingae en un
caso de pericarditis’.

Alternativamente, con las muestras clinicas se puede realizar un
procedimiento de PCR empleando primers dirigidos selectivamente a
las bacterias mas probablemente implicadas. En los Gltimos afios, téc-
nicas de amplificacién de acidos nucleicos que utilizan secuencias de
ADN especificas de K. kingae, tales como cpn60 (que codifica una pro-
teina la chaperonina 60)¢ o los genes que codifican la citotoxina
RTX%%%, se han introducido en la practica clinica con el objetivo de
mejorar su deteccién. Una PCR de amplio espectro también ha permi-
tido detectar secuencias especificas de K. kingae en muestras osteoar-
ticulares con cultivo negativo™’. Los resultados obtenidos mejoran los
de la PCR universal ARNr 16S. A causa del papel predominante de
K. kingae en nifios menores de 4 afios con infeccién 6sea o articular, los
autores recomiendan el uso de una PCR con primers especificos de
K. kingae como técnica de primera linea en este segmento de pobla-
cién, reservando el uso de la de amplio espectro para los casos en que
la PCR especifica ha sido negativa®.

Se ha desarrollado una PCR para A. actinomycetemcomitans'®, y en
unos pocos casos, la PCR de amplio espectro ha llevado al diagnéstico
de la infeccién por A. actinomycetemcomitans a partir de valvulas car-
diacas o de émbolos32'%°.

También se ha utilizado una PCR para la deteccién de E. corrodens
en placas subgingivales'ss,

La aplicacién de las técnicas moleculares ha dado lugar a un au-
mento de la identificacién de Capnocytophaga spp. La secuenciaciéon
del gen ARNr 16S es en este momento la herramienta diagnéstica
mas adecuada'®. Asimismo, la técnica de PCR ha permitido la detec-
cién de Capnocytophaga'®® y de Pasteurella™®.

Diagnéstico serologico

No es de utilidad en el diagnéstico de la infeccién por este grupo
de bacterias.

Determinacion de la sensibilidad a los agentes antimicrobianos

Las pruebas de sensibilidad a los agentes antimicrobianos de las
bacterias de crecimiento lento o infrecuentemente aisladas, incluyen-
do el grupo HACEK y Pasteurella, ha sido objeto de una guia del CLSI™.
La mayor parte de las bacterias de crecimiento lento no crece satisfac-
toriamente en los sistemas estandar para el estudio de la sensibilidad
que usan medios sin suplementar, por ello se han incluido modifica-
ciones que generalmente introducen el uso de medios de cultivo con
nutrientes adicionados, a veces un tiempo de incubacién prolongado
y/o la incubacién en una atmésfera con los valores incrementados de
CO,"12, Para las pruebas de sensibilidad a los agentes antimicrobia-
nos de los miembros del grupo HACEK se puede utilizar la microdilu-
cién en caldo Mueller-Hinton ajustado en cationes con 2,5-5% de san-
gre lisada de caballo. Algunos aislados pueden requerir 48 h de
incubacién para obtener un crecimiento adecuado. Algunos aislados
pueden no crecer satisfactoriamente en caldo de Mueller-Hinton con
sangre lisada de caballo™?. Para las pruebas de sensibilidad a los anti-
biéticos mediante la técnica de disco difusién de Haemophilus se reco-
mienda el agar Haemophilus test médium (HTM) con incubacién de
16-18 h a 35 °C en atmoésfera aerobia con el 5-7% de CO,, y para el mé-
todo de dilucién en caldo se recomienda caldo HTM durante 20-24 h de
incubacién en atmdsfera aerobia'®.
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Los métodos de microdilucién en caldo y difusién en disco se han
descrito por la CLSI para las pruebas de sensibilidad de Pasteurella
spp. Los medios recomendados para microdilucién en caldo es caldo
de Mueller-Hinton ajustado en cationes con sangre lisada de caballo
y para difusién en disco, agar de Mueller-Hinton con 5% de sangre de
cordero. En ambos casos se recomienda una atmésfera aerobia, 18-
24 h de incubacién. Los antibi6ticos que se recomienda incluir son
amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas, fluoroquinolonas, ma-
crélidos, penicilinas, tetraciclinas y cotrimoxazol'?.

La realizacién de las pruebas de sensibilidad esta justificada en ais-
lados de sitios normalmente estériles, asi como en los de origen respi-
ratorio, especialmente en pacientes inmunocomprometidos'®. Asi-
mismo se recomienda en estos aislados la realizacién de una prueba
de deteccién de betalactamasa, como la prueba de la cefalosporina

Tabla 3

cromogénica'®? Las pruebas de sensibilidad de aislados de heridas de
mordeduras no son necesarias, ya que las infecciones de heridas por
mordeduras son generalmente tratadas de forma empirica con agen-
tes (p. ej., amoxicilina-acido clavulanico) que cubren la variedad de
microorganismos mas probablemente implicados en la infeccién'.
El European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) recomienda la utilizacién de agar MH-F MH suplementado
con 5% de sangre de caballo desfibrinada con 20 mg/1 de 3-NAD, para
las pruebas de sensibilidad en disco para H. influenzae, P. multocida y
K. kingae. También recomienda caldo MH-F, con cationes ajustados y
suplementado con un 5% sangre de caballo lisada y 20 mg/1 de -NAD.
En ambos casos solo incluye los valores de corte de H. influenzae,
Pasteurella spp. y K. kingae. Los antibiéticos para los que existen pun-
tos de corte en EUCAST para Pasteurella son bencilpenicilina, amoxi-

Tratamiento antimicrobiano de las infecciones producidas por las bacterias del grupo HACEK, Pasteurella y Capnocytophaga

Especie Tratamiento de eleccién

Tratamiento alternativo

Resistencia

Haemophilus parainfluenzae Ampicilina +/- aminoglucésido

Haemophilus parahaemolyticus Carbapenem

Haemophilus pittmaniae

Aggregatibacter Amoxicilina-clavulanico +/- Cefalosporina 3.2
actinomycetemcomitans aminoglucésido

Aggregatibacter aphrophilus Cotrimoxazol
Aggregatibacter segnis Doxiciclina

Ciprofloxacino

Cefalosporinas 3.2

Algunas cepas son resistentes a las cefalosporinas 3.2

A. actinomycetemcomitans es resistente a penicilina, clindamicina,
y puede ser resistente a vancomicina y eritromicina

A. actinomycetemcomitans
es sensible a metronidazol

Cardiobacterium hominis Cefalosporinas 3.2 +/-

aminoglucésido

Cardiobacterium valvarum Carbapenem
Eikenella corrodens Ceftriaxona Doxiciclina
Amoxicilina-clavulanico Levofloxacino
Meropenem

Aminoglucésidos

Kingella kingae Penicilina G Quinolonas

Kingella denitrificans Cefalosporinas 3.2 +/-

aminoglucésido

Carbapenems

Kingella oralis Tetraciclinas

Kingella potus Cotrimoxazol

Piperacilina-tazobactam

Metronidazol
Cloxacilina
Cefalosporinas 1.2y 2.2
Clindamicina
Macrélidos

Algunas cepas producen betalactamasas

Capnocytophaga spp.

Pasteurella multocida

Pasteurella dagmatis

Pasteurella gallinarum

Amoxicilina-clavulanico
Piperacilina-tazobactam
Carbapenem

Amoxicilina-clavulanico

Penicilina

Clindamicina Aminoglucésidos

Linezolid Colistina
Cefalosporina 3.2

Doxiciclina P. multocida es resistente a cloxaciclina, cefalosporinas 1.,

clindamicina, eritromicina, aminoglucésidos
Cefalosporina 3.2
Fluorquinolona
Carbapenem

Cotrimoxazol
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cilina, ampicilina, amoxicilina-acido clavuldnico, cefotaxima, cipro-
floxacino, levofloxacino, acido nalidixico, doxiciclina, tetraciclina y
cotrimoxazol, y para K. kingae, ademas de estos, se incluyen ceftria-
xona, cefuroxima intravenosa, meropenem, azitromicina, claritromi-
cina, eritromicina, clindamicina y rifampicina'-.

Sensibilidad a los agentes antimicrobianos

Los datos sobre la sensibilidad a los agentes antimicrobianos de
las bacterias del grupo HACEK y otras bacterias de crecimiento lento
son limitados, principalmente debido a que su aislamiento es infre-
cuente y no son faciles de cultivar. Ademas, las pruebas de sensibili-
dad a los agentes antimicrobianos son complejas y dificiles de imple-
mentar en los laboratorios clinicos, por lo que en muchos casos se
recurre a métodos no estandarizados. De los datos disponibles se
observa que las cefalosporinas de amplio espectro y las fluoroquino-
lonas son ampliamente activas frente a las bacterias del grupo HA-
CEK. Estas bacterias también son generalmente sensibles a penicilina
y ampicilina'®>1,

La produccién de betalactamasa entre los miembros del grupo
HACEK esta bien documentada, y los aislados productores de beta-
lactamasa son resistentes a ampicilina’?> Asi, aislados ocasionales de
C. hominis, E. corrodens, Kingella spp. y Pasteurella spp. producen be-
talactamasa'®19-200, sin embargo no se ha demostrado en A. acti-
nomycetemcomitans?°22,

Las especies de Haemophilus son habitualmente sensibles a betalac-
tamicos (tabla 3), aunque se ha descrito un ndmero considerable de
cepas de Haemophilus spp. productoras de betalactamasa. Las cepas
productoras de betalactamasa son sensibles a cefalosporinas de 2.2y 3.?
generaciones, carbapenems y a la asociacién de betalactdmicos con in-
hibidores de betalactamasa como amoxicilina-acido clavulanico y pi-
peracilina-tazobactam. También algunos aislados de Haemophilus y
E. corrodens pueden ser resistentes a ampicilina debido a otros meca-
nismos distintos a la produccién de betalactamasa’?>'5, La resistencia a
ampicilina de las cepas de Haemophilus no productoras de betalacta-
masa se debe, generalmente, a modificaciones de las proteinas de
unién a penicilina®®, Estas cepas también tienen las concentraciones
minimas inhibitorias mas elevadas a las cefalosporinas de 2.2 y 3.
generaciones®®4, Otros antibidticos activos frente a Haemophilus son los
macroélidos, las fluorquinolonas, las tetraciclinas y el cotrimoxazol. De
estos antibidticos, cotrimoxazol es el que tiene mayor tasa de resisten-
cia en H. parainfluenzae, en algunas zonas con tasas cercanas al 50%2%,

A. actinomycetemcomitans y A. aphrophilus son sensibles a cefalos-
porinas, fluoroquinolonas, tetraciclinas y aminoglucésidos. A. acti-
nomycetemcomitans es resistente a penicilina, clindamicina, y puede
ser resistente a vancomicina y eritromicina’®’2%, La resistencia a am-
picilina no es infrecuente?’’2%, pero la amoxicilina combinada con un
inhibidor de betalactamasa es efectiva'’. El tratamiento de las infec-
ciones por estos microorganismos suele hacerse con amoxicilina-
clavulanico acompafiado de un aminoglucésido en los casos de en-
docarditis o bacteriemia (tabla 3).

C. hominis y C. valvarum son habitualmente sensibles a betalacta-
micos, incluyendo penicilina, fluorquinolonas, aminoglucésidos y
tetraciclinas (tabla 3). La susceptibilidad a macrélidos y aminoglucé-
sidos es variable™8197209 13 produccién de betalactamasa es rara, y
sus efectos pueden ser neutralizados por el acido clavulanico™2, El
tratamiento recomendado para la endocarditis por C. hominis es cef-
triaxona o ciprofloxacino durante al menos 4 semanas en la endocar-
ditis sobre valvula nativa y 6 semanas para los casos de endocarditis
sobre valvula protésica?'’. Los pacientes con endocarditis sobre val-
vula nativa se pueden tratar solo con antibioterapia, aunque en algu-
nos casos puede ser necesaria la cirugia para resolver la infeccién.

E. corrodens es generalmente sensible a ampicilina, cefalosporinas
de 2.2 y 3.* generaciones, carbapenems, doxiciclina, azitromicina y
fluoroquinolonas y resistente a cloxacilina, aminoglucésidos, eritro-
micina, clindamicina, metronidazol y vancomicina (tabla 3). Presenta

una sensibilidad variable a cefalosporinas de 1.2 generacion y penici-
lina®197212, Se han informado cepas productoras de betalactamasa,
pero la enzima era inhibida por inhibidores de betalactamasa. Las
betalactamasas pueden ser plasmidicas o cromosdmicas!®225,

K. kingae y K. denitrificans son generalmente sensibles a penicilinas,
cefalosporinas, carbapenems, aminoglucésidos, macrélidos, tetracicli-
nas, quinolonas y cotrimoxazol. Algunos aislamientos son resistentes
a eritromicina y la mayoria, a clindamicina y vancomicina'®"’ (ta-
bla 3). Los aislamientos publicados resistentes a ampicilina son sensi-
bles a la combinacién de esta con un inhibidor de betalactamasa’62'4.

Capnocytophaga spp. es normalmente sensible a penicilinas con
inhibidores de betalactamasa, cefalosporinas de amplio espectro,
carbapenems, lincosamidas, macroélidos, tetraciclinas y fluoroquino-
lonas, pero presenta resistencia a colistina y a aminoglucésidos®. Se
han comunicado aislamientos multirresistentes a los antibiéticos'.

Pasteurella spp. es generalmente sensible a penicilina y ampicili-
na, sin embargo se han publicado aislados de Pasteurella spp. de ori-
gen respiratorio resistentes a penicilina por la produccién de betalac-
tamasa sensible a inhibidores'¥8216219, Generalmente, también es
sensible a amoxicilina-clavulanico, cefalosporinas de amplio espec-
tro, tetraciclinas, fluoroquinolonas y cotrimoxazol, pero a menudo
son resistentes a cefalosporinas de 1. generacion, clindamicina, ma-
crélidos, cloxacilina y aminogluc6sidos?'622° (tabla 3). Para los aisla-
dos de Pasteurella spp. de heridas de mordeduras, las pruebas de
sensibilidad no son necesarias, ya que unas variedades de microorga-
nismos estan con frecuencia presentes en estas muestras. La terapia
empirica dirigida hacia estos microorganismos es generalmente
efectiva también para P. multocida'?. Todas las especies son normal-
mente sensibles a penicilinas, cefalosporinas y tetraciclinas®.
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Durante los dltimos afios se ha producido un incremento constante de las infecciones flingicas, especial-
mente en pacientes inmunocomprometidos y sometidos a terapias invasivas, en los que un diagnéstico
precoz es importante para su tratamiento y evolucién debido a la alta mortalidad ocasionada por estas in-
fecciones. Dadas las limitaciones del diagndstico clasico, basado en la recuperacion, cultivo y estudio de las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas del hongo, se estan desarrollando y aplicando nuevas técni-
cas basadas en la deteccién de diferentes metabolitos, antigenos y acidos nucleicos flingicos, asi como anti-
cuerpos producidos en respuesta a la infeccién, que facilitan el diagndstico rapido de estas infecciones, en
especial cuando varias de estas técnicas se utilizan combinadas. Algunos de estos nuevos métodos, en ge-
neral dotados de buena sensibilidad y fiabilidad, requieren metodologias complejas, personal experimenta-
do y estan disponibles en muy pocos laboratorios. El presente trabajo muestra una revision de las técnicas
disponibles y otras en desarrollo para el diagndstico de las infecciones flingicas, su utilidad clinica y su po-
sibilidad de utilizacién de forma rutinaria por los laboratorios clinicos y/o la necesidad de contar con labo-
ratorios de referencia.
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Microbiological diagnosis of fungal infections: an update

ABSTRACT

Recent years have seen an increase in fungal infections, especially in immunocompromised patients under-
going invasive therapy. Conventional diagnosis methods based on culture are labour-intensive, time-con-
suming, have variable sensitivity, and in some cases are infeasible due to clinical factors. New assays such
as detection of different metabolites, antigens, fungal nucleic acids and antibodies play an important role in
the diagnosis and monitoring of response to therapy, especially when several of these techniques are used
in combination.

Some of these new methods with good sensitivity and reliability require complex methodologies, expe-
rienced personnel and are available in very few clinical laboratories. We present a review of the available
techniques and other investigational platforms that have recently emerged as promising tools for the diag-
nosis of fungal infections, their clinical utility and their potential routine use in clinical laboratories and/or
the need to rely on reference laboratories.

© 2017 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica. All rights reserved.

Correo electronico: amonzon@isciii.es (A. Monzon de la Torre).

0213-005X/© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. y Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Todos los derechos reservados.



A. Monzon de la Torre y A. Gomez-Lopez / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2017;35(Supl 3):44-50 45

Introduccion

Durante las dltimas décadas, las infecciones fiingicas representan
un papel cada vez mas importante en la clinica, con un aumento
constante en su prevalencia.

Todos los especialistas coinciden en sefialar que el mayor nimero
de pacientes inmunodeprimidos y la generalizacién de practicas
diagnosticas y terapéuticas agresivas son las principales causas del
incremento de las micosis. A esto debemos afiadir que algunas espe-
cies presentan una elevada tasa de resistencia a los antiftingicos, con
lo que estas infecciones son cada vez mads graves.

Estudios realizados en Estados Unnidos y Europa indican que Can-
dida spp. se encuentra entre los microorganismos aislados mas fre-
cuentemente en hemocultivos; representa un 5-10% de las sepsis
nosocomiales y cada vez es mas frecuente el aislamiento de especies
distintas de Candida albicans.

Los hongos miceliales que con mas frecuencia causan infecciones
pertenecen al género Aspergillus, aunque en los Gltimos afios también
se esta detectando un notable aumento en la incidencia de infecciones
por otros géneros como Scedosporium, Fusarium, mucorales, etc. La
mortalidad asociada a estas infecciones es muy elevada y, aunque esta
condicionada por el tipo de la enfermedad del huésped, se asume que
para candidemia oscila entre el 25-45%, para aspergilosis invasiva (Al),
entre el 30-90% y para otras especies, entre el 80-90%.

Con respecto a las infecciones flingicas superficiales causadas fun-
damentalmente por dermatofitos, a pesar de su gran prevalencia, ge-
neran menos interés, quizd porque su diagndstico y tratamiento no
son muy complejos y, sobre todo, por su escasa capacidad para produ-
cir infecciones invasivas que pongan en peligro la vida del paciente.

También es importante resefiar que cada afio se describen nuevas
especies de hongos capaces de causar infecciones en humanos, prin-
cipalmente en enfermos inmunodeprimidos.

Por otro lado, la aparicién de nuevos compuestos y el desarrollo
de pruebas estandarizadas para la deteccién de su actividad antiftin-
gica conllevan la posibilidad de que los pacientes puedan ser trata-
dos con varias alternativas, ademas de poder realizar cambios tera-
péuticos considerando la especie infectante y su sensibilidad. Otro
punto a tener en cuenta es la identificacion mas precisa de las espe-
cies ftingicas debido al desarrollo y disponibilidad de técnicas mole-
culares, que han condicionado cambios taxonémicos importantes en
los dltimos afios. Es el caso de algunas especies indistinguibles me-
diante métodos clasicos pero que presentan diferentes patrones de
sensibilidad a los antiftingicos, lo que pone de manifiesto la impor-
tancia de una correcta identificacion.

Como conclusién de todo lo anterior queda demostrada la impor-
tancia y necesidad de la identificacién especifica de los hongos, tanto
levaduriformes como filamentosos.

Diagnostico de micosis en el laboratorio

El diagnostico correcto de las infecciones flingicas debe basarse
en una estrecha relacién del clinico con el laboratorio, ya que una
muestra mal recogida, transportada y/o procesada da lugar a errores
en el diagnéstico y retrasos en un tratamiento que puede ser esencial
para la vida del paciente, sobre todo en infecciones profundas en en-
fermos inmunocomprometidos causadas por hongos oportunistas.

En las infecciones superficiales pueden observarse lesiones mas o
menos tipicas de un determinado agente etiolégico, aunque estas le-
siones también pueden indicar otra patologia dermatoldgica y estar
alteradas por tratamientos previos, sobre todo por corticoides.

Las micosis profundas presentan pocos signos o sintomas especi-
ficos y, a menudo, se requieren técnicas especiales, generalmente
invasivas, para obtener muestras adecuadas, como humor vitreo en
endoftalmitis, lavado broncoalveolar (LBA) y/o puncién transtraqueal
en infecciones pulmonares, liquido cefalorraquideo (LCR), etc., para
poder realizar el diagnéstico lo mas rapido posible.

La funcion del laboratorio de micologia en el diagnéstico de las in-
fecciones flingicas consiste en detectar, recuperar e identificar co-
rrectamente el hongo, de forma que se pueda aplicar el tratamiento
adecuado lo mas rapidamente posible, ya que cuanto antes se inicie
el tratamiento especifico mas favorable serd el resultado. En los tlti-
mos afios se ha avanzado en el desarrollo de métodos rapidos y muy
fiables que han contribuido a mejorar el manejo de la infeccion fin-
gica de gravedad. Los métodos clasicos de diagnéstico basados en el
cultivo y en la observacién directa del hongo en la muestra clinica,
aunque siguen considerandose de referencia o gold standad, requie-
ren de gran experiencia, indice de sospecha y, en general, adolecen
de baja sensibilidad y especificidad'?, pero siguen siendo necesarios
y de utilidad en la mayoria de los laboratorios asistenciales.

Los nuevos métodos no basados en el cultivo, en general dotados de
buena sensibilidad y fiabilidad, requieren metodologias complejas, per-
sonal experimentado y estan disponibles en muy pocos laboratorios.

A continuacién se hace una breve descripcion de los métodos mas
usados para el diagnéstico micolégico.

Identificacion clasica o convencional

La identificacién clasica persigue la deteccién y el reconocimiento
de estructuras especificas del hongo directamente en la muestra cli-
nica y ahorran dias o semanas en la recuperacion e identificaciéon de
un hongo®. Los métodos utilizados para la recuperacion e identifica-
cién del hongo causante de la infeccién se sustentan en:

* Recogida, transporte y almacenamiento correcto de la muestra. La
cual siempre deberia ir acompafiada de la historia clinica del
paciente (sintomas actuales, localizacién de la lesién, enferme-
dad de base, tratamientos con antimicrobianos, corticoides e
inmunosupresores), incluyendo informacién sobre edad, sexo,
profesién, nacionalidad, viajes y/o estancias en determinados
paises, contacto con animales, etc., ya que estos datos pueden
sugerir la infeccién por determinados hongos, lo que permite
dirigir el cultivo y las diferentes técnicas disponibles hacia ese
grupo de hongos, facilitando su recuperacién e identificacion.

Algunas muestras deben tratarse como prioritarias dada su
importancia. Son las denominadas “muestras nobles”, como
hemocultivos, biopsias, LBA, liquidos provenientes de broncos-
copias, puncién transtraqueal, LCR, etc.

» Examen directo de la muestra. Realizado por personal experimen-
tado proporciona informacién importante para el diagnéstico y
para sospechar si se trata de un hongo contaminante o del agen-
te etioldgico. Pueden reconocerse estructuras mas o menos espe-
cificas de un hongo o grupo de hongos (formas levaduriformes
de Histoplasma o Sporothrix en sangre y/o médula dsea, quistes
de Pneumocistis, hifas anchas y no septadas de mucorales, hifas
septadas y cabezas de Aspergillus). Esto permite adelantar un tra-
tamiento empirico en espera del cultivo positivo.

Ademas sugieren al laboratorio la utilizacién de medios es-
peciales para favorecer la recuperacién del hongo.

* Cultivo e identificacion del hongo aislado. Permiten aislar el hon-
go para su posterior identificacion y estudio de sensibilidad a
antiftingicos. En general se usan medios basicos con y sin anti-
bacterianos y varios especiales elegidos segtn el origen de la
muestra y/o la sospecha clinica, con algunas diferencias segtn
se sospeche levadura o filamentoso.

Para los hongos levaduriformes es tGtil emplear un medio cro-
mogénico que colorea las colonias y sugiere algunas especies, lo
que permite sobre todo detectar cultivos mixtos (representan
un 30%) y ofrece ademads una identificacién presuntiva rapida.
Por ejemplo, en Chrom-agar®, C. albicans presenta colonias ver-
des y Candida tropicalis, colonias azules*.

Su identificacién clasica/convencional se basa en evaluar la
capacidad del hongo para asimilar y transformar diferentes
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sustratos como hidratos de carbono, fermentacién de azicares,
etc. Estas pruebas bioquimicas estan al alcance de casi todos los
laboratorios asistenciales, ya que existen métodos comerciales,
como ID 32C y API 20C AUX (BioMerieux), Auxacolor (BioRad),
Fungicrom, etc. La mayoria de ellos estan disponibles en forma-
tos automatizados (VITEK2 de BioMérieux, Rapid Yeast Identi-
fication Panel MicroScan de Beckman-Coulter, etc.) y son fia-
bles y bastante rapidos.

Siempre deben complementarse con un agar que permita el
estudio morfol6gico (agar harina de maiz o agar arroz) median-
te la visualizacion de las estructuras caracteristicas, forma y
tamafio de las blastoconidias, hifas, seudohifas, clamidosporas,
artroconidias, ascosporas, etc.

Ante la sospecha de Cryptococcus se utiliza la tincién con tin-
ta china, que permite visualizar la cdpsula (detecta la presencia
del polisacarido capsular) y es particularmente til en el diag-
noéstico de Cryptococcus neoformans en LCR. La presencia de le-
vaduras encapsuladas es indicador de meningitis criptocdcica.

Para el cultivo de hongos filamentosos se suele utilizar tam-
bién agar extracto de malta (MEA), que favorece la esporulacion,
y agar Czapek Dox (CZP), especifico para crecimiento y descrip-
cién de Aspergillus spp.

Dado que la identificacion se realiza sobre la base de la forma
y tipo de esporulacion, se utilizan medios que la favorecen como
agar patata dextrosa (APD), agar agua (AA), agar oat meal (OMA),
etc. También es 1til el microcultivo, que mejora la visualizacién
de las estructuras caracteristicas del hongo y su forma de espo-
rulacion (hifas, fialides, esporas). Se incuban a 28-30 °C durante
un minimo de 3 semanas, a diferencia de las levaduras, que cre-
cen en 2 o 3 dias, incluso para algunos como Histoplama, Tricho-
phyton tonsurans, Exophiala o Alternaria pueden ser necesarias
hasta 6 semanas. Una vez obtenido un crecimiento adecuado de
las colonias se realiza el examen microscopico, con el fin de ob-
servar estructuras caracteristicas del hongo.

Su identificacion cldsica/convencional descansa en la observa-
cién de las caracteristicas macroscépicas de la colonia y de las
caracteristicas microscépicas, es decir, la visualizacién de las
estructuras caracteristicas de reproduccién sexual, asexual y
morfologia especial de las hifas, descritas en multiples atlas mi-
coldgicos®. Por tanto, la experiencia y formacién del observador
es fundamental e imprescindible.

Las preparaciones se realizan con lactofucsina, azul de lacto-
fenol o agua destilada estéril. Existen 2 métodos que pueden
usarse indistintamente, la toma con aguja de inoculacion (para
muestras cultivadas en tubos) es rapida y sencilla, pero deterio-
ra las estructuras del hongo y puede dificultar la identificacion,
o la técnica de papel celofan (método Pelikan Roll Fix o su mo-
dificacién utilizando Print Roller-adhesivo transparente)®.

Se puede asociar una serie de pruebas complementarias,
con utilidad no claramente definida, que, basandose en la utili-
zacion de diversos compuestos, agar para dermatofitos (DTM),
perforacion de pelo, desdoblamiento de urea, utilizacién de
agares trichophyton, crecimiento en medio de arroz, etc., ayu-
dan a la identificacién, fundamentalmente de los dermatofitos.
Todas estas pruebas requieren lecturas entre 5 dias y 2 sema-
nas, lo que dificulta la identificacién rapida del hongo.

Identificacion molecular de la cepa aislada

La identificacién clasica o convencional de levaduras y hongos fi-
lamentosos no permite una identificaciéon precisa ni con la suficiente
rapidez para el tratamiento adecuado en algunas especies (diferente
sensibilidad a los antiftingicos de las distintas especies dentro de un
mismo género). El importante avance que han experimentado las
técnicas de biologia molecular en los dltimos afios ha condicionado
el desarrollo de nuevas técnicas con sensibilidad y especificidad ele-

vadas, que permiten una identificacién mas precisa de los hongos
patégenos. Ademas, basandose en estas técnicas moleculares se han
realizado estudios taxonémicos que han ocasionado cambios en
la clasificacion de los hongos patégenos humanos con una continua
reclasificacién de especies, algunas de las cuales son indistinguibles
por métodos clasicos, pero presentan diferentes patrones de sensibi-
lidad a los antiftingicos.

Estas técnicas se basan en la amplificacion (mediante la técnica
de la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR) y secuenciacion de
diversos fragmentos de ADN, que corresponden a genes adecuados
para la identificacién de género y especie de los hongos. Preferente-
mente se amplifican fragmentos localizados en la region del ADN
ribosomal (genes 5.8S, 18S y 28S). Estas secuencias tienen la particu-
laridad de encontrarse repetidas n veces en el genoma flngico (ge-
nes multicopia), lo que permite obtener buenos niveles de sensibili-
dad, asi como mostrar gran variabilidad intraespecie, lo que favorece
su especificidad.

Los métodos moleculares son de aplicacion universal y contribuyen
a la caracterizacion de especies flingicas de forma exacta y rapida.

La técnica admite la posibilidad de realizar una reaccién de PCR
directa a partir de una colonia de la levadura problema aislada en
medio de cultivo apropiado (habitualmente Sabouraud) y preparan-
do una suspension densa en agua estéril, de la que se afiade la canti-
dad adecuada en el tubo de PCR. El mismo protocolo de PCR, con una
fase inicial de desnaturalizacion a elevada temperatura, es suficiente
para la ruptura de la pared de la célula levaduriforme y la liberacién
del material genético para su posterior amplificacién de forma casi
inmediata. Este “método directo” de amplificacion de ADN no es, sin
embargo, un método universal, y existen algunas especies de levadu-
ras que requieren métodos alternativos con procesos de extracciéon
de ADN mas laboriosos, que necesitan varios pasos sucesivos para
favorecer la ruptura de la pared y optimizar la recuperacién del ma-
terial genético de forma especifica’.

Para las levaduras se amplifica la regién del ADNr con la combina-
cién de iniciadores ITS-1 + ITS-4, y si no hay amplificacién se procede
ala amplificacién con las combinaciones: ITS-1 + ITS-2, ITS-3 + ITS-4,
ITS-5 +ITS-4 y/o D1/D2.

En algunos casos particulares es muy ttil amplificar ademas el
fragmento IGS1, que proporciona informacién adicional sobre los ge-
notipos circulantes y permite clasificar mejor algunas especies como
Trichosporon y Cryptococcuss.

Para los hongos filamentosos, aunque se puede emplear este méto-
do rapido de extraccién de ADN, habitualmente se utiliza el método
clasico, en el que, a partir de una siembra de esporas en un medio
apropiado, se incuba hasta que el micelio se desarrolle y forme un
césped, al que se somete a un proceso de ruptura mecanica de la
pared celular para la liberacién del material genético y amplificacién
mediante PCR.

Ademas de la diana general, ITS, se utilizan otras dianas especifi-
cas de género:

* B-tubulina para Aspergillus y Neosartoria.

e Tubulina para Scedosporium spp.

 Factor de elongacién EFlo para Fusarium .

* Microsatélites para Trichophyton y Microsporum.
* D1-D2, citocromo B, etc.

Tras la amplificacién, se purifica el producto de PCR, se secuencia
y se analiza la secuencia comparandola con bases de datos de refe-
rencia (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Identificacion mediante espectrometria de masas
Se trata de una técnica rapida y fiable para la identificacion de

microorganismos, basada en el perfil de proteinas (especifico de cada
especie) o en el andlisis de acidos nucleicos.
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Es una técnica de ionizacién suave de la muestra, MALDI (matrix-
assisted laser desorption/ionization; desorcién/ionizacién por laser
asistida por matriz) que permite el andlisis de proteinas mediante un
sistema TOF (time of flight; tiempo de vuelo). Los iones generados se
separan en funcién de su relacién masa/carga, y seglin esto se genera
un espectro. Este espectro es especifico de especie, por lo que cada
microorganismo presenta siempre un espectro caracteristico. Los es-
pectros se incluyen en una base de datos, con la que se compara el
espectro obtenido para identificar el microorganismo con un rango
de concordancia®.

Se utilizan fundamentalmente 2 sistemas disponibles comercial-
mente, MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Alemania) y Axima® MAL-
DI-TOF/MS, actualmente VITEK-MS (Shimadzu-Biomerieux).

La técnica puede realizarse a partir de un cultivo puro del hongo
0 a partir de una muestra clinica. La duracién del proceso varia segin
el método y el equipo utilizado, reduciendo el tiempo de identifica-
cién en 5-7 dias dependiendo del hongo.

Los rangos de identificaciéon también son diferentes segtn el sis-
tema utilizado, el sistema Bruker utiliza valores entre 0y 3 (> 2 fiable
a nivel de especie, entre 1,7-2 fiable a nivel de género y < 1,7 no fia-
ble), mientras que el sistema Shimadzu-Biomerieux utiliza porcenta-
jes (= 70% fiable a nivel de especie, entre 70-40% fiable a nivel de
género y < 40% no fiable).

Diversos trabajos demuestran que esta técnica presenta una co-
rrelacién con los métodos clasicos > 95% para las levaduras mas ha-
bituales y > 80% para las infrecuentes. Ademas, permite diferenciar
especies indistinguibles por métodos convencionales, como las in-
cluidas en los complejos Candida glabrata/bracarensis o Candida pa-
rapsilosis/orthopsilosis/metapsilosis'®.

En cuanto a hongos filamentosos, la correlacién también es bue-
na, consiguiéndose una identificacion correcta a nivel de especie >
90% para especies como Aspergillus, Fusarium, Penicillium y mucora-
leslz.13 .

La correlacion esta claramente influenciada por los espectros in-
cluidos en la base de datos del sistema pero, dado que los sistemas
disponibles permiten incorporar nuevos espectros, es de esperar que
mejore en un futuro proximo™.

Esta metodologia también puede utilizarse para estudios de tipi-
ficacién de brotes y de resistencia a antifliingicos®. Cada vez son mas
numerosos los laboratorios clinicos dotados de esta metodologia, a
pesar del elevado coste.

Métodos independientes del cultivo

Los métodos independientes del cultivo se basan en detectar an-
tigenos (Ag), metabolitos y componentes flingicos, anticuerpos (Ac)
producidos frente al hongo o ADN directamente en la muestra clini-
ca. Con ellos se intenta realizar un diagnéstico rapido para la instau-
racién precoz del tratamiento antiftingico mas efectivo, pero no per-
miten diferenciar entre colonizacién e infeccién.

Hay que tener en cuenta que las técnicas de deteccion de Ac estan
muy influenciadas por la patologia del paciente y en enfermos inmu-
nocomprometidos su produccién esta afectada, lo que dificulta su
deteccién y origina falsos negativos. A pesar de esto, se dispone de
varias técnicas de utilidad'.

Deteccion de antigeno capsular de Cryptococcus

Se dispone de una técnica de EIA (enzimoinmunoanalisis) y una
técnica de aglutinacién con particulas de latex, que es la mas utiliza-
da. En ella los Ac mono- o policlonales frente al polisacarido capsular
(glucuroxilomanano) se fijan a las particulas de latex, las cuales reac-
cionan con la muestra y originan una precipitacion. Es una técnica
facilmente utilizable en cualquier laboratorio, muy rapida (15-20
min) y su sensibilidad es del 99% en LCR para meningitis criptocéci-
cas en paciente positivos al virus de la inmunodeficiencia humana.

La sensibilidad disminuye a un 75-80% en otros grupos de pacientes
y en infecciones pulmonares".

Ademas de en LCR, puede realizarse en otros liquidos organicos y
en suero. Permite la titulacion del Ag mediante diluciones seriadas
para facilitar el seguimiento de la infeccién y evaluar la efectividad
del tratamiento (semicuantitativa).

Es una de las técnicas independientes del cultivo mas ttiles y ra-
pidas para diagnosticar criptococosis, pero puede dar falsos positivos
en presencia de factor reumatoide, infeccién por Trichosporon y algu-
nas neoplasias.

Una técnica recientemente desarrollada es el dispositivo de flujo
lateral (LFD, lateral flow device), que ofrece facil manejo, gran versa-
tilidad y proporciona un diagnéstico rapido. Es una inmunocromato-
grafia que utiliza una combinacién de 2 Ac monoclonales, uno de
ellos reacciona con Ag de los serotipos A, By C, y el otro con Ag de los
serotipos Ay D, lo que permite identificar todos los serotipos y supo-
ne una ventaja en comparacioén con la aglutinacién con latex o EIA,
presentando una concordancia con dichas técnicas superior al 90%.

Puede realizarse en suero, plasma y LCR, con una sensibilidad y
especificidad > 99%'81°,

Deteccién de antigenos y anticuerpos de Candida

Son técnicas ttiles para el diagnodstico de candidiasis invasivas, ya
que en ellas el hemocultivo solo aparece positivo en un 50% casos.

Para la deteccién de Ag se dispone de técnicas de aglutinacién con
particulas de latex y de deteccion de manano mediante ELISA (Plate-
lia Candida Ag®, BioRad), esta Gltima bastante mas sensible y especi-
fica. Detecta la presencia de manano en suero utilizando un Ac mo-
noclonal, EBCA1, que reconoce residuos p-1-5 manano de C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y Candida guilliermondii.

Respecto los Ac, las técnicas disponibles detectan Ac antimanano
y antimicelio de C. albicans.

La deteccién de Ac antimanano se realiza en suero mediante una
técnica de ELISA (Platelia Candida Ab/Ac/Ak®, BioRad). La técnica
puede ser cuantitativa realizando diluciones seriadas, lo que permite
titular la cantidad de Ac y relacionarlos con la evolucién clinica y/o
microbiol6gica del paciente?-22,

La sensibilidad de estas técnicas mejora realizando la detecci6n
simultanea de Ag y Ac, para lo que disponemos de una técnica com-
binada (Platelia Ag Plus y Ab Plus®, BioRad) que presenta una sensi-
bilidad del 80% y una especificidad del 85%.

Se recomienda realizar determinaciones en muestras seriadas 2
veces por semana en pacientes de riesgo.

La técnica antimicelio o antitubos germinales de C. albicans es una
técnica de inmunofluorescencia indirecta (Invasive Candidiasis
[CAGTA] IFA IgG® Vircell S.L.), que detecta Ac especificos de tipo IgG
frente a Ag de la fase micelial.

Aunque la utilidad de la deteccién de Ac frente al CAGTA para el
diagnéstico y monitorizacién terapéutica de la candidiasis invasiva
es clara, y un titulo > 1/160 es sugestivo de infeccién por C. albicans,
es mas (til su deteccion seriada en pacientes de riesgo?.

Se realiza en suero y se evalda la fluorescencia mediante micros-
copia segtn su localizacién en distintas zonas de los tubos germina-
les, siguiendo las indicaciones del fabricante. En general, las levadu-
ras (blastoconidias) no presentan fluorescencia. La sensibilidad y la
especificidad se estiman en el 84 y el 94%, respectivamente. Permite
discriminar entre infeccién y colonizacién, ya que estos Ac nica-
mente se producen frente a los Ag de la pared celular de Candida
cuando la levadura esta infectando.

Deteccién de antigenos y anticuerpos de Aspergillus
El principal Ag utilizado para el diagndstico de Al es el galactoma-

nano (GM); es un polisacarido presente en la pared de la mayoria de
especies de hifomicetos hialinos, fundamentalmente de Aspergillus,
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el cual se libera durante la infeccién al producirse el crecimiento de
las hifas y la invasion del tejido.

Su deteccién se realiza mediante técnica de ELISA en suero utili-
zando el Ac monoclonal EBA-2, que reconoce fundamentalmente
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger y Aspergillus flavus (Platelia
Aspergillus EIA®, BioRad). Se recomienda realizar mediciones seria-
das 2 veces por semana®*?>,

Pruebas positivas permitirian iniciar el tratamiento cuando la in-
feccion es atin subclinica y evaluar la respuesta al tratamiento, ya que
la deteccién de un incremento significativo debe hacer pensar en
fallo terapéutico?®.

Puede determinarse en otras muestras como LBA, LCR para diag-
noéstico de Al cerebral, orina o plasma, pero en general la sensibilidad
es menor que en el suero?--28,

En términos generales, la sensibilidad y la especificidad son bue-
nas, > 85y 90%, respectivamente, con un valor limite de positividad
> 0,7 ng/ml en suero, pero se elevan al 96 y 98% si se considera un
punto de corte dindmico de 2 muestras positivas separadas 3-4 dias
con cifras > 0,5 ng/ml. En Al puede aparecer positivo antes de que se
observen signos clinicos y radiolégicos, lo que permite el tratamien-
to precoz.

Las determinaciones seriadas 2 por semana son Gtiles para eva-
luar la respuesta al tratamiento y la evolucion de la infeccién, ya que
la cantidad de GM esta relacionada con la carga flingica y su eleva-
cion sugiere fallo terapéutico.

Se debe tener en cuenta que la sensibilidad y, en menor propor-
cion, la especificidad estan influenciadas por otros factores como:
tipo de aspergilosis (posible, probable o probada), especie de Asper-
gillus (infecciones por A. fumigatus en pacientes oncohematolégicos
presentan concentraciones menores que las causadas por otras espe-
cies)?, inmunidad del paciente, tratamientos antiflingicos previos
(azoles), edad del paciente (la sensibilidad en nifios es menor), tras-
plantes de 6rgano sélido y hemodidlisis (pueden aparecer valores
elevados por acumulacién al no filtrarse). Dependiendo de estos fac-
tores, la sensibilidad puede oscilar entre el 30 y el 99%.

Otro dato a tener en cuenta son las posibles reacciones cruzadas
con otros hongos como Penicillium, Alternaria, Fusarium, Acremonium
y Cryptococcus. Destaca también el bajo valor predictivo positivo en
algunos grupos de pacientes. Recientes estudios muestran eviden-
cias de la falta de utilidad en pacientes en profilaxis®-2,

Recientemente se ha desarrollado un nuevo LDF, LFD-Asp, ttil,
facil de manejar y que proporciona un diagnéstico rapido de la Al.
Se trata de una técnica inmunocromatografica, que mediante un Ac
monoclonal detecta una glucoproteina antigénica segregada por
Aspergillus durante su crecimiento. Su unién sobre una membrana
de nitrocelulosa origina una banda de precipitacion visible (Asper-
gillus-Lateral-Flow Device, OLM diagnostics®). El Ac es muy especi-
fico para Aspergillus spp. y no se han descrito reacciones cruza-
das con Candida, mucorales y Fusarium. Es una técnica rapida
(15 min), con escasa necesidad de equipamiento y de manipulacién
de la muestra. Esto permitiria utilizarla como ensayo point-of-care.
Puede realizarse tanto en suero como en LBA, en ambos presenta
una elevada especificidad y sensibilidad®**4.

Ha mostrado resultados alentadores en pacientes inmunocom-
prometidos con riesgo de desarrollar Al. Un metaanalisis incluy6 7
estudios entre 2008 y 2014 que mostraron alta sensibilidad (el 86
frente al 68%) y especificidad (el 93 frente al 87%) cuando se realiza-
ron en muestras de LBA y suero. Otros estudios que la comparan con
PCR-TR mostraron una especificidad similar, > 96%, y una sensibili-
dad menor, el 81 frente al 95%>.

Referente a la deteccion de Ac en suero para el diagndstico de as-
pergilosis, hay varias técnicas comercializadas; la mas utilizada es la
inmunodifusién doble o de Ouchterlony, con la que se visualizan
bandas de precipitacién formadas en la reaccién Ag-Ac. La técnica
puede acelerarse mediante la aplicacién de un campo eléctrico, in-
munoelectroforesis o contrainmunoelectroforesis. Son de gran utili-

dad en el diagnéstico de aspergiloma y de aspergilosis broncopulmo-
nar alérgica.

Deteccion de metabolitos y otros componentes fiingicos

Existen otros componentes que se liberan durante la infeccién y
son Utiles para el diagndstico, aunque algunos se encuentran en fase
de desarrollo.

Deteccion de 1-3 B-D-glucano

El 1-3 B-D-glucano (BG) es un componente polisacarido de la pa-
red de casi todos los hongos excepto de zigomicetos y muy escaso en
criptococo. Se libera durante la infeccién y aparece en sangre y liqui-
dos bioldgicos, y puede utilizarse como marcador de infeccién fngi-
ca invasiva. Se trata de una técnica colorimétrica basada en la capa-
cidad del BG de estimular el factor G de la via de la coagulacién en
los amebocitos de cangrejo Limulus polyphemus, y que se pone de
manifiesto mediante un sustrato cromogénico y una reaccion diazo
originando un compuesto coloreado medible (Fungitell® Associated
of Cape Cod Incorporate).

La sensibilidad y especificidad son buenas, > 70 y 85%, respectiva-
mente, aunque pueden existir falsos positivos en infecciones bacte-
rianas concomitantes, tratamientos con inmunoglobulinas, sulfami-
das, albGimina, cirrosis y hemodialisis con membrana de acetato de
celulosa. También se dan falsos positivos con la ingestién de algunos
cereales como avena o cebada y sueros hemolizados.

Los limites de deteccion de la técnica oscilan entre 30 y 500 pg/ml.
Se considera positivo un cutt off de 80 pg/ml, si se realizan determi-
naciones seriadas se recomienda un cutt off de 60 pg/ml.

Es ttil en Al, candidiasis invasiva y neumonia por Pneumocistis
jirovecci, donde se detecta antes de la aparicién de sintomas clinicos,
lo que permite iniciar precozmente el tratamiento.

Como ocurre con otras técnicas similares, las determinaciones se-
riadas elevan su sensibilidad a mas de 80% y adelantan la deteccién
mediante hemocultivo en varios dias¢%,

Es una prueba ttil para monitorizar y evaluar la efectividad del tra-
tamiento, ya que sus valores disminuyen en respuesta al antifingico®.

Deteccion de dcidos nucleicos

La detecci6n de 4cido nucleico procedente del hongo directamen-
te en la muestra clinica mediante diferentes técnicas (hibridacién o
amplificacién) ha supuesto un importante avance en el diagnéstico
micolégico.

Hoy en dia, gracias al desarrollo a gran escala de las técnicas ge-
ndémicas, ya disponemos de una amplia variedad de procedimientos
basados en la amplificaciéon, mediante la PCR, para la deteccion de
acido nucleico de origen flingico. La versatilidad de esta técnica, con
diferentes formatos de deteccién en tiempo real (monoplex, ddplex,
triplex), permite la cuantificacion e identificacion de la presencia del
hongo directamente en las muestras clinicas sin necesidad de culti-
vo, de forma rapida, sensible y especifica, convirtiéndose en una de
las técnicas mas utilizadas para el diagnéstico de micosis.

A pesar de sus grandes ventajas, uno de los principales problemas
asociados a la utilizacién de la PCR en el diagnéstico micolégico es la
falta de estandarizacién de los procedimientos de extraccién del aci-
do nucleico desde la muestra clinica, el tipo de dianas (especificas o
universales) a amplificar y el formato de deteccion. La variedad de
disefios ha reportado en ocasiones resultados contradictorios y, por
tanto, de dificil aplicacién.

Considerando estas dificultades existe una iniciativa europea (Eu-
ropean Aspergillus PCR Initiative, EAPCRI) potenciada por diferentes
expertos para establecer guias y recomendaciones a seguir por todos
los laboratorios y aumentar la reproducibilidad de estas técnicas, que
inicialmente se ha dirigido a la técnica de PCR para Aspergillus y, de
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esta manera, favorecer su utilizacién en el diagnéstico de la AI*°. En
el futuro, estas recomendaciones se haran extensivas a otras especies
fingicas y contribuiran a estandarizar estos procedimientos de modo
que sea una técnica mas incluida en los criterios de la EORTC/MSG
para el diagnéstico de micosis.

Es importante destacar que ya se dispone de algunas técnicas
comerciales de qPCR para el diagnéstico de Aspergillus y Candida
con buenos resultados: SeptiFast (Roche), MagicPlex Sepsis (Izasa),
FilmArray (BioFireDx), MycAssay Aspergillus (Mycosnostica). Los
ensayos comerciales de PCR tienen la ventaja de proporcionar una
metodologia estandarizada y un aseguramiento de la calidad (pro-
cedimientos establecidos por el fabricante). La mayoria de las prue-
bas de PCR comerciales utilizan tecnologia en tiempo real, propor-
cionando resultados rapidos, aunque en algunos casos la necesidad
de incluir diferentes dianas en el formato multiplex (bacterias, hon-
gos) limita la sensibilidad del ensayo y, en definitiva, su utilidad.

En el afio 2014, la Food and Drug Administration americana apro-
bé el uso de una nueva metodologia basada en la amplificacion de
acidos nucleicos y su posterior deteccion mediante resonancia mag-
nética (T2Candida), que permite el diagnéstico de candidemia en un
tiempo estimado de 6 h a partir de una tGnica muestra de sangre®.

Otros formatos de deteccién basados en PCR también estan dando
resultados interesantes, como la deteccién de producto amplificado
mediante espectrometria de masas*#2,

Estas técnicas, atin en desarrollo y solo disponibles en unidades
de investigacion y centros de referencia, ofrecen prometedoras pers-
pectivas en cuanto a que permitiran establecer un diagnéstico rapido
y especifico de las micosis.

Conclusion

Los nuevos retos asociados con el diagnéstico rapido y confiable
de las micosis han permitido que técnicas moleculares como la PCR
desempefien un papel fundamental, junto con las técnicas clasicas
de cultivo e identificacion, en el diagnéstico y la monitorizacion de la
respuesta a la terapia. Otros enfoques como la inmunocromatografia,
la espectrometria de masas y la resonancia magnética han surgido
recientemente como herramientas prometedoras para el diagnéstico
de micosis invasivas, pero adn requieren estandarizacion y valida-
cién antes de que su uso pueda extenderse en la practica clinica.
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Diagnéstico seroldgico

Los cuadros exantematicos tienen frecuentemente origen infeccioso; los virus son una causa importante de
exantema. Los exantemas mas relevantes son, entre los maculopapulosos, el sarampion, la rubéola, el erite-
ma infeccioso y el exantema sibito y, entre los vesiculoampollosos, la varicela, el zoster y la enfermedad
boca-mano-pie. Algunas de las anteriores, y otras infecciones virales, causan exantemas purpiricos que
pueden ser de mayor gravedad. El diagndstico de laboratorio se realiza de forma directa, mediante el aisla-
miento, la deteccion de antigenos o la deteccion del acido nucleico viral, siendo esta Gltima la aproxima-
cién mas adecuada; o, serolégicamente, por deteccion de IgM especifica, que proporciona diagndstico tem-
prano, o de seroconversion. En general, ambas herramientas metodoldgicas se complementan para mejorar
el rendimiento diagndstico. La caracterizacién molecular es una importante actividad de laboratorio, espe-
cialmente para los virus del sarampién y de la rubéola, en el contexto del plan de eliminacién de estas en-
fermedades.
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Exanthematous diseases frequently have an infectious origin; viruses are a major cause of rashes. The most
notable maculopapular rashes are measles, rubella, infectious erythema and exanthem subitum, while the
vesicular rashes include varicella (and zoster) and hand-foot-and-mouth disease. Some of the above and
other viral infections cause purpuric rashes, which may be more severe. Laboratory diagnosis is performed
directly, by viral isolation, antigen detection or viral nucleic acid detection, the latter being the best ap-
proach; or serologically, by detection of specific IgM (providing rapid diagnosis) or seroconversion. Both
methodological tools generally complement each other to improve diagnostic performance. Molecular
characterization is an important laboratory procedure, especially for the measles and rubella viruses, in the
context of the plan for the elimination of these diseases.
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Introduccién

Un exantema es una erupcioén en la piel que puede tener mudlti-
ples causas, entre las que se incluyen inflamaciones, reacciones a
medicamentos e infecciones. Los exantemas infecciosos pueden es-
tar causados por bacterias, parasitos y virus. Las enfermedades exan-
tematicas mas frecuentes en la infancia estan producidas por virus:
sarampién (primera enfermedad), rubéola (tercera), varicela (cuar-
ta), eritema infeccioso (quinta) y exantema stbito (sexta enferme-
dad). Ademas, otros virus producen también enfermedad exantema-
tica de forma menos frecuente (tabla 1). De estas enfermedades, el
sarampién y la rubéola se encuentran en proceso de eliminacién
promovido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), puesto
que son enfermedades que presentan caracteristicas que lo hacen
posible: el ser humano es su Gnico reservorio; existe una vacuna se-
gura y efectiva que produce una inmunidad duradera; el virus no
produce infeccién crénica, y existen métodos de diagndstico sensi-
bles y especificos. En Espafia esta en vigor el Plan Nacional de Elimi-
nacion del Sarampion desde el afio 2000, en el que se incluyé la
eliminacion de la rubéola y el sindrome de rubéola congénita (SRC)
en el afio 2008. Este plan concreta los objetivos coordinados para
conseguir y mantener la eliminacion de estas 2 enfermedades. A me-
dida que se progrese hacia la eliminacién se hara mas relevante el
diagnéstico etiol6gico de los exantemas virales. En este contexto re-
sulta de gran interés la revision de los aspectos clinicos, epidemiol6-
gicos, de diagnéstico de laboratorio y de caracterizacién molecular
de los virus que producen exantemas.

Enfermedades exantematicas virales:
aspectos clinicoepidemiolédgicos

Existen diversas clasificaciones de los exantemas virales; la mas
utilizada se refiere a las caracteristicas clinicas y los divide basica-
mente en 2 grupos: exantemas maculopapulosos y vesiculoampollo-
sos (tabla 1). Algunos virus que producen estos tipos de exantemas
(virus dengue [VD], virus sarampién [VS]) —junto con otros menos
frecuentes (virus del Ebola, virus de la fiebre hemorragica de Crimea-

Tabla 1
Enfermedades exantematicas mas frecuentes causadas por virus
Virus Enfermedad
Exantemas Sarampion Sarampién
maculopapulosos , R
Rubéola Rubéola
Erythrovirus B19 Eritema infeccioso

Herpesvirus humano 6 Exantema sibito
Herpesvirus humano 7
Enterovirus Enfermedad por enterovirus
Epstein Barr Mononucleosis infecciosa
Citomegalovirus
Dengue Dengue
Chikungunya Fiebre chikungunya

Zika Enfermedad por zika

Exantemas
vesiculoampollosos

Herpes simple Herpes

Varicela-zéster Varicela y herpes zdster

Coxsackie, enterovirus
71

Enfermedad boca-mano-pie

Congo)— pueden producir igualmente exantemas purpiricos de ma-
yor gravedad.

Exantemas maculopapulosos

Sarampioén. Es una infeccién altamente contagiosa producida por
un virus de la familia Paramyxoviridae, que contiene ARN monocate-
nario como material genético. El genoma de este virus esta formado
por 6 unidades de transcripciéon que codifican la nucleoproteina, fos-
foproteina, proteina de la matriz (M), proteina de fusién (F), hema-
glutinina (H) y la ARN polimerasa?. Se transmite por via respiratoria,
infectando el tracto respiratorio superior y los ganglios linfaticos re-
gionales. Las personas infectadas pueden transmitir el virus desde 4
dias antes del comienzo del exantema hasta 4 después de su desapa-
ricion’.

La OMS se ha planteado la eliminacién del sarampion, sobre la
base de una elevada cobertura vacunal (> 95%) y de un sistema de
vigilancia epidemiolégico exhaustivo, basado en el estudio indivi-
dual de casos*.

La vacuna triple viral (rubéola, sarampion y parotiditis) se intro-
dujo en Espafia en 1981 y modificé sustancialmente la incidencia
de sarampién, que actualmente es < 1 caso/100.000 habitantes, con
una cobertura vacunal superior al 95% a nivel nacional. En cuanto a
la vigilancia epidemiolégica, con el establecimiento del Plan Nacio-
nal de Eliminacién del Sarampién' pasé a ser una enfermedad de
declaracién obligatoria urgente; por lo que cada caso sospechoso
(con fiebre, temperatura corporal superior a 38 °C y exantema ma-
culopapuloso con al menos 1 de estos 3 sintomas: tos, rinitis/coriza
y conjuntivitis®) debe ser declarado a la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (RENAVE) e investigado de forma exhaustiva®.

A pesar de los esfuerzos realizados, el sarampién contintia siendo
una de las principales causas de mortalidad infantil en el mundo, con
134.200 muertes en 2015”. Ademas, se considera una enfermedad
reemergente en los paises desarrollados, donde en los tltimos afios
se estan registrando grandes brotes. En Europa ha habido un aumen-
to notable del nimero de casos desde 20108, En Espafia se produjo en
2011 un aumento de la incidencia a 7,45 casos/100.000 habitantes y
se confirmaron 5.107 casos entre 2011 y 2012, con declaracién de
casos en todas las comunidades auténomas®'°. Estos brotes se deben
a la acumulacion de individuos susceptibles en determinados grupos
de poblacién (lactantes con edad inferior a la de vacunacién [< 12-15
meses], individuos nacidos en la época del establecimiento de la va-
cunacién, poblacién némada o marginal sin vacunar), y a la aparicién
de movimientos antivacunas. Afortunadamente, estas cifras han des-
cendido hasta las actuales (en torno a 0,08 casos/100.000 habitantes
en 2015) y desde 2014 se ha conseguido, ademas, eliminar la trans-
misién endémica'’.

Desde el punto de vista clinico, se puede dividir la infeccién en
4 fases. El periodo de incubacién dura de 7 a 18 dias, habitualmen-
te 12 dias tras la entrada del virus en el tracto respiratorio superior,
con replicacion a este nivel y diseminacién al torrente sanguineo,
dando lugar a una primera viremia. De forma tipica, los pacientes
permanecen asintomaticos durante este periodo. Posteriormente
tiene lugar una segunda viremia que marca el inicio de la fase pro-
drémica, en forma de cuadro catarral asociado a fiebre elevada,
conjuntivitis, tos y aparicion en algunos casos de las patognomoni-
cas manchas de Koplik (lesiones puntiformes blanco-grisaceas en
mucosa bucal opuesta a los molares inferiores). Esta fase suele du-
rar 2-4 dias y se intensifica en las 24-48 h previas a la aparicién del
exantema. A continuacion se desarrolla un exantema maculopapu-
loso eritematoso que comienza en la cabeza y se extiende de forma
caudal y centrifuga, en ocasiones de forma confluente, resolviéndo-
se con el mismo patrén y dejando una coloracién parduzca y desca-
macion. La extension de las lesiones cutaneas se relaciona con la
gravedad de la infeccion. Durante la fase exantematica pueden ob-
servarse datos de infiltracién del sistema reticuloendotelial en for-
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ma de adenopatias cervicales, esplenomegalia y adenitis mesenté-
rica. Finalmente, tiene lugar la fase de recuperacién, en la que
desaparecen el exantema y la fiebre'?. Tanto la fiebre como el exan-
tema pueden no aparecer en nifios muy pequefios, pacientes inmu-
nodeprimidos, nifios malnutridos y en individuos previamente va-
cunados?.

La tasa global de complicaciones se acerca al 30%, y las mas comu-
nes son las que derivan de la supresion transitoria de la respuesta de
células T producida por la infecciéon de estas células por el virus, y
que predisponen al desarrollo de infecciones bacterianas graves:
fundamentalmente neumonia y otitis media®. Asimismo, se han des-
crito complicaciones neurolégicas en forma de encefalitis aguda pro-
ducida de forma directa por el virus o como respuesta autoinmune
posinfecciosa en el caso de la encefalomielitis aguda diseminada.
Por Gltimo cabe resefiar la panencefalitis esclerosante subaguda
(PEES), enfermedad degenerativa con desenlace fatal que ocurre de 7
a 10 afios tras la infeccién, generalmente en nifios que presentaron la
enfermedad durante el primer afio de vida, debido a inmadurez en la
inmunidad celular. La PEES esta relacionada con cepas del virus que
escapan a la respuesta inmune y persisten en neuronas y células glia-
les del cerebro. En la PEES se han considerado relevantes las muta-
ciones en las proteinas M, Fy H™.

Rubéola. Esta producida por un virus de la familia Togaviridae que
contiene ARN monocatenario como material genético. Es una en-
fermedad de transmisién respiratoria. En Espafia, desde la introduc-
cién de la vacunacion, el descenso en su incidencia ha sido notable;
especialmente después de alcanzarse coberturas superiores al 95%.
Es obligatoria la declaracién individualizada de cada caso a la RE-
NAVE. En la actualidad se trata de una infeccién de muy baja inciden-
cia en Espafia: 0,009 casos/100.000 habitantes en 2015™.

La mayor trascendencia de la rubéola es la infeccién durante el
embarazo, que puede ocasionar transmisién intrauterina y dar lugar
al SRC. Por ello, la OMS ha elaborado un plan estratégico de preven-
cién de la infeccién congénita por rubéola. Entre otros puntos, se
establece que la proteccién frente al virus de las mujeres en edad
fértil debe ser superior al 95%. A pesar de que en la mayor parte de
las regiones de Europa la cobertura vacunal supera el 95%, en algunos
paises (Italia, Rumania, Polonia) la vacunacién se ha introducido de
forma sistematica durante la Gltima década; por lo que hay una alta
susceptibilidad a la infeccion, lo que explicaria los Gltimos brotes de
rubéola en estos paises'®'” y los casos detectados en Espafia en per-
sonas procedentes de dichos paises.

La enfermedad comienza con una fase prodromica (que sigue a un
periodo de incubacién de 14-21 dias) caracterizada por febricula aso-
ciada tipicamente a adenopatias retroauriculares y occipitales dolo-
rosas, que suele durar 24-48 h. Posteriormente aparece un exantema
maculopapuloso no confluente, rosiceo, con extension cefalocaudal;
en el 20% de los casos aparecen las manchas de Forchheimer en pa-
ladar blando, no especificas de rubéola®. De acuerdo con la RENAVE,
la definicién de caso se refiere a la aparicién stbita de un exantema
maculopapuloso generalizado y debe cumplir al menos uno de los 5
criterios siguientes: adenopatia cervical, suboccipital o retroauricu-
lar, artralgias y artritis®.

La infeccién congénita es mdas grave cuanto mas precoz sea la in-
feccién durante el embarazo. El SRC clasico se caracteriza por la té-
trada de Gregg (cardiopatia, microcefalia, sordera y cataratas) que
aparece en el 85-90% de los fetos infectados antes de la semana 12 de
gestacion. Si la infeccién materna tiene lugar entre las 12 y las 16
semanas, el 15% de los fetos presenta sordera y, en menor propor-
cién, defectos oculares y microcefalia. Cuando la infeccién se produ-
ce entre las 16 y las 20 semanas, el riesgo de sordera es minimo y en
infecciones adquiridas a partir de las 20 semanas de gestacion no se
han descrito secuelas congénitas. Sin embargo, cuando la infecciéon
materna se produce al final del embarazo, el recién nacido podria
presentar infeccién sistémica con erupcion generalizada y lesiones
purpricas, aunque sin presentar malformaciones asociadas.

Eritema infeccioso (megaloeritema o quinta enfermedad). Causado
por el Erythrovirus B19 (EB19), familia Parvoviridae. Es un virus con
ADN monocatenario, cuya caracteristica mas importante es su afini-
dad por el antigeno P eritrocitario. Esta condicién conduce a la repli-
cacién en las células madre eritroides y es causa de crisis aplasicas
transitorias en los pacientes infectados con enfermedad hematolégi-
ca previa®. Se transmite por via respiratoria y parenteral.

Se trata de una infeccién frecuente, con una prevalencia que
aumenta con la edad. Aparece fundamentalmente en primavera y
verano, con brotes cada 3 afios. El cuadro clinico comienza con
manifestaciones inespecificas como fiebre, mialgias y cefalea y el
exantema aparece 7-10 dias después. El exantema tipico comienza
en la cara, con aspecto de “mejillas abofeteadas”; dias mas tarde
se extiende al tronco, y finalmente se desvanece dando lugar a un
aclaramiento central (exantema reticular en encaje). La infeccion
en el adulto puede producir un exantema atipico (p. ej., en forma
de guante-calcetin)?, o artritis o artralgias, que pueden persistir
durante meses. Cabe destacar que la infeccién primaria durante el
embarazo puede desencadenar anemia fetal grave con una eleva-
da morbimortalidad.

Exantema stibito (roséola infantil o sexta enfermedad). Los agentes
causales de esta enfermedad tipica de la edad pediatrica son los virus
del herpes humano (VHH) tipo 6 (VHH-6) —fundamentalmente
VHH-6B— y menos frecuentemente el VHH-7 (familia Herpesviridae).
El 90% de los casos se produce entre los 6 meses y los 3 afios; se
presenta en forma de fiebre elevada durante 3-5 dias y el exantema
rosaceo aparece coincidiendo con la desaparicion de la fiebre?. Ade-
mas pueden asociarse sintomas de vias respiratorias superiores o
gastrointestinales. Se ha relacionado la infeccién con convulsiones
febriles benignas. Se trata de una infeccién de muy buen pronéstico
que no requiere tratamiento.

Exantemas vesiculoampollosos

Varicela. Es la enfermedad resultante de la primoinfeccién por el
virus varicela-zéster (VVZ), de la familia Herpesviridae, que también
incluye los virus herpes simple (VHS) 1y 2. La principal caracteristi-
ca biol6gica de la familia es la capacidad de establecer latencia des-
pués de producir la infeccion primaria; en el caso del VVZ, la latencia
se establece en los ganglios de las raices dorsales; en VHS-1, en el
ganglio sensorial del trigémino, y en VHS-2, en el ganglio sensorial
lumbosacro. La reactivacion de los virus produce herpes z6ster, her-
pes labial y herpes genital, respectivamente?,

La transmisién de VVZ se produce por 3 vias. La mds frecuente es
por contacto directo con las vesiculas de la piel, aunque también
puede tener lugar por via respiratoria. Ademas, existe la posibilidad
de transmision vertical en caso de infeccion aguda durante el emba-
razo. El virus se replica en el tracto respiratorio superior y se disemi-
na infectando los ganglios linfaticos, el higado y el bazo principal-
mente. Se trata de una enfermedad altamente contagiosa cuyo
periodo de contagio comprende desde 1-3 dias antes de que aparez-
can las lesiones cutdneas hasta que solo aparecen costras.

La varicela es de distribucién mundial y su incidencia anual suele
coincidir con la tasa de nacimientos de cada pais; afecta en un 85-
90% a menores de 10 afios. En Espafia es una enfermedad de declara-
cién obligatoria. Estudios de seroprevalencia muestran que mas del
95% de los mayores de 15 afios son inmunes a la varicela?. En la ac-
tualidad existe una vacuna disponible, de virus vivos atenuados, de
aplicacion sistematica en Espafia desde 2016. La pauta es de 2 dosis
a los 15 meses, a los 3-4 afios y a los 12 afios en las personas que
refieran no haber pasado la enfermedad (también en pauta con 2
dosis). Se hace asi con el objetivo de que todos los adolescentes estén
inmunizados al terminar la edad pediatrica?®, dado que la enferme-
dad es mas grave en el adulto.

El periodo de incubacién es de 10 a 21 dias (media 14-16 dias).
Comienza con fiebre, malestar general y rechazo de la ingesta. Las
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lesiones cutaneas aparecen 24 h después. Inicialmente son papulas
rojas que progresan con rapidez a vesiculas no umbilicadas sobre
base eritematosa. Posteriormente, las vesiculas se ulceran, forman
costra y cicatrizan. De forma tipica, las lesiones se encuentran en un
mismo paciente en diferentes estadios (papula, vesicula y costra) y
son muy pruriginosas. En los pacientes vacunados el exantema es
menos aparente.

La complicacién mas frecuente de la varicela es la sobreinfeccién
bacteriana de piel y tejidos blandos, fundamentalmente por Sta-
phylococcus spp. y Streptococcus pyogenes. Ademds se han descrito
complicaciones respiratorias (neumonia, otitis) en 1/400 adultos;
neurolégicas (ataxia, sindrome de Guillain Barré) en 1/1.000 casos, y
hematoldgicas (ptarpura de Schonlein Henoch)?. La varicela congéni-
ta ocurre en el 2% de embarazos de mujeres que presentan la varice-
la entre las semanas 8 y 26. Se caracteriza por atrofia de miembros y
afectacion ocular y del sistema nervioso central. Si la infeccion ma-
terna tiene lugar entre 5 dias antes del parto y 2 dias después, hasta
el 31% de los recién nacidos desarrollan varicela neonatal: un cuadro
multivisceral grave que cursa con neumonia, hepatopatia y afecta-
cién neurolégica y que presenta elevada mortalidad.

Tras la resolucion de la varicela, el sistema inmune impide la re-
plicacién viral del VVZ, que establece infeccién latente en los gan-
glios dorsales. Como consecuencia de un descenso en la inmunidad
celular, el virus se puede reactivar y producir las manifestaciones ti-
picas del herpes zdster. El 75% de los casos ocurre en mayores de 45
afios y solo un 5% en menores de 15 afios. La incidencia de herpes
z6ster aumenta en los pacientes inmunodeprimidos. Antes de la
erupcién cutanea, los pacientes refieren dolor e hipersensibilidad
localizados a lo largo de un dermatoma concreto (neuritis aguda).
Dias después aparece —en ese lugar y siempre siguiendo el recorrido
del dermatoma— una erupcién papulosa que rapidamente progresa
a vesiculas. Al igual que ocurre en la varicela, estas lesiones evolucio-
nan a costra?’. Cuando la afectacion tiene lugar en ciertos pares cra-
neales puede dar lugar a sindromes caracteristicos, como es el caso
del sindrome de Ramsay Hunt, en el que se afecta el VII par craneal,
produciendo paralisis facial y vesiculas en el conducto auditivo. Es
tipica la neuralgia postherpética aproximadamente 1 mes después
de la resolucién de las lesiones, definida como dolor persistente en la
misma region.

Enfermedad boca-mano-pie. Es una enfermedad tipica de menores
de 10 afios (maxima incidencia entre 1 y 3 afios) consistente en la
aparicién de pequeiias tlceras en la mucosa oral seguida de erupcién
de vesiculas con halo eritematoso en manos y pies, y en ocasiones en
el area del pafial. Ademas, puede acompafiarse de fiebre y sintomas
catarrales leves. Las complicaciones neuroldgicas o respiratorias son
muy raras. En la mayor parte de los casos esta provocada por el virus
Coxsackie (VCox) A16 y por el Enterovirus (EV) 71; se han producido
casos y brotes por VCox A6 y VCox A10, con una frecuencia aumentada
de las complicaciones neurolégicas y de la mortalidad?. Se transmite
por via fecal-oral o por contacto con el liquido de las ampollas.

Enfermedades exantematicas virales: diagnostico de laboratorio

En general, en el momento inicial del cuadro exantematico viral (y
durante unos pocos dias) el virus puede ser recuperado de la muestra
clinica adecuada. Dias después comienza la respuesta especifica de
anticuerpos. Asi, se diferencian 2 procedimientos de laboratorio para
el diagnéstico: de forma directa, mediante la identificacién del agente
causal, e indirectamente, mediante la identificacién de respuesta sero-
légica especifica. Ambas aproximaciones son complementarias y se
deben valorar en el contexto clinicoepidemiolégico.

Diagnostico directo

Las enfermedades exantematicas estan causadas por virus de fa-
milias muy diferentes, pero comparten similitudes en su patogenia.

En general son infecciones de transmision aérea o a través de fomi-
tes, con entrada por mucosa respiratoria o digestiva, donde se produ-
ce replicacion local seguida de colonizacién de ganglios locales y vi-
remia primaria, mediante la cual alcanzan 6rganos diana donde se
amplifica masivamente la carga viral para dar una viremia secunda-
ria y alcanzar la piel donde, por diferentes mecanismos, se producen
las lesiones caracteristicas de los diversos exantemas. En el caso de
las arbovirosis (dengue, chikungunya, zika), la entrada se produce
directamente al torrente sanguineo a través de la picadura de un in-
secto. Finalmente, en la mayoria de los casos, el virus se excreta por
diferentes vias (respiratoria, mucosa, fecal, urinaria) desde las que se
puede propagar a otras personas. Esta excrecién es mas o menos pro-
longada dependiendo de cada virus y de cada via. Finalmente, los
herpesvirus linfotropos (citomegalovirus [CMV], virus Epstein-Barr
[VEB], VHH-6) no suelen eliminarse tras la infeccion primaria, que-
dando en estado de latencia y pudiendo protagonizar episodios de
reactivaciéon con mayor o menor frecuencia a lo largo de la vida.

Seglin este esquema, la demostracién de la presencia de un virus
en una muestra de lesion cutanea o liquido vesicular siempre indica-
ra una relacion causal con el exantema, al igual que la demostraciéon
de viremia, excepto en el caso de herpesvirus linfotropos en los que,
si el método de deteccion es suficientemente sensible, podria detec-
tarse virus latente, siendo la serologia la tinica forma de dirimir si se
trata de una infeccion primaria o no. Finalmente, el valor diagndstico
de la deteccién del virus en una via de excrecién (heces, exudado
faringeo, orina) es elevado para muchos de los virus exantematicos,
aunque se ve igualmente comprometido en el caso de los herpesvi-
rus linfotropos y de algunos EV que circulan masivamente en la co-
munidad durante los periodos epidémicos excretandose sin producir
sintomas, por lo que el significado de un resultado positivo variara
dependiendo del contexto epidemioldgico.

En el momento de producirse el exantema los virus suelen ser
detectables en torrente sanguineo por un corto intervalo de tiempo,
con excepcién del EB19, para el que puede prolongarse varias sema-
nas. El comienzo de la presencia de los virus en las vias de excrecion
suele coincidir con el final de la viremia y persiste en exudado farin-
geo (durante dias), en orina (alguna semana) o en heces (varias se-
manas en el caso de los EV).

Como norma general, ante un cuadro de exantema se aconseja
tomar suero, exudado faringeo y orina lo antes posible®. En general,
el rendimiento de las técnicas directas suele reducirse después de los
primeros 7 dias, excepto en el caso del EB19 en sangre y los EV en
heces, y en todo caso siempre se ve complementado por la detecciéon
de anticuerpos®. En el caso de los exantemas vesiculares, los exuda-
dos de las lesiones frescas suelen contener alta concentracién de vi-
rus y proporcionan un elevado rendimiento diagnéstico. La deteccién
directa del virus requiere la preservacion de su capacidad infectiva
y/o de su genoma durante el transporte de la muestra al laboratorio,
que debe ser rapido y manteniendo la cadena de frio. Para algunos
virus como el VS o el de la rubéola (VR), que son muy labiles, esto es
particularmente critico.

Hay 3 posibles estrategias para revelar la presencia de un virus
exantematico en una muestra clinica: demostrar su capacidad de in-
fectar un cultivo celular (aislamiento viral); a través de su reactividad
con anticuerpos especificos marcados (deteccion de antigenos vira-
les), o mediante la amplificacién y deteccién posterior de un frag-
mento de su genoma (amplificacién genémica). En la tabla 2 se pre-
sentan los métodos de diagnéstico directo de virus exantematicos. La
observacion directa del virus en la muestra por microscopia electro-
nica es un método clasico que durante mucho tiempo fue la base del
diagnéstico diferencial rapido de viruela y varicela a través del exa-
men directo del liquido vesicular. Una vez erradicada la viruela ha
quedado en desuso excepto cuando hay sospecha de exantemas ve-
siculares causados por otros poxvirus (monkeypox, cowpox, etc.).

El aislamiento de virus es la técnica mas clasica en el diagnéstico
etiolégico directo de exantemas virales. Se basa en la inoculacién de
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la muestra en una bateria de lineas celulares de cultivo que abarquen
el espectro de posibles agentes causantes del cuadro. Para el caso de
VS y VR, la OMS recomienda el uso de la linea celular Vero/h-SLAM,
linea modificada genéticamente para expresar en su membrana el
receptor del VS, manteniendo la permisividad para el VR*. El CMV
suele aislarse en fibroblastos de pulmén (MRC5, WI-38)*', mientras
que para el cultivo de EV ha de recurrirse a una bateria mas variada
si se pretende cubrir todo el espectro de tipos®2. Algunos VCox no
crecen en cultivo celular, al igual que el VEB y el VHH-6, por lo que el
aislamiento no es una técnica factible. Finalmente los VD, zika (VZik)
y chikungunya (VChik) requieren instalaciones de nivel de bioseguri-
dad 3 para su cultivo.

E1 VS, los EV o el CMV producen un efecto citopatico muy claro y
caracteristico; en todo caso, la identificacién habra de confirmarse
por deteccién de antigenos por inmunofluorescencia (IF). En algunos
casos (como CMV, VVZ o VS), el tiempo necesario para observar el
efecto citopatico puede prolongarse, e incluso es necesario hacer
subcultivos antes de emitir un resultado negativo. Esto se puede evi-
tar haciendo IF en las células a los 2 dias de la inoculacién, mediante
shell-vial’'. También puede hacerse directamente sobre células de
sedimento urinario (VS), respiratorias (adenovirus [ADV], EV) o leu-
cocitos (CMV) para detectar antigenos por IF, que durante mucho
tiempo ha sido la mejor alternativa para el diagnéstico rapido de es-
tas enfermedades, antes de la aparicion de las técnicas de amplifica-
cién genémica®.

Para la deteccién de los acidos nucleicos de los virus por reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), en primer lugar hay que liberar y
poner en soluciéon los acidos nucleicos (extracciéon) empleando
métodos que permitan obtener acidos nucleicos totales, ya que hay
virus exantematicos tanto con ADN (EB19, ADV, herpesvirus) como
con ARN (VS, VR, EV, VD, VZik, VChik). Este proceso puede ser auto-
matizado mediante el uso de robots extractores, disponibles comer-
cialmente. A continuacién se realiza la reacciéon de amplificacién;
con un paso previo de retrotranscripcion (RT) si se van a ensayar vi-
rus ARN, lo cual puede hacerse en un solo paso mediante el uso de
reactivos comerciales de RT-PCR acoplada. Finalmente se detectan
los amplificados por electroforesis en gel de agarosa o por hibrida-
cién en microplaca. Para obtener una sensibilidad adecuada puede
ser necesario recurrir a una reaccién adicional de amplificaciéon (PCR
anidada o nested PCR). En las técnicas de PCR a tiempo real (PCR-tr)
la produccién de productos de amplificacién viene acoplada a la ge-
neracion de una sefial de fluorescencia, que se monitoriza en tiempo
real con excelente sensibilidad, evitando el uso de PCR anidada y la
manipulacién de los productos de amplificacién. Ademas son poten-
cialmente cuantitativas, aunque este aspecto no es de especial inte-
rés en el diagndstico de los exantemas virales. Las técnicas de PCR-tr
son rapidas, sencillas y facilmente automatizables. En consecuencia
son las que se han impuesto actualmente, ya que ademas ofrecen
mayor sensibilidad que el aislamiento y la deteccién de antigenos®,
alargando el intervalo de tiempo durante el cual los virus son detec-
tables en las muestras. La oferta comercial de ensayos de PCR-tr to-
davia es escasa para los virus exantematicos mas importantes, pero
esta en clara expansion y hay disponibles protocolos para los agentes
mas importantes®#3$, Finalmente, la PCR permite disefios multiples
en los que se pueden ensayar varios agentes de manera simultinea
generando fragmentos de amplificacion de tamafios lo suficiente-
mente diferentes como para diferenciarlos por electroforesis®. Hay
métodos disponibles para deteccién simultanea de VS, VRy EB19%, o
de EVy VVZ*, La PCR-tr permite también esta posibilidad empleando
sondas marcadas con diferentes fluoréforos, por lo que actualmente
hay un activo desarrollo de técnicas multiples de PCR-tr*-* de las
que en breve habra disponibilidad comercial y que se consideran el
futuro del diagnéstico. En el disefio de las PCR (tanto convencionales
como PCR-tr) es fundamental elegir zonas del genoma que permitan
identificar todas las especies (p. ej., VHH-6A y VHH-6B) y genotipos
existentes de los virus a ensayar, relacionados con los cuadros clini-

cos, para lo cual es necesario asegurar que el disefio sigue siendo
vigente conforme las cepas de los virus van evolucionando o adaptar-
lo a medida que aparecen nuevos genotipos.

Diagnostico serolégico

Es una aproximacion alternativa y complementaria a los métodos
directos. A los pocos dias del comienzo de la enfermedad se empieza
a producir la respuesta especifica de anticuerpos, que en un primer
momento es del tipo IgM (que dura alrededor de 2-3 meses), y que
va seguida de la respuesta IgG, que alcanza el maximo a los 15-20
dias, y que son de larga duracioén. Asi, la deteccion de IgM es el mé-
todo mas adecuado para hacer el diagnéstico. Sin embargo, si la
muestra esta tomada cerca del comienzo de los sintomas, puede no
ser detectable; por lo que se precisa de una muestra de seguimiento,
tomada 10 dias después para confirmar la infecciéon mediante sero-
conversion de IgG o de anticuerpos totales. Los métodos en fase séli-
da permiten detectar anticuerpos especificos del isotipo IgM (para
diagnéstico de infeccién reciente), o IgG (para determinar inmuni-
dad o seroconversion), en tanto que las técnicas que miden anticuer-
pos totales son Gtiles fundamentalmente para confirmar la serocon-
version. En la tabla 2 se relacionan los virus exantematicos para cuyo
diagndstico son de aplicacion los métodos seroldgicos.

Entre las enfermedades exantematicas, se reconoce la utilidad de
la deteccién de IgM en el diagnéstico de VS, VR, EB19, CMV, VEB y los
arbovirus VD, VZik y VChik** (tabla 2). En general, la respuesta IgM es
detectable entre los 3-5 dias desde la aparicién del exantema, aun-
que excepcionalmente se puede retrasar (tal es el caso de crisis apla-
sicas transitorias por EB19); de esta manera, el criterio diagnéstico
de eleccién es la deteccién de IgM especifica en muestra aguda. En el
caso de que la primera muestra disponible haya sido tomada en los
primeros dias, con resultado IgM negativo, y no se disponga de
muestra para deteccion directa, o muestre resultado negativo, se re-
quiere otro suero tomado 7-10 dias después, para evidenciar sero-
conversion de IgM y/o IgG.

Sin embargo, la determinacién de IgM no esta exenta de proble-
mas, pudiendo obtenerse resultados positivos falsos, por la presencia
simultanea de factor reumatoide e IgG especifica*; por las reaccio-
nes cruzadas entre virus, especialmente cuando producen patologias
similares (VEB y CMV, por ejemplo)*, o por la estimulacién policlo-

Tabla 2

Métodos de laboratorio para el diagndstico de exantemas virales
Virus Aislamiento Detecci6n PCR Serologia

de antigenos

Sarampién + NA 4+ +++
Rubéola i NA +Ht EVEN
Erythrovirus B19 NA NA 4+ et
Enterovirus [+t + . +
Herpes humano 6 NA NA 4 ++
Varicela-zoster + + et ++
Herpes simple + + 4 ++
Epstein-Barr NA NA 4 RS
MV + ++ e e
Dengue NA 4+ +++ ++
Zika NA NA +++ ++
Chikungunya NA NA +++ +

NA: no aplicable.



56 A. Ferndndez Garecia et al. / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2017;35(Supl 3):51-57

nal de linfocitos de memoria que origina respuesta IgM en pacientes
que son IgG positivos, en ausencia de infeccién reciente?. Por otra
parte, hay presencia de IgM tanto en infeccién primaria como en se-
cundaria y su discriminacion es importante. Igualmente, infecciones
recientes pueden cursar sin desarrollo de IgM: como las infeccio-
nes en inmunodeprimidos. Por Gltimo, hay situaciones de persisten-
cia de IgM durante prolongados intervalos de tiempo que pueden
dificultar el diagnéstico. Todas estas circunstancias son problemati-
cas cuando se plantea hacer el diagnéstico diferencial de enfermedad
exantematica (rubéola, sarampién y EB19*¢) y se requieren métodos
confirmatorios. Los ensayos de avidez de IgG permiten confirmar la
infeccién primaria. Son de aplicacion para caracterizar casos de sa-
rampién con fallo vacunal® y para confirmar los casos de infeccién
primaria por rubéola, especialmente en el embarazo®, en el contexto
del Plan de Eliminacién de estas enfermedades, asi como para la ca-
racterizacion de casos por VEB>' y CMV?2, El establecimiento de per-
files de anticuerpos frente al VEB permite confirmar la infeccién por
este virus en presencia de reactividad frente a otros herpesvirus. La
cuantificacién de anticuerpos totales o de IgG en muestra aguda per-
mite establecer con alta probabilidad una infeccion secundaria (caso
del zéster). El establecimiento de la ratio IgM/IgG permite diferenciar
la infeccién primaria y secundaria por VD. Por dltimo, hay circuns-
tancias en las que la caracterizaciéon seroldgica especifica solo se
puede hacer de forma definitiva mediante neutralizacion (VD y VZik,
EVy ADV).

Enfermedades exantematicas virales: caracterizacién molecular

La caracterizacién genética de los virus exantematicos es de espe-
cial trascendencia en los casos de sarampién y rubéola por tratarse
de enfermedades en proceso de eliminacién. La caracterizaciéon ge-
nética de otros virus exantematicos sera mas relevante conforme se
progrese en la eliminacién del sarampién y la rubéola para mejorar
los procesos de vigilancia.

La caracterizacién genética de los virus es una herramienta fun-
damental en la vigilancia del sarampién y la rubéola. Resulta indis-
pensable para diagnosticar con certeza los casos posvacunales; tra-
zar los patrones de circulacién de las cepas; identificar el origen
importado o autéctono de un caso, y describir la ausencia de circula-
cion endémica para documentar la eliminacion en una region deter-
minada. Estas técnicas se basan en la amplificacion mediante RT-
PCR, secuenciacién y posterior andlisis filogenético de regiones
variables del genoma de estos virus. El genotipado solo puede reali-
zarse sobre muestras en las que se haya detectado el virus por aisla-
miento o RT-PCR.

Nomenclatura asignada por la Organizacion Mundial de la Salud

La nomenclatura se ha uniformizado con el fin de armonizar la
que se utiliza para todos los componentes de la vacuna triple viral
(p. ej., MVs/Madrid.ESP/24.15/)%.

Genotipado de los casos

En el VS, la regién minima para asignar genotipo son los 450 nu-
cleétidos (nt) que codifican el extremo carboxilo de la nucleoprotei-
na (N-450). Ademas de esta, se debe utilizar al menos la secuencia de
la region codificante completa del gen H, para la descripcién de un
nuevo genotipo. Asi, se han definido 24 genotipos (A, B1-B3, C1, C2,
D1-D11, E, F, G1-G3, H1 y H2), pertenecientes a 8 grupos filogenéti-
cos (A-H), con una secuencia de referencia para cada uno®***. No to-
dos los genotipos se encuentran en circulacion en la actualidad, sien-
do relevantes en Europa los genotipos D8 y B3.

En el caso de VR, el genotipado se basa en una secuencia de 739
nt (del nt 8731 al nt 9469) de la regién codificante del gen E1. Ade-
mas, para describir un nuevo genotipo se necesita la secuencia com-

pleta de la region del genoma que codifica las proteinas estructurales
(3192 nt) de 2 cepas de referencia para cada genotipo. Asi se han
definido 12 genotipos (1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 11, 1], 2A, 2B, 2C) y
uno provisional (1a), pertenecientes a 2 grupos filogenéticos*. En la
actualidad en Europa circula fundamentalmente el genotipo 2B.

Para llevar a cabo el genotipado se realiza un andlisis filogenético
en el que se incluye la secuencia problema y las secuencias de refe-
rencia referidas anteriormente, recomendadas por la OMS para cada
virus.

Bases de datos MeaNS y RubeNS

En 2008, la red de laboratorios de referencia para sarampion y
rubéola de la OMS cre6 la base de datos Measles Nucleotide Survei-
llance (MeaNS)?®$, principalmente de secuencias N-450, enviadas por
los laboratorios de la red. Ademas incluye la informacién necesaria
para obtener el nombre asignado por la OMS y datos epidemiol6gi-
cos adicionales. MeaNS proporciona ademds herramientas para el
genotipado y la comparacién de secuencias. Existe una base de datos
similar para la rubéola denominada RubeNS*, aunque la disponibi-
lidad de secuencias es menor y el uso en tiempo real muy escaso
actualmente. Compartir lo antes posible la informacién genética de
las cepas que circulan a través de estas bases de datos constituye
una herramienta fundamental para la vigilancia del sarampién y la
rubéola.

Nuevas herramientas de caracterizacion molecular al servicio
de la vigilancia epidemiologica del sarampién y la rubéola

En la actualidad el genotipado es un método valioso pero insufi-
ciente para la vigilancia. En el caso del sarampién, en los dltimos
afios se han producido grandes brotes por un mismo genotipo, sin
que este dato por si solo permita establecer los patrones de circula-
cién del virus. Sin embargo, MeaNS permite un estudio mas detalla-
do de las secuencias N-450 del mismo genotipo, discriminando unas
de otras y aportando mas informacién. El conjunto de secuencias
idénticas de un mismo genotipo se denomina haplotipo y se designa
con el nombre de la mas antigua. Cuando un haplotipo ha sufrido
una amplia distribucién, tanto temporal como geogrifica, es recono-
cido por MeaNs con rango de variante de secuencia o named strain®.
Desde la OMS se insta a los laboratorios de referencia a identificar las
variantes de los casos que se producen en su pais y aportar estos
datos, asi como el nombre de la OMS de cada caso y la identificacién
de la muestra en MeaNS, a través de informes anuales. En Espaiia
esta metodologia ya esta disponible para la vigilancia.
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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-
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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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