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Resumen

En Espafa todavia son bésicas para el diagnéstico de las infecciones importadas los métodos cldsicos microbio-
l6gicos. Aunque presentan numerosas limitaciones estas técnicas tienen como ventajas su alta especificidad y
disponibilidad. La aparicién y consolidacion de nuevas técnicas diagnosticas como el inmunodiagnéstico (que
incluyen la deteccion de antigenos, anticuerpos y las reacciones inmunes complejas), el diagnodstico molecular
que incluyen las técnicas de amplificacion isotérmicas como el LAMP y las plataformas de arrays de ADN (con
posibilidad de detectar multiples patégenos) estdn mejorando y cambiando el enfoque diagndéstico de estas
infecciones. Aungue su manejo todavia no esta bien establecido.

En resumen, la eleccién de una u otra prueba diagndstica en este grupo de infecciones dependerd no sélo de
la precision de la prueba, sino también del objetivo diagnéstico (cribado o diagndstico), gravedad de la enfer-
medad, disponibilidad, coste e incluso aceptabilidad por parte del paciente.

Imported infections in Spain: review of the microbiological diagnosis

Summary

Nowadays epidemiological history, clinical and classical methods of microbiological isolation are basic for the
diagnosis of imported infectious diseases in Spain. High specificity and availability are the major advantages of
the conventional techniques. The emergence and consolidation of new immunological and molecular techniques
facilitate the diagnosis of these infections. Immunodiagnostic methods include detection of antigens, antibodies
and complex immune reactions. The molecular diagnosis has a good overall sensitivity plus group and species
high specificity, allowing more accurate diagnosis. There are currently being validated techniques such as LAMP
(isothermal amplification), which is a cheap and simple method although limited for poor accessibility. Eventually
DNA arrays platforms could be an invaluable aid in the diagnosis of this group of infections in the future. In short,
the choice of diagnostic test in this group of infections depends not only on the accuracy of the test, but also
the diagnosis target (screening or diagnosis), disease severity, availability, cost and even acceptability the patient.
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Introduccion

El diagndstico de una infeccién importada, como el diag-
noéstico de cualquier infeccion, es un proceso complejo que
presenta tres fases bien diferenciadas. La primera y mds impor-
tante es la elaboracion de una hipdtesis diagndstica basada en
la realizacion de:

— Unabuena historia epidemioldgica en la que no deben faltar
la procedencia del individuo, el dmbito no soélo geogréfico
sino también social y sanitario, los factores de riesgo de
exposicion y en los viajeros las medidas de profilaxis previas
al viaje (como la vacunacion y quimioprofilaxis), durante el
viaje (como el uso de mosquiteras, repelentes, seguridad en
las conductas alimentarias o sexuales) y posteriores al viaje
(mantenimiento de la quimioprofilaxis de la malaria).

— La recogida de las principales manifestaciones clinicas, los
datos de exploracion fisica mas relevantes y los resultados
de pruebas complementarias basicas.

— Finalmente en la integracién de los dos previos en funcion del
conocimiento del clinico.

En una segunda fase el clinico debe solicitar una o mds prue-
bas diagndsticas y en funcion del resultado positivo o negativo
finalmente aceptar o rechazar la sospecha diagnostica inicial.
En la clinica habitual, no es frecuente la obtencién de diag-
noésticos de certeza absoluta y habitualmente los diagnésticos
que manejamos son de mayor o menor probabilidad. En este
sentido la interpretacion de los resultados positivo y negativo
(Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo) de un test,
deben obligatoriamente realizarse (segun el modelo Bayesiano)
en funcién de la probabilidad de la hipotesis diagnéstica inicial
(probabilidad pre-prueba).

La creciente aplicacion de la tecnologia con fines diagnos-
ticos en las diferentes enfermedades infecciosas importadas
nos permite actualmente disponer, junto a los métodos cldsicos
de aislamiento microbioldgico, otros complementarios como
el inmunodiagnostico y el diagndstico de dcidos nucleicos
(diagndstico molecular). La aparicion reciente de plataformas
de arrays de ADN'?, puede que en un futuro préximo se con-
vierta en otra herramienta Util en el diagnéstico de ciertos sin-
dromes frecuentes en patologia importada como son la fiebre
del viajero, las diarreas o las infecciones del sistema nervioso
central (SNQ).

La aplicaciéon de los métodos moleculares como la PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) y/o hibridacién de ADN,
y mas recientemente otros protedmicos como la espectometria
de masas (MALDI-TOF), permite acelerar el diagnostico definitivo
de una forma totalmente especifica y abarata los costes®.

Infecciones importadas en Espaiia: revision del diagnéstico microbiolégico

Tabla 1. Factores que influyen en la eleccion de una prueba
diagnéstica en infecciéon importada.

Factores de eleccion de una prueba diagnéstica

Factores dependientes de la enfermedad
Presentacion clinica (cribado vs diagnéstico de enfermedad)
Gravedad
Diagnéstico diferencial con otras etiologias (no infecciosas)
Microorganismo sospechado
Fase de la infeccién (aguda vs subaguda o crénica)
Complejidad del tratamiento empirico

Factores dependientes de la prueba
Precision en el diagnostico
Disponibilidad
Coste

Factores asociados al paciente
Viajero o inmigrante
Grado de Inmunodepresion
Aceptacion a realizar las pruebas

De esta forma y teniendo en cuenta en el momento actual
la posibilidad de emplear diferentes herramientas diagnosticas,
un clinico debe de decidir qué pruebas solicitar a su paciente
dependiendo de aspectos asociados a la propia enfermedad del
paciente, factores concernientes a la prueba e incluso derivados
del propio paciente (Tabla 1).

En el siguiente trabajo revisaremos de una forma global
como se realizan en el momento actual el diagndstico de las
principales infecciones importadas en Espaia, los diferentes
métodos, las ventajas e inconvenientes en la practica asistencial,
centrandonos en los métodos disponibles en laboratorios de
asistencia clinica.

Métodos clasicos de aislamiento
microbioldgico

Actualmente en Espafa los métodos clasicos de aislamien-
to microbioldgico siguen constituyendo la primera linea en el
diagndstico de la infeccion bacteriana importada siendo menos
utiles en el diagndstico parasitario y virico importado.

El aislamiento del microorganismo permite no solo un
diagndstico grupo especifico sino frecuentemente especie es-
pecifico. Otra ventaja de estos métodos de aislamiento clasico
son su coste relativamente bajo y que estan disponibles en casi
todos los centros sanitarios. La baja sensibilidad global es la
mayor limitacién de los métodos microbioldgicos clasicos en
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el manejo de la infeccion importada. Ademas, algunas infec-
ciones no pueden ser diagnosticadas con medios de cultivos
convencionalesy precisan medios de cultivos solo accesibles en
los laboratorios de referencia como las ricketsiosis, leptospirosis
o las virosis importadas. Asi mismo, algunos microorganismos
no se pueden aislar en fase aguda de la enfermedad (pej. la
esquistosomiasis) y otros en fase crénica (p.ej. enfermedad de
Chagas). Asimismo, la sensibilidad viene condicionada por mul-
tiples factores como: el tipo de muestra recogida, el nimero e
incluso el momento de recogida de la muestra. En este sentido la
sensibilidad diagnostica de un test de Knott para Loa-loa mejora
en horario diurno, mientras en el caso de Wuchereria bancrofti
mejora en horario nocturno. También, el procesamiento de las
muestras mediante el empleo de cultivos o la concentracion
de parasitos puede contribuir notablemente a una mejora de la
sensibilidad diagnostica.

En el aislamiento de una infeccion viralimportada es preciso la
realizacion de cultivos en diferentes lineas celulares que precisan
laboratorios de bioseguridad de al menos nivel 3, por lo cual las
técnicas de aislamiento microbiolégico no tienen en el momento
actual una clara utilidad clinica en el diagnéstico de infeccién
viral importada en practica asistencial (Tabla 2).

Para el diagnostico de infeccion bacteriana importada (Tabla
3) los cultivos son claves en el diagnostico en al menos tres de
los sindromes mas frecuentes del viajero: la fiebre del viajero,
la diarrea y las piodermitis, en dénde ademas del diagnostico
etioldgico, podemos obtener un antibiograma, que permitira
un tratamiento dirigido de la infeccion. En cuanto al estudio de
la fiebre del viajero, si excluimos los cuadros disenteriformes, las
causas bacterianas piogénicas apenas constituyen el 2-5% en
las series, siendo la més frecuente, la fiebre entérica (Salmonella
typhi o Salmonella paratyphi)**. Para la deteccién de S. typhi o S.
paratyphi los cultivos bacterianos de aislamientos procedentes
de biopsia/aspirado de medula ésea resultan mas sensibles,
que los obtenidos de sangre periférica, permitiendo ademds
el diagndstico, incluso en pacientes en tratamiento antibiotico
empirico®’. A pesar de ello, su caracter invasivo, hace que no
sea una técnica de rutina inicial. Asi, en dos series recientes en
nuestro pais con 110 casos de fiebre entérica, un alto porcentaje
de origen importado, un 90% del total de casos fueron diagnos-
ticados mediante técnicas de hemocultivo convencional vy el
resto mediante coprocultivo en un contexto clinico compatible®,

Aislamientos en muestras cutaneas no sélo permiten el
diagndstico de las piodermitis en los viajeros si no también otras

Tabla 2. Principales infecciones virales importadas en Espafia: utilidad de pruebas diagndsticas y frecuencia de casos impor-
tados.

A. microbiolégico

Inmunodiagnéstico

Diagnéstico en Espana

Diagnéstico molecular

V. Dengue Deteccion Ag/Ac Sg. primeros 10 dias

Fiebre importada (IFLEIA, TDR)

V. Chikungunya Deteccion Ag/Ac PCR

Fiebre importada (IFLEIA, TDR) Sg. primeros 10 dias A

V. Fiebre amarilla Deteccion de Ac PCR -/+ (actualmente solo

(IFD)

Sindrome viscero y
neurotropo

€asos autdctonos
viscerotrépicos
post-vacunacion)

Sg. primeros 10 dias

V. Zika
Fiebre importada

(IFD)

Deteccion Ac

PCR +
Sg. primeros 10 dias (primeros casos 2016)

V. Ebola Sg. Primeros 17 dias + (2 casos importados,

Fiebre importada Semen meses. primer caso autéctono
2015)

HTLV-1 Deteccion Ac PCR Infeccion ++++y

Paraparesia espastica, linfoma (EIA/InnoLIA) Mielopatfa +

VIH-2 Deteccion Acy Ac PCR tiempo real (carga viral) R

SIDA (EIA'y Inmunoblot) Seguimiento post tratamiento

I:l Muy utiles I:l Utilidad media - Poco utiles
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Tabla 3. Principales infecciones bacterianas y fungicas importadas en Espaia: utilidad de pruebas diagnosticas y frecuencia
de casos importados en Espana.

A. microbiolégico Inmunodiagndstico Diagndstico molecular Frecuencia

E. coli (ECET y ECEA)
Diarrea del viajero

Coprocultivo PCRy HIS

(Identificacion cepas)

Shigella spp. Coprocultivo ++
Disenteria

M. tuberculosis Baciloscopia y/o cultivo ++++
Infeccion y

enfermedad TBC

M. leprae Baciloscopia y/o biopsia PCR no comerciales ++
Lepra (paucibacilares)

R. africae IFI (R. conori) Muestras cutaneas +++
Fiebre africana por (pacientes tratados)

garrapatas

S. tiphy Hemocultivo +++
Fiebre entérica (<heces y medula 6sea)

Shewanella spp. Cultivo cutdneo +

Pie patera

Infecciones flingicas

H. capsulatum Biopsia/cultivo Deteccién Ac | PCR +++
Histoplasmosis aguda (solo para H. crénica (Inmunodifusién) (H.aguda y crénica)
y crénica inmigrantes (mas util H. agudas

viajeros)
P. braziliensis Biopsia/cultivo Inmunodifusion PCR +
Paracoccidiomicosis (H. crénica) (P aguda y cronica) (P.aguday crénica)

PCR +
|dentificacion especie

Fosacea spp, Biopsia/cultivo
Claophialophora spp, (infeccion crénica)
Cromoblastomicosis

Sporothrix schenkii ++
Esporotricosis
I:l Muy Utiles I:l Utilidad media
E. colienterotoxigénica (ECET) y E.coli enteroagregativa (ECEA).
infecciones mas infrecuentes como el pian (Treponema pallidum micosis e histoplasmosis importada, el aislamiento del hongo en
subespecie pertenue). Asimismo se pueden realizar tinciones en diferentes muestras pudo diagnosticarse en los 6 (100%) pacientes
muestras cutaneas para la deteccion de Mycobacterium leprae®'°. que presentaban paracocidiomicosis y en el 56% de los que pre-
En el diagnostico de infeccion fungica profundaimportada sigue sentaba histoplasmosis, con notable diferencias en el rendimiento

siendo Util el aislamiento microbioldgico, cuyo procesamiento entre los inmigrantes (con manifestaciones de una histoplasmosis
puede requerir medidas de bioseguridad tipo 3 (Tabla 3). Asf,en un crénica) con un 73% de (22/30) positividad frente a los viajeros (con
reciente trabajo en Espafa realizado en pacientes con paracocidio- cuadros de histoplasmosis aguda) con un 0% (0/9) de positividad''.
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También en el caso diagnostico de infeccién parasitaria el
aislamiento microbioldgico sigue ocupando el primer escalén
(Tabla 4). En cuanto a malaria, distintas sociedades y grupos de
expertos siguen propugnando en el primer escalén de evalua-
cion de pacientes con sospecha de malaria la realizacion de gota
gruesa seguida de uno a tres frotis finos para la evaluaciéon de
especie y cuantificacion de la parasitemia'*'. Una limitacion de
la gota gruesa y del frotis es que precisan tiempo y experiencia
del observador en el diagnéstico de especie, especialmente en
infecciones parasitarias mixtas. Ademas hay que destacar que
entreun 10y un 35% de todas las malarias importadas en Espafna
son submicroscopicas y no se diagnostican con métodos obser-
vaciondirecta’ . La probabilidad de la malaria submicroscopica
es mayor en inmigrantes respecto a viajeros, y en pacientes
asintomaticos con esplenomegalia y sin trombocitopenia'?'.

El aislamiento de tripomastigotes de Tripanosoma cruzi
puede realizarse en fase aguda con hemocultivos en medios
especiales o mediante visualizacién directa con micrométodo o
gota gruesa'®. Resulta especialmente util en neonatos con riesgo
de transmision vertical por madres infectadas y en el Chagas
autéctono, si bien ocasionalmente en pacientes con enfermedad
de Chagas importada con reactivacién asociada a situaciones de
inmunosupresion es potencialmente posible la deteccion de T.
cruzien diferentes muestras'®.

El andlisis coproparasitario con estudio directo (tincion con
lugol) y la concentraciéon de huevos con formol-eter (test Ritchie)
y/0 con el Kato-katz, permite el diagnéstico de la mayor parte
de los casos de protozoosis, helmintosis intestinales y amebiasis
(Entamoeba histolytica). El rendimiento de estos test aumenta
con larealizacion por triplicado en dias distintos y con el empleo

Tabla 4. Principales infecciones parasitarias importadas en Espaia: utilidad de pruebas diagnosticas y frecuencia de casos
importados.

A. microbiolégico

Tripanosoma cruzi
Enfermedad de Chagas

Inmunodiagnéstico

Deteccion Ac (EIA/IB)

Diagnéstico molecular Frecuencia

Diagnostico y seguimiento

Inspeccién y cultivo
(Raspado/biopsia
cutdnea y medula)

Leishmania spp.
Cutadnea, mucocutanea, visceral

PCR +++
(Identificacion especie)

Plasmodium spp. Gota gruesa y frotis PCR multiple ++++
Malaria (sangre total)
Entamoeba histolytica Coproparasitario y Deteccién Ac +++
Absceso amebiano* y disenterfa abscesos hepaticos (absceso amebiano)
Deteccién Ag suero/heces

A. duodenale, T. trichuriae y otros ++++
Geohelmintosis
Strongyloides stercoralis Cultivo larvas Deteccion Ac (EIA) ++++
Estrongiloidosis
Taenia solium Coproparasitario Deteccién Ag ++
Cisticercosis* y infeccion intestinal (EIAy IB)
S. mansoniy S. haematobium Kato-katz heces (S.m) Deteccién Ac (EIA y HAI) PCRy LAMP +4+
Esquistosomiasis aguda y cronica centrifugacion y en Katayama y S.cronica Orinay heces

filtracion orina (S.h)
Wuchereria bancrofti Knott y filtracion Ag (TDR) PCR +
Filariasis linfatica (sangre noche)
Loa-loay Mansonella perstans Knott y filtracion PCR (filariasis oculta e +++++

Filariasis de serosas (sangre dia)

Onchocerca volvulus Pellizco cutdneo

Oncocercosis cutdnea y ocular

Ac (EIAyTDR)

infecciones mixtas

+ (actualidad)

*Exige ademas pruebas de imagen como ultrasonografia, tomografia computerizada o resonancia magnética.

I:l Muy Utiles I:l Utilidad media

- Poco utiles
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en paralelo de varias de estas técnicas®?'. Una excepcion al alto
rendimiento de los analisis coproparasitarios es el Strongyloides
stercoralis, cuyo diagndstico precisa frecuentemente otros mé-
todos de concentracion basados en la migracion larvaria en fase
liguida como Baerman o sélida como el cultivo de larvas en
placa agar o carbédn activado (RequenaMendez?). Un reciente
meta analisis que compara todos los métodos de diagndstico
parasitolégico directo establecié que el método mas sensible
era el de cultivo larvario en placa de agar con una sensibilidad
proxima al 90%22. A pesar de esta alta sensibilidad solo el 25-
50% de casos diagnosticados en dos series de estrongiloidosis
en Espafa se pudo hacer mediante aislamiento microbiolégico,
precisando el resto de casos el inmunodiagndstico?®*.

En cuanto al aislamiento de Schistosoma mansonila muestra
por biopsia rectal presenta mas sensibilidad que la de heces
procesada mediante Kato-katz?. A pesar de la utilidad de esta
técnica, no se utiliza de forma generalizada por ser muy laborio-
sa. Igualmente la obtencién de biopsia tras cistoscopia resulta
mas sensible que la concentracidon de huevos de Schistosoma
haematobium en orina®. Estas técnicas estan reservadas para
casos concretos en donde no se obtiene el diagndstico mediante
métodos noinvasivos o en los pacientes en los que el diagndstico
diferencial abarca entidades graves como la enfermedad infla-
matoria intestinal o la neoplasia vesical. Un hecho persistente
en diferentes series de esquistosomiasis importada en Espana,
no asi en otras series de Europa?, es la desproporcién entre los
numerosos casos diagnosticados de infeccién por S. haemato-
bium frente a menor numero de casos para S. mansoni**>!. Dos
razones pueden justificar esto: por una parte la sintomatologfa
de la esquistosomiasis urinaria mas caracteristica que la intesti-
nal permite probablemente sospechar un sindrome urinario y
solicitar con mas frecuencia test de concentraciéon de huevos en
orina que Kato-katz en heces. Por otra parte los inmigrantes y
viajeros llegados a Espafa proceden de dreas donde la infeccion
S.haematobium es mas prevalente que la de S. mansoni. Con todo
ello menos de la mitad de casos de esquistosomiasis importada
en Espafa presentan un diagndstico parasitoldgico definitivo
siendo necesario frecuentemente la realizacion de métodos
complementarios? >3,

Para el aislamiento de filariasis linfaticas y de serosas se realiza
una concentracion de microfilarias mediante el test de Knott y/o
filtracion de sangre con membrana de nucleopore, con mues-
tras obtenidas en horario nocturno y diurno, respectivamente.
El rendimiento del test de Knott en inmigrantes subsaharianos
es homogéneo entre series nacionales y oscila del 5-9%, siendo
mucho mas frecuente la deteccion de Mansonella perstans que
Loa-loa**3*.En cuanto a la infeccién por filarias linfaticas (Wuchere-

Infecciones importadas en Espaiia: revision del diagnéstico microbiolégico

ria bancroftio Brugia spp.) no existe hasta el momento ninguin caso
publicado en Espafa con aislamiento microbioldgico. A pesar del
buen rendimiento del test de Knott, estudios en zona endémica
de filariasis y también estudios de infeccién importada en Espana,
demuestran que lafilariasis oculta (con test microscopicos nega-
tivos) pueden doblar o incluso triplicar los casos de Mansonella
perstansy Loa-loa respectivamente®®*. En cuanto al diagndstico
de filariasis cutanea por Onchocerca volvulus, el pellizco cutdneo
y la ldmpara de hendidura permiten el diagnéstico de microfila-
riasis en piel y cdmara anterior del ojo. La mayor limitacion en el
pellizco cutédneo deriva de que es una prueba molesta y que su
sensibilidad depende del nimero de muestras vy la realizacion
es dificilmente aceptado por todos los pacientes, especialmen-
te cuando se utiliza en cribado en pacientes asintométicos®*?’.
Ademas en los Ultimos afios debido al control vectorial y sobre
todo alas campanas masivas con ivermectina han supuesto una
reduccion notable de la oncocercosis en poblacién de origen®
y secundariamente del nimero de casos importados en Espafa,
con lo que el diagnostico final de esta infeccion se ha reducido de
manera significativa®. En un estudio reciente sélo 1 de 52 (1,9%)
menores subsaharianos con sintomatologfa cutdnea tenfan un
pellizco cutédneo positivo®.

Métodos de inmunodiagnodstico

Los test de inmunodiagnostico (ID) presentan de forma glo-
bal una sensibilidad muy superior a los métodos de aislamiento
microbioldgico. Pueden servir para el diagndstico de infeccién
en diferentes fases de la infeccion y en el diagnostico de mi-
croorganismos que precisan cultivos no disponibles en los labo-
ratorios clinicos. Su mayor limitacion son su baja especificidad,
no obstante esta menor especificidad de especie, puede ser en
ocasiones ventajosa. Ademas la creciente utilizacion de antigenos
purificados y recombinantes y de anticuerpos monoclonales, han
mejorado notablemente su especificidad. En los ultimos afnos
con su progresiva comercializacion su disponibilidad ha mejo-
rado notablemente. La introduccion de test rapidos basados en
inmunocromatografia han permitido simplificar el método y no
requieren una formacion especifica del personal de laboratorio
para su realizacion e interpretacion.

Deteccién de anticuerpos

Multiples pruebas de deteccidn de anticuerpos, basados en
enzima-inmunoanalisis (EIA), inmunoblot (IB), inmunofluorescen-
cia indirecta (IFI), hemaglutinacién (HAI) y otros, son utilizados
en ladeteccion de patdgenos causantes de infeccién importada.
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Muchas de estas técnicas no se realizan en todos los laboratorios
de microbiologia por volumen de muestras y falta de experiencia
y son realizadas en laboratorios de referencia con amplia expe-
riencia en estas pruebas y su interpretacion.

Los métodos de ID para deteccion de anticuerpos permiten
el diagndstico de infeccién aguda mediante la deteccion delgMa
titulos elevados, no obstante la sensibilidad de esta es baja por lo
que es frecuente que el diagndstico deba esperar 4-6 semanas en
la fase de convalecencia clinica, para detectar la seroconversion.
El diagnostico de infeccidn cronica esta basado en deteccion de
IgG o subtipos de esta, frente a los diferentes microorganismos.
Sin embargo el diagnoéstico seroldgico de estas enfermedades
no permite diferenciar claramente en pacientes paucisintoma-
ticos entre aquellos que presentan una infeccion activa o una
infeccion pasada, por lo que tampoco resultan globalmente de
interés en el control postratamiento.

Los test de inmunodiagnostico constituyen hoy por hoy
todavia el patron oro para el diagnostico de 4 de las infecciones
cosmopolitas mas importantes en inmigrantes y viajeros como
son la infeccion por virus de lainmunodeficiencia humana (VIH),
virus hepatitis A (VHA), virus hepatitis B (VHB), virus hepatitis C
(\/HC)“O"”.

La sensibilidad de los diversos test para la deteccion de
infecciones virales como el dengue agudo han sido revisadas
recientemente y en un andlisis describen una sensibilidad que
oscila entre el 75%-82%"**. Asi, una serie colaborativa de casos
en Espana con dengue, 35 de 65 casos totales fueron diagnos-
ticados exclusivamente mediante deteccion de anticuerpos™.
Mas recientemente en un trabajo de 34 casos importados en el
area metropolitana de Barcelona fueron todos diagnosticados
mediante serologia®. En la infeccion por virus de Chikungunya
también lalgM puede mostrar una baja sensibilidad inicial por lo
que muchos diagndsticos finales precisan de tiempo para poder
detectar seroconversion. No obstante la utilidad de la serologia
mas habitual (IFllgM/IgG Euroimmun G) queda avalada en varias
series Espafolas siendo positiva en 34 de los 43 pacientes repor-
tados en tres series de casos importados*#. Otras infecciones
emergentes como las causadas por el virus Zika, virus West Nile
etc, con cuadros clinicos inespecificos deberian realizarse estu-
dios de neutralizacion para mejorar la especificidad de estos test
dada las reacciones cruzadas entre virus de las mismas familias.

En lainfeccion bacteriana las técnicas de inmunodiagnostico
tienen especial interés para el diagnostico de patdgenos que
precisan cultivos especiales no disponibles fuera de laboratorios
de referencia (como ejemplo las fiebres rikettsiales, leptospirosis,
borreliosis etc). Asi en el diagnostico de la fiebre africana por ga-
rrapatas (Rickettsia africae) hoy por hoy la ricketisiosis importada

mas frecuente en Espafa, la IFl para Rickettsia conorii, suele ser
la técnica mas frecuente empleada con una sensibilidad para
la IgM del 70% después de la tercera semana postinfeccion. La
sensibilidad IFI lgG es muy alta aunque hay falsos negativos por
tratamiento con doxiciclina en fase precoz de la enfermedad*. El
diagnostico de otras infecciones importadas como la leptospiro-
sis puede también realizarse mediante deteccién de anticuerpos
como la microaglutinacion®.

En el diagndstico de las micosis importadas, la deteccion
de anticuerpos mediante inmunodifusion resulta un test Util
especialmente en el diagndstico de histoplasmosis aguda en
viajeros con sensibilidad mucho mayor que en el diagnéstico de
infeccion crénica en inmigrantes (100% frente a 40%). En el caso
de infeccion por Paracoccidiodes braziliensis los 6 inmigrantes
con infeccion crénica diagnosticados en el Instituto de Salud
Carlos lll por aislamiento presentaron también una prueba de
inmunodifusién positiva'?,

El diagndstico de infeccion por T. cruzi causante de la enfer-
medad de Chagas se realiza también con deteccion de anticuer-
pos. La sensibilidad varia en relacion a los diferentes métodos y
antigenos empleados. Probablemente el EIA es el método con
mayor sensibilidad préxima al 100%. No obstante dados los
frecuentes falsos positivos se requiere la realizacion de otros test
con diferente metodologfa o diferente antigeno preferiblemente,
uninmunoblot. Sin embargo un resultado negativo es definitivo
en la exclusion de la infeccion®. Recientemente, la deteccion de
anticuerpos mediante técnicas de quimioluminiscencia (CLIA)
han mejorado la sensibilidad respecto a otros métodos.

En el diagndstico de infecciéon helminticaimportada la detec-
cién de anticuerpos permite el diagnéstico de estrongiloidiasis.
Un reciente estudio multicéntrico en el que participd un grupo
espafnol valoré de forma externa varios test de ID demostrando
una altisima sensibilidad y especificidad de los dos EIA comercia-
lizados (area sobre la curva ROC superior al 0,98)°". La utilidad de
estos test se ve refrendada en varias series de casos importados
en los que entre el 20 y el 50% de todos los casos de estrongi-
loidiasis importada fueron realizados exclusivamente mediante
deteccion de anticuerpos®.

En cuanto al diagndstico de esquistosomiasis un estudio
reciente evalud la precision diagndstica de los test comercializa-
dos presentando una baja sensibilidad global que dependiendo
del test se situaba entre 40-75%, siendo mayor para S. mansoni
frente a S. hematobium?®. Estos datos estan muy alejados de
los resultados de EIA no comercializados (“caseros”) tanto con
antigenos completos®® como purificados®*. Datos de series en
Espana, demuestran no obstante su utilidad en el diagndstico
de pacientes en infeccion aguda (fiebre de Katayama) como en
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fase cronica®. Ademas, la aplicacion de enzimoinmunoanalisis
(EIA) con antigenos de S. mansoni, permiten el diagnostico de
otras especies como S. haematobium o Schistosoma interca-
latum.

Para el diagndstico de oncocercosis se utiliza un test de
diagndstico rapido que presenta una buena sensibilidad y
especificidad y que permite evitar la realizacién de una prueba
molesta como es el pellizco cutdneo™.

En el caso de otras infecciones parasitarias mas infrecuentes
como la infeccion por Gnathostoma spp. o Angiostrongylus spp.,
la serologia permite el diagnostico en ocasiones aunque no esta
disponible facilmente y es preciso remitir las muestras a labo-
ratorios especializados como los de los CDC de Atlanta (USA) o
los de la Universidad de Mahidol en Bangkok (Tailandia) (http://
www.tm.mahidol.ac.th/en/special)*®=8,

Test de diagnéstico rapido (TDR)

Los llamados TDR son sistemas inmunodiagnéstico cuyo
principio es la detecciéon de antigenos microbianos, anticuerpos
0 ambos mediante técnicas inmunocromatogréficas. En estos
ultimos ahos su desarrollo en la microbiologia clinica ha sido
enorme, y se aplican en todo tipo de muestras: respiratorias,
sangre, suero, orina, liquido cefalorraquideo y otras, y para la
deteccion de multitud de patdgenos diferentes. Son pruebas
con buena sensibilidad y especificidad aunque algo menores que
sus comparativas (por ejemplo EIA indirectos o los EIA de captu-
ra), pero su ventaja radica en que no precisan de metodologia
compleja ni experiencia en su aplicacion por lo que pueden ser
utilizados a“pie de paciente”en lugares con escasa infraestructu-
ra. Ademas son muy rapidos (se pueden obtener un resultado en
unos minutos), lo que les convierte en pruebas de gran utilidad
en sindromes clinicos graves como la fiebre del viajero. Para la
infeccion importada se dispone en la actualidad de un nimero
creciente de test. Asi, en el diagndstico de dengue se dispone
de test rapidos comercializados que detectan simultédneamente
antigenos (proteina NS1) y anticuerpos (IgM e IgG frente a esta
misma proteina) y que permiten el diagndéstico desde el primer
dia de la infeccién, con alta concordancia con la PCR™.

Para diagnéstico de malaria en el momento actual existen
al menos 8 comercializados. Presentan diferencias en cuanto a
numero de bandas o protefnas antigénicas detectadas (2-4), sien-
do su sensibilidad mas alta para Plasmodium falciparum y menor
para Plasmodium vivax y todavia inferior para el resto de especies.
Ademas tienen problemas de sensibilidad en situaciones de baja
y alta parasitemia (por fendmenos de prozona) y en el caso de
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TDR basados en la deteccion de HRP-Il de P falciparum en sujetos
infectados por P, falciparum con deleccién de este gen. Ademés
presentan el problema que no permiten estimar la intensidad
de la parasitemia de P falciparum y que no permiten en general
evaluar la respuesta al tratamiento™.

En cuanto al diagnostico de filariasis linfaticas el clésico Binax-
NOWE® Filariasis se esta sustituyendo por otro Alere Filariasis Strip®
con idéntica precisién diagndéstica. Como hemos comentado
previamente esta comercializado un TDR para el diagnéstico de
infeccion por O. volvulus que permite la deteccion de IgG4 frente
ala proteina recombinante Ov'S, con una sensibilidad del 90% y
una con especificidad superior al 95%.

Test inmunes

Por ultimo, las pruebas de inmunodiagnostico (ID) incluyen
las reacciones inmunoldgicas como el test cutdneo de la tuber-
culina (TCT) o el test de Mazzotti.

EITCT y la deteccion mediante el ensayo de liberacion de
interferén-y (IGRA), constituyen el patréon oro en el diagnostico
de infeccion tuberculosa latente, y sus resultados tienen una alta
concordancia. Diferentes estudios, demuestran un mayor riesgo
de positivizaciéon en pacientes vacunados, un hecho muy habi-
tual en inmigrantes de pafses en desarrollo®. En este grupo de
pacientes un test cutaneo de la tuberculina positivo entre 5-10
mm es frecuente, y la realizacion de un IGRA permitirfa evitar el
tratamiento de la tuberculosis latente hasta en un 30-50% de
todos los posibles candidatos, aprovechando la ventaja de que
los IGRAs en pacientes vacunados no son positivos®'.

El test de histoplasmina se ha utilizado para el diagnostico
de Histoplasma capsulatum en viajeros. Sin embargo, este test
ha sido abandonado en el momento actual para el diagnostico
deinfeccién en el viajero, sustituido por otras técnicas de inmu-
nodiagndstico y diagndstico molecular con mejor sensibilidad
y especificidad.

El test de Mazzotti consiste en la administracion de 50 mg
de dietilcarbamacina por via oral que induce la paralisis de las
microfilarias de O. volvulus con un incremento del prurito. La
precision del test sin embargo no esta bien validada. Ademas,
antes de la administracion de dietilcarbamazina es obligatorio
descartar la infecciéon por Loa-loa y de O. volvulus en la cdmara
anterior del ojo. El patch test consiste en una forma local de re-
accion de Mazzotti con la aplicacion de crema dietilcarbamazina
al 10% con posterior oclusidn, con una sensibilidad del 64-80%
y con especificidad del 80-92%%. Este test evita las reacciones
graves aunque su falta de comercializacion y estandarizacion
parecen sus mayores limitaciones.
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Métodos moleculares (deteccion de
acidos nucleicos)

La mayor parte de los test de deteccion de acidos nucleicos
estan basados en laamplificacion mediante PCR en sus diferentes
modalidades (PCR clasica, PCR multiplex o PCR a tiempo real).
Son test que presentan una alta sensibilidad y especificidad
de grupo y de especie. La aplicacion de PCR multiplex permite
detectar simultdneamente multiples dianas y la realizacion de
PCR a tiempo real permite cuantificar la carga microbiana que
frecuentemente se relaciona con la severidad de la infeccion.

Su mayor limitacién es su complejidad y coste, limitando
su dmbito a laboratorios de referencia y de investigacion por lo
que su disponibilidad es hoy por hoy reducida. Recientemente
se estan probando sistemas de amplificacion isotérmica (como
el LAMP) que permiten realizar las fases de amplificacion en
un bafo isotérmico simplificando equipamiento y por tanto la
complejidad y coste de las PCR clasicas. La deteccion del amplicor
o fragmento amplificado puede realizarse en un gel convencio-
nal de agarosa o bien por "hidrolisis de pirofosfatos” mediante
técnicas colorimétricas. Esto puede permitir aumentar la dispo-
nibilidad de estos test en centros con menor infraestructura*®<,

En la infeccién importada, la utilidad clinica de las técni-
cas moleculares, mas alla de la aplicacion en aislamientos de
microorganismos para un diagnostico especifico, radica en la
deteccion de patdgenos en muestras bioldgicas de una manera
rapiday especifica. Asi la PCR constituye un método ideal para el
diagndstico de virosis importadas en una fase precoz (<10 dias
postinfeccion). En una serie colaborativa de casos importados
de dengue en Espana el 42% fue diagnosticado mediante RT-
PCR*. El diagndstico se realizar de forma similar, con otras virosis
importadas en Espafia como el virus de Chikungunya®*’. El brote
reciente de virus Ebola en el oeste de Africa ha supuesto la réapida
aparicién y aprobacion por la FDA de mdltiples plataformas de
diagndéstico molecular que permiten la detecciéon de virus du-
rante toda la fase de enfermedad llegédndose a detectar incluso
maés alld de 14 semanas postinfeccién (FDAhttp://www.fda.gov/
EmergencyPreparedness/Counterterrorism).

Para la infeccion por micosis importadas, la RT-PCR aplicada
sobre diferentes muestras (respiratorias, médula dsea, biop-
sias, suero, etc) aumenta la sensibilidad diagnostica frente a
Histoplasma spp., y permite el diagnostico del 55% viajeros con
histoplasmosis aguda y el 89% de inmigrantes. Respecto a la
infeccion por Paracoccidioides spp. la sensibilidad en diferentes
muestras alcanzo el 100%'.

En la infeccion parasitaria la PCR mUltiple en sangre para el
diagndstico de malaria permite el diagnostico de infeccion con

una sensibilidad superior al frotis fino, gota gruesa o a los TDR,
constituye actualmente el patron oro de la infeccién, permitiendo
ademés detectar casos de malaria submicroscopica o infecciones
parasitarias mixtas'®'®,

En cuanto a la PCR en el diagnéstico de Chagas importado,
multiples plataformas estdn comercializadas que detectan el
kineplasto-ADN o satélite-ADN, con una buena sensibilidad y
especificidad (83,3-94,4% y 85-95%, respectivamente)®. Ademas
resulta el método mas Util para el control del tratamiento® y
permite el diagnodstico de casos importados de reactivacion
post-inmunosupresion.

En el diagndstico de filariosis linfaticas y de serosas la reali-
zacion de una PCR en muestras de sangre demostrd utilidad en
la deteccion de infeccion oculta, y el diagnostico de infecciones
parasitarias mixtas. Sin embargo, su aplicaciéon en mas de 500
muestras no permitio el diagndstico de un solo caso de infeccion
por Wuchereria spp®.

Por ultimo, la comercializacion de plataformas de arrays de
ADN como FilmArray Biofire-diagnosis®, con posibilidad de de-
tectar en menos de una hora multiples patégenos son una reali-
dad, que en funcion del coste, puede ayudar de forma inestimable
al diagnéstico de la patologia importada en los préximos afos.

En conclusion, en este grupo de infecciones la técnicas diag-
nosticas disponibles estan en crecimiento y es necesario cono-
cerlas para un mejor rendimiento. La eleccion entre las diferentes
pruebas depende de multitud de variables no sélo de la precision
de la prueba, si no también del objetivo diagndstico (cribado o
diagndstico), gravedad de la enfermedad, disponibilidad, coste
e incluso aceptabilidad por parte del paciente.

Abreviaturas

PCR reaccién en cadena de la polimerasa; ADN Acido des-
oxirribonucleico; EIA enzima-inmunoanalisis; IB inmunoblot; IF
inmunofluorescencia indirecta; HAI hemaglutinacion; ID inmu-
nodiagnostico; TCT test cutdneo de la tuberculina; TDR test de
diagndstico rapido (inmunocromatografia); FDA Food and Drug
Administration. LAMP Loop-mediated isothermal amplification
(amplificacién isoterma de acidos nucleicos).
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