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Ehrlichia/ Anaplasma, Bartonella, Rickettsiay Tropheryma
whipplei (antes llamado whippelii) constituyen un claro
ejemplo de bacterias de dificil cultivo que causan
enfermedades emergentes y reemergentes de potencial
gravedad e importancia en salud publica. En los ultimos
anos la disponibilidad de técnicas de biologia molecular y
de cultivo celular ha permitido que muchas de estas
especies se hayan implicado en patologia humana. El
desarrollo de todos estos aspectos, con especial hincapié
en las técnicas microbioldgicas y criterios diagnésticos, se
puede consultar en el procedimiento microbiologico SEIMC
namero 27: “Diagnéstico microbioldgico de las infecciones
por patégenos bacterianos emergentes: Anaplasma,
Bartonella, Rickettsiay Tropheryma whippelii” (2? ed., 2007)
(www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia/).
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Procedimientos.

Microbiological diagnosis of emerging bacterial pathogens:
Anaplasma, Bartonella, Rickettsia, and Tropheryma whipplei

Ehrlichia/ Anaplasma, Bartonella, Rickettsia and Tropheryma
whipplei (formerly called whippelii) are fastidious bacterial
organisms, considered the causative agents of potentially
severe emerging and re-emerging diseases with
repercussions on public health. The recent availability of
advanced molecular biology and cell culture techniques has
led to the implication of many of these species in human
pathologies. These issues are extensively covered in
number 27 of the SEIMC microbiological procedure:
“Diagndstico microbioldgico de las infecciones por
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Rickettsiay Tropheryma whippelii” (Microbiological
diagnosis of Anaplasma, Bartonella, Rickettsia and
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Introduccion

Las infecciones que se tratan en esta revisién tienen en
comun, con la excepcion de la enfermedad de Whipple, la
propiedad de ser vehiculadas por artrépodos vectores (pio-
jos, pulgas, garrapatas, trombicilidos) y de ser bacterias de
dificil cultivo. Esta tltima caracteristica es la que ha hecho
que hasta hace pocos ainos los diagnésticos microbiolégicos
se hayan realizado mediante la deteccién de anticuerpos.
En los dltimos anos la disponibilidad de técnicas de biologia
molecular y de cultivo celular ha permitido que muchas de
estas especies se hayan implicado en patologia humana.

Anaplasmosis humana (ehrlichiosis humana
granulocitica)

Con los términos ehrlichiosis y anaplasmosis denomina-
mos a un grupo de infecciones bacterianas transmitidas
por garrapatas duras (Ixodidae), que afectan a hombres y
animales. Son de distribucién universal y estan causadas
por diferentes especies de los géneros Anaplasma, Ehrli-
chia, y Neorickettsia (familia Anaplasmataceae). Taxoné-
micamente, pertenecen al orden Rickettsiales (alfa; pro-
teobacteria), y se caracterizan por ser gramnegativas,
pleomorficas y de crecimiento intracelular obligado. Se di-
ferencian de las Rickettsia spp. en que se replican en unas
vacuolas derivadas de la membrana celular de las células
que infectan principalmente leucocitos y plaquetas’?. No
crecen en los medios de cultivo habituales, precisando
para su crecimiento lineas celulares (células promielociti-
cas HL-60 y precursores mielomonociticos). No se tifien
con la tincién de Gram, aunque se pueden poner de mani-
fiesto en las células que infectan, en una especie de agre-
gados citoplasmaticos denominados “mérulas” mediante
las tinciones de Wright y Giemsa'2.
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TABLA 1. Especies de Ehrlichia y Anaplasma implicadas en patologia humana

Especies de Ehrlichia/Anaplasma Diana Vector Distribucion geografica
E. chaffensis Monocitos Amblyomma americanum Norteamérica
Dermacentor variabilis Centroamérica

A. phagocytophilum Granulocitos Ixodes ricinus Europa
Norteamérica
Norte de Africa

E. ewingii Granulocitos A. americanum Norteamérica

N. sennetsu Monocitos Desconocido Japon
Malasia

TABLA 2. Propuestas para la definicion de casos de anaplasmosis
humana del ESCAR

Anaplasmosis humana confirmada

1. Fiebre con antecedente de exposicion o picadura
de garrapata
y

2. Demostracion de infeccion por Anaplasma phagocytophilum
por seroconversion o aumento de cuatro veces el valor de
anticuerpos®

o

3. Resultado de PCR positivo con posterior secuenciacion de
los amplicones demostrando ADN especifico de Anaplasma
en sangre

o

4. Aislamiento de A. phagocytophilum en cultivo de sangre

Probable anaplasmosis humana

1. Fiebre con antecedente de exposicién o picadura de
garrapata

y

2. Presencia de un valor estable de anticuerpos frente
a A. phagocytophilum en suero agudo y convalescente
si el valor es cuatro veces el punto de corte**

o
3. Resultado de PCR positivo sin posterior secuenciacién
o

4. Presencia de mérulas intracitoplasmaticas en el frotis
sanguineo

*Por ensayos de inmunofluorescencia, usando tanto antigeno intracelular
como purificado, en laboratorio de referencia o con el kit de MRL
Diagnostics (Cypress, California, EE.UU.).

**Usando los cebadores especificos de especie.

ESCAR: European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases Study Group for Coxiella, Rickettsia, Anaplasma and Bartonella;
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

En la tabla 1 se muestran las diferentes especies impli-
cadas en patologia humana con sus dianas y vectores. En
Europa sélo tenemos constancia de la existencia de la ana-
plasmosis humana (AH) y la tnica garrapata implicada en
su transmisién es Ixodes ricinus, guardando la AH y la
enfermedad de Lyme un inminente paralelismo, ya que
comparten vector, alguno de los reservorios y como tal,
ambiente epidemiolégico. La mayor incidencia de estas in-
fecciones se produce en los meses en los que las garrapatas
estdn mds activas (primavera-verano y principio de otofo).
En Europa llama la atencién la alta prevalencia de Ana-
plasma phagocytophilum encontrada en I. ricinus (hasta
el 45%) y los pocos casos diagnosticados en humanos.
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A pesar de que las dianas de Ehrlichia chaffeensis,
A. phagocytophilum y Ehrlichia ewingii, productoras, res-
pectivamente, de ehrlichiosis humana monocitica, AH y
ehrlichiosis humana granulocitica en inmunodeprimidos
son diferentes, presentan un cuadro clinico muy superpo-
nible. En Europa no existen datos sobre la presencia de
otras ehrlichiosis humanas diferentes a AH.

La AH es una enfermedad febril aguda en la que la ma-
yoria de los pacientes recuerdan la picadura de una garra-
pata en los dias o semanas previas. Se han comunicado
mas casos en varones. El periodo de incubacién varia entre
5y 21 dias. La mayor parte de los casos europeos se produ-
cen entre abril y octubre con un pico en julio, lo que coinci-
de con los meses de més actividad de la garrapata. Los pa-
cientes presentan un cuadro febril de comienzo subito
(> 38,5 °C), malestar general, cefalea, mialgias y artral-
gias. Ademas pueden existir otras manifestaciones clini-
cas: respiratorias (tos); digestivas (nduseas, vomitos, dia-
rrea, dolor abdominal) y neurolégicas (meningitis). La
presencia de exantema es excepcional. En la AH europea
las manifestaciones clinicas parecen menos graves que en
las series americanas. Algunos casos de AH se presentan
como una neumonia atipica. Entre las complicaciones de
estas afecciones se han descrito, entre otras, coagulacién
intravascular diseminada (CID), distrés respiratorio del
adulto, neuropatias periféricas, paralisis facial y rabdo-
miolisis. La inmunodepresion (leucopenia) provocada en
ocasiones se puede complicar con el desarrollo de infeccio-
nes oportunistas (neumonia micética) que pueden ser mor-
tales. En Norteamérica el 0-5% de los pacientes fallece y la
mayoria de las muertes se debe a infecciones oportunistas
o a enfermedades concomitantes, aspectos no descritos en
la literatura médica europea?. Durante la fase aguda la
mayoria de los pacientes presenta leucopenia, trombope-
nia y una elevacién moderada de las transaminasas. Estas
alteraciones se suelen resolver en la AH europea en unos
14 dias. En los pacientes con signos meningeos el liquido
cefalorraquideo (LCR) suele ser normal?.

Se puede dar el caso de que coexista mas de una infec-
cién transmitida por garrapatas en un mismo paciente,
ya que I. ricinus transmite también la enfermedad de
Lyme, la babesiosis y la encefalitis centroeuropea. En la
tabla 2 se recogen los criterios diagnésticos de AH.

Técnicas diagnédsticas

Para el aislamiento de A. phagocytophilum se debe ob-
tener sangre durante la fase aguda de la enfermedad, que
es cuando existe la mayor concentracién de leucocitos in-
fectados en sangre periférica. La sangre debe ser extraida
preferiblemente en tubos de 4acido etilendiaminotetraacé-
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tico (EDTA), y preservada a temperatura ambiente no
mas de 48 h o congelada a —20 °C antes de la inoculacién
en los medios de cultivo. La sangre infectada con A. pha-
gocytophilum recogida en tubos de heparina también se ha
mostrado 1til para el cultivo durante 10 dias a temperatu-
ra ambiente y hasta 13 dias conservada a 4 °C. No se re-
comienda utilizar tubos de estos tubos, ya que comprome-
ten su posterior utilizacién para la posible amplificacién
del genoma mediante técnicas de reaccién en cadena de la
polimerasa [PCR]?). En el caso de afectacion neurolégica
se debe recoger LCR. En la tabla 3 se recogen las muestras
necesarias para la mayoria de las técnicas de diagnéstico
que actualmente se llevan a cabo en los laboratorios de mi-
crobiologia. Dado que la carga microbiana en este tipo de
infecciones es menor que en el caso de otras bacterias, se
debe recoger mayor cantidad de muestra para obtener un
rendimiento 6ptimo.

Observacion de morulas

Para su observacion lo mejor es preparar las extensio-
nes de sangre periférica inmediatamente tras la extrac-
cion de sangre. Deben secarse al aire y conservarse a tem-
peratura ambiente para su observacion. La sensibilidad es
muy baja en Europa?.

Cultivo

Se realiza en muy pocos centros y exige un laboratorio
con un nivel minimo de seguridad de tipo 3. La linea celu-
lar mas empleada para el cultivo es la de células promilo-
citicas leucémicas HL-60. La infeccién puede ser compro-
bada mediante tinciones de Giemsa, y las mérulas son
visibles a los 3-7 dias de la inoculacién o mediante PCR3.

Deteccion molecular

Estos métodos no estdan estandarizados y pueden mos-
trar resultados discrepantes. Se ha logrado la deteccion de
ADN de A. phagocytophilum de sangre y de suero en fase
aguda. En la actualidad se dispone de multiples dianas,
siendo las mas sensibles las que amplifican un fragmento
del gen 16S ARN?P3.

Serologia

Es la técnica mas utilizada y la inmunofluorescencia in-
directa (IFT) es la méas empleada. Disponemos de diferentes
antigenos para el diagnéstico de la AH. Su mayor limita-
cion es la existencia de reacciones cruzadas entre las dife-
rentes especies de Ehrlichia y Anaplasma. Al no existir en
Europa ninguna evidencia que demuestre la presencia de

TABLA 3. Muestras necesarias para el diagnostico de Anaplasma, Bartonella y Tropheryma whipplei

Transporte Conservacién Prueb
Muestra Recogida (tiempo y (tiempo y dia mgs ta'lca Nota
temperatura) temperatura) 1agnosty
Muestras comunes para el diagnéstico de Anaplasma, Bartonella y T. whipplei
Suero Tubo de serologia =24h,2-8°C +24 h,-20°C IFI
Sangre con EDTA Tubo con EDTA =48h, TA +48h, -20 °C PCR
+48 h, -20 °C (no varias
descongelaciones)
Sangre citratada Tubo con citrato =48h, TA +48h, -20 °C PCR
+48 h, —20 °C (no varias
descongelaciones)
Otras muestras necesarias para el diagnéstico de Anaplasma
Sangre heparinizada Tubo con heparina =24h,TA +24 h,-80 °C Cultivo? b
+24 h,-80°C (no varias
descongelaciones)
Otras muestras necesarias para el diagnéstico de Bartonella
Biopsia®, hemocultivo? De manera aséptica, =24h,TA +24 h, -80 °C Cultivo, PCR
enviar al laboratorio +24h,-80°C (no varias
con agua destilada descongelaciones)
Otras muestras necesarias para el diagnéstico de T. whipplei
Sangre heparinizada Tubo con heparina =24 h,TA +24h,-80°C Cultivo? b
+24h,-80°C (no varias
descongelaciones)
Biopsia de 6rganos De manera aséptica, =24 h,TA +24h,-80°C Cultivo, PCR,
afectados enviar al laboratorio +24h,-80°C (no varias inmunohistologia
con agua destilada descongelaciones)
Liquidos estériles De manera aséptica, =24h,TA +24 h, -80 °C Cultivo, PCR
enviar al laboratorio +24h,-80°C (no varias
con agua destilada descongelaciones)

aMuy laborioso, se requiere personal especializado e instalaciones con nivel de bioseguridad 3.
bEvitar el uso de heparina para muestras en las que se vaya a realizar diagnéstico molecular, puesto que este anticoagulante puede inhibir 1a PCR.
°Ganglios o adenopatias, valvulas cardiacas, piel, etc.
dInmunodeprimidos o con sospecha de endocarditis.

EDTA: acido etilendiaminotetraacético; IFI: inmunofluorescencia indirecta; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.
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otras ehrlichiosis humanas diferentes de AH, ante un cua-
dro clinico sugestivo, una serologia positiva ha de hacernos
pensar en AH. También se han descrito reacciones cruza-
das con otros Rickettsiales. Su limitacion es la falta de sen-
sibilidad en fases agudas. Se debe extraer un segundo sue-
ro (de 14 a 21 dias) para observar seroconversién®.

El diagnéstico de la anaplasmosis/ehrlichiosis requiere
un alto indice de sospecha. Los hallazgos de laboratorio
(trombopenia, leucopenia, aumento de transaminasas) y
los antecedentes epidemiolégicos nos deben hacer sospe-
char esta posibilidad. Estas infecciones han de ser teni-
das en cuenta en individuos previamente sanos que pre-
sentan fiebre tras realizar actividades al aire libre y en
aquéllos con el antecedente de picadura de garrapata y
que no responden al tratamiento con betalactamicos o ma-
croélidos, especialmente en dreas endémicas para la enfer-
medad de Lyme.

Las anaplasmosis/ehrlichiosis se previenen evitando la
picadura de las garrapatas. Ante la sospecha clinica se
debe iniciar tratamiento de forma empirica. El tratamien-
to de eleccidn, incluido los menores de 8 aifios, es la doxici-
clina. En embarazadas el tratamiento de eleccion es ri-
fampicina. La respuesta al tratamiento es buena y los
sintomas se resuelven en 24-48 h. En ausencia de res-
puesta se ha de descartar otras posibilidades diagnésticas
o coinfecci6n por otros agentes?.

Infeccion por Bartonella spp.

Las bartonellas son bacterias gramnegativas, aerobias,
no méviles, que se comportan como intracelulares faculta-
tivos. Hasta 1993 Bartonella bacilliformis era la tnica es-
pecie de Bartonella implicada en patologia humana. En
los dltimos afos, las técnicas de biologia molecular y de
cultivo han permitido implicar en patologia humana a casi
una decena de especies de Bartonella (tabla 4)*. Las prin-
cipales especies implicadas en nuestro pais en patologia
humana son B. henselae y B. quintana.

Una de las caracteristicas de las infecciones por Barto-
nella spp. consiste en que una misma especie puede produ-
cir diferentes manifestaciones clinicas*. B. henselae es el
agente principal responsable de la enfermedad por arana-
zo de gato (EAG). Entre 1y 3 semanas después de haber
sufrido un arafiazo y/o mordedura por gatos/perros, el
60-90% de los pacientes presenta una pdpula o pistula en
la zona de inoculacién que se acompanan en el 85-100%
de los casos de adenopatias locorregionales (axilares, cer-

TABLA 4. Especies de Bartonella implicadas en patologia humana

vicales o inguinales). El proceso suele ser benigno y en
la mayoria de los casos se resuelve de forma espontédnea.
B. quintana es el agente responsable de la fiebre de
las trincheras o fiebre de los 5 dias (quintana). Unos
15-25 dias después de sufrir una picadura por piojos los pa-
cientes presentan fiebre, cefalea e intensos dolores 6seos
(pretibiales). La fiebre evoluciona cada 5 dias, pero en cada
brote es menos intensa que en la anterior. En la actualidad
estamos asistiendo a un rebrote de la misma (urban trench
fever) en vagabundos y alcohélicos®. B. henselae y B. quin-
tana son los agentes responsables de la angiomatosis baci-
lar (AB). Se trata de un proceso proliferativo vascular que
afecta a la piel (dlceras, nédulos o papulas hiperpigmenta-
das, no pruginosas, que sangran con facilidad) o a otros 6r-
ganos (médula dsea, bazo, higado). Produce lesiones éseas
liticas muy dolorosas. El cuadro clinico se da fundamental-
mente en inmunodeprimidos (VIH < 100 CD4). Un cuadro
asociado al anterior es la peliosis hepatica. Se trata de una
lesi6n parenquimatosa hepatica que cursa con dilatacién
de las sinusoides hepaticas. En estos pacientes esta con-
traindicada la biopsia hepatica. B. henselae es la tinica es-
pecie implicada. Mencion especial merecen las endocardi-
tis por bartonella. Estas endocarditis cursan con cultivo
negativo (ECN). En la actualidad, y segun series, repre-
sentan hasta el 17% de todos los casos de endocarditis.
B. quintana es la especie implicada con mas frecuencia
(hasta en el 80%)%5. Los pacientes con endocarditis por
B. quintana no presentan valvulopatia previa, a diferencia
de lo que se observa en la debida a B. henselae*®. Desde el
punto de vista clinico, la clinica es superponible al resto de
las endocarditis. Es importante conocer que existen reac-
ciones cruzadas entre Bartonella spp. y Chlamydia spp.”,
por lo que ante una endocarditis por Chlamydia spp. se
debe descartar que no corresponda en realidad a una endo-
carditis por Bartonella spp. Por ultimo, debemos estar
atentos a la infeccion por B. bacilliformis en pacientes pro-
cedentes de Sudamérica (en especial de los Andes perua-
nos). La fiebre de Oroya es su forma aguda (fiebre elevada,
escalofrios, artralgias, estupor). Se debe a la invasién ma-
siva de los eritrocitos por B. bacilliformis, lo que origina su
hemdlisis. La forma crénica es la verruga peruana y se ca-
racteriza por la presencia de lesiones cutaneas de aspecto
vascular que sangran con facilidad.

Técnicas diagnosticas

El diagnéstico microbioldgico se basa en técnicas serol6-
gicas, de PCR y el cultivo’. En la tabla 3 se recogen las
muestras necesarias para la mayoria de las técnicas de

Especies de Bartonella | Vector | Reservorio Manifestaciones clinicas
B. alsatica Desconocido Conejos Endocarditis
B. bacilliformis Lutzomya verrucarrun ~ Hombre Enfermedad de Carrién, verruga peruana, bacteriemia
B. clarridgeiae Ctenocephalides felis Gatos EAG
B. elizabethae Xenopsylla cheopis Ratas Endocarditis
B. grahamii Ctenophthalmus nobilis Ratén campestre Neurorretinitis
B. henselae Ctenocephalides felis Gatos EAG, angiomatosis bacilar, endocarditis, peliosis hepatica
B. koehlerae Ctenocephalides felis Gatos Endocarditis
B. quintana Pediculus humanus Hombre Fiebre de las trincheras, angiomatosis bacilar,
linfadenopatia crénica, endocarditis
B. vinsonii ssp. berkhoffii  Desconocido Perros, coyotes  Endocarditis
B. vinsonii ssp. arupensis  Desconocido Roedores Endocarditis

EAG: enfermedad por aranazo de gato.
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diagnéstico que actualmente se llevan a cabo en los labo-
ratorios de microbiologia.

Serologia

Es la técnica mas utilizada (IFI, ELISA). La presencia de
variantes antigénicas (B. henselae Houston, B. henselae
Marsella) puede explicar la existencia de discordancias se-
rolégicas. También se debe estar atento a la posibilidad de
reacciones cruzadas con otras especies (Chlamydia, Coxie-
lla burnetii)’. El punto de corte diagnéstico para pacientes
con EAG es IgG 1:64 y para los de endocarditis, 1:800.

Deteccion molecular

La amplificacién mediante PCR de los genes de la citra-
to sintasa (gltA) y de la fraccion 16S del ARN ribosomal
son ttiles para su diagnéstico. Otro cebador 1til para la di-
ferenciacion de las especies de Bartonella spp. es la que
emplea los primeros complementarios de la regién inter-
génica del 16S-23S ARNr. La PCR en tiempo real es mas
sensible y especifica y es especialmente util en pacientes
con endocarditis por Bartonella spp. en los que sélo se dis-
pone de suero®.

Cultivo

Aunque estas bacterias son consideradas microorganis-
mos exigentes o fastidiosos, pueden ser cultivadas en agar
sangre con un 5% de sangre de cordero o agar chocolate.
Su cultivo requiere de incubaciones prolongadas, en una
atmoésfera enriquecida con COs (5%) y a una tempera-
tura de 37 °C (excepto B. bacilliformis que s6lo crece a
28-30 °C)*. El tiempo minimo de incubacién variar4 de-
pendiendo del tipo de cultivo de que se trate. Si es un cul-
tivo primario o una muestra directa de paciente, se debera
incubar durante un minimo de 2 meses. Los subcultivos de
Bartonella spp. precisan de 3 a 10 dias. La rentabilidad
diagnéstica mejora si antes del cultivo se someten los
tubos de sangre a congelacion (24 h a -85 °C) y posterior
descongelacion a temperatura ambiente, ya que lisa los
hematies, o bien si se emplean hemocultivos de lisis-cen-
trifugacién, que lisa directamente los hematies. Dado que
estas bacterias producen poco COs, es posible que el siste-
ma de hemocultivos automatizado no detecte el crecimien-
to de bacterias, por lo que en aquellos casos en los que se
sospeche la infeccion se debe realizar una siembra en un
medio sélido que se debe mantener de forma prolongada.

El tratamiento depende de cada especie y de las mani-
festaciones clinicas que produzca‘. En algunos casos, como
la EAG, no suele ser preciso el uso de antibiéticos. En la
fiebre de las trincheras se utiliza doxiciclina y gentamici-
na; en la AB, eritromicina. En los pacientes con ECN en
los que se sospeche la infeccion por Bartonella spp. una op-
cién consiste en administrar gentamicina junto con cef-
triaxona asociado o no a doxicilina. Por dltimo, en pacien-
tes con fiebre de Oroya el tratamiento de eleccién es el
cloranfenicol y en los que presentan la verruga peruana, la
rifampicina.

Infecciones por Rickettsia spp.

El género Rickettsia esta constituido por especies de pe-
quenos cocobacilos gramnegativos pleomérficos, inmévi-
les y aerobios que se comportan como patégenos intracelu-

lares obligados y estan relacionados serolégicamente. Se
tifien razonablemente bien con los métodos de Giemsa,
Castanieda y Giménez y débilmente con la tincién de
Gram.

Las rickettsiosis constituyen un grupo de enfermedades
zoonéticas de distribucion geografica heterogénea cuya
gravedad varia desde formas benignas y autolimitadas a
infecciones fulminantes de elevada mortalidad. La mayo-
ria de los casos se adquieren por picadura de garrapatas,
piojos o pulgas que estan infectados por el microorganis-
mo. El hombre es un huésped accidental en el ciclo biolé-
gico de las rickettsias. Diversos mamiferos, fundamental-
mente pequenos roedores, ganado y perros, contribuyen a
perpetuar la infeccién y cerrar el ciclo biolégico de la bac-
teria. Un hecho de especial interés con relacién a la epide-
miologia de las rickettsiosis reside en que la distribucién
de una especie determinada, en general, coincide con la
distribucién de la garrapata vector. Hasta el ano 1991 sélo
se conocian cinco enfermedades rickettsiales®!?. Desde en-
tonces, gracias al desarrollo de los métodos de cultivo y de
las técnicas de biologia molecular, se han descrito otras
muchas (tabla 5). Las rickettsias se clasifican en dos gru-
pos atendiendo a las bases clinicas y a los agentes etiolé-
gicos responsables: el grupo de las fiebres manchadas
(GFM) y el de las fiebres tificas (GFT) (tabla 5). Las ri-
ckettsias pertenecientes al GFM muestran una distri-
bucién global. La mayoria se transmite por garrapatas y
estdn muy relacionadas serolégicamente. Los represen-
tantes del GF'T son dos: R. prowazekii, responsable del ti-
fus exantematico epidémico, y R. typhi, que produce el lla-
mado tifus murino o endémico.

Los principales sintomas de una rickettsiosis aparecen a
los 6-10 dias después de la picadura y se caracterizan por
cefalea, erupciones maculopapulares, dolores musculares,
linfadenopatia local y una o varias escaras en el punto de
inoculacién®1°, A partir del sitio de entrada del agente, la
infeccién se extiende por la circulacion venosa invadiendo
el endotelio de capilares, venas y arterias, donde se multi-
plica y produce una vasculitis méds o menos generalizada.
En los casos mas graves, las rickettsiosis suelen ir acom-
panadas de edema pulmonar, neumonia intersticial y
erupcion hemorragica. Las alteraciones del sistema ner-
vioso central suelen ser relativamente frecuentes y pue-
den provocar distintos cuadros clinicos. Algunas de ellas
derivan en importantes secuelas como sordera, pérdida
de visién y paraplejia, entre otros defectos neurolégicos®1°.

Técnicas diagnosticas

El diagnédstico microbiolégico se basa en técnicas serolé-
gicas, de PCR y el cultivo®!!. En la tabla 6 se recogen las
muestras necesarias para la mayoria de las técnicas de
diagnéstico que actualmente se llevan a cabo en los labo-
ratorios de microbiologia.

Tincion de Giménez

Las muestras de tejidos pueden examinarse microscopi-
camente mediante esta tincién, que permite visualizar las
rickettsias, pero no diferencia en cuanto a especie ni tam-
poco otros microorganismos, por lo que su deteccion suele
ser dudosa.
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TABLA 5. Rickettsiosis de las fiebres manchadas y del grupo tifus

Enfermedad

Microorganismo

Vector

Distribucion

Rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas

Fiebre botonosa
DEBONEL/TIBOLA

Fiebre manchada de Israel
Rickettsiosis asociada
a linfangitis
Innominada
Innominada
Innominada
Fiebre por garrapatas en Africa
Fiebre de Astracan
Tifus garrapatas Norte de Asia
Innominada
Fiebre manchada de Japén

Fiebre manchada de
las Montanias Rocosas

Innominada

Tifus garrapatas Queensland
Fiebre manchada Islas Flinders
Innominada

Rickettsiosis pustulosa

Tifus murino

R. conorii
R. slovaca

R. conorii israelensis

R. sibirica
mongolitimonae

R. helvetica

R. aeschlimannii

R. massiliae

R. africae

R. conorii caspiensis

R. sibirica

R. heilongjiangensis

R. japonica

R. rickettsii

R. parkeri

R. australis
R. honei

R. marmionii
R. akari

R. felis

Rhipicephalus sanguineus

Dermacentor marginatus,
D. reticulatus

R. sanguineus
Hyalomma asiaticum, H. truncatum

Ixodes ricinus

H. marginatum, R. apendiculatus

R. sanguineus

Amblyomma hebraeum, A. variegatum
R. sanguineus, R. pumilio

D. nutalli, D. marginatus, D. silvarum
D. silvarum

Ixodes ovatus, D. taiwanensis
Haemaphysalis longicornis

D. andersoni, D. variabilis, A. cajennensis,
A. aureolatum, R. sanguineus

A. maculatum

L. holocyclus, 1. tasmanii
Aponomma hydrosauri
Desconocido
Allodermanyssus sanguineus
Ctenocephalides felis, C. canis

Mediterraneo, Africa,
India, Mar Negro

Europa

Israel, Portugal
China, Africa, Francia

Europa, Japén

Europa, Africa

Francia

Africa, Isla de Guadalupe
Astracan, Kosovo, Chad
Antigua URSS, Pakistan
China, Este de Rusia
Japon

América

EE.UU.

Australia

Australia, Tailandia
Australia

EE.UU., Ucrania, Turquia
EE.UU., México, Europa

Innominada Candidatus R. kellyi  Desconocido India

Innominada R. monacensis L. ricinus Espana
Rickettsiosis del grupo tifus

Tifus exantematico R. prowazekii Pediculus humanus corporis Universal

Tifus murino R. typhi Xenopsylla cheopi, C. felis Universal

Serologia

La serologia esta limitada por las reacciones cruzadas en-
tre el GFM y el GFT%!1. La IFI es una de las técnicas mas
sensibles y la mas ampliamente utilizada en la actualidad
para el diagnéstico de las rickettsiosis exantemaéticas. Los
antigenos estdn comercializados, estandarizados y prefija-
dos en los portaobjetos sobre los que se afiladen diluciones se-
riadas del suero del paciente. La confirmacion del diagnésti-
co requiere detectar una seroconversion, que se produce en
la fase de convalecencia, entre la tercera y cuarta semanas.
Para una correcta interpretacién de los resultados de sero-
logia, se deben tener en cuenta los datos de reactividad ba-
sal de la poblacién en zonas endémicas. Como técnicas expe-
rimentales, para evitar la reactividad cruzada, en algunos
casos se utilizan ensayos de inmunobloting con sueros so-
metidos a absorciones con antigenos heterélogos®!2. Este
método da como resultado un considerable aumento de la es-
pecificidad, si bien tiene una baja sensibilidad.

Cultivo

Para el cultivo de las rickettsias del GFM se requiere Mi-
nimum Esencial Medium (medio MEM) sin antibiético su-
plementado con suero bovino fetal (SBF) al 10% (concentra-
cién final [CF]), 2 mM de glutamina CF y el 0,2% (CF) de
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aminodcidos no esenciales. La incubacion de los cultivos se
lleva a cabo a 33-35 °C en ausencia de COs. Para R. typhi se
requiere el mismo medio suplementado con SBF al 2% (CF).
El diagnéstico definitivo de las rickettsiosis requiere el ais-
lamiento e identificacién de la especie a partir del culti-
vo® 1113 E] cultivo se lleva a cabo en células VERO E6 o fi-
broblastos L.92. El efecto citopatico producido no es muy
caracteristico ni especifico de especie y, aunque puede apa-
recer a las 24-48 h postinoculacién, generalmente se necesi-
tan 5-7 dias para su desarrollo. El cultivo se puede acelerar
si se inocula la muestra sobre una monocapa de las células
susceptibles previamente crecidas sobre un portaobjetos
circular (shell vial, SV), seguida de una centrifugacién. Des-
pués de 5-7 dias de incubacion se procede a detectar la pre-
sencia de la bacteria mediante tincion de Giménez, IFI con
anticuerpos especificos o PCR. Este procedimiento resulta
muy laborioso, requiere personal especializado e instalacio-
nes con nivel de seguridad 3. Su principal limitacién es su
baja sensibilidad, por lo que se no se recomienda en el caso
de que el paciente haya comenzado con la antibioterapia.
Sin embargo, es la técnica diagndstica mas especifica, fun-
damental para la obtencién de antigenos, para el estudio de
la sensibilidad a antibiéticos y la determinacién de las espe-
cies de Rickettsia presentes en un drea.
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TABLA 6. Muestras necesarias para el diagndstico de las rickettsiosis

Transporte Conservacion Prueba
Muestra Recogida (tiempo y (tiempo y di bsti Nota
temperatura) temperatura) lagnostica

Suero Tubo de suero =24h,2-8°C +24h,-20°C IFI

Sangre con EDTA Tubo con EDTA =24h,2-8°C +24h,-20°C PCR E1 EDTA? dificulta

el cultivo

Sangre citratada Tubo con citrato =24h,2-8°C +24h,-60/-80°C PCR, Cultivo®
(no varias
descongelaciones)

Sangre heparinizada Tubo con heparina =24h,2-8°C +24h,-60/-80°C Cultivo La heparina® puede
(no varias inhibir la PCR
descongelaciones)

LCR Tubo estéril =24h,2-8°C +24h,-20°C PCR

Biopsia cutanea Asepsia en la toma =24h,2-8°C +24h,-20°C Microscopiad, PCR  Muestra de la escara

de la muestra. de inoculacion
Colocar el tejido
en un tubo o frasco
estéril con suero
fisiolégico estéril
para prevenir
la desecacion
Contenido de Tubo/torunda estéril =24h,2-8°C +24h,-20°C PCR

papulas/méculas

aEl EDTA levanta la monocapa de células Vero dificultando el cultivo.

PMuy laborioso, se requiere personal especializado e instalaciones con nivel de seguridad 3, por lo que sélo se realiza en laboratorios de referencia

e investigacion.

¢Evitar el uso de heparina para muestras en las que se vaya a realizar diagnéstico molecular, puesto que este anticoagulante puede inhibir la PCR.
dPrevia tincién de tejido infectado, incluyendo la lesién de inoculacién, por el método de Giménez.
EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético; IFI: inmunofluorescencia indirecta; LCR: liquido cefalorraquideo; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

Deteccion molecular

Las técnicas moleculares, como la PCR, permiten un diag-
néstico rapido y especifico al detectar ADN de rickettsia en
tejidos infectados, cultivos y garrapatas. Por el momento, la
mayor parte de las técnicas descritas son de desarrollo pro-
pio (in house), y no estan comercializadas. Los genes més co-
munmente analizados son los que codifican dos proteinas de
la membrana externa: rOmpA (presente en todas las espe-
cies excepto R. helvetica, R. australis, R. bellii y R. canaden-
sis) y rOmp B (presente en todas las especies excepto R. hel-
vetica, R. bellii y R. massiliae)*>'11415 También se utiliza el
gen gltA, que codifica la citrato sintetasa (valido para todas
la rickettsias), el gen que codifica la proteina de 17-kDa (va-
lido para todas las rickettsias del GFM) y el gen D (valido
para la mayoria de las especies). Recientemente, se ha de-
sarrollado una PCR-RLB (reverse line blotting) que utiliza
como diana el espacio intergénico 23S-5S ARNr!6 que, junto
con una hibridacién en fase reversa utilizando sondas espe-
cie-especificas, permite la identificacién de la especie impli-
cada sin necesidad de secuenciacién. Este método es alta-
mente sensible y especifico, tanto para muestras clinicas
como ambientales. Cuando se busque una mayor sensibili-
dad, hay que recurrir a PCR anidadas y posterior hibrida-
cion en fase reversa. La PCR a tiempo real permite obtener
resultados en muy poco tiempo (menos de 1 h)'?. Todas estas
ventajas hacen que la PCR se presente como la prueba ideal
para el diagnéstico de estas infecciones, aunque existen al-
gunas desventajas, como son la limitacién para realizar
pruebas de sensibilidad a los antibiéticos y la imposibilidad
de coleccionar los aislados para futuras investigaciones.

Las rickettsiosis se previenen evitando la picadura de
los artrépodos vectores. El tratamiento de las rickettsio-
sis debe iniciarse sobre la base proporcionada por datos

clinico-epidemiolégicos. El tratamiento de eleccién para
la infeccion por rickettsias es la doxiciclina. En nifios pue-
de utilizarse en algunos casos la azitromicina.

Enfermedad de Whipple

La enfermedad de Whipple (EW) es una infeccién mul-
tisistémica causada por Tropheryma whipplei, un bacilo
grampositivo aerobio que no tifie bien con la tincién de
Gram. Gracias a las modernas técnicas de biologia mo-
lecular esta bacteria ha sido incluida dentro del grupo de
los actinomicetos.

Por el momento no se conoce su incidencia real. Afecta,
principalmente, a varones de mediana edad, raza blanca y
origen europeo que residen en el medio rural. Como mu-
chas enfermedades infecciosas, la EW cursa con signos y
sintomas poco especificos. Los sintomas més frecuentes
son la pérdida de peso (85-100%), la diarrea con signos de
malabsorcion (72-85%), las artralgias (simétricas, migra-
torias) (65-90%) y el dolor abdominal (60-72%)'8. Otras
manifestaciones son las neurolégicas (oftalmoplejia supra-
nuclear, mioclonias), cardiacas (ECN) y la hiperpigmen-
tacion de la piel.

Técnicas diagnosticas

El diagnéstico es complejo dada la amplia variedad de
sintomas que se pueden presentar. Al no existir ningin
signo ni sintoma especifico, la confirmacién del diagnésti-
co mediante pruebas de laboratorio es fundamental. En la
tabla 3 se recogen las muestras necesarias para la mayo-
ria de las técnicas de diagnéstico que actualmente se lle-
van a cabo en los laboratorios de microbiologia.
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Cultivo

En el afio 2000 se consigue su cultivo gracias al empleo
de medios celulares con lineas de fibroblastos humanos'®.
En los cultivos celulares se multiplica activamente en el
interior de las células, pero sobrevive tanto intracelular
como extracelularmente, por lo que no se trata de un pa-
tégeno intracelular estricto.

Deteccion molecular

El estudio por PCR de la region ITS 16S-23S (internal
transcribed spacer) y del dominio III del gen que codifica el
23S ARNr de varias cepas descritas ha demostrado cierta
heterogeneidad; se han descrito cuatro genotipos. Los mé-
todos basados en PCR son, por el momento, los tinicos abor-
dables en laboratorios de diagnéstico microbiolégico que
permiten confirmar su diagnéstico, ya que el cultivo y la se-
rologia sélo estdan disponibles en laboratorios de investiga-
cién y la microscopia electrénica no es facilmente aborda-
ble. Por el momento, no existen técnicas comerciales de
PCR para su deteccién. Las PCR empleadas se basan en la
amplificacién de distintas regiones de su genoma, aunque
hay pocas referencias a la sensibilidad y sensibilidad de
cada una?’. La PCR realizada en formato convencional, se-
minested-PCR o nested-PCR incrementan la sensibilidad
de deteccion y la PCR a tiempo real con sondas tipo Taq-
man o FRET aporta mayor especificidad. Del mismo modo,
se han empleado iniciadores para diversas regiones; las
mas utilizadas son las PCR especificas del gen 16S ARNT,
rpoB, hsp65, el dominio ITI del ARNr 23S, la regién inter-
génica 16S-23S ARNr y regiones repetidas del genoma?°.
La deteccién de la bacteria por PCR universal del gen 16S
rARN y su posterior secuenciaciéon como parte del diagnés-
tico de sospecha de una infeccién bacteriana (no especifica-
mente de T. whipplei), aunque valida en muestras ordina-
riamente estériles, debe ser confirmada con el andlisis de
otras dos regiones diferentes y especificas del genoma de
T. whipplei. Recientemente, se han publicado algoritmos
para ayudar al diagnéstico de la EW considerando los re-
sultados de la tincién de 4cido peryédico de Schiff (PAS) y
del analisis por PCR2!. Hay autores que consideran la PCR
una técnica complementaria del estudio histolégico y reco-
miendan su empleo cuando se sospecha la enfermedad y el
estudio histolégico es negativo o en muestras del sistema
nervioso central (SNC). Otros recomiendan realizar con-
juntamente las dos técnicas, ya que consideran que la tin-
cién de PAS tiene falsos negativos y no es completamente
especifica de la EW. Si ambas técnicas (PCR y PAS) son po-
sitivas, se considera el diagnéstico probado. Si s6lo uno de
los test es positivo, se considera el diagnéstico probable y
se debe descartar la enfermedad por analisis de otro tejido
(si esta disponible también por serologia o andlisis inmu-
nohistoquimico). Si sé6lo la PCR es positiva, se deben anali-
zar dos regiones de ADN diferentes en la misma muestra o
emplear muestras de localizaciones distintas (LCR, liquido
articular, adenopatias, etc.). Cuando se establece un diag-
noéstico de certeza, se debe analizar LCR con PCR incluso
en ausencia de manifestaciones neurolégicas. La deteccién
de T. whipplei por PCR se debe realizar siempre en mues-
tras de valvulas cardiacas de pacientes con ECN22,

Sin tratamiento antibiético, la enfermedad tiene una
evolucion fatal. Por el momento no hay ensayos clinicos ni
estudios comparativos y prospectivos sobre su tratamien-
to. El tratamiento recomendado consiste en ceftriaxona o

580 Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(9):573-80

penicilina G asociada a estreptomicina durante 2 semanas
seguido de un tratamiento oral, durante al menos 1 aiio,
con cotrimoxazol. En los alérgicos a las sulfamidas se pue-
de sustituir el cotrimoxazol por doxiciclina asociada a hi-
droxicloroquina‘. En la mayoria de los pacientes el trata-
miento antibiético conduce a una rapida mejoria de los
sintomas. La efectividad del tratamiento se puede monito-
rizar mediante la PCR de T. whipplei, que se hace negati-
va a las 2 semanas del inicio del tratamiento.
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