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tropismo R5 mostré Gnicamente como asociacién significativa a
este una alta cifra de CD4: media de 319,4 ( + 228,6)cel/mm? en
los R5 versus 237,9 (+200,9)cel/mm? en el grupo de los no-R5
(p=0,0005). Se realiz6 un andlisis multivariante con un modelo de
regresion logistica. Entre las variables consideradas (edad, carga
viral, CD4 y linea de tratamiento), s6lo el niimero de CD4 persistio
como predictor independiente de tropismo. Esta tendencia de los
CD4 se confirm6 como significativa con el test de Hosmer-
Lemeshow (Ji?=10,9808; p=0,0118). Comparados con los
pacientes con CD4 igual o inferior a 140 cel/mm?>, los pacientes
con CD4 entre 140-261cel/mm> tenian 1,7 veces mas
probabilidades de tener tropismo R5 (OR=1,691; p=0,0651),
mientras que con CD4 entre 261-410cel/mm? la probabilidad
era de 2,5 veces (OR=2,484; p=0,0025) y, cuando los niveles de
CD4 eran superiores a 410 cel/mm?>, la probabilidad era 2 veces
més (OR=2,123; p=0,0124).

Discusion

Numerosos trabajos han estimado la prevalencia del VIH-1-R5
en individuos pretratados en torno al 50-60% de los pacientes>>,
mientras que en otros los valores alcanzaron hasta el 70%%7.
Nuestros datos muestran que el 66% de los pacientes pretratados
tendrian tropismo R5. Debemos considerar esta prevalencia sin
olvidar que nuestro grupo de estudio es una poblaciéon altamente
experimentada en el uso de los antirretrovirales y que esta se ha
estimado con el Trofile™ original. En este momento se utiliza de
forma habitual el Trofile ES™, que es capaz de detectar
poblaciones minoritarias con una sensibilidad del 0,3%, por lo
que la prevalencia de R5 seria de hasta un 9% menos con este test.
La asociaciéon que hemos encontrado entre un mayor nimero de
CD4 y la probabilidad de tropismo R5 no es nueva y esta en
concordancia con otros estudios>®.
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Deteccion de Mycobacterium tuberculosis multirresistente
en un paciente pediatrico con coroiditis

Detection of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis in
a pediatric patient with choroiditis

Sr. Editor:

La tuberculosis (TBC) es una de las enfermedades infecciosas
mas prevalentes en gran parte del mundo y constituye un
importante problema de salud puablica. La Organizacién Mun-
dial de la Salud la declaré emergencia global en 1993 y, segiin
los datos del registro de TBC del afio 2004, Espafia tenia una
incidencia de 25 casos por 100.000 habitantes de los que el 11
por 100.000 eran baciliferos, con una tasa de mortalidad del
2,6%. La multirresistencia primaria era del 1,2% y la secundaria
era del 11%.

Dentro de la forma extrapulmonar de la TBC, es importante
conocer la afectacion ocular ya que su incidencia varia entre el 1y

el 18%2. A pesar de la alta sensibilidad de las técnicas moleculares,
el diagnostico de TBC ocular sigue siendo presuntivo, basado en la
presentacion clinica, la evaluacidn sistémica y la respuesta al
tratamiento®*,

Describimos a continuacion el caso clinico de un nifio de 2,5
afios controlado desde los 15 meses por estrabismo convergente
en ambos ojos en tratamiento con oclusiones oculares alternas.

En julio de 2007, en una revision habitual de fondo de ojo (FO),
se observO una lesion coroidea en el ojo izquierdo (OI),
asintomatica, blanquecina, ligeramente sobreelevada y de locali-
zacion paramacular (fig. 1); sin embargo, en el ojo derecho no
hubo hallazgos. Dos meses mas tarde se apreciaron 4 nodulos
nuevos con el mismo aspecto, localizados en el trayecto de la
arcada vascular temporal inferior, sin signos inflamatorios ni de
vasculitis, y con humor vitreo claro. Nuevamente, en el ojo
derecho no hubo hallazgos. En la exploracion fisica se observo que
el paciente estaba asintomatico con buen estado general y
presentaba estrabismo convergente. En las exploraciones
complementarias se observo: hematimetria, 13.200 leucocitos/
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Figura 1. Fondo de ojo: lesion blanquecina ligeramente sobreelevada paramacular
(zona inferior, haz papilomacular) en ojo izquierdo.

mm? (el 45,1% eran neutréfilos y el 47,5% eran linfocitos) y VSG de
48 mm/1.2 h. La bioquimica basica sanguinea, la gasometria, la
proteina C reactiva, los acidos grasos libres, la beta-OH-butirato y
la homocisteina resultaron normales. La serologia de
toxoplasmosis, rubéola, citomegalovirus, herpes simplex, sifilis,
borrelia y brucela result6 negativa. Los cultivos para bacterias, de
orina y de liquido cefalorraquideo, fueron negativos. La
radiografia de torax, la ecografia abdominal y la tomografia axial
computarizada craneal resultaron normales. Se realiz6 el test de
Mantoux a las 48 h y se observo una induracién de 20mm. La
baciloscopia y el cultivo para micobacterias de liquido
cefalorraquideo resultaron negativos. La baciloscopia y la
deteccion de ARN de Mycobacterium tuberculosis mediante
«Amplified MTD Gen-Probe®(bioMérieux)» en jugo gastrico
también resultaron negativas, pero a los 21 dias de incubacion
en los medios liquidos BacT/ALERT® MB (bioMérieux) se obtuvo
crecimiento de una micobacteria no cromégena, de crecimiento
lento, que se identific6 mediante sondas de hibridacion
«Amplified MTD Gen-Probe®(bioMérieux)» como M. tuberculosis
complex.

Se realiz6 sensibilidad antibi6tica en medio Lowestein-Jensen
MYCOBIO-T® (bioMérieux), por el método de las proporciones, a
los tuberculostaticos de 1. linea y, posteriormente, a los de 2.2
linea, y se mostraron resistentes a isoniacida, rifampicina y
rifabutina y sensibles a estreptomicina, etambutol, PAS, pirazina-
mida, amikacina, capreomicina, clofazimina, kanamicina, ofloxa-
cino y etionamida.

Se realiz6 genotipado de la cepa y tras la caracterizacion
molecular el patrén obtenido se compar6 con los patrones de los
aislados multirresistentes (MR) a nivel nacional desde 1998 y con
los aislados de MTB en Aragon tipificados desde 2001, presentes
en la base de datos de la Universidad de Zaragoza>®. Esta cepa no
se encontraba entre los aislados MR detectados con anterioridad.
Tras la comparacion con las cepas aisladas de Aragon, el patréon de
ésta se agrupd con los 14 aislados, pertenecientes al Cluster ARA21
(8 espaifioles, 5 rumanos, un ecuatoriano y uno de origen arabe),
sensibilidad del Cluster 2 casos resistentes a isoniacida, un caso a
isoniacida y etambutol, 11 casos sensibles a todos los farmacos y
el caso que presentamos, MR.

En el estudio de convivientes y contactos, el test de Mantoux
realizado a padres, abuelos y personal de guarderia a la que acudia
el nifio fue negativo. No se detect6 la fuente de infecciéon y no se
encontr6 tampoco lazo epidemioldgico con los pacientes del
Cluster ARA21.

Se instaur6 tratamiento durante 16 meses con ciprofloxacino
(180 mg/12 h), pirazinamida (375 mg/24h), etambutol (300 mg/
24 h) por via oral y estreptomicina (325 mg) por via intramuscu-
lar, 2 dias por semana durante 2 meses y luego una dosis semanal.
Evolucion: a los 2 meses de tratamiento, en FO sdlo se apreciaba
un nodulo; en abril de 2008, el nédulo era mas pequefio y
cicatricial, la papila era normal y el estudio para micobacterias en
jugo gastrico fue negativo; en marzo de 2009, el paciente estaba
asintomatico y continuaba en tratamiento.

Aunque las manifestaciones oculares de la TBC suelen ser
sintomaticas?, puede haber casos asintomaticos®, sin concurrir
una TBC sistémica activa o enfermedad pulmonar, por lo que es
importante realizar un diagnostico precoz y descartar ademas
otras posibles etiologias, como facomatosis, retinoblastoma,
infecciones oculares, toxoplasmosis o etiologia autoinmunitaria,
lo que en nuestro caso se hizo a la vista de los resultados
obtenidos: clinica, serologias y pruebas de imagen.

El genotipado de las cepas de MTB es un instrumento til para el
control de la TBC, permite conocer los patrones de transmision de la
infeccion, evaluar el estudio de los contactos, investigar brotes y
determinar si un nuevo episodio se debe a recidiva o a reinfeccién’=°.

El tratamiento de la TBC infantil podria prevenir tedricamente
la aparicion de futuros casos, ya que muchos adultos desarrollan
la enfermedad por reactivacion de la infeccion adquirida durante
la infancia. A pesar de que los nifios con TBC activa no suelen ser
baciliferos, su control y tratamiento contribuye a vigilar los
nucleos familiares, colegios, etc.,, lo que asegura un riguroso
estudio de contactos, facilita el diagnoéstico temprano de la
enfermedad, la instauracion rapida de tratamiento y la interrup-
cion de la cadena epidemiolégica, y evita la evolucion hacia
formas mas graves de TBC'°.
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Deteccion precoz y monitorizacion de Legionella pneumophila
en muestras clinicas por PCR en tiempo real

Real-time PCR for early detection and monitoring of Legionella
pneumophila in clinical specimens

Sr. Editor:

Legionella pneumophila es un bacilo gramnegativo pertene-
ciente a la familia Legionellaceae, que incluye Gnicamente el
género Legionella, el cual engloba 48 especies y mas de 70
serogrupos. L. pneumophila origina mas del 90% de las infecciones,
siendo el serogrupo 1 el mas frecuentemente aislado en pacientes
(mas del 80% de los casos confirmados)'=.

El cultivo en medio sélido buffered charcoal yeast extract
(BCYE) agar es la técnica diagndstica de referencia y, aunque su
sensibilidad es baja, posibilita tanto los estudios de epidemiologia
molecular como los estudios de susceptibilidad'. El aislamiento en
cultivo de este microorganismo presenta una serie de dificultades,
como son la pérdida progresiva de viabilidad de la bacteria, el
enmascaramiento de las colonias cuando se procesan muestras
contaminadas con microbiota orofaringea y el largo tiempo
requerido para la obtencién de los resultados susceptibilidad?.
La inmunofluorescencia directa (IFD) permite detectar con rapidez
la presencia de cualquier serogrupo de L. pneumophila en
muestras clinicas y, aunque tiene una buena especificidad, su
sensibilidad es muy baja (25-75%)>. Las pruebas serologicas
presentan la limitacidon que supone detectar la seroconversion (se
requieren al menos 9 semanas) después de haberse iniciado el
cuadro clinico!. La deteccién del antigeno en orina permite
establecer el diagnostico etiologico de forma casi inmediata en
el 80-85% de los casos, aunque solo detecta el serogrupo 14 La
PCR en tiempo real permite realizar un diagnostico directo muy
sensible en menos de 2 h, y cuantificar el nimero de bacterias en
la muestra®. Presentamos el caso de un paciente diagnosticado y
monitorizado mediante PCR en tiempo real.

El paciente estudiado era una mujer de 69 afios, inmunodepri-
mida, que ingresd en nuestro centro para reseccion de glioblastoma
multiforme frontal. La placa de toérax, parametros y analitica previos
fueron normales. La paciente present6 fiebre intraoperatoria, por lo
que se tomaron cultivos (aspirado bronquial tras intubacion, esputo y
urocultivo). Se realiz6 una placa de térax en el postoperatorio
inmediato, objetivandose un aumento de densidad bien delimitado en
16bulo medio. Se realizé antigenuria urgente de L. pneumophila y
Streptococcus pneumoniae que fue positiva para L. pneumophila. El
cultivo de aspirado bronquial fue positivo para L. pneumophila a los 21
dias de incubacion. Las pruebas serologicas fueron negativas. Se
realizd PCR en tiempo real que detectaba el gen 16S codificante de
ARNT, segiin el protocolo descrito por Reichl en 2002° en el equipo
LightCycler 2.0 (Roche, Mannheim, Alemania) de las muestras
respiratorias, que fueron positivas. La paciente recibi6 tratamiento
antimicrobiano endovenoso (azitromicina, piperacilina-tazobactam y
levofloxacino) durante 5 dias, y 9 dias mas de levofloxacino 500 mg/
12h via oral para completar los 14 de tratamiento. Ante la mejoria
clinica, recibié el alta. En febrero de 2009, la paciente ingresé de

nuevo por fiebre, astenia y deterioro del estado general, con
neutropenia grado IV febril, por lo que se inici6 tratamiento
antibiético empirico con meropenem, levofloxacino y linezolid
(tabla 1). Al ingreso, la paciente no podia expectorar, por lo que no
fue posible obtener muestras respiratorias para cultivo. Se realiz6 la
determinacion de antigeno de L. pneumophila en orina, que fue
positiva. Se recogioé una muestra de suero para analisis serologico de
L. pneumophila, que mostrd unos titulos de IgG de 256 e IgM < 10. Se
recogieron muestras de plasma cada 24-72h hasta el dia 33 de
ingreso, dia en que falleci6. Se utilizaron dichas muestras de plasma
para el estudio de la presencia de L. pneumophila mediante PCR en
tiempo real (tabla 1).

El dia 29 de ingreso, la paciente fue trasladada a UCI y se
obtuvieron muestras de esputo y de aspirado bronquial, a partir
de las cuales el cultivo y la PCR en tiempo real fueron positivos
para L. pneumophila serogrupo 1. En los dos episodios de
legionelosis se realizo aislamiento de L. pneumophila en cultivo
de la muestra respiratoria, aunque la obtencién de esta en el
segundo evento se demor6 aproximadamente un mes desde la
fecha del ingreso, debido a que la paciente no podia expectorar.
La PCR ARNr 16S de muestras de plasma permiti6 detectar el ADN
hasta el dia 15 de ingreso, de manera similar a lo descrito
anteriormente por otros autores®. Los dias posteriores se observo
que la deteccion de ADN en plasma era fluctuante y cercana al
limite de deteccion de la técnica, ya que la paciente continuaba
infectada, como se pudo confirmar tras la obtenciéon de las

Tabla 1

Seguimiento del segundo ingreso del paciente mediante PCR gen codificante ARNr
16S en muestras de plasma y respiratorias (en negrita tratamientos efectivos frente
a L. pneumophila)

Muestra Dias ingreso Copias/ml Tratamiento
Plasma 5 +(471) MEM, LEV, LNZ
Plasma 6 +(812) MEM, LEV, LNZ
Plasma 7 +(493) MEM, LEV, LNZ
Plasma 8 +(109) MEM, LEV
Plasma 9 +(200) MEM, LEV
Plasma 10 +(21) MEM, LEV
Plasma 11 +(15) MEM, LEV
Plasma 12 +(12) MEM, LEV, TG
Plasma 13 +(20) MEM, LEV, SXT
Plasma 14 +(19) MEM, LEV, SXT
Plasma 15 +(11) MEM, LEV, SXT
Plasma 16 Negativo MEM, LEV, SXT
Plasma 18 +(18) MEM, LEV, SXT
Plasma 22 Negativo LEV, SXT
Plasma 23 Negativo LEV, SXT
Plasma 26 +(9) SXT

Plasma 27 Negativo MEM, LEV, SXT
Plasma 28 Negativo MEM, LEV, LNZ
Plasma 29 +(29) MEM, LNZ
Esputo 29 +(820.000) MEM, LNZ
Aspirado bronquial 29 +(6.410.000) MEM, LNZ
Plasma 30 Negativo MEM, LNZ
Plasma 31 Negativo MEM, LNZ

LEV: levofloxacino; LNZ: linezolid; MEM: meropenem; SXT: cotrimoxazol; TG:
tigeciclina.
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