Cartas cientificas

TABLA 1. Comparacion de valores de absorbancia entre los 156 sueros hemolizados y no hemolizados a los que se les realizo

determinaciones seroldgicas por EIA

Sueros positivos Sueros negativos
Test N Cut-off Rango de absorbancia A Absorbanciad | p° | 2 Cut-off Rango de absorbancia A Absorbanci >
it sorbancia i sorbancia
positivo Hemolizados | No hemolizados ! negativo Hemolizados | No hemolizados !
AgHBs 8 0,080 0,097-3,506 0,087-3,392 0,016 £0,069 0,52 27 0,080° 0,026-0,058 0,023-0,059 -0,0001+0,05 0,87
Anti-HBs 10 0,133* 0,292-4,000 0,348-3,905 -0,03+0,089 0,33 19 0,133* 0,036-0,127 0,045-0,101 0,055 £ 0,018 0,20
Anti-HBc 8 0,568 0,036-0,395 0,022-0,402 0,0135+0,025 0,19 25 0,694 0,939-1,659 0,980-1,658 -0,004 £ 0,103 0,83
Anti-HCV 8 0,376* 3,011-4,000 3,110-4,000 -0,014+0,14 0,79 19 0,376> 0,031-0,121 0,029-0,087 0,001+ 0,008 0,75
Anti-HIV1/2 8 0,484 2514-3,729 2,812-3,677 -0,056+0,17 0,36 24 0,436 0,043-0,135 0,042-0,091 -0,0185£0,090 0,53

aValor minimo de absorbancia para considerar el resultado positivo.

bValor maximo de absorbancia para considerar el resultado negativo.

“Valor méximo de absorbancia para considerar un resultado positivo.

dMedia + diferencias de absorbancia entre sueros hemolizados y no hemolizados.

°Test de probabilidad pareado.

Interferencia de la hemdlisis
en las determinaciones seroldgicas

Sr. Editor: Actualmente se acepta
que los sueros hemolizados o sueros
lipémicos no son convenientes para
realizar estudios serolégicos!. Sin em-
bargo, existen guias de laboratorio e
instrucciones de los propios fabricantes
con informacién contradictoria sobre
este tema: en una se advierte del uso
de estos sueros y en otras se acepta. En
este trabajo analizamos los resultados
obtenidos con 156 sueros pertenecien-
tes a reclusos del Centro Penitenciario
de Granada recibidos en nuestro labo-
ratorio para estudio seroldgico de hepa-
titis B (AgHBs, anti-HBs, anti-HBc),
hepatitis C (anti-VHC) y de VIH (anti-
VIH 1/2) ensayados en ausencia y pre-
sencia de hemolisis como detallamos
seguidamente.

Se recogieron 5 ml de sangre en tu-
bos con gel separador de polietileno te-
reftalato (Terumo, Venojet II, Terumo
Europa, Leuven, Bélgica) y se centri-
fugaron a 1.500 g durante 15 min;
0,5 ml de estos sueros se alicuotaron
en tubos de polipropileno. Los tubos
de polipropileno y los tubos con gel se-
parador (con el suero restante y el gel
con la capa de células rojas) se conge-
laron a —20 °C. Después de 18 h en el
congelador, las muestras se desconge-
laron a temperatura ambiente y la ba-
rrera del gel separador se perforé con
ayuda de una varilla de vidrio de
2 mm de diametro para favorecer el
paso de hemoglobina al suero. Agita-
mos vigorosamente y finalmente se
volvié a centrifugar de nuevo el suero.
El suero en los tubos con gel separa-
dor perforado después de este proceso
mostraba un color rojo, que indicaba
paso de hemoglobina. Las determina-
ciones AgHBs, anti-HBs, anti-HBc y
anti-VIH se realizaron con los tests
Enzygnost Dade-Behring (Marburg,
Alemania), y para el caso de anti-VHC
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se utilizé Elisa Test System Ortho
HVC3.0 (Ortho Clinical Diagnostics
Inc Raritan, Nueva Jersey).

Siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. Las muestras se dispen-
saron directamente utilizando un pro-
cesador de muestras Genesis Robot
150 (Tecan AG, Hombrechtikon, Sui-
za) y, posteriormente, la reaccion in-
munoenzimaética y la lectura de absor-
bancia se realiz6 en un procesador de
ELISA BEP III (Dade Behring).

La evaluacién del efecto de 1la hemé-
lisis en los tests serolégicos realiza-
dos se hizo comparando los resultados
cuantitativos (medidos en absorbancia)
obtenidos para sueros hemolizados y
sus correspondientes no hemolizados.
Para evitar la variabilidad interensa-
yo cada determinacién de suero hemo-
lizado y su pareja no hemolizado se en-
sayaron en la misma microplaca.

Encontramos una total concordan-
cia en los resultados cualitativos de
los 156 sueros hemolizados y no hemo-
lizados. Tampoco encontramos dife-
rencias significativas (test T pareado)
en las medidas de absorbancia de los
156 sueros hemolizados y no hemoli-
zados (tabla 1).

La hemodlisis es un punto de interés
en la quimica clinica, pues su presen-
cia puede causar resultados engafio-
sos y la sobreestimacién de algunos
analitos (p. €j., hidroxibutirato deshi-
drogenasa, aspartato transaminasa
creatina, bicarbonato, potasio)?4. La
hemdlisis también puede interferir en
los ensayos nefelométricos de protei-
nas de suero® y en los inmunoensayos
de fluorescencia polarizada de genta-
micina y vancomicina®’.

Los posibles mecanismos de interac-
ci6én de la hemolisis en los enzimoin-
munoanadlisis (EIA) pueden darse en
la reaccién antigeno-anticuerpo, en la
reaccién de deteccién o en la medida
del color. Sin embargo, los ensayos de
EIA heterogéneos, que incluyen un

paso de lavado, son probablemente
menos propensos a mostrar interfe-
rencias con la hemolisis®.

No hemos encontrado ningtn estu-
dio sistemadtico que analice la posible
influencia de la hemdlisis en los ensa-
yos serolégicos. Los datos de este es-
tudio muestran que la hemdlisis no
interfiere significativamente en los re-
sultados de los EIA heterogéneos uti-
lizados en este estudio. Sin embargo,
al existir en la practica clinica una
enorme variedad de inmunoensayos y
de sistemas de deteccién de reaccién
antigeno-anticuerpo?, no es posible ge-
neralizar estos hallazgos; asi, cada téc-
nica deberia ser evaluada para com-
probar que la hemdlisis no interfiere
en los resultados de los tests emplea-
dos.
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Bacteriemia por Acinetobacter ursingii

Sr. Editor: Acinetobacter ursingii
es un bacilo gramnegativo no fermen-
tador, que como otros miembros del
género Acinetobacter son aerobios es-
trictos, inméviles, catalasa y oxidasa
negativos. Su nombre trata de home-
najear al microbi6logo y taxonomista
Jan Ursing y fue descrito en 19891,

Presentamos el caso de una mujer
de 63 afios. Con el diagnéstico de ade-
nocarcinoma gastrico con afectacién
peritoneal inicié quimioterapia el dia
5 de junio de 2003 con epirrubicina,
UFT y leucovorin. Precis6 ingreso por
toxicidad gastrointestinal de grado 3
(diarrea y dolor abdominal, y necesit6
tratamiento antibiético, nutricional
parenteral y filgrastim), por lo que se
sustituyé UFT por mitomicina, con
mejor tolerancia. Se procedi6 a la colo-
cacién de un reservorio subcutdaneo
para administracién de tratamiento
intravenoso (Port-a-Cath) en octubre
de 2003. E1 5 de septiembre de 2005
acudié por presentar en repetidas oca-
siones, siempre en relacién con mani-
pulacién con el Port-a-Cath, picos
febriles de hasta 39 °C, cefalea bitem-
poral sin sintomas neurolégicos aso-
ciados y una adenopatia supraclavi-
cular izquierda. Se pidié tomografia
computarizada (TC) cerebral, puncion-
aspiracion con aguja fina (PAAF) del
ganglio y hemocultivos. Inicia trata-
miento antibiético empirico con levo-
floxacino (500 mg/24 h), con desapari-
cion de los sintomas tras completar
tratamiento durante 15 dias. En las
pruebas radiolégicas no hubo eviden-
cia de recaida, y la PAAF también fue
negativa para células tumorales. Pos-
teriormente volvié a consultar por pi-
cos febriles en relacién con la manipu-
lacion del Port-a-Cath, por lo que se
decidi6 retirar dicho dispositivo, sin

TABLA 1. Pruebas bioquimicas para diferenciar especies de Acinetobacter

A. ursingii | A. schindleri |A. Jjunii |A. Jjohnsonii | A. lwoffii

Crecimiento 41 °C en BHI -

Crecimiento 37 °C en BHI +
Utilizacién de:
Glutarato +
L-aspartato +

+ \% - -
+ + - \Y

+ _ _ _
- — v _

+: positivo en 90 de cada 100 aislados; —: positivo en 0 de cada 100 aislados; V: positivo en 11 de

cada 89 aislados®.

enviar al laboratorio de microbiologia
nuevos hemocultivos ni la punta del
catéter para ser cultivados. Con esta
medida la sintomatologia infecciosa se
resolvié definitivamente.

Coincidiendo con los picos febriles
iniciales se procedi6 a la extraccion
de sangre a través del Port-a-Cath,
que fue inoculada en seis frascos de
hemocultivos; tres aerobios y tres
anaerobios (ESP® culture system II,
Trek, Diagnostic systems, Inc). Dos
de las botellas aerobias fueron positi-
vas tras 14 h de incubacién y se sub-
cultivaron a su vez en agar sangre y
agar chocolate a 37 °C con una at-
moésfera enriquecida en el 5% con
COs. Tras 24 h de incubacién se ob-
servaron colonias de 1 a 1,5 mm de
diametro, circulares, convexas, muco-
sas y ligeramente opacas con marge-
nes irregulares. En la tincién de Gram
se observaban cocobacilos gramnega-
tivos.

Para proceder a su identificacién se
utilizaron distintos sistemas; inicial-
mente se utiliz6 el sistema automatico
Vitek® 2 System (BioMérieux, Espa-
fia S.A.), el cual identificé dicho micro-
organismo como Bordetella bronchi-
septica con un porcentaje de acierto
del 95%. Sin embargo, el perfil bioqui-
mico determinado por el sistema API
20 NE (BioMérieux, Marcy I’Etoile,
Francia) identificaba el microorganis-
mo como Acinetobacter junii (cédigo n?
0000071, con un porcentaje de identi-
ficacién del 63,5% T = 0,71).

Debido a las discrepancias obte-
nidas y ante el bajo poder de discrimi-
nacién de los sistemas comerciales
empleados para la identificacién de
bacilos gramnegativos no fermenta-
dores, procedimos a enviar la cepa
para su identificacion el Centro Na-
cional de Microbiologia, donde se ana-
liz6 la secuencia 16S rDNAZ2. La iden-
tificacion fue realizada comparando
la secuencia obtenida en la base de
datos GenBank usando el programa
BLAST facilitado por The National
Center for Biotechnology Informa-
tion, tras lo cual se identificé al mi-
croorganismo como Acinetobacter ur-
singii (99% de similaridad para 1445
pb con las secuencias previamente
descritas).

Para poder discriminar A. ursingii
de otras especies del género Acineto-
bacter similares fenotipicamente, sin
tener que recurrir a técnicas de biolo-
gia molecular, hemos realizado las si-
guientes pruebas bioquimicas (ta-
bla 1)L

La sensibilidad antibiética del aisla-
do se realizé utilizando el sistema au-
tomatico Wider® System (Fco. Soria
Melguizo, Madrid, Espana) y resulté
sensible a imipenem, meropenem,
gentamicina, tobramicina, amikacina,
ciprofloxacino, cotrimoxazol y fosfomi-
cina, mientras que resulté ser resis-
tente a amoxicilina, amoxicilina/4acido
clavulénico y nitrofurantoina.

La bacteriemia por A. ursingii es
poco frecuente, inicamente hemos en-
contrado un caso publicado previamen-
te3, en dicho caso el paciente presenta-
ba un adenocarcinoma de pulmén,
habia recibido quimioterapia intrave-
nosa a través de un catéter chamber y
tratamiento con corticoides. El Labora-
torio de Taxonomia del Instituto de Sa-
lud Carlos III ha identificado otras
cuatro cepas de esta especie en los ulti-
mos 2 afios que fueron aisladas de:
sangre, herida, absceso periamigdalar
y agua de tanque de destilador.

En este caso, la paciente era una en-
ferma oncolégica portadora de Port-a-
Cath, por lo que suponemos que el ori-
gen de la infeccion se localizaba en la
piel de la enferma, desde donde a tra-
vés del catéter y debido a su inmuno-
supresion, se extendi6 al torrente san-
guineo. Aunque inicialmente tuvo una
buena respuesta al tratamiento anti-
biético, volvi6 a consultar por picos fe-
briles en relacion con la manipulacién
del Port-a-Cath, por lo que se decidié
retirar dicho dispositivo. Con esta me-
dida la sintomatologia infecciosa se re-
solvié definitivamente.

Con este caso, tratamos de llamar
la atencién sobre el bajo poder de dis-
criminacién de los sistemas comercia-
les usualmente empleados en labora-
torios de microbiologia clinica para la
identificacién de bacilos gramnegati-
vos no fermentadores y de la necesi-
dad de realizar una correcta identifi-
cacion de las distintas especies de
Acinetobacter* por razones epidemio-
légicas y terapéuticas. Este hecho se
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