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El paciente era un varén de 58 afios
que ingresé en abril de 2005 con fiebre
y disnea de minimo esfuerzo. Habia
sido diagnosticado de hepatopatia cré-
nica alcoholica, no se conocia que pre-
sentara valvulopatia previa y no se
encontraba bajo tratamiento antibié-
tico. En la exploracion presentaba
signos compatibles con sepsis e in-
suficiencia cardiaca congestiva con
soplo de insuficiencia aértica IV/VI. Se
inici6 antibioterapia empirica con am-
picilina (2 g/4 h) y gentamicina
(80 mg/8 h) y se realiz6 un ecocardio-
grama transesofagico que mostré una
vegetacion aortica de 0,6 cm e insufi-
ciencia adrtica grave. Los cuatro he-
mocultivos extraidos al ingreso fueron
estériles. El paciente, que al sexto dia
presenté un cuadro compatible con
embolia cerebral en el territorio de la
arteria cerebral media izquierda, fue
intervenido quirtdrgicamente con sus-
titucion valvular adrtica mediante
proétesis bioldgica. El paciente comple-
t6 6 semanas de terapia antibiética in-
travenosa con ceftriaxona (2 g/24 h).
Fue dado de alta en situacion clinica
estable pero falleci6 2 meses después
por un cuadro de hemorragia cerebral
no relacionada con la EI.

La véalvula y la vegetacion fueron
enviadas al laboratorio de microbiolo-
gia para su estudio microbiol6gico y
los cultivos de ambas muestras resul-
taron negativos. Ante esta situacion,
se realiz6 la amplificacién mediante
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) del ADN extraido del material
valvular (DNeasy Blood & Tissue Kit,
QIAGEN). Se amplificé el gen que co-
difica el ARNr 16S bacteriano (PCR
universal) utilizando iniciadores pre-
viamente descritos?, y el producto ob-
tenido (aproximadamente 1.500 pb) se
envio para la secuenciacion automati-
ca de ambas cadenas con los iniciado-
res empleados en la amplificacién y
dos iniciadores internos?. Las secuen-
cias obtenidas se compararon con las
existentes en la base de datos Gen-
Bank NCBI (National Center for Bio-
technology Information) y la alinea-
cién correspondid, con un 100% de
identidad, con S. agalactiae.

La identificacién bacteriana me-
diante la PCR universal a partir de
muestras clinicas consiste en la ampli-
ficacién del gen rrs (o los genes rrs, ya
que la mayoria de las bacterias tienen
varias copias de dicho gen) que codifi-
ca el ARNr 16S que forma parte de la
subunidad menor (30 S) del ribosoma
bacteriano®$. E1 ADN que se utiliza
como molde en la reacciéon de amplifi-
cacion es extraido directamente de la
muestra, utilizando, en la mayoria de
los casos, equipos comerciales. En la
PCR pueden utilizarse diferentes ini-
ciadores (primers) que por tanto per-
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mitiran, segun el caso, la amplifica-
cién de diferentes regiones del gen rrs
y la obtencién de segmentos génicos
(amplicones) de diferente tamario. Ge-
neralmente se utilizan iniciadores que
permiten la amplificacion de un frag-
mento de unos 500 pb del extremo 5’
del gen en el que se encuentra la
mayor variabilidad y cuya secuencia
aporta una adecuada informacion fi-
logenética®. Una vez purificado el co-
rrespondiente amplicén, se determina
su secuencia genética. La secuencia
obtenida se compara, utilizando un
programa informatico, con aquellas
depositadas en las bases de datos
(bancos de secuencias) que existen en
internet (EMBL, GenBank, RIDOM).
Segun el grado de homologia entre la
secuencia incégnita y aquella de la
base de datos se puede establecer la
identidad del microorganismo en estu-
dio. En casos de EI, la identificacién
bacteriana empleando la PCR univer-
sal presenta una sensibilidad igual a
la del hemocultivo en caso de microor-
ganismos sin problemas de creci-
miento y superior al cultivo valvular,
particularmente si el paciente esta re-
cibiendo o ha sido sometido a trata-
miento antibiético®”8. De hecho, se ha
propuesto que la PCR universal sea
incluida como criterio mayor en los
criterios diagnésticos de Duke para la
EI0:10,

De acuerdo con los resultados obte-
nidos en este caso, S. agalactiae, un
agente etiolégico poco frecuente de EI,
podria ser identificado mediante PCR
universal en aquellos casos que cur-
san con cultivos convencionales nega-
tivos.
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Sindrome linfocutaneo por Nocardia
brasiliensis en una paciente
inmunocompetente

Sr. Editor: La nocardiosis es una
infeccion producida por especies del
género Nocardia que puede ser loca-
lizada o diseminada. Son bacterias
aerobias, grampositivas, parcialmente
acido-alcohol resistentes, que originan
formas filamentosas y/o ramificadas, y
que puede fragmentarse en elementos
cocobacilares muy pleomorficos. Las
bacterias del género Nocardia se en-
cuentran generalmente en el suelo y
en la materia orgédnica en descompo-
sicién. Se han detectado especies patoé-
genas de Nocardia (N. asteroides,
N. brasiliensis y N. otitidis ssp. cavia-
rum) en el polvo, en arena de playa y
en piscinas. Ademads, N. asteroides for-
ma parte de la flora habitual de la ca-
vidad oral y el tracto respiratorio su-
perior’. Existen dos formas clinicas de
presentacion: la sistémica y la cuta-
nea. La forma sistémica producida por
N. asteroides en pacientes inmunode-
primidos produce infeccién pulmonar
con diseminacion frecuente al tejido
celular subcutédneo y al sistema ner-
vioso central. Las formas cutdneas lo-
calizadas y de partes blandas son poco
frecuentes (sélo representan el 5% del
total) y son causadas habitualmente
por N. brasiliensis®. Suele haber una
historia previa de inoculacién trauma-
tica directa a través de heridas super-
ficiales con potencial contaminacién
con materia orgédnica. Los casos de no-
cardiosis por N. brasiliensis descritos
han sido fundamentalmente en zonas
tropicales. En Espafa la nocardiosis
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cutanea ha sido atribuida habitual-
mente a N. asteroides®*. Presentamos
el caso de una paciente inmunocom-
petente a la que asistimos y diagnos-
ticamos sindrome linfocutdneo por
N. brasiliensis.

Se trata de una mujer de 49 afos,
natural de Bélgica, que residia en Es-
pana desde hacia 7 anos. Como tnico
antecedente referia hipertension ar-
terial en tratamiento con valsartan.
Fue remitida a la consulta de enfer-
medades infecciosas porque presenta-
ba desde hacia 2 semanas una lesion
eritematosa en el cuarto dedo de la
mano derecha que apareci6 tras haber
estado trabajando en su jardin. No re-
cordaba ninguna rozadura o trauma-
tismo previo. La lesion se extendia ha-
cia la zona anterior del antebrazo y se
acompanaba de dolor intenso y supu-
racion (fig. 1), y de adenopatias en la
region axilar izquierda. No presenta-
ba fiebre ni otra sintomatologia aso-
ciada. La analitica ordinaria no mos-
tré alteraciones.

Se desbridé la zona y se tomaron
muestras que se procesaron para tin-
cién de Gram y cultivo microbiolégico.
Se inici6é tratamiento con amoxicili-
na-acido clavuldnico. Tras 4 dias de
tratamiento antibiético, la lesién se
abscesificé y precisé un nuevo desbri-
damiento quirdrgico. A los 5 dias de
incubacion, en las placas de agar san-
gre se observaron unas colonias blan-
cas adheridas al agar, rugosas y con
una superficie aterciopelada, corres-
pondientes a formas bacterianas fila-
mentosas, ramificadas y parcialmente
dcido-alcohol resistentes tras la tin-
cién modificada de Ziehl-Neelsen. El
conjunto de las caracteristicas morfo-
l6gicas, macroscépicas y microscépicas
permitieron la identificacién del aisla-
do como Nocardia. La cepa se remitié
al Servicio de Microbiologia del Hos-
pital Clinico de Valencia para la de-
terminacion de la especie. Las prue-
bas metabdlicas fueron compatibles
con N. brasiliensis y la identidad de
la especie fue confirmada mediante
secuenciacién. Se inici6, por tanto, tra-
tamiento con trimetroprim/sulfameto-
xazol a dosis de 5 mg/kg/dia (trimetro-
prim) por via oral durante 6 semanas.
La evolucion fue buena, con desapari-
cién completa de las lesiones. No se ob-
servaron recurrencias durante un pe-
riodo de seguimiento de 5 meses.

La presentacion clinica de este caso
es caracteristica de un sindrome
linfocutdneo que result6 deberse a
N. brasiliensis. Aunque N. brasiliensis
es la especie que con mas frecuencia
provoca infecciones cutdneas en pai-
ses tropicales, en nuestro entorno pa-
rece un proceso excepcional. En Espa-
fia unicamente hemos encontrado
publicado en la bibliografia médica un

caso de infeccién por N. brasiliensis en
una paciente inmunocompetente con
una mastitis, que, al igual que nuestro
caso, preciso desbridamiento quirirgi-
co y un tratamiento antibiético prolon-
gado®.

La localizaciéon mas habitual de las
infecciones cutdneas producidas por
Nocardia spp. es en las extremidades
superiores e inferiores, y la inocula-
ci6n se produce generalmente tras
una herida abrasiva o punzante con-
taminada, aunque también puede
aparecer después de una picadura de
insecto o mordedura de animales. En
el caso descrito, la lesién primaria es-
taba situada en el cuarto dedo de la
mano derecha con extension linfatica
hasta el dorso de la mano y el ante-
brazo, y la inoculacién probablemente
sucedi6 de forma accidental mientras
trabajaba en su jardin.

El sindrome linfocutaneo puede es-
tar producido por una amplia variedad
de patégenos. Los microorganismos
ma4s habituales en nuestro entorno son
Sporothrix schenckii y Mycobacterium
marinum, pero también pueden pro-
ducirlo otras micobacterias, asi como
Streptococcus pyogenes, Staphylo-
coccus aureus, Leishmania spp., Sce-
dosporium apiospermum y algunos vi-
rus®. El caso presentado nos recuerda
que N. brasiliensis también debe ser
evocado como agente causal en nues-
tro medio. El antecedente de herida
traumatica contaminada con suciedad
y un periodo de incubacién relativa-
mente corto (menos de 2 semanas)
debe orientar a nocardiosis. Dada la
diversidad de microorganismos que
pueden producir sindrome linfocuta-
neo, el diagnéstico microbiolégico es
fundamental para seleccionar la tera-
péutica mas adecuada. En el caso de la
nocardiosis, el aislamiento del micro-
organismo no suele ser dificil si se ob-
tienen muestras adecuadas. Las ca-
racteristicas del cultivo y la morfologia
microscopica generalmente permiten
la identificacién del género Nocardia.
La determinacion de la especie no sue-
le estar al alcance del laboratorio clini-
co convencional, por lo que requiere la
realizacion de pruebas bioquimicas es-
pecificas y/o técnicas moleculares para

Figura 1. Lesin
eritematosa en cuar-
to dedo de mano de-
recha con extension
linfatica al dorso.

su confirmacién’. En el caso presenta-
do, la confirmacion de la especie se lle-
v6 a cabo mediante secuenciacion. El
tratamiento de eleccion de las infeccio-
nes por Nocardia spp. es la combina-
cion de trimetroprim-sulfametoxazol
durante 6-16 semanas, aunque se han
comunicado curaciones con sé6lo 4 se-
manas de tratamiento®. En pacientes
con intolerancia a las sulfamidas se ha
recomendado utilizar tetraciclinas,
amikacina o amoxicilina-dcido clavu-
lanico. En nuestra paciente, la cepa
era sensible in vitro a amoxicilina-aci-
do clavuldnico, pero no se obtuvo una
buena respuesta clinica con este far-
maco.
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Caracterizacion de cepas de Neisseria
gonorrhoeae con alta resistencia
a fluoroquinolonas aisladas en Vizcaya

Sr. Editor: En la actualidad, la alta
prevalencia de cepas de Neisseria go-
norrhoeae resistentes a fluoroquinolo-
nas (NGRQ) constituye un problema
en muchos paises, con gran repercu-
sién en el tratamiento de eleccion de
la gonorreal. En nuestro hospital, des-
de su aparicién en 2004, todas las
NGRQ aisladas han presentado resis-
tencia de alto nivel (concentracién in-
hibitoria minima [CIM] = 4 pg/ml). E1
objetivo del presente estudio fue de-
terminar los mecanismos moleculares
presentes en estas cepas, y establecer
la relacién genética entre ellas me-
diante electroforesis en gel de campos
pulsantes (PFGE).

Se analizaron 24 cepas de N. go-
norrhoeae aisladas consecutivamente
en el periodo 2004-2005 en 22 varones
con uretritis y 2 mujeres, una con cer-
vicitis y otra con enfermedad inflama-
toria pélvica (EIP). Se obtuvo informa-
ciéon en el momento de la consulta
sobre edad, sexo, habitos sexuales y
lugar de adquisicién de la infeccién.
La determinacién de la CIM a cipro-
floxacino, penicilina y tetraciclina se
realiz6 mediante Etest (Biodisk, Sol-
na, Suecia) en medio GC agar base su-
plementado (BioMeriéux, Francia). Se
utilizé N. gonorrhoeae ATCC 49226
como cepa control. Se identificaron las
mutaciones en los genes gyrA, gyrBy
parC de 8 NGRQ y 6 cepas sensibles
mediante reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR) y secuenciacién de los
productos amplificados que incluian
las regiones QRDR. EI ADN genémico
de todas las cepas resistentes se exa-

miné por PFGE tras digestion con la
endonucleasa Spel. Las similitudes de
los patrones de bandas se estimaron
mediante el coeficiente de Dice y se
analizaron usando el programa Mo-
lecular Analyst Fingerprinting (Image
Analysis System, Bio-Rad).

En nuestro hospital, la primera
NGRQ (cepa 1) se aisl6 en 2004. ElL
aislado procedia de un paciente con
uretritis adquirida en Rumania, con
una CIM de 16 pg/ml. Durante el pe-
riodo 2004-2005 se aislaron 24 cepas
de gonococo, 8 de las cuales (33%) pre-
sentaban resistencia de alto nivel a ci-
profloxacino (CIM = 4 pg/ml). No se
aislé ninguna cepa con resistencia in-
termedia. La sensibilidad de estas ce-
pas a la penicilina y la tetraciclina se
muestran en la tabla 1. Todos los pa-
cientes eran heterosexuales, con eda-
des comprendidas entre los 22 y los
56 afios. Dos pacientes (cepas 2y 6)
habian sido tratados dias antes con ci-
profloxacino, sin responder al trata-
miento. El andlisis molecular mostré
diferentes patrones de mutaciones en
los genes gyrA y parC en las 8 cepas
resistentes a ciprofloxacino, si bien to-
das ellas contenian de forma constan-
te mutaciones en los codones Ser91 y
Asp95 en gyrA. En parC las mutacio-
nes afectaron a Asp86 o Ser87. Nin-
guna de las cepas estudiadas presen-
t6 mutaciones en gyrB. El andlisis de
los patrones obtenidos por PFGE mos-
tré seis patrones de bandas distintos
(tabla 1). Sin embargo, tres de estos
perfiles (P1, P2 y P3) presentaban una
homologia de un 85% entre si y po-
drian ser considerados variaciones
subclonales dentro de un mismo geno-
tipo. Estas cepas fueron aisladas de
pacientes que habian adquirido la in-
feccién en Vizcaya. Dos cepas mostra-
ron un patrén distinto a los anterio-
res (P4) y fueron adquiridas también
en nuestra provincia. Los patrones
P5 y P6 correspondieron a dos cepas
adquiridas en Rumania (caso 1) y Al-
meria (caso 2). No se ha encontrado
relacion entre los patrones de muta-

ciones y los patrones genéticos obteni-
dos por PFGE.

El alto porcentaje de resistencia a
quinolonas en nuestro ambito, al igual
que en el resto de Europa?, ha obliga-
do a modificar las recomendaciones
para el tratamiento empirico de la in-
feccion gonocécica®?. La aparicién de
NGRQ y su brusco aumento en nues-
tro hospital (del 64% en la actualidad)
nos hizo pensar en que se estuviera
expandiendo una variante resistente.
El andlisis molecular de estas cepas
ha mostrado mutaciones conjuntas en
gyrA y parC. Diferentes trabajos han
correlacionado el nivel de resistencia
de los gonococos a quinolonas y el ni-
mero y localizacion de las mutaciones
en la QRDR de los genes gyrA y parC.
Generalmente, las mutaciones en
gyrA son necesarias para el desarrollo
de resistencia a fluoroquinolonas, y la
presencia simultanea de una o méas
mutaciones en parC aumentan el ni-
vel de resistencia®’. El estudio gené-
tico de las cepas por PFGE, junto al
estudio epidemiolégico, indic6 una di-
versidad en los patrones encontrados.
Los perfiles P1, P2 y P3, que podrian
ser considerados variaciones subclo-
nales dentro de un mismo genotipo,
sin embargo presentan distintas mu-
taciones en el QRDR. La caracteriza-
ci6n molecular de estos aislamientos
muestra una considerable diversidad
entre las NGRQ aisladas. Estos resul-
tados parecen indicar que el rapido
aumento en la prevalencia de resis-
tencia a fluoroquinolonas en nuestra
area no se debe a la expansiéon endé-
mica de una o dos cepas, sino a la di-
seminacion multiclonal de variantes
resistentes de cepas locales e impor-
tadas. El escaso nimero de casos de
nuestro trabajo limita la extrapola-
cion de los resultados, pero la caracte-
rizaciéon molecular de NGRQ es una
importante herramienta para el estu-
dio de los posibles patrones de disemi-
nacion. La alta prevalencia de gono-
cocos con resistencia a antibi6ticos
constituye un creciente problema sa-

TABLA 1. Sensibilidad y caracterizacion molecular de las cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes a fluoroquinolonas

Patrén CIM (p.g/ml) gyrA parC parC silente
Cepa | ‘pRGE
CIP | PEN | TE Ser 91 (TCC) | Asp95 (GAC) | Asp86 (GAC) | Ser87 (AGT) | Tyr104 (TAT) | Leul31 (CTC)

1 b5 16 0,75 3 Phe (TTC) Gly (GGC) Asn (AAC) Leu (CTG)
2 P6 16 0,5 2 Phe (TTC) Gly (GGC) Arg (CGT) Tyr (TAC) Leu (CTG)
3 P4 > 32 2 4 Phe (TTC) Gly (GGC) Asn (AAC) Leu (CTG)
4 P1 4 0,25 1 Phe (TTC) Ala (GCC) Asn (AAT) Leu (CTG)
5 P1 16 0,38 3 Phe (TTC) Gly (GGC) Asn (AAC) Leu (CTG)
6 P2 8 2 15 Phe (TTC) Gly (GGC) Arg (CGT) Tyr (TAC) Leu (CTG)
7 P4 8 2 1 Phe (TTC) Gly (GGC) Arg (CGT) Tyr (TAC) Leu (CTG)
8 P3 16 1 2 Phe (TTC) Gly (GGC) - Arg (CGT) Tyr (TAC) Leu (CTG)
9-14 — <0,004 0,06-0,5 0,5-1 — - - - - Leu (CTG)

CIM: concentracion inhibitoria minima; CIP: Ciprofloxacino; P1, P2, P3, P4, P5, P6: patrones obtenidos por PFGE tras digestién con Spel;
PEN: penicilina; PFGE: electroforesis en gel de campos pulsantes; TE: tetraciclina.
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