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Bacteriemia por Bordetella holmesii en una niiia con anemia
de células falciformes

Bordetella holmesii bacteremia in a child with sickle cell disease
Sr. Editor:

En la anemia falciforme se produce hipoesplenismo funcional,
por lo que es caracteristico el aumento de susceptibilidad a ciertos
patégenos bacterianos como Streptococcus pneumoniae, Haemop-
hilus influenzae, Neisseria meningitidis, Salmonella spp, etc!. Las
medidas preventivas tales como la administraciéon profilactica de
penicilina y las vacunaciones, han contribuido a reducir las infeccio-
nes causadas por algunos de estos microorganismos2. Sin embargo,
algunos otros microorganismos como por ejemplo Bordetella
holmesii (B. holmesii) han emergido en estos dltimos afios.

Nifa de 6 afios diagnosticada de anemia de células falciformes
a los dos meses y medio de edad, en tratamiento con acido félico
y en profilaxis antibi6tica con penicilina oral, correctamente vacu-
nada. La nifia fue trasladada al Servicio de Urgencias por presentar
fiebre de 36 horas de evolucién (maxima: 39,9°C) que cedia par-
cialmente con antitérmicos, acompanado de sintomas catarrales
y leves mialgias. En la exploracién fisica no se hallaron alteracio-
nes significativas y la analitica mostré leucocitosis (14,8 x 103/l
con 68,3% neutroéfilos) y aumento de reactantes de fase aguda (pro-
teina C reactiva de 4,90 mg/dl). Se extrajeron hemocultivos (x2)y
se inici6 tratamiento antibiético empirico con cefotaxima 150 iv
mg/kg/dia.

Los hemocultivos fueron incubados en el sistema BacT/ALERT®
3D (bioMerieux®). A las 72 horas de incubacién se detect6 cre-
cimiento y se observaron bacilos gram-negativos. Se realizaron
subcultivos, necesitando 48 horas de incubacién a 37 °C para poder
visualizar colonias pequefias y brillantes en agar sangre, choco-
late y MacConkey. La actividad catalasa era débil y la oxidasa
negativa. Los sistemas de identificacion comerciales disponibles
(Wider® [Francisco Soria Melguizo], API NE® y Vitek 2® [bioMé-
rieux]) no lograron identificar el microorganismo. La sensibilidad
a los antimicrobianos se ensayé mediante E-test en placas de agar
Mueller-Hinton y una incubacién de 48-72 horas. Las CMIs fueron:
penicilina 16 p.g/ml, ampicilina 1,5 p.g/ml, amoxicilina-clavulanico
0,38 wg/ml, cefotaxima 8 pg/ml, ceftazidima 0,094 pg/ml, cefe-
pime 0,38 pg/ml, imipenem 0,38 wg/ml, meropenem 0,012 pg/ml,
ciprofloxacino 0,19 p.g/ml, eritromicina 0,38 pg/ml, gentamicina
0,25 pg/ml, y trimetoprim-sulfametoxazol 0,50 pg/ml. El panel del
sistema Wider mostré crecimiento en el control positivo a las
48 horas, y la sensibilidad antimicrobiana de los 3-lactamicos fue:
amoxicilina < 4 pg/ml, amoxicilina-clavulanico < 4/2 pg/ml, cefo-
taxima > 8 pg/ml, ceftazidima < 1 pg/ml, y cefepime < 1 pg/ml.
Finalmente, se realiz6 PCR-secuenciacién del gen 16S ARNr. La

comparacién de la secuencia obtenida con las depositadas en el
GenBank mostré un 100% de homologia con B. holmesii (nimero
de acceso GenBank: DQ409136.1). Durante su ingreso la paciente
evolucioné favorablemente a pesar de la resistencia in vitro a cefo-
taxima, cediendo la fiebre en las primeras 24-48 horas. Se decidi6
el alta hospitalaria 7 dias después del ingreso, completindose el
tratamiento antibiético con amoxicilina-clavulanico 80 mg/kg/dia
por via oral durante 8 dias.

B. holmesii fue aislada por primera vez en un varén esplenec-
tomizado en 1983. Designado inicialmente como CDC non-oxidizer
group NO2; finalmente fue reclasificado como B. holmesiien 1995.Es
un cocobacilo gram-negativo, pleomérfico, aerobio estricto, de cre-
cimiento lento, catalasa variable, inmévil, asacarolitico, no reduce
los nitratos, indol negativo, citrato y acido sulfhidrico negativos3.
Puede ser distinguido de Bordetella pertussis (B. pertussis),
Bordetella bronchiseptica y Bordetella avium por la pérdida de acti-
vidad oxidasa y por la produccién de un pigmento marrén-verdoso
después de 48 horas de incubacién, mientras que el test de ureasa
de Christensen la diferenciaria de B. pertussis3. Los medios de
cultivo y de transporte para Bordetella que llevan Charcoal agar
con cefalexina (Bordet-Gengou, Regan-Lowe) parece que tienen
un efecto inhibitorio sobre B. holmesii, lo que podria explicar que
en muchos laboratorios no se haya aislado este microorganismo
en muestras respiratorias sembradas para Bordetella. Algunos fac-
tores predisponentes descritos de infeccién por B. holmesii son
asplenia (anatémica o funcional), enfermedad pulmonar obstruc-
tiva crénica, insuficiencia renal crénica, sida, y artritis reumatoide?.
Este microorganismo ha sido descrito como causa de bacteriemias,
endocarditis, celulitis, artritis séptica, pielonefritis y neumonias*-8.
La mayoria de los pacientes suele presentar una buena evolu-
cién clinica, siendo excepcional las muertes producidas por este
patégeno?. En cuanto al modo de transmision, es desconocido,
aunque se han propuesto los animales domésticos como posibles
reservorios®’. Por otra parte, en cuanto a la sensibilidad a los anti-
microbianos no existen puntos de corte estandarizados, pero la
observaciéon de una CMI elevada de cefotaxima y CMIs mas bajas
para el resto de [3-lactamicos fueron concordantes con los resul-
tados de Shepard et al*. Estos autores estudiaron la sensibilidad
in vitro de 25 aislamientos de B. holmesii que presentaban CMIs
elevadas para las cefalosporinas de tercera generacion (CMlgg >
8 pg/ml). Sin embargo, las CMIgg para ampicilina y cefepime fueron
de 4 y 2 pg/ml, respectivamente?. Aunque se desconoce el posi-
ble mecanismo de resistencia de B. holmesii, un articulo reciente
sobre mecanismos de resistencia a 3-lactamicos de B. bronchisep-
tica, en particular a cefalosporinas de tercera generacion, sefialaba
que la combinacién de varios mecanismos incluyendo la expresién
de unanueva 3-lactamasa (BOR-1) podrian ser responsables de este
fenotipo de resistencia®. Un aspecto a tener en cuenta cuando se
realiza diagnéstico molecular de tos ferina utilizando como diana
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la region 1S481, son las reacciones cruzadas con B. holmesii debido
a la presencia de esta secuencia de insercién en el genoma de esta
bacterial®. En conclusién, B. holmesii es un verdadero patégeno
humano a tener en cuenta en aquellos pacientes que tienen como
factor de riesgo la asplenia.
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Prevalence of high risk genotypes of human papillomavirus in
anal samples from men who have sex with men with abnormal
cytology in Madrid

Prevalencia de genotipos de alto riesgo del virus del papiloma
humano en muestras anales de hombres que tienen sexo
con hombres con citologia alterada en Madrid

Dear Editor:

The incidence of anal cancer has increased in frequency in these
recent years, mainly in risk groups such as men who have sex with
men (MSM), HIV-infected patients, immunocompromised men and
women, and patients with a history of cervical cancer.! Much data
have been published to conclude that anal cancer is continuously
increasing in HIV-positive MSM despite the use of highly active
antiretroviral therapy (HAART) probably because of the longer life
expectancy.? Infection with high risk genotypes of human papillo-
mavirus (HR-HPV) is a major risk factor for development of anal
cancer.? In men, 80-85% of anal cancers worldwide are associa-
ted with HPV infection.* HR-HPV include 12 genotypes (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) and probably HR-HPV include 6
other genotypes (26, 53, 66, 68, 73, 82).% Screening of anal cancer is
based on collecting cells for anal cytology followed by a colposcopic
examination of the anus and distal rectum (high-resolution anos-
copy) for those patients with abnormal cytological results. Early
diagnosis and treatment of precancerous anal lesions should
decrease the incidence of anal cancer in the same way as the inci-
dence of cervical cancer has been reduced through screening to
diagnose and treat severe cervical lesions.

The aim of this study was to determine the prevalence and dis-
tribution of HR-HPV in anal samples from MSM with abnormal
cytology, as well as the frequency of cytological lesions and its asso-
ciation with the human immunodeficiency virus (HIV) infection.

A total of 100 MSM who attended the Sexual Transmitted
Disease Unit of the Ramén y Cajal Hospital were studied from June
2009 to October 2010. Anal samples were collected with cervical
brushes (Cervix-Brush®) and stored in PreservCyt® medium. Cyto-
logical analyses were performed using the Bethesda classification®
and HPV genotypes were detected by PCR (Linear Array®, Roche

Diagnostics, Mannheim, Germany). Statistical analysis were per-
formed with SAS (S.A.S. Institute Inc., Cary, NC).

The mean age of the patients was 35.3 years (range: 17-
65 years), 47 (47%) of them were HIV positive. Cytological lesions
were only detected in 46 anal samples from 43 patients, and were
as follows: 8.7% Atypical Squamous Cell Unknown Significance
(ASCUS), 69.5% Low Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL), 8.7%
Indeterminate Squamous Intraepithelial Lesion (ISIL) and 13.1%
High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL). HIV positive
patients had 74% of LSIL and 11% of HSIL versus 63% and 15.7%,
respectively in the non HIV-infected ones (P>.5). Negative results
for HPV were observed in 4 samples with cytological lesions (3
LSIL and 1 ASCUS). Of the HPV positive samples, 93% showed a
mixed co-infection (from 2 to 11 genotypes), the coexistence of
three or more different genotypes in the same sample (19%) being
most frequently observed. In the overall analysis (Table 1), HPV-51
was the most frequent genotype detected (30%), followed by HPV-
31 and HPV-66 (both 26%), and finally genotypes HPV-16 and 18
were found in 24% and 13%, respectively. HR-HPV was detected in
80.4% of anal samples (68.4% in HIV negative versus 88.8% in HIV
positive, P=0.08). The most frequent HR-HPV in HIV negative and
HIV positive patients was HPV-31 and HPV-51 respectively. Both
HR-HPV-16 and 31 were the most prevalent genotypes in patients
with LSIL, whereas in the group of HSIL these were represented by
HPV-51 and HPV-58.

We conclude, that in our study the most prevalent HPV genotype
in anal samples of MSM men that presented an abnormal cyto-
logy was HPV-51 (almost all in samples from HIV positive patients),
followed by HPV-31 and HPV-66. Interestingly, genotypes 16 and
18 were not the most prevalent in anal samples as opposed to cer-
vical samples in our country’ and several areas of the world.* None
of the patients included in the study had been vaccinated. Infec-
tions with multiple genotypes are common. The mean number of
genotypes detected in each anal sample in our study is similar to
other published studies using the same assay.? Only in 7% of the
patients was there a unique genotype present. There is no dif-
ference in the frequency of LSIL, HSIL and HR-HPV between HIV
negative and positive patients. Thus, we could not demonstrate that
HIV infection is associated with the presence of HSIL as stated by
other authors.? This can be explained because the immunological
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