Cartas cientificas / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2011;29(10):778-786 783

neuropatico. También la ausencia de afectacion adenopética que
suele ser la norma en la lepra por la destrucciéon de linfaticos por la
micobacteriosis. Absolutamente atipico fue la existencia de dolor
en relacién con el desarrollo de sobreinfeccién de la masa tumo-
ral necrotizada, y para la cual no encontramos explicacién salvo
la preservacién de alguna raiz nerviosa por la infeccién leproma-
tosa inicial. Es conveniente conocer esta entidad y plantearla en
portadores de tlceras por lepra cuando existe proliferacién tisu-
lar. No debe confundirse con la aparicién de tejido de granulacién
durante la curacién local de una tdlcera neuropdtica residual, como
en nuestro caso. Como ya ha sido comentado, en las raras oca-
siones de crecimiento agudo con afectacién adenopética, puede
también confundirse con una lepra activa®. Finalmente, la UdM en
pacientes con lepra puede confundirse con un eritema necrotizante
o fenémeno de Lucio, forma de reaccién leprosa aguda por com-
plejos inmunes, usualmente en pacientes con lepra lepromatosa
difusa y que es una vasculitis severa con afectacién de la vascula-
tura superficial y profunda de la piel?. El caso presentado indica una
vez mas las negativas consecuencias del retraso diagnéstico, puesto
que en las primeras fases de la UdM la exéresis local con bordes
de 1 cm suele ser suficiente!©.
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Insuficiencia respiratoria aguda grave en paciente infectado
por VIH originario de Panama

Severe acute respiratory failure in an HIV-infected patient from
Panama

Sr. Editor:

La mayoria de las micosis diagnosticadas en Espafia estan pro-
ducidas por hongos existentes en este pais; el resto tienen como
agente causal hongos endémicos de otras regiones del mundo!2.
La histoplasmosis se debe a la infeccién por 2 variedades de Histo-
plasma capsulatum: H. capsulatum var. capsulatum y H. capsulatum
var. duboisii. La primera variedad causa infecciones pulmonares y
diseminadas en la mitad oriental de Estados Unidos y la mayor
parte de Latinoamérica, mientras que la segunda produce prin-
cipalmente lesiones cutaneas y 6seas, y se localiza en las zonas
tropicales de Africa3. La incidencia de histoplasmosis en zonas no
endémicas estd aumentando debido al incremento de los viajes
internacionales y de la inmigracién?. La presentacion clinica de
la histoplasmosis producida por H. capsulatum var. capsulatum
depende de la intensidad de la exposicién y del estado inmu-
nolégico del organismo anfitrién*>, aunque practicamente todas
las formas de presentacién de esta enfermedad pueden recordar
a la tuberculosis®’. Las formas diseminadas agudas se presentan
con un sindrome febril, astenia, manifestaciones cutaneomucosas
e infiltrados pulmonares. Pueden observarse hepatomegalia, esple-
nomegalia y adenomegalia. Una pequefia proporcién de pacientes
presentan un estado de shock séptico con elevada mortalidad!-34,
Las formas diseminadas agudas de la enfermedad resultan o bien
por una infeccién aguda o bien por la reactivacién de la infeccién
latente y son mucho mas graves en los pacientes con sida.

Describimos a continuacién el caso de un paciente varén de
31 afios, natural de Panam4, diagnosticado de VIH en 2002, sin
tratamiento antirretroviral activo. Desde febrero de 2010 consulté
en varias ocasiones en su centro de atencioén primaria por un cua-
dro de fiebre intermitente de hasta 39°C, sudoracién vespertina
y pérdida de peso, ocultando su condicién de infectado por el
VIH. Se orienté como fiebre de origen desconocido y se derivé
al hospital de dia de la unidad de enfermedades infecciosas, al
que nunca acudié. En abril de 2010 realiz6 un viaje a Panamd, donde
consulté por cuadro de fiebre y disnea. Se le diagnosticé posible
tuberculosis pulmonar por la imagen radiografica sin que se rea-
lizaran pruebas o se instaurara tratamiento (fig. 1). A las 48 h de
esta consulta regres6 a Barcelona (9/4/2010) acudiendo a nuestro
centro directamente desde el aeropuerto. Se solicitaron muestras
de sangre para estudio citolégico y microbiolégico. Analiticamente
destacaba pancitopenia (Hb de 7 g/dl, plaquetas de 120 x 10%/], leu-
cocitosde 1,3x 102/1)y unos valores de procalcitonina de 44,5 mg/dl
y PCR de 38mg/dl. Se instauré cobertura antibiética empirica
con rifampicina iv. 300 mg/24h, isoniacida i.v. 1.000mg/24h,
etambutol i.v. 1.200 mg/48 h, piracinamida 1.000 mg/24 h, ceftria-
xona 1g/24h, levofloxacino i.v. 250 mg/48 h y cotrimoxazol i.v.
800mg/8h, afiadiéndose fluconazol i.v. 200 mg/24h por candi-
diasis orofaringea. El paciente desarrollé dentro de las primeras
72 h de ingreso fracaso multiorganico por lo que requirié intu-
bacién orotraquial, ventilacién mecanica, hemodialisis y soporte
con farmacos vasoactivos por inestabilidad hemodindmica. E1 10 de
abril se realiz6 fibrobroncoscopia, enviandose muestras de lavado
broncoalveolar al laboratorio de Microbiologia. En el examen de
frotis de sangre periférica tefiida con Giemsa se apreciaron formas
levaduriformes intracelulares compatibles con H. capsulatum, por lo
que se instauré tratamiento con anfotericina B liposomal en dosis
de 4 mg/kg/dia. Se envié muestra respiratoria al Centro Nacional de
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Figura 1. Patrén miliar en la radiografia de térax aportada al ingreso.

Microbiologia donde confirmaron el diagnéstico de H. captulatum
mediante PCR. Tras 10 dias de incubacién de los hemocultivos en el
sistema automatizado Bact/ALERT 3D® (Biomérieux)®, se detectd
crecimiento y se realizé una resiembra en agar Sabouraud donde se
observé crecimiento de un hongo filamentoso alos 7 dias de incuba-
cién a 30°C. No se observé ningln crecimiento micobacteriano en
ninguna de las muestras enviadas. El paciente present6 una evolu-
cién térpida, con persistencia de la fiebre, empeoramiento analitico
e insuficiencia hepdtica y renal. Se decidi6 mantener cobertura
para probable tuberculosis miliar ajustando a funcién hepatica y
renal dejando estreptomicina i.m. 1.000 mg/96 h, etambutol i.v.
1.200mg/48 h y levofloxacino i.v. 250 mg/48 h. El 14 de abril se
realizé estudio inmunolégico de VIH detectindose 94 CD4/ul y
una carga viral de 303.168 copias/ml. Se consideré no tributario
de tratamiento antirretroviral por la insuficiencia hepatica y renal.
El 27 de abril se realizé un aspirado de médula 6sea que tefiida
con Giemsa mostré abundantes levaduras intracelulares (fig. 2). El
paciente presentd un empeoramiento progresivo clinicoy analitico,
con fallo multiorganico, y muri6 el dia 29 de abril.

El diagnéstico de laboratorio de la histoplasmosis se basa en
diferentes procedimientos microbiolégicos. El cultivo de mues-
tras respiratorias, médula 6sea o sangre debe incubarse a 25-30°C
durante 4-6 semanas. Las colonias que se originan son de aspecto
algodonoso y la conversién a levadura puede ser dificil. La serologia
es muy util en los casos subagudos y crénicos pero tiene limita-
ciones (requiere de 2 a 6 semanas para producir anticuerpos, es
menos sensible en pacientes inmunodeprimidos, no siempre indica
una infeccién actual y se pueden dar reacciones cruzadas con otras
micosis endémicas). La tincién histopatolégica tefiida con Giemsa
demostrando levaduras intracelulares es también til para la con-
firmacién. La deteccion de antigeno por enzimoinmunoanalisis en
sangre, orina, LCR o lavado broncoalveolar en los pacientes con
inmunodepresién grave proporciona un método rapido de diagnés-
tico de histoplasmosis diseminada o aguda. Existe la prueba cutanea
con histoplasmina, aunque no es (til para el diagnéstico de la his-
toplasmosis, ya que puede detectar exposicién previa al hongo, se
vuelve positiva a las 2-4 semanas de la exposicién y puede ser nega-
tiva en la mitad de las infecciones diseminadas. Las técnicas para
la deteccion de acidos nucleicos flingicos estan muy desarrolladas,
pero falta el paso de estandarizacién que permita su comercializa-
cién y, por tanto, validacién en los laboratorios. El gran interés de
estas técnicas radica en su gran sensibilidad®?®.

Aunque en nuestro medio es una enfermedad poco frecuente,
la histoplasmosis deberia incluirse en el diagndstico diferencial de

Figura 2. Abundantes levaduras de intracelulares en aspirado de médula ésea
teflido con Giemsa.

enfermedades que afecten a viajeros e inmigrantes procedentes
de zonas endémicas. Ademads, los clinicos deben estar alerta para
diferenciarla de la tuberculosis, ya que es una enfermedad pre-
valente también en inmigrantes y pacientes con VIH y produce
unas manifestaciones clinicas similares. En paises endémicos, el
2-5% de los pacientes con sida presentan histoplasmosis. A pesar de
que la mayoria de las infecciones que produce son asintomaticas,
también pueden darse formas diseminadas letales especialmente
en pacientes inmunodeprimidos, por lo que los clinicos de zonas
no endémicas deberian poner especial atencién a la hora de reco-
ger la historia clinica, preguntando por areas visitadas, contacto
con pajaros o murciélagos u otras actividades de riesgo. Aunque la
profilaxis primaria usando 200 mg/dia de itraconazol no ha demos-
trado beneficio en la supervivencia, previene la histoplasmosis en
pacientes con infeccién por el VIH y recuento de linfocitos T CD4+
< 150 cél./mm3, y esta recomendada en pacientes con infeccién
por VIH que viven en regiones con altas tasas de histoplasmosis.
En Espafia podria plantearse en inmigrantes infectados por el VIH
originarios de paises endémicos. Ante un caso similar, y siempre
teniendo en cuenta las posibles interacciones con otros farmacos,
se podria plantear recomendar el tratamiento empirico con itraco-
nazol o anfotericina B.
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Detection of phylogenetic group B1 Escherichia coli by
multiplex PCR: Description of a new amplification pattern

Deteccion del grupo filogenético B1 en E. coli por PCR miiltiple:
descripcion de un nuevo patrén de amplificacion

Dear Editor:

Phylogenetic analysis of Escherichia coli isolates has enabled five
major groups into this species to be identified, namely A, B1, B2, D
and E. Human isolates of groups B2 and D are often involved in
extra-intestinal infections, while those of groups A and B1 are fre-
quently associated with commensal microbiota.2 Characterisation
of phylogenetic groups is of clinical interest. Typically, isolates of
groups B2 and D had been reported to frequently have an increased
number of virulence factors and decreased rates of antimicrobial
resistance than those of group A or B1,'~4 although more recent
studies indicate that some particular clones of phylogenetic group
B2 (ST131)or D (ST405) express a multi-resistant phenotype.> Phy-
logenetic groups were initially recognised by multilocus enzyme
electrophoresis,® a rather complex and time-consuming approach.
In 2000, Clermont et al.” described a simple approach based on a
triplex PCR detecting the genes chuA and yjaA and the DNA frag-
ment TSPE4.C2. This method assigns the phylogenetic group in
approximately 80% of the cases. We have used this triplex PCR to
define the phylogenetic group of clonally unrelated (as defined by
Rep-PCR) multi-resistant clinical isolates of E. coli (manuscript in
preparation). In all, 100 E. coli producing extended-spectrum beta-
lactamases (ESBL) and 100 isolates lacking ESBL and resistant to at
least three of the antimicrobial agents: amoxicillin, nalidixic acid,
cotrimoxazole and either or both gentamicin and tobramycin were
evaluated. PCR was performed using primers and conditions descri-
bed previously’ using a 2720 Thermal Cycle (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

Fifty out of the 200 (25%) isolates [38 (76%) ESBL produ-
cers and 12 (24%) ESBL non-producers] showed an amplification
pattern compatible with group B1, but in 42 (84%) isolates [31
(74%) ESBL producers and 11 (26%) ESBL non-producers] an extra
band of approximately 550bp was also observed (Fig. 1A). This
band was not present in the control strains EcoR32 (B1), ECORS218
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(B2), EcoR16 (A) and EcoR39 (D). The experiment was repeated
on two different occasions in different days using two different
methodologies: in the first one, we used a short program with an
annealing temperature (T,) of 59°C, and in the second one, we
used a longer program with a Ty, of 55°C (both of them descri-
bed by Clermont et al.”). The same results were obtained in the
two assays. We are not aware of the description of this finding in
previous reports related to phylogenetic group characterisation on
E. coli.

In order to characterise the nature of the observed extra band,
single PCR assays were performed using primers TspE4C2.1 and
TspE4C2.2 and the extra band was not observed. New single PCR
assays with all other possible primer combinations were also tested
in one representative isolate (Fig. 1B).

The extra ca. 550 bp band was only observed when the primer
pair chuA1l and TspE4C2.1 was used. Sequencing of the corres-
ponding amplicon resulted in a 528 bp sequence 100% homologue
with a lipase (acetyl-hydrolase) found in the pathogenic strains of
E. coli belonging to phylogenetic group B1 [E. coli 0111:H- (Gen-
bank access number AP010960.1), E. coli 0103:H2 (AP010958.1),
E. coli 026:H11 (AP010953.1), E. coli IAI1 (CU928160.2), E. coli
55989 (CU928160.2), E. coli SE11 (AP009240.1) and E. coli E24377A
(CP000800.1)]. In conclusion, we have documented that most iso-
lates of E. coli of the phylogenetic group B1, the conventional triplex
PCR assay may result in the amplification of a fragment of a gene
coding for an acetyl-hydrolase. We suggest that this extra band
could be used to characterise a new subgroup of phylogenetic group
B1 (B1a), but additional studies should be done in order to eva-
luate the correlation of the possible subgroups with other typing
methodologies such as MLST or PFGE.
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Fig. 1. (A) Results of the triplex PCR for phylogenetic group B1 of E. coli showing (arrow) the extra 550 bp band. (B) PCR assays with all other possible primer combinations for
representative isolate belonging to phylogenetic group B1; (a) chuA1l/yjaAl; (b) chuA1/tspE4C.1; (c) chuA1/chuA2; (d) chuAl/yjaA2; (e) chuAl/tspE4C.2; (f) yjaAl/tspE4C.1;
(g) yjaAl/chuA2; (h) yjaAl/yjaA2; (i) yjaAl/tspE4C.2; (j) tspE4C.1/chuA2; (k) tspE4C.1/yjaA2; (1) tspE4C.1/tspE4C.2. M:100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Barcelona, Spain).
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