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This kind of vaccinia lesions have good prognosis although

resolution is slow and a scar can persist. Treatment is  usually

symptomatic and the main aim is avoid complications as bacterial

superinfections.
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Uso de isavuconazol en  la meningitis
criptocócica de un  paciente cirrótico

Use of isavuconazole in cryptococcal meningitis
in a cirrhotic patient

La meningoencefalitis criptocócica (MC) es una enfermedad

grave que ocasiona 181.100 muertes anuales en el mundo1.  Las

principales especies causantes son Cryptococcus neoformans y

Cryptococcus gattii. Frecuentemente se  asocia a  infección por el

VIH en situación de inmunodepresión avanzada o a  otro tipo

de inmunodeficiencias (trasplante de órgano sólido, neoplasias

y pacientes en quimioterapia o con fármacos inmunosupreso-

res); sin embargo, hasta el 20%  de los casos ocurren en pacientes

inmunocompetentes donde predominan las variedades C. neofor-

mans grubii y C.  gattii2.  Presentamos un caso autóctono de MC

por C. gattii resistente a  fluconazol con respuesta favorable a

isavuconazol.

Varón de 59 años con antecedente de politoxicomanía, ictus

isquémico con hemiparesia derecha y  cirrosis Child-Pugh B por

virus C con respuesta viral sostenida. Acudió al servicio de Urgen-

cias por inestabilidad en la marcha, sensación de giro de objetos

y fiebre de 3 semanas de evolución. En la exploración destacó

supraversión de la mirada, con fondo de ojo sin edema papilar,

no presentando alteraciones en  el resto de la  exploración física y

neurológica.

Se realizó una TC  craneal sin  hallazgos y  una punción lumbar

(PL) con líquido cefalorraquídeo (LCR) turbio con presión normal

y bioquímica sugestiva de meningitis bacteriana (glucosa 8 mg/dl,

proteínas totales 383,7 mg/dl, leucocitos 8.297 células, 92% poli-

morfonucleares); en la tinción de Gram y en la tinta china se

observaron levaduras compatibles con Cryptococcus spp. (fig. 1),

confirmándose la  detección de ADN para C.  gattii/ neoformans

mediante una técnica molecular basada en  ácidos nucleicos de PCR

múltiple (Biomérieux, FilmArrayTM).  En el cultivo se identificó C.

gattii. Los hemocultivos fueron negativos y el título basal del antí-

geno criptocócico en  LCR (látex) fue >  1/10.000.

La resonancia magnética craneal mostró criptococomas cere-

belosos. Se determinaron subclases de inmunoglobulinas, comple-

mento, poblaciones linfocitarias, serología VIH y se descartaron

neoplasias ocultas. En la TC se  detectó esplenomegalia sin signos

de hipertensión portal.

Figura 1. Estudio directo del LCR del paciente mediante técnica de tinta china en

la  que se observan estructuras levaduriformes con cápsula, algunas de ellas de gran

tamaño (halo o  aureola clara-transparente, con elemento central) sobre el  fondo

oscuro.
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Para el tratamiento de la infección del sistema nervioso cen-

tral (SNC) por C.  gattii se  extrapolaron datos sobre C. neoformans2,

y se optó por iniciar tratamiento, según las recomendaciones de

la OMS3, con anfotericina B liposomal (AmB-L) 10 mg/kg en  dosis

única endovenosa +  flucitosina (5-FC) 100 mg/kg/día oral en 4 dosis

seguidas de fluconazol 1.200 mg vía oral cada 24 h durante 2 sema-

nas.

Pese a este tratamiento, el paciente continuó con disminución

del nivel de consciencia y  persistió el crecimiento del hongo en

los sucesivos cultivos del LCR. Finalmente, se cambió al  esquema

de la IDSA4 con AmB-L 3-4 mg/kg/día y  5-FC. Tras 6 semanas de

tratamiento, la levadura continuó aislándose en el LCR con títulos de

antígeno > 1/10.000, por lo que decidimos asociar un azol al régimen

anterior.

En el Centro Nacional de Microbiología, utilizando el método

de microdilución en  caldo, las CMI  de los diferentes azoles fueron:

fluconazol > 4 �g/ml; voriconazol 2 �g/ml; isavuconazol 1 �g/ml.

La hepatopatía limitaba el uso de voriconazol, por su mejor perfil

hepático y, basándonos en los datos de la  literatura5,  optamos por

isavuconazol i.v. (IVZ) a  200 mg/8 h durante 48 h y  200 mg cada 24 h

como mantenimiento.

Se determinaron, por cromatografía líquida con espectrometría

de masas, niveles valle de isavuconazol tras 6 dosis, tanto en  plasma

como en LCR, siendo de 5 �g/ml y  0,66 �g/ml, respectivamente.

Tras 2 semanas con este régimen (AmB-L/5-FC/IVZ) se negati-

vizaron los cultivos del LCR y  el título del antígeno criptocócico

descendió a 1/4.000 la  primera semana y  a 1/2.000 la segunda, lo

que se asoció con una mejoría neurológica. Completó 6 semanas

con este último esquema.

En España C. gattii se  ha aislado como colonizador en  árboles

del litoral mediterráneo6 y  se  han descrito casos autóctonos en

pacientes sin infección por el VIH7.

En la MC,  tanto en pacientes inmunodeprimidos como en inmu-

nocompetentes, el LCR muestra un recuento de glóbulos blancos

inferior a 50 células/�L con predominio mononuclear, proteinorra-

quia leve y glucosa baja o normal. Por ello, nuestro caso tuvo una

presentación atípica que obligó a  considerar otras etiologías.

El  tratamiento de la infección por Cryptococcus spp. se basa en

el uso de polienos, azoles y  análogos de nucleósidos (pirimidinas)1.

La experiencia clínica con otros azoles distintos al fluconazol es

limitada. Se debe considerar una posible resistencia a  los antifún-

gicos cuando no se  consigue negativizar los cultivos de LCR. Para los

aislados no identificados como C.  neoformans,  el CLSI define como

punto de corte para fluconazol 16 �g/ml, clasificando como feno-

tipo no salvaje o con posibles mecanismos de resistencia las cepas

con CMI  > 16 �g/ml. Para C.  gattii el EUCAST no ha propuesto puntos

de corte para fluconazol, pero sí que los establece para anfotericina

B (0,5 �g/ml) y posaconazol (1 �g/ml)8.  En nuestro caso optamos

por isavuconazol, frente a voriconazol o posaconazol, por su menor

perfil de interacciones, menor toxicidad hepatorrenal y buena difu-

sión al SNC9. Existen ensayos que apoyan la eficacia de isavuconazol

con una dosis de carga de 200 mg/8 h durante 2 días, seguido de

200 mg diarios como mantenimiento para la enfermedad pulmo-

nar y meníngea10. Kohno et al. obtuvieron una tasa de respuesta

con isavuconazol de hasta el 90%5.  En nuestro caso, si bien la con-

centración plasmática de isavuconazol supera la CMI, en LCR fue

inferior a la  esperada y  a  la CMI  de la levadura, lo que sugiere que

la respuesta se debió a la combinación de antifúngicos.

Isavuconazol podría ser un azol seguro y  eficaz como parte del

esquema de tratamiento para la criptococosis cuando no fuera posi-

ble utilizar fluconazol o voriconazol.
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Usefulness of decentralized sequencing
networks on antimicrobial resistance
surveillance

Utilidad de las redes de secuenciación descentralizadas en la
vigilancia de la resistencia antibiótica

The increase of bacterial antimicrobial resistance is  one of the

biggest challenges to modern medicine, being associated with

almost five million deaths and 1.2 million attributable deaths in

2019.1 One of the key lessons learned from SARS-CoV-2 or mpox is

that highly interconnected world that we live in, allows the rapid

spread of new variants and diseases to almost every continent.2

Therefore, even if carbapenemase producing Enterobacteriaceae

(CPE) are not prevalent at a  certain location currently this may

change due to the introduction of a new CPE clone rapidly.3

Moreover, in recent years health systems are getting increasin-

gly complicated with more intricate relationship between different

hospitals and health-centres. Consequently, the introduction of clo-

nal CPE may  no longer be a local problem and represent a  regional

problem, causing a multihospital outbreak.4,5

To tackle this problem, the characterization of CPE is  needed

to recognize the appearance of regional outbreaks. Until now the

most common strategy has been to develop hierarchical networks

with core laboratories that  conducted most of the molecular cha-

racterization of CPE at regional or  national level. However, the

appearance of new sequencing platforms such as Oxford Nanopore

(ONT) sequencers coupled with the flongle flowcells6 represent the

perfect opportunity to  develop new nodal networks. In this case,

instead a central laboratory performing all analysis, each labora-

tory of the network can produce their own sequences that can be

later shared between them.

In our area the most common CPE are Klebsiella pneumoniae

and Escherichia coli.7 However, other less common CPE such as

Citrobacter freundii group have also been described.8 Therefore, the

simultaneous first isolation of two carbapenem resistant C. freun-

dii isolates on different hospitals in  the same region raised many

alarms.

The isolates were identified as C. freundii with the MALDI Bioty-

per MBT  smart system (Bruker Daltonics, Germany). The antibiotic

susceptibility was conducted with the Phoenix BD system (Bec-

ton Dickinson, USA) or the MicroScan Walkaway system (Beckman

Coulter, USA). Both strains were carbapenem resistant and tes-

ted positive for New-Dehli-metalobetalactamase (NDM) with the

CARBA-5 assay (NG Biotech, France). After swift coordination bet-

ween both microbiology laboratories both were selected for a more

thorough analysis by whole genome sequencing (WGS).

The DNA extraction was conducted with the MagNA Pure Bac-

teria 2.0 Protocol (Roche, Switzerland) and DNA concentration was

quantified using the Qubit4 fluorometer (Thermo-Fisher Scientific,

USA), while quality assessment was performed using the Nano-

Drop One spectrophotometer (Thermo-Fisher Scientific, USA). The

library was prepared with 400 ng of DNA following the ONT proto-

col for flongles and loaded on a FLO-MIN106 flongle (ONT, United

Kingdom). This approach to the library synthesis requires a  hands-

on time of around half an hour. Genome assembly was  performed

using flye9 and medaka.

One isolate belonged to the ST22 and harboured a blaNDM-5 and  a

IncX3 incompatibility complex on the same contig, while the other

isolate was an ST18 with a blaNDM-1 and a  IncR on the same contig,

thus ruling out the hypothesis of an interhospitalary outbreak.

To the conclusion of this study no new blaNDM-producing Ente-

robacteriaceae has been isolated in  any of both hospitals besides

an ST214 Klebsiella grimonti with a  blaNDM-5 and a IncX3 isola-

ted from a  rectal swab of the first patient. Therefore, even if  no

specific plasmid analysis was conducted these findings highlight

the possibility of these worrying resistant genes on transmissible

elements.

All in  all, we think that this is  a  good example of a good coope-

ration between nearby centres and where the current state of  the

sequencing technologies at clinical microbiology laboratories. Such

strategies will not undermine the role of said central laboratories

as they will keep a  vital role in the establishment of laboratory net-

works capable of performing WGS, coordinating the efforts of  the

network and advising nodal laboratories. Meanwhile, this approach

enables a  swift response as performing this analysis on a  local base

enables the nodal centres to take the necessary measures more

quickly. Moreover, in our  opinion this will improve the engage-

ment of nodal laboratories in  the efforts of AMR  surveillance, and

we firmly believe that the WGS  no longer is a technology reserved

for central reference laboratories but rather an important diagnos-

tic that should be considered in almost every clinical microbiology

laboratory.
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