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INFECCION POR HANTAVIRUS Y ARENAVIRUS
EN ROEDORES SALVAJES DE LA PROVINCIA

DE SORIA

J. Ledesma'", M. Delgadillo', M. Pérez!, J. Rochal,

L. Lled6", M.P. Sanchez-Seco?, C. Domingo?, G. Fedele?,
J.L. Serrano?, J.J. Chamorro!, M.A. Gonzalez!, J. Medina!,
J.V. Saz" y M.I. Gegtindez'

!Dpto Microbiologia y Parasitologia, Universidad de Alcald.
2Laboratorio de Arbovirus y Enfermedades Viricas Importadas,
CNM, ISCIIL. 3Servicio Territorial de Sanidad y Bienestar Social
de Soria. "Red de Investigacién en Enfermedades Viricas
Transmitidas por Artrépodos y Roedores (EVITAR).

Introduccion: Hantavirus y arenavirus son virus que tie-
nen a los roedores como reservorios fundamentales. Su
transmision es generalmente por via aérea y estan involu-
crados en sindromes de diferente severidad en humanos. El
objetivo de este trabajo es investigar la circulacién de estos
virus en roedores de Soria.

Materiales y métodos: Durante los anos 2003 y 2004, se
capturaron 167 micromamiferos en la regién de Soria, de
los cuales se tomaron muestras de pulmén, rinén, bazo y
suero. Los sueros se analizaron mediante inmunofluores-
cencia indirecta (IFI) usdndose com antigeno células Vero
E6 infectadas con los virus Puumala (PUUV), Seoul (SE-
OV) y por el virus de la linfocoriomeningitis (LCMV). Se
empleé como conjugado suero de conejo anti-IgG de raton.
Ademads y para hantavirus, los sueros positivos fueron es-
tudiados por western blot (WB) utilizando proteinas recom-
binantes de PUUV y SEOV, y como conjugado suero de co-
nejo anti-IgG de ratén marcado con peroxidasa. Los tejidos,
tras su homogenizacién y extraccién del RNA, fueron ana-
lizados mediante una RT-Nested PCR, usando cebadores
génericos disefiados en regiones conservadas del segmento
S de cada virus.

Resultados: Se detectaron 28 sueros positivos por IFI para
hantavirus, de los cuales se confirmaron por WB 16 casos, lo
cual indicaba una seroprevalencia del 9,58%. Los sueros per-
tenecian a roedores de las especies Apodemus sylvaticus,
Clethrionomys glareolus y Mus spretus. El estudio para are-
navirus reflej6 9 casos positivos por IFI, correspondiendo con
una seroprevalencia del 5,39%. Los sueros procedian de roe-
dores de las especies A. sylvaticus. Los ejemplares seroposi-
tivos para ambos virus se localizaron tanto por entornos na-
turales de recreo como por zonas habitadas. El estudio mole-
cular no mostré ningtn tipo de amplificacién para ninguno
de los dos virus.

Conclusiones: Los resultados ofrecen evidencias serolégi-
cas de la circulacién de hantavirus y arenavirus en varias
especies de roedores de Soria. La presencia de anticuerpos
especificos frente a hantavirus en Mus spretus, roedor de
distribucion practicamente restringida a la Peninsula Ibé-
rica, sugiere la posibilidad de hantavirus autéctonos. Es la
primera vez en nuestro pais que se detectan anticuerpos
frente a LCMV en roedores de la especie Apodemus sylva-
ticus.
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DETECCION DE ARENAVIRUS RELACIONADOS CON
EL VIRUS DE LA LINFOCORIOMENINGITIS (LCMYV)
EN ROEDORES DE ANDALUCIA

J. Ledesma', F. Carro*, G. Fedele®’, M.P. Sanchez-Seco™,

L. Alvaro!, D. Pérez-Aranda?, L. Lled6", E. Varela?,

M. Delgadillo!, A. Negredo?, R.C. Soriguer?’, B. Regueiro?’,

J. Garcia®, J.V. Saz"", A. Tenorio®" y M.I. Gegtindez'*

!Dpto Microbiologia y Parasitologia, Universidad de Alcald.
2Estacién Bioldgica de Doriana, CSIC. *Laboratorio de Arbovirus
y Enfermedades Viricas Importadas, CNM, ISCIII. “Complexo
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela.
5Complexo Hospitalario de Ourense. "Red de Investigacion en
Enfermedades Viricas Transmitidas por Artrépodos y Roedores
(EVITAR).

Introduccién: El virus de la linfocoriomeningitis (LCMV),
perteneciente a la familia Arenaviridae, tiene como reservo-
rio principal al roedor Mus musculus. Puede transmitirse a
humanos por aerosoles producidos a partir de excretas de ro-
edores infectados y por via congénita, pudiendo producir tan-
to cuadros neurolégicos como abortos y malformaciones con-
génitas. Con este estudio se intenta investigar la infeccion
por LCMV en roedores de diferentes zonas de Andalucia.
Materiales y métodos: Entre los afios 2003 y 2004, se rea-
lizaron muestreos de micromamiferos en 5 provincias anda-
luzas, tomandose muestras de pulmén y suero de los roedo-
res capturados. Los sueros fueron analizados mediante in-
munofluorescencia indirecta (IFI), para lo cual se emplearon
células Vero E6 infectadas con LCMV (Armstrong). Como
conjugado se utilizé suero de conejo anti-IgG de ratén. Los
érganos, tras su homogenizacién y extracciéon del RNA viral,
se estudiaron mediante RT-Nested PCR, empledndose para
el caso cebadores genéricos disenados a partir de regiones
conservadas del segmento pequefio (S) de distintos arenavi-
rus. Todo producto de amplificacién detectado fue secuencia-
do para su identificacién.

Resultados: Se capturaron un total de 64 ejemplares, per-
tenecientes a 7 especies diferentes de roedores. Para el estu-
dio seroldgico, se conto6 con 41 sueros, de los cuales 8 de ellos
resultaron positivos (seroprevalencia del 19,51%). Los titulos
oscilaron entre 1/16 y 1/1024. Todos los casos seropositivos
se detectaron en sueros de roedores de la falimia Muridae.
La deteccion genoémica fue positiva en 4 de los 64 pulmones
analizados. Una vez secuenciados los cuatro segmentos am-
plificados, se identificaron como un virus correlacionado con
LCMV. Tres de las muestras procedian de roedores de las es-
pecies A. sylvaticus capturados en Cadiz, Granada y Cérdo-
ba, mientras que la cuarta muestra pertenecia a un ejemplar
de Rattus norvegicus, apresado en Huelva.

Conclusiones: La detecciéon del genoma de un arenavirus
relacionado con el LCMYV en roedores de Andalucia, hace ne-
cesaria la realizacién de nuevos estudios con el fin de deter-
minar su distribucién geografica real y el impacto que pueda
tener en la salud humana.
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PREVALENCIA DE ANTICUERPOS FRENTE

A HANTAVIRUS EN PACIENTES CON
HIPERTRANSAMINEMIA

L. Lled6'3, M.I. Gegtindez!?, M. Delgadillo!, R. Gonzalez!?,

J. Romanik?, J. Ledesma'?, M. Pérez!, J.V. Saz'? y M. Beltran'?
!Dpto. de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Alcald. ?Servicio de Microbiologia, Hospital
Principe de Asturias. Red de Investigacién en Enfermedades
Viricas Transmitidas por Artrépodos y Roedores (EVITAR).

Objetivos: Los Hantavirus, son agentes etiolégicos de di-
versas patologias humanas, desde infecciones inaparentes a
graves sindromes clinicos. En la mayoria de los cuadros cli-
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nicos, con cierta frecuencia se asocia disfuncién hepética y
en aisladas ocasiones la manifestacion principal de la infec-
cién es la alteraciéon hepatica. En este estudio nos plantea-
mos investigar la seroprevalencia frente a Hantavirus en pa-
cientes con elevacién de transaminasas de etiologia descono-
cida comparandola con un grupo control.

Material y métodos: Se estudiaron sueros de 182 pacientes
con hipertransaminemia (122 hombres y 60 mujeres), y de
146 personas de poblacién general con valores normales de
transaminasas (70 hombres y 76 mujeres). Todos los sujetos
del estudio provenian del drea de salud 3 de la Comunidad
de Madrid. Las técnicas empleadas como screening para la
deteccion de anticuerpos (IgG) fueron la IFI y el ELISA (Fo-
cus). Como técnica de confirmacion se utiliz6 el western-blot.
Los antigenos utilizados fueron los virus Puumala, Seoul,
Sin Nombre y Dobrava.

Resultados: En el grupo de los pacientes con hipertransa-
minemia se detectaron 11 con anticuerpos frente a Hantavi-
rus, lo que representa una prevalencia del 6% (3,3% mujeres
y 7,3% hombres). Los seropositivos tenian una edad entre 1-
64 afios (media 37, desviacién estandar 19 afos). 3 sujetos
con anticuerpos especificos se hallaron en el grupo pertene-
ciente a poblacién general (2% de prevalencia, 1,3% mujeres,
2,8% hombres), de edades comprendidas entre 39-78 afios
(media 53,3, desviacién estandar 16,4 afios). Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los dos gru-
pos estudiados (p<0.05), pero no hubo diferencias por género
ni edad en cada uno de ellos. El 63,6% de los seropositivos
del grupo con transaminasas elevadas reaccionaron frente al
virus Puumala y ninguno frente al virus Seoul. Sin embargo,
los tres positivos del grupo de poblacién general fueron reac-
tivos exclusivamente frente al virus Seoul.

Conclusiones: Se confirma la presencia de infeccién por
Hantavirus en las poblaciones estudiadas, pero con cifras de
prevalencia significativamente superiores en el grupo de pa-
cientes con hipertransaminemia, asi como con un patrén se-
rolégico diferente, lo que sugiere la presencia de varios sero-
tipos circulantes en esta zona, que probablemente estén re-
lacionados con patologia diferente.
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DETECCION DE FLAVIVIRUS EN MOSQUITOS DE
HUMEDALES ESPANOLES

A. Vazquez!, M.P. Sdnchez-Seco'?, L. Herndndez!, S. Ruiz?,

C. Aranda*, E. Marqués®, R. Escosa®, M.A. Bustillo!, F. Molero!
y A. Tenorio!

!Laboratorio de Arbovirus y Enfermedades Viricas Importadas.
CNM. ISCIII. 2Unidad de Alertas y Emergencias. CNM. ISCIII.
3Servicio de Control de Mosquitos, Diputacién Provincial de
Huelva. *Servicio de Control de Mosquitos del Braix Llobregat,
Barcelona. *Servicio de Control de Mosquitos Badia de Roses y
Aiguamolls del Ampurdd, Gerona. %Servicio de Control de
Mosquitos del Delta del Ebro, Tarragona.

El género Flavivirus (familia Flaviviridae) estd compuesto
por més de 70 arbovirus zoonéticos. Al menos 30 afectan al
hombre produciendo cuadros febriles, encefalitis o, incluso,
cuadros hemorragicos y muchos se consideran virus emer-
gentes y/o re-emergentes. Existe un grupo de flavivirus
transmitidos por mosquitos que engloba a virus de gran im-
portancia en salud humana, como Dengue o West Nile, entre
otros. Ademés se han descrito flavivirus en mosquitos que no
replican en células de vertebrados y no parecen ser patége-
nos para el hombre. Estudios serolégicos realizados en nues-
tro pais sugieren la presencia, estable u ocasional, de flavi-
virus.

Objetivo: Busqueda de flavivirus circulantes en Esparia.
Materiales y métodos: Entre los afios 2001 y 2005 se cap-
turaron més de 7000 pooles de mosquitos que se estudiaron
amplificando un fragmento del gen de la polimerasa viral
(NS5) mediante una RT-Nested-PCR genérica. La secuen-
ciacion de los pooles positivos permitié la identificacién de



XII Congreso de la Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)

los agentes detectados. Para realizar un analisis filogenético
més profundo, se disefi6 una RT-Nested-PCR que nos per-
mite amplificar el gen completo de la polimerasa viral.
Resultados: Se obtuvo un total de 103 pooles de mosquitos
en los que se consiguié amplificacién. En todas las especies
capturadas (Aedes sp., Anopheles sp., Coquilletidia sp.,Culex
sp., Culiseta sp., Ochlerotatus sp. y Phlebotomus sp.) detec-
tamos secuencias de flavivirus excepto en Coquilletidia sp.
La mayoria de las secuencias se agrupan con los virus de
mosquitos que no replican en vertebrados, sin embargo, en
dos pooles se ha encontrado una secuencia que presenta cier-
ta relacién genética con los virus transmitidos por mosqui-
tos. Se ha obtenido la secuencia completa del gen de la poli-
merasa viral de representantes de ambos grupos, lo cual nos
permite un estudio filogenético mas profundo que confirma
los resultados previamente obtenidos.

Conclusiones: Se han encontrado flavivirus en mosquitos es-
paioles que parecen ser virus propios de los mosquitos y que
pueden arrojar datos interesantes y novedosos sobre la evolu-
cién de este género. Ademds se han detectado virus que se
agrupan con los flavivirus transmitidos por mosquitos y que
podrian infectar al hombre u otros animales y podrian de-
sempefiar algin papel en patologia humana y/o veterinaria.
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(MIOCARDIOPATIA CHAGASICA EN BARCELONA?

J. Mufioz!, M. Vergés?, E. Avila3, D. Alonso!, B. Trevifio3,

J. Goémez?, M. Portus?, G. Sanz*y J. Gascon'!

1Secci6 de Medicina Tropical. Centre de Salut Internacional.
Hospital Clinic Barcelona. ?Departament Parasitologia. Facultat
de Farmacia. Universitat de Barcelona. *Unitat de Medicina
Tropical i Salut Internacional Drassanes, Barcelona. *Institut
Clinic de Malalties Cardiovasculars. Hospital Clinic de
Barcelona.

Introduccion y objetivos: La enfermedad de Chagas es
una zoonosis endémica en Latinoamérica. Las alteraciones
cardiacas de la enfermedad son su manifestaciéon mas fre-
cuente y su principal causa de muerte. La tripanosomosis
americana estd ahora presente en nuestro medio debido al
creciente flujo migratorio desde paises de Latinoamérica. El
objetivo de este estudio es caracterizar las manifestaciones
cardiacas de la enfermedad de Chagas entre la poblacién la-
tinoamericana que acude a una consulta de enfermedades
tropicales en Barcelona.

Material y métodos: Se realizaron 292 serologias de criba-
do entre la poblacién latinoamericana que acudié a la con-
sulta entre Abril del 2004 y Diciembre del 2005. Se recogie-
ron datos de edad, sexo, pais y localidad de procedencia, per-
manencia en area rural y en casas de adobe y recepciones de
productos sanguineos. Se realizé6 anamnesis exhaustiva so-
bre alteraciones digestivas o cardiolégicas en forma de sinto-
mas de arritmia o insuficiencia cardiaca. A todos los pacien-
tes se les realiz6 analitica basica, serologia VIH, radiografia
de térax y electrocardiograma. En los pacientes que lo re-
querian se realizé ecocardiografia o estudio Holter de 24 ho-
ras.

Resultados: Ochenta y dos pacientes (28%) fueron serorre-
activos para Trypanosoma cruzi de los cuales nueve (11%)
presentaron cardiopatia. La media de edad fue de 40,3 anos
y 5 eran mujeres. Seis pacientes eran de Bolivia, dos de Bra-
sil y un paciente de Argentina. Ninguno de ellos habia reci-
bido donaciones de sangre. Todos ellos habian residido en
area rural durante al menos un afio y el origen mas probable
de la infeccién era la via vectorial. Una paciente presenté
muerte subita no recuperada como primera manifestacion
clinica de su miocardiopatia. Tres pacientes presentaron
miocardiopatia dilatada con disfuncién sistélica severa y dis-
nea clase II/IIT (NYHA). Dos pacientes presentaron trastor-
nos del ritmo asintomaéticos. Tres pacientes presentaron dis-
nea de esfuerzo leve con ligeros trastornos de la funcién mio-
cardica.

Conclusiones: La enfermedad de Chagas es una enferme-
dad importada presente en nuestro medio. Es posible que la
presencia de alteraciones del ritmo cardiaco y de la funciéon
miocardica en pacientes serorreactivos para 7. cruzi sea de-
bida a la enfermedad de Chagas. Se debe prestar atencién
esta patologia en personas procedentes de dreas endémicas
en especial si presentan trastornos cardiolégicos.
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FIEBRE Q EN EXTREMADURA: UNA INFECCION
EMERGENTE

A. Muiioz Sanz, A. Vera Tomé y F.F. Rodriguez Vidigal
Unidad de Patologia Infecciosa. Hospital Universitario Infanta
Cristina. Servicio Extremerio de Salud. Universidad de
Extremadura. Badajoz.

Introducciéon y objetivos: La fiebre Q (infeccién por Co-
xiella burnetii) es una antropozoonosis prevalente de distri-
bucién mundial. En el ser humano se comporta como una in-
feccion multisistémica y puede estar infradiagnosticada en
nuestro medio. Se describen las caracteristicas epidemiolégi-
cas y el espectro clinico de la fiebre Q en un Area de Salud
donde antes no se habia descrito y se valoran las variaciones
ocurridas en la ultima década.

Material y métodos: Estudio retrospectivo de 124 casos de
fiebre Q diagnosticados en la Unidad de Patologia Infecciosa
del Hospital Universitario Infanta Cristina, entre junio de
1992 y mayo de 2005 (el 57% de los diagnésticos se hizo en
las consultas externas, los restantes tras el ingreso hospita-
lario). Se analizaron datos demograficos, epidemioldgicos,
clinicos, seroldgicos y terapéuticos y se valoré la presencia de
los factores relacionados con el ingreso.

Resultados: La edad media fue de 41 + 16 afos, predomina-
ron los varones (relacién 4:1), el 61% de los pacientes vivia en
poblaciones de menos de 15.000 habitantes y el 47% tenian
contacto profesional con animales de granja. La forma clinica
de presentacién mads frecuente fue la fiebre sin focalidad
(53%), seguida de la hepatitis (43%) y la neumonia (11%). La
endocarditis se presenté en el 6% de los casos y se asoci6 a ti-
tulos maés elevados de serologia frente a Coxiella burnetii (p
= 0,015). Los factores relacionados de un modo independien-
te con la necesidad de ingreso fueron: el diagnéstico a partir
de 1999 (OR 12,2; IC95% 3,2-47,6), la presencia de neumonia
(OR 4,1; IC95% 1,1- 15,9) y la hepatitis (OR 2,7; IC95% 1,2-
6,3). Durante la segunda mitad del periodo de estudio hubo
mas diagndsticos, la duracion de los sintomas previa al diag-
néstico fue menor (p = 0,042) y se hospitaliz6 a una mayor
proporcion de pacientes (55% frente a 9%, p < 0,0001).
Conclusiones. 1. En nuestro medio, donde antes no se ha-
bia descrito, la fiebre Q predomina en los varones, en el me-
dio rural y se asocia con el contacto con ganado. 2. La forma
de presentacion clinica mas frecuente es la fiebre sin focali-
dad infectolégica, siendo escasa la neumonia. 3. El diagnés-
tico a partir de 1999, la neumonia y la hepatitis se relacio-
naron con la necesidad de ingreso hospitalario. 4. Durante
los tltimos afios ha aumentado el diagnéstico de fiebre Q y
los ingresos hospitalarios en nuestra area lo cual sugiere la
posibilidad de una infeccién emergente.
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EMERGENCIA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
METICILIN-RESISTENTE EN PACIENTES CON
FIBROSIS QUISTICA

A. Broseta!, F. Chaves', M.T. Martinez Martinez?2,

G. Garcia Hernandez? y J.R. Otero!

IServicio de Microbiologia, 2Unidad de Fibrosis Quistica.
Hospital 12 de Octubre.

Introduccion: El incremento del nimero de aislamientos
de Staphylococcus aureus meticilin-resistentes (SARM) en la
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unidad de Fibrosis Quisitica del Hospital 12 de Octubre du-
rante los dltimos afios nos ha llevado a estudiar las caracte-
risticas microbiolégicas y epidemiolégicas de las infecciones
por SARM en este tipo de pacientes.

Material y métodos: Se trata de un estudio retrospectivo
en el que se analizaron los SARM aislados a partir de mues-
tras de esputo procedentes de pacientes que acuden a la uni-
dad de Fibrosis Quistica y que comprende un periodo de
tiempo de 3 afios. Las historias clinicas fueron revisadas de
acuerdo a un protocolo preestablecido. Los aislamientos de
SARM se estudiaron mediante electroforesis en campo pul-
sante (ECP), tipificacién del elemento SCCmec y determina-
cién de la presencia del gen que codifica la leucocidina de
Panton-Valentine (LPV).

Resultados: De los 139 pacientes en seguimiento se obtu-
vieron un total de 27 cepas de SARM correspondientes a 12
pacientes distintos (8,6%), 5 varones (41,6%) y 7 mujeres
(58,3%), de edades comprendidas entre 20 y 36 anos. Me-
diante ECP se obtuvieron un total de 10 grupos clonales. En-
contramos un clon predominante que afecté a 7 pacientes
(58,3%). En 6 pacientes se dispuso de 2 o méas aislamientos
de SARM. En dos de ellos persistié el mismo clon a lo largo
del tiempo y en 4 tuvieron infecciones por diferentes cepas de
SARM. El elemento SCCmec IV fue el predominante (57,7%)
seguido del SCCmec I (26,9%). Ninguna de las cepas estu-
diadas era productora de la toxina LPV. Al testar la sensibi-
lidad antibiética encontramos que un 81% de las cepas eran
resistentes a Eritromicina, 54% a Clindamicina, 38% a Gen-
tamicina, 38,5% a Ciprofloxacino y 4% a Cotrimoxazol. No se
encontré ninguna cepa resistente a Mupirocina, Ac. Fusidi-
co, Vancomicina o Rifampicina.

Conclusion: Se detecta un incremento en el nimero de ca-
sos de SARM en pacientes pertenecientes a la unidad de Fi-
brosis Quistica de nuestro hospital desde el afio 2002 funda-
mentalmente a expensas de un unico clon. Es necesario ex-
tremar las medidas preventivas y de vigilancia para evitar la
expansién de las cepas de SARM entre los pacientes con es-
ta enfermedad.
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BROTE DE HISTOPLASMOSIS IMPORTADA ATIiPICA
PROCEDENTE DE ECUADOR

D. Alonso?, J. Mufioz!, E. Letang!, M. Cuenca-Estrella?,

J. Ruiz' y J. Gascén'

1Seccion de Medicina Tropical. Centro de Salud Internacional.
Hospital Clinico y Provincial de Barcelona, *Laboratorio de
Micologia. Centro de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos III.

Introducciéon y objetivos: La histoplamosis es una infec-
cion sistémica causada por la inhalacién de esporas del hon-
go Histoplasma capsulatum. Est4 ampliamente distribuida
en América, siendo habitualmente asintomaética entre la po-
blacién autéctona. E1 aumento de los viajes a zonas endémi-
cas, unido a una mayor alerta por parte de los profesionales
de la salud ha motivado un incremento notable del nimero
de casos diagnosticados en Espafia. No obstante, el elevado
porcentaje de casos asintomaticos, su clinica habitualmente
inespecifica y la poca accesibilidad a pruebas diagndsticas
confirmatorias hacen del diagnéstico de esta enfermedad
una tarea dificil. Describimos un brote de histoplasmosis con
manifestaciones reumatolégicas en cuatro turistas esparfio-
las tras un viaje a Ecuador.

Descripcion de casos y metodologia: Se describen cuatro
casos de histoplasmosis importada diagnosticadas en nues-
tro Dispensario de Medicina Tropical en septiembre 2005. El
cuadro clinico se inici6 en la tercera semana del viaje y con-
sisti6 en fiebre, escalofrios, astenia y artromialgias (4 pa-
cientes), con aparicion posterior de lesiones cutaneas compa-
tibles con eritema nodoso (3 pacientes). Las cuatro pacientes
eran inmunocompetentes. La historia epidemiolégica evi-
dencié exposicion mantenida a aves de corral y sus excre-
mentos (pernoctaron en chozas compartiendo espacio con ga-
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llinas). Dos pacientes presentaron ademads tos seca e infil-
trados radioldgicos en la radiografia de térax y una paciente
presenté clinica y ECG compatible con pericarditis. La prue-
ba de la histoplasmina y la serologia (test de aglutinacion
con latex) fueron positivas en las cuatro pacientes y la de-
tecciéon de ADN mediante PCR en tiempo real fue positivo en
una paciente. Se decidié tratamiento sintomaético con reposo
y AINES, con autolimitacién de la clinica en aproximada-
mente un mes. En ningtn caso se instauré tratamiento con
itraconazol.

Conclusiones: La histoplasmosis es una enfermedad infra-
diagnosticada que debe ser incluida en el diagnéstico dife-
rencial de los procesos febriles en viajeros procedentes de
areas endémicas. Una historia epidemiolégica detallada y
un elevado indice de sospecha son claves para llegar al diag-
nostico. Las técnicas de biologia molecular pueden ser téc-
nicas utiles en el diagnéstico de esta enfermedad. La pre-
sencia de manifestaciones reumatolégicas acompanantes
(especialmente artralgias y eritema nodoso) orientan a esta
etiologia.
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INFECQI()N POR VIRUS CHIKUNGUNYA EN EL
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DEL SINDROME FEBRIL
INESPECIFICO EN GUINEA ECUATORIAL

A.IL Negredo', X. Collao'?, J. Cano?, A. Tenorio!, A. Benito®

y M.P Sanchez-Seco'*

!Laboratorio de Arbovirus y Enfermedades Viricas Importadas,
CNM, ISCIII, Madrid. 2Departamento de Virologia, Universidad
de Valparaiso, Valparaiso, Chile. °Centro Nacional de Medicina
Tropical, ISCIII, Madrid. *Unidad de Alertas y Emergencia,
CNM, ISCIII, Madrid.

Introduccién: Entre los arbovirus considerados actualmen-
te como patégenos emergentes o reeemergentes se encuentra
el virus Chikungunya (CHIKV) que pertenece a la familia
Togaviridae, género Alphavirus y causa un cuadro clinico si-
milar al del virus Dengue con fiebre, dolor de cabeza, nduse-
as, vémitos y dolor articular principalmente. Se mantiene en
un ciclo selvatico y el hombre se infecta accidentalmente, sin
embargo el nivel de viremia es lo suficientemente elevado co-
mo para no ser un huésped final y poder contribuir al man-
tenimiento de ciclos urbanos. Es un virus de origen africano
cuya actividad en algunas islas del Océano Indico y ciertas
zonas de Africa y Asia se ha visto incrementada reciente-
mente, lo cual le ha convertido en un problema real de salud
publica.

Objetivo: Buscar Alphavirus en pacientes de Guinea Ecua-
torial para determinar su posible implicacién en cuadros fe-
briles.

Metodologia: Se recolectaron 720 muestras de sangre de
nifnos con sindrome febril en el Centro de Referencia para el
control de Enfermedades Endémicas en Bata, Guinea Ecua-
torial. La sangre se deposité en tubos que contenian un tam-
pon de lisis con isotiocianato de guanidinio que preserva los
acidos nucleicos e inactiva la muestra facilitando su conser-
vacién y transporte. Tras la extraccién de los dcidos nuclei-
cos se utiliz6 una técnica de amplificaciéon genérica capaz de
detectar cualquier alfavirus y se identificé el producto am-
plificado mediante secuenciacion.

Resultados y discusion: Se obtuvieron resultados positi-
vos en 8 muestras y tras ser secuenciadas se identifico
CHIKYV en todas ellas. Los resultados positivos fueron obte-
nidos al final de las dos estaciones lluviosas que tienen lugar
en este pais, coincidiendo con el periodo de mayor actividad
de los vectores. En 4 de las muestras (50%) se detecté ade-
mas presencia de Plasmodium falciparum.

Conclusion: Se describe por primera vez la circulacién de
CHIKYV en Guinea Ecuatorial. Este virus deberia ser consi-
derado entre los agentes causales de cuadros febriles en es-
te pais y por tanto en el diagnéstico diferencial de estos cua-
dros en viajeros que regresan de esta region.
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ENFERMEDAD DE CHAGAS IMPORTADA

EN VALENCIA. CARACTERISTICAS CLINICAS

Y EPIDEMIOLOGICAS

P. Segarra, M. Garcia, V. Abril, T. Fraile!, T. Gomis, S. Escriva,
J. Rodriguez!, C. Parada®y E. Ortega

Unidad de Enfermedades Infecciosas-Salud Internacional.
Hospital General Universitario, Valencia. Seccién de Serologia.
2Banco de Sangre Comunidad Valenciana.

Objetivo: Analizar las caracteristicas clinicas y epidemiol6-
gicas de los pacientes con Tripanosomiasis Americana en
Valencia.

Pacientes y métodos: Estudio prospectivo de los pacien-
tes diagnosticados de Enfermedad de Chagas entre enero y
diciembre de 2005 en la Consulta de Salud Internacional
del Hospital General de Valencia. Se realizé cribado sero-
légico a las personas nacidas en zona endémica de E. de
Chagas, o viajeros con riesgo de infeccién por T. cruzi asi
como hijos de madres chagasicas. El diagnéstico se realizé
mediante tests serolégicos comerciales: ELISA Recombi-
nante (BioElisa-Chagas, Biokit SA), que se usé para criba-
do serolégico, e IFI (MarDx Diagnostic). Definicién de caso:
Cualquier paciente con antecedentes epidemioldgicos y dos
o méas tests diferentes positivos. Se realizé entrevista cli-
nica, exploracion fisica, ECG y RX de torax. A los pacien-
tes sintomdticos o con alguna alteracién en las exploracio-
nes se les solicit6 ecocardiograma, transito baritado y ene-
ma opaca.

Resultados: Hemos identificado diez casos, todos ellos in-
migrantes latinoamericanos. Siete habian sido remitidos por
el Banco de Sangre de la Comunidad Valenciana debido a un
test ELISA positivo detectado en el cribado. La edad media
fue 45,5 afos (rango 27-66). Sexo: 7 mujeres y 3 varones. Sie-
te procedian de Bolivia, 2 de Argentina y 1 de Chile. Se rea-
liz6 PCR para T cruzi en 2 de los casos y fue positiva en uno.
Nueve pacientes tenian formas crénicas indeterminadas y
una padecia una forma mixta. Esta enferma referia estrefii-
miento, dolor tordcico y palpitaciones; se detectaron extra-
sistoles ventriculares en el ECG si bien la RX de térax y eco-
cardiograma fueron normales; el transito digestivo baritado
mostré megaesoéfago con actividad motora irregular y dolico-
colon.

Conclusiones: La mayoria de casos son asintomaticos, por
lo que es preciso un alto indice de sospecha para establecer
el diagnéstico. El control clinico de los pacientes con formas
créonicas de E. de Chagas y el cribado sistematico de la san-
gre en los donantes procedentes de zonas endémicas es de
suma importancia. La Tripanosomiasis Americana es una
enfermedad emergente en Europa a causa de los movimien-
tos migratorios. Esta situacién requiere una mejoria en el co-
nocimiento acerca de la clinica y los métodos diagnésticos,
especialmente en los Bancos de Sangre, asi como la determi-
nacién de prioridades en prevencion y necesidades asisten-
ciales
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ANALISIS DE LA VARIACION GENETICA

EN LEGIONELLA PNEUMOPHILA: RELACION

ENTRE MUESTRAS CLINICAS Y AMBIENTALES

M. Coscolld’, I. Escribano?, M. Pascual Pobil®

y F. Gonzdlez-Candelas!

Instituto Cavanilles, Univ. Valencia; >Hosp. Virgen de los Lirios,
Alcoy; 3Centro de Salud y Epidemiologia, Benidorm.

Introduccion y objetivos: La amplificaciéon de muestras
clinicas de Legionella pneumophila se suele realizar a par-
tir de DNA extraido de un cultivo previo de la muestra res-
piratoria, pero éste es costoso y no siempre eficiente. Nos
propusimos amplificar DNA procedente directamente de

muestras respiratorias sin pasar por cultivo, secuenciar y
analizar la diversidad genética de muestras clinicas y com-
pararla con la de muestras ambientales de un estudio pre-
vio.

Material y métodos: Extraccion de DNA total de las 58
muestras respiratorias y de 14 cultivos de Legionella. Am-
plificacién y secuenciacién de algunos marcadores pro-
puestos por el EWGLI, asi como de regiones intergénicas
del genoma de L. pneumophila. Las secuencias obtenidas
se usaron para los andlisis de diversidad genética y para
obtener arboles filogenéticos por el método de maxima ve-
rosimilitud.

Resultados: El éxito en la amplificacién y secuenciacion de
al menos dos regiones a partir de DNA procedente de espu-
to ha sido de un 40%. Por otra parte, el éxito en el cultivo
de estas muestras habia sido de un 21%. Las secuencias de-
rivadas de ambos tipos de muestras, cultivadas y sin culti-
var de un mismo paciente, coincidieron en los 8 casos en los
que fue posible realizar la comparacién. Todas las muestras
derivadas de cultivo resultaron positivas para PCR. En
cuatro casos, pese a que se habia logrado un cultivo positi-
vo, no fue posible obtener secuencias de la muestra respi-
ratoria de la que procedian. Las secuencias obtenidas reve-
lan diferencias entre las muestras analizadas, mostrando,
en ocasiones, diferentes origenes en pacientes cercanos en
el lugar y en tiempo. Es més, algunas muestras estan es-
trechamente relacionadas con muestras ambientales de un
estudio previo.

Conclusiones: 1) La amplificacién a partir de muestras
respiratorias obtenidas directamente de los pacientes sin
pasar por cultivo es factible y las secuencias derivadas coin-
ciden con las de los cultivos en los casos en que se ha podi-
do realizar la comparacién. 2) La tasa de éxito en la ampli-
ficacién de DNA y posterior secuenciacién de muestras res-
piratorias es mayor que la de casos en que es posible
obtener cultivos positivos a partir de esas mismas mues-
tras, lo que abre la posibilidad de estudiar directamente las
mismas mediante la secuenciaciéon de genes y loci marcado-
res seleccionados por su variabilidad, facilidad de amplifi-
caciéon y grado de discriminacion, entre otros factores de in-
terés.
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ELISA A-C6 (VISE) VERSUS ELFA (VT:>2,0) PARA
EL CRIBADO SEROLOGICO DE LA ENFERMEDAD
DE LYME

I. Lopez, I. Martinez, L. Lopez y J. Pérez-Irezabal
Servicio de Microbiologia. Hospital de Cruces, Baracaldo.
Vizcaya.

Objetivo: Comparar 2 técnicas rapidas para el cribado sero-
légico de pacientes con sospecha de E. de Lyme: Quick ELI-
SA C6 Borrelia (Immunetics, LETI) y VIDAS Lyme Screen
(ELFA IgG+IgM, Bio-Merieux), con valores de VT > 2,0.

Material y método: Durante el afio 2004 se recibieron en el
servicio de Microbiologia de nuestro hospital (terciario, de
1.000 camas y drea de cobertura de unos 200.000 habitantes)
722 muestras, pertenecientes a 677 pacientes, para despis-
taje serolégico de Enfermedad de Lyme (EL); a todos ellos se
les realiza de entrada la técnica ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay, IgG+IgM, Bio-Merieux), con los resulta-
dos siguientes: positivo (ELFA VT > 1,0) 44 muestras y 6,1%
del total, indeterminado (VT: 0,75-0,99) 27 muestras y 3,7%,
y negativo (VT <0,75) el resto, 651 muestras, lo que supone
el 90,2% de las determinaciones. A 56 muestras de suero,
pertenecientes a 35 pacientes, se practica un inmunoblot
(IB, Borrelia EcoLine, IgG o/y IgM, Immunoblot, Virotech.),
seleccionadas en virtud de criterios clinicos y serolégicos pre-
vios: 19 muestras (de 13 pacientes) con resultado del ELFA
> 2,0 (VT) y 37 muestras (pertenecientes a 22 pacientes) con
resultado del ELFA < 2,0 (9 muestras negativas, con VT <
0,75, 12 indeterminadas, VT: 0,75- 0,99 y 16 positivas pero
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inferiores a 2,0, VT: 1,0-1,99). 10 pacientes fueron positivos
(IB). A las 56 muestras comentadas, congeladas a -20°C, jun-
to a otras 5 pertenecientes a 3 pacientes con IB positivo y EL
actual (ano 2003) se les realiza con posterioridad un ELISA
para demostracién de anticuerpos frente al péptido C6 (VI-
sE).

Resultados: 1. ELFA > 2,0: Muestras de 9 de 13 pacientes
con resultado en el cribado de ELFA > 2,0 y 1 de los 22 con
ELFA < 2,0 fueron positivas en IB (G o/y M) (S: 9/10, 90%; E:
21/22, 95%, respecto al IB). 2. ELISA a-C6: muestras de 8
pacientes de los 10 con IB positivo (del estudio comin para
las 2 técnicas) y de los 3 posteriores (con IB positivo del ano
2003) mostraron reactividad sérica frente al péptido sintéti-
co C6 (a-C6, VISE) (S: 8+3/10+3 = 11/13, 84,6%) e igualmen-
te lo fueron las de 3 pacientes de los 25 con IB negativo (E:
22/25, 88%).

Conclusiones: 1. Ambas técnicas -ELFA con valores de VT
> 2,0 y ELISA anti-C6- han mostrado ser muy validas para
el cribado de pacientes con sospecha clinica de E. de Lyme,
permitiendo descartar sin mas estudios un 85-95% de las
muestras. 2. Es necesario repetir el examen, con 3 semanas
de demora, como ya se ha comunicado reiteradamente, a los
pacientes con clinica compatible de EL temprana (Eritema
migratorio, neuropatia craneal) o/y resultados indetermina-
dos para las técnicas comentadas.
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ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR BARTONELLA
SPP. DIAGNOSTICADAS EN UN HOSPITAL GENERAL
I. Sanfeliu!, E. Anton?, V. Pineda?, J. Perez?, M.J. Merino!,

B. Font? y F. Segura?

!Laboratorio Microbiologia, UDIAT Centre Diagnostic, 2Servicio

de Enfermedades Infecciosas, *Servicio Pediatria. Corporacié
Parc Tauli. Sabadell. Barcelona.

Introduccion y objetivo: Bartonella spp. es el agente cau-
sal de la enfermedad por arafiazo de gato (EAG) y de una se-
rie de formas viscerales o sistémicas. El objetivo de nuestro
estudio es describir las caracteristicas de los pacientes con
infeccion por Bartonella spp. atendidos en un hospital gene-
ral.

Material y métodos: El estudio se realizé en el Hospital de
Sabadell, que atiende a una poblacién de 407.763 habitan-
tes. Se analizaron las caracteristicas de todos los pacientes
con sospecha clinica de infeccién por Bartonella spp. y que
presentaban serologia positiva a Bartonella spp.. Se conside-
raron positivos los titulos > 1/128. La determinacién de anti-
cuerpos anti-Bartonella se realiz6 mediante la técnica de In-
munofluorescencia indirecta (IFI), utilizando antigeno co-
mercializado (Bartonella IFA IgG Substrate Slide, Focus
Diagnostics; USA). El periodo de estudio fue desde enero
1998 a enero de 2006.

Resultados: 29 pacientes cumplieron los criterios de inclu-
sion. 16 nifios (8 varones), menores de 15 afos con una edad
media de 8,2 afos (3-14) y 13 adultos (10 varones), edad me-
dia 34,5 afios (17-57). Todos los nifios eran inmunocompe-
tentes, trece referian historia de contacto con gatos. Once
presentaban adenopatias localizadas, 4 de ellos con fiebre.
En cinco se observaron manifestaciones atipicas tales como
fiebre de origen desconocido, lesiones esplénicas, eritema nu-
doso o neumonia. Entre los pacientes adultos 4 estaban in-
fectados por el VIH y 10 referian contacto con gatos. Diez ca-
sos presentaron adenopatias regionales y 8 fiebre o febricu-
la. Tres pacientes manifestaron una clinica atipica: rash,
cefalea (meningoencefalitis) y lesiones nodulares cutdneas
(angiomatosis bacilar).

Conclusiones: La mayor parte de infecciones por Bartone-
lla spp. en nuestra area, tanto en ninos como en adultos, se
presenta como EAG, aunque otras formas clinicas no son in-
frecuentes. Un alto grado de sospecha clinica, el anteceden-
te de contacto con gatos y el uso de tests serolégicos especifi-
cos son fundamentales para su diagndstico.
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IMPORTANCIA DE LA ESPECIFICIDAD |

DE LOS CEBADORES PARA LA DETECCION

POR PCR DE BORRELIA BURGDORFERI

EN IXODES RICINUS

A. Portillo, S. Santibafez, L. Pérez-Martinez, V. Ibarra,

J.R. Blanco, M. Sanz y J.A. Oteo

Area de Enfermedades Infecciosas. Complejo Hospitalario San
Milldn-San Pedro- de La Rioja (Hospital de La Rioja).

Introduccién: Borrelia burgdorferi sensu lato es el agente
causal de la enfermedad de Lyme, una zoonosis endémica en
ciertas dreas del norte de Espafia que coinciden con la dis-
tribucion de su vector, Ixodes ricinus. Conocer la prevalencia
de infeccion por Borrelia en los vectores resulta util para
evaluar el riesgo de infecciéon en humanos.

Objetivo: Analizar la utilidad de los cebadores BORF y
16S3B, que amplifican un fragmento del gen ARNr 16S, pa-
ra la deteccién por PCR de B. burgdorferi en I. ricinus.
Material y métodos: Un total de 13 I. ricinus recogidos de
vacas en La Rioja fueron descontaminados con 70% etanol-
0,2% yodo y agua destilada estéril. E1 ADN genémico se ex-
trajo mediante lisis con hidréxido aménico 0,7M. Como dia-
na de PCR se eligi6é un fragmento del ADNr 16S de Borrelia,
empleando los cebadores BORF: 5 CGCTGG-
CAGTGCGTCTTAA 3’y 16S3B: 5 GCGGCTGCTGGCACG-
TAATTAGC 3’, previamente descritos. Las condiciones de
PCR fueron: una desnaturalizacién de 3 min. a 94°C, 35 ci-
clos de 15 seg. a 94°C, 1 min. a 59°C y 1 min. a 72°C, y una
extension final de 5 min. a 72°C. Se utilizaron controles po-
sitivos (ADN de Borrelia japénica) y negativos. Los produc-
tos de PCR fueron purificados y secuenciados en ambos sen-
tidos. Las secuencias se compararon con las de la base de da-
tos GenBank usando el programa BLAST (Nacional Centre
for Biotechnology Information) y se alinearon con ALIGN
(Centre National de Ressources Informatiques Apliques a la
Génomique).

Resultados: En tres de trece I. ricinus se amplificé un frag-
mento del tamafio esperado (491 pb). Las secuencias de nu-
cleétidos fueron homologas (100% identidad) a las del gen
ARNTr 16S de Acinetobacter sp. (DSN590; n° acceso en Gen-
Bank: X81659). La secuencia del control positivo fue idénti-
ca a la de B. japonica (cepa HO14T; n° acceso en GenBank:
1.46696). Los fragmentos del gen ARNr 16S de Acinetobacter
sp. y B. japonica presentaron un 68,6% de similitud. Con el
resto de muestras y con los controles negativos no se obtu-
vieron bandas de PCR.

Conclusiones: La secuenciaciéon de ADN es necesaria para
confirmar la especificidad de los cebadores BORF y 16S3B
cuando se investiga por PCR la presencia de B. burgdorferi
en L. ricinus.

Agradecimientos: Este trabajo se ha realizado gracias a ayu-
das del Fondo de Investigacién Sanitaria, Ministerio de Sa-
nidad y Consumo (G03/057 y PI051460).
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INFECCION EN HUMANOS POR RICKETTSIA FELIS.
UN GRUPO DE CASOS DIAGNOSTICADOS POR PCR EN
ESPANA

J.A. Oteo, A. Portillo, S. Santibanez, J. R. Blanco, L. Pérez-
Martinez, V. Ibarra y L. Metola

Area de Enfermedades Infecciosas. Complejo Hospitalario San
Milldn-San Pedro- de La Rioja (Hospital de La Rioja).

Introduccién: En los dltimos afios se han implicado nuevas
especies de Rickettsia como agentes causales de infecciones
humanas, gracias a técnicas como PCR o cultivo. Rickettsia
felis se implic6 en patologia humana en 1994. Desde enton-
ces, se han diagnosticado numerosos casos humanos, aunque
pocos han sido confirmados.
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Pacientes y métodos: En septiembre de 2005, dos pacien-
tes acudieron a nuestro Hospital dos dias después de visitar
con su perro un bosque del noroeste de la Rioja (Alto de Pi-
queras). Ella presentaba fiebre, malestar, artralgia y un
rash pruritico papular en extremidades inferiores, pecho y
abdomen. El tenia el mismo cuadro clinico aunque sin fiebre.
El perro estaba afebril; tenia fatiga, vémitos y diarrea. Los
tres presentaban larvas de trombicdlidos (Neotrombicula
autumnalis). La mujer y el perro habian sido picados por
pulgas. Se recogieron muestras de sangre y suero de pacien-
tes y suero del perro, que se testaron por inmunofluorescen-
cia indirecta y ELISA (IgG) y por PCR frente a infeccién por
Bartonella, anaplasmosis humana, borreliosis de Lyme, fie-
bre Q y rickettsiosis. Paralelamente, se investigé por PCR la
presencia de rickettsiales en mas de mil larvas de trombicu-
lidos recogidas en Piqueras. Los productos de PCR fueron se-
cuenciados.

Resultados: Se hizo un diagnéstico presuntivo de trombicu-
liasis. A la paciente se le administré doxiciclina (200 mg/dia)
10 dias, recuperandose en 48 horas. El perro recibi6 terra-
minicina y mejoré drasticamente. El paciente afebril no reci-
bié antimicrobianos. En las muestras clinicas estudiadas se
evidenci6 la presencia de Rickettsia sp. por amplificacién de
ompA, ompB y gltA. Las secuencias fueron 100% idénticas a
R. felis. El resto de pruebas microbiolégicas fueron negati-
vas. En los trombiculidos no se detect6é Bartonella sp., Ana-
plasma phagocytophilum, Borrelia burgdoferi, Coxiella bur-
netti ni Rickettsia sp.

Conclusiones: Se ha detectado mediante PCR, por primera
vez en nuestro pais, la infeccién por R. felis en humanos. R.
felis debe considerarse en el diagnéstico de rickettsiosis
transmitidas por pulgas, incluso en pacientes sin rash o
asintomaticos. El papel de trombicilidos en la infeccién se
desconoce, pero podrian facilitarla a través de heridas en la
piel.

Agradecimientos: Este trabajo se ha realizado gracias a ayu-
das del Plan Riojano I+D+I, del Gobierno de La Rioja (ANGI
2004/ 17) y del Fondo de Investigacion Sanitaria, Ministerio
de Sanidad y Consumo (G03/057).
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