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Deteccion de Rickettsia sibirica mongolotimonae en biopsia de
piel de exantema mediante reaccion en cadena de polimerasa:
descripcion de un caso

Detection by polymerase chain reaction of Rickettsia sibirica
mongolotimonae in the skin biopsy of a rash: a case report

Sr. Editor:

Presentamos el caso de un varén de 73 afios con lesién cutanea
en espalda atribuida a picadura, 10 dias antes, mientras trabajaba
en un huerto de la comunidad de Madrid en el mes de agosto. Unos
dias después presento fiebre de hasta 39 °C y nuevas lesiones cuta-
neas en tronco y extremidades, sin respuesta a tratamiento con
amoxicilina/clavulanico. A la exploracién presentaba escara negra
en regiéon dorso lumbar izquierda y un exantema papuloso erite-
matoso en tronco y extremidades. El resto de la exploracion fue
normal. En el andlisis de sangre no se encontraron hallazgos de inte-
rés. Con la sospecha clinica de rickettsiosis, se extrajo sangre para
estudio serolégico y se tomaron muestras del exantema papuloso
para examen histolégico y andlisis mediante reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR) en laboratorio de referencia. Se prescri-
bi6 tratamiento con doxiciclina oral (100 mg/dia, durante 7 dias)
con mejoria progresiva hasta resolucién completa sin secuelas.
La serologia en fase aguda mediante inmunofluorescencia indi-
recta (IFI) mostro titulos bajos de inmunoglobulina (Ig) G frente a
Rickettsia conorii, y negativos de IgM. Una nueva serologia realizada
4 semanas mas tarde no mostro variaciones. En la biopsia cutanea
se observé uninfiltrado linfohistiocitario y fenémenos de vasculitis.
El estudio mediante PCR de la biopsia cutanea detecto la presencia
de Rickettsia sibirica mongolotimonae.

El género Rickettsia estd constituido por cocobacilos gram-
negativos pleomoérficos que se comportan como patégenos
intracelulares obligados. En los tltimos afios, gracias al desarro-
llo de los métodos de cultivo y técnicas de biologia molecular se
han descrito varias especies y vectores implicados.

Rickettsia sibirica mongolotimonae se ha descrito recientemente
como una subespecie de R. sibirica. Su patogenicidad se ha com-
probado en humanos, se distribuye principalmente en paises del
sur de Europa, y ha sido descrito un tinico caso en Espafial. Basan-
dose en el estudio de nueve casos, se encontré que la infeccién por
Rickettsia sibirica mongolotimonae diferia del resto de rickettsiosis
del area mediterranea por incidir principalmente en primavera,
la presencia de dos escaras en dos pacientes, adenopatia regio-
nal en 5 de ellos, y la existencia de trayecto linfangitico en 4
pacientes2.

El diagnéstico microbiolégico de las rickettsiosis se basa en téc-
nicas de cultivo, serologia y PCR. En cuanto a la serologia, la IFI
es una de las técnicas mas utilizadas para el diagnéstico de las
rickettsiosis exantematicas; para confirmarlo es preciso detectar

seroconversién considerando la reactividad basal de la poblacién
en zonas endémicas. La PCR es una técnica molecular que detecta
ADN de Rickettsia en tejidos infectados, cultivos y vectores. Los
genes mas cominmente analizados son los que codifican dos pro-
teinas de membrana externa: rOmpA (ausente en las especies del
grupo Tifus [GT] y en R belli, y presente en todas las especies
del Grupo de las Fiebre Manchadas [GFM] excepto R. helvetica);
y rOmpB (presente en todas las especies excepto R. canadensis y R.
bellii). También se utiliza el gen gltA, que codifica la proteina citrato
sintasa (valido para todas las Rickettsias), y el gen D (presente en
todas las especies excepto R. canadensis y R. bellii)?. En nuestro caso,
la muestra cutanea se estudié mediante PCR para amplificacién
de un fragmento del espacio intergénico 23S-5S ARNr y posterior
hibridacién en fase reversa (reverse line blotting) con sondas especie
especificas?.

La biopsia cutanea como muestra para la deteccion de Rickettsia
por métodos moleculares se ha descrito: la mayoria de revisiones o
casos consideran la escara de inoculacién como muestra, o bien no
especifican su procedencia3>6. Sin embargo, existen articulos que
muestran detecciéon de diversas especies de Rickettsia en biopsia
cutanea del exantema mediante PCR que amplifica diverso material
génico, como el gen que codifica la proteina de 17-kD (RCANT17K)7,
las secuencias génicas OmpA y gitA® u otros fragmentos de ADN
descritos®.

Describimos un nuevo caso de rickettsiosis por Rickettsia sibirica
mongolotimonae en Espafia, con la peculiaridad de que el diagnés-
tico se realizé mediante PCR en biopsia de piel del exantema y no
de la escara de inoculacién. Constatamos que la técnica de IFI en
suero no fue Gtil en nuestro caso, pues detect6 positividad de tipo
IgG que no varid en el tiempo, y que puede interpretarse como
reactividad cruzada entre distintas especies de Rickettsia o bien
inmunidad adquirida en el pasado. Concluimos que el estudio del
exantema cutaneo mediante PCR para el diagnéstico de la Rickett-
siosis es un método a considerar, sobre todo en casos de sospecha
clinica y ausencia de escara de inoculacion.
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Bacteriemia por Bordetella holmesii en una nifia 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 tltimos 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 incubacion 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 g/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, pleomoérfico, 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 infecciéon 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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