CARTAS CIENTIFICAS

Nuevo caso de tularemia autoctona
transmitido por picadura de garrapata

Sr. Editor: La tularemia es una
zoonosis producida por Francisella tu-
larensis, cuyo mecanismo de transmi-
sién mas frecuente es el contacto con
productos animales, agua o alimentos
contaminados, por inhalacién o me-
diante picadura de artrépodos. En Es-
pafia también se han descrito casos
en verano asociados a la pesca del
cangrejo de riol. De las cuatro subes-
pecies existentes, F. tularensis subes-
pecie tularensis es la més virulenta,
con una distribucion restringida a
América del Norte, aunque reciente-
mente se ha descrito en artrépodos en
Europa Central?. La presentacién cli-
nica depende de la via de entrada del
microorganismo, y las formas ulcero-
glandular y ganglionar son las méas
frecuentes cuando la via de entrada
es por picadura de garrapata, de mos-
quito o por contacto directo con una
fuente infectada.

Presentamos un caso de tularemia
transmitida por picadura de garrapa-
ta, tratada en el Hospital de Ledn. Se
trata de un varén de 53 afios, que tras
picadura de garrapata en zona poste-
rior del cuello, comienza a notar la
aparicion de bultomas dolorosos en re-
gion supraclavicular y laterocervical
izquierdas, acomparfiado de febricula
vespertina intermitente y malestar ge-
neral. El paciente no mejoré con cefu-
roxima oral, y se observé abscesifica-
ci6n y drenaje espontédneo de una de
las adenopatias. En la exploracion des-
tacaba una temperatura de 37,2 °C,
bultomas eritematosos en la regién su-
praclavicular izquierda y se palpaban
adenopatias dolorosas submandibula-
res, laterocervicales y supraclavicula-
res izquierdas. El hemograma, el perfil
bioquimico general y la coagulacién
fueron normales, salvo elevacién mo-
derada de reactantes de fase aguda.
En la placa de térax no se apreciaron
alteraciones.

Se realiz6 puncién-aspiraciéon de
una adenopatia, para extraer 3 ml de
material purulento cuyo cultivo para
bacterias, micobacterias y hongos re-
sult6 negativo. Se biopsi6 otra adeno-
patia laterocervical que se informé
como linfadenitis granulomatosa abs-
cesificante y necrosante.

Se inici6 tratamiento con doxicicli-
na oral durante 15 dias, y tras progre-
sién en el crecimiento de las adenopa-
tias durante los 10 primeros dias, el
paciente mejord, hasta encontrarse
asintomatico a las 4 semanas de ini-
ciar al tratamiento. La serologia fue
positiva para F. tularensis a un titulo
de 1/4096 y fue negativa para Ana-
plasma phagocytophilum, Coxiella

burnetii, Borrelia burgdorferi, Rickett-
sia conorii, métodos no treponémicos
para Treponema pallidum y VIH. Me-
diante PCR, utilizando como diana el
16S rRNA' y posterior secuenciacién
del producto, se identificé F. tularensis
subespecie holarctica en pus de ade-
nopatia.

Hasta 1997 la tularemia era una
enfermedad no confirmada en Espa-
fia. Es entonces cuando se declaré un
brote en Castilla y Leén de, aproxima-
damente, 585 casos, asociado a la ma-
nipulacién de liebres®®¢. Un afio des-
pués otro brote asociado a la pesca y
manipulacién de cangrejos de rio afec-
t6 a 19 pacientes en la provincia de
Cuencal. Desde entonces casi todos los
anos se han diagnosticado casos en
distintas comunidades auténomas,
bien de presentacion esporadica o aso-
ciados a pequefios brotes”.

La picadura de garrapata es la via
de transmisién de tularemia mas fre-
cuente en Estados Unidos®, y supone
hasta el 10% de los casos descritos en
la literatura médica®. En paises como
Japon, hasta el 1,2% de los casos des-
critos documentaban no sélo picadura,
sino también manipulacién de las ga-
rrapatas al ser recogidas de perros in-
festados'?. En el caso descrito en este
trabajo, la localizacién de la picadura
sugiere la implicacién de Dermacentor
sp., género de garrapatas frecuente-
mente involucrado en la transmisién
de la tularemia. En Espana, de los 627
casos comunicados al sistema EDO
entre 1987 y 2004 (informacion de la
Red Nacional de Vigilancia Epidemio-
légica), en uno de ellos se ha informa-
do de transmisién por esta viall, si
bien esta forma era ya sospechada en
nuestro pais'?. Hay que tener en cuen-
ta que F. tularensis puede transmitir-
se entre garrapatas por via transova-
rica y persistir en la naturaleza sin
necesidad de un reservorio animal in-
fectado, lo que favorece la posibilidad
de su transformacion en agente endé-
mico.

Es importante resaltar la importan-
cia de incluir F. tularensis en el diag-
néstico diferencial de los procesos
transmitidos por garrapatas, ademés
del establecimiento de medidas de vi-
gilancia medioambiental que incluyan
la determinacién de la evolucién del
porcentaje de garrapatas infectadas
en las zonas endémicas y la vigilancia
de la mortalidad de mamiferos silves-
tres. Asi podremos detectar la reacti-
vacién de los focos endémicos y ade-
lantarnos a la aparicién de nuevos
brotes que permitan establecer las
medidas sanitarias necesarias para
una correcta identificacién temprana
de casos y adoptar las oportunas de
medidas de control.
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TABLA 1. Comparacion de valores de absorbancia entre los 156 sueros hemolizados y no hemolizados a los que se les realizo

determinaciones seroldgicas por EIA

Sueros positivos Sueros negativos
Test N Cut-off Rango de absorbancia A Absorbanciad | p° | 2 Cut-off Rango de absorbancia A Absorbanci >
it sorbancia i sorbancia
positivo Hemolizados | No hemolizados ! negativo Hemolizados | No hemolizados !
AgHBs 8 0,080 0,097-3,506 0,087-3,392 0,016 £0,069 0,52 27 0,080° 0,026-0,058 0,023-0,059 -0,0001+0,05 0,87
Anti-HBs 10 0,133* 0,292-4,000 0,348-3,905 -0,03+0,089 0,33 19 0,133* 0,036-0,127 0,045-0,101 0,055 £ 0,018 0,20
Anti-HBc 8 0,568 0,036-0,395 0,022-0,402 0,0135+0,025 0,19 25 0,694 0,939-1,659 0,980-1,658 -0,004 £ 0,103 0,83
Anti-HCV 8 0,376* 3,011-4,000 3,110-4,000 -0,014+0,14 0,79 19 0,376> 0,031-0,121 0,029-0,087 0,001+ 0,008 0,75
Anti-HIV1/2 8 0,484 2514-3,729 2,812-3,677 -0,056+0,17 0,36 24 0,436 0,043-0,135 0,042-0,091 -0,0185£0,090 0,53

aValor minimo de absorbancia para considerar el resultado positivo.

bValor maximo de absorbancia para considerar el resultado negativo.

“Valor méximo de absorbancia para considerar un resultado positivo.

dMedia + diferencias de absorbancia entre sueros hemolizados y no hemolizados.

°Test de probabilidad pareado.

Interferencia de la hemdlisis
en las determinaciones seroldgicas

Sr. Editor: Actualmente se acepta
que los sueros hemolizados o sueros
lipémicos no son convenientes para
realizar estudios serolégicos!. Sin em-
bargo, existen guias de laboratorio e
instrucciones de los propios fabricantes
con informacién contradictoria sobre
este tema: en una se advierte del uso
de estos sueros y en otras se acepta. En
este trabajo analizamos los resultados
obtenidos con 156 sueros pertenecien-
tes a reclusos del Centro Penitenciario
de Granada recibidos en nuestro labo-
ratorio para estudio seroldgico de hepa-
titis B (AgHBs, anti-HBs, anti-HBc),
hepatitis C (anti-VHC) y de VIH (anti-
VIH 1/2) ensayados en ausencia y pre-
sencia de hemolisis como detallamos
seguidamente.

Se recogieron 5 ml de sangre en tu-
bos con gel separador de polietileno te-
reftalato (Terumo, Venojet II, Terumo
Europa, Leuven, Bélgica) y se centri-
fugaron a 1.500 g durante 15 min;
0,5 ml de estos sueros se alicuotaron
en tubos de polipropileno. Los tubos
de polipropileno y los tubos con gel se-
parador (con el suero restante y el gel
con la capa de células rojas) se conge-
laron a —20 °C. Después de 18 h en el
congelador, las muestras se desconge-
laron a temperatura ambiente y la ba-
rrera del gel separador se perforé con
ayuda de una varilla de vidrio de
2 mm de diametro para favorecer el
paso de hemoglobina al suero. Agita-
mos vigorosamente y finalmente se
volvié a centrifugar de nuevo el suero.
El suero en los tubos con gel separa-
dor perforado después de este proceso
mostraba un color rojo, que indicaba
paso de hemoglobina. Las determina-
ciones AgHBs, anti-HBs, anti-HBc y
anti-VIH se realizaron con los tests
Enzygnost Dade-Behring (Marburg,
Alemania), y para el caso de anti-VHC
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se utilizé Elisa Test System Ortho
HVC3.0 (Ortho Clinical Diagnostics
Inc Raritan, Nueva Jersey).

Siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. Las muestras se dispen-
saron directamente utilizando un pro-
cesador de muestras Genesis Robot
150 (Tecan AG, Hombrechtikon, Sui-
za) y, posteriormente, la reaccion in-
munoenzimaética y la lectura de absor-
bancia se realiz6 en un procesador de
ELISA BEP III (Dade Behring).

La evaluacién del efecto de 1la hemé-
lisis en los tests serolégicos realiza-
dos se hizo comparando los resultados
cuantitativos (medidos en absorbancia)
obtenidos para sueros hemolizados y
sus correspondientes no hemolizados.
Para evitar la variabilidad interensa-
yo cada determinacién de suero hemo-
lizado y su pareja no hemolizado se en-
sayaron en la misma microplaca.

Encontramos una total concordan-
cia en los resultados cualitativos de
los 156 sueros hemolizados y no hemo-
lizados. Tampoco encontramos dife-
rencias significativas (test T pareado)
en las medidas de absorbancia de los
156 sueros hemolizados y no hemoli-
zados (tabla 1).

La hemodlisis es un punto de interés
en la quimica clinica, pues su presen-
cia puede causar resultados engafio-
sos y la sobreestimacién de algunos
analitos (p. €j., hidroxibutirato deshi-
drogenasa, aspartato transaminasa
creatina, bicarbonato, potasio)?4. La
hemdlisis también puede interferir en
los ensayos nefelométricos de protei-
nas de suero® y en los inmunoensayos
de fluorescencia polarizada de genta-
micina y vancomicina®’.

Los posibles mecanismos de interac-
ci6én de la hemolisis en los enzimoin-
munoanadlisis (EIA) pueden darse en
la reaccién antigeno-anticuerpo, en la
reaccién de deteccién o en la medida
del color. Sin embargo, los ensayos de
EIA heterogéneos, que incluyen un

paso de lavado, son probablemente
menos propensos a mostrar interfe-
rencias con la hemolisis®.

No hemos encontrado ningtn estu-
dio sistemadtico que analice la posible
influencia de la hemdlisis en los ensa-
yos serolégicos. Los datos de este es-
tudio muestran que la hemdlisis no
interfiere significativamente en los re-
sultados de los EIA heterogéneos uti-
lizados en este estudio. Sin embargo,
al existir en la practica clinica una
enorme variedad de inmunoensayos y
de sistemas de deteccién de reaccién
antigeno-anticuerpo?, no es posible ge-
neralizar estos hallazgos; asi, cada téc-
nica deberia ser evaluada para com-
probar que la hemdlisis no interfiere
en los resultados de los tests emplea-
dos.
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