Cartas al Director

nes de heridas causadas por mordedu-
ra de cerdos’. Lecrercia adecarboxylata
es una enterobacteria poco habitual
que puede encontrarse en agua y ali-
mentos, aunque fambién puede aislar-
se de muestras humanas?.

Presentamos el caso de una infeccién
por ambos microorganismos.

Se trata de un varén de 58 anos, tra-
bajador del campo y en contacte con
animales, que acudié a urgencias por
haberle mordido un cerdo, presentando
fractura de cuello del segundo meta-
carpiano derecho; se procedié a una
cura local con drenaje del exudado que
presentaba la lesién, remitiéndose di-
cho material al laboratorio de micro-
biologia. El material procedente de la
lesién se sembré en placas de agar san-
gre y agar chocolate, observindose a
las 24 horas el crecimiento de 2 tipos
de colonias correspondientes a bacilos
gramnegativos, que se separaron en
placa de agar de McConkey, obtenién-
dose colonias lactosa-negativas y lacto-
sa-positivas. Se realizé identificacién
de ambos gérmenes con el sistema
automatizado MicroScan WalkAway
(Baxter), el panel Negative Combo 61,
y fueron identificados como Pasteurella
aerogenes y Lecrercia adecarboxylata,
ambos con un 99,9% de probabilidades.
Se realizé confirmacién de la identi-
ficacién mediante los sistemas API
20NE y API 20E, respectivamente, y
con el sistema informatizado APILAB
se obtuvieron los mismos gérmenes.

Pasteurella aerogenes fue el nombre
propuesto por McAllister y Carter en
1974 para una bacteria gramnegativa
aislada del intestino de cerdos con di-
versas enfermedades. Crece bien en
agar de McConkey, es oxidasa, ureasa,
nitrato y ornitin descarboxilasa-positi-
va, siendo indol-negativa. Puede pro-
ducir gas de glucosa, y fermenta varios
aztcares®.

Lecrercia adecarboxylata fue descri-
ta por Lecrerc en 1962 como Escheri-
chia adecarboxylata, siendo una bacte-
ria productora de indol y carente de
descarboxilasas, denomindndose més
tarde, a partir de estudios de hibrida-
cién y taxonomia, Lecrercia adecarbo-
xylata. Es Voges-Proskauer-negativa,
no utiliza el citrato; utiliza el malonato
y no fermenta el sorbitol. Es sensible a
gran nimero de antibiéticos*.

Hemos encontrado escasas referen-
cias en la bibliografia relativas a P. ae-
rogenes, dos de ellas relacionadas con
mordeduras de cerdos®®. Barnham rea-
lizé un estudio de estas infecciones, in-
formando del primer caso de infeccién
por P. aerogenes en Inglaterra en una
paciente que habia sido mordida por
un jabali. Los patégenos que encontré
en el pus de la herida fueron P. aero-
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genes, Proteus sp., E. coli y S. equi-
simillis en cultivo mixto. Por otra parte,
se ha sugerido la posible transmisién
vertical de madre a feto en una trabaja-
dora de una granja de cerdos que tuvo
un aborto espontdneo en la semana 31
de embarazo’.

Respecto a L. adecarboxylata, revi-
sando la base de datos MEDLINE sélo
hemos encontrado una referencia (ene-
ro de 1994) correspondiente a Daza et
al, que la aislaron en hemocultivos pro-
cedentes de un enfermo cirrético®.

Eugenio Gardurio, Rosa Sdnchez,
Rosario Sdnchez, Elena Belon,
Leopoldo Lucio, Paloma Martin
y Javier Blanco
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Subtipificacién de cepas del virus
Influenza A por la técnica rapida
shell-vial (MDCK)

Sr. Director: El virus Influenza A
es el agente causante de los brotes epi-
démicos anuales de gripe que afectan a
la poblacién mundial en los periodos
invernales. Debido a ello es preciso de-
terminar anualmente la naturaleza

antigénica de la cepa predominante
para poder preparar una vacuna eficaz
frente a esta enfermedad®. Los diferen-
tes estudios epidemiolGgicos han de-
mostrado que en la temporada 1993-
1994 los subtipos de las cepas causantes
de gripe en nuestra drea geografica
fueron Influenza A/Shangdong/9/93
(H3N2) e Influenza A/Singapore/6/86
(HIN1).

Para poder establecer las caracteris-
ticas antigénicas de las nuevas cepas
que surgen es preciso realizar un mi-
nucioso estudio que determine su per-
tenencia a un determinado tipo y sub-
tipo antigénico®. La tipificacién se
realiza en funcién de las caracteristi-
cas antigénicas de la nucleoproteina y
las proteinas de matrix; mientfras que
la subtipificacién del virus Influenza A
se realiza estudiando las caracteris-
ticas antigénicas de la hemaglutini-
na (HA) y neuraminidasa (NA)?®. Este
estudio normalmente se realiza me-
diante técnicas de inhibicién de la he-
maglutinacién con sueros especificos
obtenidos de diferentes animales. Para
ello, sin embargo, es preciso realizar
varios pases del virus en embriones de
pollo o cultivos celulares hasta obtener
una elevada actividad hemaglutinan-
te. Todo ello hace que este método sea
lento y laborioso y solamente pueda
realizarse en algunos centros de refe-
rencia.

Recientemente Ziegler et al® han
descrito un sistema rdapido basado en
el cultivo de la cepa virica por el méto-
do shell-vial en la linea celular MDCK
que permite simplificar y acortar ex-
traordinariamente el proceso de tipifi-
cacién epidemiolégica. Aprovechando
la epidemia invernal de infecciones
viricas respiratorias que afectan a la
poblacién infantil, fundamentalmente
como bronquiolitis o bronquitis, hemos
aislado en nuestro laboratorio, entre
los meses de enero y abril de 1995, 10
cepas identificadas como virus Influen-
za A. Con ellas hemos realizado la sub-
tipificacién para establecer su perte-
nencia a la cepa epidémica prevalente.

Las cepas del virus Influenza A se
han aislado siguiendo el protocolo de
aislamiento viral para virus respirato-
rios. Las diferentes muestras clinicas,
preferentemente aspirados nasofarin-
geos han sido sembradas en dos shell-
vials de la linea celular MDCK (Vircell,
Ingelheim Diagnostica), ademas de las
lineas Hep-2 y LLC-MK2%5, Las mues-
tras se han centrifugado a 700 g du-
rante 45 minutos y tras un perfodo de
absorcién a 36 °C se ha sustituido la
muestra por medio de mantenimiento.
Los viales se han incubado 3 dias a
36 °C tras lo cual se han fijado y reve-
lado con el anticuerpo monoclonal an-
ti-Influenza A (clon IA 52; Monofluokit
Influenza, Pasteur). La positividad de
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TABLA 1. Resultados obtenidos en la subtipificacién de cepas del virus Influenza A

por la técnica shell-vial

Anticuerpos monoclonales

HA1-71 HA2-76 Subtipe Cepas (%)
+ + H3 8 (89)
— + H1 0
— — — 1(11)*

* Subtipo no determinado.

éstas se ha establecido por la presencia
de células con fluorescencia citoplas-
matica granular. Las cepas han sido
conservadas a —75 °C hasta su utiliza-
cién posterior.

Para la técnica de la subtipificacién
las cepas se han resembrado en tres
viales de la linea celular MDCK (shell-
vial) e incubados durante 3 dias a 36
°C. Tras su fijacién una de las monoca-
pas se ha revelado con el clon IA 52
(Monofluokit Influenza) y las otras dos
con los monoclonales HA1-71 y HA2-76
a la dilucién 1:100, ebtenidos por in-
munizacién de ratones con los subfrag-
mentos desnaturalizados HA1 y HA2
del virus Influenza A/Victoria/3/75 (ce-
didos gentilmente por la Dra. A. San-
chez-Fauquier, CNMVI Majadahonda,
Madrid)®". La positividad frente a los
dos monoclonales HA1-71 y HA2-76
permite establecer la pertenencia de
una cepa al subtipo H3, mientras que
la positividad sélo frente al HA2-76 la
clasifica como subtipo H1. Cuando una
cepa no da positividad con ninguno de
estos monoclonales no significa siem-
pre que la cepa no pertenezca a estos

subtipos, sino que es preciso utilizar la-

metodologia cldsica (inhibicién de la
hemaglutinacién) para poder realizar
la subtipificacién definitiva.

De las 10 cepas de Influenza A aisla-
das en pacientes con bronquiolitis, sélo
han podido subtipificarse nueve de
ellas, debido a la pérdida de una cepa
en el proceso de congelacién. En la ta-
bla 1 se exponen los resultados obteni-
dos con la técnica shell-vial. El 89% de
las cepas corresponden al subtipo H3 y
una cepa no dio reaccién con ninguno
de los monoclonales utilizados.

En el estudio realizado por Ziegler et
al® obtienen durante el periodo 1988-
1993 un predominio del subtipo H3
(78,4%) frente a H1 en las cepas aisla-
das en diferentes brotes epidémicos. Al
analizar 20 muestras clinicas obser-
van, asi mismo, un predominio del sub-
tipo H3 (60%). En nuestro caso y sobre
9 cepas hemos obtenido un predominio
absoluto del subtipo HS.

Coincidimos con los autores que la
técnica de subtipificacién mediante cul-
tivo rapide shell-vial permite obtener
datos antigénicos de las cepas aisladas
con utilidad epidemiolégica. Uno de los
problemas de la técnica puede ser el
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bajo titulo infectivo de 1a cepa de modo
que se obtengan pocos focos infectivos
en el vial control. En este caso y debido
a que la subtipificacién no da el mismo
numero de imdagenes fluorescentes que
el vial control podemos presentar difi-
cultades de interpretacién de los resul-
tados. En nuestro caso siempre que

. aislamos una cepa de algiin virus res-

piratorio realizamos un par de pases
sobre su linea celular de modo que los
viales congelados poseen un elevado ti-
tulo infectivo. Con ello se obtienen sufi-
cientes focos fluorescentes en los viales
de la subtipificacién que facilitan enor-
memente la lectura.

La técnica de subtipificacién por el
método shell-vial es, pues, un método
sencillo, facil y rapido que puede reali-
zarse en cualquier laboratorio de viro-
logia sobre las cepas del virus Influen-
za A aisladas en muestras clinicas. Con
ello podra contribuirse a un mejor co-
nocimiento epidemiolégico de la pre-
valencia y distribucién de las cepas
infectivas de este virus en los brotes in-
vernales y la utilidad real de los pro-
gramas de vacunacién.

Jordi Reina, Marta Jesis Ros,
Isabel Blanco y Maria Munar
Unidad de Virologia.
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Bacteriemia por Neisseria subflava
y ascitis neutrocitica en una paciente
con cirrosis hepatica

Sr. Director: Neisseria subflava es
un diplococo gramnegativo del género
Neisseria, comensal del tracto respira-
torio superior que, ocasionalmente, se
ha visto implicado en el desarrollo de
infecciones graves, como endoftalmi-
tis', meningitis’, endocarditis? y artri-
tis®. Ademads se han descrito aislamien-
tos en sangre’ o en liquido de didlisis
peritoneal’ con ausencia de infeccién
focal. Presentamos el caso de una pa-
ciente con ascitis neutrocitisa con cul-
tivo negativo (ANCN) y aislamiento de
N. subflava en los hemoculti?rg.

Mujer de 69 afios con antecedentes
de infeccién por virus de la hepatitis C
y cirrosis hepética en estadio Child C.
Consulté por un cuadro de una semana
de evolucién de distensién abdominal y
desorientacién temporoespacial. No re-
feria antecedentes de manipulacién
orodental. En la exploracién fisica se
apreciaba una paciente apirética, con
estigmas de hepatopatia crénica, hepa-
tosplenomegalia, semiologia de ascitis
moderada, obnubilacién y asterixis. En
la analitica destacaba: creatinina, 150
nmol/l; sodio, 133 mmoV/l; potasio, 4,1
mmol/l; hemoglobina, 5,2 mmol/l; he-
matécrito, 25%; VCM, 86 {L; leucocitos,
14,1 x 10%1 (84% segmentados); albu-
mina, 20,5 g/l; tiempo de protrombina
de 46%. Se practic6 una paracentesis de
la que se obtuvo un liquido ascitico
de aspecto cetrino cuyo estudio analiti-
co mostré: glucosa, 7,27 mmol/l; protei-
nas, 6 g/l; amilasa, 0,08 pkat/l; ADA,
7 U/l; LDH, 1,11 pkat/l; células 3,3 x
10%1 (80% polimorfonucleares). El cul-
tivo en medios convencionales fue ne-
gativo y el examen citoldgico no mostré
la existencia de células neoplasicas. En
dos hemocultivos se aislé N. subflava.
La identificacién de la bacteria se rea-
liz6 con el sistema AMS-Vitek (tarjetas
NHI) y el estudio de la sensibilidad a
los antimicrobianos con la técnica Kir-
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