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Caso clinico
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Resumen: El antrax es una zoonosis causada por Bacillus anthracis. En humanos produce infecciones cutaneas, respiratorias,
gastrointestinales y con menor frecuencia meningitis. Se reporta el primer caso en Argentina de meningitis y bacteriemia por B. anthracis.
Se trata de un paciente adulto que comenzé con sintomas gripales e inflamacion de ganglios axilares. A las 48 h ingres6 al hospital con
depresion del sistema nervioso central y traumatismo toracoabdominal derecho. La TAC reveld en el hemisferio cerebral izquierdo una
masa bien definida. El paciente fue tratado empiricamente con meropenem y vancomicina. Fallecio a las 48 h por shock refractario y paro
cardiorrespiratorio. En los cultivos de las muestras de sangre y de liquido cefalorraquideo se obtuvo desarrollo bacteriano el cual no fue
posible identificar mediante pruebas bioquimicas. El aislamiento se derivo a centros de referencia donde se confirmé a nivel molecular el
agente etiologico: B. anthracis. Este caso destaca la importancia de evaluar, en areas endémicas, los factores epidemioldgicos, ya que la
presencia de sintomas gripales y ganglios inflamados en un paciente, puede enmascarar cuadros graves de meningitis y bacteriemia con
desenlace fatal.
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Fatal antrax: first human case with meningitis and bacteremia documented in Argentina

Abstract: Anthrax is a zoonosis caused by Bacillus anthracis. In humans produces skin, respiratory, gastrointestinal infections and, less
frequently, meningitis. The first case in Argentina of meningitis and bacteremia due to B. anthracis is reported. He was an adult patient
who started with flu-like symptons and axillary lymph node inflammation which was treated as outpatient. Forty-eight hours later he was
admitted to the hospital with depression of the central nervous system and thoracoabdominal trauma. The CT scan revealed a well defined
mass in the left cerebral hemisphere. The patient was treated empirically with meropenem and vancomycin. He died at 48 hours due to
refractory shock and cardiorespiratory arrest. Blood and cerebrospinal fluid cultures were positive for bacterial growth, but could not be
identified by biochemical tests. Isolates were derived to laboratory reference centers where the etiological agent B. anthracis was confirmed
by molecular means. This case highlights the importance of considering epidemiological factors in endemic areas, since the presence of flu-
like symptoms and swollen lymph nodes in a patient can be announcing a meningitis and a bacteremia with fatal outcome.
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Introduccion

El éantrax humano o carbunco se ha clasificado
tradicionalmente en antrax no industrial, adquirido por
contacto con animales infectados o sus carcasas después
de la muerte del animal, e industrial, cuando se debe al

procesamiento fabril de lanas, cueros, huesos u otros
productos animales [1]. Ademads, se conoce que algunas
aves rapaces y carrofleras, que consumen animales muertos
por carbunco, pueden dispersarlo al transportar las esporas
en sus cuerpos, picos y plumas; también se ha demostrado
que las materias fecales de algunas de estas aves rapaces
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pueden dispersar las esporas [2].

Existen tres formas clinicas de esta infeccion segun la
via de adquisicion: cutanea, por ingestion y por inhalacion.
La meningitis por antrax puede desarrollarse como una
complicacion severa de cualquiera de estas tres formas
[3,4]. El antrax cutanco se presenta después de lesiones
leves en la piel o por picaduras de insectos, formandose
una pequeia papula que se ulcera produciendo al final una
escara negruzca. El antrax intestinal puede manifestarse con
lesiones bucales, principalmente en lengua y amigdalas, o
produciendo ulceras a lo largo del tracto digestivo en su
forma gastrointestinal. El antrax pulmonar se produce
por inhalacién de las esporas, que posteriormente son
ingeridas por los macrofagos pulmonares. La enfermedad
comienza con sintomas semejantes a los de una gripe
severa y luego evoluciona rapidamente hasta producir un
estado de shock, en el cual muere el 95 % de los afectados
[3]. La meningoencefalitis por antrax se caracteriza por
presentar manifestaciones clinicas que incluyen malestar,
cefalea intensa, mareos, fiebre, anorexia, vomitos, crisis
convulsivas, agitacion, desorientacion y delirio. El liquido
cefalorraquideo (LCR) frecuentemente es hemorragico y
suele contener abundantes bacterias. El estado de coma se
instala rapidamente. Raramente se realiza el diagnostico
antes del fallecimiento del paciente [5,6].

Las cepas virulentas de Bacillus anthracis producen
toxinas y son capsuladas. Estas cepas poseen dos plasmidos
relacionados con la virulencia, el plasmido pXOl, que
codifica las toxinas, y el plasmido pXO2, que codifica la
capsula. Si bien actualmente el carbunco esta controlado
por los rigurosos esquemas de vacunacion, continua siendo
endémico en algunas areas del mundo, como es Argentina
[7].

El objetivo de este trabajo fue describir el primer caso
humano de meningitis y bacteriemia con desenlace fatal
causado por B. anthracis en Argentina.

Caso clinico

Paciente masculino de 43 afios de edad, residente
de una zona rural de nuestro pais (Departamento Las
Colonias, provincia de Santa Fe, Argentina), caracterizada
por condiciones ambientales y edafologicas del suelo
que influyen sobre el mantenimiento y desarrollo del B.
anthracis [8].

En abril de 2014 fue evaluado, en primera instancia,
en su lugar de origen por presentar sintomatologia gripal
¢ inflamacion de ganglios axilares. Inicid tratamiento
empirico con amoxicilina mas acido clavulanico.

A los dos dias de tratamiento, ingresé al servicio de
guardias y urgencias del Hospital “Dr. Jos¢ M. Cullen” de
la ciudad de Santa Fe en estado de coma, con depresion del
sistema nervioso central. Se constatd traumatismo toraco-
abdominal derecho, como consecuencia de una caida de
su propia altura, y una pequefia laceracion en un dedo. Fue
trasladado de inmediato al servicio de terapia intensiva
sin respuesta ocular ni verbal pero con respuesta motora

reactiva, via aérea limpia, hemodinamicamente estable y
abdomen blando en hipocondrio derecho (Glasgow 6/15).
Se ordena asistencia respiratoria mecanica y estudios
complementarios de laboratorio y de diagnostico por
imagenes. Se indico tratamiento empirico con meropenem
(2 gr/dia) y vancomicina (1 gr/dia). La radiografia de
torax mostré derrame pleural derecho y la tomografia
axial computarizada (TAC) abdominal revel6 liquido libre
perihepatico. La TAC de craneo mostrdo una masa bien
definida en el 16bulo occipital izquierdo.

Los resultados de laboratorio se muestran en la tabla
1. Las muestras de sangre para hemocultivos fueron
monitoreadas mediante Bactec™ 9120 ((Becton Dickinson
and Company, Maryland, USA), obteniéndose crecimiento
a las 24 h de incubacion. El cultivo del LCR se procesod
segun los métodos convencionales [9]. En la coloracion
de Gram se observaron 1-2 leucocitos/campo de 1000X y
bacilos largos grampositivos agrupados en cadenas (Figura

Tabla 1. Resultados de los estudios de laboratorio realizados.

Sangre periferica

Leucocitos 40,32 x 10*/mm?
Hematies 5 x 10¢/mm?
Hematocrito 44,50 %
Hemoglobina 12,4 g/dL
Plaquetas 115 x 10*/mm?
Lactato 3,2 mmol/L
pH 7,33

pCO, 37,2 mmHg
pO, 97,7 mmHg
Exceso de base (EB) 5,9 mEq/L
Bicarbonato 19,2 mEq/L
SO 97,10 %

2

Cultivo para gérmenes comunes Positivo (24 horas)

Serologia para Hepatitis B, C y sifilis Negativas
LCR

pH 6,87

Color Xantocromico
Aspecto Turbio

Leucocitos 4500/mm?
(52% PMN, 48% MN)
Hematies 3/mm?

Recuento celular

Glucorraquia 11 mg %
Proteinorraquia 1.900 mg %
Lactato 19,1 mmol/L

Cultivo para gérmenes comunes Positivo (24 horas)
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Figura 1. Coloracion de Gram del liquido cefalorraquideo. Bacilos largos
grampositivos agrupados en cadenas (1000X).

1). En todas las muestras se obtuvo desarrollo de colonias
grandes, opacas, sin pigmento y de bordes irregulares;
la coloracion de Gram reveld bacilos grampositivos
esporulados, que fueron identificados mediante el método
automatizado BD Phoenix™ System (Becton Dickinson
and Company, Maryland, USA) como B. thuringiensis. Se
realizaron pruebas bioquimicas adicionales para confirmar
esta identificacion como produccion de catalasa y la arginina
decarboxilasa (positivas) y motilidad (negativa).

Ante la ausencia de resultados definitivos, el aislado se
derivé al Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola
de INTA-Castelar, donde se verifico que el aislamiento
no correspondia a B. thuringiensis, y ante la sospecha de
que se tratara de B. anthracis, el estudio se continud en el
Laboratorio Azul Diagnoéstico, S.A., Azul, Provincia de
Buenos Aires, donde se realizaron pruebas de identificacion
molecular.

La extraccion de ADN genomico se realizo por ebullicion
durante 10 minutos a 100 °C, a partir de una suspension al
0,5 Mc Farland de un cultivo de 24 h del aislado en buffer
Tris, que posteriormente se centrifugdé a 10.000 g durante
10 minutos para eliminar restos celulares. El sobrenadante
fue trasvasado a un tubo nuevo y almacenado a -20 °C hasta

su utilizacion en la reaccion de amplificacion. Se realizo
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés) para amplificar el gen pagA4, que
codifica al antigeno protector en el plasmido pXO1 y el gen
capA del operdn cap, que codifica la biosintesis de la capsula
en el plasmido pXO2 (Tabla 2). Se incluyé un control
negativo, donde el templado de ADN se reemplazo por agua
y como control positivo se utilizoé una cepa de B. antrhacis
obtenida de cultivos puros de aislamientos procedentes de
animales, perteneciente al Laboratorio Azul Diagndstico,
S.A. Para el control de ADN se amplifico una region parcial
del gen 16S del ARN ribosomal de la cepa control de B.
anthracis (tamano del fragmento esperado: 639 bp) y el
ADN de una cepa de Staphylococcus aureus. E1 ADN del
aislado de la muestra clinica se proceso por duplicado. Los
oligonucleétidos y el protocolo de PCR usados fueron los
recomendados por la Oficina Internacional de Epizootias
(OIE) [7,10,11].

El andlisis de los productos de amplificacion se realizo
por electroforesis en un gel de agarosa en presencia de 0,5
pg/mL de bromuro de etidio. Se analizaron alicuotas de

700 bp»
600 bp»
500 bph

Figura 2. Productos de amplificacion de los genes pagA (plasmido pXO1)
y capA (plasmido pXO2). Carril 1: Marcador de PM 1 Kb. Carriles 2, 3 y
4: amplificacion del plasmido pX01 (596bp) — Carril 2: cepa B. anthracis
Laboratorio Azul Diagndstico, S.A.; carriles 3 y 4: cepa en estudio. Carril
5: control negativo. Carriles 6, 7 y 8: amplificacion del plasmido pX02
(846bp) — Carril 6: cepa B. anthracis Laboratorio Azul Diagnostico, S.A.;
carriles 7 y 8: cepa en estudio. Carril 9: control negativo. Carril 10: ADN
de region parcial del gen 16S del ARNr (639bp). Carriles 11 y 12: cepa
en estudio. Carriles 13 y 14: ADN S. aureus. Carril 15: control negativo.

10 pL de los amplicones a 10 V/cm por espacio de 1 hora.
Finalizada la electroforesis, los geles fueron visualizados
en un transiluminador UV. Las imdgenes resultantes se
registraron mediante cadmara digital utilizando un filtro
naranja. La corrida se realizo en presencia de un marcador

Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados y tamafio de los fragmentos para la amplificacion de los genes
pagA'y capA de los plasmidos pXO1 y pXO2, respectivamente.

Gen blanco Cebador Secuencias (5°- 3") f:;;n;;r;(;o gez(éc:;?
. PA5: TCCTAACAC TAACGAAGTCG
Plasm‘dz pXO1 596pb AF306782
gen pag. PAS: GAGGTAGAAGGATATACGGT
Plismido pXO2  CAP1234:  CTGAGCCATTAATCGATATG
y p 846pb AF188935
gen cap: CAP1301: TCCCACTTACGTAATCTGAG
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de tamafio molecular de 1 Kb (Cien Marker) (Figura 2).

Los amplicones fueron purificados y enviados para
su secuenciacion al Instituto de Biotecnologia (INTA,
Castelar). La secuencia consenso, obtenida a partir del
ADN de la muestra clinica, fue de 841 pb, la cual se analiz6
y compar6 con las bases de datos existentes en la web.
En diferentes situaciones (confirmacion de la identidad y
especificidad de los oligonucleotidos cebadores utilizados,
analisis de los resultados de reacciones de secuenciacion de
ADN) se recurri6 a las utilidades de los programas Blast®
2 sequences 2.2.14 (Align two sequences) y Blastn®
disponibles en la pagina web del NCBI (National Center
for Biotechnology Information, www.blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi), y del programa NTISuite (Version 6.0.3).
El analisis correspondié a una secuencia parcial del gen
16S del ARNr de Bacillus sp., la cual esta indizada bajo el
numero MF479274 en la base de datos del GenBank.

Como el resultado no fue concluyente, se considerd
la inoculacion en animales como complemento para la
recuperacion de B. anthracis. Se realizaron entonces estudios
en animales de laboratorio bajo condiciones apropiadas de
cuidado y mantenimiento, con personal calificado para tal
fin [12]. Se utilizaron 3 ratones albinos suizos de la cepa
CF1, procedentes del Laboratorio del Instituto Charles
Rivers (Charles River Institute Laboratory), reproducidos
por endocria en el bioterio del Laboratorio Azul Diagndstico
S.A., de los cuales se inocularon dos, quedando uno como
testigo. Se inyectaron 0,3 cm? de una suspension del cultivo
del aislado, con una densidad igual a 0,5 Mc Farland, en
forma subcutanea. Los animales se controlaron cada 2 h,
muriendo por “muerte siibita” a las 32 h de la inoculacion. La
necropsia reveld hepatoesplenomegalia manifiesta y sangre
incoagulable, observandose en el punto de inoculacion
edema gelatinoso sanguinolento. Del bazo se logré aislar
nuevamente por retrocultivo B. anthracis [13,14].

Se determind la sensibilidad a los antimicrobianos
penicilina, ampicilina, ciprofloxacina, tetraciclina,
gentamicina, cloranfenicol, eritromicina y trimetoprim
sulfametoxazol, utilizando la técnica de difusion con discos
de papel segun la técnica de Kirby y Bauer de acuerdo a
las recomendaciones del Comité Nacional para Estandares
Clinicos y de Laboratorio (NCCLS, National Committee for
Clinical Laboratory Standards) [15] resultando resistente
solo a trimetoprim sulfametoxazol.

Tanto la muestra como la cepa aislada se manipularon en
cabina de bioseguridad clase 2, y se realiz6 la notificacion
inmediata del caso al Departamento de Zoonosis y
Epidemiologia de la Provincia de Santa Fe.

El paciente evoluciond6 con midriasis bilateral
arreactiva sin reflejos neuroldgicos. Se le realizd un
electroencefalograma, el cual evidencié trazado plano y
se diagnostico muerte encefalica. Finalmente el paciente
fallecio dentro de las 48 h del ingreso al hospital a causa de
shock refractario y paro cardiorrespiratorio.

Discusion y conclusiones

Este caso coincide con el publicado por Ossa y col
[16] quienes describieron 5 casos de antrax en personas
con antecedentes de haber trabajado con ganado vacuno
muerto por causa desconocida, donde una de ellas presentd
meningitis hemorrdgica pero sin signos meningeos.
También concuerda con las publicaciones de Giircan et al
[17] y Ponce et al [18] con respecto al inmediato desenlace
fatal de los pacientes, a pesar de haber sido tratados con la
terapia antimicrobiana especifica.

El paciente de este caso no presentd ninguna lesion
ulcerosa, lo que difiere de lo documentado por Maguifa
et al [19] y Ponce et al [18], donde los casos reportados
comenzaron con necrosis central de heridas cutaneas.

No se pudo determinar con certeza la puerta de entrada
de las esporas, aunque el paciente presentaba una pequefia
laceracion en un dedo. Dado que el paciente se dedicaba
al cuidado de ganado vacuno, y habia manipulado cueros
para la fabricacion de lazos, se considerd también la posible
inhalacion de esporas como via de entrada.

La meningitis por antrax es usualmente secundaria a
la septicemia [8]; sin embargo, en este caso no se pudo
aseverar que se tratara de una meningitis primaria, debido a
que si bien el paciente ingres6 con depresion del sensorio,
la bacteria también se aislo en hemocultivo.

La situacion epidemiologica del carbunco rural en
Argentina no ha variado entre 1977-2015 [20], pero han
disminuido considerablemente los casos de carbunco
dérmico debido al control sanitario, diagnosticos confiables
y vacunacion eficiente y econdmica. Mientras no se tomen
medidas eficaces tales como: vacunacion sistematizada
obligatoria, eliminacion de cadaveres en forma adecuada y
evaluacion de indicadores epidemioldgicos que monitoreen
la evolucion de la enfermedad, no se podra controlar y
eventualmente erradicar el carbunco rural en la Argentina.
Se deben sustentar estas acciones en el tiempo para observar
sus logros epidemioldgicos [21]. Hasta el momento, no se
han encontrado en nuestro pais registros de meningitis o
bacteriemia por B. anthracis, razon que ameritd el reporte
de este caso.

Un hecho a destacar es que la meningitis por B.
anthracis es hemorragica y extremadamente rara [5], y
debe ser diferenciada de la hemorragia subaracnoidea por
un accidente cerebrovascular; tomando en cuenta que la
TAC no distingue la causa de la hemorragia, no se deberia
descartar la realizacion de una puncion lumbar para evitar
diagnosticos erroneos.

Se rescata en este caso la importancia de la anamnesis
respecto a los factores epidemioldgicos de los pacientes
para sospechar la existencia de infeccion por este agente,
principalmente en meningitis y bacteriemias, dada la
gravedad del cuadro clinico.
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