Cartas cientifica / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2019;37(10):677-684 679

Ethical approval
Not necessary.

Informed consent
Not necessary.

Bibliografia

1. Orouji A, Kiewert A, Filser T, Goerdt S, Peitsch WK. Cutaneous diphtheria
in a German man with travel history. Acta Derm Venereol. 2012;92:179-80,
http://dx.doi.org/10.2340/00015555-1216

2. Jakovljev A, Steinbakk M, Mengshoel AT, Sagvik E, Br??gger-Synnes P, Sakshaug
T, etal. Imported toxigenic cutaneous diphtheria in a young male returning from
mozambique to Norway, March 2014. Eurosurveillance. 2014;19:1-4.

3. Billard-Pomares T, Rouyer C, Walewski V, Badell-Ocando E, Dumas M, Zumelzu
C, et al. Diagnosis in France of a non-toxigenic tox gene-bearing strain of cory-
nebacterium diphtheriae in a young male back from senegal. Open Forum Infect
Dis. 2017;4:1-3, http://dx.doi.org/10.1093/oid/ofw271

4. Zakikhany K, Neal S, Efstratiou A. Emergence and molecular characterisa-
tion of non-toxigenic tox gene-bearing Corynebacterium diphtheriae biovar
mitis in the United Kingdom, 2003-2012. Euro Surveill. 2014:19. Available:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24925458.

5. Rahim NRA, Koehler AP, Shaw DD, Graham CR. Toxigenic cutaneous diphtheria
in a returned traveller. Commun Dis Intell. 2014;38:E298-300.

6. FitzGerald RP, Rosser AJ, Perera DN. Non-toxigenic penicillin-resistant cuta-
neous C. diphtheriae infection: A case report and review of the literature. ]
Infect Public Health. King Saud Bin Abdulaziz University for Health Sciences;.
2015;8:98-100, http://dx.doi.org/10.1016/j.jiph.2014.05.006

7. Adler NR, Mahony A, Friedman ND. Diphtheria: Forgotten, but not gone. Intern
Med J. 2013;43:206-10, http://dx.doi.org/10.1111/imj.12049

8. Lowe CF,Bernard KA, Romney MG. Cutaneous diphtheria in the urban poor popu-
lation of Vancouver, British Columbia, Canada: A 10-year review. ] Clin Microbiol.
2011;49:2664-6, http://dx.doi.org/10.1128/JCM. 00362-11

9. Morgado-Carrasco D, Riquelme-Mc Loughlin C, Fusta-Novell X, Fernandez-Pittol
M]J, Bosch J, Mascar6 Jr JM. Cutaneous Diphtheria Mimicking Pyoderma Gangre-
nosum. JAMA Dermatology. 2018;154:227-8.

10. Nelson TG, Mitchell CD, Sega-Hall GM, Porter R]. Cutaneous ulcers in a retur-

ning traveller: A rare case of imported diphtheria in the UK. Clin Exp Dermatol.
2016;41:57-9, http://dx.doi.org/10.1111/ced.12763

M. Fernandez-Pittol **, ]. Bosch?, ]. Mufioz?, M. Bodro®©

a Department of Microbiology, Hospital Clinic, Universitat de
Barcelona, ISGLOBAL, Barcelona, Spain

b Department International Health, Hospital Clinic, Barcelona, Spain
¢ Department of Infectious Diseases, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

*Corresponding author. Hospital Clinic de Barcelona, Villarroel,
170, 08036 Barcelona - SPAIN. Tel.: +34.654.966.069.
E-mail address: mjfernandez@clinic.cat (M. Fernandez-Pittol).

https://doi.org/10.1016/j.eimc.2018.10.004

0213-005X/

© 2018 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica. All rights reserved.

Diagnéstico diferencial de Bordetella R

bronchiseptica por RT-PCR en un niiio con tos
paroxistica sin antecedentes patologicos previos

Differential diagnosis by RT-PCR of Bordetella bronchiseptica in
a child without previous pathologic antecedents suffering
whooping cough

El género Bordetella incluye varias especies que pueden afectar
al ser humano!. Entre ellas destaca por su relevancia clinico-
epidemiolégica B. pertussis. Sin embargo, otras especies como B.
parapertussis, B. holmesii', y en ocasiones, B. bronchiseptica®>* pue-
den originar cuadros pertusoides similares.

El objetivo del presente estudio fue describir un caso de
infeccién por B. bronchiseptica, y la estrategia empleada para su
diagnéstico microbiolégico. Varén de 21 meses, sin historial clinico
de enfermedades respiratorias crénicas o alteraciones inmunol6-
gicas, que acudi6 a urgencias con tos paroxistica y emetizante de
9 dias de evolucidn, sin apnea, pero acompaiiada de estridor. El
paciente se encontraba correctamente inmunizado para su edad
frente a tos ferina, con 3 dosis de vacuna antidiftérica, antiteta-
nica, antipertusis acelular administradas a los 2, 4 y 11 meses. La
familia convivia con un perro que no habia presentado indicios de
enfermedad.

Ante este cuadro compatible con un sindrome pertusoide, se
obtuvieron muestras de lavado nasofaringeo, y se pauté una dosis
inicial de azitromicina a 10 mg/kg/dia seguida de un tratamiento
domiciliario con 5 mg/kg/dia durante 4 dias. El paciente evolucioné
favorablemente, sin complicaciones. La muestra de lavado nasofa-
ringeo se estudié mediante una técnica comercial de reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) multiple (Smart
Bp/Bpp, Cepheid AB, Suecia), basada en la deteccién de las secuen-
cias de insercién 1S481 e IS1001. De acuerdo a las instrucciones
del fabricante, los resultados fueron presuntivamente clasificados
como positivos tanto para B. pertussis como para B. parapertussis.
La muestra fue posteriormente procesada empleando 5 ensayos
independientes de RT-PCR frente a diferentes marcadores: 15481,

IS1001, regién promotora del gen de la toxina pertusis (BPTP), gen
de una proteina porina de B. pertussis (BPTD_0837) y la secuencia
de insercién similar alaIS1001 de B. holmesii (hIS1001). Los resulta-
dos obtenidos (IS481 confirmado como positivo, IS1001 confirmado
como positivo, BPTP positivo, BPTD_0837 negativo y hIS1001 nega-
tivo) aportaron una identificaron como B. bronchiseptica de acuerdo
al algoritmo descrito en la tabla 1.

Si bien B. bronchiseptica crece en medios habituales como agar
MacConkey, el cultivo de B. pertussis es problemadtico y carece de
sensibilidad. Por este motivo en la actualidad el diagnéstico de
tos ferina se basa en técnicas de PCR sobre muestras nasofarin-
geas, utilizando varias dianas como los segmentos de insercién
IS481 e 1S1001, empleadas para identificar como probables a B.
pertussis y B. parapertussis, respectivamente>®. No obstante, estas
secuencias no son absolutamente especificas de estas especies®. La
secuencia IS481 puede hallarse junto con B. pertussis en B. holmesii
y en algunas cepas de B. bronchiseptica®. Por su parte la secuen-
cia IS1001 puede estar presente, ademas de en B. parapertussis,
en B. bronchiseptica®. Esta secuencia muestra también gran homo-
logia con hIS1001, presente en B. holmesii°. Un resultado de PCR
simultineamente positivo para IS481 y S1001 podria inicialmente
considerarse una coinfeccién por diferentes especies de Bordetella®.
En estas situaciones, el uso de otras dianas de amplificaciéon puede
aclarar el diagnéstico. Tanto B. pertussis como B. bronchiseptica son
positivas para BPTP’. Sin embargo, el gen BPTD_0837 es especifico
de B. pertussis y no muestra reactividad cruzada con otras especies

Tabla 1
Algoritmo de los ensayos RT-PCR multimarcador para la identificacién de las prin-
cipales especies de Bordetella spp.

Interpretacion Resultado de los ensayos

15482 BPTP BPTD_0837 1S1001 hiS1001
B. pertussis + + + — —
B. parapertussis — - - + —
B. holmesii + - - - +
B. bronchiseptica + + - + -
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de Bordetella®. Otros autores han empleado como marcadores dos
genes estructurales de la flagelina, uno comn para B. bronchisep-
tica/B. parapertussis (Bb/Bpp-Fla)y otro distintivo de B. parapertussis
(Bpp2-Fla)°.

Entre las limitaciones de este estudio hay que mencionar que no
se llevé a cabo un cultivo bacteriano, no se efectué un diagnéstico
virolégico diferencial ni se realiz6 la secuenciacién de los productos
de amplificacién para corroborar definitivamente el resultado.

B. bronchiseptica se considera un microorganismo oportunista
que puede infectar especialmente el tracto respiratorio de pacien-
tes con inmunodepresién o fibrosis quistica®>*. B. bronchiseptica
produce infecciones en diferentes mamiferos! y su transmision se
ha relacionado con la convivencia con mascotas®. La prevalencia
de colonizacién en perros sanos parece ser importante'?. Aunque
en el presente caso asumimos que B. bronchiseptica fue la pro-
bable causa del cuadro de sindrome pertusoide en funcién de su
deteccién molecular, no es posible asegurar que no se tratara sim-
plemente de un mero comensal. No obstante, este microorganismo
se debe tener en cuenta en el diagnéstico diferencial de B. pertus-
sis y B. parapertussis cuando se emplean técnicas comerciales de
RT-PCR.
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Corynebacterium diphtheriae biotipo belfanti no )
toxigénico en una paciente diabética con A
infeccion del tracto respiratorio superior

Non-toxigenic Corynebacterium diphtheriae biotype belfanti in
a diabetic patient with upper tract respiratory infection

Se trata de una mujer de 77 afios que acudié a su médico de
atencién primaria por dolor de garganta, tos, somnolencia, expec-
toracién verdosa y afebril (36,7 °C). Presentaba como antecedentes
de interés diabetes mellitus secundaria a tratamiento esteroideo
y bronquiectasias. Entre su historial de vacunacién reciente, se
hallaban la vacuna de la gripe y la vacuna del tétanos-difteria,
esta Gltima administrada en 2003. No tenia antecedentes de con-
tacto con animales o viajes recientes. Se recogi6 una muestra de
esputo para cultivo y en la tincién de Gram se observaron abun-
dantes leucocitos y bacilos grampositivos (fig. 1). Después de 24
h de incubacién, en agar Columbia CNA con 5% sangre de car-
nero y agar chocolate se aislaron en cultivo puro colonias muy
pequeiias (~1 mm didmetro), catalasa positiva, grises y brillan-
tes con una pequefia zona de beta-hemolisis. El microorganismo
se identific6 como Corynebacterium diphtheriae (C. diphtheriae)
biotipo mitis/belfanti mediante API Coryne (bioMérieux; Bionum-
ber 0000324; 90.2%) y MALDI-TOF (MALDI Biotyper® Microflex
LT, Bruker Daltonik GmbH; puntuacién: 1.786). Se secuenci6 el
gen codificante de la subunidad B de la ARN polimerasa (rpoB)

confirmando dicha identificacién'. No se detecté mediante PCR?
la presencia del gen de la toxina diftérica (tox) y tampoco su
expresion mediante la prueba de Elek>. La sensibilidad antimicro-

Figura 1. Tincién de Gram de esputo (1000x) donde se puede observar abundantes
leucocitos y bacilos grampositivos de morfologia Corynebacteriaceae.
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