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El enterovirus D68 si que existe en Espaiia @
CrossMark

D68 enterovirus does exists in Spain
Sr. Editor:

Hemos leido con interés el articulo publicado en ENFERMEDADES
INFECCIOSAS Y MICROBIOLOGIA CLINICA de Laura Gimferrer et al.!, y al
hilo del mismo deseariamos insistir en los hallazgos descritos en él
con alguna aportacién practica.

La descripciéon de casos de enterovirus D68 (ED68) en EE. UU.
asociados a sindromes graves con complicaciones neumolégi-
cas y neuroldgicas?® originé un interés nuevo sobre un virus
escasamente descrito en la enfermedad respiratoria. A raiz del des-
cubrimiento de estos casos y otros descritos en Europa’, se organizé
recientemente un consorcio de distintos centros de investigacion
virolégicay centros hospitalarios de paises europeos® en el que par-
ticip6 el Centro Nacional de Gripe y el servicio de Microbiologia del
Hospital Clinico de Valladolid. En dicho trabajo colaborativo multi-
céntrico se planteé la blsqueda activa de este virus en el contexto
de los hallazgos respiratorios.

Se recuperaron muestras respiratorias conservadas a -80°C
procedentes de toda Castilla y Leén, que habian resultado previa-
mente positivas para entero/rinovirus en una reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR) multiplex disefiada especificamente para
el diagnéstico de virus respiratorios. Esta PCR utiliza los reacti-
vos comerciales Respiratory Viral Panel-XTAG RVPV2 (Rafer, Madrid,
Espafia) y el soporte Luminex 200 (Luminex, Austin, TX, EE. UU.),
y es utilizada de forma rutinaria como primera linea de diagnés-
tico ante enfermedad respiratoria en este laboratorio. Consta de
19 dianas que identifican patégenos respiratorios tales como gripe
A (subtipos H1, H3 y H1pdmOQ9) y B, virus respiratorio sincitial A
y B, parainfluenza tipos 1, 2, 3 y 4, bocavirus, metapneumovirus,
adenovirus, coronavirus tipos HKU1, NL63, OC43 y 229E, ademas
de rinovirus/enterovirus en una misma diana sin diferenciar.

Se testaron, mediante una PCR especifica a tiempo real para
diferenciar los géneros rinovirus y enterovirus, 50 muestras respi-
ratorias de pacientes hospitalizados con sintomas respiratorios en
las que se habian detectado entero/rinovirus. También se testaron
mediante otra PCR a tiempo real capaz de detectar especificamente
ED68. Ambos protocolos se realizaron en la plataforma ABI 7500
Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) utilizando sondas
y primers especificos®.

Entre las muestras estudiadas se identificaron 46 rinovirus (92%)
y 4 enterovirus (8%). Al aplicar el protocolo especifico para ED68 a
todas las muestras, se identificé un caso en una nifia de 11 afios
ingresada en el Hospital Universitario de Burgos a causa de un
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sindrome febril en noviembre de 2014. La paciente fue diagnos-
ticada de bronconeumonia tras pocos dias de ingreso y evolucioné
de manera favorable sin ninguna otra enfermedad concomitante.

El trabajo de Gimferrer et al.! pone de manifiesto la existen-
cia del virus ED68 como responsable de cuadros respiratorios.
A tenor de los resultados de su articulo, los obtenidos en Europa®
y los nuestros, su diagnéstico y hallazgo es posible en Espafia. Sin
embargo, el algoritmo para su cribado es relativamente complejo.
Actualmente, el diagnéstico de virus respiratorios mediante una
PCR multiplex no se realiza en todos los laboratorios, pero aunque
asi fuera, la mayoria de los test comerciales existentes no diferen-
cian las infecciones por rinovirus de las producidas por enterovirus.
Seria necesario, por tanto, incorporar en las futuras técnicas multi-
plex que se desarrollen dianas diferenciadas para ambos géneros.
Hasta que esto no se produzca, la Ginica posibilidad de diagnosticar
ED68 es realizar una PCR multiplex como la descrita anteriormente®
y, segln el resultado, testar después con una PCR especifica para
EDG68. A pesar de ello, se puede llegar a producir una demora supe-
rior a 24 h en el tiempo de respuesta, que en casos graves puede ser
decisiva.

La prevalencia de este patégeno en el contexto del diagnos-
tico hospitalario de cuadros respiratorios parece pequefia, pero no
despreciable. En el trabajo de Gimferrer et al.!, el ED68 supone el
0,94% de todas las muestras analizadas, un porcentaje muy similar
al obtenido en nuestra experiencia (2%). Un aspecto a destacar es
la ausencia de reaccién cruzada entre la PCR especifica de ED68 y
rinovirus, lo cual facilita un algoritmo de 2 fases, primero una mul-
tiplex que incluya rinovirus/enterovirus y después otra especifica
para EDGS.

El articulo de Gimferrer et al.! y nuestra experiencia confirman
la existencia de este virus y avalan también su btisqueda diferen-
ciada. La descripcién de formas graves de este virus en poblacién
pediatrica justifica una biisqueda activa del mismo en el contexto
del diagnéstico microbiolégico.
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Aportaciones al articulo «<Enfermedad @ .
recurrente por Clostridium difficile ribotipo 027> Crosshar
Contributions to article «<Recurrent disease due to rybotipe 027
Clostridium difficile»

Sr. Editor:

Hemos leido con atencién el articulo de Rodriguez-Villodres
et al. «<Enfermedad recurrente por Clostridium difficile ribotipo
027»!, y nos gustaria aportar nuestra opinion al respecto, asi como
nuestra breve experiencia. Estamos completamente de acuerdo en
que seria preciso realizar técnicas de biologia molecular para poder
llegar al ribotipo de Clostridium difficile (C. difficile) ya que, sin ellas,
podemos estar dejando pasar cepas hipervirulentas, con todo lo
que ello puede suponer en cuanto a diagnéstico, epidemiologia y
tratamiento. También pensamos que esta situacién se esta infra-
diagnosticando, ya que en muchos centros solo se realizan técnicas
de deteccién de glutamato deshidrogenasa (GDH) y de toxinas Ay
B, pero no se realizan técnicas de biologia molecular, con lo cual
podemos estar perdiendo oportunidades de diagnosticar la cepa
hipervirulenta 027. Pero en el caso que describen los autores, no
queda del todo claro si se realizé alguna otra técnica diagnostica
como ribotipado.

Ante esta situacién nos gustaria comentar nuestra reciente
experiencia en la que pudimos diagnosticar un caso «posible» de
C. difficile ribotipo 027.

Se trataba de un varén, de 45 afios de edad, trasplantado renal en
1993 y 1999, que ingresé en nuestro hospital para cirugia de carci-
noma de urotelio. Como antecedentes figuraba un cuadro de sepsis
urolégica, 4 meses antes, que precisé ingreso en la unidad de cui-
dados intensivos, durante el cual recibi6é diferentes tratamientos
antibiéticos: ciprofloxacino, imipenem y amoxicilina/clavulanico,
este altimo al alta hospitalaria. Durante el postoperatorio pre-
sent6 un cuadro de ileo paraliticoy, posteriormente, una deposicién
diarreica de la que se enviaron muestras de heces para cultivo de
enteropatégenos y estudio de C. difficile. Los coprocultivos fueron
negativos para los enteropatégenos habituales. Para el estudio de
C. difficile se realiz6 la deteccién de GDH y toxina A/B (C. difficile
Quick Check Complete®, Alere, EE.UU.) cuyo resultado fue positivo
para la GDH y negativo para las toxinas A/B. Siguiendo el protocolo,
se realiz6 una PCR (Cepheid GeneXpert® C. difficile) con resultado
«027-NAP1-BI presumptive positive». Ante esta situacion, se con-
tacté con el responsable médico del paciente y con el servicio de
medicina preventiva para iniciar el tratamiento y poner en practica
las medidas de aislamiento necesarias. El tratamiento instaurado

Véase contenido relacionado en DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2015.10.004

fue vancomicina oral, 500 mg/6 h en la primera semana, 250 mg/6 h
la segunda semana, 125 mg/6h la tercera semana y 125mg/6h a
dias alternos durante 6 semanas. A los 10 dias fue dado de alta tras
mejoria de su cuadro diarreico. A los 28 dias se realiz6 un control,
siendo todos los resultados negativos, tanto para la GDH como para
las toxinas.

Al ser un diagnéstico «posible», se remitié la muestra al Ser-
vicio de Microbiologia del Hospital Gregorio Marafién de Madrid
para realizar ribotipado y confirmar la posibilidad de que fuera
dicho ribotipo. El resultado emitido fue que se trataba de un ribo-
tipo desconocido (no 027), perfil toxigénico A+/B+binaria+, y en la
secuenciacion del gen regulador tcdC se encontré delecién 18pb y
posicién 117 e insercién T en posicion 212.

Compartimos con Rodriguez-Villodres et al.! la necesidad de uti-
lizar técnicas de biologia molecular en el diagnéstico de la infeccion
por C. difficile. Pero, a pesar de que tienen una alta sensibilidad y
especificidad, hay que tener en cuenta que el informe de la PCR a
tiempo real de Cepheid GenXpert® C. difficile es de «presumptive
positive», por lo que creemos que siempre se deberia compro-
bar este resultado. Esta situacién ya ha sido descrita por otros
autores®?, y creemos que ante esta posibilidad deberiamos ser cau-
tos en el diagnéstico, y poder enviar nuestras muestras o cepas a
centros de referencia para poder saber exactamente en qué situa-
ci6én epidemiolégica nos encontramos>.

También nos gustaria afiadir que, recientemente, se ha descrito
un caso en el que tanto la detecciéon de GDH como de toxinas fue-
ron negativas, siendo los cultivos positivos y PCR positiva®. Por
lo tanto, el planteamiento del diagnéstico nos tendria que hacer
pensar si realmente puede ser valorable, desde el punto de vista
coste-efectivo, el realizar inicialmente técnicas de PCR en el diag-
noéstico de infeccion por C. difficile.
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