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que le permiten su supervivencia en aguas, suelos y en ambientes hospitalarios, donde puede
permanecer hasta anos. Inicialmente, fue descrito en 1935 como un agente normal de la
microbiota intestinal de recién nacidos sanos.

El presente escrito pretende revisar las generalidades del microorganismo y de la enfermedad
asociada a C. difficile, enfatizando la prevalencia de ambos en nuestro medio, la problematica,
el vacio del conocimiento que se presenta y los métodos de laboratorio que permiten su
diagnostico y estudio.
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Clostridium difficile associated disease: Prevalence and diagnostic laboratory

Abstract

Clostridium difficile is a gram-positive, strictly anaerobic, bacillus capable of forming spores
that enable it to survive in waters, soils, and in hospital environments, where it can remain for
years. It was initially described in 1935 as a normal microorganism of the intestinal microbiota
of healthy newborns.

This article reviews the general features of the microorganism and the disease associated with
C. difficile, emphasising the prevalence of both in our environment, the problems, the lack of
knowledge on it, and the laboratory methods that help in its diagnosis and study.
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Introduccion

Clostridium difficile (C. difficile) es un bacilo gramposi-
tivo, anaerobio estricto, capaz de formar esporas que le
permiten su supervivencia en aguas, suelos y en ambien-
tes hospitalarios, donde puede permanecer hasta anos.
Inicialmente, fue descrito en 1935 como un agente normal
de la microbiota intestinal de recién nacidos sanos.

Su transmision por via fecal-oral convierte al personal
de la salud, objetos médicos y superficies infectadas en
una importante fuente de infeccién intrahospitalaria'-2,
llegando a considerarse, actualmente, el principal agente
causal de diarrea nosocomial asociada al tratamiento con
antibioticos, donde ademas de la diarrea, puede causar
colitis seudomembranosa (CSM), enfermedad atribuida, en
la mayoria de los casos, a C. difficile, e incluso complica-
ciones como la colitis fulminante, todas ellas englobadas en
el termino de enfermedades asociadas a C. difficile (EACD).

Con la aparicion en 2002 del brote causado por la cepa
hipervirulenta BI/NAP1/027/toxinotipo Ill, las cifras de
morbimortalidad en el ambito mundial aumentaron, vién-
dose afectados, principalmente, los paises de Norteamérica
y Europa. Al reconocer a C. difficile como un patégeno
importante para la salud, con alto potencial epidémico, se
han desarrollado herramientas diagnodsticas y de estudio
que han permitido conocer a fondo la fisiopatologia de la
enfermedad, factores de riesgo asociados, prevalencias,
resistencia bacteriana y medidas adecuadas de promocion y
prevencion.

La implementacién de métodos de tipificacion molecu-
lar, como la electroforesis de campo pulsado en gel (PFGE:
Pulsed field gel electrophoresis), el analisis con endo-
nucleasas de restriccion (REA: Restriction Endonuclease
Analysis), la toxinotipificacion, el analisis de repeticiones
en tandem de nimero variable en locus multiples (MLVA:
Multiple-locus variable-number), la ribotipificacion y el
analisis de secuencias de locus multiples (MLST: Multi-
locus sequence typing) han permitido el estudio a fondo
de esas caracteristicas de C. difficile, enfocados principal-
mente al estudio de brotes.

El presente escrito pretende revisar las generalidades
del microorganismo y de la EACD, enfatizando la prevalen-
cia de ambos en nuestro medio, la problematica, el vacio
del conocimiento que se presenta y los métodos de labora-
torio que permiten su diagndstico y estudio.

Resefa historica

Los primeros reportes de C. difficile como causante de
enfermedad se dieron en 1893, cuando Finney describi6 el
caso de una mujer joven con diarrea hemorragica y seudo-
membranas a nivel del colon3. Sin embargo, la bacteria fue
aislada por primera vez en 1935 por Hall y O toole como
microbiota normal del tracto gastrointestinal (TGI) de neo-
natos, denominandola en ese momento Bacillus difficilis
por su dificultad para crecer en medio in vitro*.

Bartlett et al. (1978) determinaron que C. difficile era
el principal agente causal de CSM en pacientes en trata-
miento con antibidticos’; en este estudio, encontraron
que estos pacientes presentaban altos niveles de citotoxi-
cidad en las muestras de materia fecal, atribuyéndolo en

un principio a un agente viral, Mycoplasma, o a la toxina
de algun otro tipo de bacteria, sin poderlos aislar en el
laboratorio. Utilizando un pool de antisueros para varios
clostridios, se logro en los pacientes en estudio la neu-
tralizacion de la actividad citotdxica con suero anti-C.
sordelli, logrando aislar con posterioridad a C. difficile de
la materia fecal de esos pacientes, y gracias a esto, hoy
en dia, se puede asociar con el 90 a 100% de los casos de
CSM, donde la poblacion mas susceptible son los ancianos
mayores de 65 afos®10,

Patogénesis

Como mecanismo de infeccion, la forma esporulada de C.
difficile, la cual es resistente a la desecacion, quimicos
y temperaturas extremas, ingresa por via oral, atraviesa
el sistema digestivo y se establece en el colon, donde
encuentra el ambiente propicio para adoptar su forma
vegetativa. La bacteria se adhiere a la capa mucosa del
enterocito y la atraviesa con ayuda del flagelo, adhesinas
y proteasas que produce'!.

En condiciones normales, el TGl del humano posee una
microbiota indigena caracteristica que le proporciona el equi-
librio necesario para poder inhibir el crecimiento de ciertos
patogenos para él, lo que se ha llamado “resistencia a la
colonizacién”'2. Sin embargo, ciertas condiciones (ver facto-
res de riesgo asociados al desarrollo de EACD), como el trata-
miento con antibidticos de amplio espectro, pueden ocasionar
en el individuo una alteracién de esta microbiota permitiendo
que C. difficile aproveche este desequilibrio para replicarse
en grandes cantidades y causar daio a través de la produccion
de sus toxinas.

Toxinas

Fue a finales de los anos setenta cuando varios autores
empezaron a describir la presencia de una toxina en un
hamster infectado por la bacteria con un efecto diferente,
enterotoxica, a la citotoxina antes mencionada por otros
autores'3 14, y a principios de los ochenta fueron aisladas
de materia fecal de humanos enfermos por C. difficile
las 2 clases de toxinas'>'6. Hoy en dia, se conoce que la
bacteria, a nivel del colon, produce una toxina A o ente-
rotoxina y toxina B o citotoxina, ambas tienen efecto cito-
toxico, causando permeabilidad vascular y hemorragias,
pero ademas, la enterotoxina induce la acumulacion de
liquidos y células inflamatorias a través de la activacion
de la respuesta inflamatoria, mientras que la citotoxina
causa destruccion del citoesqueleto del enterocito, siendo
mas potente que la primera'®-18,

Las cepas de C. difficile que no producen toxinas no son
patogenas'®; pero las que tienen los genes tcdA y tcdB,
que codifican la expresion de la toxina A y B, respectiva-
mente, si lo son. Estos genes se encuentran ubicados en
una region del cromosoma llamada locus de patogenicidad
(PaLoc), el cual contiene también 3 genes accesorios:
tcdR, tcdE y tcdC. tcdR ha demostrado tener la capaci-
dad de modular positivamente la expresion de los genes
de las toxinas, mientras que tcdC modula negativamente
tal expresion, al interferir con la capacidad de la ARN
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Figura 1 Distribucién de genes en el PalLoc que codifican y regulan la expresion de las toxinas de Clostridium difficile?0.
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Figura 2 Distribucién de genes en el CdtLoc que codifican y regulan la expresién de las toxinas binarias Clostridium difficileZ2.

polimerasa de reconocer los promotores de tcdA y tcdB.
Esto se ha sugerido al encontrar que tcdA, tcdB y tcdR se
transcriben durante la fase de crecimiento estacionaria,
mientras que tcdC se expresa ya en la fase de crecimiento
exponencial. En cuanto a tcdE, su funcion aun no esta bien
definida'®-2! (ver fig. 1).

El receptor al cual se unen las toxinas a nivel del epitelio
intestinal aln no esta bien definido. Se presume que cada
toxina tiene tropismo por diferentes sitios en la célula hos-
pedera: la toxina A se enlaza mas efectivamente hacia el
lado apical de la célula, mientras que la toxina B se enlaza
mejor a un receptor aun desconocido en la zona basolateral
de la célula. En animales, la toxina A se ha evidenciado que
se puede enlazar al trisacarido Gal1(a1-3)Gal(B1-4) GlcNac,
mientras que en humanos se ha propuesto a la glicoproteina
gp96 como correceptor para la adherencia de la toxina A a la
célula?z23,

Desde que Hall y O’toole, en 1935, describieron por
primera vez a C. difficile como microbiota comensal del
TGl de recién nacidos, se ha establecido que esta pobla-
cion puede estar infectada sin desarrollar la enfermedad
hasta en un 80%, mientras que en los adultos esta cifra es
menor del 5%'824 Se han planteado varias hipotesis de
por qué los recién nacidos se infectan pero no padecen
la enfermedad: a) el calostro proveniente de la madres
puede contener anticuerpos que contribuyan a neutralizar
las toxinas A y B2; b) las células intestinales fetales son
mucho menos sensibles al efecto de las toxinas que las
células intestinales de los adultos?®, y c) los recién nacidos
pueden carecer de receptores especificos para la union de
las toxinas a nivel de los enterocitos?’-28,

Cepa BI/NAP1/027/toxinotipo Il

Hacia 2002, la Universidad de Pittsburg Medical Center,
en los Estados Unidos, reportd un aumento de los casos de
EACD en Norteamérica, inicialmente en Canada, posterior-

mente, en EE. UU. y Europa??32, Tales casos llevaron a la
aparicion de un brote causado por una cepa hipervirulenta
de C. difficile, que en 2005 fue caracterizada como Bl/
NAP1/027/toxinotipo Ill, Bl por REA, NAP1 por PFGE y 027
por ribotipificacion, y cuyas caracteristicas principales
son:

a) Delecion en el gen tcdC, por lo cual no se puede contro-
lar la expresion de los genes, lo que conlleva la hiperpro-
duccion toxigénica33:34,

b) Hiperproduccion de toxina binaria. Esta toxina es codi-
ficada en una region llamada locus CDT (CdtLoc), sepa-
rada del PalLoc, y comprende 3 genes en lugar de 5. Las
toxinas que producen, CdtA y CdtB, se encuentran regu-
ladas por el gen CtdR y no poseen relacion alguna con las
toxinas del Paloc. La CdtB es la encargada de unirse a la
célula hospedera, permitiendo la traslocacion de CdtA al
interior?2,3536 (ver fig. 2).

c) Resistencia a las fluoroquinolonas30:34:37:38 Se ha suge-
rido que un factor importante que potencié el desarrollo
del brote por este ribotipo 027 resistente a las fluoroqui-
nolonas fue que al mismo tiempo, en los hospitales de
Canada, se empezaba a utilizar cominmente estos anti-
bi6ticos3?.

Ademas, in vitro, se ha demostrado que estas cepas tie-
nen alta capacidad de esporulacion, en comparacion con
las cepas que no causan brotes0.

Prevalencia

El sistema nacional de estadisticas vitales del CDC publicé,
en marzo de 2011, el reporte preliminar para muertes en
2009, siendo la enterocolitis la causa niUmero 19 de muerte
en la poblacién mayor de 65 afios*!; en 1999, se presenta-
ron 793 muertes causadas por C. difficile, mientras que
en 2009, se reportaron 7.285 muertes, con una tasa de
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muerte ajustada a la edad de 2,2 muertes por 100.000
personas?Z. Segiin la Guia practica para la infeccién por C.
difficile en adultos, publicada por la Sociedad Americana
de Epidemiologia para el Cuidado de la Salud y la Sociedad
Americana de Enfermedades Infecciosas, C. difficile es el
principal patogeno causante de la colitis asociada a anti-
bioticos y del 20-30% de los casos de diarrea nosocomial
asociada a antibidticos®3.

Después de la aparicion de los brotes en Canada por la
cepa BI/NAP1/027/toxinotipo lll, las cifras de incidencia
y la severidad de la EACD en el ambito mundial han ido
en aumento: en los hospitales canadienses, entre 1997
y 2005, las tasas de incidencia aumentaron de 3,8 a 9,5
casos por cada 10.000 pacientes diarios, o 3,4 a 8,4 cados
por cada 1.000 ingresos en cuidados intensivos#3; mientras
en ninos hospitalizados en Estados Unidos, entre 2001 y
2006, la incidencia anual de EACD tuvo un incremento de
2,6 a 4,0 casos por 1.000 admisiones, o de 4,4 a 6,5 casos
por 10.000 pacientes diarios*4. Segin McFarland et al.
(2008), la incidencia de EACD a partir del brote en Canada
cambi6 drasticamente, de 35,6 casos por 100.000 pacien-
tes en 1991 a 156,3 casos por 100.000 pacientes en el
2004, con un aumento en la mortalidad de 4,5% de casos
en 1991 a 22% de casos en el 2004%°. Loo et al. (2004),
describieron en varios hospitales de Canada una incidencia
de 22,5 por 1.000 casos de diarrea nosocomial asociada a
C. difficile, con una tasa de mortalidad de 6,9% a los 30
dias y de 16,7% al afo de haber sido diagnosticados3°.

Tal vez el ribotipo mas ampliamente descrito como
causante de infeccién por C. difficile, especialmente en
Europa, es el ribotipo 001, el cual ha sido asociado a altas
tasas de resistencia a antibioticos como eritromicina,
ciprofloxacina y moxifloxacina?¢4’. En los Ultimos afios,
ha aumentado el reporte de casos de EACD causada por el
ribotipo 017, el cual expresa toxinas A-/B+ debido a una
delecion del gen tcdA*:48.49 |o cual limita el diagnéstico
del laboratorio para aquellas técnicas que detecten la
expresion de este gen, resaltando la importancia de imple-
mentar o complementar con técnicas moleculares.

Goorhuis et al. (2008), describieron en los Paises Bajos
una nueva cepa hipervirulenta, ribotipo 078, causante de
una EACD de similar severidad a la enfermedad causada
por la cepa 027, con un incremento en la incidencia entre
2005 y 2008 del 3 al 13%, afectando principalmente a la
poblacion joven y asociada a la comunidad®P.

En Latinoamérica, en Costa Rica, también se ha des-
crito a C. difficile como el principal agente causal de dia-
rrea nosocomial, con una tasa de infeccion cercana al 30%
de los casos de diarrea®':>2, mientras que la cepa NAP1 fue
encontrada, por primera vez, en otro centro hospitalario
de este pais con una prevalencia del 54% del total de los
aislamientos®3.

En Brasil, Souza Dias et al. (2010) describieron un
seudobrote en su pais en el 2002-2003, donde evaluaron
138 casos de EACD, con una incidencia de 3,3 por 1.000
pacientes hospitalizados, y obteniendo 16 tipos diferentes
de C. difficile por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR: Polymerase Chain Reaction)®®. En un estudio de
casos y controles, se determind por ensayo inmunoenzi-
matico (EIA) que 22 casos de 49 estudiados eran positivos
para las toxinas de C. difficile®. Balassiano et al. (2011),
aislaron y caracterizaron cepas de C. difficile de un hos-

pital de Rio de Janeiro, encontrando a través de EIA, una
prevalencia de 27,1% (19 de 70) en los pacientes sujetos a
estudios, donde la mayoria de las cepas presentaban los
genes tcdA y tcdB, ninguna cepa delecion en el gen tcdC,
y el ribotipo 133 fue aislado en el 50% de esas cepas®®. El
mismo autor, en el 2010, ya habia descrito la prevalencia
de infeccion por C. difficile en un grupo de pacientes hos-
pitalizados en una unidad de cuidados intensivos (UCI) en
Rio de Janeiro, de los cuales, 43 (19,7%) de los pacientes
presentaron EACD, con una incidencia de 1,8 casos por
1.000 pacientes diarios que ingresan en la UCI%7.

En Argentina, Legaria et al. (2003), describieron que de
87 pacientes con sospecha de EACD, el 40% eran positivos
para la determinacion toxigénica de C. difficile a través de
EIA58, En Chile, Gardilcic et al. (2000), evaluaron por EIA 27
pacientes hospitalizados con 31 episodios de diarrea asociada
a C. difficile durante 4 meses, de los cuales solo muri6 1 (4%)
paciente por megacolon tdxico®®; mientras que en Uruguay,
evaluaron 78 pacientes de UCI con diarrea, a los cuales se les
evalué la presencia de C. difficile por aglutinacion en latex y
EIA, encontrando una prevalencia del 26%%0.

Willingham et al. (1998), determinaron por EIA, que
de 126 pacientes peruanos con sida, con y sin diarrea, 27
(21,4%) estaban infectados por C. difficile, de los cuales
11 (42%) murieron en el transcurso del estudio®'. Mas
recientemente, en 2007, Garcia et al. (2007), reportaron
que de 156 pacientes de un hospital de Lima con diarrea
nosocomial, 55 (35,2%) fueron diagnosticados de EACD®Z.

En Colombia, hasta la fecha, se han realizado pocos
estudios que permitan determinar la prevalencia de la
infeccion y enfermedad por C. difficile. En 2008, se
publico una revision bibliografica realizada por Otero-
Rengino, la cual actualiza la epidemiologia, patogénesis y
tratamiento de la infeccion por C. difficile'0, y en 2009, el
mismo autor determiné mediante un estudio observacional
la prevalencia y la causa de colitis en adultos mayores,
atribuyéndole a C. difficile el 40% de las causas infeccio-
sas de la enfermedad®.

En Medellin, recientemente Becerra et al. (2011),
publicaron el estudio “Factores epidemiologicos y clinicos
asociados a infeccion por C. difficile”, el cual estudia los
principales factores clinicos y epidemiolégicos asociados
al desarrollo de EACD®*; y Escobar Diaz et al. (2011),
desarrollaron el estudio “Diagnostico de Clostridium
difficile por toxina y cultivo en pacientes con diarrea
hospitalizados en la IPS Universitaria Clinica Ledn XIII”,
encontrando que de 48 muestras, 8 (16,7%) fueron positi-
vas para toxina y cultivo (estudio adn sin publicar).

Formas clinicas

Los individuos que padecen la EACD pueden desarrollar
cualquiera de estos estados:

Colitis simple

La colitis se define como un proceso inflamatorio del colon
que puede ser causado por diferentes etiologias: isqué-
mica, infecciosa, ulcerativa, entre otras. En este caso,
se presenta una diarrea abundante, de 3 o mas deposi-
ciones diarias, liquida, con moco y sangre, acompanada
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Figura 3 Factores de riesgo que participan en el desarrollo de la enfermedad asociada a Clostridium difficile.

de dolor abdominal; generalmente, autolimitada, que
se controla con hidratacién y la suspension de la terapia
antimicrobiana'863.

Colitis seudomembranosa (CSM)

Causada por C. difficile se caracteriza por lesiones con
eritema, edema, pérdida del patron vascular, sangrado,
placas amarillentas elevadas de 2 a 10 mm18:63,

En el estudio de Martin-Alva et al. (2007), sobre la
asociacion de la toxina A de C. difficile y el dano histopa-
toldgico causado en los pacientes, se clasificaron los resul-
tados de las biopsias colonicas y se dividieron en 3 tipos de
lesiones®?:

« Tipo |: se pueden apreciar acumulaciones focales de poli-
morfonucleares con areas de necrosis epitelial focalizada y
exudacion de fibrina y neutrofilos en la luz colonica.

o Tipo Il: presenta un exudado mas prominente que se
origina en un area de ulceracion epitelial, manteniéndose
intacta la mucosa circundante.

« Tipo lll: consiste en la necrosis epitelial difusa (no focal,
como sucedia en los tipos anteriores), cubierta por una
seudomembrana formada por polimorfonucleares, fibrina 'y
detritus celulares.

Colitis fulminante

Manifestacion grave y altamente letal de la enfermedad,
que aparece aproximadamente en el 3% de los infectados
con C. difficile. Se caracteriza, ademas de lo descrito en
la CSM, por presentar una alteracion del estado general
del individuo, acompanado por letargo, fiebre, leuco-
citosis, acidosis lactica, taquicardia, dolor abdominal,

tono muscular ausente, ileo paralitico, megacolon toxico,
entre otras manifestaciones, hasta llegar a la colectomia
e incluso la muerte'8,24,66,67

Recurrencias

Aproximadamente entre un 15-45% de los pacientes tra-
tados de EACD sufren recaidas en un periodo de 2 meses.
Esto se puede deber, ademas de las constantes alteracio-
nes de la microbiota a nivel del TGl, a la posible presencia
de esporas de la bacteria no erradicadas por el trata-
miento y a que la inmunidad que se genera a partir de la
primera exposicion no es especifica, ya que estas reinfec-
ciones pueden ser por cepas diferentes a la inicial®8.

Infecciones extraintestinales

Rara vez, se han reportado casos de infecciones extra-
intestinales; se han descrito casos de bacteremias, peri-
tonitis, osteomielitis, abscesos viscerales y cerebrales,
infeccion en piel y tejidos, entre otros. En la bacteremia,
el dano que las toxinas, especialmente la enterotoxina
A, causan a nivel del epitelio del TGI puede llevar a una
perforacion del mismo y al paso de las toxinas al torrente
sanguineo, donde la accion de la citotoxina puede ser
potencialmente letal®?70,

Factores de riesgo asociados al desarrollo de
enfermedad asociada al Clostridium difficile

El principal factor de riesgo que influye en el desarrollo
de la EACD es la terapia prolongada con antibioticos de
amplio espectro. Esto se empezo6 a evidenciar en 1968,
cuando Small demostré en hamster inyectados con linco-
micina el desarrollo de enterocolitis, y posteriormente
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su muerte’!, mientras otros estudios, en los setenta,
encontraron en materia fecal de hamster tratados con
antibioticos, especialmente con clindamicina, y que
murieron por inflamacién del ciego, un alto nimero de
toxinas de C. difficile’2"74. Posteriormente, otras inves-
tigaciones determinaron que otros antibioticos, amino-
glicésidos y betalactamicos, especialmente ampicilina y
cefalosporinas, también incidian en el desarrollo de la
EACD en pacientes hospitalizados’>77.

La edad avanzada, especialmente en ancianos hos-
pitalizados, juega un papel muy importante en el desa-
rrollo de la EACD. Este factor de riesgo se ha visto
muy asociado con la respuesta del sistema inmune,
especialmente la de tipo humoral, que pueda presentar
cada individuo ante la infeccion; en pacientes con edad
avanzada, se presenta una falla en la produccion de
inmunoglobulina G antitoxina A, como respuesta inicial
a la infeccion’880, ademas de otras afecciones que se
presentan con la edad y que le dificultan la respuesta
contra esta clase de patogenos. Karas et al. (2010), en
un revision de la literatura establecio que en 27 estudios,
con 10.975 casos de EACD, la mortalidad calculada era
menor de 5,99% en esos pacientes con 3 meses de diag-
noéstico, siendo esta cifra asociada fuertemente a la edad
avanzada, donde el 13,5% de los pacientes tenian mas de
80 afos de edad®!.

Entre otros factores de riesgo que participan en el desa-
rrollo de la EACD estan: estancia prolongada en hospitales,
especialmente en centros para personas de la tercera edad
y en las UCI, pacientes con enfermedades cronicas severas
(renales y hepaticas), estados de inmunosupresion y qui-
mio/radioterapia, drogas citotdxicas, antiacidos, inhibido-
res de la bomba de protones, cirugias gastrointestinales y
otros procedimientos invasivos en el TGI'-8:24,

Como enfermedad mayormente asociada al cuidado de la
salud, la presencia de esporas en el medio ambiente hospi-
talario y su transmision a los pacientes se ve influida por las
inadecuadas practicas de desinfeccién de espacios fisicos,
instrumentos médicos y de lavado de manos del personal de
salud82-84,

Los animales también establecen una importante ruta
de infeccién para el humano, ya sea que padezcan de la
enfermedad o como portadores asintomaticos; se han des-
crito animales domésticos como gatos y perros, caballos,
terneros y lechones como posibles agentes diseminadores
de la enfermedad8>88. Se ha descubierto, por técnicas
moleculares, que algunos ribotipos de C. difficile encon-
trados tanto en humanos como en animales se encuentran
genéticamente relacionados® (ver fig. 3).

Diagnéstico por laboratorio y tipificacion
bacteriana

El diagnostico de la EACD debe estar basado en una com-
binacion de la clinica del paciente, examenes de rutina
como la colonoscopia o estudios histologicos y el labora-
torio. En el laboratorio, existen diferentes métodos para
establecer el diagnostico de la enfermedad: ensayos de
neutralizacion de citotoxina por cultivo celular, aglutina-
cion en latex, cultivo anaerobio mas pruebas de identifi-
cacion y EIA.

En cuanto a las pruebas moleculares, estas pueden ser
utilizadas, ya sea como herramientas diagnosticas, siendo
el caso de la PCR convencional, o como herramientas de
estudio epidemioldgico y filogenético, como se va a des-
cribir mas adelante.

Cultivo celular

El ensayo de neutralizacion de citotoxina es la prueba de
referencia para la identificacion de la toxina B en materia
fecal, gracias a que en mas del 90% de los pacientes con
CSM se puede identificar el efecto citopatico que la toxina
produce sobre tejido humano in vitro. La técnica posee
una sensibilidad y una especificidad de casi el 100%. Entre
sus limitaciones, encontramos su elevado costo, el tiempo
para la entrega de los resultados (2-3 dias), la escasez de
centros especializados en la técnica y que no existe rela-
cion entre la presencia de la toxina y la gravedad de la
enfermedad2:43,89,

Tricota-Lee et al. (1987), determinaron que los fibro-
blastos humanos, en comparacion con otras lineas celula-
res, son los mas sensibles para la deteccion de la toxina®.

Cultivo anaerobio

Permite el crecimiento de cepas morfolégicamente com-
patibles con la bacteria; se utilizan medios selectivos y
diferenciales incubados en anaerobiosis, el medio mas
ampliamente utilizado es el de agar cicloserina-cefoxiti-
na-fructosa, descrito por primera vez por George et al.
(1979)8%:91.92 Esta técnica permite el aislamiento de la
colonia y su posterior manipulacion para utilizarla en la
identificacion de fenotipos, y el estudio de su perfil de
resistencia. Por ejemplo, la identificacion confirmatoria
se puede realizar mediante las pruebas de indol negativo,
L-prolina-aminopeptidasa positiva y métodos comerciales
(Crystal™ ID Systems Becton Dickinson, Loveton Circle
Sparks, MD)%2. Sin embargo, esta técnica puede ser inefi-
caz para fines diagnosticos debido la dificultad para que
este tipo de bacterias crezcan, desarrollo de cepas no
toxigénicas o que no expresen la toxina in vitro.

También se han utilizado otros medios de cultivo para
el aislamiento de C. difficile: agar cicloserina manitol,
agar sangre manitol cicloserina, agar cefoxitina ciclose-
rina con suplementos de sangre, entre otros. Mundy et al.
(1995), compararon el agar cicloserina-cefoxitina-fructosa
con el agar sangre manitol cicloserina, donde este Ultimo
presentd menos inhibicion de la flora normal presente en
la materia fecal, siendo el agar cicloserina-cefoxitina-
fructosa mas indicado para el asilamiento de C. difficile%3.

Ensayos inmunoenzimaticos

Desde los anos ochenta hasta la fecha, los EIA han sido
ampliamente utilizados y modificados para detectar,
dependiendo de la casa comercial, la presencia de la
toxina A, la toxina B o ambas en materia fecal.

Son pruebas diagnosticas comerciales, rapidas y econdmi-
cas, con una sensibilidad cercana al 63-94% y una especifici-
dad del 75-100%; los resultados deben ser comparados a la
luz de la historia clinica, debido a que hay cepas que pueden
no expresar la toxina que se esta evaluando, siendo los EIA
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que aplican ambas toxinas en su deteccion las mejores prue-
bas diagndsticas*2:43,89,94-9,

Aglutinacion en latex

Inicialmente, se pensé que la aglutinacion en latex para
detectar C. difficile detectaba la toxina A en las muestras
de material fecal; sin embargo, estudios posteriores demos-
traron que cepas bacterianas no toxigénicas o a las cuales
se les ha extraido la toxina son positivas igualmente con el
test, sugiriendo que es otra la proteina la causante de la
reaccion?’. Lyerly et al. (1991), comprobaron que la pro-
teina causante de la aglutinacion era un antigeno com(n en
C. difficile: la glutamato deshidrogenasa?®.

Esta técnica tiene una especificidad del 94-98% y una baja
sensibilidad, 58-68%%38%, lo cual la hace poco idénea para ser
utilizada como test diagndstico de rutina en el laboratorio.

Técnicas moleculares

En el caso de C. difficile, las técnicas de biologia mole-
cular pueden ser utilizadas para fines epidemiologicos,
entender los modos de transmision, evaluar los factores de
virulencia y los mecanismos de resistencia bacteriana.

Los primeros pasos para detectar cepas toxigénicas de
C. difficile se dieron a principios de los noventa, mediante
la implementacion de la PCR como método mas sensible
y rapido que permitié detectar los genes que codificaban
para la expresion de las toxinas A 'y B99-101,

Los métodos, y algunas técnicas, mas utilizados para la
tipificacion de cepas de C. difficile son:

» Métodos basados en restriccion: PFGE102,103 REA103,104
toxinotipificacion'%.

» Métodos basados en amplificacion: analisis de repeticio-
nes en tandem de MLVA'% ribotipificacion!93,107-109,

« Métodos basados en secuenciacion: MLST106,

Diferentes estudios han comparado varias de estas
metodologias para determinar cual de ellas presenta un
mayor poder discriminatorio en cepas de C. difficile aisla-
das en pacientes con diarrea asociada a antibioticos pro-
venientes de diversos hospitales. La mayoria de trabajos
coinciden en que MLVA y PFGE presentan el mayor poder
discriminatorio, seguidos de REA y MLST106,110-112

La electroforesis en campo pulsado en gel

La PFGE es uno de los primeros métodos implementados
para la tipificacion de C. difficile, siendo considerada la
técnica estandar en Canada y Estados Unidos'%3,

Esta técnica emplea una enzima que se encarga de cor-
tar y fragmentar el genoma bacteriano; se han utilizado
enzimas como la Sma-l o Sac-1l, dependiendo del autor.
Estos fragmentos son separados en un gel de poliacrilamida
que es sometido a un campo eléctrico, lo que permite
a los fragmentos migrar a través del gel de acuerdo con
su tamafno y ser analizados visualmente o a través de un
software. Patrones de banda con una similaridad > 80% les
permite clasificar como un solo pulsotipo; en Norteamérica,
cada pulsotipo se designa NAP y el numero del tipo (por
ejemplo, NAP1, NAP2, etc.)?2,103,

Para citar un ejemplo de la aplicacion de esta técnica,
Gal et al. (2005), desarrollaron y aplicaron un protocolo
de PFGE a 50 aislamientos del ribotipo 001 de C. difficile,
donde la digestion con la enzima de restriccion Sma-I le
proporciond bandas patrones diferentes y reproducibles'02,

Analisis con endonucleasas de restriccion

El REA, al igual que en PFGE, utiliza enzimas especificas
que cortan el ADN bacteriano en muchos mas fragmentos
que son separados por electroforesis en un gel de aga-
rosa. La enzima mas utilizada es la Hind-lll, una enzima
“cortadora” de 6 pb con numerosos sitios de restriccion
en el genoma. Este método arroja resultados bastante dis-
criminatorios, pero el patron de bandas obtenido es mas
dificil de interpretar y de reproducir comparado con la
PFGE?22,103, | os aislamientos que muestran 6 o menos dife-
rencias visibles en las bandas de restriccion son nombrados
con el mismo grupo y designados por letras, mientras que
los patrones idénticos de restriccion son nombrados con
numeros (por ejemplo, CF1, CF2)103,

En 1987, Kuijper et al., usando un analisis de digestion
con enzimas de restriccion, describieron en 2 pacientes
con CSM adquirida en el ambito hospitalario, patrones de
restriccion del ADN bacteriano muy similares a los hallados
en otros aislamientos de la bacteria del mismo ambiente
hospitalario, demostrando asi la utilidad que tiene la téc-
nica para estudiar la epidemiologia de C. difficile'3.

Clabots et al. (1993), con su grupo de investigacion,
desarrollaron un sistema de tipificacion con REA Hindlll
para el ADN completo de 1.965 aislamientos de C. difficile.
Los resultados obtenidos de esta coleccion de aislamientos
permitieron organizarlos en 75 grupos, de los cuales 43
fueron citotoxina positiva, 28 citotoxina negativa y 4 grupos
fueron incluidos en cepas toxigénicas y no toxigénicas. La
tipificacion con REA fue capaz de discriminar las diferen-
cias obtenidas con cepas de referencia y con otros tipos de
C. difficile identificados por otras técnicas, concluyendo
que la técnica es sensible, discriminatoria, reproducible y
rapida’®. Este grupo de investigacion mantiene una colec-
cion de aislamientos clinicos de C. difficile de varios sitios
del mundo, obtenidos en un periodo de 20 afos, aproxima-
damente. Esta coleccion fue importante en el momento de
identificar la cepa epidémica BI/NAP1/027 y poder demos-
trar que ya se habia aislado en el pasado, pero que otros
factores favorecieron el incremento de su virulencia, como
por ejemplo, la utilizacién de fluoroquinolonas'03,

Toxinotipificacion

La toxinotipificacion es un método basado en PCR en el
cual las cepas de C. difficile, de acuerdo con la longitud
y patrones de restriccion de 2 fragmentos (el B1 y A3) del
Paloc, son clasificadas en toxinotipos.

Rupnik et al. (1998), estudiaron en 219 aislamientos de 22
serogrupos de C. difficile los cambios en los genes que codifi-
can para la produccion de toxinas. Comparando los genes de
las cepas problema con la cepa de referencia para C. difficile
VPI 10463, y utilizando polimorfismos de longitud de frag-
mentos de restriccion (RFLPs), se reconocieron 5 patrones
diferentes en tcdB y 2 en tcdA. De acuerdo con los cambios y
delecciones encontradas en los genes, las cepas fueron divi-
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didas en 10 grupos, del toxinotipo del | al X'%. Actualmente,
se conocen 27 toxinotipos diferentes (del | al XXVII1)2Z,

Analisis de repeticiones en tdndem de numero
variable en locus multiples

El analisis de repeticiones en tandem de MLVA es un
método que cuenta el nimero de alelos repetidos en el
genoma para una serie de loci conservados que son ampli-
ficados por PCR2Z,

Marsh et al. (2006), implementaron un MLVA para sub-
tipificar cepas de C. difficile obtenidas de un brote en el
2001 en un hospital de cuidado terciario; los loci identifi-
cados fueron comparados con REA, encontrando el mismo
tipo esperado. La técnica es un método que permite la
deteccion de brotes de C. difficile y contribuye en el estu-
dio de la epidemiologia de la transmision nosocomial'4.

Ribotipificacion

Asi como PFGE es la técnica mas utilizada en Norteamérica,
la ribotipificacion es la mas utilizada en Europa. Es el
método de tipificacion molecular universal de bacterias,
utilizada para la discriminacion de los diferentes serotipos
bacterianos. El ribotipo se define como un grupo de cepas
con idénticas bandas patrones, donde una diferencia en
una sola banda representa un nuevo ribotipo. Esta técnica
se basa en la amplificacion, por medio de primers espe-
cificos, de la region espaciadora interna transcrita que se
encuentra entre el rARN 16S y 23S. El resultado de estas
amplificaciones son bandas entre 200 y 700 pb visualizadas,
normalmente, sobre un gel de agarosa o también a través
de un software*6,103,108,115

Muchas investigaciones han implementado la riboti-
pificacion para el desarrollo de sus estudios, siendo las
condiciones de Stubbs et al. (1999) o Bidet et al. (1999),
las mas utilizadas hasta el momento?6:103,115_ Stubbs et al.
describieron por PCR una libreria de 116 ribotipos de la
bacteria, donde el tipo 001 fue el mas comun asociado a
infecciones intrahospitalarias en el Reino Unido“®.

Analisis de secuencias de locus multiples

EL MLST es una técnica muy similar al MLVA, que permite el
estudio de la epidemiologia y filogenia de C. difficile. Esta
técnica permite el estudio de la relacion entre especies de
bacterias, a través de la amplificacion y secuenciacion de
aproximadamente 450-500 pb de fragmentos internos del
genoma de, generalmente, 5 a 7 genes housekeeping. La
diferencia encontrada en la secuencia de cada housekee-
ping se considera un alelo diferente, y cada alelo define un
tipo de secuencia'®.

MLST tiene la ventaja de que los tipos de secuencias arro-
jados no son ambiguos y facilmente comparables a través de
Internet con una base de datos de otros aislamientos'03,

Tratamiento y susceptibilidad antimicrobiana
El tratamiento para el manejo de la CSM esta basado en

hidratacion y la suspension de los antibioticos causantes
de la diarrea, esto con el fin de restaurarle al paciente la

microbiota normal del TGl y su resistencia a la coloniza-
cion por patogenos como C. difficile.

Desde comienzos de los anos ochenta hasta la actua-
lidad, el tratamiento con metronidazol y vancomicina ha
demostrado ser efectivo contra la bacteria. Para complica-
ciones clinicas de la EACD, vancomicina provee una mayor
respuesta a la enfermedad que el metronidazol43:116-119_ E|
manejo de estas formas complicadas y recurrentes puede
ir desde el suministro de fluidos intravenosos, vasopreso-
res, vancomicina oral o intravenosa, metronidazol intra-
venoso, enemas, restablecimiento de la flora intestinal,
hasta llegar, como (nica opcién, a la colectomia?2,120,121,

La susceptibilidad de la bacteria a ciertos antibidticos
varia de un lugar a otro. Diversos estudios han reportado
cifras diferentes de resistencia de la bacteria al metroni-
dazol, ademas de cefotaxime, ciprofloxacina, moxifloxa-
cina, levofloxacina, eritromicina, clindamicina, tetraci-
clina, rifampicina, imipenem y acido fusidico'22,123,

Impacto de las enfermedades asociadas a
Clostridium difficile en la sociedad, salud
y economia

Historicamente, la mortalidad atribuible a infeccion por
C. difficile ha sido baja, como un resultado directo o indi-
recto de infeccion, que ocurre aproximadamente en menos
del 2% de casos. Sin embargo, los sobrecostos atribuibles a
infeccion por C. difficile sugieren una carga sustancial
sobre los sistemas de salud médica. De 1999 a 2003 en
Massachusetts, se atribuyd a EACD un total de 55,380 dias
de hospitalizacién y 55,2 millones de dolares®3. Se estima
que en la actualidad, en EE. UU., hay 250.000 casos cada
ano, los cuales producen mayor estancia hospitalaria, con
un costo adicional de 1,1 billones de délares'4.

Actualmente, la EACD constituye un problema creciente
de salud pulblica en este entorno debido, principalmente,
a los siguientes factores:

a) La vulnerabilidad de los ancianos a la enfermedad®8.°.
b) En la mayoria de casos, el tratamiento para la diarrea,
independiente de la presencia o no de la CSM, es empi-
rico, basado en hidratacion y manejo con antimicrobianos
como metronidazol y vancomicina principalmente*3, lo
que puede llevar a la no resolucion de la enfermedad,
estancias hospitalarias prolongadas y recurrencias.

c) La eliminacion de la microbiota autéctona y el aumento
de resistencia en C. difficile por el uso indiscriminado de
antibidticos'?2:123 tanto en el ambito hospitalario como
de la comunidad.

Conclusiones

La EACD se considera la principal enfermedad del TGI aso-
ciada al cuidado de la salud en pacientes hospitalizados > 65
anos y que reciban tratamientos con antibioticos de amplio
espectro. Debido al modo de transmision de la bacteria, sus
factores de virulencia, mecanismos de patogenicidad, y la
aparicion de posibles cepas epidémicas o resistentes a anti-
bioticos, este tipo de enfermedad podria considerarse un
problema de salud pUblica en las instituciones de salud.
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Sin embargo, la ausencia de informacion e investigacio-

nes en el medio no ha logrado evidenciar la verdadera pre-
valencia del microorganismo y de la EACD. Por tanto, esta
revision pretende retomar esta tematica, contextualizar y
dilucidar la importancia de realizar investigaciones aplica-
das al futuro que permitan resolver esta problematica.
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