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Clostridium difficile es 1a primera causa de diarrea nosocomial en los paises desarrollados y uno de los prin-
cipales agentes etiologicos de diarrea comunitaria. La irrupcién de la cepa hipervirulenta BI/NAP1/027 ha
dado lugar a un incremento de la morbimortalidad de la infeccién por C. difficile (ICD). Este documento
pretende revisar tanto los principales cuadros clinicos de la ICD como el diagnéstico de laboratorio, inclu-
yendo latoma de lamuestra, su transporte y conservacion, su procesamiento, los distintos procedimientos
diagndsticos disponibles, las pruebas de sensibilidad a antibiéticos y la caracterizacién molecular de los
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gi(;“;gsl;gdlfﬁ cile aislados. El propésito principal de los autores ha sido elaborar un documento eminentemente practico
Diafrea que dé respuesta a las principales dudas que surgen en el diagnéstico de laboratorio de la ICD.
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Laboratory diagnosis of Clostridium difficile infection
ABSTRACT
Keywords: Clostridium difficile is the leading cause of nosocomial diarrhoea in developed countries, and is one of the
Clostridium difficile main aetiologic agents of community diarrhea. The eruption of the hypervirulent strain BI/NAP1/027 has
D}agnhoms given rise to an increase in the morbidity and mortality of C. difficile infection (CDI). This document aims
Diarrhoea to review the main clinical pictures of CDI and the laboratory diagnosis, including sampling, transport and
storage of specimens, specimen processing, diagnostic procedures, antimicrobial susceptibility testing,
and molecular characterisation of the isolates. The main purpose of the article is to develop a practical
document that provides answers to the main questions that arise in the laboratory diagnosis of CDI.
© 2016 Published by Elsevier Espaiia, S.L.U.
Introducciéon infeccion y, por tanto, en una correcta sospecha clinica del episodio

y un diagnéstico de laboratorio rapido y certero que se acompaiie

Clostridium difficile es la primera causa de diarrea hospitalaria
en los paises desarrollados y una etiologia cada vez mas frecuente
de diarrea comunitaria. La irrupcién de la cepa hipervirulenta de
C.difficile NAP1/BI/027 en Canada a principios de este siglo y su
rapida propagacion al resto de paises ha contribuido enormemente
al aumento de la morbimortalidad de la infeccién por C. difficile
(ICD)'. La prevencién, factor clave en la reduccién de la inciden-
cia de l1a ICD, ha de estar basada en un 6ptimo diagnéstico de esta
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de una informacién rapida del resultado tanto al clinico como al
preventivista y al personal de enfermeria2. El presente documento
realiza una revision de los aspectos clinicos de la ICD y profundiza
en las diferentes etapas del diagnéstico de laboratorio de la ICD,
incluyendo la toma inicial de la muestra, su procesamiento en el
laboratorio, la caracterizaciéon fenotipica de los aislados toxigéni-
cos, incluida larealizacién de pruebas de sensibilidad, y, finalmente,
su caracterizacién molecular.

Consideraciones clinicas

La ICD puede cursar con diferentes manifestaciones clinicas
que comprenden desde una diarrea leve o moderada a colitis
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Tabla 1

Clasificacion de la infeccién por Clostridium difficile (ICD)segin la gravedad de la enfermedad

Categoria de la ICD Signos clinicos y de laboratorio

Factores de riesgo asociados

Leve a moderada
el nivel basal

Grave Signos sistémicos de infeccién y/o recuentos

leucocitarios de > 15.000/p.l o creatinina sérica

> 1,5 veces el nivel basal
Grave, complicada
ileo 0 megacolon

Recurrente

Diarrea sin signos sistémicos de infeccién, recuentos
leucocitarios < 15.000/pl, creatinina sérica <1,5 veces

Signos sistémicos de infeccién incluyendo hipotension,

Recurrencia en las 8 semanas siguientes tras haber
completado el tratamiento para ICD correctamente

Uso de antibidticos, hospitalizacién previa, prolongada
estancia hospitalaria, uso de inhibidores de la bomba de
protones, quimioterapia, enfermedad renal crénica, sonda
de alimentacién

Edad avanzada, infeccién por la cepa BI/NAP1/027

Todos los anteriores mds cirugia reciente, historia de
enfermedad inflamatoria intestinal y tratamiento intravenoso
con inmunoglobulinas

Paciente de > 65 afios, uso concomitante de antibiéticos,
presencia de comorbilidades significativas, uso concomitante
de inhibidores de la bomba de protones, mayor gravedad del
episodio inicial, alta carga de C. difficile en muestra de heces

Fuente: adaptado de Bagdasarian et al.>>.

pseudomembranosa fulminante, megacolon téxico y muerte>*, El
tipo de enfermedad y su gravedad dependeran tanto de facto-
res del microorganismo como del paciente, principalmente de la
virulencia de la cepa infectiva y de la respuesta inmune del hos-
pedador. El contacto con esporas de una cepa de C.difficile junto
con la alteracién de la microbiota colénica permite la colonizacién
y posterior infeccién por este microorganismo. Las cepas toxigé-
nicas de C. difficile poseen un locus de patogenicidad (PaLoc) con
los genes de las toxinas A y B (tcdA y tcdB), exotoxinas que prin-
cipalmente causan la sintomatologia de la ICD. Ademas, algunas
cepas producen la denominada toxina binaria, cuyo papel en la
patogénesis no esta todavia muy claro®. Otros factores de virulencia
importantes que contribuyen a la patogénesis incluyen adhesinas,
fimbrias, flagelos, capsula y proteinas de la capa superficial. En
torno al 1-3% de la poblacion general y el 20% de los pacientes
hospitalizados son portadores sanos de cepas toxigénicas. Ademas,
mas del 50% de los nifios menores de 2 afios pueden ser portado-
res asintomaticos de este patégeno, probablemente por la falta de
receptores para las toxinas en su intestino, por lo que se debe rea-
lizar el diagnostico solamente en aquellos pacientes con diarrea
en los que se hayan descartado razonablemente otras etiologias
y que presenten ciertas condiciones que predispongan a la ICD,
como un alto grado de inmunodepresién>. Los principales facto-
res de riesgo para desarrollar ICD son la exposicién a antibiéticos
de amplio espectro, la hospitalizacién prolongada, el ingreso en
una unidad de cuidados intensivos, la proximidad fisica de un indi-
viduo infectado, la edad avanzada, la gravedad de enfermedades
subyacentes, la inmunosupresién, una escasa respuesta inmune a
las toxinas, los procedimientos gastrointestinales no quirirgicos
y el uso de antidcidos®“. Aunque el contacto con centros socio-
sanitarios es un factor de riesgo muy importante de desarrollo
de la ICD, las infecciones adquiridas en la comunidad (infeccio-
nes producidas en pacientes que no han pernoctado en un centro
sociosanitario en las Gltimas 12 semanas previas al comienzo de la
infeccion) constituyen en torno al 25% del total de casos de ICD y
se dan en pacientes que no presentan los factores de riesgo tradi-
cionales, ya que suele afectar a pacientes jévenes y sin tratamiento
antibiético.

La ICD de origen intestinal se clasifica segiin diferentes criterios
de gravedad (tabla 1) con el fin de poder valorar la necesidad de tra-
tamiento, el tipo de terapia antimicrobiana o la necesidad de cirugia
o ingreso en una unidad de cuidados intensivos>*. Las manifesta-
ciones clinicas van desde una diarrea leve-moderada a cuadros mas
severos con presencia de dolor abdominal, fiebre y leucocitosis. La
enfermedad leve se caracteriza por presentar diarrea en ausencia
de sintomas y signos de colitis, mientras que los pacientes con
enfermedad moderada suelen presentar diarrea con evidencia de
colitis caracterizada por fiebre y célico abdominal. Algunos

signos tipicos de la ICD leve-moderada son leucocitosis
<15.000cel/pl y niveles de creatinina sérica por debajo de
1,5 veces los niveles premorbilidad. Las manifestaciones sistémi-
cas suelen aparecer en caso de enfermedad moderada o grave. La
evidencia de colitis grave incluye fiebre (de hasta 40°C), célico
abdominal, leucocitosis > 15.000cel/pl, hipoalbuminemia (con
niveles de albimina sérica <2,5mg/dl), presencia de leucocitos
en heces e inflamacién coldnica visualizada por endoscopia (para
pseudomembranas) o tomografia axial computarizada (para obser-
var el engrosamiento de la pared del colon). La presencia de colitis
pseudomembranosa puede ser suficiente para el diagnéstico de la
ICD en ausencia de otra causa evidente y se diagnostica mediante
endoscopia, tras colectomia o bien en la autopsia. La enfermedad
fulminante por C. difficile ocurre en menos del 5% de los pacientes
y cursa con dolor abdominal severo, diarrea abundante (aunque en
ocasiones puede cursar sin diarrea), mientras el paciente progresa
rapidamente al desarrollo de ileo o megacolon téxico que puede
llevar a sepsis, shock o muerte.

El riesgo de recurrencia oscila entre un 20% tras la infeccion ini-
cial a un 60% tras la primera recurrencia y es mayor en pacientes
con edad avanzada, en episodios iniciales graves de ICD, el uso con-
comitante de antibiéticos y una alta carga de C. difficile en muestra
de heces?.

Las manifestaciones extraintestinales representan menos del 1%
de las ICD y afectan principalmente a pacientes hospitalizados que
han sufrido una manipulacién quirirgica reciente del tracto gas-
trointestinal y con factores de riesgo comunes a la ICD intestinal®.
Los factores de virulencia responsables de las infecciones extrain-
testinales no se conocen bien, aunque se han descrito numerosos
casos en los que la infeccién esta causada por cepas de C. difficile no
toxigénicas sugiriendo la implicacién de otros factores distintos de
las toxinas A y B. La mayoria de las infecciones se caracterizan por
afectar a la regién abdominopélvica debido, generalmente, a una
perforacién intestinal a partir de una infeccién o a una filtracién
tras cirugia. También se han descrito casos de infeccién de herida
por contaminacion por heces, o de bacteriemia, pudiendo produ-
cirse infecciones en otras localizaciones mediante diseminacién por
bacteriemias transitorias.

Recogida de la muestra

Las muestras adecuadas para el diagnéstico de laboratorio de
la diarrea producida por C. difficile son heces acuosas, sueltas o no
formes. Se recomienda recoger una sola muestra de heces durante
el curso de un mismo episodio de ICD, ya que la deteccién rutina-
ria de miltiples muestras apenas aumenta el rendimiento y puede
generar falsos positivos. No se recomienda la deteccién de C. difficile
para la confirmacién de la curacién postratamiento de la ICD, ya
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que no tiene correlacién con la resolucién de los sintomas. Por
tanto, se han de rechazar las muestras de heces pertenecientes a
todo paciente tratado diagnosticado microbiol6gicamente de ICD
enlos 7 dias previos. Unicamente en aquellos casos en los que no sea
posible obtener muestra de heces (ileo, megacolon t6xico o disten-
sién abdominal sin diarrea) se pueden aceptar muestras rectales. En
pacientes que presentan colitis la deteccién de C. difficile en biopsias
colénicas es menos sensible que en muestras de heces24.

Transporte y conservacion de la muestra

Las muestras de heces deben transportarse en recipientes esté-
riles, de cierre hermético y sin medio de transporte. También son
aceptables las muestras recogidas en recipientes con medio de
transporte para enteropatégenos aerobios como, por ejemplo, el
medio de Cary-Blair. Las muestras transportadas en medios espo-
ricidas, como algunos medios de transporte para parasitos que
contienen formaldehido, deben ser rechazadas. El transporte de las
muestras debe realizarse lo antes posible al laboratorio de micro-
biologia. En general, se recomienda conservar la muestra en frio
(2-8°C) durante las primeras 48-72 h o congelada (de —60 a —80°C)
si no se va a procesar la muestra durante las 72 h posteriores a su
recogida.

Manejo de la muestra en su recepcion en el laboratorio
de microbiologia

Las muestras deben procesarse lo antes posible. Dado que existe
un importante infradiagnéstico clinico de la ICD, especialmente
en aquellos pacientes sin ningn factor de riesgo tradicional, se
recomienda procesar para diagnéstico de la ICD todas las muestras
procedentes de pacientes con diarrea independientemente de su
edad (salvo menores de 2 afios), su origen (hospitalizado o no) o
la peticién microbiol6gica del clinico demandante®”. Las muestras
de heces deben filtrarse mediante un filtro de membrana en caso
de que se vaya a realizar el ensayo directo de citotoxicidad. Si se
va a realizar un cultivo de las muestras puede realizarse optativa-
mente un pretratamiento de las heces mediante shock con etanol
absoluto homogeneizando voliimenes iguales de muestra durante
5min (son tan eficaces como 60 min), o mediante choque térmico
(15min/80°C) con el fin de incrementar la selectividad de la siem-
bra. Se recomienda realizar el diagnéstico de la ICD al menos una
vez al dia, incluidos los fines de semana y los festivos, aunque lo
ideal es realizar el diagndstico conforme la muestra se recibe en el
laboratorio.

Pruebas diagnésticas de la infeccién por Clostridium difficile

El diagnéstico de la ICD suele basarse en, al menos, 2 cri-
terios: por un lado, la deteccién de la toxina y/o aislamiento
de C.difficile toxigénico en heces en ausencia de otra causa
para la diarrea o la evidencia colonoscépica o histopatoldgica de
colitis pseudomembranosa y, por otro, la presencia de diarrea
(>3 deposiciones no formes/24 h) o la existencia de ileo o megaco-
lon téxico. El diagnéstico de laboratorio debe realizarse solamente
en los pacientes sintomaticos (diarrea y/o dolor abdominal, fre-
cuentemente acompafnados de leucocitosis y fiebre) y en heces no
formes (niveles 5 a 7 de la escala de Bristol), con la importante
excepcion de los casos en que haya sospecha de ileo paralitico o
megacolon téxico donde la diarrea puede no estar presente y las
heces pueden estar formadas>*.

La deteccién rapida de las toxinasA y/o B se lleva a cabo
mediante técnicas de inmunoanalisis (IA) como, por ejemplo, téc-
nicas inmunocromatograficas basadas en flujo lateral o técnicas
de enzimoinmunoanadlisis basadas en una lectura final mediante

espectrofotometria o quimioluminiscencia®®. La principal desven-
taja de estas técnicas es su falta de sensibilidad, con valores del
40-60% cuando se comparan con el cultivo toxigénico. Por el con-
trario, la especificidad de los IA suele ser superior al 90%. El
comportamiento de estas técnicas puede dar lugar a un importante
ntmero de falsos positivos y falsos negativos. Los falsos positivos
pueden conducir a tratamientos innecesarios de laICD, a la retirada
de otros antibidticos y al aislamiento inadecuado del paciente que,
a veces, puede compartir habitacién con un verdadero caso de ICD.
Por otra parte, los falsos negativos pueden impedir el tratamiento
de los pacientes con ICD y favorecer la diseminacién del patégeno
en el medio hospitalario.

Una alternativa diagnéstica es la deteccion de la enzima glu-
tamato deshidrogenasa (GDH), una proteina producida de forma
constitutiva y en grandes cantidades por la mayoria de las cepas
de C.difficile®. La sensibilidad de su deteccién es elevada, con valo-
res cercanos al 90% cuando se compara con el cultivo toxigénico;
sin embargo, posee una especificidad y un valor predictivo positivo
relativamente bajos debido a que detecta tanto cepas productoras
como no productoras de toxinas.

Se han comercializado pruebas de inmunocromatografia para la
deteccion simultdnea de antigeno GDH y la toxinaA y/o B, cuya
principal ventaja es ofrecer ambos resultados al mismo tiempo.
También existen pruebas de inmunocromatografia para detectar de
forma independiente las toxinas A y B en el mismo ensayo, aunque
la sensibilidad global suele ser menor y el hecho de determinarlas
por separado tampoco afiade valor diagnéstico.

Los ensayos basados en la amplificacién de los genes de las toxi-
nas de C. difficile son pruebas bastante rapidas (entre 45 min y 3 h)
que suelen tener como diana el gen de la toxinaB (tcdB), aunque
algunos detectan el gen de la toxina A (tcdA). Algunos equipos son
capaces de detectar, ademads, uno o ambos genes de la toxina binaria
e incluso las cepas hipervirulentas del ribotipo 027 aprovechando
el hecho de que poseen mutaciones o deleciones en el gen repre-
sor tcdC'011, Los métodos basados tinicamente en la amplificacion
del gen tcdA pueden detectar algunas cepas A—/B+ que conserven
regiones de este gen. La sensibilidad de la mayoria de los métodos
moleculares suele ser superior al 90% tanto para los métodos que
utilizan PCR a tiempo real como los que realizan amplificacién iso-
térmica, mientras que la especificidad suele alcanzar el 94-99%. Por
otra parte, sus valores predictivos positivo y negativo son elevados
(80-95 y 95-99%, respectivamente) cuando se comparan con el cul-
tivo toxigénico. Un resultado positivo en un paciente sintomatico
indica con alta probabilidad que estamos frente a un paciente con
ICD, aunque podria tratarse de un paciente portador de C. difficile
con el gen de la toxina B pero que no es capaz de expresar la toxina
(opcién muy improbable, ya que en la actualidad existen muy pocas
cepas de este tipo) y que tiene diarrea por otra causa, o bien de una
mera colonizacién. Un resultado negativo practicamente excluye la
ICD. Su principal limitacién es su elevado precio.

El ensayo de citotoxicidad, que detecta la toxinaB preformada
en heces mediante la deteccién de su efecto citopatico sobre cul-
tivo celular, ha sido considerado durante muchos afios la técnica
de referencia para el diagnéstico de la ICD2. Para su realizacién es
necesaria la utilizacién de una antitoxina frente a la toxinaB de
C.difficile para neutralizar los efectos citopaticos inespecificos. La
principal ventaja de esta técnica es su excelente especificidad, cer-
cana al 100%, mientras que sus principales inconvenientes son sus
bajos valores de sensibilidad (50-70%), la necesidad de mantener
lineas celulares (MRC-5, CHO, Vero, HEp2, HelLa, rifién de mono,
etc.), su demora diagnéstica (18-72h) y, como método basado en
microscopia, la subjetividad de sus resultados.

El cultivo toxigénico consiste en el cultivo de las muestras de
heces y la deteccién de las toxinas en los aislados de C. difficile’2.
Los medios selectivos tradicionales (agar CCFA, Brazier o CCEY, con
cicloserina, cefoxitina y yema de huevo) han sido desplazados por
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medios selectivos con sangre que, a menudo, llevan taurocolato
o lisozima como favorecedores de la germinacién de las esporas
de C.difficile?. El pretratamiento de la muestra mediante calor o
alcohol con el fin de reducir el crecimiento de la microbiota habitual
es recomendable cuando los medios de cultivo tienen una baja o
nula concentracién de antibiéticos. En medios con sangre y tras
48 h de incubacion, las colonias de C. difficile presentan un aspecto
de un color verde-grisiceo con apariencia de vidrio esmerilado y
con un olor muy caracteristico a «cuadra de caballo» debido a la
produccién de p-cresol. En la tincién de Gram se observan bacilos
grampositivos con esporas ovales subterminales. La deteccién de
toxinas a partir de los aislados puede hacerse mediante el ensayo
de citotoxicidad, aunque es preferible el uso de técnicas mas rapidas
como los IA o de técnicas de amplificacién molecular. El uso de una
lupa en el laboratorio resulta muy aconsejable para incrementar
la sensibilidad del cultivo, ya que permite detectar tanto colonias
de C. difficile ocultas entre colonias de otros microorganismos como
la diferenciacién entre distintos morfotipos de C. difficile. El cultivo
toxigénico es una técnica muy sensible y con una alta especificidad,
aunque es lenta (1-3 dias), laboriosa y requiere personal preparado.
El cultivo toxigénico es necesario pararealizar tanto monitorizacién
de técnicas implantadas en la rutina diagnéstica como evaluaciones
de otras técnicas de diagnéstico nuevas y, ademas, se trata de una
técnica fundamental para poder realizar estudios de epidemiologia
molecular o sensibilidad antibidtica.

Procedimientos diagnosticos de la infeccion por Clostridium
difficile

No existe en el momento actual ninguna técnica diagnoéstica
de la ICD que, por si misma, pueda ser lo suficientemente coste-
eficaz como para poder ser utilizada para el diagnéstico rapido de
laICD. Como consecuencia, se han disefiado varios algoritmos diag-
nésticos que aprovechan lo mejor de cada una de estas técnicas
(fig. 1)!3-15, La mayoria utilizan como método inicial la deteccién
de GDH mediante IA debido a su alta sensibilidad diagnéstica, y
como técnicas confirmatorias de los resultados positivos las técni-
cas moleculares por su elevada sensibilidad y especificidad. Estos
algoritmos, denominados de 2 pasos, poseen valores de sensibi-
lidad cercanos al 90% (sensibilidad limitada por la deteccién de
GDH) y valores de especificidad mayores del 99%, con un precio
final cercano al de las técnicas basadas en IA.

Los denominados algoritmos de 3 pasos introducen un IA que
detecta las toxinas A y/o B entre la deteccién de GDH y la técnica
molecular; de esta forma, los resultados GDH(+) son confirma-
dos mediante este IA usandose las técnicas moleculares para
las muestras con resultados discordantes [GDH(+)/Toxinas(—) o
GDH(-)/Toxinas (+)]. Estos algoritmos logran reducir en casi un
50% el nimero de pruebas moleculares necesarias, aunque a costa
del gasto afiadido de los IA de las toxinas.

El uso de mezcla de muestras para analizarlas mediante técnicas
moleculares es un procedimiento interesante para el diagnéstico
molecular de Ia ICD a bajo coste!S. Esta estrategia consiste en agru-
par muestras de heces para analizarlas conjuntamente con una
prueba molecular y asi abaratar costes. Si el resultado de la prueba
molecular es negativo se asigna a cada una de las muestras de la
mezcla un resultado negativo, mientras que si el resultado es posi-
tivo hay que analizar individualmente cada una de las muestras.
Esta estrategia, que alcanza valores de sensibilidad y especificidad
cercanos a los obtenidos por las técnicas moleculares convencio-
nales, reduce en un 40-60% el nimero de pruebas moleculares
necesarias para el diagnéstico de la ICD.

Aunque los procedimientos diagnésticos basados en algoritmos
o en andlisis de mezcla de muestras constituyen las pruebas rapi-
das mas coste-eficaces de la actualidad, su sensibilidad (90-95%)

las excluye como métodos de referencia para el diagnéstico de la
ICD frente a las cuales poder comparar otras técnicas®!>. Aunque
el ensayo de citotoxicidad fue la primera técnica diagnéstica de la
ICD considerada como método de referencia, pronto se comprob6
que el cultivo toxigénico era mas sensible e igual de especifico. En
estos Gltimos afios se ha establecido un interesante debate entre
expertos acerca del significado clinico de los resultados positivos
mediante cultivo toxigénico pero negativos a partir del ensayo de
citotoxicidad. Por una parte, algunos expertos consideran que solo
las muestras con citotoxicidad positiva tienen toxinaB libre y, por
lo tanto, pertenecen a pacientes con ICD, es decir, consideran que
aquellos pacientes con muestras con citotoxicidad negativa y cul-
tivo toxigénico positivo son pacientes sin ICD aunque colonizados
por cepas «potenciales productoras de toxinaB»!”. Estos expertos
recomiendan que este Gltimo grupo de pacientes no sea tratado,
aunque sugieren como posibilidad que sean aislados para evitar la
transmisién de las cepas potencialmente patégenas a otros pacien-
tes. Por otra parte, un niimero creciente de expertos considera que
un resultado del ensayo de citotoxicidad negativo y del cultivo toxi-
génico positivo no indican tanto una ausencia de toxina libre en las
heces como una concentracién de toxina libre en las heces lo sufi-
cientemente baja como para no poder ser detectada por el ensayo
de citotoxicidad y si por el cultivo toxigénico®!>18. Esta hipdtesis
se apoya en el hecho de la baja sensibilidad del ensayo de citoto-
xicidad, de la capacidad de estas cepas de producir toxinas in vitro
y de la variabilidad sensitiva del ensayo de citotoxicidad en mues-
tras seriadas de un mismo paciente. Esta teoria esta siendo cada
vez mas aceptada y conlleva la idea de que todo paciente con un
cultivo toxigénico positivo, independientemente del resultado de
citotoxicidad, debe ser considerado como un posible caso de ICD
que debe ser evaluado en Gltimo término por el clinico responsable
del paciente.

En conclusién, no existe en la actualidad un método de refe-
rencia universalmente aceptado por todos los expertos para el
diagnéstico de la ICD. Sin embargo, y aunque algunos expertos
siguen considerando al ensayo de citotoxicidad como el estandar
de oro del diagnéstico de la ICD, la mayor sensibilidad global del
cultivo toxigénico y las cada vez mas evidentes implicaciones cli-
nicas de los resultados positivos de esta técnica (incluidos aquellos
con resultado negativos del ensayo de citotoxicidad) hacen del cul-
tivo toxigénico la técnica recomendada como estandar de oro para
el diagnostico de la ICD en este procedimiento.

Procedimientos diagnoésticos en situaciones especiales

Aunque no existe un consenso para el diagnéstico de la ICD en
pacientes con ileo o megacolon téxico en los que no se puede obte-
ner muestras de heces, el uso de 2 torundas rectales y la realizacién,
si es posible, de técnicas moleculares directamente sobre una de
ellas y cultivo toxigénico sobre la otra constituye un buen procedi-
miento diagndstico de la ICD en este tipo de situaciones. Por otra
parte, se ha demostrado que las muestras de heces son mucho mas
rentables que las biopsias de colon para el diagnéstico de la ICD en
pacientes con colitis inespecifica, por lo que se recomienda su uso
en estos pacientes?.

Debido a que las infecciones producidas por aislados de
C.difficile del ribotipo 027 suelen ser mds graves, transmisibles y
recurrentes que las producidas por otros ribotipos, se recomienda
establecer una especial vigilancia para detectarlas y, asi, optimizar
su tratamiento y evitar la diseminacién de este clon en el ambiente
hospitalario. Por tanto, en instituciones en las que exista una sos-
pecha fundada de alto riesgo de brote (casos aislados detectados
recientemente, existencia de alguna institucién cercana en situa-
cién epidémica, etc.) o en el seno de un brote por este ribotipo
es muy recomendable, siempre y cuando sea posible, modificar
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C. Algoritmo diagnostico multipaso con inmunoensayos que detectan
simultaneamente glutamato deshidrogenasa y toxina A y/o B

Figura 1. Algoritmos diagnésticos de la infeccién por Clostridium difficile.

el algoritmo diagndstico para facilitar su deteccién. Por una parte,
convienerealizar alguna técnica molecular rapida que detecte espe-
cificamente este ribotipo, y por otra, es recomendable aplicar esta
técnica a todos los resultados GDH positivos, independientemente
del resultado del IA para este IA (en el caso de que el algoritmo
incluya la deteccion de toxinas), con el fin de diagnosticar el mayor
namero de casos rapidamente. Otra posibilidad es la implantacién
de un procedimiento diagndstico basado en un analisis mediante
mezcla de muestras utilizando como técnica molecular alguna que
detecte tanto el gen de la toxina A y/o B como al ribotipo 027, aun-
que son necesarios mas estudios para validar esta técnica en este
tipo de situaciones.

Estudios de sensibilidad in vitro a los antimicrobianos

Metronidazol, vancomicina y fidaxomicina son los fairmacos de
eleccién para el tratamiento de la ICD'?. Las concentraciones que
alcanzan metronidazol y su metabolito (hidroximetronidazol) en
la mucosa colénica son tan bajas (media de 9,3 ug/g de heces
acuosas y de 1,2 pg/g de heces formes) que han motivado que el
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
haya decidido reducir el punto de corte tradicional de metronidazol

para C. difficile (16 mg/l, recomendado por el Clinical and Laboratory
Standards Institute [CLSI]) a 4 mg/1 (tabla 2)?°. En cambio, los nive-
les colénicos de vancomicina y de fidaxomicina son mucho mas
elevados (en torno a 500 mg/l para vancomicina y 3.000 mg/I para
fidaxomicina). Las guias internacionales recomiendan realizar estu-
dios periddicos de vigilancia y seguimiento con el fin de conocer los
patrones locales de sensibilidad a los fairmacos de eleccién (espe-
cialmente metronidazol) y detectar cepas con CMI anormalmente
altas o la aparicién de resistencias?!. Estos estudios de sensibili-
dad se deben realizar en el laboratorio de origen de los aislados si
existe personal preparado o, en su defecto, por un laboratorio de
referencia a un minimo de 50-100 cepas de C.difficile. El método
recomendado es el de dilucién en agar, aunque el épsilon test y
el método del gradiente en espiral se correlacionan muy bien con
este método, por lo que pueden ser un alternativa al método de
referencia.

Caracterizacion molecular de Clostridium difficile
Las cepas de C.difficile son practicamente indistinguibles

fenotipicamente, por lo que, para su diferenciacién, son nece-
sarios estudios moleculares que permitan detectar brotes de la
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Tabla 2
Puntos de corte de los farmacos usados en clinica para el tratamiento de la infeccién por Clostridium difficile segiin las guias del CLSI'y del EUCAST
Antimicrobiano CLSI EUCAST
Sensible Intermedio Resistente Sensible Resistente
Metronidazol <8mg/l 16 mg/l > 32mg/l <2mg/l >2mg/l
Vancomicina ND ND ND <2mg/l >2mg/l
Fidaxomicina ND ND ND EI EI
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; El: evidencia insuficiente; EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; ND: no datos.
Tabla 3
Caracteristicas técnicas y coste de los métodos mas utilizados para la tipificacién molecular de Clostridium difficile
Métodos Diana Poder de dis- Tipificabilidad Facilidad de Sencillez Reproducibilidad Coste por
criminacién interpretacién técnica interlaboratorio cepa
Basados en anidilisis de bandas
PFGE Cromosoma. ++ ++ ++ + ++ ++
Restricciéon
Smal
PCR-ribotipo PCR16S-23S 4+ 4+ ++ ++ + +
ARNr
MLVA VNTR; 7-15 ot ++ 4+ + 4+ 4
loci
Basados en andilisis de secuencias
MLST Secuenciacién +++ +++ +++ ++ ++++ +++
de 7 genes
housekeeping
WGS Cromosoma, ++++ +++ + + +++ ++++
SNP

MLST: multilocus sequence typing; MLVA: multilocus variable number of tandem DNA repeats (VNTR); PFGE: puise field gel electrophoresis; SNP: single nucleotide polymorphisms;

WGS: whole genome sequencing.
+: bajo; ++: moderado; +++; bueno; ++++: excelente.
Fuente: adaptado de Knetsch et al.>? y Huber et al.>>.

enfermedad, reconocer la diseminacién de cepas de alta virulencia
o transmisibilidad, establecer las cadenas de transmisién y diferen-
ciar si unarecurrenciaes unarecidiva causada por la misma cepa o si
se debe a unareinfeccion con una cepa distinta. Para que un método
de tipificacién sea adecuado para abordar estudios de epidemio-
logia molecular debe tener suficiente poder de discriminacion,
adecuada tipificabilidad (capacidad inequivoca de caracterizar la
mayoria de los aislados de una poblacién), buena reproducibilidad
y exportabilidad (capacidad para obtener los mismos resultados
en diferentes laboratorios y en diferentes momentos)?2. Ademas,
es deseable que sean faciles de realizar y que su coste no sea muy
elevado. Los métodos mas usados para la tipificacion molecular
de C.difficile se pueden clasificar dependiendo de si se basan
en el andlisis de bandas o de secuencias (tabla 3). El método
mas usado en Europa y Australia es el ribotipado, mientras que
en Norteamérica es la PFGE, aunque cada vez se utiliza mas el
ribotipado.

La técnica de PCR-ribotipado se basa en la amplificacion
mediante PCR del espacio intergénico (ISR) existente entre los
genes 16S y 23S que codifican para el ARN ribosémico. Estos genes
son multicopia en C.difficile, y su disposicién, nimero y tamafio
varia entre unas cepas y otras dentro del cromosoma. Los dis-
tintos fragmentos de la amplificacién por PCR se separan por
electroforesis en geles de agarosa, obteniéndose un patrén de ban-
das. El analisis de los patrones de bandas se realiza mediante la
construccién de dendrogramas de similitud. En cada patréon se
considera el nimero de bandas y su posicién, siendo 2 patro-
nes diferentes si tienen mas de una banda de diferencia o estan
distintas posiciones (fig. 2). El ribotipado es un método sencillo
con adecuada reproducibilidad intralaboratorio, pero poca repro-
ducibilidad interlaboratorio?>23, lo que obliga a utilizar cepas de
referencia de los principales ribotipos. Los ribotipos mayoritarios en
Espaiia son los ribotipos 014/020, 001/072 y 078/126”. El ribotipo
027 (pulsotipo NAP1) no ha sido muy prevalente en Espafia durante
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Figura 2. Gel de electroforesis de una PCR-ribotipado. Se muestran los perfiles de
bandas obtenidos para algunos de los ribotipos mas frecuentes en Espaiia (001, 014
y 078) junto con el ribotipo de referencia 027.

los Gltimos afios (3,5% en 2013), aunque parece que su incidencia
esta aumentando desde 2014 en algunas regiones espaiiolas.

La electroforesis en campo pulsado (pulsed fied gel electroforesis
[PFGE]) se basa en la separacién mediante electroforesis en campo
pulsado de los fragmentos generados al digerir el cromosoma de
C. difficile conlaenzima de restriccién Smal, que es de corte poco fre-
cuente. Ya que se obtienen fragmentos de ADN de tamafio grande,
la separacién de estos requiere una electroforesis a altos voltajes y
con cambio de orientacién del campo eléctrico (pulsos) caracteris-
tica de ciertos sistemas de electroforesis como el sistema contour
clampled homogeneus electric field (CHEF). Esta técnica es laboriosa
y plantea problemas por la facilidad de degradacién del ADN de
C.difficile y por la dificultad para lisar sus esporas; ademas, es algo
menos discriminativa que el ribotipado y con similar reproducibi-
lidad interlaboratorio.

La técnica de variabilidad del nimero de repeticiones en tindem
en miltiples locus (MLVA) consiste en la amplificacién mediante
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PCR de varias regiones de ADN (multilocus) en las que hay secuen-
cias cortas repetidas en tandem denominadas microsatélites. El
naimero de las repeticiones que hay en cada uno de los locus es
variable en las distintas cepas de C. difficile. El método consiste en
la amplificacién de cada locus mediante PCR, usando iniciadores
marcados con fluorescencia, seguido del analisis del tamafio de los
amplicones obtenidos mediante electroforesis capilar en secuen-
ciador de acidos nucleicos. El nimero de repeticiones que una
determinada cepa tiene en cada locus se determina relacionando
el tamarfio del fragmento amplificado con el tamafio que tendria
el locus con una sola repeticién y considerando los pares de bases
de cada repeticién. Las relaciones filogenéticas que existen entre
las cepas analizadas se estudian mediante la construccién de un
diagrama de similitud del tipo minimun spanning tree, que mide la
distancia genética entre los distintos aislados, utilizando la diferen-
cia entre las sumas de las repeticiones en tindem de todos los loci
analizados (summed tandem repeats difference o STRD) y el nimero
de loci variantes. Normalmente, se considera que forman parte de
un complejo clonal los aislados con STRD < 2. EIMLVA es una técnica
rapida muy discriminativa que proporciona resultados compara-
bles a la secuenciacién del genoma completo. Hoy dia se utiliza
como método de subtipado asociado al ribotipo, sobre todo para
investigar brotes causados por cepas del mismo ribotipo e identi-
ficar rutas de transmisién entre pacientes. Ademas, es una técnica
que, al realizarse en secuenciadores e interpretarse mediante perfi-
les numéricos, permite un analisis mas reproducible y objetivo que
los métodos basados en anilisis de bandas.

La técnica de tipado mediante andlisis de secuencias de mdl-
tiples locus (MLST) se basa en la amplificacién y secuenciacién de
entre 300y 500 pb de 7 genes conservados en C. difficile (genes hou-
sekeeping). A cada variante de secuencia se le asigna un nimero,
y la combinacién de los 7 nlimeros obtenidos (cada uno corres-
pondiente a la secuencia de un gen) da lugar a un perfil alélico al
que se asigna una secuencia tipo o ST. La comparacién de los ST de
cada cepa se realiza de forma sencilla y objetiva a través de bases
de datos publicas depositadas en Internet, en las que actualmente
hay descritos 295 ST para C. difficile (http://pubmlst.org/cdifficile/)
(Gltima actualizacién 13 de marzo de 2015). El poder de discrimina-
cion del MLST es similar al del ribotipo pero, al contrario que este,
permite un andlisis objetivo, mas sencillo e intercambiable entre
laboratorios. Sin embargo, hay que tener en cuenta que es mas cos-
toso, al tener que hacer 7 secuencias por cada cepa, lo que quiza
determina que el ribotipo siga siendo el método de tipificacion mas
usado en los laboratorios europeos. Otra de las ventajas del MLST
con respecto a otros métodos es que permite establecer relacio-
nes evolutivas entre distintas cepas, lo que ha permitido estudiar la
filogenia de C. difficile, que parece haber evolucionado en 6 linajes
diferentes (clades), siendo el linaje 1 el que agrupa a la mayoria de
los ST descritos.

La técnica de secuenciacién del genoma completo (WGS) es una
metodologia novedosa de caracterizacién molecular de microorga-
nismos con un alto poder de discriminacién®*. En la WGS se realiza
la «lectura» de todo el genoma de C. difficile y permite, entre otras
muchas utilidades, estudiar diferencias a nivel de un solo nucleé-
tido en las secuencias de cepas diferentes, lo que mejora mucho
el poder de discriminacién. Con la WGS se pueden establecer las
cadenas epidemiolégicas de transmisién con gran precision y, ade-
mas, se pueden definir linajes epidemiolégicos, deducir el perfil de
MLST e incluso distinguir entre cepas estrechamente relacionadas
por el «<simple» cambio de un nucleétido. Sin embargo, en lo refe-
rente a la tipificacién de C. difficile queda por establecer cuantos
SNP de diferencia tiene que haber para considerar si 2 cepas estan
genéticamente relacionadas o no. En la actualidad, su elevado coste
y la complejidad del analisis bioinformatico hacen que su uso esté
restringido a centros de investigacién o a laboratorios de referencia
nacionales o supranacionales.

Requerimientos necesarios para los estudios de tipificacion
molecular de Clostridium difficile

En general, la tipificacién molecular de C. difficile toxigénico se
debe realizar a partir de cultivos recientes y puros que se deben
mantener refrigerados hasta la extraccién de ADN. Para ello, se pue-
den utilizar distintos métodos: hervido, resinas de extraccién tipo
Chelex, purificacién con columnas, extraccion automatizada, etc. Si
se desea conservar el ADN extraido es conveniente la purificacién
con columnas (tipo Quiagen o similar) o el empleo de extractores
automaticos (ADN mas puro y mas resistente a la degradacién). En
el caso de las técnicas PFGE o WGS, hay que utilizar otras metodo-
logias especificas.

El ADN extraido puede conservarse a 4°C si se va a procesar
en un periodo de tiempo corto y a —20 o —70°C en caso contra-
rio (los ciclos de congelacién-descongelacién favorecen mucho la
degradacién del ADN). El método molecular de tipificacion a elegir
dependera sobre todo del nimero de cepas a analizar, del mate-
rial de laboratorio disponible (secuenciador principalmente) y del
nivel de discriminacién requerido. Si se quiere hacer un analisis
descriptivo de la epidemiologia local de C. difficile y no se dispone
de secuenciador de acidos nucleicos, quizas el ribotipo es la téc-
nica de eleccién. Si se dispone de secuenciador se puede emplear
el ribotipo o el MLST. Cuando el estudio molecular se utilice para
caracterizar un brote, es conveniente asociar una técnica de alta
discriminacién como el MLVA.

Informacion de resultados

La informacién de los resultados obtenidos en el laboratorio
al personal sanitario responsable del paciente y al preventivista
constituye uno de los pasos mas importantes para optimizar el tra-
tamiento y el control de la transmisién2. La rapida informacién de
un resultado positivo en el laboratorio es fundamental para conse-
guir un adecuado tratamiento del episodio de ICD y para poner en
marcha las medidas de aislamiento necesarias para evitar la trans-
misién de la infeccién a otro paciente; ademas, puede evitar que
el paciente quede expuesto a fairmacos innecesarios, como agentes
antiperistalticos o narcéticos, que pueden complicar el episodio de
ICD. Por otra parte, una rapida informacién de un resultado nega-
tivo puede evitar tratamientos empiricos innecesarios y facilitar la
identificacién de la verdadera causa de los sintomas.
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