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PALABRAS CLAVE Resumen El principal reto actual en el diagnéstico de la infeccion por Clostridioides difficile
Clostridioides (ICD) es detectar a los pacientes con peor prondstico. En este estudio se ha investigado la
difficile; asociacion entre la presencia de toxina en heces, la amplificacion del gen de la toxina B a ciclos
Toxina B; bajos por PCR (Ct), la deteccion de toxina binaria o el ribotipo con la gravedad, la recurrenciay
Toxina binaria; el mal prondstico. Para ello se analizo la presencia de C. difficile toxigénico en heces diarreicas
Ciclo umbral PCR; de adultos, independientemente de la solicitud clinica, mediante la deteccion de la glutamato-
Ribotipo deshidrogenasa (GDH), las toxinas A (TcdA) y B (TcdB) por inmunoensayo y el gen que codifica

la toxina B (tcdB) y la toxina binaria (cdtA) por PCR. Las cepas toxigénicas recuperadas por
cultivo toxigénico se tiparon mediante PCR ribotipado y subtiparon por multilocus variable-
number tandem-repeat analysis (MLVA). Se detectaron 82 casos de ICD a partir de 677 muestras
(12,1%). Los pacientes con Ct < 27,5 presentaron con mas frecuencia criterios de gravedad (59,3
frente al 40,7%; p=0,15); recurrencia (80 frente al 20%; p=0,10) y mal prondstico (60,3 frente
al 39,7%; p=0,05). La media del Ct fue mas baja cuando hubo recurrencia (25,48; SD: 2,41;
p=0,058). Mediante regresion logistica, la variable con mayor asociacion con el mal prondstico
fue un Ct <27,5 (OR: 2,663; IC 95%: 0,983-7,636; p=0,059). Nuestros resultados indican que
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la amplificacion del gen de la toxina B a ciclos bajos es un posible marcador de gravedad,
recurrencia y mal prondstico en la ICD. Destacamos la diversidad de ribotipos observada, sin
relacion clonal entre aislamientos del mismo ribotipo.

© 2025 Los Autores. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. en nombre de Asociacion Argen-
tina de Microbiologia. Este es un articulo Open Access bajo la CC BY-NC-ND licencia (http://
creativecommons.org/licencias/by-nc-nd/4.0/).

The role of microbiological markers in the progression of Clostridioides difficile
infection

Abstract The main current diagnostic challenge in Clostridioides difficile infection (CDI) is
to detect patients with the poorest prognoses. We have studied the association between the
presence of toxin in the feces, the amplification of the toxin B gene at low cycles in PCR (Ct),
and the detection of the binary toxin or ribotype with severity, recurrence, and poor prognosis.
Toxigenic C. difficile has been investigated in adult diarrheal feces, regardless of the clinical
request. Glutamate dehydrogenase (GDH), toxin A (TcdA) and toxin B (TcdB) have been assessed
by immunoassay and the gene encoding toxin B (tcdB) and the binary toxin (cdtA) by PCR. The
toxigenic strains recovered by toxigenic culture were typed by PCR-Ribotyping and subtyped by
MLVA (multilocus-variable number tandem DNA repeat analysis). Eighty-two (82) cases of CDI
were detected from 677 samples (12.1%). Patients with Ct < 27.5 often presented criteria for
severity, recurrence, and poor prognosis (59.3% versus 40.7%, P=.15; 80% versus 20%, P=.10;
and 60.3% versus 39.7%, P=.055, respectively). The mean Ct was lower when recurrence was
observed (25.48; SD=2.41; P=.058). By logistic regression, the variable most likely to indicate
a poor prognosis was Ct < 27.5 (OR=2.663; 95% Cl=.983-7.636; P=.059). In summary, the cycle
threshold of the PCR for toxin B is a possible marker of severity, recurrence, and poor prognosis
in CDI. The diversity of ribotypes observed is remarkable, with no clonal relationship between
isolates of the same ribotype.

© 2025 The Authors. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. on behalf of Asociacion Argen-
tina de Microbiologia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccion

Clostridioides difficile es la causa mas frecuente de diarrea
infecciosa asociada a la asistencia sanitaria, estimandose
que en Europa se producen 152.905 casos al afio®’ y que
un 12-18% de los pacientes pueden progresar a enfermedad
grave y el 20% sufrir recurrencias®. La patogenicidad de C.
difficile esta mediada por la liberacion de la toxina A (TcdA)
y/o la toxina B (TcdB) que afectan el epitelio del colon y
causan la sintomatologia. Ademas, algunas cepas pueden
producir otra toxina, denominada toxina binaria (también
conocida como C. difficile transferasa), cuyo papel es con-
trovertido, aunque se ha propuesto que puede aumentar la
adherencia y la virulencia de las cepas que la producen®.
La infeccién por C. difficile (ICD) tiene un importante
impacto en la morbimortalidad de pacientes fragiles, como
ancianos, inmunodeprimidos, pacientes con comorbilidades,
con ingresos hospitalarios prolongados o sometidos a mul-
tiples cursos de antibioterapia®*°. En las ultimas décadas
se han producido cambios en la epidemiologia de la ICD,
aumentando su incidencia en la comunidad y en poblaciones
no consideradas de riesgo hasta ahora, como embarazadas,
nifos y pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal.
Esto se ha reflejado en las guias mas recientes"®?3, que
aconsejan procesar para diagnostico de ICD las muestras pro-
cedentes de pacientes con diarrea independientemente de
su edad (salvo menores de 2 anos que pueden estar colo-

nizados en un alto porcentaje), su origen (hospitalizado o
comunitario) o la peticion del clinico.

Actualmente, y en parte debido al interés que genera
la deteccion de pacientes que se podrian beneficiar de
las mejores opciones terapéuticas disponibles, existe cierto
debate sobre la posible correlacion entre diferentes resul-
tados de las pruebas microbiologicas de diagnostico de la
ICD (deteccion de toxina A y/o toxina B por enzimo inmu-
noensayo [IE], el ciclo umbral [Ct] de la PCR, deteccion
de toxina binaria) o el tipo de cepa adquirida con la gra-
vedad, aparicion de recurrencia y la evolucion de esta
infeccion®15.20,26.29

En este trabajo, hemos utilizado un algoritmo diagndstico
en 3 pasos junto con el cultivo toxigénico para investigar
la presencia de C. difficile toxigénico (CDT) en los pacien-
tes adultos con diarrea atendidos en nuestro centro con el
objetivo de conocer los marcadores microbiologicos que se
asocian con peor pronostico y recurrencia de ICD.

Material y métodos
Disefio del estudio

Se realizd un estudio longitudinal prospectivo desde el 15
de marzo al 15 de septiembre de 2021 en el Hospital Regio-
nal Universitario de Malaga (Espafna), centro de tercer nivel
del Sistema Sanitario Publico de Andalucia con 1.176 camas.
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Se investigo la presencia de CDT en las heces diarreicas de
pacientes mayores de 18 afos (ingresados o atendidos en
urgencias) a los que se les habia solicitado un coprocultivo
y/o estudio de C. difficile. Se excluyeron los pacientes que
presentaron una recurrencia de ICD de un episodio diagnos-
ticado en las 8 semanas previas al periodo de estudio.

Estudios microbiologicos

Para la deteccion de C. difficile en heces se investigo la
presencia de GDH por inmunocromatografia (Clostridium
difficile antigen GDH Certest®). Cuando la prueba fue posi-
tiva se estudio la produccion de toxinas A y/o B por IE (Tox
A/B Quick Chek, Techlab®) y se realizé PCR en tiempo real
(Xpert® C. difficile BT, Cepheid®) para deteccion del gen que
codifica la toxina B (tcdB), de los genes de la toxina binaria
(cdtAy cdtB), y de la mutacion en el gen tcdC especifica del
ribotipo 027.

En todas las muestras se hizo cultivo toxigénico, previo
tratamiento de la muestra con alcohol, utilizando pla-
cas selectivas de agar sangre con cicloserina, cefoxitina y
fructosa con incubacion durante 48h en anaerobiosis. Las
colonias con morfologia sugestiva de C. difficile se estudia-
ron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF MS (BD
Biotyper®, Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) y cuando se
confirmé la identificacion, se investigo la produccion de toxi-
nas mediante IE. El estudio de la susceptibilidad antibiotica
se realiz6 en medio Brucella blood agar (bioMerieux, Marcy-
I’Etoile, Francia) mediante tiras de gradiente (Liofilchem)
de metronidazol y vancomicina; los resultados se interpreta-
ron siguiendo las recomendaciones del European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)"3.

El tipado molecular de las cepas caracterizadas como
toxigénicas se hizo en el servicio de Microbiologia del Hos-
pital G. U. Gregorio Maranon (Madrid, Espafna), siguiendo
el método descrito por Stubbs et al.* y ribotipo capilar'®.
El analisis filogenético de perfiles de ribotipado se realizd
con Bionumerics software v7.6 (Applied Maths). Se con-
sider6 que 2 o mas aislados tenian el mismo patron de
ribotipado cuando presentaban idéntico nimero y tamaiio
de bandas segln los criterios publicados por Tenover et al.“C.
Para establecer la posible relacion filogenética entre cepas
pertenecientes al mismo ribotipo, se llevo a cabo multilocus-
variable number tandem DNA repeats analysis (MLVA),
estudiando por PCR el nimero de repeticiones de una deter-
minada secuencia presente en 7 loci distintos del cromosoma
de C. difficile*'.

Definiciones

Se han seguido las recomendaciones y las definiciones
utilizadas en la guia europea de tratamiento de la ICD
(ESCMID)*2.

- Caso de ICD. Cuadro clinico compatible con diarrea
(3 o mas deposiciones en 24h de heces no formadas),
ileo 0 megacolon toxico sin otra causa identificable, o
bien, colitis pseudomembranosa diagnosticada mediante
endoscopia, colectomia o autopsia; ademas, acompanado
de deteccion en heces de toxina de C. difficile A y/o

B mediante IE y/o PCR, y/o crecimiento de C. difficile
toxigénico en cultivo.

- ICD grave. Caso de ICD que presenta uno o mas de los
siguientes criterios: fiebre >38,5°C, recuento leucocita-
rio >15.000cél/pl o incremento de la creatinina >50%
de los niveles basales.

- ICD grave/complicada. ICD grave que cumple ademas
uno mas de los siguientes criterios: hipotension, shock
séptico, elevacion de lactato sérico, ileo paralitico,
megacolon toxico, perforacion intestinal, ingreso en la
UCI, cirugia debido a complicaciones de la ICD, muerte.

- ICD recurrente. Nueva aparicion de sintomas con pre-
sencia de toxina A y/o B y/o PCR positiva y/o cultivo
positivo, dentro de las 8 semanas posteriores al inicio
de un episodio previo resuelto tras haber completado el
tratamiento para ICD correctamente.

- ICD con mal pronédstico. Caso de ICD que presenta
criterios de infeccion grave o grave/complicada y/o
recurrencia y/o mortalidad.

- ICD comunitaria. ICD que ocurre en la comunidad o en
las primeras 48 h de hospitalizacion del paciente, sin que
hubiera permanecido en las GUltimas 12 semanas previas
al comienzo de la infeccidon en centro hospitalario o
sociosanitario.

- ICD nosocomial. ICD que aparece entre las 48 h posterio-
res al ingreso y el alta o dentro de las 4 semanas tras el
alta hospitalaria.

Recopilacion de datos clinicos

Los datos fueron recogidos a partir de la historia clinica de
los pacientes, haciendo un seguimiento de al menos 2 meses
tras completar el tratamiento para el episodio de ICD, en
caso de solicitud clinica y en los diagnosticados sin solicitud
clinica, se hizo seguimiento hasta 2 meses tras el episodio.
Se recogieron datos epidemiologicos, clinicos, analiticos,
microbioldgicos, de tratamiento y de prondstico que permi-
tieron la deteccion de gravedad, recurrencia, mortalidad y
mal prondstico. Se estimo el riesgo de recurrencia utilizando
un score basado en los siguientes predictores: edad (<70
anos [0 puntos]; 70-79 anos [1 punto]; > 80 anos [2 puntos]),
IE positivo para toxina A/B (1 punto), episodio de ICD en el
ano anterior (2 puntos), persistencia de diarrea en el quinto
dia de tratamiento (1 punto), receptor de trasplante (1
punto), inmunosupresion grave o neoplasia activa (1 punto).
Segun los puntos totales se definieron 3 categorias: riesgo
bajo (0-1 puntos), riesgo intermedio (2-3 puntos) y riesgo
elevado (>4 puntos)’-'’. El Comité de Etica de la Investi-
gacion provincial de Malaga (Espana) aprobd el protocolo
del estudio, que respeta los principios fundamentales de la
Declaracion de Helsinki y cumple los requisitos establecidos
en la Legislacion espaiola en el ambito de la investigacion
biomédica, de la proteccién de datos de caracter personal,
y de la bioética.

Analisis estadistico

Se ha analizado mediante analisis bivariante la posible aso-
ciacion de factores de riesgo clinicos y microbiolégicos con
la gravedad de la infeccion (grave y grave/complicada),
recurrencia, mortalidad y una variable de mal pronostico
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(construida a partir de las 3 anteriores). Para variables cua-
litativas como deteccién de toxina por IE, resultado de PCR
con Ct <23,5 0 Ct <27,5 (valores senalados en la literatura
reciente)?’-*, deteccidn de toxina binaria y ribotipo, se uti-
liz6 la prueba de Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher.
Para las variables cuantitativas como la media del Ct se uti-
liz6 la prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon. Ademas, se ha
construido un modelo de regresion logistica, considerando
la variable dependiente Mal pronoéstico.

Resultados

Diagnostico de ICD

Durante los 6 meses del periodo de estudio se procesaron
677 muestras: 511 (75,5%) con solicitud de investigacion de
CDT y 166 (24,5%) sin solicitud. Se aislo CDT en 82 muestras
(12,1%); ademas, en 5 muestras se aislo C. difficile en cul-
tivo, pero no se demostro la produccion de toxinas por IE
o PCR. Entre las muestras con solicitud de estudio de CDT,
fueron positivas 69 (13,5%) y entre las que no tenian solici-
tud 13 (7,8%); es decir, de las 82 muestras positivas el 84,1%
tenian solicitud de estudio de CDT y el 15,9% no.

La GDH fue positiva en 120 muestras (17,7%), la toxina
A/B (IE) en 40 (5,9%) y la PCR en 81 (11,9%), siendo un caso
diagnosticado por cultivo toxigénico.

Todas las cepas fueron sensibles a metronidazol (CMlsp =
0,094 mg/1, CMlgp=0,25 mg/l) y vancomicina (CMIso=0,25 mg/
[, CMIgo=0,38 mg/l).

Epidemiologia de la infeccion por C. difficile

Los antecedentes y factores de riesgo mas frecuentes se
recogen en la tabla 1. De los 82 casos detectados durante
el periodo estudiado, 37 eran varones (45,1%) y 45 muje-
res (54,9%) y la edad media fue de 67,6 anos (+18,604). El
indice de Charlson medio fue de 5,4. La presentacion clinica
fue grave o grave/complicada en el 65,9% de los pacientes,
y en el 34,1% el riesgo de recurrencia se catalogd de ele-
vado. La tasa de curacion fue del 78%, la de recurrencia del
12,2% y la de mortalidad del 15,9% a las 12 semanas (con
una mortalidad atribuible del 9,8%).

Influencia de marcadores microbiolégicos en la
evolucion de la infeccion por C. difficile

Los resultados del analisis bivariante se muestran en la
tabla 2, observandose que no se ha demostrado una aso-
ciacion estadisticamente significativa entre ninguno de los
marcadores microbioldgicos considerados y la evolucion de
ICD, si bien cuando se detectd la toxina en heces por IE
los pacientes presentaron formas graves de la enfermedad
con mas frecuencia (55,6%) que los pacientes diagnosticados
por PCR y/o cultivo (44,4%), p=0,09; igualmente ocurrié en
los pacientes con mal prondstico (53,4 vs. 46,6%; p=0,19).
Del mismo modo, los pacientes con Ct <27,5 presentaron a
menudo criterios de gravedad, recurrencia y mal pronostico
(59,3 vs. 40,7%; p=0,15; 80 vs. 20%; p=0,10; 60,3 vs. 39,7%;
p=0,055, respectivamente). Cuando se analizo la media del
Ct con respecto a las variables de evolucion (datos no mos-

Tabla1 Antecedentesy factores de riesgo en los pacientes
con ICD
Antecedentes/factores de riesgo n (%)

Relacionados con el huésped
Sexo (varon/mujer)
Edad (media)

37 (45,1%)/45 (54,9%)
67,6 + 18,6 anos

Diabetes 31 (37,8%)
Enfermedad cardiovascular 27 (32,9%)
Neoplasia 24 (29,3%)
Enfermedad renal crénica

Grado II-IV 17 (20,7%)

Hemodialisis 7 (8,5%)
Enfermedad hematologica 13 (15,9%)
Infeccion por C. difficile previa® 13 (15,9%)
EPOC 12 (14,6%)
Cirrosis 5 (6,1%)
Diverticulitis 3 (3,7%)
Enfermedad inflamatoria 2 (2,4%)
intestinal
Colitis CMV 2 (2,4%)

Tratamientos/procedimientos clinicos
Inhibidores de la bomba de
protones®
Antibioterapia previa®
Hospitalizacion previa®
Inmunosupresion
Corticoides”
Quimioterapia/radioterapia“
Cirugia previad
Trasplante

74 (90,2%)

71 (86,6%)
45 (54,9%)
23 (28%)
21 (25,6%)
17 (20,7%)
16 (19,3%)
14 (17,1%)

CMV: citomegalovirus; ICD: infeccion por Clostridioides difficile;
EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

2 |CD detectada con anterioridad a los 3 meses previos del
episodio actual.

b En los 3 meses previos al diagnéstico de ICD.

¢ En el Gltimo mes.

d Durante el ingreso o en los 3 meses previos.

trados), la mayor asociacion con un valor mas bajo de Ct, se
ha encontrado cuando apareci6 recurrencia de la enferme-
dad (media Ct=25,45; SD: 2,41) frente a los casos en que
no hubo recurrencia (media Ct=28,17; SD: 4,16); p=0,058.
Segln regresion logistica (tabla 3), la variable microbiolo-
gica con mayor asociacioén con mal prondstico fue Ct <27,5
(OR: 2,663; IC 95%: 0,983-7,636; p=0,059).

Ribotipos: distribucién e influencia en el
prondstico

Los ribotipos mas frecuentes han sido el 014, 106 y 207
(fig. 1), no habiéndose detectado el ribotipo 027. La dis-
tribucion por areas hospitalarias ha sido muy heterogénea
(datos no presentados). Segln analisis bivariante, no se
ha encontrado asociacion significativa entre la presencia
de los ribotipos mas frecuentes con la gravedad, la apari-
cion de recurrencia, mortalidad y mal pronodstico (datos no
presentados); tampoco tras analisis por regresion logistica
(tabla 3). Mediante analisis MLVA, se ha comprobado que
ninguno de los aislados de cada ribotipo analizado (los
mayoritarios, 014, 106 y 207) pertenece al mismo complejo
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Tabla 2 Influencia de la deteccion de toxina (IE), Ct (PCR) y deteccion de toxina binaria (PCR) en la evolucion de la infeccion por C. difficile
Variable Toxina (IE) (n/%) Ct<27,5 (n/%) Ct<23,5 (n/%) Toxina binaria (n/%)
No Si Valor de p No Si Valor de p No Si Valor de p No Si Valor de p
Gravedad
Si (n=54) 24 (44,4) 30 (55,6) 0,09 22 (40,7) 32 (59,3) 0,15 46 (85,2) 8 (14,8) 0,75 47 (87) 7 (13) 1
No (n=28) 18 (64,3) 10 (35,7) 15 (53,6) 11 (39,3) 21 (75) 5(17,9) 23 (82,1) 4 (14,3)
Recurrencia
Si (n=10) 5 (50) 5 (50) 1 2 (20) 8 (80) 0,10 7 (70) 3 (30) 0,35 8 (80) 2 (20) 0,62
No (n=72) 37 (51,4) 35 (48,6) 35 (48,6) 35 (48,6) 60 (83,3) 10 (13,9) 62 (86,1) 9 (12,5)
Mortalidad
Si (n=13) 7 (53,8) 6 (46,2) 0,83 5 (38,5) 8 (61,5) 0,76 12 (92,3) 1(7,7) 0,68 13 (100) 0 (0) 0,20
No (n=69) 35(50,7) 34 (49,3) 32 (46,7) 35 (50,7) 55 (79,7) 12 (17,4) 57 (82,6) 11 (15,9)
Mal prondstico
Si (n=58) 27 (46,6) 31 (53,4) 0,19 23 (39,7) 35 (60,3) 0,055 48 (83) 10 (17) 1 50 (86,2) 8 (13,8) 1
No (n=24) 15 (62,5) 9 (37,5) 14 (58,3) 8 (33,3) 19 (79,2) 3(12,5) 20 (83,3) 3(12,5)

IE: enzimoinmunoensayo.
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Tabla 3  Andlisis de regresion logistica®: variable dependiente mal pronostico

Variable OR IC 95% Valor de p
Toxina_A_B (IE) 1,786 (0,676-4,912) 0,25
Ct<23,5 1,319 (0,357-6,357) 0,7
Ct<27,5 2,663 (0,983-7,636) 0,059
Toxina binaria 1,067 (0,276-5,241) 0,923
Ribotipo 207 0,577 (0,149-2,455) 0,43
Ribotipo 106 1,12 (0,291-5,49) 0,88
Ribotipo 078/126 0,808 (0,194-4,103) 0,78
Ribotipo 014 1,17 (0,352-4,619) 0,81
Ribotipo 002 0,6 (0,093-4,788) 0,6
Hospitalizacion previa® 7,429 (2,27-27,338) 0,001
Dolor abdominal 9,444 (2,843-43,356) 0,001
Albimina 0,112 (0,026-0,38) 0,001
Creatinina 2,296 (1,193-5,932) 0,052
Proteina C reactiva 1,022 (1,01-1,038) 0,001

IC 95%: intervalo de confianza del 95%; IE: enzimoinmunoensayo; OR: odds ratio.

@ Resultados de la regresion logistica aplicado a las variables microbiologicas; ademas, se muestran las variables clinicas con asociacion

significativa con mal pronostico.

b En los 3 meses previos al diagnéstico de ICD.
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Figura 1  Distribucion de ribotipos. NT: aislados que no pudieron ser clasificados segln el esquema de ribotipado utilizado.

clonal, aunque hay algunos aislados genéticamente relacio-
nados (fig. 2).
Discusion

La introduccion de las técnicas moleculares ha supuesto un
importante avance en el diagnodstico de ICD, aunque algu-
nos estudios han cuestionado la significacion clinica de los

casos que se detectan solo por PCR?. En esta linea, se ha
relacionado la deteccion de toxinas por IE con formas mas
severas de la enfermedad y recurrencias'*'*?42 aunque
en algunas series no se ha encontrado asociacion®’; ade-
mas se ha comprobado que la ICD grave puede aparecer
en pacientes en los que no se detectan toxinas en heces y
el diagndstico se realiza por PCR o cultivo toxigénico'>?>.
En nuestro estudio, no hemos detectado una asociacion
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Figura 2
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Relacion genética (MLVA) entre cepas de los ribotipos mas frecuentes.

MLVA: multilocus variable number tandem DNA repeats. Cada circulo coloreado representa un MLVA tipo y el niUmero que figura en
las lineas entre circulos son las STRD (summed tandem repeats differences). Las sombras coloreadas representan los complejos
genéticamente relacionados 2 < STRD < 10, es decir cepas relacionadas que compartirian un ancestro comun, aunque actualmente
no sean iguales. Las cepas con STRD > 10 serian genéticamente diferentes y no tendrian relacion.

significativa entre la deteccién de toxina por IE en heces
de pacientes con ICD con la gravedad, recurrencia o mor-
talidad, si bien se detecté6 con mas frecuencia en los
pacientes graves y en los pacientes con mal prondstico que
en los que no cumplian estos criterios. Resultados simila-
res informaron Lopez-Cardenas et al.?!, que comprobaron
que en los pacientes con toxina en heces fueron mas fre-
cuentes las recurrencias, las formas graves de ICD y la
aparicion de complicaciones, aunque sin alcanzar signifi-
cacion estadistica. Ahondando en esta posible correlacion,
se estan desarrollando métodos cuantitativos ultrasensibles
que permiten determinar la cantidad de toxina en heces,
habiéndose conseguido resultados prometedores para iden-
tificar la ICD grave y predecir la gravedad clinica, asi como
la recurrencia®*®.

Algunas cepas, como las que pertenecen a los ribo-
tipos considerados hipervirulentos 027 y 078, producen
toxina binaria. Esta toxina se ha correlacionado con la
gravedad de la ICD e incluso con susceptibilidad dismi-
nuida a los antibidticos®. No obstante, la implicacién de
la toxina binaria en una mayor virulencia de C. difficile
es tema de debate. Pilate et al.?® no encontraron diferen-
cias en cuanto a recurrencia de la enfermedad, morbilidad,
o mortalidad en los pacientes con ICD con toxina bina-
ria positiva, excepto una leucocitosis periférica mas alta
(16,30 x 10°/1vs. 11,65 x 10°/1; p=0,02). Segiin Berry et al.*
la presencia de los genes que codifican la toxina bina-
ria no predice la gravedad clinica de ICD, pero se asocia
significativamente con mayor riesgo de mortalidad global.
Recientemente Ldépez-cardenas et al.?' encontraron una
mayor tasa de enfermedad grave (39,2 vs. 21,2%; p=0,005),
complicaciones (21,6 vs. 10,9%; p=0,037) y recurrencia
(14,9 vs. 5,8%; p=0,029) en pacientes en los que detecta-
ron toxina binaria. En nuestro estudio, no hemos encontrado
asociacion entre la deteccion de toxina binaria y las varia-
bles de mala evolucion, pero hay que tener en cuenta
que se ha detectado toxina binaria solo en 11 pacientes
(13,4%), porcentaje mas bajo que en otras series*®?', lo
cual puede estar relacionado con la ausencia de ribotipo
027.

Entre los multiples modelos predictivos que utilizan
variables clinicas y/o microbiologicas para predecir el pro-
nostico de ICD, la mayoria incluyen la valoracion del ciclo
umbral (Ct) de la PCR a tiempo real??. Existen publicaciones
que demuestran que valores bajos de Ct en el momento del
diagnostico se correlacionan con mal pronéstico (recurren-
cia, fallo del tratamiento, progresion de la enfermedad
o mortalidad relacionada)'’**, lo que podria indicar una
mayor cantidad de C. difficile replicandose y toxina libre en
las heces del paciente®; sin embargo, en otros estudios no
se observa una clara correlacion??%, Estos diferentes resul-
tados podrian deberse a las distintas definiciones utilizadas,
distinta prevalencia local de la infeccion y metodologia
empleada en los estudios y protocolos de tratamiento apli-
cados. Recientemente, se ha realizado en nuestro pais un
estudio multicéntrico en el que se ha encontrado una aso-
ciacion significativa del Ct con el prondstico cuando se
utiliza un cut-off de <23,5%. Nuestros resultados, aunque
no alcanzan significacion estadistica, si reflejan una cierta
tendencia a detectarse un Ct mas bajo en los pacientes
con peor evolucion y pronostico, especialmente utilizando
el cut-off <27,5. Por otra parte, la media del valor de Ct
ha sido mas baja en los pacientes mas graves, sobre todo
en los que aparecio recurrencia (25,48; DS=2,41 vs. 28,17;
DS =4,16; p=0,058). Origiien et al.?” también observaron un
valor medio de Ct mas bajo en episodios con recurrencia
(24,004 3,28 vs. 26,02 +4,54; p=0,002) y mala evolucion
(24,9 + 4,24 vs. 26,05 +4,47; p=0,07), estableciendo 25,65
como cut-off 6ptimo para predecir la recurrencia y 27,55
para el mal pronéstico.

Igualmente se ha valorado la hipétesis de que la infec-
cion con determinados ribotipos se asocia con ICD mas
grave'®'83% aunque solo se ha demostrado con el ribotipo
027, considerado de alto riesgo y mal prondstico®*%34. No
obstante, en el reciente estudio de Menon et al.? se cues-
tiona la hipervirulencia de este ribotipo y su asociacion
con enfermedad grave y prondstico adverso en enferme-
dad no epidémica. En nuestro estudio, no se ha producido
ningin caso de ICD con ribotipo 027; por otra parte, no
hemos detectado asociacion con la gravedad, la aparicion
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de recurrencia, mortalidad y mal pronostico de los ribotipos
mas frecuentemente detectados (014, 106, 207). No obs-
tante, hemos tenido un importante nimero de infecciones
con mal pronostico, lo cual puede estar relacionado con la
presencia de otros ribotipos o con factores de riesgo del
paciente. La importante heterogeneidad de ribotipos obser-
vada y la ausencia de relacion clonal entre aislamientos
del mismo ribotipo confirmada por MLVA, refleja la ausen-
cia de brotes en nuestro centro y que la transmision podria
estar produciéndose, en parte por otras vias no asociadas
a los cuidados sanitarios, a partir de pacientes colonizados
con C. difficile toxigénico o pacientes asintomaticos, nifos
colonizados asintomaticamente, animales domésticos y de
produccion, y la cadena alimentaria'?.

En nuestra serie la investigacion de CDT en todas las
heces diarreicas en adultos independientemente de la soli-
citud clinica ha permitido detectar un 15,9% adicional de
casos; seria interesante hacer un estudio mas amplio para
conocer la trascendencia clinica y epidemioldgica de este
incremento de casos diagnosticados. El algoritmo de 3 pasos
ha permitido diagnosticar la mayoria de los casos de ICD
(98,8%). El cultivo toxigénico no ha aportado una mejora
significativa en el diagnostico, pero podria plantearse como
opcion cuando no se requiera un diagnostico urgente, en
casos no graves o no sospechados.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones: la principal es
el bajo nimero de muestras, motivado principalmente por
el periodo en el que se hizo, en plena pandemia por SARS-
CoV-2, donde los estudios microbiolégicos de ICD podrian
haber disminuido significativamente; por otra parte, no se
han excluido pacientes con cancer hematoldgico, donde el
efecto de la enfermedad base y de la quimioterapia mie-
losupresora puede influir en el recuento de leucocitos y la
creatinina en sangre; por Ultimo, la definicion de recurren-
cia utilizada incluye criterios microbiologicos (presencia de
toxina A y/o B o PCR positiva o cultivo positivo), por lo que
se podrian haber perdido casos en los que no se haya enviado
muestra para estudio.

Conclusiones

Los resultados de nuestro estudio indican que, entre los mar-
cadores evaluados, la amplificacion del gen de la toxina B
a ciclos bajos por PCR (Ct), podria ser el mas (til para pre-
decir la gravedad, recurrencia y mal pronoéstico de ICD; no
obstante, seria necesario realizar estudios mas amplios, que
abarcaran otros tipos de pacientes, incluida la poblacion
pediatrica y pacientes de la comunidad para comprobar esta
asociacion. La investigacion de ICD en todos los pacientes
diarreicos mejora el diagndstico, aunque seria interesante
explorar la significacion clinica de estos hallazgos. Por
altimo, la diversidad de ribotipos detectados y la ausencia
de relacion clonal entre aislamientos del mismo ribotipo,
sugiere la existencia de vias de transmision no relacionadas
con la asistencia sanitaria, lo que puede requerir cambios
en el abordaje y control de esta infeccion.
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