Enferm Infece Microbiol Clin. Volumen 19, Ntumero 4, Abril 2001

Sobre la patogenicidad de Enterococcus
spp.

Sr. Director. Hemos leido con
interés el articulo de Sanchez-Silos et
al. sobre una serie de 169 aislamien-
tos de Enterococcus spp'. Debido a las
caracteristicas epidemioldgicas de los
pacientes en los que habitualmente
se produce una infecciéon por entero-
cocos, tradicionalmente ha sido com-
plicado atribuir a este microorganis-
mo una clara patogenicidad, a excep-
ci6n de la infeccién urinaria, la endo-
carditis y, aunque menos frecuentes,
la meningitis y la neumonia enterocé-
cica?. En el estudio al que nos referi-
mos se realiza un analisis retrospecti-
vo de 169 pacientes en los que se aislé
Enterococcus spp., si bien no se hace
mencién en la metodologia del estu-
dio a los criterios para distinguir si
los aislamientos incluidos pueden
todos considerarse infecciones o
pudieran en parte corresponder a
colonizaciones. Hasta en un 48% de
ellos el aislamiento se realizé de par-
tes blandas o intraabdominal, locali-
zaciones en las que la patogenicidad
no estd aclarada. Ademads, en un 44%
de aislamientos se acompanié6 de otro
microorganismo, y la mayor parte
procedia de las localizaciones previa-
mente citadas. En 20 pacientes se pro-
dujo bacteriemia, sin confirmarse el
foco de origen en 12 casos.

Creemos que el disefio del estudio
no es el mas adecuado para analizar
los factores de riesgo para la adquisi-
cion de infecciones por enterococos
(un estudio con controles hubiera
aportado una informacién de mayor
solidez). Por tanto, los datos epide-
mioldgicos encontrados en el presente
estudio deben ser tomados sélo con ca-
racter descriptivo, y coincidimos con
los autores en que son propios del
contexto de hospitalizacién en el que
suelen aparecer las infecciones ente-
rocdcicas, sin que de los resultados
del trabajo se puedan identificar fac-
tores de riesgo especificos.

Los autores establecen que no exis-
ti6 diferencia ni en la tasa de curacién
ni en la de mortalidad en relaciéon con
la adecuacion del tratamiento antimi-
crobiano. Asi, indican que falleci6 el
27,5% (11 de 40) de aquellos con tra-
tamiento inadecuado y el 21% (17 de
80) de los que recibieron un trata-
miento adecuado, diferencias que no
fueron significativas y que los autores
encuadran en el contexto de la infor-
macién contradictoria sobre la
influencia del tratamiento adecuado
en el pronéstico de la infeccion entero-
cocica. En nuestra opinién, dicha con-
clusién no puede extraerse de este
estudio. En primer lugar se trata de
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un estudio no aleatorizado y retros-
pectivo, en el cual no se obtuvo infor-
macién sobre los puntos finales valo-
rados en el 22,5% y 19% de los pacien-
tes que recibieron tratamiento inade-
cuado y adecuado, respectivamente.
Por otra parte, no se defini6 en el
estudio cudles eran las infecciones
concretas de los pacientes en ambos
grupos, si éstas eran o no polimicro-
bianas, y cudl era el porcentaje de
bacteriemias en cada grupo. La
importancia de estos problemas meto-
dolégicos es obvia. El ejemplo mas
demostrativo lo encontramos en el
caso de las bacteriemias enterocéci-
cas. Hasta finales de los 80 todas las
series de bacteriemia enterocécica que
analizaron la influencia del trata-
miento antimicrobiano apropiado
sobre la mortalidad indicaban la
ausencia de diferencias de mortalidad
entre los pacientes que eran tratados
apropiadamente y aquéllos que no*¢.
Ello estuvo motivado, en parte, por el
hecho de que en estos estudios no se
diferenciaba entre episodios clinica-
mente significativos y aquéllos transi-
torios o contaminantes. Con posterio-
ridad, estudios con un disefio mas
adecuado si han detectado una morta-
lidad superior en los pacientes con
bacteriemia enterocécica y tratamien-
to antimicrobiano inapropiado’®.
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Evaluacion de tres métodos para
el diagndstico de la infeccion
por Clostridium difficile

Sr. Director. El diagnéstico siste-
matico de la enfermedad asociada a
Clostridium difficile (EACD) se basa
en la deteccién de las toxinas del
microorganismo en las heces del
enfermo: enterotoxina A, principal
responsable de los sintomas gastroin-
testinales, y la toxina B, que es una
potente citotoxina. En esta carta pre-
sentamos los resultados que hemos
obtenido al comparar un método
inmunoenzimético o EIA que detecta
la toxina A (Culturette Brand Toxin
CD, Becton Dickinson Microbiology
Systems, Cockeysville, Maryland,
USA), con un cultivo celular para la
deteccién de la toxina B (prueba de
citotoxicidad directa en heces).
Ambas determinaciones se compara-
ron a su vez con el cultivo selectivo de
C. difficile en muestras de heces, en
funcién de la capacidad de las cepas
aisladas para producir (cultivo toxi-
génico) o no (cultivo no toxigénico) la
toxina in vitro.

Durante el afio 1997 se evaluaron
423 muestras de heces de pacientes
con supuesta diarrea intrahospitala-
ria. Las muestras se sembraron en
Columbia agar con 5% de sangre de
carnero (bioMérieux, Marcy I Etoile,
Francia), después del tratamiento de
las heces con etanol absoluto!, y en
medio selectivo de C. difficile (bio-
Mérieux), incubdandose en anaerobio-
sis a 37°C durante 48 horas. Los aisla-
dos de C. difficile fueron sembrados en
un caldo BHI (brain hearth infusion),
y después de tres dias de incubacion se
comprobé la produccién de toxina en
cultivo celular a partir de un filtrado
del caldo. Para la prueba de la citoto-
xicidad directa se inocularon los filtra-
dos de las heces en dos monocapas de
células MRC-5 (bioMérieux), a una
dilucién final de las muestras en el
cultivo de 1/20 y 1/100 respectivamen-
te. Se consideré la prueba positiva
para la toxina B si la observacion de
un efecto citopatico a las 24 6 48 horas
era neutralizado por la antitoxina
especifica (TechLab, Blacksburg, VA,
USA). La detecciéon inmunoenzimética
de la toxina A se realizé segtn las ins-
trucciones del fabricante.

De las 423 muestras estudiadas 50
(11,8%) fueron positivas en alguno de
los tres métodos descritos, siendo las
tres pruebas positivas en 11 mues-
tras (2,6%). El cultivo proporcioné 32
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aislamientos de C. difficile de los que
22 (68,8%) eran toxigénicos y 10
(31,3%) eran no-toxigénicos. Te-
niendo como referencia los resultados
positivos obtenidos con cualquiera de
estos métodos (tabla 1), observamos
que el EIA tuvo una sensibilidad del
76%, muy por encima del 56% obteni-
do con la determinacién de la toxici-
dad en cultivo celular. No obstante,
esta dltima prueba, combinada o no
con el cultivo toxigénico, es conside-
rada como el método de referencia
para evaluar cualquier otra técnica
diagnéstica. Aplicando esta norma a
nuestro caso, el EIA presenté una
sensibilidad del 63,6% y un valor pre-
dictivo positivo (VPP) del 55,3%. Se
observo, ademads, una notable discre-
pancia entre los resultados obtenidos
por el EIA y los otros dos métodos: 17
muestras positivas por el EIA fueron
negativas en cualquiera de los otros
métodos, y 12 muestras negativas
por dicha técnica fueron positivas por
citotoxicidad y/o cultivo toxigénico.
En este contexto resultaba mas inte-
resante evaluar los diferentes méto-
dos ensayados en relaciéon con la pre-
sencia de EACD, la cual se defini6 por
los siguientes criterios?: a) emisién de
al menos 6 deposiciones diarias en las
36 horas previas, b) tratamiento anti-
microbiano en las 8 semanas previas
al inicio de la diarrea, c) respuesta
positiva al tratamiento con metroni-
dazol o vancomicina, d) exclusion de
otras causas de diarrea y e) deteccion
de la toxina de C. difficile por alguno de
los métodos descritos. Tras revisar

las historias clinicas se encontraron
22 casos de EACD. Observamos
(tabla 1) que la mayor sensibilidad
para su diagnéstico se obtuvo con la
prueba de la citotoxicidad (95,5%).
Un dato llamativo es el pobre rendi-
miento obtenido en la deteccién del
cultivo toxigénico (68,2%), el cual es
considerado por muchos como la téc-
nica méas sensible, aunque menos
especifica, para el diagnéstico de
EACD?. La baja sensibilidad obtenida
revela el fracaso del laboratorio a la
hora de aislar C. difficile de las heces.
En nuestro laboratorio no se realiza
la prerreduccion de los medios de cul-
tivo en anaerobiosis antes de su uso,
como se ha recomendado?, lo que posi-
blemente haya influido en la menor
sensibilidad del cultivo toxigénico en
comparacién con lo descrito en la lite-
ratura. En nuestra experiencia, el
aislamiento de C. difficile toxigénico
de una muestra que haya sido a su
vez negativa en la prueba de la cito-
toxicidad directa en heces tiene poca
probabilidad de predecir EACD, ya
que s6lo tuvimos 5 muestras con
estos resultados y ninguno de los
pacientes cumplia los criterios clini-
cos de EACD (portadores sanos de
cepas toxigénicas).

El dato mas llamativo de nuestros
resultados es el escaso VPP del EIA
(44,7%) en relacion al obtenido con la
citotoxicidad directa (75%) para el
diagnéstico de EACD. La conocida
presencia de portadores sanos de
cepas toxigénicas! y la baja prevalen-
cia del EACD en nuestro hospital

(incidencia de 0,63 casos / 1.000
ingresos en 1997) explicarian los dis-
cretos VPP y elevado valor predictivo
negativo de los métodos evaluados.
La elevada tasa de resultados falsos
positivos del EIA para diagnosticar
EACD (55,3%) en comparacién con la
citotoxicidad directa (25%) se explica
por el hecho de que éste dltimo detec-
ta toxina biolégicamente activa,
mientras que aquél detecta toxina
inmunolégicamente activa, la cual
puede ser o no funcional. El peor ren-
dimiento del EIA también puede
explicarse por causas técnicas, ya que
si no se realizan adecuadamente los
lavados de las muestras y del conju-
gado en los micropocillos es facil que
se produzcan resultados falsos positi-
vos. En este sentido, se repitieron las
pruebas en aquellas muestras con
resultados discrepantes y, en efecto,
12 de las 17 muestras con EIA positi-
vo y negativas al resto de las pruebas
fueron en esta ocasién EIA negativo,
no cumpliéndose en ningun caso los
criterios de EACD. Con todo, el VPP
del EIA después de la repeticion del
ensayo no supero6 el 65,4%. Se ha
sugerido el uso del EIA como prueba
rapida de screening, con posterior
confirmacién de los resultados positi-
vos por otro método como la prueba
de citotoxicidad. Sin embargo, la baja
sensibilidad obtenida por nosotros
con dicho método (77,3%), confirmada
también en otros estudios®, cuestiona
esta aplicaciéon del EIA. Por otra
parte, recientemente se han comuni-
cado brotes nosocomiales de EACD

TABLA 1. Valoracion de los 3 métodos diagndsticos de EACD, en comparacion con diferentes métodos de referencia

Métodos de referencia

Método evaluado

Resultado del método
de referencia

Parametros (%)

Pos Neg Sen | Esp | VPP | VPN
Resultado positivo en alguno de los 3 Citotoxicidad Pos 28 0 56,0 - - 94,4
métodos (50) Neg 22 373
Cultivo toxigénico Pos 22 0 44,0 - - 93,0
Neg 28 373
EIA Pos 38 0 76,0 - - 96,9
Neg 12 373
Citotoxicidad y/o cultivo toxigénico (33) Citotoxicidad Pos 28 0 84,8 - - 98,7
Neg 5 390
Cultivo toxigénico Pos 22 0 66,6 - - 97,2
Neg 11 390
EIA Pos 21 17 63,6 956 553 96,9
Neg 12 373
Criterios de EACD (22) Citotoxicidad Pos 21 7 95,5 98,2 75,0 99,7
Neg 1 394
Cultivo toxigénico Pos 15 7 68,2 98,2 68,2 98,2
Neg 7 394
EIA Pos 17 21 77,3 94,8 44,7 98,7
Neg 5 380
Citotoxicidad y/o Pos 21 12 95,5 97,0 63,6 99,7
Cultivo toxigénico Neg 1 389

Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; EACD: enfermedad asociada a Clostridium
difficile; EIA: enzimoinmunoanalisis; Pos: positivo; Neg: negativo
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causados por cepas de C. difficile toxi-
na A-negativo, toxina B-positivo, con-
firmado con técnicas moleculares que
detectaron una deleccién del gen de la
toxina A%7. Creemos, por tanto, que la
combinacién de la citotoxicidad directa
en heces y el cultivo toxigénico siguen
siendo la mejor opcion para conseguir
una mayor sensibilidad a la hora de
detectar C. difficile, y ademds un
resultado positivo en la prueba de cito-
toxicidad directa aumenta la probabi-
lidad de que el cuadro diarreico esté
causado por este microorganismo.

No obstante, en los tltimos afos se
han comercializado con éxito nuevas
técnicas inmunoenziméaticas que
detectan las dos toxinas, A y B, del
microorganismo, las cuales ofrecen
una mayor sensibilidad y especifici-
dad que las obtenidas con los EIA que
detectan s6lamente la toxina A8°. La
alta correlacion obtenida ademaés con
el cultivo celular hace que dichas téc-
nicas sean una alternativa a conside-
rar, especialmente en aquellos cen-
tros en los que los métodos celulares
no estén disponibles, o en los casos en
los que se requiera un diagnéstico
rapido orientado a un tratamiento
precoz de la infeccién.
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Meningitis por Streptococcus suis. A
proposito de dos casos y revision
de la literatura

Sr. Director. Streptococcus suis es
un microorganismo causante de
meningitis y otras infecciones en el
ganado porcino. En los animales
adultos y en el hombre es el tipo 2 de
esta bacteria el méas frecuentemente

aislado, mientras que el tipo 1 se aso-
cia con infecciones en cerdos menores
de 6 meses y se aisla muy raramente
en humanos?® 2. Desde los afios 60 se
han descrito casos de pacientes con
infecciones por S. suis en Holanda y
otros paises del norte de Europa® -,
Hong Kong?®, Singapur’ y otros paises
del extremo Oriente donde la cria de ga-
nado porcino y el procesamiento de su
carne constituyen una fuente de
riqueza. Las infecciones por S. suis en
humanos son muy variadas e inclu-
yen neumonias, artritis, diarreas,
endoftalmitis, bacteriemias, endocar-
ditis e incluso purpura fulminante y
rabdomiolisis* 8. Las infecciones del
sistema nervioso central por S. suis
son muy raras en el hombre, especial-
mente las meningitis, y hasta octubre
de 2000 se han publicado solamente
107 casos en la literatura mundial® 67,
30 de ellos en Holanda*y tnicamente
un caso en nuestro pais®.

En 1998 hemos diagnosticado en
nuestro hospital dos casos de menin-
gitis por S. suis tipo 2. Las caracte-
risticas clinicas, microbiolégicas, evo-
lutivas y terapetdticas de ambos
pacientes y las del paciente diagnos-
ticado en Galicia en 1997% se mues-
tran en la tabla 1.

Caso 1. Varén de 50 afios que ingre-
s6 por fiebre de 39 °C de 36 horas de
evolucién y somnolencia. Se dedica a
la cria de ganado porcino para consu-
mo propio y dos dias antes del ingre-
so manipulé carne de cerdo produ-
ciéndose accidentalmente varios cor-
tes en las manos. Referia hipoacusia
bilateral de predominio derecho, de
larga duracién, achacada a trauma-
tismo sonoro repetido. El paciente
estaba consciente, aunque somnolien-
to y tenia rigidez de nuca. Mediante
puncién lumbar se obtuvo un liquido
cefalorraquideo (LCR) hipertenso y
ligeramente turbio con 2.960 leucoci-

TABLA 1. Caracteristicas clinicas, microbioldgicas, evolutivas y terapetticas de los pacientes con meningitis por Streptococcus suis

tipo 2 comunicados en Espana

~ Rigidez de nuca/ Lugar de . .
Caso d‘Ano‘de.l Edad/ Ocupacién LgR con > 1.500 aislagmiento Tratamiento | Evolucion HlpO‘a cusia Fuente
iagnéstico sexo leucocitos / mm? de S. suis residual
1 1997 51/V Criador de  Si/Si Hemocultivos Penicilina Curaciéon  No
cerdos LCR G sodica Juncal et al®
2MU/IV/2h/
14 dias
2 1998 50/V Criador de  Si/Si Hemocultivos Cefotaxima  Curacion  Si Asensi et al
cerdos LCR
2g/IV/4h/
18 dias
3 1998 47V Matarife No/Si LCR Penicilina Curacion  No Asensi et al
G so6dica
3MU/IV/4h
13 dias

V: varén; LCR: liquido cefalorraquideo; IV : por via intravenosa; MU: millones de unidades.
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