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INTRODUCCION

En 1a actualidad, el uso desmedido de los antibidtices ha ocasionado
el aumento de enfermedades que antes eran poco conocidas.

la diarrea es una complicacién comiin del uso de antibidticos que, en
in mayoria de los casos, se presenta como un cuadro benipno y autolimitado;
sin embargo, en el 10 5 de los afectados puede evolucionar a colitis, que
puede ser inespecifica o pseudomembranosa.

Los canbios metab8licos sufrides por el desequilibrio microbiano, co
mo el potencial redox y el pH, favorecen el sobrecrecimiento de microorga
nismos potencialmente patdgenos que normalmente forman parte de la flora-
intestinal. Estos cambios se atribuyen a la pérdida de la flora habitual
¥ a que los antibifticos tienen mayor impacto sobre la flora anaerobia, -
que generalmente sobrepasa a la aerobia.

La mayorfa de los casos de diarreas relacionadas con antibidtices -

son causadas por las toxinas de Clostridium difficile, este ha llevado a

buscar el desarrolle de nuevas técnicas de laboratorio con el objeto de -
hacer un diagnéstice mis ripido y acertado de la enfermedad.

Eg importante mencionar que algunas de las técnicas va son lo sufi~—
cientemente confiables y rdpidas come para detectar con seguridad a Cles-

tridium difficile en el padecimiento,

Por lo anteriormente referido, el objetivo del presente trabajo es —

dar a conocer un panorama completo de las nuevas técnicas de laboratorio,
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tanto de aislamiento, ideptificacién, deteccidn de toxinas, y prucbas epi

demiolfgicas para Clostridium difficile.



I.= GENERALIDA

a.~ TAXONOMIA Y MORFOLOGIA.

a,1 TAXONOMIA

El género CLOSTRIDIUM del latin clostridium = huso, se encuentra clasifi-

cado en la seccibn trece de la novena edicién del Manual de Bacteriologfa De——
terninativa de Bergey, de acucrdo a su morfologia y tincidn de Gram.
El microorganismo al cual se hace referencia en el presente trabajo, se -

clasifica taxondmicamente de la siguiente manera:

Familia: Bacillaceae
Género: Clostridium
Especie: difficile

Hall y 0'Toole en 1935 cncontraron que Clostridium difficile formaba par—

te de la flora intestinal en el pericdo neonatal y lo denominaron asi, debido-
a lo inusual y diffcil que era encontrarlo para su aislamiento y estudio (24).
tstos investigadores notaron que la bacteria producfa una "neurotoxina", asf

la definieron, porque el sobrenadante libre de cédlulas de cultives 1iquidos -
eran mortales cuande se inyectaban cn cerdos de guinea o en conejos (2). En -
1974 Hafiz observé que el microorganisme estaba muy difundido en la naturasleza
¥ que la mayorfa de las cepas producfan la toxina anteriormente descrita, aun-
que habia considerables variaciones entre las cepas con respecto a la cantidad

de toxina producida (2).



Sin embargo, no fud sino hasta 1978 cuando George y Bartlett asociaron a-—
esta bacteria con la colitis secundaria a antibidticos en el modelo animal ex—

perimental y en humanos (23).

a.2 MORFOLOGIA.

De la misma manera que las otras bacterias pertenecientes a este género,—
el microorganismo en cuestidn es un bacilo Gram positivo, anaerobio obligado y
formador de esporas; generalmente mévil debido a la presencia de flagelos peri
tricos, mide aproximadamente de 0.5 a 1.9 micras de ancho por 3.0 a 6.9 micras
de largo; sus extrenos son redondeados, algunas cepas forman cadenas consisten
tes de 2 a 6 c&lulas alineadas una tras otra.

Stta esporas son ovales, subterminales, {rara vez terminales), que hin—
chan la célula, son altamente resistentes a cambiocs ambientales y a desinfec—
tantes comunes; son elininadas sélo por glutaraldehide alcalino y didxide de —
cloro, pueden permanecer en superficies y fomites por largos periodos, lo cual

ha sido corroborado en mobiliario hospitalario (24).



b. IMPORTANCIA CLINICA,

Clostridium difficile es el agente etiolénico usual de la colitis pseudo-

membranosa y aproximadamante del 20 f. de los cmsos de disrrea asociada a anti-
bidticos (3, 10, 27).

La colitis pseudomembranosa en humanos es causada por el creciniento exce
sivo del microorganismo en el colen, generalmente después de que la flora se -
ha alterado con la terapia antimicrobiana (24). En general, los antimicrobia—
nos por via oral causan colitis con mis frecuencia que los administrados por —
via parenternl, debido a que los antibiSticos alcanzan concentraciones sufi-—
cientes en el colon para inhibir el crecimiento de las bacterias anaerobias cn
general, pero po de Clostridiupm difficile en particular, y son principalmente
los que originan el desarrollo excesivo del microorganismo y, por tanto, qran=
des cantidades de toxina (20, 28).

Un caso muy similar puede producirse en hamsters y varios otres roedores
por administracién de antibiSticos, pero a las ratas y a los ratones no los =
afecta (24),

Desde la era preantibidtica se conoce 2 la colitis pseudomembranosa, pero
se le habia relacionado com cirugia abdominal; sin embargo, a partir de 1950 -
hay pocos casos publicados sccundarios a cirugia y en cambio cada vez hay mis
informes que la relacionan con los antimicrobianos,

Los primeros antibifticos a los que se les atribuyé la produccién de la -
enfermedad fueron tetraciclina y cloramfenicol; sin embarso, & la mayor parte
de los antimicrobianos se les ha relacionado con ella y en la fltina d&cada la
lineomicina, la clindamicina, la ampicilina y las cefalesporinas, han sido las

mids frecuentemente mencionadas (20).



La enfermedad se presenta mis en adultes que en nifios, sobre tedo en muje
res mayores de 60 aflos. Se ha reportado la colonizacidn por Clostridium diffi-
cile en neonates, detectindose a partir de los cincoe dias de vida, el niimero -
de portadores asintomiticos a esta edad oscila entre el 2 - 52 % (2, 20, 28),
En adultos el estado de portador varfia entre 2 ~ G 3,

El riesge de ser portador, aumenta si existe el antecedente de haber esta
do hospitalizado; en este sentide se refieren porcentajes hasta del 21 & en -

adultos y en nifios menores de un ajio hasta de 71 7 (28).



c. REQUERIMIENTOS NUTRIC10XALES Y MEDIOS DE CULTIVO.

c.1 FUENTES DE ATSLAMIENTO.

La investigacién de varios métodos para el cultivo del microorganismo ha
hecho posible la deteccién de las principales fuentes de aislamiento, entre -
las cuales encontramos:

a).- Materia fecal de la mayor parte de los enfermos que padecen la enfer
medad.,

. b).— Centros hospitalarios (Mullingan, 1980) (En manos y heces del perso-
nal sano del hospital y en el mobiliario del mismo como son; colchones, ropa -
de cama, lavabos, sanitarios, pises, paredes).

c¢).~ Estiércol de caballos, camellos y burros (Hafiz y Oakley, 1976).

d).- Heces de perros, gatos y pijaros domésticos {Borriello, 1983).

e).— Tracto genital humano (Hafiz, 1975).

f).~ Heces de humano sin diarrea (Viscidi, 1981; Stark y Lee, 1982; Fine-
gold, 1983).

g).- Sedimento marino {Matches y Liston, 1974).

h).- Suelo y arena (Hafiz y Oakley, 1976).

i).- Raramente en sangre de humanos con infecciones pirogénicas {Smith -
y King, 1962; Alpern y Dowell, 1971; Finegold, 1975; Gorbach y Thadepalli, -
1975 y Lewis, 1980} (2, 24).

c.2 TRANSMISION.

En cuanto a la transmisidn, se ha demostrado en modelo animal la adquisi-



8

cibn de Clostridium diffiecile por contacto directo o a partir del medio am-—

biente contaminado. EZn centros hospitalarios hay evidencia de transmisién -
de persona a persona o por fomites.

Se reconocen como factores de riesgo para presentar la enfermedad:

1).- Estancia hospitalaria prolongada.

2),- Haber permanecido en pabellones quiriirgicos,

3).~ Internamientc en salas con hacinamiento.

4).~ Haber recibido como tratamiento, mltiples antibifticos de anplio
espectro.

5).- Antecedentes de infeceidn (28).

¢.3 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES.

Para el aislamiento de esta bacteria, a partir de muestras de materia-
fecal, se requieren en general medios de cultivo selectivos, a los cnales -
se les pueden adicionar anminoicides come: prolina, dcido aspirtico, leucina,
trionina, valina, fenil alanina, wetionina, e isoleucina; que se utilizan -
para incrementar su crecimiento.

Entre los productos de fermentacidn se encuentran los ficidos acético,-
isobutirico, butfrico, isovalérico, val@rico, e isocaproico, asi come isobu
tanol y hexanol (24, 23),

Ho se presenta digestifn de la leche ni produccién de lecitinasa ni de

lipasa (12),

Condiciones de Incubacin.-~ la temperatura éptima de crecimiento es de

310°% a 37°C, aunque también ocurre entre 25°¢c - 45°C,



En cuanto al tienpo miis apropiado dz incubacidn es de 48 horas.

Por ser un microorganisnmo anaerobio obligado requicre condiciones de -
anaerobiosis para su desarrollo &ptime, para lograr esta atndsfera sc requie
re de 90 3 de H2 y un 10 3 de €0, (3, 6, 12, 13).

En el laboratorio se pueden utilizar diferentes sistemas de anaerobio-
sis como son:

a).- Jarra de anserobiesis.

b).- Cimara de guantes anaerSbica.

c).- Técnica del tubo rodado.

a).- Jarra de anaerobiosis,

Una jarra de anaerobiosis es un recipiente cilindrico de pldstice, vi-
drio, o metal, con tapa metdlica o pléstica, que cierra herméticamente, al-
gunas tapas tienen ventanillas o vdlvulas por donde el aire puede evacuarse
y se afiade una mezcla gaseosa anaercbia. Si se usa generador Gas Pack, la -
véilvula ne es necesaria.

En el nercado existen diferentes tipos de jarras de anaerobiosis, sin
enbargo, la mids utilizada es la de Gas Pack con generador descartable de —
H2 - COZ'

El fundamento quimico es el mismo para todas ellas, consiste en hacer
reaccionar todo el cxigeno presente con el hidrfgeno que se ha adicionade -

al sistema para formar agua, en presencia de un catalizador (paladio),



b).~ Cimara de guantes anaerdbice.

Consiste en una cinara de gas sellada, con puertas en forma de guantes
y una cerradura para la transferencia de materiales dentro y fuera de 1a cd
mara. La cAmara se llena con una mezcla de gases que contiene B5 % de N2' -
10 % de H2 ¥ 5% de COZ' se hace recircular una atnésfera que contiene hi—~
drégeno a través del catalizador paladio para quitar el oxfgeno restante del
interior de la cdnara,

La humedad relativa en la céamara deberd ser de 70 a 85 %, que se podré
medir con un hidrémetro, Si &sta no fuera la requerida, podrd mantenerse con
la ayuda de gel desecante de 6xido de silicio, el cual puede usarse nueva—
nente después de calentarlo de 2 a 3 horas de 150° - 200° C, éste eg de cﬁ"

lor azul si est§ deshidratado,

c).~ Técnica del tube rodado.

Este sistema se utiliza mis para estudios de investigacién, debido 2 -
que se requiere equipo especial poco accesible para un laboratorio de rutina.

El medio de cultivo utilizado es pre-reducido, se hierve para quitarle
el oxfgeno disueltec y se guarda en tubos con tapa de caucho butflico bajo -
gas libre de oxigeno. Antes de esterilizarse se le adiciona un agente reduc
tor (clorhidrato de cisteina) ' para mantener un bajo potencial de oxido-re
duccidn. Ya estéril, se usa un rodillo giratorio para formar una capa delga
da sobre la superficie interna del tubo.

El tubo rodado se convierte en su propia cimara de cultive anaerfbico

y se puede incubar en condiciones normales (12, 13), .
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c.4 HEDIOS DE CULTIVO,

En la actualidad se encuentran gran variedad de medios de cultivo para

Clostridium difficile y este es gracias a las investigaciomes renlizadas du

rante varios ados (8).

1los que se han utilizado hasta la fecha satisfactoriamente son:

1).~ Agar Sangre,

2).= Medio CFA  (Cicloserina-Fructosa-Agar}),

3).~ Medio CCFA (Cicloserina-Cefoxitina~Fructosa-Agar),

4),~ Medio TCCFA (Taurocclate de sodio-Cicloserina-Cefoxitina-Fructosa
Agar},

Estos se han utilizado debido a la selectividad de sus componentes y a

que su fndice de recuperacién es alto (3).

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS,

Agar Sangre,

Colonias circulares, de 2 = 5 mm de difmetro, ocasionalmente rizadas,—
planas o ligeramente conveszas, opacas, grisficeas, tienen una superficie sin
brille, no henolfticas, complementando el medio con hemina y vitamina K, pre
sentan fluorescencia amarillo verdesa baje luz ultravioleta después de 48 -

horas de incubacifn (24).

Medios CFA, CCFA, TCCFA.

Colonias de 2 — 3 mm de difmetro, circulares de color amarille, planas,
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de bordes ligeramente filamentosos, translicidas, presentan cierta fluores—
cencia de color amarilleo bajo luz ultravioleta.

Debido a la presencia de algunos productos metabdlicos, el pl del medio
se incrementa y el indicador (rojo neutro) vira, el canbio uhsérvudo es de
anaranjado a amarillo.

El taurocolato de sodic aumenta la esperulacidn, en el caso del medio-

TCCFA (3, 28).
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d. CONSTITUCION ANTIGENICA Y PROPIEDADES INMUNOLOGICAS.

Después de varios estudios hechos sobre la estructura antigénica de -
Clostridiun difficile, se ha demostrado que posce dos carbohidratos que le
dan especificidad inmunoldgica.

Uno de ellos se encuentra en 1a pared celular y su andlisis quimico -
demuestra que estf formado de glucosa, manosa, galactosamina y fésforo, es-
tando en mayor proporcidn la glucosa.

El otro se ha extrafdo de la membrana celular y estd constituido por
glucosa, glucosanina, fosfatos y &cidos grasos, encontréndose tasbién la glu
cosa en mayor propercidn,

Al parecer, el fésforo y los &cidos grasos no forman parte de las deter
minantes antigénicas de dichas estructuras, debido a que se han separado del
resto sin que éstas cambien su poder antigénico (2),.

Rifkin y colaboradores demostraron que al poner en contacto los carbo~
hidratos antes mencionados con sueroc anti- Clostridium sordellii reaccionan,

pensfindose que Clostridium difficile y Clostridiun sordellii comparten deter

minantes antigénicas (2, 19, 23).

Como se menciona a continuacidn, el microorganismo produce dos tipos de
toxinas, la A y la 8. Se ha demostrado la presencia de anticuerpos contra —
ambas toxinas, pero en casos agudos el paciente posee mayor cantidad contra

1a toxina B que contra la A (2, 19},
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e.=~ FACTORES DE VIRULENCIA.

Sumfdndose a estas importantes toxinas de Clostridium difficile, A y B,

1as cuales representan el mayor factor de virulencia, se han descriteo otros
posibles factores, Estos incluyen fimbrias con la capacidad de asociarse -~
con células del intestino y/o mucesas, la produccidn de una cipsula, la se-
crecién de enzimas hidroliticas, la produccidn de otras toxinas (tales co-
mo una actin=-ADP-ribosiltransferasa especifica de algunas cepas) y 1a con

troversial posibilidad de la produccién de una segunda enterotoxina (4).

e.l TOXINAS A y B.

Se ha revisado exhaustivamente la actividad fisicoquimica y biol&gica-
de estas toxinas.

Ambas toxinas zon extremadanente grandes (20). La toxina A tiene un -
peso molecular en el rango de 400,000 a 600,000, y 1a toxina B entre 360,000
y 500,000. En condiciones de desnaturalizacién, ambas tienen un peso molecu
lar mayor de 250,000, recientemente se encontrd que la toxina B contiene -
una subunidad con un peso molecular aproximado de 50,000 (4).

En publicaciones recientes, Torres y Lonnroth, proponen la existencia
de dos formas de toxina B, la forma 1, la cual tiene caracteristicas de la
toxina B descrita en la mayoria de los trabajos (28) y la forma 2, que es de
nucho mis bajo peso molecular (4).

Aungue la toxina A, que es la enterotoxina y 1la toxina B con la activi
dad de citotoxina tienen pesos moleculares muy similares (20), difieren en

cuanto a sus propiedades ffsicas y actividad biol§gica,
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Lla toxina A es estable en un intervalo de temperatura entre —200 ¥ 37°C
durante 4 semanas, termoldbil, estable en rangos de pil entre 4 y 10, se inac
tiva a pH mis Acido o en presencia de tripsina y quimotripsina.

La toxina # no pierde su actividad a temperatura de ~70° C, es termolj
bil, inestable a pl de 4 y 9, estable a pll neutro, se inactiva coa tripsina,
quimetripsina y amilasa (28).

La toxina B despierta en forma mis temprana la respuesta humoral. Es —
posible medir niveles de toxina B en heces, pero no de la toxina A. Estas -
toxinas son letales para algunos roedores que han servido como modelo expe-

rinental para Clostridium difficile (24).

e.2.~ EVIDENCIA DE U4A SEGUIDA ERTEROTOXINA,

En 1984, Banno y sus colaboradores describen una proteina inestable pa

ra Clostridium difficile, que era enterotoxigénica, pero no hemorréigica.

Desde entonces han habido otras publicaciones donde reportan entecroto-
xinas similares no hemorrigicas (4).

Michell y colaboradores afirman que una sustancia tdxica similar a la
de Banno fué evidente en sus experimentos, pero solamente estuvo presente
una vez, despuds de varios intentos. Mds rocientemente, Ciuliano describe -
una enterotoxina no hemerrdgica distinta de la toxima A que tiene un pesc -
molecular de 45,000 daltones, deterainado por el método de PAGE, electrofo-
resis an gel de poliacrilamida (21, 22). E1 anilisis de esta proteina por
cromatografia de lfquidos (HPLC), demuestra que esté contaninada con otras
proteinas, incluyendo 1a proteina reactiva en ldtex (la cuwal demostraron -

que es distinta de la toxina A y de la B).
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En un andlisis mis reciente, se filtraron varios cultivos de Clostridium
difficile y se corrieron por cromatografia de liquidos, las fracciones se =
eluyeron en clorurc de sodio entre 0,42 y 0.63 molar, concentracién que fud
distinta a la de la toxina A, la cual eluye entre 0.27 y 0.35 molar,

Los puntos de elucidn bajo esas condiciones cromatogrdficas, demuestran
que esta proteina es distinta de la nolécula de bajo peso molecular (52,000

daltones) descrita por Rihn (4).

e,3,- OTROS FACTORES TOXICENICOS.

Se han descrito dltimanente otros dos facteres toxigénicos. El primero —
es una proteina de alte peso molecular distinta de las toxinas A y B, qué -
causa cambios en el potencial eléctrico en segmentos aislados del intestino
de conejo., Para detemninar qué factor juega un papel en este caso, se han =~
tenido que examinar un nfimero grande de cepas toxigénicas y no toxigénicas.

El segundo factor es una actin ADP~ribesil transferasa especifica, de-
tectada en una de las 15 cepas exaninadas. Esta enzima, que tiene un peso —~
molecular de 43 Kd, nodifica covalentemente a las c&lulas productoras de —
enzima, de manera similar a la toxina C2 de cadena larga de Clostridium bo-
tulinum, Aunque los productos aislados de esta emzima fueron de pacientes =
con colitis pseudomembranosa, los detalles dados acerca de otras cepas exa—
ninadas fueron insuficientes para indicar cualquier relacién de la actin =
ADP~ribosil-transferasa especifica con la virulencia. Estas observaciones =

preliminares implican que pocas cepas de Clostridium difficile producen esta

enzima (4).
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e.4,~ OTROS FACTORES DE VIRULENCIA.
a.~ ADHESION.

La adhesifn a células hudsped se conoce por ser importante en la expre
siﬁn de virulencia de muchos patégenos. El aislamiento de Clestridium diffi-
cile a partir de lavados de tejido inLéstinal humano se demostr§ por pricera
vez en 1979 y la asociacifn con tejido cecal de hamsters en 1934,

Desde entonces se ha comparado la capacidad de una cepa aviruleata no
toxigénica, una cepa altamente virulenta toxigénica y una pobremente viru-

lenta toxigénica de Clostridium difficile para adherirse a diferentes regio-

nes del tracto intestinal de hamsters pretratados con clindamicina (4).

La cepa altamente virulenta toxigénica se adhiere a la mucosa intestinal
significativamente mejor que las otras dos. Es posible valorar el papel de la
toxina en asociacidn con la mucosa, despudés de administrar una preparacién de
la toxina de una cepa no toxigénica avirulenta, en forma intracecal a anima—
les. Con los datos obtenidos en los experimentos anteriores, se ha demostra—
do que existen diferencias entre las cepas, en la capacidad de asociarse con
1a oucosa intestinal y en la capacidad de produccidén de toxina in vive (4).

Se han realizado estudios prelinminares sobre la capacidad de Clostridiun
difficile de adherirse in vitro a células de cultivos de lineas celulares de
adenocarcinoma HT-2Y o a cultivos de células epiteliales de humanos (HCEC), -
recuperadas de especimenes quirdirgicos, demostrando que no habia una relacidn
significativa a las células HT-29, pero s habfa relacidén con las MHCEC, sin -

tener en cuenta la virulencia o el potencial toxigénico de las coepns (lu).
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Las cepas de C. difficile exaninadas no se adherian directarnente a las
membranas de HCEC, pero si al material extracelular, fstas observaciones —
iniciaron la bilsqueda de factores especificos del potencial de adhesidn. £n

esta bisqueda sc descubrid que algunas cepas de C. difficile poseen fimbrias,

Estas miden de 4 - 9 nm de didmetro y 6 micras de largo, parece ser que co-
mienzan en los polos de la célula. El papel de estas fimbrias en la coloni-

zacidn y subsecuente expresidn de virulencia de . difficile, os confuso.

b.~ CAPSULA.

Para muchas bacterias la posesidn de una cipsula es un importante fac-

tor de virulencia. Lo posibilidad de que Clostridium difficile pueda produ-

cir mwaterial capsular es intrigante,

Trabajos recientes han demostrado que C, difficile requiere opsoniza—
cibén para una fagocitosis significativa, esto indica la presencia de un fac
tor antifagocitico sobre la bacteria., Algunos procedimientos para eliminar
carbohidratos de la superficie celular no han tenido éxito sobre la exten—
sién de la fagocitosis; este resultado pernite a los investigadores sugerir
que una cdpsula de polisacéridos puede ser el factor antifagocitico, Hay —
evidencias preliminares de que algunas cepas de C. difficile producen mate~
rial propio Qe una cdpsula in yitro, que es similar, en alpunas considera—
ciones, a la recientenente descrita pequefia cdpsula de Bacteroides fragilis,
El significado de estas observiaciones necesita determinarse, especialmente
por un exsmen en el nicroscopio electrfinico, de una cepa toxigénice altamen
te virulenta y una toxigénica pobremente virulenta de €. difficile y detec-

tar el material capsular extracelular (4)}.
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c.— ENZTNAS HIDROLITICAS.

Sobre este tena se han realizado pocos trabajos de investigacidn, Hafiz
selecciond 21 cepas para actividad de hialuronidasa y encontrdé que todas -
ellas eran positivas, también encontrd que la produccidn de hialuronidasa =~
variaba de cepa a cepa, Se reconocid que de las seis aisladas solamente cin-
co fueron toxigénicas., Las seis aisladas también se examinaron para detectar
la actividad de desoxirribonucleasa y se encantrd negativa. En un estudio so-
bre enzimas bidroliticas de bacterias anacrobias aisladas de infecciones huma
nas, Steffen y Hentges examinaron un aislapiento de C. difficile y encontra—
ron que fué positivo para hialuronidasa, condroitin selfatasa, gelatinasa y -
colagenasa, pero fué negativa para heparinasa, fibrinclisina, lecitinasa y 1i
pasa (4).

Popoff y Dodin seleccionaron 25 cepas de €, difficile aisladas de nifios
sanos y de nifios con enterocolitis necrosante o colitis hemorrfgica, para es
tudiar la actividad ae neuraminidasa y encontraron nueve de ellas positivas.

En un anilisis de tres cepas altanente virulentas, tres pobremente viru-—
lentas y cinco no toxigénicas avirulentas, se encontré que ocho cepas eran po
sitivas para hialuronidasa, 10 positivas para condroitin~4=-gulfatasa, 10 para

heparinasa, y 7 para colagenasa. (ver la siguiente tabla) tabla 1 (4).



ENZIMAS HIDROLITICAS DE Clostridium difficile.

_ CEPA TOXIGENICIDAD VIRULENCIA HIALURONIDASA  CONDROITIN HEPART~- COLAGENASA
: 4=SULFATASA  NASA

28 + ALTA + + s +
-1 + ALTA + + L+ 5
PT + ALTA + + s 5
Tra 5/5 + BAJA + + + 5
HA + BAJA + + + 5
Bat + RAJA - - S -
H-1 - AVIRULENTA + + + -
Kohn - AVIRULENTA - - + -
ry - AVIRULENTA + + ‘5 -
Py - AVIRULENTA 8 s o+ -

JWS L - AVIRULENTA + + 4 s

TABLA 1.

Nota: S = reaccisn positiva a la semana.

414
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IT. BIAGROSTICU DI LAKORATORIO

El protocolo de estudio de los pacientes con colitis pseudomcnbranosa de—
be iniciarse con prucbkas como bitsqueda de leucocitos en moco fecal y sanpre -
oculta en heces, si no hay sangrado macroscOpico aparente.

El diagnéstico definitive de la enfernedad, se hacia hasta hace poco por
rectosigmoidescopia, en la cual se puede apreciar la mucosa edematosa, hipere—
nia con ulceraciones superficiales y placas blancoamarillentas de 1 a 5 ma de
difimetro (pseudomembranas) adosadas a la membrana, €stas pueden llegar a -
unirse y cubrir grandes regiones del intestino (20, 28).

La tectosigmoidoscopia tiene la limitante de que si las lesicnes estin -
mis alld del recto, no podrén verse.

Fakety y colaboradores encontraron que el 5 al 10 % de las pseudomembra—
nas se localizan mAs alld de la flexidn esplénica (2, 28).

Actualmente es conveniente efectuar biopsia rectal para poder observar -
los combios microscépicos suiridos per la mucosa, éstos van de acuerdo con la
severidad del padecimiento,

Al principio de la enfermedad se observan focos de necrosis epitelial, -
con formacién de poca cantidad de exudado. la siguiente etapa presenta destruc
cibp de las glindulas de la nucosa y la sustitucidn de las pseudomembranas, -
las cuales se componen de leucocitas polimorfonucleares, fibrina y detrir_us'cg_
lulares {20).

En la Gltima etapa de la enfermedad, que es la mfis severa, se encuentra —
destruccién estructural completa y la pseudomembrana firmemente unida a la nu-

cosa,
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Por otro lado, también es importante realizar estudios de laboratorio -
clinico, y debido a que cada dfa es mds frecuente !a enfermedad, se han heché
un sin ndpero de investigaciones, las cusles han dado como resultade una gran
cantidad de métodos rdpidos y nmis seguros para el diagndstico,

Estos estudios son de tipo bactericldgice y de tipo inmunolégico; los pri

meros enfocados a la deteccidn de Clostridium difficile y los segundos a la -

deteccidn de sus toxinas y/o anticuerpos neutralizantes,

a.~ OBTENCION DE MUESTRA.

Lo mismo que para otras bacterias anaerobias, la buena seleccidn, recolec
ecién y transporte de muestras clfnicas es muy importante para el diagnéstico -
de laboratorio (12, 13).

Una alternativa para la recoleccidn de muestras actualmente, es tomar -
ésta directamente del recto con un hisopo estéril y depositarlo en un tubo que
contenga un medio de transporte, Esta alternativa puede usarse en estudios -
cpidemiolfgicos o bien, para facilitar el cultivo de muestras fecales de todos
los pacientes, sin tener en cuenta la disponibilidad. Los hisepos rectales se
han usado para estudios de vigilancia de otros patdégenos entéricos, pero su -
sensibilidad para patSgenos anaerobios no se habfa detearminade bien (17).

Los hisopos rectales son inadecundos para las pruebas de toxinas, porque
la cantidad de muestra obtenida es muy pequeiia (L1, 13).

Normalmente se requiere una muestra fecal reciente para el cultive y otra
para el ensayo de toxinas, si es liquida se requerirfin de 25 a 50 unl y si es

formada, alrededor de 5C gramos (11).
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b.- DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO.

b.1 CULTIVOS PARA AISLAMIENTO.

Desde que Clostridium difficile se pudo aislar de muestras fecales de in—
dividuos sin diarrea, los cultivos para este microorganismo se han hecho un -
factor primario en las investigaciones epidemioldgicas. El aislamiento de es—
ta bacteria requiere de medios selectivos, como ya se menciond anteriormente.
Los medios mds frecuentes para su aislamiento son: (cicloserina-fructosa-agar).
CCFA (cicloserina-cefoxitina-fructosa— agar), TCCFA (taurocolato de sodio-ci-
closerina-cefoxitina=fructosa-agar), los cuales deben incubarse a 37°C. bajo
condiciones de anaerobiosis, durante 48 horas. Estos medios ademis de servir
como medios de aislamiento, también son medios diferenciales (3, 5, 8, 28).

Recientemente Bartley y Dowell (8) demostraron que una modifjcacidn de-
los medios anteriores son cicloserina manitol agar (M-CMA), y cicloserina -
manitol sangre agar (M-CMBA), fueron superiores en cuanto a la recuperacidn—
del microorganismo a partir de muestras fecales. Sin embargo, otros estudios
hechos en la Universidad de Nebraska tuvieron mucho mds é&xito con el medio —
de cicloserina cefoxitina agar, puesto que de 321 muestras clinicas estudia-
das, 37 fueron positivas para C. difficile, de las cuales 34 (91.89 2) desa-
rrollaron en M-CCA, 21 (56,76 Z) en M-CMA y 20 (54,05 %) en M-CMBA,

En 1a tabla 2 se ve la concordancia de muestras que desarrollaron en los

tres medios empleados.



COMPARACION DE MEDIOS PARA LA RECUPERACION DE C. DIFFICILE DE MUESTRAS FLCALLS.

“I~CCA

M~CHBA

TABLA 2.

CULTIVOS POSITIVCH

H-CHA No, 4
+ 14 38
- 12 32
- 4 11
+ 4 1
+ A2 5
+ 1. 3
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Por los datos anteriores se sugiere que el medio cicloserina cefoxitina
agar es superior a los otros medios en cuanto al aislamiento, ademis de que
técnicamente es mucho mis fdcil de preparar, aunque &ste no es un medio di-~

ferencial y no es un medio especifico para Clostridium difficile, pocas bac

terias pueden crecer f&cilmentec en &1 (§).

Otra alternativa en cuanto al cultivo del microorganismo en cuestidn,-
es el uso de hisopos rectales para la toma de muestra, depositfindola en un
medio de transporte, se remueve el hisoupo del tube y se pasa a otro que -
contenga solucién salina estéril, se agita y de esta muestra se inoculap -
0.5 ml en tubos Vacutainer (Becton Dickinson Vacutainer Systems, Kutherford
N. J) que contengan 18.5 ml de medio liquido anaerobio pre-reducidosmsuple-
mentade con peptona (Becton Dickinson and Co.), al cual se le adiciona -
asépticamente cefoxitina (CSP). Este medie se debe incubar de 48 - 72 horas
a 35° C. De 1a suspensidn remanente se puede inocular un nueve medio de -
cultivo Agar Difficile selectivo y se incuba anaerSbicamente en una jarra
de Gas Pack, durante 48 horas a 35° ¢, ®1 Agar Difficile contiene cicloseri
na 0.25 mg/ml, cefoxitina 16 mg/ml, y una suspensidn de eritrocitos al 5 2

en una infusién de agar base cerebro corazén (17).

b.2 IDENTIFICACION BIOQUIMICA.

Aunque con el desarrollo obtenido en los nedios de cultivo selectivos—
podemos realizar una identificacién presuntiva del microorgonismo, por las
caracteristicas propias de las colonias en cada medio, es necesario realizar
una seric de pruebas bioquimicas para diferenciar la especie, En las siguien

tes tablas se encuentra el comportamiento de Clostridium difficile frente a
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algunas de ellas.

Nurante el metabolismo bacteriano se obtienen varios productos de fer-
mentacidn, siendo los principales, los Acidos: acético, propidnico, isobu—
tirico, butfrico, isaovalérico, valérico, isocaproico. Es importante mencio-
nar que C. difficile es una de las pocas especies que producen dcidos valé~

rico e isocaproico.

FERMENTACION DE #IDRATOS DE CARBONO.

. GLUCOSA +
MALTOSA -
LACTOSA -
SACAROSA -
MANTTOL +
FRUCTOSA +

OTRAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

HIDROLISIS DE GELATINA +
HIDROLISIS LE CASEINA -
PRODUCCION DE TifbOL -

LECITINASA -
LIPASA -
UREASA -
HENOLISIS -

REDUCCION DE NITRATOS -
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c.~ DIAGNOSTICO INIUNOLOGICO.

c.1 INMUNOFLUORESCENCIA DIRLCUTA.

Algunos investigadores han adoptado la técnica de inmunofluorescencia
directa para la deteccidn de Clostridiym dilficile a partir de las muestras
fecales, haciendo extensiones de 8stas, fijdndolas con etanol y cubriéndo—

las con anticuerpos anti~ Clostridium difficile marcados con isotiocianato

de fluoresceina, se observan las preparaciones en el microscopio de luz -
ultravioleta y sflo se detectard fluorescencia si el microorganismo estd ~
presente (29);

Las técnicas de anticuerpos fluorescentes se basan en la especificidad
de combinacidn del antigeno con el anticuerpe correspondiente y en las pro-
piedades fisicoquimicas de ciertos colorantes que tienen la capacidad de -
absorber luz de pequeiia longitud de onda y emitir instanténeamente una lon-
gitud de onda rmayor, a estos colorantes se les 1llama fluorocrotios, Figura 1
(25).

La flucrescencia es la emisidn de luz de un color (de una longicud de
onda), mnientras una sustancia es irradiada con luz de un color diferente,
Las fluorocromos mis empleados en les laboratories clinicos san la rodamina
y la fluoresceina y de éste, el isotiocianate de fluoresceina, que se fija
con facilidad a las proteinas mediante enlaces covalentes a un pill alecalino,
su absorcidn mizina es a 517 nm donde emite su color verde caracteristico.-
La técnica de la inmunofluorescencia fué introducida por Coons, quien em-—--
pleaba beta antraceno, un compuesto fluorescente de color azul, poco después

sy grupo empled sueros antiespecie conjugados con fluoresceina, la cual emi-
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te una luz verde que puede ser diferenciada de la fluorescencia de color =~

azul de muchos tejidos.

INMUNGFLUORESCENCIA DIRECTA

~)
-~
/
ANVA
TN~
+ -——’
ANTIGENO ANTICUERPO COMPLEJQ Ag-Ac
MARCADO CON FLUORESCENTE

FLUORESCEINA

FIGURA 1



1D INMUNOSORBENT ASSAY ).

©.2 ELISA ( ENZVHELING

En estudios hechos por Yolken v colaboradores, se demostrd que con una

variante del método de ELISA, era posible detectar Clostridiunm difficile en

las evacuaciones de pacientes afectados (33)
Urilizaron placas de peliestireno recubiertas de anticuerpos anti-Clos-

tridium difficile, adicionindoles una suspensidn de las heces, después de -

incubar y lavar se adiciond otre anticuerpo contra Clostridium difficile aho-

ra preparado en cabra, finalmente se agresd otro anticuerpo antigammaglobuliza
de cabra marcada con fosfatasa alcalina y como revelador se utilizé p-nitro—
fenilfosfato,

Encontraron resultados muy satisfactorios pues obtuvieron que el 100 S
de sus muestras positivas, comparadas con el cultive de tejidos para ensa—
yar su citotoxicidad, tambi&n fuerom positivas (33).

En los gltimos afios los métodos inmunoenzimiticos han permitido el diag—
néstico de muchas enfermedades, Se basan primordialmente en el empleo de an-
tigenos o anticuerpes marcades con uha enzima, cuya actividad ecatalitica so-
bre un sustrato especifico, facilita la identificacidén y cuantificacién del
ant{geno o anticuerpo en estudio. Una variante utilizada en estos métodos es
el que se basa en la conmpetencia que existe entrec un antfgeno marcado y uno
no marcado, por unirse a una cantidad limitade dec anticuerpo. Primeramente =e
lleva a cabo el acoplanicnto fisico o quinico de una determinada cantidad de
anticuerpo a una fase s8lida que puede ser : poliestireno, polipropileno, o
polivinilo. Después de ser adsorbide el anticuverpo, se agrega el antigeno -
marcado con la epzima y de manera simultfined una mezcla de antipgeno marcado
y la muestra problema, doespués de un periodo de incubacién y de efectuar el

lavado correspondiente, se adiciona el sustrato adecumlo, se incuba nuevamernte
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¥ se mide la absorbancia del producto de la reaccidn enzimitica. Se debe —
elnborar una curva patrén en la cual se extrapola el valor de las absorbancias
obtenidas y esto determinard la concentracién (1, 25—).

El inmunoensayo ELISA muestra ser una excelente promesa, pero su valor
prictico para los laboratorios clinicos dependeri del desarrollo comercial y

de su disponibilidad (1, 11).
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c,3 DETECCION DE TCXINAS EN CULTIVO DE TEJIDOS.

la deteccidn de la citotoxina de Clostridium difficile en nuestras feca-

les de pacientes con diarrea o colitis pseudomembranosa debe ser rdpida para
el cuidado &ptimo del paciente. La prueba de citotoxicidad en cultivo de te-
jidos es un procedimiento aceptado para la deteccidn de dicha toxina dentre =
de las 24 horas de inoculaciSn. De cualquier manera, puede haber retraso en -
Ia prueba por la llegada tarde de 1la muestra o si no se utiliza el cultivo ce
lular adecuado, Este procedimiento resulta ser considerablemente confiable -~
ademds de ser muy sensible ya que es posible detectar cantidades de hasta 500
ng de toxina/ml (9,14, 16).

Se han hecho varios estudios para detertinar qué tipo de linea celular
es el nis apropiado para las toxinas de este microorganismo, entre las mis -
utilizadag estén las constituidas por células annidticas humanas, células -
He-La (células de cancer de cervix)}, de rifi6n de hamster (BHK~21), células -
McCoy, de rifién de conejo, fibroblastos pulmonares humanos (WI-38), de hepato
ma de rata (HHC), células Vero, células de rii6n de mono verde africano (AGMK)
células de rifién de mono rhesus (RIX) y c&lulas MRC-5 (11, 14).

Un estudic hecho en el laboratoric provincial Cadham, Canadi, demostré —
que las células Vero y las McCoy son las mejores para la deteccibn de toxinas

de Clostridium difficile en filtrados fecales (16).

Los cultivos celulares se hicieron crecer en matraces apropiades, con me
dio Eagle mfnimo esencial, al cual se le adicionaron L-glutamina, gentamicina
y mycostatin, esta solucién se llevé a un pH de 7.2 con bicarbonato de sodio
y se le agregd suerc de corazén fetal bovino inactivado, se le agres6 tripsina

y EDTA en amortiguador de fosfatos, las células viables quedaron como semilla
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para creciniento. Se utilizaron 30 nuestras fecales que contenfan C. diffici-
le, éstas se diluyeron, se filtraron y después se hicieron diluciones conoci-
das. Las diluciones se aplicaron en los cultivos que ya previamente tenian de
18 a 24 horas de incubacién, se incluyeron controles positives y negatives, -
estos problemas se incubaron a 37°C con 5 % de €0, ¥ 98 % de humedad y después
de 18 a 24 horas de incubacifn se examinaron los cambios sufridos en su morfo
logia.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla nfimera 5.



RESULTADOS OBTENIDOS EN DIFERENTES LINEAS CELULARES.

DILUCIONES FINALES

1/50

1/100 - 1/200
1/500

1/1000 - 172000
1/4000 - 1/8000

TOTAL DE FILTRADOS
POSITIVOS

RESULTADOS NEGATIVOS

NUMERO DE TOXINAS POSITIVAS DE FILTRADOS FECALES DETECTADOS
POR LAS LINEAS CELULARES

McCoy

10

30/30

Verc

12

11

30/30

TABLA 5,

MRC-5

22/30

AGHK RMK

4 6

f 6

4 1

4 3

0 0
16/30 1430

14 20

€c
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c.4 PRUEBA DE CITUTOXICIDAD EM CULTIVOS DI TEJIDOS,

En apariencin, la mayoria de las cepus toxizénicas de Clostridium diffi-
cile producen una citotoxina que causa efectos citopatotdxicos en ciertas cla-
ses de cultives celulares, que pueden neutralizarse con antitoxina en un en-
sayo de neutralizacidn de la toxina. Este ensayo no es una prueba para la en-
terotoxina de C. difficile, la cual puede detectarse con un nodelo en hamsteré.
En general, 1a presencia de citotoxipa en extractos de heces libres de célu~—
las se relaciona con diche nmicroorganismo mediante una enfermedad intestinal.
Sin embargo, la citotoxina puede detectarse en heces de individuos sanos, —
particularmente en nifios o infantes menores de 1 afio, a quienes asintomitica—
mente los coloniza el microorganisme (13),

Para llevar a cabo esta técnica, las muestras fecales lfquidas deberfin -
centrifugarse, si son muestras sélidas o semisflidas se les adicionard diluyen
te de pelatina amortiguado, pit 7.0, o amortiguador salino de fosfatos (PHS), -~
dejando la suspensién para que se extraiga durante toda la noche a AOC, después
se centrifuga y se guarda el sobrenadante. Este deberd filtrarse a través de
una membrana de 0.45 micras. Con 0,1 ml de este filtrade, mis 0.1 nml de dilu— -
yente de gelatina amortiguado se inocula el cultivo celular, que para esta -
prueba el mfs utilizado es el de fibroblastos pulmonares humanos (W1-38)..

Se debe observar el cultive celular a las 4, 24 y 48 horas de incubacién
a 35°%C, La mayoria de las c@lulas son positivas entre las 18 y 24 horas de in-
cubacibn (11, 13)

Para la prueba de neutralizacién con antitoxina, se adicionan 0.2 ml de =
antitoxina polivalente de gangrena pgaseosa (Lederle Laborateries, American =

Cyananid Co., Pearl River, N. Y.), antitoxina de Clostridium sordellii (Leder-~
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le or Food and Drug Administration Bureau of Biologics, Rockville, Md,), o

antitoxina de C. difficile (disponible de T. D, Wilkins, Virginia Polytech-

nic Institute and State Yniversity, Blacksburg) a 0.2 ml de sobrenadante fe
cal libre de células y se mezclan (11, 13).

Posteriormente se debe inocular un tubo que contenga cultivo celular -
WI-38 con 0.2 ml de la mezcla hecha con anterioridad, se incuba y se observan
los efectos citotdxicos.

Si la toxina ha sido neutralizada, no deberdn observarse efectos citotd—
xicog, uno de los mis observados es que las cé&lulas se vuelven redondas con
radiaciones citoplésmicas {(también llamado cambio actinomdrfico) (11, i3).

También puede determinarsc el titulo de la toxina haciende varias dilu-—
ciones del sobrenadante en diluyente de gelatina amortiguado, los resultados
se relacionan con lo severo de la enfermedad. Este método no se usa mucho en

los laboratorios de rutina debido al gran trabajo que representa (11).
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c.5 CONTRAINMUNOELECTROFORESIS  (CIE),

Revisiones recientes han propuesto al métode de contrainmuncelectrofore
sis como un procedimiento para la identificacidn y deteccién de las citotexi

nas de Clostridium difficile (11},

Ryan y colaboradores utilizaron este método pensando en desarrollar una
prueba répida y sensible que pernitiera detectar las toxinas de C. difficile
directamente de las evacuaciones de los pacientes, Los resultados gque obtu—
vieron fueron buenos ya que demostraron que su sensibilidad era comparable -
con la empleads en el wétode de cultivos celulares (23). (TABLA 6).

Sin embargo, estudiosiposteriores han demostrado que el métode conduce
a un alto porcentaje, 47 &, de resultados falsos positivos (32). Esto se de-
be a que la antitoxina empleada en el método contiene, ademis de los anticuer
pos frente a las toxinas de C. difficile, anticuerpos contra antigenos de su
perficie del propio microorganismo, de tal manera que aunque no estén presen-
tes las toxinas, bastard que existan antigenos soeiticos para que aparezcan
lineas de precipitacién.

Por otro lado, es importante mencionar que algunas especies de Clostri-

dium, como C. sordellii y C. bifermentans, comparten determinantes antigéni-

cag, por lo menos una, con C. difficile, por lo cual reaccionan con la anti-

toxina que se usa {2).
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COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD DE LOS METODOS CIE Y PRUEBA DZ CITOTOXICIDAD

EH CULTIVOS CELULARES PARA Clostridiuo difficiic.

DILUCION DE TOXINA CONTRALHUNOELECTRO- CITUTONICIDAD EX
FORESIS. CULTIVOS CELULARES.
Sin diluir + +
107! + +
1072 I +
1073 + : .
1074 - o E
1070 - -

TABLA 6.
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c.6 PRUEBA DE AGLUTINACION EN LATEX.

En enero de 1986, Banno y colaboradores desarrollaron una prueba rdpida
de aglutinacién en litex para la deteccidén de la toxina A de C, difficile -
(CDT Latex Test) (Marion Laboratories, Kansas City, MO). En marzo del mismo-
afo, Lyerly y Wilkins reportaron que el equipo de los laboratorios Marion no
reaccionaba con la toxina A, aunque era un método mis rdpido y sencillo que '
los otros. Ahora se sabe que la prueba de latex reacciona con cepas no toxi-
génicas de C, difficile, tan bien como con las que producen toxina A y B (3,
11).

Sin embargo, se han seguido haciendo mis estudios acerca de este método,
Peterson y colaboradores reportaron que la prueba de CDT Latex parece ser -
equivalente al ensayo de citotoxinas en cultivo de tejidos (3).

Para este método, las muestras fecales se mezclan con 0.5 ml de solu—
cidn amortiguadora y se centrifugan. Dos gotas del sobrenadante se agregan a
uno de los circulos de la placa de prueba, se agrega una gora del reactivo -
de deteccidn, el cual contiene particulas de litex recubiertas con anticuer-
pos de conejo, los cuales reaccionardn con el antigeno de C, difficile en -
las muestras, y se mezclan. Se rotan por tres minutos, Si el antigeno de C.-
difficile esti presente en el sobrenadante fecal, se observari aglutinacidn
en las particulas de litex, si no estd presente no se observard dicha aglu-—
tinacién, y la suspensién en el circulo de prueba aparecerd lechoso. Debers
introducirse en esta prueba también un contrel negativo, en el cual no debe-
ra aparecer aglutinacidn (11, 13),

Al ser la prueba CDT Latex tan nueva, ha permitido la realizacién de va

rios estudios acerca de ella.
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Miles y colaboradores (19) hacen una evaluacidn de esta prueba utilizan
do cepas de Clostridium difficile citotoxina positiva, citotoxina negativa,
y otras bacterias que se habia publicado daban reaccién cruzada en esta prug

ba, como C. sporogencs, una cepa de C, botulinum proteolitica, y Peptostrep-

tococcus anacrobius.
De 739 cepas, que representaban 78 especies de bacterias, 63 fueron anag
robias y 15 fucron facultativas,

Lag 139 cepas de C, diffjeile citotoxina positiva, las 35 citotoxina ne

gativa, una cepa de C, botulinum (proteolitica, tipe L), y 25 cepas de . —
sporogenes dieron reaccién positiva para la prueba de CDT Latex,
.Estos resultados se pueden comparar con les de Lyerly los cuales indican

C. difficile pro-

que tanto las cepas toxigénicas come las no toxigénicas de
ducen una protefna no toxigénica de aproximadamente 43,000 daltones, diferen
te de la toxina A, y que dicha proteina reacciona en la prueba de CUIl Latex.
También encontrd que C. sporogenes y P. anaerobjus producen un antigeno que
contiene una subunidad de 43,000 daltones que da reaceidn cruzada, es una —
proteina que es bioquinica e inmunoifgicamente muy similar a la proteina de-
C. difficile que reacciona en la prueba de CDT Latex {15).

Kelly y colaboradores (10) realizaron otro estudio comparando la CDT —
Latex Test, con el ensayo de citotaxina en cultivo celular y cultivo bacte—

riolSgico. Encontraron que de 40 pacientes que tenian diarrea asociada a -

Clostridium, 70 % fueron positivas para cl ensayo de citotoxina, 78 2 para la

prueba de aglutinacidn en 1l3tex y 90 I para el cultivo bacterioldgico. De 53
pacientes que no tuvieron diarrea asocinda a Clostridium (CAD), 2 % fueron —
positivas para el ensayo de citotoxina, 8 £ para prueba de aglutinacién en -

létex y 4 2 para el cultivo bacterioléyico. TABLA 7.
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COMPARACION DF, RESULTADOS POR LOS METODOS BE AGLUTINACION EN LATEX DE CITOTO-

XINA Y CULTIVO

PRUEBA

CITOTOXINA

AGLUTINACION
EN LATEX

CULTIVO

BACTERTOLOGICO PARA PACIENTES CON Y SIN CAD.

Nim

28

3

I

CON CAD
n=40

TABLA 7.

Ll

70

78

90

PACLENTES POSITIVOS

SIN CAD
n=53
Nim
1
4
2

Los resultados sugieren que la prueba de aglutinacién en latex puede -

usarse para el diagnéstico rdpido de CAD, especialmente en laboratorics que

no pueden realizar con facilidad cultives celulares, Sin embargo, la detec~

cion de CAD se realiza mucho mejor cuando la prueba de litex se usa en combi

nacidn eon el cultivo o el ensaye de citotoxinas.
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c,7 SISTEMAS COMERCIALES PARA LA IDENTIFICACION DG Clostridiuwn difficile.

Clostridium difficile puede identificarse presuntivanente en nuchas ins-

tancias, por sus caracteristicas de cultivoe y su morfologia celular, pero pa-
ra tener una identificacisn definitiva se requieren pruebas adicionales. En -
la actualidad se han desarrollado varios sistemas comerciales para identifica
cidén de annerobios, en forma de equipos (kits).

Head y Ratnam (7) comparan el API ZY!! SYSTE! con otros métodos come son—
APT AN-Ident, API 20A, Hinitek Anaerobe II y Rapld-ANA SYSTENS.

E1 APT ZYM SYSTEM (Analytab Products, Plainview, N. Y.) es un microméto-
do semicuantitativo que contiene 20 microescavaciones, las cuales contienen -
sustrato cromogénico deshidratado, para deteccién de las actividades enzimi~
ticas desarrolladas correspondientes. En la linea de pruebas se inoculan las
muestras y se incuban anoerfbicamente a 37° C por 4 horas, despuds se agregan
los reactivos para el sustrato cromogénico. Los resultados de las reacciones
coloridas se indican en forma decreciente de la actividad enzimitica y estén-
graduadas en una escala de 0 a 5 en comparacidén con la carta control de color,
De los otros kits evaluados por los autores mencionados, RapId—-ANA (Innovative
Diagnostic Systems, Decatur, Ca), AN-Jdent y API 20A (Analytab Products), y -
Minitek Anaerobe II (BBL jiicrobiology Systems, Cockeysville, Md), los dos pri
meros son similares a API ZYM en designacién, funcibn y deteccién de enzimas
preformadas; en cambio, API 20A y Minitek usan substratos para fermentacin de
carbohidratos y deteccibn de enzimas similares a las prucbas convencionales —
que requieren de 24 a 48 horas de incubacidn antes de poder leer los resulta-
dos,

Los resultados obtenidos en este estudio se muestran en la tabla 8.



{
CONMPARACION DE SISTEMAS COMERCIALES PARA IDENTIFICACION DE ANAEROBIOS CON EL API ZYM SYSTEM PARA IDENTIFI-
CACION DE Clostridium difficile.

SISTEMA DE TIENPO DE INTERPRETACION SIMPLICIDAD DE SENSIBILIDAD REPRODUCT BILIDAD
TDENTIFICA- INCUBACION DE RESULTADOS MANUFACTURA (z) € s)
CION (h)
Aﬁ-InENT 4 + ++ 77.9 96.1
RapId=AHA 4 ++ Tt ~ 8B.6 100
Minitek 48 ++ + 90.9 95,2
API 20A 48 + ++ 95.5 98.8
API Z¥Il 4 T+ 4 100 100
TABLA 8,
=

lota: + = pobre, ++ = favorable, +++ = buena, ++++ = mejor. B3
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c.B MARCADORES EPIDEMIOLOGICOS DE Clostridium difficile.

Se han identificado un extenso rango de marcadores epidemioldgicos para

Clostridium difficile. Estos se basan en las caracteristicas fenotipicas del

microorganismo, tales como resistencia a antibidticos, susceptibilidad a los
bactericidas o a los bacteridfagos, patrones de protefnas electroforéticas y
marcadores inmunolégicos. Los mBtodos para determinar los marcadores genéti-
cos incluyen plasmides, andlisis de DNA de restriccidn de endonucleasa y pa-~
trones de restriccibn de RMA ribosomal, Estos métodos se han aplicado a va—
rias categorfas de estudios epidemioldgicos y han contribufdo al mejor enten

dimiento de enfermedades asociadas o Clostridium difficile. Los métodes se -

basan, para su desarrollo, en el uso de proteinas marcadas con metionina (535)
y un mecanismo automatizado de andlisis por computadora, que han hecho posi~
ble el reconocimiento de 15 distintes tipos de C. difficile, basados en mejo
res patrones de proteinas radio-marcadas. Estas proteinas fueron de cepas es
pecificas e inmunogénicas, demostradas por andlisis de inmunotransferencia y
de DNA de restriccidn de endonucleasa. Los estudios epidemiolfgicos revelan
infecciones cruzadas entre pacientes, adquisicidn hospitalaria, y una rela—
cién directa entre sintomas y tipos de C. difficile.

Los reportes del grupo de casos de colitis asociada a antibidticos y -
los primeros resultados de los estudios en arimoles, sugieren que la contami
nacifn del medio ambiente y las infecciones cruzadas, han sido importantes en
1a etiologfa de las epidemias, pero alin con pruebas convincentes para las iﬂ
fecciones hospitalarias &stas no han tenido sentido debido a la ausencia de

esquemas confiables de tipificacidn. La introduccidn de métodos de tipifica-—
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cién deberd ser importante en las aplicaciones epidemioldgicas y deberd valo~
rarse la diferenciacién entre el potencial patogénico y cepas no patogénicas
(26).

Fué en 1982 cuando Wust usdé una variedad de métodos para demostrar que~
una epidemia de colitis asociada a antibidticos en un hospital en Zurich fué
caysada por una cepa de C. difficile, sus descubrimientos fueron coerroborados
por Hachler y Wust en 1984 con el uso del método de bacteridfago descrito por
Sell en 1983 (26).

Durante los cinco afios pasados, se introdujeron varios esquemas de tipi

ficacién basados en distintos marcadores epidemioldgicos de C. difficile.

PRUEBAS Y MARCADORES EPIDEMIOLOGICOS.

a).- Prueba de sensibilidad a antibidticos,

Los antibiogramas se han usado en la diferenciacidn entre cepas de C. ~
difficile, pero son de valor limitado en estudios epidemiolégicos. Los resul
tados in vitro han demostrado que las MICs de la mayoria de los antibidticos

empleadas para C. difficile, se encuentran dentro de un estrecho rango y que

las cepas tienen ambas caracteristicas, altamente sensibles o altamente resis
tentes; sin embargo, algunas cepas tienen resistencia variable. Las cepas que
son resistentes a eritromicina, rifampicina, cloranfenicel, tetraciclina y -
clindamicina pertenccen a un solo tipo, el W, y las cepas de otra sensibili-

dad o resistencia pertenecen a otro tipo diferente (18, 206).
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b.- Prueba de susceptibilidad a los bactericidas y a los bacteridfagos.

de cepas de Clostridium difficile.

Esta técnieca fud primerazente desarrollada por Sell y se ha aplicado sy
cesivamente en estudios epidemiclégicos. El niimero de estas marcas de sensi-
bilidad se ha extendido y se han observade no menos de 40 patrones diferentes

(26).

c.~ Patrones electrofordticos de proteinas.

Se han usado varias preparaciones de proteinas celulares y superficiales
de C. difficile como marcadorea epideniolfgicos de acuerdo a las diferentes—
proteinas separadas por SDS~PAGE (Sodio—Pedecil~Sulfato-Poliacrilamida~Cel-—
Electroforesis) (18, 21, 22, 27), seguidas de awtorradiograffa y de protefmas

radio~marcadas (26).

d.~ Marcadores Inmunoldgicos,

Los métodos que Se usan come marcadores inmunoldgicos, son la iamuno~—
electroforesis cruzada y la inmunetransferencia (18, 21). Estos métodos se
han usado en identificacién e indicios de cepas responsables de epidemias, =
pero hasta aqui no hay forma de basarse en esguemas reales de tipificacién.-
Los métodos de serogrupos se basan en aglutinacibn de células tratadas con

formol con varios sueros de conejo.
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En 1985 Delnee desarrollé un nmétodo rapido de aglutinacién basado en —
seis sueros adsorbidos. Algpunos serogrupos son homogénecos, pero otros, par-—
ticularuente el serogrupo &, son heterogéneos y consisten en cepas con menos
de 12 patrones electroforéticos. La serotipificacifn se ha aplicado extensa-
nente cn estudios epidemioldgicos. Los resultados innuncldgices de los labo-
ratorios en los cuales se usan diferentes sueros, son diffciles de comparar

debido a que carccen de reactivos estandarizados (29),

e.= {larcadores Genéticos.

El andlisis de plismidos fué el primero utilizado por Wust (20). Por -
consiguiente, este método puede usarse en cepas que contengan patrones de =
pldsnidos especificos, pero su aplicacidn ha sido limitada, debido a que sdla
del 30 - 60 % de las cepas de C. difficile poseen pldsmidos (18, 21). Se ha
aplicado el métode de huellas dactilares (patrén) de restricifn de endonu-—
cleasa (31), que aunque es itil y definitivo, es también complicado y con—
sume mucho tiempo. Mis rectentcmente, Wilson y Kuijper aplicaron las pruebas

de RNA ribosomal a C. difficile (30).

f.- Uso de proteinas marcadas con lletionina (SJS).

Este mEtodo se basa en la incorporacidn de iletienina (535) en las pro-

teinas celulares, la separacidn de estas proteinas sec hace por SDS-PAGE y

subsecuentemente por autorradiograifn. Por el uso de cste método se han detec
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tado nueve tipos distintos de cepas, que se designaron A, B, C, D, E, ¥, X,
Y, Z; mis recientemente se han identificado seis tipos adicionales basados -

en el método de proteinas radio-marcadas (26).

g.~ Inmunotransferencia (DDMUNOELOTTING).

Para determinar si las bandas de la prueba anterior eran especificas e
innunogénicas, se investigaron per inmunotransferencia determinantes antigé-
nicas coounes y especificas de las aueve cepas esténdar de O, difficile. Se
consiguieron sueros de conejo contra cada una de las nueve cepas y ontigenos
homblogos y heter6logos de cada una de ellas y contra Clostridiun sordellii-

y Clostridium septicum, Los resultados demostraron la presencia de proteinas

comunes (Cl’ 02 y C3) entre los nueve tipos estindar con sueros heterflozos

y honblogos; en suma, hubo respuesta de los tipos especificos con los sueros
hom&logos. Ademis, cuando las proteinas de C. difficile marcadas con metioni
na (535), fueron inounotransferidas con sueros homélogos y heter$logos, la -
innunotransferencia y la autorradiografia demostraron la misma respuesta es-

pecifica de cepa (18, 21, 26).

h.= Huellas dactilares en DHA (DNA fingerprinting).

El anilisis de restriccifn bacteriana de DNA de endonucleasa (BRENDA) de

C. difficile, se usS como una pruebn epidenioldgica adicional y confirmd las

distintas observaciones entre varios tipos de cepas, La restriccidn de endo-
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nucleasas Bamlil, EcoRl, Sal 1 y Sma 1 producen bandas insuficientes para dis
tinguirlas de las denis cepas. Sin embargo, Hind III produce alta resolucidn
en fragmentos de restriccidn de DNA y se seleeciond como la mAs confiable. -
Las resultades denuestran que cada tipo de c&lulas pueden identificarse por

proteinas radio-marcadas, pero también pueden distinguirse Gnicamente por -

digestidn del patrén de DNA (5, 26).
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III.- PRONOSTICO.

Los pacientes nis comunmente afectados son los inmunocomprometidos, la
gente mayor y aquéllos que sufren una cirugfa; aunque al oismo tiempo, hay

portadores asintomiticos de Clostridium difficile y de sus toxinas entre los

neonatos y los nifies (26).

También se ha encontrade una alta incidencia de C. difficile en heces de
nifos que al nacer tienen bajo peso, 0 en los prematuros, que al haber naci-
do con un Apgar bajo requirieron,cuidados especiales postnatales tales como
oxigenoterapia y uso de incubadora al nacer (6).

fa colitis pseudomembranosa puede ser nortal si el padecimiento no se —
reconoce a tiempo y se trata. La enfermedad tiene una mortalidad cercana al
20 % en pacientes mayores de 50 afios y en enfermos crénicos, la ouerte se QE
be generalmente a alguna de las complicaciones, Eo los casos benignos y en —
los pacientes jévenes con trataniento adecuado, el prendstico es excelente.

En los nifios la mortalidad es elevada (30 - 40 %), A pesar de que el
cuadro haya sido grave, si el paciente se recupera, no guedan secuelas en el

colon (20).
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1V.— DISCUSION.

Desde la era preantibidtica se conoce a la colitis pseudomembranosa, cay

sada por Clestridium difficile, pero se le habia relacionado con cirugia abdo

minal, y no se le relacionaba con los antimicrobianos como en la actualidad
se hace. Dicha enfermedad es causada por el crecimiento excesivo del microor
ganismo en el colon, generalmente despuds de que la flora ha sido alterada -
con terapia antimicrobiana.

Debido a que en la actualidad se usan los antibidticos indiscriminadamen
te, la enfermedad se presenta con mwis frecuencia y por lo cual un grupo mis
grande de investigadores han enfocado su atencidn hacfa ella.

Actualmente se conocen mejor las caracteristicas del microorganismo, se
sabe que posee dos carbohidratos que le dan especificidad inmunoldgica, que

comparte determinantes antigénicas con Clostridium sordellii y Clostridium

bifermentans, que posee aparte de las toxinas A y B ya conocidas, otra ente-
rotoxina que es no hemorrigica y ademis se han descrito otros dos factores -
toxigénicos que son una proteina de alto peso molecular y una actin ADP-ribo
sil transferasa especifica; y otros factores de virulencia que son adhesién,
cdpsula y enzimas hidroliticas.

Lo anterior hace ver que el disgnéstico de laboratorio cada dia debe - -
ser mas acertado y mis ripido debido a la patogenicidad del microorganismo,
anteriormente el diagnbstico definitivo se hacia por rectosigmeidescopia, es
ta técnica tenia la limitante de que si las lesiones estaban mis alld del -
recto no se podian ver. Hoy en dia existen nuevas tdcnicas que son de bajo

costo, rhipidas y precisas.
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El diagnéstico de la colitis pseudomembranosa y de la diarrea asociada a
Clostridium difficile se basan ep cultivos del microorganismo y en la detec—
cidn de las citotoxinas en filtrados de heces.

los cultivos para Clostridium difficile son frecuentemente positives en

pacientes con diarrea asociada a antibiétices, pero los microorganismos tam~
bién pueden aislarse de individuos normales.

Entre los medios mayormente ﬁsados estan CFA, CCFA, TCCFA y recientemente
los medios de cicloserina-cefoxitina~agar, y el agar Difficile, los cuales -
han demostrade ser tan buenos como los primeros en cuanto al aislamiento y -
selectividad.

Sin embargo, los métodos inmunoldgicos han demostrado” ser mis adecuados
para el diagnstico de esta enfermedad. Se han utilizado métodos como la In;
munofluorescencia directa en la cual se detecta fluorescencia si el microor-~
ganismo estd presente, Este es un método bueno, perc es costoso y no todos -
los laboratorios pueden tenerlo como una técnica de rutina.

Se ha utilizado también el método de ELISA en el cual es posible detec~

tar a Clostridium difficile en las evacuaciones de los pacientes afectados,=-

éste puede ser un excelente método, pero su valor prictico dependera del de-
sarrollo comercial y de su disponibilidad.

El método de deteccidn de toxinas en cultivos de tejidos es el método mds
confiable, ademds de ser muy sensible ya que es posible detectar cantidades
de hasta 500 ng de toxina/ml, sin embargo es un método muy laborieso y no -
todos los laboratorios tienen la posibilidad de tener un cultivo celular.

Qtra técnica utilizada es la contrainmunoelectroforesis, es un método ~

bueno, pero que todavia da resultades falsos positives, debido a las determi
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nantes antigenicas due comparte C, difficile y por lo cual el suero debe
ser adsorbido antes de utilizarse.

Una de las técnicas m8s recientes es el prueba de aglutinacidén en létex
la cual puede utilizarse para el diagndstico rdpido de colitis asociada a -
Clostridium, especialmente en laboratorios que no pueden realizar con faci-
lidad cultivos celulares, Sin embargo es mucho mejor diagndstico cuande se
utiliza lo prueba de latex en combipacién coen el cultivo celular o el ensaye
de citotoxinas,

Por otro lado es importante mencionar, que debido a que la enfermedad -
se estd detectando con mis frecuencia, se han hecho una serie de pruebas a -
las cuales se les ha nombrado marcadores epidemiSlogicos, con elles se ha -

podido hacer una tipificacién de Clestridium difficile y se han podido obte~-

ner diferentes tipas como son: A, B, C, D, E, W, X, Y, Z. Sin embargo, estos
métodos sen afin demasiado sofisticados per lo que Gnicamente se utilizan en
laboratorios de investigacidn y afin no es posible utilizarlos como métodos -
de rutina.

Estas pruebas incluyen , prueba de sensibilidad a antibiticos, la cual
es de valor limitado en estudios epidemiélogicos debido a que varias cepas de
Clostridium difficile son altamente sensibles o altamente resistentes y algu—
nas son de resistencia veriable; prueba de susceptibilidad a los bactericidas
y a los bacterisfagos, patrones electroforéticos de proteinas, marcadores in-
munolégicos, marcadores genéticos, uso de proteinas marcadas con metionina

(835), inmunotransferencia y huellas dactilares en DNA.
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V.- CONCLUSIOXES.

1.~ En relacibn con el aislamiento ¢ identificacisn de Clostridium difficile:

- existen varias fuentes de aislamiento siendo la mfs importante, la ma-
teria fecal de los enfermos que padecen la enfermedad., -

- actualmente existen nedios comerciales en forma de kits, que sirven —
para la identificacién de C. difficile, siendo el mis confiable 21 =
APT ZYI SYSTHI.

2.- En cuanto a las toxinas:

- ellas son las responsables de la patogenicidad del microorganismo.

— la tozina A que ecs la enterotoxina, la toxina B que ticne actividad de
citotoxina y te demuestra la evidencia de una enterotoxina que es no -
hemorrigica y de pese nolecular de 45,000 daltenes.

= son antigénicamente difercntes.

3,~ Por lo que respecta a factores toxigénicos y de virulencia:

= gse han descrito Gltizamente dos factores toxigéniceos mis, el primero es
una proteina de alto peso molecular distinta de las toxinas A y B, que
causa cambios en el potencial isoeléctrico de segmentos aislados del -
intestino de conejo, y el segundo es una actin-ribesil transferasa es—
pecifica, que nndifica covalentemente a las células, de manera similar
a la toxina 02 de C. botulinua,

- los factores de virulencia descritos dlticamente para C. difficile son:

adhesién, cdpsula y enzimas hidroliticas,
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4.~ Con referencia al diagnéstico de laboratorio:

- la deteccibn de Clostridiun difficile se logra mediante cultivo, prue-

bas bicquimicas, pruebas inmunocldgicas e inmunoenzimiticas.

- la introduccidn de nétodos inmuncldgicos ha reducido notablemente el
tienpo para determinar el diagnéstico.

~ la deteccidn de toxinas en cultivos celulares es uno de los nétodos mis
confiables, pero poco accesible para la mayoria de los laboratorios.

= la contrainmunoelectroforesis es una técnica reciente con la cual se
pueden poner de manifiesto las toxinas del microorganismo, pero hay

que adsorber el suero para elinminar los resultados falses positivos.

la técnicé de aglutinacidn en litex es una técnica aueva, muy confia——

ble, de bajo costo y que reduce en gran forma el tiempa del din;nés:ic;.

~ las pruebas llamadas marcadores epidemiflogiceos han permitido la iden—
tificacidn de nueve tipos de cepas de €, difficile, Estas son pruchas
muy sofisticadas que se hacen {nicamente a nivel de inveétigaci&n.

Por lo que toca al prondstica:

= los pacientes mfis afectades son les adultos, los immunocemprometidos,
las personas que sufren alguna cirugia, los neonatos que al nacer tie-
nen bajo peso y los prematuros.

= la mortolidad es cercana al 20 % en personas mayores de 50 afios, y en

enfernos crénicos.
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