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INTRODUCCION

En los udltimos afios, la comunidad cientifica ha venido enfrentando el
resurgimiento de nuevas enfermedades infecciosas, debido principalmente
a la sorprendente evolucion de los mecanismos con que cuentan los
microorganismos para sobrevivir y superar las barreras que protegen al ser

humano contra los agentes invasivos.

Entre los padecimientos que han reaparecido destacan la infeccion por el
Virus de Inmunodeficiencia Humana, el sindrome respiratorio agudo grave,
las estafilococcias por Staphylococcus aureus y la colitis
pseudomembranosa ocasionada por Clostridium difficile. De hecho,
recientemente esta Ultima especie ha acaparado la atencion de médicos e
investigadores, en virtud de la elevada frecuencia, reincidencia y tasa de

mortalidad de las afecciones que causa entre la poblacion.

El agente etiolégico se encuentra en cerca del 3% de los adultos sanos, en
quienes se le detecta en forma esporulada e inactiva desde el punto de
vista metabdlico. Esta circunstancia cambia notablemente en los individuos
hospitalizados sometidos a tratamientos con antimicrobianos de amplio
espectro, los cuales reducen el importante efecto protector de la flora
intestinal; bajo tales condiciones, las cifras se incrementan hasta 40%,
detectandose formas vegetativas que se reproducen y liberan sus toxinas
de accion entérica, éstas sin duda el principal factor de virulencia del

microorganismo.
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Tal como ocurre con numerosos patdgenos, el conocimiento integral de los
elementos que les confieren patogenicidad puede conducir a la
implementacion de mejores medidas diagndésticas, al desarrollo de
regimenes terapéuticos mas efectivos y, desde luego, al establecimiento

de medidas preventivas mas eficientes.

El presente trabajo aborda las tematicas de mayor actualidad asociadas a
la virulencia y la deteccién de Clostridium difficile, asi como al origen, los
signos y sintomas que caracterizan a la colitis pseudomembranosa, un
padecimiento cada vez mas frecuente dentro del ambiente

intrahospitalario.
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OBJETIVOS

v Describir las caracteristicas microbiolégicas y bioquimicas que
sustentan el aislamiento e identificacién de Clostridium difficile en el

laboratorio.

v" Mencionar los principales factores de virulencia de esta especie,
subrayando la accion y relevancia de las toxinas que sintetiza, asi

como los cuadros patoldgicos que éstas provocan al humano.
v’ Sefialar las principales caracteristicas de la  colitis
pseudomembranosa, asi como las medidas diagnodsticas,

terapéuticas y preventivas asociadas a este padecimiento.

v" Mencionar la importancia epidemioldgica del patégeno en estudio.
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GENERALIDADES

En 1935, Hall y O'Toole publicaron sobre el aislamiento de un nuevo
bacilo, anaerobio estricto y toxigénico, a partir de heces de nifios recién
nacidos y que parecia ser un constituyente comun de la flora habitual del
intestino. Dicho microorganismo crecia lentamente y, debido a las
dificultades que enfrentaban su aislamiento y estudio, le asignaron el
nombre de Bacillus difficilis; tres afios después se le denomind Clostridium

difficile.

En 1937, Snyder difundié su trabajo consistente en el aislamiento de 17
cepas que mostraban muchas de las observaciones iniciales de Hall y
O'Toole, incluyendo la relativa a la produccion de una toxina letal para
animales (conejos y cobayos) previa administracion por via subcutanea. En
1940, el propio Snyder aislo a Clostridium difficile a partir de heces de
nifios asintomaticos cuyas edades fluctuaban entre diez semanas y un afio.
Sin embargo, su clasificacion como agente causal de enfermedades en

humanas ocurrié hasta 1978.

En la década de los 60’'s, se aisl6 de pacientes con colitis
pseudomembranosa asociada al tratamiento con antibiéticos de amplio
espectro. En esa época se pensaba que dicho padecimiento era producto
de la isquemia en la mucosa intestinal o de una infeccion viral, hasta que
Larson y cols, en 1977, observaron que las muestras de heces de

pacientes afectados contenian una toxina que provocaba cambios
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citopaticos en los cultivos de células, misma que era capaz de provocar

enterocolitis en hamsteres.

En 1978 se identific6 a Clostridium difficile como agente causal de la
mencionada enfermedad y en la actualidad se afirma que la infeccion por
este patdégeno es responsable de practicamente todos los casos de colitis
pseudomembranosa y del 20 % de los episodios de diarrea asociada al

consumo de antibiéticos (24, 64, 92, 93, 159,160).

Por lo que se refiere a su taxonomia, el Manual de Bergey lo clasifica en la
seccion destinada a bacterias Gram positivas con bajo contenido de

guanina-citosina, de la siguiente manera (21)

Clase: Clostridia
Orden I: Clostridiales
Familia I: Clostridiaceae
Geénero: Clostridium

Especie: Clostridium difficile
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|. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

a. Morfologia

Clostridium difficile presenta forma de bacilo Gram positivos, que mide 0.5
a 1 um de ancho por 6 a 8 um de largo y cuya movilidad esta sustentada
por flagelos peritricos de 0.5 a 1.9 um de ancho por 3.0 a 6.9 um de largo.
Algunas cepas poseen multiples fimbrias polares de 4 a 9 nm de diametro

y de mas de 6 um de longitud.

Se ha descrito cierto material extracelular (capsula) en algunas cepas, el
cual es difuso o compacto, presenta a menudo masas globulares adheridas
y aparece tanto en cepas virulentas como en las avirulentas. Sus esporas
son ovales y se evidencian en posicion subterminal (consultar la figura 1).

(35, 41).

b. Cultivo

Fuentes de aislamiento. Tal como sucede para numerosas afecciones de
origen bacteriano, el diagndéstico de las patologias asociadas a Clostridium
difficile se basa en el aislamiento del agente causal a partir de diversas

fuentes, entre las cuales destacan las siguientes (104, 117)
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Figura 1. Tincion de Gram en Clostridium difficile, en la cual se observan
bacilos Gram positivos con esporas subterminales (flechas) (117)

e Evacuaciones fecales provenientes del 95% de individuos con colitis
pseudomembranosa, del 10 al 15% de infantes sanos menores a 2
afos de edad y del 3% de adultos sanos.

e Estiércol de una amplia variedad de mamiferos (vacas, burros,
caballos, etc.).

e Heces de perros, gatos y roedores.

e Ropa de cama, camillas, sillas de paseo, ropa de neonatos, cestos
de pafales, etc., del ambiente intrahospitalario.

e Suelo, heno, arena y agua

Cabe mencionar que Hafiz reporté el aislamiento de Clostridium difficile a
partir del tracto urogenital de mujeres que padecian uretritis no especifica,
e inclusive, de la vagina del 72% de mujeres que eran atendidas en

clinicas genitourinarias.
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Mas tarde Bartlett obtuvo los mismos resultados, aunque la presencia de
este patdgeno en especimenes urogenitales enfrenta un claro escepticismo
entre la comunidad cientifica, debido a que no se han encontrado nuevas
evidencias; a tal respecto, es importante sefialar que no es una practica
comun investigar la presencia de la bacteria en este tipo de muestras (16,

23).

Medios de cultivo. En las décadas mas recientes se han desarrollado ain
mas medios cuya finalidad reside en facilitar el aislamiento y cultivo de
Clostridium difficile. Hafiz y Oakley fueron los primeros en disefiar uno de
corte selectivo, basado en el hecho de que el microorganismo puede
desaminar la tirosina para formar &cido p-hidroxifenilacético;

secuencialmente, la descarboxilacion de este ultimo produce p-cresol.

Légicamente, pensando en que si un organismo produce un cierto
metabolito, es muy probable que sea resistente a él, dichos autores
incorporaron 0.2% de p-cresol al medio que habian disefiado, logrando un
mayor aislamiento del bacilo a partir de muestras fecales de infantes,
caballos, camellos y estiércol de burro. Mas tarde, otros trabajos no
redituaron los mismos, e inclusive, sugirieron que el p-cresol era inhibitorio

para Clostridium difficile (23, 63).

George y cols lograron avances significativos con el medio Agar Fructosa-
Cicloserina-Cefoxitina (CCFA), cuya exitosa combinacion de antibiéticos

aporta una notable selectividad y su contenido en fructosa, con rojo neutro
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como indicador de pH, promueven la diferenciacion del microorganismo, el

cual fermenta dicho carbohidrato (50, 91).

Posteriormente, se han ido realizando diversas modificaciones a la
formulacibn de George, tales como la omisibn de cicloserina y la
sustituciéon de fructosa por manitol, para dar origen al Agar manitol
cefoxitina (CMA) y al Agar sangre manitol cefoxitina (CMBA). Bartley y
Dowell compararon estos dos medios con el CCFA, encontrando un 75%
de recuperacion de la bacteria en el CMBA, 65% en el CMA y 42% en el

CCFA (17, 23).

Por otra parte, Arroyo y cols reportaron el aislamiento del microorganismo
a partir del ambiente hospitalario, usando medios suplementados con sales
biliares tales como colato y taurocolato, los cuales permiten mejorar la

transformacion de esporas en bacilos (7).

De acuerdo con los hallazgos asociados a medios de cultivo, aquellos que

aportan los mejores resultados se mencionan a continuacion:

e Agar Clostridium difficile (también denominado Agar Fructosa-
Cicloserina-Cefoxitina) (CCFA)

e Agar Clostrisel

e Agar sangre anaerobio

e Agar manitol cefoxitina (CMA)

e Agar sangre manitol cefoxitina (CMBA)
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e Agar taurocolato de sodio cicloserina cefoxitina fructosa (TCCFA)

Condiciones oOptimas de incubacion. El rango de crecimiento de C.
difficile oscila entre 30 y 37 °C, siendo esta ultima su temperatura 6ptima;

sin embargo, algunas cepas pueden crecer entre 25y 45 °C (117).

Por su parte, el tiempo de incubacion necesario para obtener un

crecimiento aceptable en el primocultivo es de 48 h (117).

Cabe recordar que el género Clostridium incluye bacterias aerotolerantes y
anaerobias estrictas y, en tal contexto, éste es el caso de Clostridium
difficile. Al igual que otras bacterias anaerobias estrictas, el bacilo no
produce las enzimas superoxido-dismutasa y catalasa, de alli parte de su
intolerancia al oxigeno. La importancia de estas enzimas reside en el
hecho de que catalizan una secuencia de reacciones tendientes a
neutralizar un radical altamente reactivo llamado superoxido (O2) y un
metabolito que en niveles altos es toéxico: el peroxido de oxigeno (H,0,);
ambos son producidos en presencia de oxigeno (consultar la figura 2) y

las bacterias anaerobias carecen de estas importantes proteinas (98).

10
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Figura 2. Reacciones catalizadas por las enzimas superoxido dismutasa y
catalasa (98).

Sistemas empleados para el cultivo de bacterias anaerobias. Estudios
comparativos han demostrado que los siguientes sistemas proporcionan
resultados satisfactorios para llevar a cabo el cultivo de bacterias

anaerobias asociadas a enfermedades humanas:

e Técnicas de frasco (jarra de anaerobiosis).
e Técnicas de camara anaerobia con guantes.
e Tubos con pelicula de Agar .

e Sistema Axonomat.

Técnicas de frasco.Los diferentes métodos para cultivar bacterias
anaerobias incluyen el empleo de frascos Brewer, Baird-Tatlock, GasPak,
MclIntosh-Fildes, Oxoid, Scott Laboratories y Torbal. El principio basico
involucrado es el mismo y consiste principalmente en la eliminacion del
oxigeno haciéndolo reaccionar con el H, que se agrega al sistema en
presencia de un catalizador. Sin duda, la jarra GasPak es la mas usada en
los laboratorios de Microbiologia, dada la facilidad de su manejo; el sistema

no tiene conexiones exteriores ni requiere bombas de vacio, tanques de

11
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gas 0 mandmetro. Tan sélo emplea paquetes desechables generadores de

H, y CO,, asi como un catalizador que funciona a temperatura ambiente.

La jarra anaerdbica GasPak estd constituida esencialmente por un
recipiente de vidrio, cuya tapa cierra herméticamente. En su interior se
colocan los medios de cultivo inoculados, un sobre desechable generador
de H; y CO, cortado en una de sus puntas y un indicador anaerdbico
(correspondiente a la mezcla de azul de metileno-NaHCO;-glucosa).
Posteriormente, se adicionan al sobre 10 mL de agua destilada y se coloca
la tapa del recipiente, la cual a su vez contiene un catalizador (esferas de

alumina cubiertas de Paladio) en una cAmara especial.

Dentro del recipiente se generan H, y CO; por medio de las siguientes

reacciones:

Mg + ZnCl, + H»0O e MgClz + Zn(OH)z + H»

CsHs0 (COOH)3 + 3NaHCO3; ——» C3H5(COON&)3 + 3CO, + 3H,0

Acido Citrico Citrato de sodio

Posteriormente, el hidrogeno producido reacciona con el oxigeno,

formandose agua, lo que produce el ambiente anaerobio:

2H,+0, 9, 2H,0

12
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Cuando se ha creado el ambiente anaerobio, la solucién indicadora vira de
azul a incoloro y permanece de esa manera si no existen escapes que

permitan el ingreso de oxigeno al sistema (48, 98).

Técnica de cdmara anaerobia con guantes. Una camara anaerobia con
guantes corresponde a un sistema anaerobio autoabastecido que permite
al microbidlogo procesar muestras y realizar la mayor parte de las técnicas
bacteriol6gicas para aislamiento e identificacion de bacterias anaerobias,
sin la exposicion al aire. Dicha camara cuenta con una compuerta de
entrada para la transferencia de materiales hacia el interior y exterior, asi
como unos guantes con extension que habilitan al profesional para

manipular sus muestras y cultivos.

Las cAmaras con guantes apropiadas para el cultivo de anaerobios pueden
construirse con diversos materiales, incluyendo acero, acrilico o fibra de
vidrio. Sin lugar a dudas, las de plastico vinilico flexibles son las mas

utilizadas.

Para su uso, las cdmaras se llenan con una mezcla gaseosa compuesta
por 10% de Hy, 5 a 10% de CO, y 80 a 85% de N; el oxigeno remanente

se elimina merced a la accién catalizadora del paladio.

Si se construyen adecuadamente, estas camaras resultan econdmicas

para operar, ya que permiten el uso de medios convencionales y el costo

13
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de los gases es minimo. Una vez establecida, el mayor gasto es debido a
la mezcla gaseosa de nitrdgeno, hidrogeno y didxido de carbono, utilizada
para reemplazar el aire que ingresa durante el traslado de los materiales a

la cAmara (48, 98).

Tubos con pelicula de agar. Este sistema utiliza medios de cultivo
prerreducidos, generalmente soélidos, preparados en tubos con tapon de
hule, a los cuales también se agrega un agente reductor, como clorhidrato
de L-cisteina; a continuacion, se esterilizan en autoclave y posteriormente
se enfrian en una maquina giratoria para formar una capa fina en la
superficie interna de los tubos con el medio solidificado. Para realizar la
inoculacion se puede utilizar una aguja que se introduce a través del tapén
(impermeable al oxigeno), o bien, pasando una corriente suave de gas libre
de oxigeno hacia el tubo por medio de una céanula estéril; de este modo,
cada tubo posee una atmoésfera anaerobia propia, si bien el sistema

presenta la desventaja de requerir equipo especial poco accesible (48, 98).

Sistema Axonomat. El sistema consiste en una jarra en la que se crea un
ambiente anaerobio mediante una técnica de evacuacion-reemplazo del
aire presente en la misma. Se hace pasar a través de él una mezcla
gaseosa anaerodbica (80% de N, 10% de H, y 10% de CO;) 3 veces. En
cada ciclo, el 80% del aire contenido en la jarra es reemplazado por la

mezcla gaseosa anaerdbica y, de esa manera, se garantiza que en el

14
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tercer ciclo cualquier remanente de oxigeno haya sido eliminado. Como
indicador se hace uso de azul de metileno ademas de un catalizador de
paladio; cabe sefalar que el sistema también incluye un programa de
garantia de calidad interno que ejecuta pruebas adicionales (busqueda de
fugas y medicion de la actividad del catalizador), con la ventaja de que la

anaerobiosis se alcanza en un periodo de 1 a 2 h (164).

Morfologia Macroscopica. En el agar sangre anaerobio las colonias de
esta especie son de 3 a 5 mm de didmetro, no hemoliticas, blancas
grisaceas con superficie mate, refringentes, de estructura interna cristalina
e irregular, poco convexas y de margenes rizoides; presentan una
fluorescencia de amarillo-verdosa a roja cuando se observan bajo la luz

ultravioleta. (Consultar la figura 3) (117).

Figura 3. Aspecto de las colonias de C. difficile en agar sangre (117)

Por su parte, las colonias obtenidas en CCFA, CMA, CMBA o TCCFA son
grandes (de hasta 7 mm de diametro), amarillo-naranjas, planas y de

bordes irregulares, que viran el medio a naranja o amarillo, debido a la

15
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fermentacion de la fructosa o el manitol, segun el carbohidrato contenido
en el medio. Ademas, bajo la luz Ultravioleta presentan fluorescencia
amarilla la cual se detecta después de las 24 h de incubacion y durante los
siguientes 5 a 6 dias (consultar la figura 4). Por lo general, los cultivos

manifiestan un olor caracteristico a p-cresol (estiércol de caballo).

Figura 4. Aspecto de las colonias de C. difficile en el medio CCFA (116)

En el medio TCCFA, las colonias de este microorganismo tienen el mismo
aspecto que en los antes mencionados, pero se ha comprobado que el
taurocolato (o colato) presente favorece el proceso de transformacion de

espora a bacilo (48, 117).

Por ultimo, en el agar Clostrisel se obtienen colonias grisaceas de

aproximadamente 3 a 5 mm de didmetro, con bordes mellados a enteros,

planas y de superficie lisa.

16
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Por lo que se refiere a los medios liquidos, éstos suelen resembrarse
después del aislamiento en los medios selectivos, para la realizacion de
pruebas bioquimicas, destacando los caldos infusion cerebro corazon (BHI)
y glucosa carne cocida, en los cuales la bacteria desarrolla

moderadamente formando un sedimento de tipo granular (117).

Pruebas de identificacion. Si bien la identificacion presuntiva de
Clostridium difficile se realiza via la deteccion de las colonias tipicas en el
cultivo, la observacién de los frotis tefiidos al Gram y la percepcion del olor
caracteristico, la identificacion definitiva depende del patron de los
productos metabdlicos por Cromatografia de gas-liquido y Ila

caracterizacion bioquimica.

Las tablas 1 y 2 resumen los comportamientos bioquimicos de las

principales especies del género Clostridium.
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S0, esporas subterminales avales, Sr, esporas subterminales redondas; SBA, agar con sangre de oveja; NG, sin crecimiento; MR, no se dispone de resultados,
Y, resultados variahles, ", wvariable, por lo comidn positivo, vV, variable, por lo comdn negativa; D), digestion; C, codgulo; A, produccian de acido(+); G, gas.
Mntes G bofuwlinum Gy algunas cepas no toxigénicas de C. hastiforme v C. sublerminale

*Clasificacion cormo C chawvoei o C feseri. Patdgenos para herbivoros (vegetales)

*Especies de clostridios toxigénicos més comunes. G difficie distinguido con faclidad de G soorogenes, al cual se asemeja intimamente desde el punto de
vista fenotipico | por su capacidad de fermentar el manitoly por suincapacidad de digerir |a carne o la leche o de producir lipasa

“C. haemolficumy C. nowifiguran entre |os patogenos bacterianos conocidos mas exigentes para su desarollo y sensibles al oxigeno
*Clostridios de la gangrena gaseosa aislados con mas frecuencia; C nowyl, C. perfringens, vy C septicurr C. perfringens es el patdgena bacteriana gue se
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Identificacion por Cromatografia de Gas- Liquido y Resonancia Magnética.
Entre las primeras investigaciones en esta area destacan los trabajos de
Phillips y Rogers, quienes se basaron en el hecho de que Clostridium

difficile elabora p-cresol como producto final del metabolismo de la tirosina.

Para empezar la prueba, el microorganismo se siembra en un medio de
cultivo selectivo adicionado de acido p-hidroxifenilacético; éste es un
precursor del p-cresol, lo que permite el desarrollo del bacilo y la
produccion de p-cresol, compuesto que después es identificado por

cromatografia de gas-liquido.

Aunque la técnica resulta efectiva para efectuar la identificacion de la
especie en cuestion, lo cierto es que ha caido en desuso debido a la

necesidad de cultivar previamente al microorganismo (133).

En tal contexto, recientemente se ha estado combinando la cromatografia
de gas-liquido con la resonancia magnética, aplicando el método para
muestras fecales en las que se buscan los compuestos organicos volatiles
producidos por el metabolismo de la bacteria, entre los cuales se incluyen
acidos de cadena corta (aceético, butirico, isocaproico y butanoico),
aldehidos (2-hidroxi-benzaldehido), fenoles (4-metil-fenol y 2-metoxi-fenol),
y furanos (5-metil-2-furancarboxi-aldehido, 2-furancarboxi-aldehido y metil-

furancarboxi-aldehido) (consultar la figura 5).
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Los furanos se encuentran en mayor cantidad y, junto con los acidos
acético, butirico y butanoico, representan los principales metabolitos que
evidencian la presencia del agente causal, ya que su produccion se

considera una caracteristica comun de las cepas de Clostridium difficile

(140).
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Pico B Acido butanoico

Pico C 2-Furancarboxi-aldehido

Pico D 5-metil-2-furancarboxi-aldehido
Pico E Metil furancarboxi-aldehido
Pico F 2-hidroxi-benzaldehido

Pico G 4-metil-fenol

Pico H 2-metoxi-fenol

Figura 5. Cromatograma tipico del perfil de compuestos organicos volatiles
producidos por Clostridium difficile (Cromatografia de Gas-Liquido y
Resonancia Magnética) (140).
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PATOGENIA Y PATOLOGIA

II. PATOGENIA

Factores de virulencia

a. Produccién de toxinas

Los principales factores de virulencia de Clostridium difficile corresponden
a dos exotoxinas: la toxina A (TcdA del inglés Toxin Clostridium difficile A),
una enterotoxina de 308 Kilodaltones (KDa) y, la toxina B (TcdB), citotoxina
de 270 KDa. Diversos estudios han comprobado que la TcdB es mil veces
mas potente que la TcdA (como citotoxina) en cultivos de tejido, pero no

actia como enterotoxina en animales (136, 138).

Recientemente, se ha caracterizado una tercera toxina, denominada toxina
binaria (CDT por sus palabras en inglés Clostridium difficile binary Toxin),

pero su impacto en la enfermedad aun no se ha logrado aclarar (61).

Aspectos genéticos (Locus de patogenicidad)

En las cepas toxigénicas, los genes que codifican para TcdA y TcdB (tcdA
y tcdB, respectivamente) se encuentran localizados en un segmento de
ADN denominado locus de patogenicidad por los genetistas, el cual tiene
una longitud aproximada de 19.6 Kilobases (Kb). Adicionalmente, este

locus contiene tres fragmentos: tcdR, tcdE y tcdC, relacionados
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estrechamente con la regulacion de la produccion de toxinas (consultar la

figura 6) (145).

El fragmento tcdR, se encuentra localizado rio arriba del gen tcdB y su
expresion es coordinada por los genes de ambas toxinas, funcionando

como un regulador positivo en la sintesis de toxinas (101, 105,106).

El fragmento tcdE (también llamado dominio de translocacion-insercion a la
membrana) se ubica entre los genes tcdA y tcdB y su funcién consiste en
permitir la entrada de ambas toxinas al interior de la célula, para lo cual
cuenta con caracteristicas hidrofébicas que lo habilita para aumentar la

permeabilidad de la membrana “blanco” (167).

Finalmente, el fragmento tcdC se encuentra rio abajo del gen tcda y se
transcribe en direccion opuesta a los genes de las dos toxinas. Esta
secuencia funge como un regulador negativo de la produccién de toxinas

(73).

Es importante mencionar que en las cepas no toxigénicas el locus de

patogenicidad esta sustituido por un fragmento de AND de 115 pares de

bases, que corresponde a una regién no codificante (163).
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l 19.6 Kb |
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Figura 6. Locus de patogenicidad (183)
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Secuencias genéticas
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El gen que codifica para la toxina A fue clonado y secuenciado por Dove y

cols. Tiene una longitud de 8,133 pares de bases y 2,710 aminoacidos. La

figura 7 muestra su secuencia.
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Figura 7. Secuencia de aminoacidos del gen de la toxina A (44).
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Por su parte, el gen que codifica para la toxina B cuenta con una longitud

de 7,098 pares de bases y 2,341 aminoacidos. La secuenciacion y andlisis

fue realizada por Barroso y cols (Consultar la figura 8).
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Figura 8. Secuencia de aminoacidos del gen de la toxina B (12).
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La tabla 3 muestra las abreviaturas de los aminoacidos que constituyen las

toxinas de Clostridium difficile.

Nombre

Alanina
Arginina
Asparagina
Acido aspartico
Cisterna
Glutamina
Acido glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina
Valina

Abreviatura
A
R
N
D
C
Q
E
G
H

|
L
K
M
F
p
S
T
W
Y
\Y

Tabla 3. Lista de abreviaturas de los aminoacidos que constituyen las
toxinas de Clostridium difficile (36)

Toxinotipos de Clostridium difficile

Las investigaciones sobre TcdA y TcdB se han basado en la cepa de
referencia VPl 10463, lo que desde luego implica el hallazgo de
modificaciones genéticas de ambas toxinas en aislamientos clinicos.
Rupnik y cols desarrollaron un confiable sistema de tipificacion, basado en
el polimorfismo del locus de patogenicidad del microorganismo, que

involucra deleciones e inserciones en los genes tcdA, tcdB y en los

28



Facultad de Quimica, UNAM

fragmentos accesorios tcdR, tcdE y tcdC. A la fecha se han descrito 22
toxinotipos, tomando como referencia a la cepa VPl 10463, la que por
obvio corresponde al toxinotipo 0. La figura 9 muestra las caracteristicas

genéticas de cada toxinotipo (58, 144, 147).
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Figura 9. Toxinotipos de Clostridium difficile. Las lineas verticales en los
genes tcdA y tcdB del toxinotipo O indican alguna homologia entre ambos.
Los triangulos indican deleciones en esa parte del gen. A*, produccién de
TcdA; A", no produce TcdA; B*, producciéon de TcdB; B, no produce TcdB
(58, 144, 147).
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Sefales ambientales que regulan la expresion de las toxinas

Las sefiales ambientales que modulan la expresion de las toxinas aun no
son claras, si bien los estudios in vitro indican que dicha expresion puede
aumentar bajo condiciones de estrés (como en presencia de antibiéticos) y

al ocurrir represion catabolica (46, 100).

En el primer caso, algunos trabajos se enfocaron en observar la influencia
que podrian ejercer diversos agentes antimicrobianos en la produccion de
toxinas, encontrdndose que niveles subinhibitorios de penicilina y
vancomicina aumentaban la concentracion de toxinas en los cultivos de la

bacteria (125).

En el segundo caso, se utilizaron medios definidos con limitaciones de
biotina (0.05nM), observandose un incremento en la produccion de toxinas

de hasta 64 veces en TcdB y de 34 veces en TcdA (197).

Por otra parte y, en contraste con estas observaciones, Karlsson encontrd
que una mezcla de nueve aminoécidos (cisteina, glicina, isoleucina,
leucina, metionina, prolina, treonina, triptofano y valina) disminuia la
produccion de toxinas in vitro, y que los propios derivados de los mismos
aminoacidos daban lugar a un efecto similar. Esos resultados generaron la
propuesta de que la administracion de tales aminoacidos en el colon
humano podria representar una nueva terapia para la diarrea asociada a

Clostridium difficile (79, 80).
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AuUn a pesar de las demostraciones anteriores, a la fecha no se ha logrado
establecer cuales son los factores que regulan la expresion de las toxinas y
como llevan a cabo esa funcion, por lo que es necesario continuar

trabajando alrededor de esta trascendental tematica.

Mecanismo de accién y dominios funcionales de las toxinas

Receptores de TcdA y TcdB en la superficie celular

La union al receptor significa el primer paso “clave” en el proceso de
entrada de las toxinas a la célula “blanco”. En el caso de TcdA, su receptor
es el disacéarido Galp1-4GIcNAc, el cual se encuentra en los antigenos del
grupo sanguineo Lewis I, Xy Y (177). Otros reportes sefialan que la TcdA
también reconoce al sacérido Galal1-3GalB1-4GIcNAc, lo cual parece ser
intrascendente, debido a que este receptor no esta presente en células

humanas sino en varias especies animales (87, 183).

Por otro lado, el grupo de Pothoulakis comprob6 que el tratamiento de
células “blanco” con la enzima galactosidasa reducia la unién de TcdA a
aquellas, debido quizd a que un posible receptor proteico, la sacarosa-
isomaltasa, interferia la interaccion; cabe mencionar que esta enzima se
encuentra en células del iledn del conejo, pero estd ausente en células del
colon humano. Estas indefiniciones dejan ver con claridad que aun no se

detecta con certeza al receptor proteico para la TcdA (137).
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Anélogamente, el receptor de la TcdB no se ha logrado caracterizar vy,
hasta el momento, se acepta que la toxina afecta a un amplio rango de
tipos celulares, lo cual sugiere que su receptor podria catalogarse como

ubicuota (183).

Endocitosis mediada por receptor y traslocacion a la membrana

Una vez que las toxinas han reconocido a su receptor, inicia el proceso de
entrada de aquellas a la célula “blanco”, lo cual en ambos casos ocurre
mediante endocitosis; es decir, tiene lugar la invaginacion de la membrana
citoplasmatica para formar una vesicula denominada endosoma, que
posteriormente se fusiona con el lisosoma para digerir el contenido
endosomico. Durante el evento las toxinas suelen escapar del endosoma,
debido a que el pH acido en el interior de este compartimiento promueve
gue se generen cambios estructurales en ellas: se expone su dominio
hidrofébico TcdE vy ello permite la salida de TcdA y TcdB al citosol (13, 43,

52, 69, 113, 131,142).

“Blancos” intracelulares de las toxinas de C. difficile y muerte celular

Después de la internalizacion al citosol por parte de la TcdA y TcdB, ambas
se dirigen a sus “blancos” especificos: el grupo de las GTPasas Rho, Racy
Cdc42. Las toxinas inactivan a estas enzimas via la glucosilacion de la
Treonina 37 de Rho y de la Treonina 35 de Rac y de Cdc42 (37, 76, 77,

113, 139, 174, 187).
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Es importante tomar en cuenta que las proteinas de la familia Rho
constituyen una subfamilia de las proteinas Ras, que engloba al menos a
guince miembros conocidos, incluidos los prototipos RhoA, Rac y Cdc42,
los cuales representan un regulador primario del citoesqueleto de actina en
las células eucariontes. RhoA media la creacion de las fibras de estrés, la
motilidad y las adhesiones focales, mientras que Rac y Cdc42 estan
relacionadas con la formacion del lamellipodium y el filopodium,
extensiones estructurales esenciales para el movimiento y la adaptacion al
ambiente durante la migracion celular. De manera conjunta, las proteinas
Rho juegan un papel crucial en la morfogénesis, el control del ciclo celular,

la regulacion de la transcripcién y la apoptosis (2, 103, 153).

En tal contexto, la afectacién de estas proteinas provoca la condensacion
de actina y, consecuente, el redondeo de las células “blanco”, dafios a
nivel de su membrana y la muerte celular via apoptosis (consultar la figura
10). Cuando esta Ultima tiene lugar por efecto de las toxinas del
microorganismo, el redondeo y la muerte de las células implicadas
corresponden a dos eventos temporalmente distintos. TcdB es capaz de
inducir el mencionado redondeo en un lapso menor de 2 h y la muerte
ocurre 24 h mas tarde, lo que de alguna manera explica la evolucién de la
enfermedad, con efectos citopaticos que mas tarde derivan en la muerte

celular. (25, 65, 71, 141, 157).
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Figura 10. Vision general de las modificaciones intracelulares de TcdA y
TcdB. Tanto TcdA como TcdB acttan como glucosiltransferasas,
modificando e inactivando a Rho, Rac, y Cdc42, via la transferencia de un
azucar, usando como sustrato a la UDP-glucosa. Los efectos resultantes
incluyen la condensacién de actina, la pérdida de la regulacion
transcripcional y la apoptosis (183)

Organizacion del dominio enzimatico

En las toxinas de Clostridium difficile, el dominio necesario para llevar a
cabo la glucosilacion de las proteinas Rho se encuentra cercano a la

region amino-terminal (N-terminal) (consultar la figura 6) (72, 184).

En dicho dominio existen residuos de aminoacidos que resultan esenciales

para mantener la actividad catalitica de las toxinas. Tal es el caso de un

motivo denominado DXD vy del triptofano 102, ya que eventuales
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mutaciones en estas secuencias dan lugar a moléculas incapaces de

glucosilar GTPasas in vitro (26, 27).

Organizacion del dominio de union al receptor

Tanto TcdA como TcdB presentan un dominio de union al receptor que se
encuentra vecino a su carbonilo terminal (C-terminal) y funciona como una
secuencia que reconoce al receptor y promueve la endocitosis de las
toxinas (consultar la figura 6). Ese dominio esta constituido por méas de 38
unidades de oligopéptidos, denominados CROPS (del inglés combined

repetitive oligopeptides) (54, 55, 151).

Particularmente TcdA presenta 5 grupos de CROPS, cuyo tamafio fluctia
entre 21 y 50 aminoacidos (Consultar la figura 11). TcdB también posee 5
grupos de CROPS, de los cuales 4 son homdlogos a los CROPS de TcdA.

(182).
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Figura 11. CROPS de TcdA. Los 5 grupos se denominan A, B, C,Dy 1
(182).
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Los CROPS de TcdA actian como sitios de unién a receptores que
contienen residuos de galactosa, tales como el sacarido Gal_1-3Gal_1-
4GIcNACc, al cual se le ha ubicado en la superficie de células epiteliales del

intestino de hamsters y conejos (87, 143, 144, 193).

Papel de TcdA y TcdB en la enfermedad

En la colitis pseudomembranosa, uno de los efectos atribuidos a las dos
toxinas involucradas consiste en la ruptura de las “tight junctions” (un tipo
de union intercelular del tejido intestinal), lo que altera la integridad del

epitelio entérico (51).

Dicho trastorno genera una via de paso de los neutréfilos hacia el lumen
del intestino, lo que contribuye notablemente a la formacion de las
caracteristicas pseudomembranas sobre el epitelio (consultar la figura 12)

(82, 83, 94, 161).

En este sentido, es preciso subrayar que los leucocitos polimorfonucleares
provocan drasticos incrementos de los intermediarios reactivos del oxigeno
y la secrecion de monofosfato de adenosina (AMP). La importancia de este
altimo compuesto reside en el hecho de que el AMP es convertido en
adenosina (por una 5’-ectonucleotidasa) en el lado apical de las células
epiteliales, lo cual inhibe la secrecion de cloruros hacia el lumen intestinal

(Figura 12) (99).
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Figura 12. Efecto de los neutréfilos en el lumen intestinal (99).

La TcdA ejerce interesantes efectos sobre los macréfagos, monocitos y
mastocitos, lo que conduce a la secrecion de las citocinas proinflamatorias
IL- 1, IL-6, IL-8 y TNF-a (Consultar la figura 13). La IL-1 y el TNF-a
estimulan la biosintesis de prostaglandinas (PGs), via la activacion de la
fosfolipasa A; y de la ciclooxigenasa 2, respectivamente (34, 66, 186).
Cabe agregar que la activacion de las PGs y en especial de la Ey,
incrementa la secrecion de electrolitos y agua en el intestino. De hecho,
muchos de los efectos inflamatorios y secretorios disminuyen con la
administracion de inhibidores del factor activador de plaquetas, de la

fosfolipasa A, y de la sintesis de PGs (3, 86).
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Figura 13. Efectos celulares de TcdA 'y TcdB en el epitelio intestinal (183)

Adicionalmente, se ha relacionado a la TcdA con las neuronas de la
submucosa: Mantyh y cols encontraron que un antagonista de la sustancia
P atenla la respuesta intestinal en ratas tratadas con la toxina. La
sustancia P corresponde a un pequefio péptido que se encuentra en el
tejido intestinal y en el sistema nervioso central, actia como
neurotransmisor y se le ha asociado a la diarrea inflamatoria. El
mecanismo por el cual la TcdA modula la produccion de la sustancia P aun
se desconoce, pero se ha demostrado que al tratarse el ileon de ratas con
la toxina se incrementa la produccion de dicha sustancia P y que ello

conduce a la activacion de los mastocitos (32,102).
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Los efectos de la TcdA que contribuyen a la generacién de la colitis

pseudomembranosa se pueden resumir de la siguiente manera:

e Aumento de la permeabilidad epitelial

e Produccion de citocinas y quimiocinas

e Infiltracion de neutrdfilos

e Activacion de las neuronas de la submucosa

e Produccion de intermediarios reactivos de oxigeno
e Activacion de mastocitos, macrofagos y monocitos
e Produccion de sustancia P

e Dairio directo a la mucosa intestinal

Cepas TcdA™ causantes de enfermedad

Diversos estudios habian establecido que TcdB no causaba dafio en el
intestino a menos que TcdA estuviera presente, e inclusive, se concluia
gue ambas toxinas actuaban de manera sinérgica. Sin embargo,
recientemente se ha venido incrementando el nimero de reportes sobre
aislados clinicos de cepas de Clostridium difficile TcdA negativas (TcdA’)
pero TcdB positivas (5, 115, 134, 135). Tal es el caso de los toxinotipos
VIII, X, XVI'y XVII, en los cuales se observa que el gen que codifica para la
toxina A presenta una delecion vecina al C-terminal, que da lugar a la

produccion de una proteina trunca incapaz de causar dafio (146).
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Se han propuesto dos posibles explicaciones para la existencia de estas
cepas: la primera infiere que TcdB puede tener un papel aun més
importante en la enfermedad que el que se le reconocia previamente, o
bien, sustituye o compensa la ausencia de TcdA. Ello esta sugerido en un
reporte cuyos autores percibieron que TcdB tenia un gran potencial como

enterotoxina (152, 183).

La segunda propone que la deteccion de cepas TcdA™ podria provenir de

algun evento de seleccién ocurrido dentro del hospedero (183).

Es importante mencionar que hasta el momento no se sabe cual es el
impacto clinico de estas cepas ya que no se han encontrado diferencias

significativas entre la enfermedad producida por cepas TcdA" y TcdA™ (95).

Inmunidad frente a TcdA 'y TcdB

La primera linea de defensa contra la infeccion ocasionada por Clostridium
difficile reside en la presencia de la flora habitual del intestino, la cual limita
el crecimiento de este patdgeno tanto in vivo como in vitro. Un segundo
factor de proteccion consiste en la acidez géastrica, que reduce el numero
de esporas viables e inactiva las toxinas ingeridas. A las anteriores se
suma el peristaltismo normal del intestino, ya que este movimiento evacua

del tracto digestivo a la bacteria y a sus toxinas (38).
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A pesar de la importante participacién de estos mecanismos defensivos, la
respuesta inmune humoral parece ser determinante y capaz de definir la
duracion y severidad de la enfermedad. Asi lo demuestran los trabajos de
Kyne, quien observo que soélo el 50% de los pacientes que son colonizados
desarrolla la patologia y que, ademas, el analisis del suero en los enfermos
evidencia niveles séricos de anticuerpos IgG e IgM contra la toxina A hasta
tres veces mas altos en los individuos que presentan diarrea que en los
asintoméaticos. El hallazgo incluye solamente a los anticuerpos contra la
toxina A pero no se descarta alguan fenédmeno similar asociado a la B (90,

132).

La respuesta inmune de la mucosa también protege contra la infeccion por
Clostridium difficile: Kelly y cols reportaron que los anticuerpos IgA de la
mucosa intestinal acttan inhibiendo la unién de la toxina A a su receptor

(84).

Finalmente, la inmunizacion representa otro mecanismo estudiado.
Durante la década de los 80s se observé que la inoculacion de pequefias
dosis de toxina A en hamsters hembras protegia a las crias de éstas (85).
A pesar de estos resultados, es claro que el andlisis de la inmunologia de
Clostridium difficile requiere de una amplia profundizacién, para determinar

el potencial de la eventual inmunizacion en humanos (49).

42



Facultad de Quimica, UNAM

Otras toxinas producidas por Clostridium difficile

Ademas de TcdA y TcdB, algunas cepas de Clostridium difficile producen
una tercera toxina, denominada toxina binaria (CDT por Clostridium difficile
binary toxin). La frecuencia de las cepas que la sintetizan fluctia entre
8.3% y 23.5%, habiéndose detectado la toxina en heces de humanos y de

algunos equinos y caninos (58, 146, 172).

Genéticamente, la CDT esta conformada por un dominio enzimético de
48kDa (CDTa, por Clostridium difficile binary toxin a), la cual funciona como
una ADP-ribosiltransferasa y, ademas, por un dominio de unién de 99kDa

(CDTb), que permite la entrada de CDTa a la célula hospedera (61, 62).

Barbut y cols reportaron que las cepas CDT positivas causan sintomas
mas severos que las no productoras de esa toxina (9), lo que no
necesariamente coincide con lo establecido por otros autores quienes
concluyen que el espectro de la enfermedad es el mismo para ambos tipos
de cepas (57, 144, 146). Por lo tanto, se puede afirmar que mientras el
papel de TcdA y TcdB ya se ha reconocido como esencial en la afeccion, la

posible contribuciéon de CDT aun no se ha aceptado en forma general.

b. Adhesinas

Para numerosos patdgenos que ocasionan toxi-infecciones, la expresion

de la virulencia a menudo abarca la produccién y accion de toxinas y
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adhesinas. Mientras las toxinas son secretadas al medio extracelular para
que actien sobre el sitio “blanco”, las adhesinas capacitan a los
microorganismos para adherirse a las células del hospedero. Clostridium
difficile lesiona los tejidos basandose predominantemente en la accion de
TcdA y TcdB, si bien su posibilidad de colonizar previamente el intestino
depende de proteinas que presentan propiedades adhesivas, entre las

cuales destacan las siguientes:

Flagelos

Clostridium difficile debe su movilidad a flagelos peritricos que miden 0.5 a
1.9 um de ancho por 3.0 a 6.9 um de largo y que son el producto de dos
genes: fliC y fliD. El primero da lugar a una proteina de 39 KDa
denominada Flagelina que corresponde al mayor componente estructural
del flagelo y, el segundo, origina una molécula proteica de 56 Kda, la
proteina Cap, requerida para el anclaje del flagelo a la membrana

bacteriana (169).

Si bien se ha comprobado que tanto las cepas flageladas como las no
flageladas contienen ambos genes, aun se desconoce porqué solo parte

de ellas presentan dichos organelos (170).

Tasteyre y cols realizaron algunos experimentos in vitro en los cuales
comparo la adherencia de la bacteria al tejido intestinal murino y porcino,

observando que la union solo ocurria al tejido de raton, debido
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probablemente a que éste presentaba un receptor para el flagelo. Hasta el
momento, se acepta que los flagelos representan el principal factor de
virulencia que promueve la adhesion de Clostridium difficile a la mucosa

intestinal (168).

Proteinas de la superficie bacteriana

Recientemente se han estudiado algunas proteinas superficiales de
Clostridium difficile que podrian contribuir a la colonizacion, destacando los
trabajos de Waligora y cols. Ellos detectaron a la Cwp66 (por clostridial wall
protein), de 66 Kda y que in vitro muestra propiedades como adhesina;
inclusive, en bacterias tales como Bacillus subtilis y Staphylococcus
saprophyticus moléculas similares también funcionan como autolisina,

aspecto que aun no se ha logrado comprobar en la Cwp66 (185).

Hennequin localizé a la Fbp68 (por fibronectin-binding protein), de 68 kDa,
que posibilita la unién bacteriana a fibronectina, una importante
glicoproteina que se encuentra en los fluidos corporales y en la matriz
extracelular de los vertebrados, y cuya funcion seria la de adherir el bacilo

a la matrix extracelular, fibrinogeno, colageno y vitronectina (68).

Por otro lado, se detectd otro grupo de proteinas que forman parte de la
capa S, una estructura asociada a la superficie bacteriana de numerosos
géneros (150). Estudios bioquimicos han demostrado que la capa S de

Clostridium difficile esta formada por dos grupos: uno de 36 KDa,
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denominado proteinas de bajo peso molecular de la capa S vy, el restante,
de 45 KDa, conocido como proteinas de alto peso molecular de la capa S
(194). El grupo de Calabi realizé el andlisis de la secuencia que codifica
para estas proteinas y encontr6 que ambos grupos son productos de un

mismo gen, sIpA (por Surface Layer Proteins) (31).

La bacteria se une in vitro a las células Hep-2 (células de carcinoma
laringeo humano) via la capa S, e in vivo se ha demostrado el mismo
patron en ratones, lo que ha sugerido que se trata de una adhesina

relevante (30).

Propiedades inmunoldgicas de las adhesinas de Clostridium difficile

El suero de los pacientes con colitis pseudomembranosa presenta
anticuerpos contra algunas adhesinas, como es el caso de FliC y FliD. Con
base en esta observacién, O’'Brien y cols, probaron los efectos de la
inmunizacion pasiva en hamsters, inoculdndoles anticuerpos anti-proteinas
de la superficie bacteriana. Dichos autores observaron que el progreso de
la infeccion disminuye, al inhibirse la union del patégeno al tejido intestinal
e incrementarse la fagocitosis (122). Este hallazgo ha evidenciado que,
durante el curso de la enfermedad, algunas adhesinas inducen una
respuesta humoral muy importante para la defensa del hospedero, lo que
ha dado lugar al desarrollo de vacunas que puedan proteger al humano de

la colitis pseudomembranosa (128, 129).
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c. Enzimas hidroliticas

Steffen, Seddon y Fedorko observaron la produccion de hialuronidasa,
condroitina-4-sulfatasa, gelatinasa, colagenasa y L-prolina-aminopeptidasa,
por parte del microorganismo. De hecho, la deteccién de esta ultima ha
fundamentado el desarrollo de un nuevo método para la identificacion
rapida de Clostridium difficile, ya que realmente son escasas las bacterias
que dan positiva esta prueba bioquimica. Por su parte, la hialuronidasa es
utilizada por el bacilo para hidrolizar el &cido hialuronico y producir N-
acetilglucosamina, molécula necesaria para su metabolismo. En conjunto,
este grupo de enzimas aumenta la disponibilidad de nutrientes en el
intestino y, por ende, promueve el establecimiento de la bacteria en los
tejidos del hospedero, aunque aun no se ha logrado correlacionar su

concentracion con la virulencia de las cepas (50, 154, 162).

d. Capsula

Los trabajos de Davies y Borriello con 9 cepas toxigénicas y 6 no
toxigénicas revelaron la presencia de una capsula compacta o difusa,
dependiendo de la clona estudiada; ellos emplearon Rutenio rojo para
marcar el glicocalix (41). Un afio mas tarde Baldassarri reporté que dicha
capsula media 30 a 80 nm en algunos aislados de pacientes con colitis
pseudomembranosa y 10 a 20 nm en los provenientes de nifios

asintomaticos. Hasta el momento, los estudios concluyen que este factor
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de virulencia tiene solo actividad antifagocitaria y no propiedades

adhesivas (8).

Epidemiologia

a. Factores de riesgo

Uso de antibidgticos de amplio espectro

Desde los 60s y hasta la fecha, la administracion de antibiéticos de amplio
espectro esta considerada como el mas significativo y frecuente factor de
riesgo en lo tocante a la aparicion de la enfermedad asociada a Clostridium
difficile. La razén principal de esta afirmacién reside en el hecho de que
una de las principales defensas contra la colonizacién del tejido
gastrointestinal radica en el mantenimiento del ecosistema entérico. Asi,
cuando algun invasor oportunista alcanza esos tejidos, su crecimiento sera
limitado o nulo, merced a los componentes de la flora habitual, fenémeno

conocido como “resistencia a la colonizaciéon”.

Sin embargo, es claro que la administracion de antibidticos puede destruir
el mencionado equilibrio y permitir al patdgeno establecerse o incrementar
su namero en los tejidos intestinales, ante la abrupta ausencia de los
simbiontes sensibles al antimicrobiano en turno. La tabla 4 menciona a los

antibiéticos mas comunmente implicados en este proceso (49, 192).
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Alto riesgo Riesgo Moderado Riesgo bajo
Cefalosporinas Ampicilina, amoxicilina  Aminoglucosidos
Clindamicina Co-trimazol Metronidazol

Macrolidos Quinolonas
Tetraciclinas Rifampicina

Tabla 4. Antibioticos y su riesgo en la adquisicién de Clostridium difficile
(192)

Clindamicina

En 1970 surgid6 un mayor interés por la colitis pseudomembranosa,
después de la publicacion de un estudio que reportdé a 200 pacientes que
habian sido tratados con clindamicina y, de los cuales, el 21% desarrollo
diarrea y el 10% colitis pseudomembranosa; una reunién originada por el

fendmeno dio lugar al término “colitis asociada a clindamicina” (78, 92).

Practicamente al mismo tiempo, se observé que el antimicrobiano también
inducia cecitis letal en hamsters y que el filtrado de heces de estos
animales contenia una toxina capaz de manifestar citotoxicidad en cultivos
de células (15). Actualmente, el antibiético es raramente prescrito, lo que

ha disminuido su incidencia en los casos de colitis.
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Cefalosporinas

Las cefalosporinas estan consideradas como un importante factor de
riesgo para adquirir diarrea asociada a Clostridium difficile, en especial las
denominadas de tercera generacion, tales como ceftazidima y ceftriaxona.
De hecho, son mas potentes que otros antibiéticos de amplio espectro
incluidas la gentamicina y las penicilinas, por lo que numerosos autores
proponen su uso racional en la busqueda de reducir los casos de colitis

pseudomembranosa (6, 14, 33, 60,120).

Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas tales como la ciprofloxacina y ofloxacina se han
relacionado ocasionalmente con Clostridium difficile. Un ejemplo de ello es
un reporte en el que se implico a la ciprofloxacina con la bacteria, aunque
inicialmente existia un diagndstico previo de salmonelosis, lo que hace
posible que este cuadro haya sido el que desencadend la patologia en vez

de la fluoroquinolona (18, 29, 70, 96, 108, 192).

En apoyo a la observacion anterior, se publicoO un estudio que demostro
gue, de 213 pacientes que reciberon ciprofloxacina como monoterapia,

ninguno desarrollé la enfermedad (59).

Como suele suceder, McCusker y cols reportaron una fuerte asociacion

entre las fluoroquinolonas y la colitis pseudomembranosa, patologia muy
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parecida a la que se origina con clindamicina. Sin embargo, la mayoria de
los autores clasifica a las fluoroguinolonas como antibiéticos de bajo riesgo

(107, 192)

b. Grupos afectados

Los grupos més afectados por Clostridium difficile son los conformados por
pacientes hospitalizados y en especial quienes sufren de deterioro
inmunoldgico, tales como los ancianos mayores que han recibido terapia
de antibidticos; cabe agregar que la probabilidad de adquirir al patégeno se

incrementa con el tiempo de hospitalizacion (4, 39, 89, 109).

Otro grupo vulnerable esta constituido por 10 al 15% de los nifios recién
nacidos e infantes de hasta 2 afos, en los que se llegan a encontrar
toxinas en niveles similares a las de los adultos con colitis severa. Sin
embargo, es preciso subrayar que algunos no desarrollan sintomas
aparentes (23, 136, 155), al parecer debido a que, en etapas tempranas de
la vida, el receptor para la toxina A aun no se desarrolla en cantidades

importantes (47).

c. Otros factores de riesgo

Otros factores predisponentes, aunque por fortuna de baja incidencia,
consisten en las cirugias gastrointestinales, la presencia de sondas de

succion nasogastrica, el manejo odontolégico con antibiéticos de amplio
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espectro, las enfermedades cronicas graves, sobre todo las renales,
hepaticas y causantes de inmunodepresion, los procedimientos
gastrointestinales no invasivos repetidos (endoscopias), el uso de
antiulcerosos, la quimioterapia, la estancia en unidades de terapia
intensiva, la alimentacion por sonda pospilérica, la infeccién cruzada con
las manos del personal médico y la contaminacién de superficies y objetos

tales como los termdmetros electronicos réctales (11, 126, 136).

Ademas, en afos recientes, Clostridium difficile ha surgido como una de

las causas de diarrea cronica en los pacientes con SIDA (189).
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IIl. PATOLOGIA

a. Histologia y cuadro clinico

a.1l Cuadro Clinico

Se debe sospechar de la enfermedad asociada a Clostridium difficile en
todo paciente que presente diarrea a partir del tercer dia de hospitalizacion
(definida como mas de tres deposiciones blandas o liquidas al dia y por
mas de dos dias consecutivos), sin alguna causa que la explique vy, en
especial, al tratarse de casos en los que exista antecedente de uso de

antibidticos en los tres meses previos.

El espectro clinico correspondiente es amplio y comprende, en orden de
gravedad, el estado de portador asintomatico, la diarrea simple o asociada
a colitis, la colitis pseudomembranosa y la colitis fulminante (con o sin

megacolon toxico) (28, 74, 143).

Los signos y sintomas aparecen generalmente en forma abrupta durante el
tratamiento antibidtico (aunque en el 20% de los casos pueden aparecer
dentro de los 60 dias posteriores), y consisten en diarrea acuosa, fiebre de
moderada intensidad, dolor abdominal, nauseas, anorexia, distension
abdominal, deshidratacion y compromiso del estado general; en el
laboratorio, se observan leucocitosis, hipoalbuminemia y alteraciones
hidroelectroliticas (28, 74, 143). Dichos sintomas aparecen con mayor

intensidad y frecuencia a medida que la patologia evoluciona, desde
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diarrea simple hasta las formas mas graves (136). El 20% de los casos
graves se pueden presentar sin diarrea, apareciendo como un abdomen
agudo, con ileo, signos sépticos y falla organica mdultiple, especialmente

en pacientes con otro tipo de padecimientos (28, 74).

a.2 Histologia

En general, las lesiones de la colitis pseudomembranosa muestran las

siguientes caracteristicas:

Macroscépicamente, se observa una alteraciéon difusa de la mucosa
coldnica, la cual adquiere un color rojo intenso, con erosiones superficiales
y parcialmente cubiertas por placas blanco-amarillentas de
aproximadamente 2 a 10 mm de didmetro; éstas corresponden a las
caracteristicas pseudomembranas que dan origen al nombre del

padecimiento (consultar la figura 14) (81).

MicroscOpicamente, se observan tres tipos de lesiones, de acuerdo con la

severidad del cuadro:

Lesion tipo | o temprana. Se caracteriza por necrosis epitelial en forma de

parches, acompafiada de un exudado de fibrina y neutréfilos en la luz del

colon.
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Lesion tipo Il. Es mas exudativa y prominente, por lo que es conocida
como lesion tipo volcan, ya que aparece como una ulceracion epitelial, en

tanto que la mucosa circundante permanece intacta.

Lesidn tipo lll. Se caracteriza por necrosis epitelial difusa y una ulceracion
recubierta por una pseudomembrana compuesta por mucina, fibrina,

leucocitos y desechos celulares.

Cuando la infeccién se resuelve, la mucosa regresa a la normalidad,

aungue persiste una irregularidad glandular residual (136).

Figura 14. Colitis pseudomembranosa. A. Espécimen del colon post-
mortem. B. Imagen enddscopica de las pseudomembranas: se observan
las placas amarillentas tipicas de la enfermedad (flechas) (24,75)
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IV. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Manejo de la muestra

La realizacion del diagnostico en el laboratorio se basa principalmente en
el andlisis de evacuaciones fecales liquidas o semisdlidas, de las cuales en
general se recolectan 10 a 20 mL. Los especimenes solidos Unicamente se
emplean en el caso de estudios epidemiolégicos, en los cuales se trata de

determinar el indice de portadores sanos de una cierta poblacion.

La recoleccion se efectla en recipientes estériles de vidrio o plastico que
no contienen medio de trasporte. Para la Optima recuperacion del
microorganismo, la muestra se debe procesar dentro de las dos primeras
horas posteriores a la obtencion ya que, el nimero de células vegetativas
viables disminuye rapidamente. En caso de que no se pueda realizar el

analisis se debe de conservar a 5°C un maximo de 2 dias.

Las muestras en las cuales se busca a las toxinas deben mantenerse a
5°C por un maximo de 3 dias, o bien, se pueden congelar a -70°C bajo
condiciones anaerobias. La congelacién a -20°C no se recomienda, ya que

la actividad citotdxica disminuye dramaticamente (53, 117).
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a. Deteccidon de Clostridium difficile en muestras fecales

Cultivo

El cultivo de las muestras pretende demostrar la presencia del patégeno en
las evacuaciones de los pacientes afectados. Para ello, es necesario
realizar un pre-tratamiento de las heces, que permita seleccionar las
esporas de Clostridium difficile y evitar el crecimiento de otros
microorganismos. Los dos procedimientos mas utlizados son el
tratamiento con alcohol y el tratamiento con calor. En el primero, se
colocan volumenes iguales de la muestra y etanol absoluto (o al 95%) en
un tubo, se mezclan suavemente y el contenido se incuba durante 1 h a
22-25°C, en agitacidbn constante; posteriormente, algunas alicuotas se
siembran en los medios CCFA, agar sangre anaerobio o agar yema de
huevo. En el segundo, un tubo con medio carne-almidon-glucosa es
precalentado a 80°C en bafio Maria durante 5 minutos; se le adiciona 1 mL
de la muestra y se calienta por 10 minutos mas, antes de ser enfriado con
agua a temperatura ambiente; la suspension es sembrada en alguno de los

tres medios antes mencionados (117, 118).

La incubacion de los cultivos se lleva a cabo en condiciones de
anaerobiosis, a 37°C durante 48 h. La identificacion posterior del
microorganismo se realiza con base en las caracteristicas microscopicas,
macroscopicas, en las pruebas bioquimicas y a través de cromatografia de

gas-liquido o resonancia magnética (117).
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b. Deteccién de las toxinas de Clostridium difficile

Pruebas de citotoxicidad en cultivos de células

Si bien existen multiples métodos para la deteccion de las toxinas de
Clostridium difficile en heces, el ensayo de citotoxicidad en cultivo de
células es el que se considera como estandar de oro, contra el cual se

evallan las nuevas tecnologias.

En este sentido, el método se fundamenta en la deteccion del efecto
citotoxico de la toxina B en cultivos de células. Para ello, se diluye 1:3 la
muestra fecal, empleando como diluyente una solucion amortiguadora de
fosfatos, y el contenido se centrifuga a 2,500 g por 30 minutos; a
continuacion, se separa el sobrenadante, se filtra a través de una
membrana con poro de 0.45 um de didmetro y se inoculan 100 uL del
filtrado en placas con cultivo celular, incluida una adicionada con antitoxina
de Clostridium sordelii, la cual neutraliza los efectos citotoxicos de las
toxinas de Clostridium difficile. Este Gltimo requisito resulta necesario para
aportar especificidad al método, ya que algunas muestras fecales podrian
contener otras sustancias que indujeran el efecto citotoxico. Las placas se
incuban a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,, y los efectos (el
redondeo de las células) se examinan a las 24 y 48 h (consultar la figura

15) (42, 178, 180).
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Figura 15. Efectos citotdéxicos originados por la toxina B de Clostridium
difficile. Células de fibroblastos humanos inoculadas en ausencia (A) y
presencia (B) de antitoxina de Clostridium sordelii (5).

Los tipos celulares utilizados mas comunmente incluyen células de
fibroblastos humanos de pulmoén e intestino, ovario de hamster chino
(CHO), adrenales de raton, neuroblastoma de raton, rifion de hamster

(Vero) y adenocarcinoma de cervix (HeLa) (23).

El método posee una alta sensibilidad y especificidad: 94 al 100% y 99%,
respectivamente. Sin embargo, se presentan ciertas desventajas,
destacando el tiempo requerido para observar los efectos citotdxicos (24 a
48 h) y la eventual inactivacion de la toxina B, lo que resulta en falsos
negativos. Por tal motivo, se han desarrollado nuevos métodos que

permiten un diagndstico rapido de la enfermedad (42,117, 178).

Es importante mencionar que existe una variante del método antes
mencionado, a la cual se conoce como “cultivo toxigénico”; consiste en

realizar el ensayo de citotoxicidad a partir del microorganismo recuperado
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en la placa del primocultivo. Para ello, se inoculan varias colonias en un
caldo de enriguecimiento, como el caldo de infusion cerebro corazén (BHI),
éste se incuba en anaerobiosis a 37°C durante 24 h y se filtra el contenido
empleando una membrana cuyo poro sea de 0.45 um de diametro; a
continuacion, se utilizan 100 uL del filtrado para realizar el ensayo de
citotoxicidad. Debido a que el cultivo toxigénico requiere de un mayor
tiempo, generalmente no se utiliza y se prefiere buscar a las toxinas

directamente en las heces (198).

Contrainmunoelectroforesis

La contrainmunoelectroforesis (CIE) es un método muy sensible que
permite realizar la deteccion de toxinas en un nimero grande de muestras,
es sencilla y los resultados pueden obtenerse en 45 a 60 minutos. La
técnica se basa en dejar difundir en el seno de un gel, tanto el antigeno
como el anticuerpo; cuando ambos entran en contacto se forman lineas de
inmunoprecipitado que manifiestan homologia. La mencionada difusion se
lleva a cabo bajo la influencia de un campo eléctrico y el uso de soluciones
amortiguadoras de distinta concentracion ionica promueve el efecto
electroendosmatico: el agua del amortiguador se protona y migra hacia el
catodo arrastrando a los anticuerpos, hasta que se encuentran con el
antigeno dando origen a las bandas de inmunoprecipitacion (Consultar la

figura 8) (23).
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Ryan y cols (1980) fueron los primeros investigadores en aplicar la CIE
para el diagnostico, determinando una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 80% (148). En este entonces se penso que la CIE era un
método de diagnadstico rapido para Clostridium difficile; sin embargo, West
y Wilkins observaron que también aparecian lineas de inmunoprecipitado
cuando se analizaban cepas no toxigénicas, debido a que la antitoxina
utilizada contenia anticuerpos frente a las toxinas A y B, aunque también
anticuerpos contra diversos antigenos superficiales del propio
microorganismo (188). De esta manera, se concluyé que el método
resultaba altamente sensible pero poco especifico, por lo que era
conveniente usar una antitoxina purificada que solo presentara anticuerpos
frente a las toxinas A y B de Clostridium difficile). Cabe subrayar que este

método ha caido en desuso, debido a las desventajas antes mencionadas.

v —|-@

linea de inmunoprecitado

Figura 16. Método de contrainmunoelectroforesis para la deteccion de las
toxinas de Clostridium difficile. Ag, antigeno. Ac, Anticuerpo (23)
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Ensayo de aglutinacién con particulas de latex

Este método consiste en el uso de anticuerpos acoplados a particulas de
latex, los cuales al entrar en contacto con el antigeno correspondiente
participan en una reaccion de aglutinacion cuya claridad es incuestionable.
Inicialmente, Shahrabadi y cols desarrollaron este ensayo para detectar la
toxina A en heces; sin embargo, se reconocia a una enzima bacteriana, la
glutamato deshidrogenasa (GDH), que se encuentra tanto en cepas
toxigénicas como no toxigénicas y, ademas, también es producida por
otros microorganismos anaerobios; por esta razon, el método posee una
baja especificidad, de 48 a 59%, pero una alta sensibilidad, del 95 al 96%.
Aun asi, se utiliza ampliamente como un método de “screening”, ya que se
trata de una técnica rapida, facil de realizar y que no requiere de un equipo

costoso (136, 156, 200).

Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA)

Desde la década de los 80s se empez6 a evaluar un ensayo
inmunoenziméatico (ELISA) para detectar a las toxinas en muestras fecales
(199). A la fecha, este método es el que se utiliza habitualmente, ya que
tiene la ventaja de ser rapido (los resultados se pueden obtener en 1 a 2 h)
y facil de realizar, una sensibilidad de 75 a 85%, y su especificidad es alta,
de 92 a 94%, cifras que aumentan cuando se analiza una segunda muestra

(123, 200).
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La variante que se utiliza corresponde a la ELISA tipo “sandwich”, en la
gue se emplean dos anticuerpos dirigidos contra la toxina A. El primero se
encuentra fijo a la microplaca en la que se afiade una alicuota de la
muestra fecal: si dicha toxina estd presente en la muestra, durante la
incubacién de 1 a 2 h se unira al anticuerpo fijo. En el siguiente paso, se
adiciona el segundo anticuerpo el cual, ademas de reconocer a la toxina A
se encuentra conjugado con una enzima (fosfatasa alcalina, peroxidasa de
rabano o B-galactosidasa) que generara un producto colorido al entrar en

contacto con el sustrato (consultar la figura 9) (158).

Debido a la reciente deteccion de cepas patdgenas de Clostridium difficile
toxina A negativa - toxina B positiva, se han desarrollado kits que detectan

a ambas toxinas (97).
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Figura 17. Método de ELISA tipo “sdndwich” para la deteccion de toxinas
de Clostridium difficile en heces (158).
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V. TRATAMIENTO Y PREVENCION

Manejo inicial

El primer paso para llevar a cabo el tratamiento de la diarrea asociada a
Clostridium difficile consiste en suspender la administracién del antibiético
de amplio espectro que causoé la enfermedad; el 15 a 25% de los pacientes
mejoran con solo esta medida. El segundo paso reside en restituir el
equilibrio hidroelectrolitico y evitar el uso de farmacos antiperistalticos
(loperamida y difenoxilato), ya que éstos aumentan el tiempo de residencia

de las toxinas en el intestino (110, 111).

Terapia con antibiéticos

Los agentes orales usados como primera linea terapéutica incluyen al
metronidazol en dosis de 250 a 500 mg, 4 veces al dia durante 7 a 14 dias,
y a la vancomicina (125 a 500 mg) 4 veces al dia por 5 a 14 dias. De esta
manera, el 95% de los pacientes muestran signos evidentes de
recuperacion. Cabe sefalar que, hasta ahora, no se han encontrado
diferencias significativas en cuanto a la respuesta que se obtiene con uno u
otro antimicrobiano; sin embargo, el metronidazol suele ser el de primera
eleccion debido a su bajo costo y la vancomicina generalmente se elige
para los casos mas severos, pacientes embarazadas, o bien, enfermos que

no toleran al primero o son alérgicos a él (20).

Los intentos por encontrar mejores antibiéticos para tratar la infeccion han

conducido a probar a la bacitracina, acido fusidico, rifampicina y
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teicoplanina; empero, no se han obtenido resultados superiores a los que

proporcionan el metronidazol y la vancomicina (45, 121, 166, 195)

Recaidas

Frecuentemente, los regimenes terapéuticos antes mencionados aportan
resultados satisfactorios; la diarrea mejora dentro de los primeros 4 dias de
tratamiento y desaparece durante las 2 primeras semanas. Es importante
consignar que el 12 al 24% de los pacientes pueden desarrollar nuevos
episodios de diarrea alrededor de los 2 meses posteriores al tratamiento v,
desde luego, es necesario insistir con la antibidticoterapia para resolver la
sintomatologia en forma definitiva. La tabla 4 incluye algunas estrategias

para evitar las recaidas.

Primera recaida
- 10 a 14 dias de terapia con metronidazol o vancomicina
Segunda recaida
- Terapia con vancomicina
125 mg cada 6 horas por 7 dias
125 mg cada 12 horas por 7 dias
125 mg al dia por 7 dias
125 mg en dias alternos hasta completar 6 dias
125 mg cada 3 dias por 9 dias
Mdltiples recaidas
- Terapia con vancomicina mas colestiramina 4 g dos veces al dia
- S. boulardii en combinacion con metronidazol y vancomicina
- Vancomicina 125 mg 4 veces al dia y rifampicina 600 mg dos
veces al dia por 7 dias
- Inmunoglobulina intravenosa

Tabla 5. Tratamiento de recurrencias en diarreas causada por Clostridium
difficile (124)
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Al parecer, las recaidas se presentan cuando se suspende el régimen
terapéutico y, con base en ello, las esporas endégenas que aun no habian
sido destruidas germinan en el intestino, en donde la flora habitual se
encuentra desequilibrada. Por el contrario, las reinfecciones ocurren
comunmente debido a la exposicion del paciente a una nueva cepa, con
frecuencia debido a contaminacion de las manos del personal hospitalario

o del propio ambiente nosocomial (10, 191).

Probiodticos

Los probidticos representan una mezcla de microorganismos vivos, que
generalmente son administrados al paciente para reestablecer la flora
habitual después de una antibidticoterapia, aunque también son
importantes en cuanto a que estimulan la respuesta inmune y aumentan la
produccion de enzimas que degradan toxinas patdgenas (112). Para el
tratamiento secundario de la enfermedad, los microorganismos mas
utilizados incluyen a Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus paracasei subespecie paracasei, en dosis de 5 x 10'° UFC
(unidades formadoras de colonias)/ dia, asi como a Saccharomyces
boulardii, en dosis de 2 x 10*° UFC/dia. Estos se administran junto con el
antibidtico de eleccion durante un periodo de 28 a 38 dias (119, 165, 196).
Los resultados han sido satisfactorios, puesto que la aparicion de recaidas

disminuye significativamente (110).
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Enemas fecales

Con la misma finalidad de restituir la flora habitual en el menor tiempo
posible, se ha ensayado con la utlizacion de enemas fecales. Estos
corresponden a preparados con muestras fecales de individuos sanos,
asegurandose de que estén libres de virus, parasitos y bacterias
patdgenas; se aplican al paciente 2 veces al dia. Los pacientes que reciben
este tipo de tratamiento muestran resultados positivos en el 80% de los
casos y el 90% de ellos no sufre de recaidas. Este método ha caido en
desuso, debido a que no se ha estandarizado y a que no contintdan

generandose datos que sustenten su eficacia (130, 179).

Adsorbentes

Ademas de la terapia encaminada a la erradicacién del microorganismo,
también es importante la destinada a la inactivacion de las toxinas; en este
caso, destaca la del uso de adsorbentes tales como las resinas de
intercambio i6nico (colestiramina y colestipol) y diversos polimeros
sintéticos. Con respecto a las primeras, se ha comprobado que se unen a
las toxinas, tanto “in vivo” como “in vitro”; sin embargo, no se observan
diferencias significativas entre los pacientes tratados con resinas y los que
no se someten a dicha terapia; ademas, la administracion conjunta con
vancomicina no es recomendable, debido a que el antibidtico tiene la

propiedad de unirse a ellas (114, 127, 171).

Por lo que respecta a los polimeros sintéticos, estos son compuestos

aniénicos de alto peso molecular recubiertos con oligosacaridos; los méas
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comunmente utilizados incluyen al Synsorb 90, Tolevamer y GT160-246.
Se administran en dosis de 6 g por dia junto con el antibidtico de eleccion y
sus resultados son buenos: alrededor del 80% de los pacientes se
recupera dentro de los primeros 10 dias del régimen terapéutico (40, 67,

88)

Productos inmunes

Los estudios de Kyne y cols han demostrado que la respuesta inmune del
hospedero representa un importante factor que define el curso de la
enfermedad (90, 132). Con base en este hallazgo, se desarrollaron dos
productos: el primero, es una inmunoglobulina humana que contiene altos
niveles de anticuerpos IgG dirigidos contra la toxina A de la bacteria; se
administra a los pacientes por via intravenosa, en dosis de 200 a 500
mg/kg por un periodo de 2 a 3 semanas, en combinacién con el
antimicrobiano de eleccion (metronidazol o vancomicina). Los resultados
gue proporciona suelen ser satisfactorios, ya que los pacientes se
recuperan rapidamente y no experimentan posteriores recaidas. Cabe
sefialar que aun hacen falta estudios “control” que determinen la dosis

exacta del producto y la duracion del tratamiento (19, 149, 190)

El segundo corresponde a un polvo oral que contiene anticuerpos
policlonales aislados a partir de leche de vacas inmunizadas con toxoide
inactivado con formaldehido. Este producto es administrado 3 veces al dia
durante 2 semanas, junto con metronidazol o vancomicina v,

frecuentemente, los pacientes se recuperan y no sufren de recaidas
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aunque, al igual que con la terapia de inmunoglobulinas, se requiere de

mas estudios “control” para estandarizar la administracion (175, 181).

Complicaciones

En los casos en los que el enfermo no responde positivamente a ninguno
de los productos terapéuticos antes mencionados, la cirugia constituye el
altimo recurso, ya que el padecimiento suele evolucionar hasta el grado de
presentar perforaciones en el colon, abdomen agudo o megacolon toxico.
En este grupo de pacientes, la mortalidad es alta, en rangos de 32 al 50%

de los casos (22, 56).

Medidas preventivas

Igual que en muchas otras enfermedades, la prevencién resulta la mejor
opcion para combatir a la colitis pseudomembranosa y, en general, a las
afecciones por Clostridium difficile. Las principales recomendaciones son

las siguientes:

e Restriccion en el uso de antibidticos, tanto para erradicar infecciones
ajenas a Clostridium difficile, como para prevenir la reincidencia de
la colonizacion intestinal por esta especie.

¢ Aislamiento de los pacientes afectados.

e Educacion del personal encargado del cuidado de estos pacientes.

e Escrupuloso lavado de manos del personal nosocomial para evitar

las transmisiones por esta via.

69



Facultad de Quimica, UNAM

e Desinfeccion de los objetos contaminados. Los desinfectantes
efectivos incluyen al hipoclorito de sodio y a las soluciones de
formaldehido.

e Uso de termdémetros rectales desechables.

Finalmente, una nueva opcion profilactica que adn se encuentra bajo
investigacion es el uso de vacunas. Hasta el momento se ha probado la
inmunizacion en animales con toxoide A y B de Clostridium difficile
inactivado con formalina, observdndose que los animales quedan
completamente protegidos contra el efecto de las toxinas (176). Otros
estudios realizados en individuos sanos han mostrado que la
administracion parenteral del toxoide A de Clostridium difficile genera un
alto titulo de anticuerpos; a este respecto, seran importantes las pruebas

gue se realizaran en individuos que presentan la enfermedad (1).
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CONCLUSIONES

1. La fuente principal de aislamiento de Clostridium difficile son las
personas afectadas por la colitis pseudomembranosa. Los medios de
cultivo mas eficaces son el CCFA, CMA, CMBA y TCCFA; una vez
obtenido el desarrollo de colonias sospechosas, éstas se someten a
pruebas bioquimicas y sus productos metabdlicos se pueden detectar

por cromatografia gas-liquido.

2. El principal factor de virulencia del agente causal consiste en las toxinas
Ay B, asi como en la CDT; no obstante, el patégeno también cuenta

con adhesinas, flagelos, enzimas hidroliticas y capsula

3. Genéticamente, las toxinas se encuentran codificadas en un segmento
de ADN, denominado locus de patogenicidad, el cual estd conformado
por tres fragmentos (tcdR, tcdE y tcdC); éstos estan relacionados

estrechamente con la regulacion de la sintesis de las tres exotoxinas.

4. Un nuevo método de tipificacion basado en el polimorfismo del locus de
patogenicidad permite diferenciar 22 toxinotipos diferentes; asi mismo,
los factores ambientales que regulan la expresiéon de las toxinas aln no

se han logrado establecer.

5. Hasta el momento sélo el receptor para la toxina A se ha logrado

identificar. Las toxinas ingresan a la célula blanco via endocitosis y
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glucosilan a las GTPasas Rho, desencadenando alteraciones
fisiologicas y morfoldgicas que contribuyen directamente a la patologia

de la enfermedad.

6. Recientemente se han detectado cepas no productoras de toxina A que
también ocasionan el padecimiento; sin embargo, ain es necesario

establecer cual es su impacto clinico.

7. El papel de la respuesta humoral durante el desarrollo de la
enfermedad se ha clasificado como determinante, ya que la severidad y
duracion de la enfermedad estéd en funcién directa de la concentracion

de anticuerpos generados por el hospedero.

8. El factor de riesgo mas importante para la ocurrencia de la colitis
pseudomembranosa consiste en la administracion de antibiéticos de
amplio espectro (cefalosporinas de tercera generacion y clindamicina)

en pacientes hospitalizados con deterioro inmunoldgico.

9. En los enfermos se detectan niveles de toxina iguales a los observados

en nifios aparentemente sanos de hasta de 2 afos de edad.

10. El cuadro clinico del padecimiento suele incluir fiebre, dolor abdominal,
nauseas, anorexia, distension abdominal y deshidratacion; mediante
endoscopia se pueden evidenciar las tipicas placas amarillentas que se

ubican en el intestino.
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11.El ensayo de citotoxicidad en cultivos de células es la prueba
considerada como estandar de oro, detecta el efecto citotdxico de la
toxina B y posee una alta sensiblidad y especificidad. La
contrainmunoelectroforesis y los ensayos con particulas de latéx se
han sustituido por métodos inmunoenzimaticos tales como la técnica de

ELISA.

12.La primera medida terapéutica consiste en la suspension del antibidtico
gue desencaden6 el cuadro patolégico; la siguiente reside en la
administracion de metronidazol o vancomicina y las anteriores deben
complementarse con la incorporacion de probiéticos y el empleo de

enemas fecales, adsorbentes y productos inmunes.

13.Las medidas preventivas deben incluir la restriccién en la prescripcion

de antibidticos relacionados con la enfermedad y la capacitacion al

personal médico para evitar que éste funja como foco de transmisién.
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LISTA DE ABREVIATURAS

°C
AMP
BHI
CCFA
CDT
CHO
CIE
CMA
CMBA
CROPS

Cwp66
ELISA
Fbp68

GDH
H20.
Hela
IL-1
IL-6
IL-8
Kb
Kda

mm
mL
nm

02

Grados Celsius

Monofosfato de adenosina

Caldo Infusion cerebro-corazén

Agar Fructosa Cicloserina Cefoxitina

Toxina binaria (Clostridium difficile binary Toxin)
Células de ovario de hamster chino
Contrainmunoelectroforesis

Agar Manitol Cefoxitina

Agar sangre Manitol Cefoxitina

Unidades de repeticién de oligopéptidos (combined
repetitive oligopeptides)

Proteina de la pared (Clostridial wall protein)
Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima

Proteina de unién a Fibronectina (Fibronectin-binding
protein)

Glutamatodeshidrogenasa
Peréxido de hidrégeno
Células de adenocarcinoma de cervix
Interleucina |

Interleucina 6

Interleucina 8

Kilobases

Kilodaltones

Mililitros

Micrometros

Microlitros

Nanometros

Radical superéxido
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SIDA
sIpA
TCCFA
TcdA
TcdA
TcdB
tcdD
tcdE
tcdR
TNF-a
UFC/dia

Vero
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Prostagladinas

Sindrome de inmunodeficiencia humana

Proteinas de la capa superficial (Surface Layer Proteins)
Agar Taurocolato de sodio Cicloserina Cefoxitina
Toxina A (Toxin Clostridium difficile A)

Cepas no productoras de la toxina A

Toxina B (Toxin Clostridium difficile B)

Regulador negativo de la sintesis de toxinas
Dominio de translocacién-insercién a la membrana
Regulador positivo en la sintesis de toxinas

Factor de Necrosis Tumoral a

Unidades formadoras de colonias/dia

Células de rifion de hamster
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