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RESUMEN

Introduccion. La infeccion por Clostridium difficile (ICD)
es la causa mas frecuente de diarrea asociada a los cuidados
sanitarios y también se reconoce un papel etiologico en la dia-
rrea de adquisicion comunitaria. El objetivo de este trabajo fue
evaluar si la deteccion simultidnea de GDH y toxinas A/B de C.
difficile, sequida de PCR como test confirmatorio supuso una
mejora frente a la deteccion unica de toxinas A/B, y plantear
un algoritmo mas eficiente.

Material y métodos. Entre Junio 2012 y Enero 2013, en
el Hospital Infantil Universitario Nifio Jesus, Madrid, se estu-
diaron muestras de heces para la deteccion simultanea de GDH
y toxinas A/B, y también para la deteccion unica de toxinas
A/B. Cuando los resultados entre GDH y toxinas A/B fueron dis-
cordantes, se selecciond una unica muestra por paciente para
la deteccion de toxina B (tcdB) de C. difficile por PCR.

Resultados. Se estudiaron 116 muestras de 52 pacientes.
Por ambos tests, 4 muestras fueron positivas y 75 negativas
para la deteccion de C. difficile toxigénico. En las 37 muestras
restantes se detectd C. difficile pero no produccion de toxinas
independientemente del método utilizado, salvo en un caso.
De estas muestras se seleccionaron 20 para deteccion de toxi-
na B (tcdB) por PCR, siendo 7 positivas.

Discusion. La deteccion simultanea de GDH y toxinas A/B
seguida de PCR supuso la recuperacion de casos de ICD. La de-
teccion de GDH y PCR (en muestras GDH positivas) es la com-
binacion que ofreceria una superior relacion coste/efectividad
en la poblacion atendida.
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ABSTRACT

Introduction. Clostridium difficile infection (CDI) is con-
sidered the most common cause of health care-associated di-
arrhea and also is an etiologic agent of community diarrhea.
The aim of this study was to assess the potential benefit of a
test that detects glutamate dehydrogenase (GDH) antigen and
C. difficile toxin A/B, simultaneously, followed by detection of
C. difficile toxin B (tcdB) gene by PCR as confirmatory assay
on discrepant samples, and to propose an algorithm more ef-
ficient.

Material and Methods. From June 2012 to January 2013
at Hospital Infantil Universitario Nifo Jesus, Madrid, the stool
samples were studied for the simultaneous detection of GDH
and toxin A/B, and also for detection of toxin A/B alone. When
results between GDH and toxin A/B were discordant, a single
sample for patient was selected for detection of C. difficile
toxin B (tcdB) gene.

Results. A total of 116 samples (52 patients) were test-
ed. Four were positive and 75 negative for toxigenic C. difficile
(Toxin A/B, alone or combined with GDH). C. difficile was de-
tected in the remaining 37 samples but not toxin A/B, regard-
less of the method used, except one. Twenty of the 37 spec-
imens were further tested for C. difficile toxin B (tcdB) gene
and 7 were positive.

Discussion. The simultaneous detection of GDH and toxin
A/B combined with PCR recovered undiagnosed cases of CDI.
In accordance with our data, we propose a two-step algo-
rithm: detection of GDH and PCR (in samples GDH positive).
This algorithm could provide a superior cost-benefit ratio in
our population.
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INTRODUCCION

Clostridium difficile es la causa mas frecuente de dia-
rrea asociada a los cuidados sanitarios y hoy en dia se des-
cribe, asimismo, un reconocimiento progresivo de su papel
etioldgico en la diarrea de adquisicion comunitaria™2 Nu-
merosas cuestiones relacionadas con la situacion y el ma-
nejo de la infeccion por C. difficile (ICD) persisten y son ob-
jeto de debate e interés creciente®*. Recientemente Bouza
et al.’, conjuntamente con el Grupo de Estudio de Infeccion
por Clostridium difficile de la Sociedad Espafola de Qui-
mioterapia, han elaborado un documento de opinidn cuyo
objetivo es complementar y potenciar las recomendaciones
de diversas guias oficiales. Entre otras actuaciones, este
documento apoya un diagnostico precoz de la ICD funda-
mentado en la deteccion por enzimoinmunoensayo (EIA) de
glutamato deshidrogenasa (GDH) que es un antigeno espe-
cifico tanto de cepas de C. difficile toxigénico y no toxigé-
nico. Esta deteccion es empleada como test de cribado por
su elevada sensibilidad sequido, cuando las muestras sean
positivas para GDH, de una técnica rapida de confirmacion.
Esta técnica consiste en un ensayo molecular, solo o combi-
nado con un EIA para la deteccion de toxinas A/B, con una
sensibilidad del 85-90% vy especificidad mayor del 99%. El
objetivo de este trabajo fue evaluar si la introduccidn en
nuestro centro de la deteccion simultdnea de GDH y toxinas
A[B de C. difficile, como pruebas de cribado, sequida de PCR
como test confirmatorio supuso una mejora frente al pro-
cedimiento empleado hasta el momento, consistente en la
deteccion Unica de toxinas A/B, y si los resultados obtenidos
podrian plantear una combinacion de pruebas aun mas efi-
ciente en la poblacion pediatrica atendida.
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MATERIAL Y METODOS

Entre Junio 2012 y Enero 2013, se estudiaron 116 mues-
tras de heces con peticion de deteccion de toxinas de C. diffi-
cile correspondientes a 52 pacientes (mediana de edad: 8 afios,
rango de edad: 2 meses-19 afios), con un predominio de en-
fermedades oncohematoldgicas de base. No se descartaron las
solicitudes procedentes de pacientes menores de 2 afios, en su
mayoria portadores asintomaticos de C. difficile en heces pero
en los que es rara la enfermedad, puesto que la finalidad del
estudio fue una comparacion metodoldgica y no una evalua-
cion clinica de los resultados. Se realizaron en paralelo 2 EIA
rapidos de membrana, uno de ellos combinando la deteccion
de GDH y toxinas A/B de C. difficile (TechLab® C. Diff QuiK Chek
Complete®, Alere Healthcare S.L.U) y otro disefado para la
deteccion unica de toxinas A/B (TechLab® TOX A/B QuiK Chek®,
Alere Healthcare S.L.U). Posteriormente, del grupo de mues-
tras con resultado positivo para GDH y negativo para toxinas
A/B se selecciond una tnica muestra de heces por paciente pa-
ra la deteccion de toxina B (tcdB) de C. difficile por PCR como
prueba confirmatoria (Portrait toxigenic C. difficile Assay, Alere
Healthcare S.L.U).

RESULTADOS Y DISCUSION

Por ambos tests, 4 muestras fueron positivas y 75 negati-
vas para la deteccion de C.difficile toxigénico. En las 37 mues-
tras restantes se detecto C. difficile pero no produccion de
toxinas con independencia del método utilizado, salvo en un
caso. De estas muestras se seleccionaron 20 para la deteccion
de toxina B (tcdB) de C. difficile por PCR, siendo el resultado
positivo en 7 de ellas (figura 1). La incorporacion de la detec-
cion simultanea de GDH y toxinas A/B de C. difficile sequida
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Figura 1 Comparacion de algoritmos para la deteccion de Clostridium difficile toxigénico.
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de PCR (muestras con resultado positivo para GDH y negativo
para toxinas A/B) supuso la recuperacion de episodios de gas-
troenteritis aguda por C. difficile que no se habrian detectado
en el laboratorio con la deteccion Unica de toxinas A/B. Otros
autores proponen algoritmos similares® pero, puesto que no
hay un consenso definitivo sobre la cuestion, los resultados ob-
tenidos permiten ademads de corroborar la baja sensibilidad del
EIA para la deteccion de toxinas A/B, considerar una simplifica-
cion del esquema incorporado en nuestro centro de tal manera
que dado que la mayoria de las muestras son negativas para C.
difficile toxigénico, el cribado reduce sustancialmente el nu-
mero de especimenes que requieren una evaluacion por mé-
todos mas especificos. En consecuencia la deteccion de GDH
y posteriormente la realizacion de PCR en aquellas muestras
con resultado positivo para GDH es la combinacion que, en la
poblacion atendida en nuestro centro, ofreceria una superior
relacion coste/efectividad. El diagndstico microbiologico de la
ICD debe constituirse por tanto como una respuesta personali-
zada por parte de cada institucion pero orientada en todos los
casos hacia la optimizacion de los nuevos avances surgidos en
su metodologia microbioldgica’®.
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