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RESUMEN

Objetivos. Clostridioides difficile (CD) es la causa més fre-
cuente de diarrea nosocomial. Se han propuesto algoritmos para
mejorar el diagndstico de la infeccion, basados en la realizacion de
un método rapido que detecte glutamato deshidrogenasa (GDH)
ylo toxinas A/B, sequido de una prueba confirmatoria (cultivo to-
xigénico, prueba de citotoxicidad, técnicas de biologia molecular).
Evaluamos un algoritmo diagnostico para la deteccion de CD uti-
lizando un test inmunocromatografico y una prueba de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

Material y métodos. Se realizaron dos pasos: 1) Un en-
zimoinmunoensayo rapido de membrana que detecta simul-
taneamente GDH y toxinas de CD (C.diff QUIK CHEK comple-
te). Las muestras positivas frente a ambos se consideraron
positivas; 2) A todas las muestras que fueron positivas solo
para GDH o toxina se les realizd un ensayo de PCR en tiempo
real que detecta el gen de la toxina B (tcdB) (BD MAX Cdiff). Se
consideraron positivas todas las muestras PCR positivas.

Resultados. Se realizaron 2.138 determinaciones. 139
fueron positivas en GDH vy toxinas, 148 solo en GDH, y 12 s6lo
en toxinas. De las 160 dudosas, 117 fueron positivas por PCR
(107/148 GDH+ y 10/12 toxinas+).

Conclusiones. La PCR ha detectado 117 positivos mas (un
73,1% de las muestras dudosas). Tradicionalmente los resultados
toxinas+/GDH- se consideran falsos positivos. Creemos que la
deteccion sumada de toxinas en el inmunoensayo y del gen tcdB
en una misma muestra seria indicativa de su presencia real, y el
resultado negativo de la GDH podria deberse a un falso negativo.
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ABSTRACT

Objectives. Clostridioides difficile (CD) is the most com-
mon cause of nosocomial diarrhea. Detection of CD toxin in
patients' faecal samples is the traditional rapid method for
the diagnosis of CD infection. Various testing algorithms have
been proposed: an initial screening test using a rapid test, and
a confirmatory test (cytotoxicity neutralization assay, toxigen-
ic culture, nucleic acid amplification test) for discordant re-
sults. The aim of this study was to evaluate the effectiveness of
a two-step algorithm using an immunochromatographic test
followed of a polymerase chain reaction (PCR).

Material and methods. The specimens have been tested
according to the following schedule: 1) Step one: All samples
were tested for detection of glutamate dehydrogenase anti-
gen (GDH) and toxin A/B using the C. diff QUIK CHEK Complete
test. All GDH and toxins positive results were considered CD
positives; 2) Step two: When the results were discrepant (only
GDH+ or toxins+), the samples were confirmed using the PCR
test BD MAX Cdiff. All PCR positive results were considered CD
positives.

Results. A total of 2,138 specimens were initially tested.
139 were positive for GDH and toxins. 160 discrepant results
(148 GDH+ and 12 toxins+) were tested by PCR, 117 were pos-
itive (107/148 GDH+ and 10/12 toxins+).

Conclusions. The implementation of a PCR method
showed an increase de 117 positive results (73.1% of discrep-
ant). Considering the sensitivity of C.diff QUIK CHEK (instruc-
tions of manufacturer), the GDH discrepant results may be
false negatives, y the samples PCR and toxins positives may be
real positives results.
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INTRODUCCION

Clostridioides difficile es un bacilo grampositivo, anaero-
bio estricto y formador de esporas. Se encuentra con frecuen-
cia en el ambiente y como parte de la flora intestinal normal
en alrededor del 3% de la poblacion adulta sana. Sélo las cepas
productoras de toxina son patdgenas. Es la causa mas frecuen-
te de diarrea nosocomial. La enfermedad asociada a C. difficile
incluye sintomas de diversa gravedad, desde la diarrea leve a la
inflamacion grave del intestino (colitis hemorragica, pseudo-
membranosa, necrotizante), con una mortalidad elevada en los
grupos de mas riesgo, como inmunodeprimidos y mayores de
65 afos. La diarrea por C. difficile puede reaparecer en el 15-
30% de los casos tras el primer episodio [1].

Los métodos diagnosticos rapidos clasicos se centraban en
la deteccion de las toxinas A y B, con baja sensibilidad y eleva-
da especificidad. Por el contrario, la deteccion de glutamato
deshidrogenasa (GDH) aumenta la sensibilidad y disminuye la
especificidad, por lo que se utiliza como cribado, combinada
con la deteccion de toxinas, o sequida de algun método con-
firmatorio (cultivos o técnicas de biologia molecular) [1]. En los
ultimos afios se han propuesto diversos algoritmos para me-
jorar el diagndstico de la infeccion. La mayoria se basan en la
realizacion de un cribado mediante un método de inmunoen-
sayo seguido de una prueba confirmatoria especifica (cultivo
toxigénico, prueba de citotoxicidad, técnicas de biologia mole-
cular, etc...) [2-4].

Se han evaluado los resultados de un algoritmo diagnosti-
co para la deteccion de C. difficile en heces en nuestro Labora-
torio, utilizando una técnica combinada de deteccion de GDH y
toxinas seguida de una técnica de biologia molecular.

MATERIAL Y METODOS

Durante un periodo de 24 meses se determind la infeccion
por C. difficile segun el siguiente esquema:

1) Se realizo un enzimoinmunoensayo rapido de membra-
na que detecta simultdneamente antigeno GDH y toxinas Ay B
de Clostridioides difficile (C.diff QUIK CHEK complete, TechLab,
Blacksburg, VA, EE.UU.). Las muestras positivas frente a GDH y
toxinas se consideraron positivas.

2) A todas las muestras que fueron positivas sélo para
GDH o toxina se les realizd un ensayo de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en tiempo real que detecta el gen de
la toxina B (tcdB) (BD MAX Cdiff, GeneOhm Sciences Canada,
QC, Canada). Se consideraron positivas todas las muestras con
resultado positivo mediante PCR.

Solo se han procesado muestras diarreicas excepto en
los casos de pacientes con Enfermedad inflamatoria intestinal
(EI). En estos pacientes se ha consensuado la deteccion de C.
difficile con el Servicio de Aparato Digestivo de nuestro centro,
debido a la relacion entre ambas enfermedades, con ausencia
en muchos ocasiones de los factores de riesgo tradicionales de
infeccion por C. difficile, 1a posibilidad de que la infeccion por
C. difficile pueda propiciar o enmascarar una Ell, la mayor pro-
babilidad de complicaciones extraintestinales y la necesidad de
establecer un tratamiento idoneo [5]. A efectos del estudio se
consideraron procesos diferentes cuando habia transcurrido
mas de una semana entre las peticiones.

RESULTADOS

Se realizaron 2.138 determinaciones, de las que 139 han
sido positivas en GDH vy toxinas. En otras 148 sdlo se detectd

Toxinas positivas
N=117 (107+10)

GDH positivo o toxinas positivas
N=160 (148+12)
Se realiza PCR

Resultado positivo

Toxinas negativas

N=43
Resultado negativo

GDH més toxinas (EIA)

GDH positivo y toxinas positivas
N=139

N=2.138
Resultado positivo
GDH negativo y toxinas negativas
N=1.839
Resultado negativo
Figura 1 Secuencia de la deteccion de Clostridioides difficile.

(GDH: Glutamato deshidrogenasa; EIA: Enzimoinmunoensayo; PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa)
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GDH y en 12 mds solo se detectaron toxinas. Del total de 160
muestras que se procesaron mediante PCR, han sido positivas
117 (73,1%), 107 de las 148 GDH+ y 10 de las 12 toxinas+.

El total de positivos al final del proceso ha sido de 256
muestras (12%; 256/2.138) (Figura 1).

DISCUSION

La utilizacion de un método de PCR ha permitido detectar
117 positivos mas, un 73,1% de las muestras dudosas, un por-
centaje elevado en comparacion con otros publicados. Usando
técnicas de biologia molecular, Qutub et al, observan un 49%
de positivos en 399 muestras con solo GDH [6], mientras que
Orendi et a/ [7] y Moon et al [8] obtienen un resultado positivo
en el 59% y 55%, respectivamente, de las muestras estudia-
das. En pacientes pediatricos, Gonzdlez-Abad y Alonso-Sanz
encuentran una PCR positiva en el 35% de los casos [9]. En
otro estudio en pacientes pediatricos en el que se combinan
deteccion de GDH y toxinas con técnicas de biologia molecular
y citotoxicidad, el porcentaje de positivos en los casos dudosos
(solo GDH) llega al 44,4% [4].

Confirmando los resultados mediante cultivo, Orellana et
al encuentran un 42% de positividad al realizar cultivo toxigé-
nico en las muestras dudosas [2].

Tradicionalmente se ha considerado la positividad aislada
de toxinas (sin deteccion de GDH) en los métodos de cribado
como falsos positivos. En nuestro estudio, 10 de las 12 mues-
tras en las que se detectaron toxinas pero no GDH fueron posi-
tivas mediante PCR, incrementando el nimero de positivos en
un 4%. Teniendo en cuenta que la sensibilidad de la deteccion
de GDH en el método C.diff QUIK CHEK complete informada
por el fabricante es del 98,7% con respecto al cultivo toxigéni-
co (ficha técnica del producto), creemos que la deteccion su-
mada de toxinas en el inmunoensayo y del gen tcdB en una
misma muestra seria indicativa de su presencia real, y el resul-
tado negativo de la GDH podria deberse a un falso negativo.

En nuestro estudio, al realizar una técnica de PCR junto
a la técnica de cribado casi se duplica el numero de positivos
final. La fiabilidad total del diagnostico microbioldgico de la in-
feccion por C. difficile sigue siendo tema de controversia, y no
se ha definido un estandar de oro. La realizacion de técnicas no
optimizadas de baja sensibilidad puede llevar a un infradiag-
nostico de la infeccion [10,11]. Por otra parte, la deteccion de
cepas con capacidad toxigénica mediante PCR o cultivo no im-
plica necesariamente que haya toxina libre, pudiendo corres-
ponder a casos de colonizacion, mientras que la citotoxicidad
puede deberse a causas distintas al C. difficile. En el estudio de
Theiss et al [12], en la mitad de los pacientes con PCR positiva
no se pudo detectar toxina mediante una técnica de enzimoin-
munoensayo (EIA), un porcentaje similar al de nuestro estudio.
En otro estudio similar, Crobach et alsélo detectaron toxina en
menos del 40% de las muestras positivas mediante PCR [13].
Se debe tener en cuenta que la deteccion de toxinas mediante
EIA tiene baja sensibilidad, y que una parte de los pacientes
con resultados positivos mediante PCR, GDH o cultivo pueden

tener una baja produccion de toxinas [14] que estaria por de-
bajo del nivel de deteccion.

El aumento de casos positivos observados en nuestra
poblacion al utilizar una técnica de PCR podria conllevar un
sobrediagnostico de infeccion por C. difficile. Un incremento
similar ha sido descrito en Salamanca al introducir una técni-
ca de biologia molecular en el algoritmo diagnostico [15]. En
nuestro estudio la gran mayoria de las muestras procesadas
han sido diarreicas, lo que podria concordar con una clinica
compatible con infeccion, sin embargo, la diarrea podria de-
berse a otras causas distintas a la accion del C. difficile [16].
Theiss et al no han observado diferencias en los sintomas ni en
las caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion de si se
detectan toxinas o no en las muestras con PCR positiva [12], lo
que complica la identificacion de los pacientes realmente in-
fectados. La presencia de sintomas clinicos (fundamentalmen-
te la diarrea) sin otra causa que los justifique puede ayudar a
establecer un diagndstico mas fiable de la infeccion.
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