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Resumen

Clostridium difficile (C. difficile) puede ser una

infeccion fatal adquirida en el hospital y su

prevalencia ha aumentado. El diagnéstico

preciso de C. difficile es esencial para el manejo

l ' del paciente, control de infecciones, y para

| definir su epidemiologia. Hicimos una revisién

sistematica de ensayos comerciales a nuestro

alcance para la deteccién de C. difficile toxina
(CDT) Ay B en muestras de heces.

Comparacién de la deteccién de CDT en cultivo
agar C. difficile sin cultivo selectivo para la
deteccion de dicho microorganismo, fue
agregado a algunas muestras como parte de un
estudio en paralelo.
% Larevision de la sensibilidad media y especifici-
dad (IQR) segun la informacién de fabrica son
{ como sigue: bioMérieux VIDAS sensibilidad:
88.3% y especificidad 99.6% (comparado contra
ensayo EIA manual disponible en el mercado y
Ensayo de Citotoxicidad en un total de 1011
muestras), GeneXpert System CEPHEID fue
. comparado en fabrica con cultivo directo para
la tipificaciéon de cepas por REA, el Xpert C.
difficile/Epi Assay mostré una sensibilidad para
el C. difficile toxinégeno del 98,72% y una espe-
cificidad del 90,86%. El Xpert C. difficile/Epi
Assay también demostré una concordancia
positiva del 98,55% y una concordancia nega-
tiva del 97,65% para C. difficile toxinégeno /
027/NAP1/BI. Sila prevalencia de CDT Ay Ben
muestras de heces es relativamente baja
(<10%), el valor predictivo positivo de estos
ensayos es inaceptablemente baja (por ejem-
plo, <50% en algunos casos) y pueden variar
dependiendo en el ensayo y el nimero de
muestras analizadas. Este bajo valor predictivo
positivo incide en la gestién clinica, brotes, y
hace que los datos epidemioldgicos fiables.
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Abstract

C. difficile can be a fatal hospital-acquired infection and its prevalence has

increased. Accurate diagnosis of C. difficile is essential for patient '
management, infection control, and for defining its epidemiology. We did

a systematic review of commonly used commercial assays for detection of

C. difficile toxin (CDT) A and B in stool samples.

By comparison of detection of CDT in cell culture without selective culture

for C difficile was done.

The review of the mean sensitivity and specificity (IQR) factory reportedly

are as follows: bioMérieux VIDAS sensitivity: 88.3% and specificity 99.6% '
(compared with manually EIA assay commercially available and

cytotoxicity assay by a total of 1011 samples ), GeneXpert System CEPHEID
factory was compared with direct culture for strain typing by REA, the
Xpert C. difficile / Epi Assay showed a sensitivity for C. difficile toxigenic of
98.72% and a specificity of 90.86%. The Xpert C. difficile / Epi Assay also
demonstrated a positive agreement (sensibility) 98.55% and (specificity)
97.65% negative agreement for C. difficile toxigenic / 027/NAP1/BI.

If the prevalence of CDT A and B in stool samples is relatively low (<10%),
the positive predictive value of these assays is unacceptably low (eg,
<50% in some circumstances) and will vary depending on the assay and
number of samples tested. This low positive predictive value impinges on
clinical management, outbreaks, and makes epidemiological data
unreliable. To improve diagnosis, we suggest a two-stage testing strategy
for C difficile toxin with an initial highly sensitive rapid screening test to
identify positive samples that are then confirmed by a reference method.

Palabras Claves: Toxina C. difficile (inglés: C difficile toxin CDT), Colitis, EIA

Assay: Ensayo ELISA, Infeccion por C. difficile (CDI)), Enfermedades -
Asociadas a Cuidado del Paciente (EAAS), Caja del Seguro Social (CSS),
Valor predictivo positivo (PPV), Intervalo de confianza (IC)
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Introduccion

Infeccion por C. difficile es una de las principales
causas de diarrea debido a EAAS en los hospi-
tales del mundo (Ortiz A. Camacho, 2009).
En condiciones normales, C. difficile forma parte
de la flora normal intestinal del ser humano. En
adultos sanos de un 3 al 5% (hastaenel 15% en
Japon), del 16-45% de los adultos hospitaliza-
dos con una terapia de antibiéticos, en un 50%
de los infantes y nifos y en un 15-80% de los
neonatos. En estos individuos no parece origi-
nar ninguna patologia. Por tanto la presencia de
este microorganismo en una muestra de heces
no tiene por qué indicar que el paciente sufra
una infeccion por C. difficile (Alderete P. Alba,
2011) (Esclapadez Berandeu, 1992).
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El estado de portador asintomatico se debe a la
presencia de anticuerpos séricos Ig G contra la
toxina A del C. difficile, que protege de la
diarrea y de la colitis (Bujanda Leis, 2008).

La colonizacion en adultos hospitalizados
durante una semana o mas, es del 20% al 50%
para ingresos de 4 o mas semanas (Esclapadez
Berandeu, 1992).

La colonizacién se lleva a cabo durante la prim-
era semana en el 20% de los casos, y después de
la cuarta en el 50%. Solamente el 30% de los
pacientes que han sido colonizados de nuevo
desarrollan Diarrea Asociada a C. difficile
(Bujanda Leis, 2008).

Actualmente se ha producido un incremento
considerable del nimero de casos y de su
gravedad en ciertas zonas geograficas (Canada,
Estados Unidos y oeste de Europa) atribuible a
la aparicion de wuna cepa hipervirulenta
(NAP1/BI/027) (Bujanda Leis, 2008).

Esta nueva cepa presenta caracteristicas gené-
ticas distintivas como: Ausencia del gen tcdC,
cuya funcién es la regulacion en la produccién
de toxinas, Produccién de toxinas A, B y binaria
y la resistencia a fluoroquinolonas. (Ortiz A.
Camacho, 2009).

La cepa NAP1/BI/027 produce 15-20 veces mas
cantidad de toxinas que las cepas comunes.
Ademas, esta cepa libera una tercera toxina,
llamada binaria, que es similar a la toxina de
Clostridium perfringens, lo que incrementa
notablemente su virulencia. (Bujanda Leis,
2008).

La resistencia a las fluoroquinolonas durante la
ultima década favorecié la virulencia de una
cepa de C. difficile. Su nombre se debe a la
caracterizacion por diferentes técnicas molecu-
lares; la PFGE tipo 1 que la identific6 como
toxina tipo Ill Norteamérica (NAP-1), el andlisis
de restriccién enzimatica la identifica como tipo
Bl y por ultimo una técnica de PCR la clasifica
como ribotipo 027.

De ahi surge la clasificacion NAP1/BI/027
(Bujanda Leis, 2008).
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El mecanismo posible de la produccién en
exceso de toxinas por NAP1/BI/027seria una
deleccion parcial en el gen tcdC, que codifica
como un regulador de la expresion de las
toxinas A y B. (Bujanda Leis, 2008)
Las autoridades de la Caja de Seguro Social de
Panama confirmaron la existencia de una nueva
cepa de nombre "NAP 027" de la bacteria C.
difficile, por lo que han incrementado las medi-
das sanitarias en el hospital regional Rafael
Hernandez, ubicado en la provincia de Chiriqui.
Erick Miranda, director institucional de la Caja
de Seguro Social de Chiriqui, manifesté que
desde el ano 2003 en diferentes paises del
mundo aparecié la nueva cepa NAP 027 de la
bacteria C. difficile, la cual es muy virulenta y a
raiz que la provincia de Chiriqui es un punto del
libre transito y la aparicién para el afio 2008 en
el hermano pais de Costa Rica cuando se
presentd su primer caso, no se descarta que sea
esta la forma que haya llegado esta nueva cepa
a Panama. Ante la preocupacién de la poblacion
de los casos de la bacteria C. difficile, las autori-
dades afirmaron que hasta el momento el
reporte es de 46 casos, de ellos 17 con la cepa
NAP1 027, 6 fallecidos, en edades de 39 a 81
anos, el mayor incremento de casos aparecié en
el mes de octubre de este afio con 18 personas
infectadas. De los casos que han aparecido 11 se
mantienen recluidos en el Hospital Regional, de
los cuales 5 de ellos esperaban ser dados de alta
préximamente. (La Prensa-Panamd, Noviembre
2012).

Nuestro estudio se plantea la necesidad de
verificar el protocolo de diagnéstico de labora-
torio, corriendo muestras en simultaneo que
cumplan con los criterios de inclusién y con el
protocolo de Flujo de muestra de Heces para
Prueba de C. difficile, ademas de estandarizar la
deteccion de las cepas C. difficile en Agar Selec-
tivo y su posterior caracterizacion por métodos
bioquimicos Vitek.

Las muestras que se procesaron en este estudio
cumplen con criterios de inclusiéon validos
segun las caracteristicas sintomaticas de los
pacientes y apoyadas en la clinica realizada por
los médicos de nuestra institucion.
Nuestro principal objetivo es verificar nuestro
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protocolo, calculando datos de sensibilidad y
especificidad a manera de corroborar la infor-
macion proporcionada por las casas comer-
ciales que venden estas pruebas, y aprovechar
los datos para validar y estandarizar la metod-
ologia convencional de cultivo en Agar de C.
difficile.

METODOLOGIA Y RESULTADOS.

En este estudio se evaluaron muestras diarrei-
cas de pacientes sintomdticos del Complejo
Hospitalario Metropolitano Dr. Arnulfo Arias
Madrid durante los meses de Agosto a Octubre
del 2012, en la Seccién de Microbiologia del
Complejo Hospitalario Metropolitano  Dr.
Arnulfo Arias Madrid.  Tipo de
estudio:Descriptivo- Retrospectivo. Se anali-
zaron muestras diarreicas de pacientes
sintomaticos del Complejo Hospitalario Metro-
politano Dr. Arnulfo Arias Madrid y hospitales
de la red de la caja de CSS que enviaran mues-
tras con solicitud. Las cuales fueron escogidas al
azar un total 333 muestras de pacientes con
sintomatologia de diferentes salas del
Complejo Hospitalario Metropolitano Dr.
Arnulfo Arias Madrid y hospitales de la red de la
@S,

Criterios para la Toma de Muestras

Criterios de Inclusién: Se incluyen todas las
solicitudes de examen de heces por C. difficile
de los pacientes de las diferentes salas del
Complejo Hospitalario Metropolitano Dr.
Arnulfo Arias Madrid y de la red de la CSS. Crite-
rios de exclusién: Se excluyen aquellas solici-
tudes que no sean referidas por el médico
tratante y las muestras que no se presenten en
condiciones adecuadas, ni debidamente identi-
ficadas.

METODOLOGIA

Se recibieron las muestras diarreicas que llega-
ron en envases limpios de boca ancha, con
suficiente cantidad de muestra, rotuladas con:
nombre y cédula del paciente. La solicitud
médica presentd los siguientes datos: fecha de
recoleccién de la muestra, nombre, cédula y
edad del paciente, lugar de procedencia,
nombre y firma del médico tratante. Luego se
introdujeron los datos al sistema informatico de
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recoleccién de datos (Copérnico) y se anotaron
en nuestro formulario de recoleccién de datos.
Deteccion de las toxinas A/B de C. difficile por el
método ELFA. La prueba de ELFA (Elisa Linked
Fluorescent Assay) es un método practico que
detecta la presencia de ambas toxinas, esta
metodologia combina el método inmunoen-
zimatico tipo sandwich (ELISA) con una detec-
cién final por fluorescencia, la cual es proporcio-
nal a la cantidad de toxina presente en la mues-
tra.

En el control de calidad se incluyen dos
controles positivos y un control negativo en el
equipo de VIDAS C. difficile toxin A&B, los cuales
se analizan con cada calibracién. Dichos
controles se procesan igual que las muestras de
los pacientes. El equipo solo analiza los valores
de control del kit que estén identificados como
C1, C2. No se pueden validar los resultados de
las muestras si los valores de control se desvian
de los valores esperados.

La calibraciéon se realiza cuando se abre un
nuevo lote, después de haber introducido las
especificaciones del lote patrén. Se efecttia una
recalibracion cada 14 dias. Esta operacion le
permitird al sistema ajustar los datos de la curva
de calibracion a las posibles variaciones meno-
res en la senal de la prueba a lo largo de la vida
util del equipo.

Se analiza por duplicado el estandar, que es
identificado por S1. El valor del estandar esta
comprendido en los limites de RFV (relative
fluorescence value) fijados por el equipo. Si no
fuera el caso se repite la calibracién.  Proce-
dimiento: Ver el Flujograma de Deteccién de
Toxinas de C. difficile

Interpretacion de los Resultados: se realizd
considerando el valor del test para cada muestra
que es interpretado por el sistema de la
siguiente manera:

Valor del test: RFV paciente/ calibrador RFV
Dicho valor del test asi como su interpretacién
aparecen en la hoja de resultados:

Valordetest interpretacio
0.18 N e gatiywv
>0,13a<0,37 IR
>0,37 PAG. S




Xpert C. difficile EPI

El Cepheid Xpert® C. difficile/Epi Assay es una
prueba cualitativa de diagnéstico in vitro para
la deteccion rapida de secuencias del gen regu-
lador de la toxina B y la identificacién presun-
tiva de cepas 027/NAP1/Bl de C. difficile
toxindgeno de muestras de heces informes
(liquidas o blandas) recogidas de pacientes con
sospecha de infeccion por C. difficile (ICD). La
identificacion presuntiva de cepas 027/NAP1/BI
de C. difficile se lleva a cabo mediante la detec-
ciéon de secuencias del gen regulador de la
toxina binaria (CDT) y la eliminacién de un solo
par de bases en el nucleétido 117 del gen tcdC.
El gen tcdC codifica para un regulador negativo
en la produccién de toxinas de C. difficile. La
prueba se realiza en el Cepheid GeneXpert Dx
System vy utiliza la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real automatizada
para detectar secuencias de genes de toxinas
asociadas a C. difficile productor de toxinas.

Principios del procedimiento

El GeneXpert Dx System automatiza e integra la
purificacion de muestras, la amplificaciéon de
acidos nucleicos y la detecciéon de la secuencia
diana en muestras simples o complejas medi-
ante ensayos de PCR en tiempo real y PCR-
transcriptasa inversa en tiempo real (g-PCR). (La
RT-PCR en tiempo real se utiliza para ensayos
que detectan ARN; el Xpert C. difficile/Epi Assay
utiliza la PCR en tiempo real para detectar ADN.)
El sistema esta formado por un instrumento,
ordenador personal y software precargado para
realizar las pruebas y ver los resultados. El
sistema requiere el uso de cartuchos desech-
ables de un solo uso que contengan los reacti-
vos para la PCR y alojen el proceso de la PCR. Al
tratarse de cartuchos autébnomos, se elimina la
contaminacién cruzada entre muestras.
Xpert C. difficile/Epi Assay es una prueba de
diagnéstico in vitro automatizada y rapida para
la deteccién cualitativa de C. difficile productor
de toxinas directamente a partir de muestras
fecales informes (liquido o blandas) de
pacientes con sospecha de infeccion por C.
difficile (ICD). El ensayo detecta el gen de la
toxina B (tcdB), el gen de la toxina binaria (CDT),
y la eliminacién de un solo par de bases en el
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nucleotido 117 del gen que codifica para un
regulador negativo de la produccién de toxinas
(tcdC £7117).

La presencia combinada de los genes que codi-
fican la toxina B y la toxina binaria y la elimi-
nacién del tcdC £'117 se han asociado con una
cepa hipervirulenta de C. difficile conocida
como 027/NAP1/BI, que se ha relacionado con
brotes patégenos graves en centros sanitarios
de todo el mundo. Cada prueba incluye un
control de procesamiento de muestras (CPM) y
un control de comprobacién de sondas (CCS).

Control de procesamiento de muestras (CPM) —
Garantiza que la muestra se procesé correcta-
mente. El CPM contiene esporas de Bacillus
globigii en forma de una masa de esporas secas
que se incluye en cada cartucho para verificar el
procesamiento adecuado de las bacterias de la
muestra. El CPM confirma que se ha producido
la lisis de las bacterias y esporas de C. difficile, si
los microorganismos estan presentes, y verifica
que el procesamiento de la muestra es ade-
cuado. Aparte de lo anterior, este control
detecta la inhibicién asociada a la muestra del
ensayo de PCR en tiempo real. El CPM debera ser
positivo en una muestra negativa, y puede ser
negativo o positivo en una muestra positiva. El
CPM pasa si cumple los criterios de aceptacion
validados.

Control de comprobacién de sondas (CCS) —
Antes de iniciar la reaccion PCR, el GeneXpert Dx
System mide la sefal de fluorescencia de las
sondas para monitorizar la rehidratacién de las
microesferas, el llenado del tubo de reaccién, la
integridad de las sondas y la estabilidad de los
colorantes. La comprobacién de sondas pasa si
cumple los criterios de aceptacion asignados.
Controles externos —Se pueden utilizar

controles externos de acuerdo con las organiza-
ciones de acreditacion locales, estatales y nacio-
nales, segun corresponda.
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Interpretacion de los resultados:

A partir de las sefales fluorescentes medidas y de los algoritmos de calculo incorporados, y los muestra

en la ventana View Results (Ver resultados). Los resultados posibles se resumen en la Tabla 1.

Resultado
TJoxina
Toxina B binaria tcdC CcPM Interpretacion
C. diff toxindgeno
2 POSITIVO
& & * = 027-NAP1-BEl
PRESUNTO POSITIVO
7 = = C. diff toxinégeno
3 - — POSITIVO
= - 027-NAP1-BI
— — FvE PRESUNTO NEGATIVO
+ +* *
C. diff toxinogeno
s X = = NEGATIVO
= e T 027-NAP1-BI
PRESUNTO NEGATIVO
- = e
Resultados

tabla 2. Prevalencia observada de C. difficile toxigénico por grupo de edad *
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Prevalencia de C. difficile

‘ Grupo de Edad N toxinégeno(incluye 027/NAP1/BI) Prevalencia de 027/NAP1/BI
' mas de 90 afos 7 28.6% 14.3%
31-40 afos 20 25.0% 5.0%
P 51-60 afios 29 13.8% 6.9%
0-20 anos 9 11.1% 11.1%
( ~‘ 21-30 afios 21 9.5% 4.8%
71-80 afios 34 8.8% 8.8%
F - # sin edad en la boleta 104 8.7% 8.7%
61-70 afos 49 8.2% 12.2%
' . 81-90 afios 34 5.9% 8.8%
41-50 afos 25 4.0% 8.0%

] total

332

* Prevalencia basada en los resultados de Protocolo de Muestras
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Resultados 027/NAP1/BI METODO PCR GENEXPERT CEPHEID

57 0 25 4 28
Muestras positivas Muestras positivas
por ELFA y positivas Por Elfay Negativas

N por GeneXpert por GeneXpert

58 20 5

Discusion

Segun los datos procesados en esta revisién del Protocolo seguido en nuestro laboratorio para procesar las
muestras enviadas con solicitud del médico tratante con sospecha de CDI se han llegados a los siguientes
resultados:

1. La prevalencia resultante en el periodo de tiempo analizado Agosto-Octubre 2012 CHMDAAM,
muestra que nuestra poblacion mas colonizada y con CDI esté en el grupo de edad de mas de 90 afios con
un 28.6% y en esta misma poblacién se ubica la mayor prevalencia de la cepa B1/NAP1/027 (resultados
GeneXpert) con un 14.3%. Lo cual concuerda con estudios como Prospective study of Clostridium difficile
infections in Europe with phenotypic and genotypic characterisation of the isolates F. Barbutl, P.
Mastrantonio2, M. Delme’e3, J. Brazier4, E. Kuijper5 and I. Poxton6, on behalf of the European Study Group
on Clostridium difficile (ESGCD)*

2. Debido a que la prevalencia encontrada por grupos de edad supera el 10% en varios grupos de
nuestro estudio, se puede afirmar que se encontraba un brote de CDI en las muestras analizadas, por lo que
el método de screening y el Protocolo de deteccién de C. difficile en muestras de heces fue efectivo para
captar los pacientes con CDI. Estudios mas profundos seran necesarios para verificar el protocolo mencio-
nado en épocas en donde la prevalencia de CDI es menor a 10%. Ver Tabla 2

3. Otro hallazgo encontrado fue la prevalencia por procedencia, en donde el mayor nimero de
pacientes positivos para CDI estaban en las salas CIM/CIN, CICCV, Pie Diabético, Pol Especializada, Medicina
6y 6to KPC, ginecologia, Transicion, Neurocirugia, Hidratacién, Urologia, Sin procedencia, Medicina 5, geria-
tria, Urgencia, las cuales son solo 14 de las 40 salas estudiadas, lo cual indica claramente que el control de
CDI por sala se ha dado efectivamente en el 65% de las salas. También cabe citar que en Hospitales como el
Rafael Hernandez la prevalencia alcanzo un 71.43% para la 027/NAP1/Bl METODO PCR GENEXPERT
CEPHEID.

4, Algunos ajustes serdn necesarios en nuestro protocolo de deteccidn, para disminuir el nimero de
repeticiones de resultados NEGATIVOS de nuestro método de Screening, o bien buscar un método que
aporte mejor sensibilidad y PPV para mayor IC de nuestro protocolo.

5. Las muestras con resultados 027/NAP1/BI METODO PCR GENEXPERT CEPHEID seran protocolizadas
en un estudio posterior donde se realizaran las técnicas de confirmacién molecular para la cepa en men-
cion.
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Envia un correo electrénico a la direccién
conalacpanama@yahoo.es
para actualizar nuestra base de datos
y puedas recibir toda la informacién

del colegio de comunicados, actividades y congresos.




