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RESUMEN

Para comparar diferentes métodos de diagnéstico de diarreas asociadas a Clostridium difficile desarrollados en el
marco de un estudio colaborativo, se analizaron filtrados de materia fecal de pacientes con sintomatologia compatible
con esta patologia. Se evalué la actividad bioldgica sobre células Vero (ensayo biolégico), la reactividad frente a
anticuerpos anti-TcdA y anti-TcdB (dot blot) y la presencia de secuencias del gen tcdB por PCR. De 177 muestras
analizadas por el ensayo bioldgico, 44 tuvieron titulos mayores o iguales que 64. Diecinueve muestras fueron a la vez
positivas en el ensayo biolégico y en el andlisis por PCR. Se analizaron 149 muestras por dot blot utilizando anticuerpos
anti-TcdA y anti-TcdB; 46 muestras resultaron positivas para ambas toxinas, 12 muestras fueron positivas solo para
TcdB y 5 muestras solo para TcdA. Las divergencias entre los diferentes métodos podrian estar relacionadas con la
presencia de genes truncados, con un bajo nimero de microorganismos en las muestras analizadas o con la degra-
dacion de las toxinas. Los resultados presentados demuestran la necesidad de implementar alternativas diagndsticas
que se adapten a la compleja realidad epidemiolégica de este importante patégeno intestinal.
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ABSTRACT

Comparison of diagnostic methods for Clostridium difficile-associated diarrhea. In order to compare different
methods for the diagnosis of Clostridium difficile-associated diarrhea, fecal filtrates from patients presenting symptoms
compatible with this condition, were analyzed. Biological activity on Vero cells (biological assay), dot blot with antibodies
anti-TcdA and anti-TcdB, and a PCR assay for the tcdB gene, were evaluated. The analysis by dot blot using anti-
TcdA and anti-TcdB antibodies showed that 46 samples out of 149 were positive for both toxins whereas 12 samples
were only positive for TcdB, and 5 samples only positive for TcdA. Discrepancies in the different methods could be
related to truncated genes, low number of microorganisms in the samples and toxin degradation. The results herein
presented show the need for developing diagnostic approaches compatible with the complex epidemiological situation
of this clinically relevant intestinal pathogen.
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INTRODUCCION

Clostridium difficile es un bacilo gram positivo formador
de esporos que se encuentra ampliamente diseminado
en centros nosocomiales como habitante normal en el
ambiente. Los principales factores que predisponen a las
infecciones por C. difficile son el uso de antibidticos de
amplio espectro tales como las cefalosporinas de terce-
ra generacion, la clindamicina y la ampicilina o la
amoxicilina. El uso de fluoroquinolonas esta mas fuerte-
mente correlacionado con las infecciones por C. difficile
que el uso de B-lactdmicos con inhibidores de B-lac-
tamasas o sin ellos (19, 20, 27). Entre otros factores aso-
ciados se incluyen edad mayor de 65 afios, internacion

prolongada y admision a unidades de cuidados intensi-
vos (14).

La presentacion clinica de la infeccion por C. difficile
va desde la colonizacion asintomatica a megacolon toxi-
co y perforacion del intestino, que en los casos graves
puede llegar a ser mortal (18, 24). Dichas patologias se
hallan asociadas a la produccion de dos toxinas, TcdA
(306 kDa) y TcdB (260 kDa), principales factores de viru-
lencia de C. difficile.

Algunos estudios epidemioldgicos realizados en Ca-
nada han demostrado un marcado incremento de las in-
fecciones ocasionadas por C. difficile, cuyo numero se
elevé de 36 a 156 casos por cada 100 000 pacientes
internados entre 1991 y 2003. En el mismo periodo, la



proporcion de complicaciones aumenté de 7,1% a 18,2%
y la mortalidad dentro de los 30 dias pas6 de 4,7% a
13,8%. Similar tendencia ha sido demostrada en estu-
dios realizados en Europa y EE.UU. (21).

En nuestro pais existen escasos datos epidemioldgi-
cos acerca de las infecciones por C. difficile. Un estudio
llevado adelante por Goorhuis et al. (8) sobre muestras
de pacientes hospitalarios analizadas entre 2000 y 2005
permitié determinar un importante aumento en el nime-
ro de aislamientos toxigénicos, con una prevalencia de
entre un 40% y un 50% a partir de 2001. En el mismo
estudio se pudo establecer un marcado aumento en el
numero de aislamientos de tipo TcdA-/TcdB+ respecto
del toxinotipo TcdA+/TcdB+ a partir de 2001. Esto no sélo
demuestra la relevancia que C. difficile presenta para el
sistema de salud, sino también el establecimiento y la
prevalencia de aislamientos clinicos TcdA-/TcdB+ (8).

Los primeros sintomas indicativos de la infeccién por
C. difficile son diarreas acuosas, dolores abdominales,
pérdida de apetito, nduseas y fiebre. Ademas de estos
sintomas, el paciente debe presentar historia de trata-
miento con antibidticos o antineoplasicos dentro de las 8
semanas previas a la manifestacion del cuadro clinico.
Como consecuencia del agravamiento de la colitis, pue-
den desencadenarse cuadros secundarios graves, entre
los cuales se destacan la sepsis, el desequilibrio de
electrolitos, la hipotension, la peritonitis y, en algunos
casos, elevado recuento de gldbulos blancos, con altos
niveles de creatinina (7, 15).

El reconocimiento de los sintomas no es suficiente
para el diagndstico de C. difficile como agente responsa-
ble de la afeccion, ya que existen otras entidades, como
la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa, que provo-
can sintomas similares a los causados por la infeccion
por C. difficile. Otros patdgenos entéricos también dan
lugar a cuadros que no son facilmente distinguibles del
producido por C. difficile (4, 10, 26).

Los métodos mas comunmente utilizados para el diag-
nostico se basan en el aislamiento del patdgeno y en la
deteccion del antigeno comun (glutamato deshidroge-
nasa) o de las toxinas (22, 27). El aislamiento de la bac-
teria tiene la principal desventaja que no permite distin-
guir entre cepas toxigénicas y no toxigénicas, por lo que
se debe complementar con algun método que permita
detectar toxinas (24). Algo similar ocurre con los méto-
dos basados en la deteccion del antigeno de superficie,
la glutamato deshidrogenasa (32).

El método considerado de referencia o gold standard
para el diagndstico de C. difficile es el ensayo de
citotoxicidad sobre células en cultivo, que permite detec-
tar la presencia de la toxina B (13). Este ensayo debe
ser confirmado mediante la neutralizacion de TcdB em-
pleando anticuerpos especificos (28, 31). También exis-
ten enzimoinmunoensayos (EIA) para la deteccién de
toxinas de C. difficile que permiten detectar toxina A
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(ToxA) o la presencia de alguna de ellas, sin diferenciar
entre ambas (ToxA/B). Otras técnicas basadas en méto-
dos moleculares implican la deteccién del gen que codi-
fica la TcdB (tcdB) mediante PCR convencional o PCR
en tiempo real (30).

Actualmente, el diagndstico en nuestro pais se reali-
za mediante equipos comerciales basados en EIA; éstos
detectan de manera indistinta la toxina A y/o la B. Estos
equipos son importados y de dificil adquisicion para mu-
chos de los centros de salud de nuestro pais.

El diagndstico rapido y preciso de este patégeno como
causa de la enfermedad permite la instauracion tempra-
na del tratamiento adecuado, lo que evita el agravamiento
del cuadro y la posible diseminacion del agente etiologico
a otros pacientes.

A los fines de contribuir al diagndstico de las diarreas
asociadas a C. difficile se desarrollaron dos estrategias
diferentes. La primera consistio en la deteccidon de ambas
toxinas en forma separada mediante métodos inmunolo-
gicos, mientras que la segunda estrategia consistio en la
deteccion del gen tcdB mediante técnicas de biologia
molecular. Ambas metodologias fueron contrastadas con
el ensayo biolégico de citotoxicidad sobre células Vero.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de filtrados fecales

Se analiz6 un total de 177 muestras fecales provenientes de
pacientes con sintomatologia compatible con infeccién por C.
difficile. Para ello, las muestras de materia fecal fueron resus-
pendidas en igual volumen de solucién de NaCl 0,85% (v/v) es-
téril, homogeneizadas y filtradas a través de membrana de 0,22
pum de diametro de poro en condiciones de asepsia. Los filtra-
dos obtenidos fueron almacenados a -80 °C hasta su utilizacion.

Deteccion de TcdA y TcdB por dot blot

Se realizaron diluciones seriadas al 1/2 de los filtrados fecales
en buffer tris-Tween (TTBS), con la siguiente composicion: Tris-
Base, 6 g/I; NaCl, 5,9 g/I; Tween 20, 0,05% p/v. Las toxinas Ay
B de C. difficile se detectaron empleando anticuerpos
monoclonales comerciales anti-TcdA y anti-TcdB obtenidos en
raton (Meridian Life Science, Inc., EE.UU.).

Alicuotas de 2 pl de las citadas diluciones fueron sembradas
sobre membrana de nitrocelulosa (SIGMA, Inc., EE.UU.) e incu-
badas durante 1 h a 37 °C con solucién de bloqueo constituida
por leche parcialmente descremada (Svelty, Nestlé, Argentina)
al 3% (p/v) en buffer TTBS. Posteriormente se incubaron las
membranas durante 1 h a 37 °C con anti-TcdA o anti-TcdB, lue-
go con anti-IgG de ratén conjugada con estreptavidina (SIGMA)
durante 40 minutos a 37 °C, y finalmente con solucién de
fosfatasa alcalina conjugada con biotina (SIGMA) durante 30
minutos a 37 °C. Entre cada incubacion, las membranas fueron
lavadas 4 veces con TTBS. Para el revelado se empleé como
sustrato el sistema BCIP/NBT (SIGMA). Se considerd positiva
la presencia de toxina en aquellos filtrados que presentaron un
titulo mayor o igual a 16 frente al respectivo anticuerpo
monoclonal especifico.

Deteccion de un fragmento de ADN del gen tcdB por PCR
La deteccién de un fragmento del gen tcdB se realiz6 me-

diante la técnica de PCR (9), a partir de muestras fecales obte-

nidas de pacientes hospitalizados con cuadros de diarrea e his-
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toria de tratamiento con antibiéticos. Se analizaron en total 177
muestras. Para la extraccion del ADN total de la muestra fecal,
se empled un equipo comercial de extraccion QlAamp DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Argentina), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las secuencias de los cebadores empleados fue-
ron las siguientes:

CDTB1 (5°GTGGCCCTGAAGCATATG 3")

CDTB2 (5 TCCTCTCTCTGAACTTCTTGC 3")

Estas secuencias amplifican un fragmento de 322 pb corres-
pondiente a una region no repetitiva del gen tcdB (1).

Se utilizaron 6 pl de los extractos de ADN, los que fueron
adicionados a la mezcla de reaccién cuyo volumen final fue de
25 pl por tubo.

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador Perkin-Elmer
9600 con el siguiente perfil de amplificacion: desnaturalizacién
a 94 °C durante 3 min, 30 ciclos de 94 °C (45 s), 56 °C (45 s) y
72 °C (75 s), y extension final a 72 °C durante 1 min.

Los amplicones obtenidos fueron resueltos por electroforesis
en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio y transiluminacién
con luz UV. Como control positivo se empled el ADN de la cepa
toxigénica ATCC 43255 y como control negativo ADN purificado
de Clostridium perfringens y agua destilada estéril.

Deteccion de TcdB por determinacion de la actividad
biolégica en cultivos celulares

Se empled el ensayo bioldgico sobre células Vero (29). Es-
tas se hicieron crecer en placas de 96 fosas durante 48 h em-
pleando el medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s Medium,
GIBCO, EE.UU.) suplementado con suero fetal bovino (BIOSER,
Argentina) al 10% (v/v), previamente inactivado a 60 °C durante
30 min. Para determinar la presencia de TcdB en los filtrados
fecales, de éstos se prepararon diluciones seriadas al 1/2 en
DMEM sin suplementar, las que fueron agregadas a las fosas
que contenian las células. Las placas fueron incubadas en una
atmosfera con 5% de CO, y 95% de aire, y se procedio a su
observacion microscépica a las 24 h. La actividad biolégica de
los filtrados fecales se evalué mediante el efecto citopatico que
presentaron sobre las células Vero, y se definié como la inversa
de la dilucién que produjo redondeo en el 50% de las células. La
evaluacion se realizé por observacién microscoépica. Para con-
firmar que la actividad biolégica de los filtrados clinicos se debia
a TcdB, se procedio a realizar el correspondiente ensayo de
neutralizacion empleando el anticuerpo monoclonal comercial
contra TcdB (Meridian Life Science). Para ello, las muestras fue-
ron diluidas en DMEM sin suplementar hasta una dilucion final
de 1/50 para aquellas que presentaban una actividad biolégica
menor o igual de 500, y de 1/500 para aquellas cuyo titulo era
mayor a 500. Se coincubaron 90 pl de dichas diluciones sobre
las células Vero en presencia de 10 pl de anticuerpo monoclonal
anti-TcdB (dilucion final 1/10). Se realizaron los respectivos con-
troles positivos incubando las mismas diluciones de cada filtra-
do en ausencia de anticuerpo monoclonal.

Analisis de datos

Para el analisis estadistico se empled el software InfoStat
(Grupo InfoStat, Cérdoba, FCA, Universidad Nacional de Cor-
doba, Argentina). Para comparar los titulos (actividad biolégica
y dot blots), se utilizé la prueba de la mediana.

Se realiz6 un estudio de sensibilidad/especificidad tomando
como referencia el ensayo bioldgico. Se determinaron los si-
guientes parametros, de acuerdo con los calculos detallados a
continuacion:

Sensibilidad = PV/(PV + FN), especificidad = NV/(NV + FP),
valor predictivo positivo = PV/(PV + FP), valor predictivo negati-
vo = NV/(NV + FN); donde PV: positivos verdaderos; FP: falsos
positivos; NV: negativos verdaderos y FN: falsos negativos.

RESULTADOS

Deteccion de TcdA y TcdB en muestras fecales

En la Figura 1, a manera de ejemplo, se muestran las
imagenes correspondientes al analisis por dot blot de 16
filtrados fecales.

Se puede observar que los titulos de las muestras 1,
2y 4 fueron > 32 para ambas toxinas, mientras que en la
muestra 15 los titulos contra TcdA y TcdB alcanzaron un
valor de 8. El resto de las muestras presentaron titulos
<4,

Considerando un punto de corte de 16, de 149 mues-
tras analizadas mediante dot blot, se detectaron ambas
toxinas en 46 muestras (30,9%), sélo toxina B en 12
muestras (8,1%) y solo toxina A en 5 muestras (3,3%).
Las restantes 86 muestras (57,7%) fueron negativas para
ambas toxinas. Estos resultados pueden verse en la Fi-
gura 2.

Deteccion de tcdB en muestras fecales por PCR

En la Figura 3 se muestra un gel representativo de un
analisis de 3 muestras de materia fecal provenientes de
pacientes con sintomatologia compatible con infeccién
por C. difficile. También se muestran los controles positi-
Vo y negativo.

A partir de las muestras 1y 3 se detecté un amplicén
cuyo tamafo es coincidente con el obtenido con la cepa
de C. difficile de referencia, productora de TcdB (calle 4).
Cuando se utilizé6 ADN de C. perfringens (calle 5), no se
observd la banda caracteristica de tcdB de C. difficile. No
se evidenciaron interferencias en las muestras que pro-
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Figura 1. Andlisis de filtrados fecales por dot blot con anticuerpos
monoclonales comerciales: A) contra TcdA; B) contra TcdB, (+)
presencia de toxina, (-) ausencia de toxina.
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Figura 2. Deteccion de TcdA y TcdB por dot blot en filtrados
fecales. El numero total de muestras analizadas fue 149.

322-bp

Figura 3. Deteccion de un fragmento de ADN del gen tcdB en
muestras clinicas empleando los cebadores CDTB1 y CDTB2.
Tincién con bromuro de etidio en gel de agarosa al 1,4%. Li-
neas 1y 3: muestras clinicas positivas; linea 2: muestra clinica
negativa; linea 4: control positivo (C. difficile 43255); linea 5:
control negativo (C. perfringens); linea 6: patrones de ADN.

dujeran otros amplicones de tamarios diferentes al espe-
rado. De 177 muestras analizadas, 35 mostraron reac-
cion positiva por la PCR con los cebadores empleados.

Deteccion de la actividad biologica de
TcdB en cultivos celulares

La actividad citopatica de la toxina B de C. difficile
sobre células Vero se manifiesta a través de un redon-
deo celular facilmente detectable por observacién micros-
copica. A modo de ejemplo, en la Figura 4A se muestra
el efecto sobre células Vero de un filtrado proveniente
de una muestra clinica. La Figura 4B muestra la mono-
capa de células Vero sin tratamiento.
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Figura 4. Células Vero crecidas en cultivo. (A) tratadas con un
filtrado fecal proveniente de un paciente infectado por C. difficile;
(B) sin tratar.
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Figura 5. Titulos de dot blot en muestras negativas y positivas

en el ensayo bioldgico con células Vero. Vero (-): sin actividad

bioldgica asociada a TcdB; Vero (+): con actividad bioldgica aso-
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Figura 6. Titulos de actividad bioldgica sobre células Vero en
muestras positivas y negativas mediante el ensayo por PCR para
la deteccién de un fragmento del gen tcdB.

Se consideraron TcdB-positivas aquellas muestras con
un titulo mayor o igual a 64. En todos los casos se efec-
tud la confirmacion mediante el ensayo de neutraliza-
cién con anti-TcdB. De esta forma, se pudo determinar
que de 177 muestras analizadas por el ensayo biologi-
co, 44 (24,8%) mostraron actividad asociada a TcdB.
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Comparacion de los ensayos de dot blot
y PCR frente al método biolégico

La comparacion de los métodos moleculares e
inmunoquimicos frente al ensayo bioldgico permite obte-
ner informacion de utilidad para disefar estrategias de
diagndstico.

En la Figura 5 se muestran los resultados de los titu-
los de reactividad inmunoldgica frente a TcdB de los fil-
trados, agrupados segun la existencia o no de actividad
biologica sobre células Vero. Se analizd un total de 149
muestras por ambos métodos, de las cuales 38 (25,5%)
presentaron actividad bioldgica sobre células Vero. De
estas 38 muestras, 20 (13,3% del total evaluado) fueron
también reactivas frente a anti-TcdB, con titulos mayo-
res o iguales que 16.

Siempre sobre la base del andlisis de las muestras
estudiadas por dot blot y ensayo biologico (149 mues-
tras), se registraron 111 muestras negativas mediante
este Ultimo procedimiento (74,5%), de las cuales 73 (49%
del total) fueron ademas negativas en el andlisis por dot
blot.

Es de destacar que las muestras positivas por el mé-
todo biolégico presentaron titulos de dot blot que alcan-
zaron una mediana de 15. En contraste, en las muestras
sin actividad bioldgica asociada a TcdB la mediana del
titulo de dot blot fue de 4. Estas medianas son significa-
tivamente diferentes (p = 0,036). La Figura 5 también
permite observar la existencia de muestras con activi-
dad bioldgica de TcdB que no mostraron reactividad por
dot blot (titulos menores de 16).

En la Figura 6 se comparan los resultados obtenidos
por PCR y por el ensayo bioldgico. Como puede obser-
varse, la mayoria de las muestras que no presentaron
amplificacion de tcdB evidenciaron escasa o nula activi-
dad biolégica sobre células Vero. Los valores de las
medianas del titulo de actividad biologica en muestras
positivas y negativas en el ensayo por PCR fueron 256 y
0, respectivamente. Estos valores son significativamente
diferentes (p = 0,0032).

Cuando los titulos de la actividad biolégica fueron
menores de 128, no se logré amplificar el fragmento del
gen tcdB en las muestras analizadas. Este fue detecta-
do en muestras con titulos de actividad bioldgica mayo-
res de 256, con una frecuencia mayor cuando la activi-
dad bioldgica era superior a 1042.

DISCUSION

Diversos estudios de tipificacion génica de C. difficile
han demostrado la existencia de variabilidad en los genes
tcdA y tcdB (25). Estas variaciones se originan en
deleciones o inserciones que pueden dar lugar a cepas
incapaces de producir una o ambas toxinas, o a cepas
que producen variantes de las toxinas con actividad bio-
I6gica modificada. TcdB presenta actividad glucosiltrans-
ferasa, la cual es dirigida hacia las proteinas Rho y Rac

(GTP-asas). Dicha glucolisilaciéon inactiva estas protei-
nas, lo que activa las vias de sefalizaciéon que conducen
a procesos apoptoticos y a la interferencia en la polime-
rizacion de la F-actina. Esto deriva en un efecto citotoxico
caracterizado por redondeo celular y apoptosis (23). Es
importante destacar que se ha aislado una cepa de C.
difficile capaz de producir TcdB sin reactividad en los
ensayos bioldgicos sobre células en cultivo (25). Otras
variantes de TcdB identificadas han demostrado diferen-
cias en tamafio e incluso ausencia de inmunorreactividad
(6, 12, 25). Las mutaciones presentes en ciertas cepas
pueden también provocar modificaciones en la especi-
ficidad por sustrato, que se ve reflejada en la falta de
actividad citotéxica sobre la célula blanco (11). Sin em-
bargo, el producto de la expresién de tcdB puede pre-
sentar epitopes intactos, que dan lugar a reactividad frente
a ciertos anticuerpos monoclonales especificos contra
TcdB, aunque la toxina sea biolégicamente inactiva. Este
comportamiento podria explicar las discrepancias halla-
das entre los resultados encontrados al comparar el
método inmunoquimico con el ensayo bioldgico sobre
células Vero.

Un factor que se debe tener en cuenta es que la com-
plejidad en la composicion de la materia fecal a partir de
la cual se obtienen los filtrados hace posible la reactividad
inespecifica con los anticuerpos monoclonales contra
TcdB.

Se ha informado que la técnica de PCR presenta un
limite de deteccion de 10° UFC/g de muestra (9), por lo
que muestras con un menor inéculo de C. difficile no
contendrian la cantidad necesaria de ADN para la deter-
minacion por este método. Por otro lado, las modificacio-
nes que pudieran presentarse dentro de las regiones que
se buscan amplificar generaran un producto de amplifi-
cacion incompleto, con lo cual la reaccion de PCR daria
negativa para la presencia del gen en estudio. Esto ha
sido demostrado por Minnaard et al. (17) en un estudio
de los factores de virulencia de Bacillus cereus. Tal cir-
cunstancia podria explicar los resultados en los cuales
las muestras dan reaccién negativa por PCR y son posi-
tivas en el ensayo sobre células Vero.

Un resultado positivo para la presencia del gen tcdBy
negativo por el método bioldgico podria ser consecuen-
cia de deleciones en el gen que resultan en un producto
sin actividad bioldgica; sin embargo, al estar conservada
la region reconocida por los cebadores utilizados, se
obtienen productos de amplificacion.

Es importante destacar que el equipo de extraccion
de ADN empleado (QlAamp) ofrece una alta eficiencia
en la purificacion de ADN (9). Sin embargo, no se debe
descartar que pudiera existir algun interferente en la
materia fecal que no fuera eliminado o inactivado, lo que
puede provocar una interferencia con la PCR. Esto po-
dria explicar los casos en que no se detecto la presencia
de tcdB por PCR vy, sin embargo, la muestra presenté
actividad bioldgica asociada a TcdB. Para detectar la



presencia de inhibidores, Guilbault et al. (9) efectuan la
determinacion por duplicado y a una de las muestras le
agregan ADN proveniente de una cepa toxigénica de C.
difficile. Sin embargo, esto representa un componente
extra de trabajo, lo cual suele generar complicaciones
dado el gran numero de muestras que suelen manejarse
en el ambito hospitalario.

Es importante destacar que todas las muestras que
presentaron efecto citotdxico sobre las células Vero fue-
ron confirmadas mediante el respectivo ensayo de neu-
tralizacion con anticuerpo monoclonal contra TcdB. Sin
embargo, este anticuerpo monoclonal puede presentar
reaccion cruzada contra la toxina letal producida por
Clostridium sordelli (TcsL), que también es una toxina
glicosilante con la misma especificidad que TcdB, y que
presenta un efecto citotdxico similar al producido por di-
cha toxina. Esto podria dar como resultado discrepan-
cias con los estudios por dot blot y PCR. En ese caso,
seria el ensayo bioldgico el que daria un resultado erro-
neo (2, 16).

Los fenotipos mas comunmente encontrados en ce-
pas de C. difficile son TcdA-/TcdB-, TcdA-/TcdB+ y
TcdA+/TcdB+. Se han descrito casos de cepas pertene-
cientes al fenotipo TcdA+/TcdB-, pero estos hallazgos
se han atribuido a fallas en la amplificaciéon debido a va-
riaciones en la secuencia de tcaB (5, 32). A raiz de tales
alteraciones, se producen variantes de TcdB que podrian
ser biolégicamente inactivas y/o sin reactividad frente a
los anticuerpos empleados. Dichas cepas se clasifica-
rian dentro de los toxinotipos TcdA+/TcdB+ (25). En el
presente trabajo, la deteccion de muestras TcdA+/TcdB-
por dot blot (Figura 2) no debe confundirse con la pre-
sencia de cepas con ese fenotipo, ya que el analisis se
ha hecho sobre filtrados fecales y no sobre cepas de C.
difficile.

Un factor muy importante que debe ser mencionado y
que puede influir considerablemente sobre el resultado
de una determinacién de citotoxicidad es la conserva-
cion de la muestra. Bouza et al. (3) han demostrado que
filtrados provenientes de muestras fecales presentan
actividad citotoxica negativa. Sin embargo, a partir de
esas muestras se han aislado microorganismos que al
desarrollar en caldo produjeron sobrenadantes con acti-
vidad citotdxica sobre las células en cultivo. Los autores
argumentan que la diferencia encontrada podria obede-
cer a la degradacion de la toxina en las muestras, con
pérdida de la actividad biolégica como consecuencia de
cambios de temperatura y de actividad proteolitica fecal
durante el transporte hasta el laboratorio y el almace-
namiento para su posterior analisis. En contraste, los
esporos presentes en la muestra, cuando son colocados
en condiciones de cultivo, pueden germinar y producir
toxinas que son detectadas en los sobrenadantes co-
rrespondientes.

La degradacién de la toxina podria arrojar un valor
falso negativo, no sélo en el ensayo de citotoxicidad, sino
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también en aquellos que detecten las toxinas de C.
difficile. Respecto de las muestras empleadas en el pre-
sente estudio, éstas fueron almacenadas a -80 ¢C hasta
su utilizacion.

Una forma de detectar errores por degradacion de la
toxinay también por reacciones cruzadas con TcsL con-
siste en el aislamiento de C. difficile. Esto sélo seria util
para obtener datos para la tipificacion de genes o la vali-
dacion de metodologias de diagndstico o estudios
epidemioldgicos, pero no para el diagndstico, dado que
requeriria de mas de 96 horas para obtener el resultado,
lo cual es un tiempo demasiado prolongado para esta-
blecer el tratamiento clinico contra la infeccion. Si bien
este procedimiento podria mejorar la sensibilidad, la es-
pecificidad y la predictividad del andlisis, el aislamiento
de anaerobios como C. difficile demanda tiempo, lo cual
no siempre es compatible con los requerimientos del diag-
nostico.

Si se toma como referencia el método bioldgico, un
andlisis de sensibilidad/especificidad daria los siguien-
tes resultados para la PCR: sensibilidad 43,2%; especifi-
cidad 88%; valor predictivo positivo 54,3% y valor
predictivo negativo 82,3%. EI mismo andlisis para el dot
blot arrojaria los siguientes resultados: sensibilidad
52,6%; especificidad 67,7%; valor predictivo positivo
35,7% y valor predictivo negativo 80,6%. Sin embargo,
debido a las consideraciones referidas anteriormente,
estos valores son meramente orientativos y no deberian
constituir un criterio de evaluacién de la calidad de los
ensayos de PCR y dot blot.

Los resultados del presente trabajo ponen en eviden-
cia la complejidad del panorama diagnéstico de las
diarreas asociadas a C. difficile. La variacion genética y
la posibilidad de produccion de proteinas modificadas y
con diferentes actividades bioldgicas dan cuenta de una
realidad epidemioldgica en evolucidn. Asimismo, desta-
can la necesidad de profundizar los estudios, para ade-
lantarse a los cambios evolutivos de este importante pa-
tégeno nosocomial, tanto en el aspecto diagndstico como
terapéutico.

En este contexto, las iniciativas de grupos nacionales
para delinear métodos de diagndstico diferentes de los
disponibles en forma comercial permitiran aportar nue-
vas opciones que se adapten a las particularidades del
sistema de salud de nuestro pais.
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