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Antecedentes

Clostridium difficile (CD) es un bacilo Gram positivo, anaerobio estricto y formador de esporas,
que ejerce su patogenicidad a través de la produccién de toxinas’. La colonizacién del intestino
grueso en humanos genera una Infeccidén Asociada a Clostridium difficile (IACD), la que puede
manifestarse en el paciente desde una colonizacién asintomatica a diarrea, colitis, colitis
pseudomembranosa e incluso la muerte™?. Cepas productoras de toxinas como no productoras
pueden colonizar humanos como otros mamiferos, pero sélo las cepas productoras de toxinas
estan asociadas a la enfermedad. Entre los factores predisponentes el uso de antibidticos de
amplio espectro, hospitalizacién prolongada, edad avanzada y otras enfermedades
gastrointestinales aumentan el riesgo de infeccidn a causa de este microorganismo®.

Para el diagnéstico de IACD existe una amplia variedad de ensayos que se utilizan en forma
individual o en combinacién como un algoritmo de deteccidn rapida, con elevada sensibilidad y
especificidad. Sin embargo, es fundamental la combinacién de criterios clinicos y de
laboratorio. El estudio microbioldgico debe solicitarse solo si el paciente presenta deposiciones
diarreicas’.

Si bien existen diversas pruebas para el diagndstico de CD, no todas estan al alcance de los
laboratorios y el tiempo de respuesta puede variar de dos a tres dias. Entre ellos estdn el
Ensayo de Citotoxicidad Celular (Cell Cytotoxity Neutralization Assay, CCNA), el cual se
considerd por mucho tiempo el gold standard para el diagndstico de C. difficile. Cultivo
Toxigénico (CT), Glutamato Deshidrogenasa (GDH), Enzimoinmunoensayos (EIAs)
Inmunocromatografia, Amplificacién de Acidos Nucleicos (Nucleic Acid Amplification Tests,
NAATs)".

Con respecto al cultivo microbiolégico de CD, los medios de cultivo que se utilizan en la
actualidad incluyen tanto a medios convencionales no selectivos, como selectivos y
diferenciadores, los cuales son esenciales en el diagndstico microbiolégico de las IACD,
principalmente en lo que respecta a la tipificacién de cepas sospechosas de CD y posteriores
estudios de susceptibilidad antibidtica’.

Muchos medios selectivos que contienen antibidticos tales como la cicloserina o cefoxitina
estan disponibles comercialmente. Por lo general, se derivan del medio de CCFA (base yema de
huevo, fructosa con cicloserina y cefoxitina) descrito en 1979°. A pesar del uso de antibidticos,
la sensibilidad de los medios de cultivo es relativamente pobre, y el shock con etanol y/o
térmico han sido propuestos como métodos para la seleccion de las esporas y la optimizacidn
de la recuperacién de CD tanto a partir de muestras clinicas como del ambiente’.

El objetivo de este estudio fue evaluar el rendimiento del agar CHROMagar™ C. difficile, un

nuevo medio cromogénico para el aislamiento de C. difficile en 24 h/48h, en comparacién con



otros dos medios: agar sangre anaerobio(ASA) ( Anaerobe Agar + 5% Sheep Blood BD
BBL™) y Clostridium difficile Selective Agar (CDSA, BD BBL™), a partir de muestras de

deposicién de pacientes con sospecha de IACD.

Metodologia

El siguiente estudio fue realizado con 91 muestras de deposiciones provenientes de pacientes
con sospecha de IACD, provenientes de dos centros hospitalarios chilenos. Las muestras
fueron almacenadas a 4°C, hasta su envio mediante cadena de frio al Laboratorio de
Investigacion de la Escuela de Tecnologia Médica de la Universidad Mayor, sede Huechuraba,
Santiago.

Posterior a la recepcién de la muestra, se evalud su consistencia para su procesamiento. En
aquellos casos en que la muestra de deposicién estaba sdlida, se diluyé en 2 mL de agua
destilada estéril y se homogeneizo.

Las muestras fueron procesadas de dos maneras diferentes, una parte de la muestra fue
sembrada directamente en los medios de cultivo y la otra parte fue pretratada con shock
etandlico posterior a eso fueron sembradas en los tres medios de cultivos, uno enriquecido
no selectivo ASA, BD BBL™ vy dos selectivos-diferenciadores CDSA y CHROMagar™ Clostridium
difficile). El procedimiento del shock etandlico (EtOH) se basa en la incubacién por 30 minutos
a temperatura ambiente de una solucién homogeneizada de 1 mL total, con 500 pL de la
muestra de deposicidon mas 500 pL de etanol al 100%.

Posterior a las 24 horas de incubacién a 372C en anaerobiosis al 5% CO, (Anaerocult®A,
Merck) se efectud la primera lectura de las placas de cultivo verificando si hubo crecimiento
bacteriano sospechoso de CD o no, acorde a las instrucciones del proveedor. Si no hubo
crecimiento las placas fueron reincubadas en anaerobiosis al 5% CO,, siendo revisadas a las
48h y 72h. Las colonias sospechosas fueron repicadas en ASA para la obtencion de cultivo
puro y asi poder realizar las pruebas confirmatorias de C. difficile, mediante latex (Oxoid
C.difficile) y APl 20A.

Como control de calidad se emplearon 3 cepas ATCC de Clostridium difficile (ATCC 9689; ATCC
700057; ATCC 43255)



Resultados

Crecimiento de colonias sospechosas de CD fue obtenido en un porcentaje mayor al 20% de
las muestras no sometidas a SE, este porcentaje disminuyd considerablemente al someterlas
al SE (tabla 1).

Al comparar los dos medios selectivos CDSA y CROMagar'™, se determind que el shock
etandlico permite reducir la cantidad de microbiota acompafante que puede interferir en la
deteccién de las colonias sospechosas. Sin embargo el medio CDSA, el cual permite la
identificacién de CD, mediante la utilizacidn del manitol contenido en el medio otorgandole un
color amarillo a CD, también selecciond cepas de Clostridium no- difficile, lo cual redujo la
selectividad desde el 36% al 9% cuando se realiz6 la identificacidon de las cepas sospechosas.
CROMagar™ permitié detectar con mayor selectividad y especificidad colonias de CD. Sin
embargo es importante destacar que en una primera lectura de las placas se realizé con UV a
305nm, debido a la no disponibilidad de la ldampara recomendada por el proveedor la cual
emite a 365 nm. Esto provocd que la primera interpretacion sea dificultosa ya que la
fluorescencia emitida no permitié identificar facilmente las colonias sospechosas de CD.
Posteriormente se realizd la lectura con la [ldmpara recomendada por proveedor y se evidencié
la factibilidad de identificar las colonias sopechosas. El CROMagar™ permitié detectar un 13%
de muestras positivas con aislamiento de cepas de CD, de los cuales el 75% correspondio a

cepas toxigénicas, lo cual fue detectado por el test“C. DIFF QUICK CHECK COMPLETE © test
(TechLab).

Tabla 1. Porcentaje de muestras con sospecha de C. difficile analizadas por medios de

cultivos no selectivos y selectivos diferenciadores.

% de muestras
Medios de % Muestras sospechosas | % Muestras sospechosas 5
1 , ] positivas %Especificidad
cultivo (s-SE) (C-SE)*/ p
C. difficile

ASA 53 36 9/25 25
CDSA 42 24 9/38 38
CHROMagar™ 20 14 13/93 93

! ASA: agar sangre anaerobio; CDSA: Clostridium difficile Selective Agar; CHROMagar™" medio
cromogénico. % 5-SE: sin schock etandlico; * ¢-SE: sin schock etandlico; * positividad mediante
pruebas confirmatorias; > especificidad: (muestras positivas para CD/total de muestras

sospechosas*100)




Conclusién

Diagnosticar eficientemente la presencia de CD, es de vital importancia para evitar IACD en los
servicios hospitalarios. A pesar de que el diagndstico de rutina en los laboratorios clinicos en la
actualidad se realiza mediante test inmunocromatograficos existe un porcentaje de muestras
gue resultan falsos negativos debido a la labilidad de las toxinas detectadas por los test que se
comercializan y emplean hoy en dia. Aislar las cepas en medios que cuenten con una alta
especificidad y sensibilidad es de gran importancia en clinica, ya que permitiria poder
identificar con mayor precisién aquellos pacientes que porten y que estén cursando con el
cuadro infeccioso por CD. Nuestro estudio permitié determinar que el medio CHROMagar™
Clostridium difficile a las 24 horas detecta con mayor sensibilidad y especificidad cepas de
Clostridium difficile. Siendo un medio de cultivo factible de usar en rutina en los laboratorios
clinicos. Sin embargo, cabe destacar que la lectura de las placas debe realizarse con luz UV a

365nm ya que leer a otra longitud de onda disminuye la especificidad y sensibilidad del medio.
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