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por iniciativa de la Sociedad Argentina de Infectologia (SADI), que convocd a diferentes
sociedades cientificas relacionadas con el tema ICD. Nuestra Sociedad, SADEBAC, fue
invitada a través de la Subcomisién de Bacterias Anaerobias para participar del grupo de
Diagnostico de Laboratorio.

En este link les facilitamos las recomendaciones que surgieron del consenso con una
ampliacion sobre detalles técnicos y consideraciones para el diagndstico de laboratorio, que
son de interés particular de los microbi6logos

RECOMENDACIONES
¢, Cual es la poblacién susceptible para estudiar la infeccién por Clostridioides difficile (ICD)?
Recomendaciones

- Paciente con diarrea aguda que no pueda ser explicada por otras condiciones o causas y
asociada a factores de riesgo. (BII)
- Paciente con ileo paralitico y/o megacolon toxico relacionados a ICD. (BIl)

¢, Cuales son las caracteristicas de las muestras para estudiar ICD?


https://www.medicinabuenosaires.com/volumen-80-ano-2020-s-1-indice/clostridioides_difficile/

Recomendaciones

- Heces desligadas o liquidas que adopten la forma del recipiente. (Bll)
- Heces formadas o hisopado rectal, solo en pacientes con ileo. (Bll)

¢ Es util repetir la prueba diagnoéstica?
Recomendaciones

- No repetir la prueba con una nueva muestra durante el mismo episodio ante un resultado
negativo, dentro de los siete dias de realizada la primera prueba. (Bll)
- No realizar prueba de control de tratamiento. (BII)

Revision de la evidencia

La deteccion de C.difficile en materia fecal (MF) no siempre indica enfermedad. La frecuencia
de colonizacion por C. difficile en adultos asintomaticos sin contacto reciente con el sistema de
salud es <3% y en pacientes hospitalizados es 20-50% 3.

En pacientes menores de 3 afos las tasas de colonizacion son altas. Aun es controvertido si
puede existir ICD en menores de 1 afio. En esta poblacion la tasa de colonizacién oscila entre
50-70%*. A los 2 afios las tasas se mantienen entre 35-46% y hacia los 3 afos los valores se
equiparan a los de un adulto no hospitalizado®. Dada la alta tasa de colonizacion en nifios
(sobre todo entre 1 y 3 afios), se debe ser mas estricto aun, en la seleccion del paciente a
estudiar®®.

Se deberan procesar muestras de heces desligadas o liquidas’. No se recomienda la busqueda
del microorganismo en pacientes asintomaticos, excepto en el contexto de una investigacion
epidemioldgica?38. Sélo en los casos de ileo se pueden estudiar muestras obtenidas con
hisopo, preferentemente de material sintético, y en especial si se va a utilizar un método
molecular.

Recolectar un volumen no menor a 5 ml de MF de reciente emision en un recipiente estéril.
Procesar la muestra en un lapso no mayor a 2 h, de lo contrario conservar a 4 - 8 °C hasta 48
h; para periodos mayores congelar a -20/-70 °C. Esta etapa es critica, sobre todo para la
deteccidn de las toxinas, debido a que las mismas sufren protedlisis a temperatura ambiente®

Diferentes autores concluyeron que la repeticion de las pruebas dentro de los 7 dias, no aporta
datos relevantes a la clinica®''3, Las pruebas de alta sensibilidad utilizadas como tamizaje
tienen valores predictivos negativos (VPN) elevados, que permiten descartar la ICD. Por otro
lado, los estudios realizados con detecciéon de toxinas por enzimoinmunoanalisis (EIA) o con
métodos moleculares, mostraron que la repeticion s6lo aumenta la probabilidad de diagnéstico
hasta un 2%'*'°. Unicamente se sugiere repetir el muestreo en un lapso menor a 7 dias,
cuando los sintomas empeoran?.

El unico “test de cura” es la resolucion de la diarrea®'". C. difficile y sus toxinas pueden ser
detectados durante periodos prolongados luego de la desaparicion de los sintomas. La
excrecion de toxinas varia entre 13 y @ 24% a las 2 semanas postratamiento y es de



aproximadamente un 6% al llegar a las 4 semanas?'®'”. Asimismo, las pruebas moleculares
permanecen positivas por varias semanas en mas del 60% de los pacientes'® .

¢ Cual es el rédito de los métodos diagndsticos disponibles?
Recomendaciones

- Realizar la prueba de deteccién de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) como
método de tamizaje para descartar ICD por su elevado VPN. (Al)

- Un resultado positivo de GDH debe ser confirmado con un método de mayor especificidad
(Al.

- Las pruebas de EIA para las toxinas A y B (EIA TOX) confirman el diagnéstico por su
elevada especificidad. (Al)

- No utilizar los EIA TOX como unica prueba diagnéstica dada su baja sensibilidad.(Al)

- Las pruebas de amplificaciéon de acidos nucleicos (AAN) comerciales (real-time PCR)
pueden ser utilizadas como método de tamizaje para descartar ICD por su elevado VPN.
(Al)

- No utilizar las pruebas de AAN como unico ensayo para realizar el diagnéstico ya que los
VPP son bajos, especialmente cuando la prevalencia de ICD es baja (<10%). (BII)

Revision de la evidencia

Existen dos métodos de referencia para evaluar los ensayos para el diagndstico de la ICD que
detectan distintos blancos, el ensayo de citotoxicidad celular (ECC) y el cultivo toxigénico (CT)
(Tabla 1)'317.20,

El ECC consiste en detectar la presencia de la toxina B libre en un filtrado de MF aplicado
sobre una linea celular. Si luego de la incubacion se observara efecto citotoxico (redondeo de
las células), se realiza el ensayo de neutralizacion con la antitoxina especifica de C. difficile, lo
cual determina la especificidad del ensayo. Las principales limitaciones son: 1) no es un
método estandarizado; 2) tiempo de respuesta de 1 a 2 dias para su ejecucién hasta emitir el
informe; 3) no es accesible para la mayoria de los laboratorios clinicos por la complejidad
requerida y 4) el alto costo. El ECC posee alta especificidad y sensibilidad, aunque este ultimo
parametro puede verse afectado por el tiempo de transporte y/o inhibidores propios de la
muestra. (Tabla 1)°.

El CT se basa en el aislamiento del microorganismo de la MF y la deteccién posterior de las
toxinas in vitro. El procedimiento comienza con la exposicién de un volumen de las heces
diarreicas al shock etandlico o al shock térmico. Este paso tiene por objeto realizar la seleccion
de las esporas e inhibir la microbiota fecal acompafiante. Luego, se siembra en un medio
selectivo y se incuba a 35-37°C durante no menos de 48 horas y hasta 5 dias en atmdsfera
anaerobia®. El desempefio del CT se puede mejorar utilizando medios liquidos de
enriquecimiento como el caldo con taurocolato®'”). Inclusive, ante una fuerte presuncion clinica,
con la deteccién de GDH positiva, toxinas A/B directas negativas y un primer CT negativo se
puede intentar un segundo cultivo a partir de la MF conservada a -20°C. En aproximadamente
el 20% de estos casos este segundo CT resulta positivo con buena correlacion con la
evolucion clinica del paciente (observacion personal).



Existen distintas formulaciones de medios de cultivo para la recuperacion de C. difficile
mediante preparaciones in house o comerciales. El agar cicloserina-cefoxitina-fructosa (CCFA)
es un medio selectivo y diferencial descrito especialmente para el cultivo de C. difficile. Una
variante de CCFA es el medio de Brazier que utiliza la base del agar yema de huevo mas la
cicloserina y la cefoxitina. Otra alternativa mas simple y econdmica es cultivar la materia fecal,
luego del shock etandlico, en agar sangre suplementado con cefoxitina. Para estimular la
produccion y selecciéon de las esporas se propone la adicion de lisozima y/o taurocolato a las
distintas formulaciones. Las colonias compatibles con C. difficile se identifican en base a la
morfologia colonial y celular, el caracteristico olor “a establo", pruebas bioquimicas
convencionales, galerias multipruebas comerciales, cromatografia gas-liquido o MALDI-TOF
MS. Una vez identificados, los aislados deben estudiarse para verificar la produccion in vitro de
las toxinas por ECC (toxina B), EIA (toxinas A/B), o PCR (genes codificantes de las toxinas).
Actualmente se cuenta con medios cromogénicos que son selectivos y diferenciales los cuales
facilitan el aislamiento e identificacion de C. difficile a partir de muestras fecales, en especial
para los laboratorios que tienen menos experiencia en el cultivo de anaerobios. Estos medios
permiten el crecimiento de colonias en menor tiempo (24 a 48 horas) para detectar la toxina a
partir del aislado"7.

El cultivo tiene como desventajas que se necesita el agregado de otro método diagnéstico
sobre el microorganismo aislado para detectar toxigenicidad; es laborioso, de alto costo y
requiere personal entrenado en cultivo de anaerobios. Tiene una mayor sensibilidad que el
ECC a expensas de una menor especificidad porque puede detectar portadores de C. difficile
toxigénico (excretores toxigénicos). Su uso esta indicado en situacion de brotes, estudios
epidemiologicos y pruebas de sensibilidad a los antibidticos™. No se recomienda para el
diagnéstico clinico inicial porque los tiempos de respuesta no son adecuados, pero es util en un
algoritmo diagnéstico, cuando hay sospechas de ICD y no se detectan las toxinas sobre la MF
con los métodos de baja sensibilidad®'3'7. (Tabla 1 y Fig.1).

Los dos métodos, el ECC y el CT, detectan distintos blancos: la toxina B de C. difficile -in vivo-
y la cepa aislada capaz de producir las toxinas A/B -in vitro-, respectivamente. Esto es una
limitacion al momento de evaluar la evidencia en la bibliografia.

En un meta-analisis, Crobach et al., evaluaron los métodos disponibles para el diagndstico de
ICD - el EIA GDH, el EIA toxinas A/B y la AAN- frente a ambos métodos de referencia. Los
EIA TOX correlacionaron mejor con el ECC y fueron menos sensibles que el CT. Mientras que
las pruebas de AAN fueron menos especificas comparadas con el ECC, ya que no pueden
discernir las muestras con produccion de toxinas in vivo, pero correlacionaron mejor con el CT.
Por esta razon, al evaluar una prueba para el diagndstico de ICD se la deberia comparar frente
al método de referencia (ECC o CT), cuyo blanco sea equivalente al de la prueba'2°,

Un estudio prospectivo multicéntrico disefiado para validar clinicamente los métodos patrones,
mostré que la mortalidad era significativamente mayor en el grupo de pacientes con ECC+
frente al grupo que solo presentd el CT+ (16,6% vs 9,7%, p=0,044). Planche et al, en
concordancia con otros autores, concluyeron que la deteccion de toxina libre en MF
correlacioné mejor con la evolucion clinica y los casos verdaderos de ICD?"22,

El CT -al igual que los métodos que detectan los genes de las toxinas de C.difficile- puede
detectar pacientes colonizados (excretores toxigénicos) que no estan cursando una infeccion



activa?23, El CT también es Util para efectuar estudios epidemioldgicos y eventuales pruebas
de sensibilidad™.

Los EIA TOX dirigidos a la deteccion de las toxinas A y B en MF son utilizados como alternativa
al ECC. En un meta-analisis que incluyé 56 trabajos, Crobach et al., observaron una
especificidad de 96-98%y una sensibilidad de 79-83% de los EIA TOX comparados con el
ECC™. Cuando se utilizan inmunoensayos que detectan a las toxinas en forma independiente,
los resultados A+B+ o A-B+ deben ser considerados clinicamente relevantes. Estos ultimos,
A-B+, pueden corresponder a toxinotipos capaces de producir brotes como se demostro,
incluso en nuestro pais con el ribotipo 017 toxinotipo VIII17:24-26

C. difficile produce GDH, una enzima muy conservada en la especie, tanto en las cepas
toxigénicas como en las no toxigénicas. Esta enzima esta codificada en el gen gluD, el cual se
encuentra fuera del PaLoc. Carman et al. demostraron por métodos moleculares la alta tasa de
conservacion del gen que codifica para la GDH en los distintos ribotipos de C. difficile?’. Dos
meta-analisis'>?® y otros autores, demostraron su utilidad como prueba de tamizaje por su
elevada sensibilidad y VPN (94 a 100%) si bien carece de especificidad 17252930,

En un estudio multicéntrico prospectivo de la Subcomision de Bacterias Anaerobias
(SADEBAC-AAM), se obtuvo una razon de verosimilitud (RV) negativa para GDH de 0,11, lo
cual demuestra su capacidad para descartar la enfermedad, en tanto que los EIA TOX
evaluados (EIA en policubeta (RIDASCREEN™ Clostridium difficile Toxin A/B (R-Biopharm AG,
Germany) y EIA con flujo lateral (QUIK CHEK COMPLETE™ Techlab, Inc., USA) mostraron
una RV positiva >10 que avala su utilidad para confirmar el resultado de la ICD, pero la
sensibilidad menor al 60% no permite descartarla®'. En la Tabla 2 se muestran los resultados
de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN, Razén de verosimilitud positiva (PLR) y negativa
(NLR) obtenidos en dicho estudio 3'.

Los EIA para el diagndstico de la ICD estan dirigidos a la deteccion de las toxinas A y B libres
en la MF o las producidas por el microorganismo recuperado en cultivo'.

Los EIA dirigidos solo a la deteccion de las toxinas A y B son pruebas rapidas, sencillas y
economicas, pero su baja sensibilidad (~ 44 a 82%) las descartan como técnicas unicas de
diagndstico de ICD>"",

Existen diferentes presentaciones comerciales de inmunoensayos que detectan toxinas, GDH o
la combinacién de ambas. Se han desarrollado métodos de EIA en placas con policubetas con
marca cromogénica o con fluorescencia (ELFA) o en membrana por inmunocromatografia. Los
primeros se llevan a cabo en algunas horas en cambio los segundos sdélo en unos pocos
minutos™"7.

La sensibilidad para la deteccién de las toxinas A/B depende, entre otros factores, del equipo
comercial utilizado y el método de referencia empleado para hacer la comparacién. Varia
ampliamente, entre 44 y 99% frente al ECC que mide el mismo blanco, mientras que frente al
cultivo toxigénico (CT) presenta valores comprendidos entre el 29y el 86% (Tabla 3). Por otro
lado, la especificidad de los EIA, independientemente del método patrén con el que se compare
es elevada (> 90%)'3°,

El desempefio del EIA TOX es uno de los mas afectados por la prevalencia de la ICD en la
poblacidon que se evalua. Los VPP en situacion de baja prevalencia (< 10%) de ICD oscilan



entre el 69 al 81% mientras que en centros de alta prevalencia (~ 20%) pueden llegar al 98%
13,40

Para disminuir los tiempos de informe se desarrollaron los métodos de EIA que detectan
simultaneamente GDH y toxinas. La GDH de estos ensayos parece tener una sensibilidad
similar a la de los ensayos GDH independientes y constituyen una prueba con relacion costo-
beneficio favorable. A su vez, la deteccion de las toxinas tiene los mismos problemas en cuanto
a la sensibilidad que los EIA TOX convencionales®:5253,

Los métodos de AAN detectan genes que codifican la sintesis de las toxinas de C. difficile®*
35(Tabla 1). La guia europea', la norteamericana?y numerosos trabajos concuerdan que la
sensibilidad (93-98%), especificidad (93- 95%) y VPN (96-100%) de estos métodos son
elevados?'¥236:37 No hay consenso en la bibliografia con respecto al uso de los métodos de
AAN como unica prueba o como parte de un algoritmo diagnostico?'321:3841 Sj bien no hay
estudios aleatorizados que demuestren los beneficios de una estrategia de diagndstico sobre la
otra, hay evidencia de que la utilizacion de la AAN como unica prueba puede conducir al
sobrediagndstico de ICD porque puede detectar a los excretores sin enfermedad*?#> . Polage
et al. en un estudio prospectivo de mas de 1000 pacientes, demostraron que aquellos con
muestras EIA TOX-/PCR+ tuvieron sintomas mas leves, menos complicaciones y menor
mortalidad que aquellos que resultaron EIA TOX +/PCR+ (p<0,001)?3. Longtin et al. en un
estudio de cohorte prospectivo arribaron a conclusiones similares; los pacientes positivos para
toxinas, padecian mas complicaciones que aquellos que solamente presentaban las pruebas
de AAN positivas (39% vs 3%, p< 0,001)%. Si tenemos en cuenta poblaciones con baja
prevalencia, el VPP de la AAN puede ser menor al 60%"3.

Los métodos de AAN se basan en la busqueda directa en la materia fecal de los genes que
codifican la sintesis de las toxinas de C. difficile. Los métodos comerciales disponibles son
principalmente ensayos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (real-
time PCR). También se han desarrollado métodos de amplificacion isotérmica, Loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) e Isothermal helicase-dependent amplification, menos
difundidos**. La mayoria de los ensayos detectan regiones conservadas dentro de los genes
para la toxina B (tcdB), o una secuencia altamente conservada del gen de la toxina A (tcdA)
que esta presente en todas las cepas toxigénicas. Algunas pruebas de AAN también detectan
ambos genes de la toxina binaria (cdtA y cdtB) y la delecion en el nucledtido 117 del gen de la
toxina C (tcdC) lo que permite detectar las cepas hipervirulentas del ribotipo 027. Actualmente
también existen ensayos comerciales que detectan los genes de las toxinas de C. difficile junto
con multiples blancos de otros patégenos®?3%(Tabla 1). Los métodos de real- time PCR son
recomendados con respecto a los convencionales por su mayor sensibilidad y especificidad?3'.
Las técnicas in house tienen como principal dificultad la presencia de inhibidores en las
muestras de MF. La sensibilidad varia segun el método de extraccion de ADN entre 63 a
100%3*. Ademas, requieren validacidn que cumpla con los estandares de acreditacion del
laboratorio clinico, para ser utilizados con fines diagnosticos. Los métodos comerciales en
cambio fueron creados para resolver estas deficiencias®*.

¢ Cual es el algoritmo recomendado para el diagndstico de laboratorio de ICD?



Recomendaciones

- Utilizar un algoritmo, en lugar de una unica prueba, para mejorar la precision diagnéstica
(Bl (Fig. 1)

- Los algoritmos que comienzan con EIA GDH o AAN tienen elevados VPN, por lo
cual un resultado negativo, descarta la enfermedad. (Al)

- Utilizar un algoritmo que inicie con GDH seguido o en simultaneo, con la deteccion
de las toxinas A/B. Las muestras con resultados concordantes no requieren otra
prueba, un resultado positivo o negativo confirma o descarta respectivamente, la
ICD. (BIl)

- Las muestras con resultados discordantes (GDH+/TOX-), se deben resolver con una
segundaltercera prueba de mayor sensibilidad como CT o AAN. (BIl)

- En caso de sospecha de ICD en pacientes con ileo paralitico, la muestra de hisopado rectal
se puede procesar con métodos de alta sensibilidad, como CT, AAN o GDH. (Bll)

Revision de la evidencia Planche et al, en un trabajo multicéntrico que incluyd 12.420 muestras,
demostraron que la utilizacién de algoritmos de dos o tres pasos que incluyan la deteccion de
toxinas, permiten mejorar los VPP de las pruebas diagndsticas individuales. El algoritmo
GDH/EIA TOX mejoré el VPP de EIA TOX solo, comparado con el ECC (VPP 91,6% y 81,2%,
respectivamente); sin embargo, la sensibilidad fue semejante (~82%)(21). En concordancia, la
guia europea' y otros autores proponen también, la utilizacion de algoritmos para el
diagndstico de |CD?0-29:4147.48,31.45

El desempeno del algoritmo propuesto, dependera de la sensibilidad del EIA TOX utilizado
13.21.23 En nuestro medio, los métodos disponibles muestran una sensibilidad menor al 60%2%4
por lo tanto, los casos con resultados GDH+/TOX— deberan ser complementados con un tercer
ensayo (CT o AAN) para alcanzar una sensibilidad aceptable (~ 80%), especialmente en
centros con baja prevalencia (<10%)*.

Una alternativa de algoritmo es utilizar GDH/real- time PCR. Esta combinacién disminuye los
costos de realizar real- time PCR como unica determinacion y mejora ligeramente el VPP
(~85%- 88,6% vs ~82,5% - 84% respectivamente) a expensas de disminuir la sensibilidad de la
PCR, por lo que su utilidad es discutida®2':3941,

Debido a que el uso de los algoritmos puede aumentar los costos y requiere laboratorios de
mayor complejidad, es importante la interaccion con el equipo médico para establecer
claramente cudl es el criterio para la seleccion de los pacientes para el diagnostico de ICD"38,
Sin embargo, en la practica, esto no siempre es factible?

A la hora de seleccionar el algoritmo a seguir, la prevalencia de la ICD también es importante.
Hay que tener en cuenta que en centros con alta prevalencia o situacion de brote (prevalencia
> 20%) la precision de la mayoria de los métodos individuales aumenta’2°,

Actualizacién bibliografica posterior a la publicaciéon del Consenso referida a
diagnéstico



Recientemente se publicaron dos estudios importantes que sustentan las recomendaciones
dadas en este consenso: un meta analisis sobre precision diagndstica y un analisis Post Hoc
sobre un ensayo clinico con bezlotoxumab.

Kraft CS, Parrott JS, Cornish NE, et al. A laboratory medicine best practices systematic
review and meta-analysis of nucleic acid amplification tests (NAATs) and algorithms
including NAATSs for the diagnosis of Clostridioides (Clostridium) difficile in

adults [published online May 29, 2019]. Clin Microbiol Rev. doi:10.1128/CMR.00032-18

Se trata de una revision sistematica y meta-analisis que evalué la precisién diagnéstica de las
pruebas de AAN vy los algoritmos que incluyen AAN para el diagnéstico de ICD en adultos (Kraft
CS et al, 2019), como asi también, la utilidad de repetir la prueba con una nueva muestra
cuando la primera fue negativa. Los resultados del meta-analisis respaldaron que las pruebas
de AAN sola, el algoritmo de GDH/AAN vy el algoritmo que incluye detecciéon de las toxinas
(GDH/EIATOX/AAN) son todas practicas adecuadas desde el punto de vista del rendimiento
diagnéstico. Sin embargo, esta revisidon sistematica no pudo responder a la pregunta sobre qué
prueba correlaciona mejor con el diagndstico de ICD, debido al hecho de que la gran mayoria
de los estudios no incluyen resultados clinicos. Por otro lado, debido a la evidencia insuficiente,
no hay recomendaciones a favor o en contra de repetir la prueba de AAN, dentro de los 7 dias,
cuando el resultado es negativo. Ademas, dado el bajo impacto que tiene la repeticién sugieren
no innovar en cuanto a este tema. Estas recomendaciones se alinearon con las
recomendaciones de la Infectious Diseases Society of America (IDSA).

Wilcox MH, Rahav G, Dubberke ER, et al. Influence of diagnostic method on outcomes in
phase 3 clinical trials of bezlotoxumab for the prevention of recurrent

Clostridioides difficile infection: a post hoc analysis of MODIFY I/ll. Open Forum Infect
Dis. 2019;6: ofz293.

La deteccion de toxinas de C. difficile en materia fecal puede conducir a un diagndstico preciso
de la infeccién por C. difficile (ICD), segun los resultados del estudio publicado en Open Forum
Infectious Diseases.

El objetivo de este andlisis post hoc fue examinar el efecto de diferentes métodos de
diagnostico para ICD de acuerdo a los resultados de eficacia en los ensayos de fase 3 MODIFY
I /11, en los que los participantes recibieron bezlotoxumab para tratar ICD primaria y recurrente.

En este andlisis los investigadores evaluaron la curacion inicial y la ICD recurrente en los
participantes diagnosticados al inicio del estudio utilizando EIA/ ECC o métodos indirectos que
incluyen PCR/CT. La poblacién incluida en el estudio consisti6 en 1554 pacientes que
recibieron bezlotoxumab (n = 781) y placebo (n = 773).

Los resultados revelaron que las tasas iniciales de curacion clinica fueron ligeramente mas
altas en los pacientes diagnosticados con EIA/ECC (81,7%) vs el subgrupo diagnosticado con
PCR o CT (78,4%). En comparacion con el placebo, el bezlotoxumab redujo significativamente
la tasa de ICD recurrente independientemente del método de diagndstico utilizado. Sin
embargo, la magnitud de la reduccién fue sustancialmente mayor en los participantes
diagnosticados por deteccion de toxinas (EIA/ECC) (diferencia relativa -46,6%) vs PCR/CT (-
29%)
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Los investigadores concluyeron que el uso de pruebas basadas en la deteccion de toxina libre
de C. difficile en MF son fundamentales para conducir al diagnéstico preciso de ICD lo que
conlleva a que la eficacia terapéutica no se subestime.



Tabla 1 - Caracteristicas de los métodos de laboratorio para el diagndstico de la infeccion por

Clostridioides difficile

Método Blanco Ventajas Limitaciones
Cultivo toxigénico Células Método patrén Requiere la deteccion de toxinas o
vegetativas  Herramienta sus genes sobre el aislado
0 esporas epidemiologica Moderada especificidad
de Alta sensibilidad Tiempos de respuesta
C. difficile prolongados
Infraestructura y personal
entrenado
No estandarizado
Ensayo de Toxina B Método patrén Tiempos de respuesta
citotoxicidad sobre Detecta toxina libre prolongados
cultivos celulares Alta especificidad Infraestructura y personal
entrenado
Falsos negativos por toxina
degradada en la MF
No estandarizado
EIA GDH GDH Método de tamizaje Requiere confirmacién con un
Simple y rapido método que detecte toxinas o sus
Alta sensibilidad genes codificantes.
Baja especificidad
EIA TOX AB Toxinas Detecta toxina libre Baja sensibilidad
A/B Alta especificidad
EIA GDH / EIA Ensayo Deteccion simultanea Permite el diagnostico en un paso,
TOX AB combinado de dos blancos pero no mejora la sensibilidad del
GDH/ Simple y rapido EIA TOX A/B solo
Toxinas
A/B
AAN(real-time tcdB, Alta sensibilidad Especificidad baja/moderada
PCR) tedC/ tedA/ Costosos
tedC
delecion
nt 1172

MF: materia fecal, EIA: enzimoinmunoandlisis, GDH: glutamato deshidrogenasa, AAN: amplificacién de acidos
nucleicos, :mutacidon en el nucleétido 117 del tcdC presente en la cepa hipervirulenta ribotipo 027.



Tabla 2. Comparacién de las pruebas de diagndstico para C. difficile frente a los resultados de la
combinacién de ECC/ CT-ECC

Method Sensitivity (%)  Specificity (%) PPV (%)° NPV (%)° PLR® NLR*
(95% CI)* (95% CI)* (95% CI)* (95% CI)*  (95% CI)*  (95% CI)®
GDH! 91.59 76.92 74,81 92.44 3.97 0.11
(85.86-97.32)  (69.67-84.18) (66.99-82.62)  (87.27-97.61)  (2.93-538)  (0.06-021)
RAB* 52.94 96.62 91.53 74.87 15.67 0.49
(42.76-63.12)  (93.37-99.87) (83.57-99.48) (68.46-81.28)  (6.49-37.81)  (0.40-0.60)
RAB/RAB-TC* 74.53 95.07 91.86 83.33 15.12 0.27
(65.76-83.29)  (91.16-98.98) (85.50-98.22) (77.29-89.38)  (7.28-31.40)  (0.19-0.37)
QABf 58.88 94.41 88.73 75.42 10.52 0.44
(49.09-68.67)  (90.29-98.52) (80.67-96.79) (68.83-82.01)  (5.27-21.02)  (0.35-0.55)
QAB/QAB-TCf 78.30 94.41 91.21 85.44 14.00 0.23
(69.98-86.62)  (90.29-98.52) (84.84-97.18)  (79.63-91.26)  (7.09-27.65)  (0.16-0.33)
PCRe 77.14 82.52 76.42 83.10 4.41 0.28
(68.63-85.65)  (75.94-89.09) (67.86-84.97 (76.58-89.61)  (3.04-639)  (0.19-0.40)
PCR/PCR-TC® 87.62 83.92 80.00 90.23 5.45 0.15
(80.84-94.40)  (77.55-90.29) (72.25-87.75) (84.80-95.65)  (3.72-7.98)  (0.09-0.25)

295% Cl: 95% intervalos de confianza. PVPP/VPN: valor predictivo positive y negativo. °LRP/LRN: razén de
probabilidad positiva/negativa. 9GDH: Quik Chek glutamate dehydrogenase en muestras de materia fecal.
eRAB/RAB-TC: Ridascreen toxin A+B en materia fecal/ en materia fecal mas CT. fQAB/QAB-TC: Quik Chek toxin A+B,
en muestras de materia fecal/ en materia fecal mas cultivo toxigénico 8PCR/PCR-TC: tcdB in en muestras de
materia fecal/ en materia fecal mas cultivo toxigénico (31).



Tabla 3. Pruebas de laboratorio para el diagndstico de ICD. Variacion de los valores de
sensibilidad y especificidad frente a los métodos de referencia

Sensibilidad?® (%) Especificidad? (%)
Blanco
Prueba cbomparada con comparada con
ECC CT* ECC CT
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
EIAY-GDH® 94 (91-97) 94 (93-96) 92 (92-93) 94 (94-95)
policubeta Antigeno
EIA-GDH comun 98 (78-100) 97 (84-100) 90 (87-93) 96 (90-99)
membrana
EIA-Tox A/B 85 (76-88) 60 (52-68) 98 (96-99) 98 (97-99)
policubeta Toxinas
EIA-Tox A/B A/B 79 (66-88) 53 (45-61) 99 (98-99) 99 (97-100)
membrana
Métodos Genes de las 96 (93-98) 95 (92-97) 94 (93-95) 98 (97-99)
moleculares toxinas

2 Valores correspondientes a la European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases: update of the diagnostic guidance document
for Clostridium difficile infection, Crobach M.J.T., et al 2016 (13), ® ensayo de citotoxicidad celular, ¢ cultivo toxigénico,%enzimoinmunoensayo, ®
glutamato deshidrogenasa.



Figura 1- Algoritmo para el diagndstico de laboratorio de la infeccidn por Clostridioides difficile
(ICD)
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N

EIA EIA EIA
GDH+/TOX+ GDH+/TOX- GDH-/TOX-

Evaluar
persistencia
de sintomas

CT o AAN

(+) _
!

ICD Descarta ICD

1se puede iniciar con una prueba que detecte GDH y toxinas en forma simultdanea (como se muestra en la figura) o en dos pasos
sucesivos en los que se detecta GDH como primera prueba y un EIA TOX como segunda prueba para las muestras GDH +.

EIA GDH/TOX: enzimoinmunoanalisis de GDH y de toxinas A/B; CT: cultivo toxigénico; AAN: pruebas de amplificacién de 4cidos
nucleicos.
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