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Introduction

Asociacioén de Clostridium difficile, su toxina A 'y el dafio histopa-
toloégico en pacientes con diarrea nosocomial

Association of Clostridium difficile, its toxin A and histopathological dam-
age in patients with nosocomial diarrhea

Enrique Martin-Alva, Flora Chavez y Pedro Mercado

Resumen

Esta Investigacion estuvo orientada a determinar la asociacion entre la presencia de Clostridium
difficile, su toxina Ay el dafio histopatoldgico, en pacientes del Servicio de Gastroenterologia del
Hospital Victor Lazarte Echegaray entre enero y agosto del 2003. La poblacion de estudio estuvo
conformada por todos los pacientes (24) admitidos para su tratamiento de diarreas postantibioti-
cas intrahospitalarias. De cada paciente se recolectaron heces para el diagnéstico de C. difficile,
asi como, para determinar la presencia de su toxina A, mediante un Kit comercial (Oxoid). En los
mismos pacientes, se hizo la evaluacion del dafio histopatolégico, con el apoyo del especialista
del Hospital; tipificando el dafio como Lesion tipo |, Il o lll. Los resultados obtenidos indican que
18 pacientes (75%) tienen C. difficile, pero sé6lo 15 (62,5%) de ellos tuvieron toxina A, habiendo
tres (12,5%) sin lesion coldnica ademas, predomind la lesion tipo | (37,5%). De nueve pacientes
sin toxina A, uno (4,16%) tuvo C. difficile y presento lesion coldnica, mientras que dos pacientes
(8,33%) no tuvieron toxina Ay sin C. difficile y con lesion coldnica tipo |. Ademas se encontr6 aso-
ciacion significativa entre este C. difficile y su toxina, pero no de estas con el tipo de lesion.

Palabras clave: Diarrea asociada a antibiéticos, Clotridium difficile, dafio histopatolégico, toxina
A, colitis seudomembranosa.

Abstract

This study determines the association of Clotridium difficile and its toxin A with the histopathological
damage in patients from the Gastroenterology Service of Victor Lazarte Echegaray Hospital, Truijillo-
Perud from january to august, 2003. The study was done in 24 patients admitted with treatment of
nosocomial diarrhea. Stool samples were colleted from each patient to diagnose C. difficile and its
toxin A using a commercial kit (Oxoid). The evaluation histological of damage was made in each
patients, the damage were typified in three types of lesions (I, Il or lll). It was found that 18 (75%)
patients had C. difficile, but only 15 (62,5%) of them had toxin A in faeces and three (12,5%) did not
have colonic lesion. The lesion type |, was the most predominant (37,5%). From nine patients without
toxin A in faeces, one (4,16%) had C. diffficile and colonic lesion, by the other hand, two (8,33%)
patients did not have toxin A and C. difficile but they had colonic lesion type I. It was not associa-
tion between C. difficile and its toxin A. There is an important increase of C. difficile incidence. The
presence of patients with C. difficile but without toxin A is explained by the existence of atoxigenic
strains, being the lesions produce by several causes, not only by the presence of toxins.

Keywords: Antibiotic associated diarrhoea, Clotridium difficile, histopathological damage, toxin A,
pseudomembranous cholitis.

Desde la fuente de infeccién o desde el reservorio a través

En los dltimos afios se ha registrado un importante incre-
mento en la incidencia de infeccién intestinal por Clostridiun
difficile. En un estudio realizado en el Reino Unido se revelé
como el primer patdgeno intestinal en pacientes ancianos
hospitalizados, por delante de cldsicos agentes de diarrea, Sal-
monella 'y Campylobacter (Djuretic et al., 1996). El aumento
de casos reportados puede ser debido en parte a una mejora en
el diagnéstico y a una mayor comunicacién de los casos, pero
indudablemente también refleja un aumento real en la magnitud
del problema (Johnson y Gerding, 1996).

Estudios prospectivos revelan que hasta un 21% de los
pacientes con cultivo negativo en el momento del ingreso
hospitalario son colonizados por C. difficile durante la estancia
La mayorfa de estos enfermos ingresados e infectados por este
microorganismo se mantienen asintomdticos. Sin embargo, se
ha estimado que hasta 1 % de los pacientes ingresados, tratados

con antibidticos, podrian presentar diarrea secundaria por infec-
it L ] (Tahmenn v (Lordine 1004)

de diversos mecanismos de transmision, C. difficile alcanza al
huésped potencialmente susceptible. Una vez en el colon, las
esporas de C. difficile adoptan la forma vegetativa, se multiplican
y las cepas toxigénicas pueden producir dos tipos de exotoxi-
nas; la toxina A con efectos fundamentalmente enterotéxicos
en animales (Chédvez-Olarte et al., 1997; Cheng et al., 1997).
La citoxina B, por su parte, carece de efectos enterotdxicos en
animales. Por este motivo se le habia atribuido un escaso valor
patogénico en la produccién de colitis. Sin embargo, un estu-
dio reciente evidencia que iz vitro, se comporta también como
una potente enterotoxina necrosante, con un poder 10 veces
superior a la toxina A para danar la mucosa colénica humana

(Djurteic et al. 1996; Depitre et al., 1993).

En el laboratorio, el método ideal de diagndstico de la infec-
cién por C. difficile es 1a deteccidn de la toxina B en las heces del
enfermo dada su elevada sensibilidad y especificidad. Este test
persigue no sélo la demostracion de la presencia de C. difficile,
sino también, determinar si se trata de una cepa toxigénica; v
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en los cultivos de fibroblastos humanos i7 vitro, neutralizados al
anadir la antitoxina de C. sordelii. Su resultado se expresa como
positivo o negativo dado que no parece existir correlacion entre
gravedad clinica y concentraciones de toxina. Desafortunada-
mente, presenta varios inconvenientes, tales como su crecimiento
lento (requiere 48-72 h), el elevado costo y complejidad en el
cultivo, requiriendo el mantenimiento de lineas celulares, técnica
que no estd al alcance de todos los laboratorios (Pothoulakis et
al., 1988; Pothoulakis y Lamont, 1991)

Las lesiones del colon producidos por C. difficile pueden
presentar en algunos casos dreas con necrosis epitelial en parches,
ulceracién epitelial, y en otros llegar hasta la necrosis epitelial
difusa cubierta por una seudomembrana formada por polimor-
fonucleares. La curacién clinica del proceso suele ir acompanada
de la resolucién histolégica, persistiendo sélo cierta irregularidad
en la arquitectura glandular (Portillo et al., 2002).

En las tltimas décadas, ha habido un incremento en la inci-
dencia de la infeccién intestinal por C. difficile, expresindose en
diferentes formas, desde brotes de diarrea hasta colitis pseudo-
menbranosa. Sin embargo, en el contexto nacional y local, no se
han establecido modelos de estudio sistemdtico para confirmar
esta tendencia epidemioldgica y que a la vez permita conocer
mejor la relacién del patégeno con el huésped, lo cual permitiria
establecer medidas de control compatibles con nuestra realidad,
medidas que fluctdan desde la politica antimicrobiana, deteccidn
temprana, enfermos portadores, etc.

El presente estudio, estuvo orientado a determinar si existe
asociacién entre la presencia de Clostridium difficile, su toxina A
y el dafio histopatolégico, en pacientes con diarrea nosocomial
atendidos en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital Victor
Lazarte Echegaray de Trujillo - Pert, durante el afio 2003.

Material y métodos
Poblacién

El universo muestral y la muestra estuvieron conformados
por todos los pacientes admitidos para su tratamiento de diarreas
postantibidticas intrahospitalarias, atendidos en el Servicio de
Gastroenterologia del Hospital Victor Lazarte Echegaray, EsSalud
Trujillo, durante el periodo de enero a agosto del 2003 y que
cumplian con los criterios de inclusién (pacientes con diarrea
postantibidtica intrahospitalaria y pacientes con un afio a més
de edad) y exclusién (Pacientes que habfan recibido tratamiento
con Vancomicina y Metronidazol, VIH positivos, menores de un
afio y que al ingresar al hospital presentaron diarrea).

Toma de muestra y conservacion

Las heces fueron recogidas en recipientes adecuados y trans-
portadas de inmediato al Laboratorio de Fisiologia y Genética

Tabla 1. Relacion de Clostridium difficile y su toxina Aen heces
de 24 pacientes del Servicio de Gastroenterologia del Hospital
Victor Lazarte Echegaray, enero-agosto del 2003.

Toxina A
Presente Ausente Total
Cultivo fi % fi % fi %
CD + 15 62,50 03 12,50 18 75
CD - 00 00 06 25,00 06 25

e~~~ e e er e

Tabla 2. Relacion entre la presencia de Clostridium difficile,
su toxina A con el tipo de lesién en 15 pacientes del Servicio
de Gastroenterologia del Hospital Victor Lazarte Echegaray,
enero-agosto del 2003.

Toxina positiva ( +)

Tipo de lesion Cultivo
+ -
Sin lesion fi 3 0
% 12,5 0
Tipol fi 9 0
% 37,5 0
Tipo IT fi 1 0
% 4,17 0
Tipo III fi 2 0
% 8,33 0
TOTAL fi 15 0
% 62,5 0

Bacteriana de la Universidad Nacional de Trujillo, de cada
muestra se tomaron 5 g que sirvieron para el aislamiento de C.
difficile y deteccién de su toxina A, mediante el método de in-
munodifusién. La muestra de biopsia fue tomada segtin criterio
del especialista, para su posterior evaluacion.

Identificacion y Deteccion de la toxina A de Clos-
tridium difficile:

Para la determinacién de C. difficile se tuvo en cuenta las car-
acteristicas morfoculturales y la tipificacién bioquimica. Mientras
que la deteccién de la toxina se hizo de acuerdo a lo especificado
en el Toxin Detection Kits (Oxoid) para C. difficile Toxin A Test
(Lenette et al., 1987).

Evaluacion del daio histopatolégico

Los resultados de las biopsias colénonicas fueron categorizadas
en tres tipos de danos:

Tipo I: Se pueden apreciar acumulaciones focales de polimor-
fonucleares con 4reas de necrosis epitelial parcheada y exudacién
de fibrina y neutréfilos en la luz colénica.

Tipo II: presenta un exudado més prominente que se origina
de un 4rea de ulceracién epitelial, manteniéndose intacta la
mucosa circundante.

Tipo III: Consiste en la necrosis epitelial difusa (no focal
como sucedia en los tipos anteriores), cubierta por una pseudo-
membrana formada por polimorfonucleares, fibrina y detritus
celulares.

Andlisis Estadistico

Tablas de frecuencia y de contingencia de doble entrada fueron
elaboradas con los datos obtenidos, aplicindose la prueba de Ji
Cuadrado, para estimar la asociacién entre variables; probdndose
su significancia a un nivel de confianza del 95%. Se emplearon
los programas estadisticos de Microstat y SSPS.

Resultados

De los 24 pacientes evaluados, 15 de ellos (62,5%) presentaron
toxina A de C. difficile en heces y nueve (37,5%) no presentaron



CLOSTRIDIUM DIFFICILE, SU TOXINA A Y EL DANO HISTOPATOLOGICO

Tabla 3. Relacién entre la presencia de Clostridium difficile,
y la ausencia de su toxina A con el tipo de lesion en nueve
pacientes del Servicio de Gastroenterologia del Hospital Victor
Lazarte Echegaray, enero-agosto del 2003.

Toxina negativa (-)

Cultivo
Lesion + - Total
Sin lesiéon fi 1 4 5
% 4,16 16,67 20,83
Tipo I fi 1 2 3
% 4,16 8,33 12,50
Tipo I fi 1 0 1
% 4,16 0 4,16
Tipo III fi 0 0 0
% 0 0 0
Total fi 3 6 9
% 12,5 25,0 37,5

tivo positivo para C. difficile; mientras que de los nueve pacientes
con toxina A negativa sélo seis (25%), presentaron ausencia de
este en el cultivo y los tres restantes (12,5%) manifestaron pres-
encia de C. difficile. Ademds se observa que, de los 24 pacientes
evaluados, 18 de ellos (75%) presentaron presenciade C. difficile
en el cultivo de heces (Tabla 1).

De los 15 pacientes con toxina A positiva en heces y presencia
de C. difficile en el cultivo, tres (12,5%) de ellos no manifiestaron
ningtin tipo de lesidn coldnica; teniendo la mayorfa de ellos, nueve
pacientes (37,5%), lesién tipo I. Sélo un paciente tuvo lesién tipo
11y dos pacientes mostraron lesién tipo III (Tabla 2).

De los nueve (37,5%) pacientes que no presentaron toxina A
de C. difficile en heces, tres (12,5%) de ellos dieron cultivo posi-
tivo de este microorganismo, de los cuales uno carecié de lesién
coldnica, otro presentd lesion tipo I y el otro mostré lesién tipo
II. A su vez, de los seis (25%) pacientes con cultivo negativo a C.
difficile, cuatro (16,67%) no presentaron lesién y dos (8,33 %)
tuvieron lesién colénica tipo I. Por otro lado, de nueve (37,50%)
pacientes que no presentaron toxina A, cinco (20,83%) no pre-
sentaron lesién coldnica; tres (12,50 %) tuvieron lesién tipo I'y

uno (4,16%) presento lesion tipo II (Tabla 3.)

Al relacionar la variable cultivo de heces (presencia o ausencia
de C. difficile) con la toxina A (presente o ausente), se deter-
mind que existe asociacion entre estas variables; es decir, que
la presencia de toxina A, tiene relacién directa con la presencia
de este microorganismo (Xi’c= 13,33; Xi*tab= 3,84; P< 0,05).
Asi mismo, luego de la correspondiente prueba de hipétesis,
se detectd que no existe asociacion entre el tipo de lesién y la
presencia de toxina A, a un nivel de confianza del 95 % (Xi*c=
4,266; Xi*tab=7,81; P< 0,05) y al relacionar la presencia o no
de C. difficile con la lesién colénica, luego de la correspondiente
prueba de hipétesis, no existe asociacion entre estas variables,
aun nivel de confianza del 95 %; es decir que el tipo de lesién
no depende de la presencia de C. difficile (Xi*c= 4,44; Xi*tab=
7,81; P<0,05).

Discusioén

Los resultados indican que el 75% de la poblacién evaluada

tuye un elevado porcentaje de morbilidad, si se compara con
los tenores mundiales reportados, que sélo tienen entre el 15
a 20% como mdximo claramente asociado con este germen

(Fekety, 1997).

De los 24 pacientes evaluados (Tabla 1), 18 (75%), pre-
sentaron C. difficile en el cultivo de heces y sélo 15 (62,50 %)
mostraron presencia de toxina A; de donde se desprende que en
tres pacientes, a pesar haber presentado  C. difficile en las heces,
no fue detectada la produccién de la toxina A. Esto se explica
porque existen casos de colitis seudomembranosa producida
por cepas no toxigénicas, ademds de la existencia de un ndmero
importante de portadores asintomdticos, en los que se detectan
cepas toxigénicas comportdndose como sapréfitos; lo cual sugiere
la existencia de otros mecanismos patogénicos desconocidos
(Pothoulakis y Lamont, 1993). En este sentido, factores de-
pendientes del huésped, fundamentalmente inmunitarios, no
bien estudiados, podrian ser cruciales modulando la expresién
clinica. Cheng et al. (1997) sefialan que la presencia o ausencia
de toxinas, o la ribotipificacién de las cepas, se asociaba con la
repercusién clinica, que parecia ser determinada mds bien por las
circunstancias del huésped: cuantas mds enfermedades asociadas
y cuanto mayor la duracién del tratamiento antibidtico, mayor
la repercusién de la infeccién.

Asi mismo, de los 15 pacientes con toxina A (Tabla 2), nueve
(37,5%), tuvieron lesién tipo Iy sélo tres carecieron de lesidn;
mientras que dos de ellos tuvieron lesién tipo III. Al respecto,
es importante tener en cuenta que, si bien la presencia de las
tipicas seudomembranas es précticamente patognoménica de la
enfermedad, su ausencia no excluye en absoluto el diagndstico
de diarrea asociada a C. difficile, ya que son frecuentes otros
patrones endoscopicos, en relacién a los diferentes grados de
severidad clinica, que oscilan desde la existencia de una mucosa
totalmente normal hasta otras formas de colitis sin formacién
de seudomembranas. En los casos clinicamente leves la mucosa
suele ser normal o con minimos signos inflamatorios no espe-
cificos. En casos més severos puede observarse eritema, edema,
friabilidad y tlceras que ocasionalmente pueden hacer dificil el
diagnéstico diferencial con la colitis ulcerosa, incluso en el estudio
anatomopatoldgico (Price y Davies, 1977).

Lo expresado en pdrrafos anteriores explicarfa la presencia de
lesiones col6nicas en pacientes con C. difficile, pero con ausencia
de toxina A. Asi mismo, la presencia de lesiones en pacientes sin
este microorganismo y sin su toxina A, puede ser explicada por
la presencia de otras infecciones y patologfas no infecciosas y sin
causa conocida. Al respecto, existen algunos casos publicados
de colitis seudomembranosa, secundarios a otras etiologfas. As,
otras infecciones producidas por Shigella, E. coli, Plesiomonas,
hongos, citomegalovirus y otros procesos de naturaleza no infec-
ciosa como la enfermedad inflamatoria intestinal, la isquemia o
fdrmacos como el oro y el diclofenaco pueden ser origen de colitis
con formacién de seudomembranas. Estos procesos deben ser
tenidos en cuenta, sobre todo en ciertos contextos clinicos, en el
diagnéstico diferencial de la colitis seudomembranosa.

La presencia de toxina A y de C. difficile, manifiestan, estadisti-
camente, estar asociadas; lo cual podria ser explicado porque es
mids frecuente encontrar cepas de esta bacteria toxigénicas que
atoxigénicas. Por otro lado, la ausencia de asociacion entre pres-

enciade toxina A ode C Aiffrile con el tino de le<idn. ratifica
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tanto toxigénicas como no también; o que las lesiones coldnicas
pueden deberse a otros agentes infecciosos u otras patologias no

conocidas (Pothoulakis y Lamont, 1993).
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