APRUEBESE EL DOCUMENTO “DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO DE CLOSTRIDIUM DIFFICILE”,
ELABORADO POR EL  DEPARTAMENTO
LABORATORIO BIOMEDICO NACIONAL Y DE

REFERENCIA DEL INSTITUTO DE SALUD PUBLICA
DE CHILE.

ES! JURIDICA.
B S

RESOLUCION EXENTA N° y 06 6, *]2 01.201 /

SANTIAGO,

VISTOS: la Providencia Interna N° 2912, de fecha
13 de diciembre de 2016, de la Jefa Asesoria Juridica; la Providencia Ne 3018, de fecha 12 de
diciembre de 2016, de la Jefa de Gabinete; el Memorandum N 704, del 6 de diciembre de 2016 de
la Jefa del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia, y

CONSIDERANDO:

PRIMERO: Que conforme el inciso final del articulo
57 del Decreto con Fuerza de Ley N2 1, del afio 2005, el Instituto de Salud Publica de Chile servira
de laboratorio nacional y de referencia en los campos de la microbiologia, inmunologia,
bromatologia, farmacologia, imagenologia, radioterapia, bancos de sangre, laboratorio clinico,
contaminacion ambiental y salud ocupacional y desempefara las demas funciones que le asigna
dicha ley.

SEGUNDO: Que en razon de lo anterior, la Seccidn
de Bacteriologia del Subdepto. Enfermedades Infecciosas del Depto. Laboratorio Biomédico
Nacional y de Referencia de este Instituto ha redactado un documento dirigido a los laboratorios
clinicos publicos y privados que realizan diagnostico de la infeccién por Clostridium difficile, con el

fin de entregar informacion y estrategias necesarias para optimizar el estudio de la infeccién por
dicho microorganismo.

TERCERO: Que, es necesario que estas
recomendaciones sean aprobadas administrativamente, y

TENIENDO PRESENTE: lo dispuesto en la Ley
Organica Constitucional N° 18.575, de Bases Generales de la Administracion del Estado; en la Ley
N° 19.880, de Base de los procedimientos administrativos que rigen los actos de los organos de la
Administracion del Estado; en los articulos 57, 59 letra a) del Decreto con Fuerza de Ley N° 1 de
2005, del Ministerio de Salud que fija el texto refundido, coordinado y sistematizado del Decreto
Ley N° 2763 de 1979 y de las Leyes N° 18.933 y N* 18.469"; la Resolucién N° 1.600 de 2008, de la

Contraloria General de la Republica, y las facultades que me confiere el Decreto N° 101, de 2015,
del Ministerio de Salud, dicto la siguiente:

RESOLUCION

1.- APRUEBASE el documento “DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO DE CLOSTRIDIUM DIFFICILE", elaborado por el Depto. Laboratorio Biomédico

Nacional y de Referencia del Instituto, el que consta de 13 paginas, las que a continuacién se
reproducen integramente:
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I ALCANCE Y OBJETIVOS
Este documento de recomendaciones técnicas estd dirigido a los laboratorios clinicos de la red
asistencial que realizan el diagnéstico de la infeccién por Clostridium difficile. Tiene como finalidad

entregar la informacion y las estrategias necesarias para optimizar el estudio de la infeccion por
este microorganismo.

1. INTRODUCCION
Clostridium difficile (CD), es un bacilo gram positivo anaerobio estricto, altamente patégeno por su
capacidad de producir esporas resistentes al calor y a la desecacion, toxinas tales como toxina A
(enterotoxina), toxina B (citotoxina), factores de adhesion y potentes enzimas como
hialuronidasas. Fue identificado en 1935 por Hall y O'toole como microbiota comensal en recién
nacidos y en 1978 Barlett y colaboradores demostraron su papel etiolégico en la colitis
pseudomembranosa.
Este agente ha sido aislado del medio ambiente (suelo, arena, heno) y en animales de granja,
animales salvajes y domésticos, tales como perros y gatos. En el ser humano estd presente en un
50% de los recién nacidos y lactantes durante el primer afio de vida yenun 3a5%en la poblacion
adulta como parte de la microbiota intestinal. Estas cifras aumentan en los pacientes
hospitalizados a un 25% que presentan tratamiento prolongado con antibiéticos de amplio
espectro, ademas de aquellos pacientes inmunosuprimidos, con enfermedades crénicas o con edad
sobre 65 afios, siendo estos Ultimos los mds susceptibles a la infeccion.
La infeccion por CD es una de las principales causas de diarrea nosocomial en todos los hospitales
del mundo, debido a su capacidad de esporulacién y diseminacion. La enfermedad asociada a
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Clostridium difficile (EACD) abarca sintomas de diversa gravedad, desde diarreas acuosas leves a
moderadas, nausegs, fiebre, distension abdominal, dolor e inflamacion intestinal grave con
hemorragias, formacién de pseudomembranas hasta perforacion de colon con desenlace fatal en
el 1% de los casos. El tratamiento de la EACD se realiza con la administracién oral de metronidazol
0 vancomicina y reposicion de electrolitos e hidratacién del afectado.

En las dltimas décadas se ha observado aumento en las tasas de infeccién, morbilidad y mortalidad
asociadas con esta infeccién. En regiones tan diversas como Europa, Canadd, Estados Unidos y
parte de América latina. La alta virulencia de estas cepas se atribuye a cambios genéticos por

delecion del gen regulador de g produccion de toxinas (tcdC), aumentando 20 veces mds los
niveles de ambas toxinas A v B.

El andlisis genético de estos aislamientos mediante electroforesis de campo pulsado (PFGE),
andlisis de endonucleasas de restriccion (REA) 'y ribotipificacion, denominé a esta cepa
NAP1/BI/027. La letalidad descrita en los brotes es de 7

a 11%, lo que obliga a mantener sistemas de monitoreo epidemioldgico y manejo de aislamientos
especiales dentro de los recintos hospitalarios.

En Chile, a partir del afio 2010 se observé un aumento brusco del numero de brotes
intrahospitalarios. El andlisis genético de los aislamientos demostré el predominio del clon 001 que
corresponde a una variante del clon NAP1. Debido a estas caracteristicas y a la permanente
vigilancia de las infecciones asociadas a atencién de salud (IAAS), el Instituto de salud publica de

Chile realiza el estudio microbiolégico, de susceptibilidad y genético de acuerdo al Oficio 709 del
afio 2012.

Ill.  SIGNIFICADO DE ABREVACIONES Y DEFINICIONES
CD: Clostridium difficile.
EACD: Enfermedad asociada a Clostridium difficile.
PFGE: Electroforesis de campo pulsado.
REA: Andlisis de endonucleasas de restriccion.
IAAS: Infecciones asociadas a atencién de salud.
GDH: Glutamato deshidrogenasa.
CCFA: Cicloserin Cefoxitin Fructosa Agar.
PCR: Reaccién de la polimerasa en cadena.
MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight ( Desorcion/ionizacion
mediante Idser asistida por Matriz — Tiempo de Vuelo).
EIA: Enzimoinmunoensayo.

Iv. DESARROLLO
Pruebas de laboratorio

Las pruebas disponibles para la deteccién de CD no logran discriminar una colonizacién
asintomdtica de un cuadro infeccioso, por lo tanto el diagndstico de laboratorio debe realizarse
solo en pacientes sintomdticos con diarrea y/o dolor abdominal, acomparfiados de leucocitosis y
fiebre, con excepcién de casos de ileo paralitico o megacolon toxico donde puede no estar presente
la diarrea.

El cultivo de deposicién es la prueba mds sensible, pero con un tiempo de respuesta mayor que
otras pruebas, sin embargo, el aislamiento e identificacion de una cepa toxigénica le otorga un
rendimiento mayor y es de suma importancia para estudios epidemioldgicos.

En relacién a las pruebas de deteccién de antigenos o productos de CD se dispone del ensayo de
citotoxicidad, una prueba referente e importante clinicamente, pero es obstaculizada por su falta
de sensibilidad.

Las pruebas rdpidas para deteccion de toxinas A y B son menos sensibles que el ensayo de
citotoxicidad. Ademds, se encuentra disponible la deteccién de glutamato deshidrogenasa (GDH)
util como prueba inicial dentro de las estrategias de diagnostico. La metodologia para la deteccién
rdpida de ambos tipos de proteinas va desde técnicas de inmunocromatografia hasta
enzimoinmunoensayos con lectura espectrofotométrica o de quimioluminiscencia.

Las pruebas basadas en la deteccion de dcidos nucleicos son rapidas,

sensibles y especificas, y cada
vez mds accesibles para los laboratorios de rutina.
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Muestra

Para el diagndstico de EACD la muestra adecuada debe ser deposicién recién emitida, diarreica,
acuosa o no formada. La muestra debe almacenarse en un recipiente de cierre hermético, estéril,
de boca ancha, sin medio de transporte o conservantes, en una cantidad minima aproximada de 5
a 10 gramos.

No se recomienda tomar mds de una muestra durante un mismo episodio de diarrea, ya que no
aumenta el rendimiento de los métodos diagnosticos. Tampoco se recomienda analizar las
muestras de pacientes con diagnéstico previo de EACD para control pos tratamiento.

Las muestras deben enviarse al laboratorio de forma inmediata para su andlisis o conservarse en

refrigeracion (2-8°C) hasta 72 horas. En caso de almacenamiento prolongado debe conservarse a -
20°C o menos.

Deteccion de glutamato deshidrogenasa (GDH)

GDH es una enzima denominada también Antigeno Comun producida por CD. A pesar que otras
bacterias expresan una enzima similar, los inmunoensayos comerciales actuales utilizan
anticuerpos monoclonales que le otorgan una sensibilidad y especificidad elevada. La sensibilidad y
especificidad de los ensayos actuales es de 85 a 95% y 89 a 99% respectivamente.

La GDH es mas estable que las toxinas y puede detectarse en cepas toxigénicas y no toxigénicas.
Ademds, presentan un alto valor predictivo negativo, pero un bajo valor predictivo positivo. Esta

prueba es de utilidad para la deteccién rdpida cuando se combina con un método de deteccion de
toxinas.

Deteccion de toxinas por inmunoensayos.

Las pruebas comerciales disponibles son rdpidas y de bajo costo, pueden detectar directamente
solo la toxina A, las toxinas A+B o A y B individualmente. Es posible encontrar métodos
inmunoenzimdticos con una sensibilidad de 65-85% y especificidad de 95 hasta 100% y métodos
inmunocromatogrdficos con sensibilidad de 87-90% y especificidad de 90-98%. Ademds, existen
pruebas imnunocromatogrdficas que incorporan la deteccién del antigeno GDH lo que favorece el
rendimiento del ensayo detectando el microorganismo y sus toxinas.

Las muestras se deben procesar antes de 2 horas, posterior a este tiempo sucede protedlisis de las
toxinas pudiendo interpretarse los resultados como falsos negativos.

La mayoria de los laboratorios han adoptado estas pruebas debido a su rapidez y bajo costo, sin
embargo, los ultimos andlisis de evaluacion y rendimiento demuestran que la deteccion de toxinas
por estas metodologias no pueden ser utilizadas de forma aislada para el diagnéstico.

Ensayo de citotoxicidad

Esta prueba permite detectar la toxina B preformada de CD en deposicion, basada en la
observacion del efecto citopdtico producido por las toxinas B y neutralizacion de este efecto con
antisueros. Requiere la mantencién de lineas celulares, por lo tanto es una técnica costosa y
laboriosa con obtencién resultados entre 24 a 72 horas. Debido a que la toxina B es termoldbil se
ve afectada la sensibilidad de la técnica, por lo tanto la muestra debe procesarse lo antes posible.
Fue considerada tradicionalmente como el gold estdndar, siendo desplazada ultimamente por el
cultivo toxigénico debido a su mejor sensibilidad.

La especificidad del ensayo de citotoxicidad es de un 100%, por lo que un resultado positivo

siempre se asocia a infeccion, sin embargo su sensibilidad se ha informado en un rango de 67 a
100%.

Deteccion de dcidos nucleicos

En los dltimos afios se han implementado en los laboratorios ensayos de deteccion de dcidos
nucleicos, ya que son técnicas rdapidas y de una alta sensibilidad y especificidad. Entre los métodos
disponibles estan la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) en tiempo real y ultimamente se ha
instalado el método de LAMP (Loop mediated isothermal amplification). En general, los métodos
de PCR detectan secuencias del gen de la toxina B (tcdB), también algunos detectan regiones
conservadas del gen tcdA.

Estos métodos han demostrado poseer una sensibilidad mayor al 90% y una especificidad entre un
94% y 99%, segun el tipo de método. El resultado positivo en un paciente sintomdtico puede indicar
infeccion o en menor probabilidad una colonizacién de CD. Un resultado negativo descarta la
infeccion.
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Cultivo Toxigénico

Es una metodologia que tiene una alta sensibilidad y especificidad, que consiste en el cultivo de la
muestra de deposicién en medios selectivos y enriquecidos, para luego determinar la toxicidad del
aislamiento obtenido. CD crece en medios selectivos y enriquecidos, el mds usado es el Cicloserin
Cefoxitin Fructosa Agar (CCFA) con o sin sangre, también se encuentran disponibles actualmente
medios cromogénicos comerciales. Para mejorar la selectividad de la técnica, la muestra se
somete previamente a un shock etandlico, se incuba en ambiente anaerébico por 48 horas en un
rango de temperaturas que va de los 25 y los 45° C siendo 30-37° C su temperatura optima de
crecimiento.

El procedimiento consiste en traspasar 2 a 3 ml o gramos de la muestra homogenizada de
deposicién a un tubo limpio y se agrega la misma cantidad de alcohol de 95°, dejar a temperatura
ambiente por 30 a 60 minutos agitando cada 15 minutos y posteriormente cumplido este tiempo
se siembra en un medio selectivo para CD.

Se almacena el resto de deposicion en refrigeracién hasta 72 horas (2-8°C). Si se realizard
determinacién de toxina la muestra se puede separar a otro frasco o tubo y almacenar a -20° C
para conservar la toxina.

Las placas son incubadas por 48 horas a 35°C en anaerobiosis, se revisan las placas, el aislamiento
se realiza bajo lupa estereoscépica seqgiin cantidad y pureza del cultivo. En medios con sangre las
colonias alcanzan un tamafio 2 a 5 mm de didmetro, pueden ser de color blanca o amarillentas, no
presentan hemolisis, son planas o levemente convexas, pueden ser circulares o rizoides, opacas y
de aspecto granuloso (Imagen 1), poseen un olor caracteristico a estiércol debido a la produccion
de un compuesto orgdnico voldtil llamado paracresol y muestran fluorescencia bajo la luz UV.

Al microscopio se observan en su forma vegetativa bacilos gram positivos de 0.5 Bm de ancho por 3
a 6 @m de largo, presentan esporas en posicion subterminal o libres de formas ovaladas que
pueden tefirse de color verde claro con bordes azul-rojizos al gram (Imagen 2).

\Q N ™~ /
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Imagen 1, a‘magéhn.-z__“ o e e

Si se encuentra algun tipo de colonia sospechosa, se debe realizar la identificacion mediante
alguna de las metodologias disponibles como la, deteccion de GDH, galerias bioquimicas
comerciales o espectrometria de masas (MALDI-TOF). Las pruebas bioquimicas tradicionales
incluyen lipasa, lecitinasa, hidrélisis de gelatina, hidrdlisis de esculina y fermentacion de manitol
(Tabla 1.). Si no hay colonias sospechosas se emite informe como “No hubo desarrollo de C.
difficile”

A partir de las colonias se puede realizar g determinacion de toxinas mediante ensayo de
citotoxicidad, inmunoensa yos rdapidos o de amplificacién molecular.

Existe la posibilidad de presencia de cepas toxigénicas y no toxigénicas, u observar diferentes
fenotipos en un mismo cultivo por lo que es recomendable realizar la deteccion de toxinas

simultdneamente sobre diversas colonias de la placa con el fin de detectar la cepa productora de
toxinas.

A pesar de que es una técnica de alt
de utilidad para evaluar la imple
conocer la susceptibilidad antimicr

o rendimiento, es laboriosa y requiere personal entrenado. Es
mentacion de nuevas técnicas de rutina, permite tipificar y
obiana de la cepa para es tudios epidemioldgicos.



Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de C. difficile.

aao

Hidrélisis gelatinag Positivo (reaccion débil)
Hidrdlisis de esculina  Positivo

Lipasa Negativo

Lecitinasa Negativo

Manitol Positivo

Algoritmos diagndsticos
Los algoritmos de trabajo surgen como una es trategia para mejorar la eficiencia del diagndstico de
EACD, integrando las ventajas de cada metodologia disponible, ya que estas por si solas no han
demostrado un rendimiento suficientemente optimo.
La prueba de GDH posee una alta sensibilidad, pero no buena especificidad, lo que la hace una
buena opcién como prueba de tamizaje, la que combinada con pruebas mds especificas como
deteccion de toxinas o sus genes aumenta el rendimiento y optimiza los costos del proceso de
diagndstico de laboratorio de la EACD.
Los algoritmos deben seleccionarse segun las caracteristicas de las técnicas disponibles y una
evaluacion costo beneficio en el laboratorio, se pueden mencionar cuatro algoritmos (Figuras 1-4):

Algoritmos de trabajo recomendados

Figura 1

Figura 2.
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Figura 3.
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Caracterizacién molecular de aislamientos de C. difficile

Las muestras de deposiciones con resultado positivo correspondientes a casos notificados e
investigados por brote de infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS), deben ser derivadas
al laboratorio de referencia para cultivo toxigénico y caracterizacién molecular seglin Oficio N°
709/2012 Estudio de brotes C difficile.

En el laboratorio de referencia del ISP, los aislamientos de CD recuperados son tipificados mediante
Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE), y para de identificar cepas hipervirulentas se realiza lg
amplificacién y secuenciacion del gen regulador de la produccién de toxinas (tcdC).

Los aislamientos estudiados por PFGE se identifican segiin nomenclatura de base de datos ISP con

las siglas CL-CDF-SMA. El andlisis molecular ha demostrado que el subtipo genético mds

importante en nuestro pais y que presentan la delecién de 18 nucleétidos en el gen tcdC es CL-CDF-
SMA-001.
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Figura 5. Estudio de brotes de C. difficile
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