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1. Titulo
Clostridium difficile toxigénico en muestras de heces: nuevo diagnostico

laboratorial



2. Resumen

Clostridium difficile (CD) es un bacilo grampositivo, estrictamente anaerdbico,
formador de esporas, principal agente causante de diarreas infecciosas asociadas a la
atencion médica en adultos y al uso de antimicrobianos La infeccion por C. difficile
(ICD) se manifiesta por los dos factores de virulencia principales: la toxina A (TcdA) y
la toxina B (TcdB). CD posee una cepa hipervirulenta NAP1/027 asociada a altas tasas
de morbilidad y mortalidad. El diagnostico de esta infeccion se lo confirma mediante
laboratorio, utilizando métodos directos o indirectos que presentan distintos grados de
eficacia y efectividad diagnoéstica. La finalidad de este estudio es identificar la
prevalencia de la cepa NAP1/027 de CD y el mejor método de diagnostico para
identificar Clostridium difficile toxigénico en muestras de heces. Con tal efecto, se ha
planteado seguir la metodologia para revisiones sistematicas partiendo de la busqueda
del problema con las pautas del sistema Cochrane y el cribado la informacion siguiendo
el método PRISMA, evaluando la calidad de cada documento mediante la herramienta
JBI para estudios de precision de pruebas diagnodsticas asegurando que los ensayos
utilizados para esta revision cumplan con las pautas establecidas para su metodologia y
desarrollo, con la finalidad de evitar el mayor porcentaje de riesgo de sesgo posible. Se
incluyeron un total de 12 articulos para esta revision en los que se encontr6 la media de
prevalencia de la cepa NAP1/027 de Clostridium difficile toxigénico en muestras de
heces a nivel mundial de 25,23% y el mejor método de diagndstico para identificar
Clostridium difficile toxigénico en muestras de heces es el método de tubo unico basado
en la lectura de fluorescencia de la plataforma OC-MAB (sistema CRISPR ortogonal
combinado con multiples RPA). El creciente aumento de infecciones por CD constituye
un problema serio de salud si no existe el manejo clinico adecuado.

Palabras clave: Clostridium Difficile, Infecciones diarreicas, CRISPR

ortogonal, sensibilidad, especificidad.



2.1 Abstract

Clostridium difficile (CD) is a gram-positive, strictly anaerobic, spore-forming
bacillus, the main causative agent of infectious diarrhea associated with medical care in
adults and the use of antimicrobials. C. difficile infection (CDI) is manifested by both
factors. main virulence: toxin A (TcdA) and toxin B (TcdB). CD has a hypervirulent
strain NAP1/027 associated with high rates of morbidity and mortality. The diagnosis of
this infection is confirmed by laboratory, using direct or indirect methods that have
different degrees of efficacy and diagnostic effectiveness. The purpose of this study is to
identify the prevalence of CD strain NAP1/027 and the best diagnostic method to
identify toxigenic Clostridium difficile in stool samples. To this end, it has been
proposed to follow the methodology for systematic reviews based on the search for the
problem with the guidelines of the Cochrane system and screening the information
following the PRISMA method, evaluating the quality of each document using the JBI
tool for precision studies. diagnostic tests ensuring that the trials used for this review
comply with the guidelines established for their methodology and development, in order
to avoid the highest percentage of risk of bias possible. A total of 12 articles were
included for this review in which the average prevalence of the toxigenic Clostridium
difficile strain NAP1/027 in stool samples worldwide was found to be 25.23% and the
best diagnostic method to identify Clostridium toxigenic difficile in stool samples is the
single tube method based on the fluorescence readout of the OC-MAB platform
(orthogonal CRISPR system combined with multiple RPA). The growing increase in
CD infections constitutes a serious health problem if there is no adequate clinical
management.

Keywords: Clostridium Difficile, Diarrheal infections, orthogonal CRISPR,

sensitivity, specificity.



3. Introduccion

Clostridium difficile (CD) es un bacilo grampositivo, estrictamente anaerdbico,
formador de esporas, distinguido por ser el principal agente causante de diarreas
infecciosas asociadas a la atencion médica en adultos y al uso indiscriminado de
antimicrobianos. Representando aproximadamente el 20 al 30% de los casos de diarrea
infecciosa relacionados (Hernandez et al., 2015). La infeccién por C. difficile (ICD) se
manifiesta a través de los dos factores de virulencia principales: la toxina A (TcdA) y la
toxina B (TcdB), las cuales se unen a receptores celulares causando la alteracion del
citoesqueleto, apoptosis, disrupcion de la barrera epitelial, y desencadenar sintomas
clinicos graves (Barra et al., 2014).

Pese a que la toxina A ha sido la mira de numerosos estudios, la toxina B juega
un papel fundamental en la ICD, ya que todas las cepas toxigénicas de CD son capaces
de producir esta toxina, aunque no todas producen la toxina A (Meyer et al., 2014). La
presencia asintomatica de CD en algunos individuos destaca la importancia de la
identificacion de portadores, quienes pueden propagar la infeccion sin mostrar sintomas
(Velazquez, 2021).

La ICD clinica puede presentar sintomas graves, como diarrea acuosa frecuente,
dolor abdominal intenso, deshidratacion, fiebre y complicaciones severas como el
megacolon toxico y la septicemia (Martinez et al., 2018). La cepa hipervirulenta
NAP1/027, ha sido asociada con brotes hospitalarios y mayores tasas de enfermedad y
mortalidad, ademas de mostrar resistencia a fluoroquinolonas, lo que plantea desafios
adicionales en el tratamiento y la prevencion (M. PéOrez et al., 2013).

El desequilibrio en la microbiota intestinal, especialmente cuando se utiliza
tratamiento antibiotico, crea un ambiente propicio para la germinacion y colonizacion
de CD, liberando sus toxinas A y B y causando dafio en la mucosa del colon. Esta
infeccion, si se vuelve cronica, aumenta el riesgo de desarrollar cancer de colon, que es
uno de los canceres mas comunes a nivel mundial (Garcia & Aguiar, 2016; Rojas,
2015).

La ICD no solo afecta a los paises desarrollados, sino que también presenta un
impacto en los paises en desarrollo, donde la verdadera incidencia atun se desconoce en
muchos casos (Paciel & Medina, 2015). La tasa de incidencia reportada en Uruguay en
2012 fue de 3 casos por cada 10 000 pacientes a nivel hospitalario y de 5.12 por cada 10
000 pacientes en unidades de cuidados intensivos, cifras menores que las reportadas en

Canada (6 por cada 10 000 pacientes) y Estados Unidos (7,5 por cada 10 000 pacientes)



(Paciel & Medina, 2015). Asimismo, las ICD también presentan una tasa
significativamente elevada de recurrencia. Después del primer episodio de ICD, la tasa
de recurrencia se sitia en torno al 20% y esta cifra aumenta al 40% y 60% después de la
primera y segunda recurrencia, respectivamente (Gomez, 2015).

La aparicion de cepas mas virulentas y resistentes destaca la importancia de
desarrollar técnicas de diagndstico rapido y preciso. Se han introducido diversas
técnicas de deteccion de 4cidos nucleicos y pruebas rapidas, pero su eficacia y
aplicabilidad deben evaluarse en el contexto especifico de la ICD. Ante lo mencionado
se ha planteado la siguiente interrogante: ;El analisis de nuevas técnicas de deteccion de
Clostridium difficile toxigénico en muestras de heces nos lleva a determinar cual es el
método diagnostico mas 1til?

Este trabajo busca proporcionar una guia practica y educativa para
investigadores, estudiantes y profesionales sobre las técnicas serologicas,
microbiologicas y moleculares mas relevantes para el diagnostico de laboratorio de ICD
y su aplicacion practica. Ademads, analizar mediante una revision sistematica los
métodos de diagndstico de Clostridium difficile toxigénico en muestras de heces, como

herramienta para diagndstico y prevencion de la infeccion.



4. Marco Teorico

4.1 Clostridium difficile

4.1.1 Antecedentes

Clostridium difficile fue inicialmente identificado por Hall y O'Toole en 1935
como un organismo anaerobio estricto formador de esporas que habitaba la mucosa
intestinal de neonatos sanos. En sus primeros momentos, se le denominé Bacillus
difficilis debido a las dificultades para su aislamiento en medios de cultivo. Sin
embargo, no fue hasta finales de la década de 1970 cuando se reconoci6 su capacidad
como agente infeccioso, al descubrirse que ciertas variantes producian toxinas (toxinas
Ay B) que tenian efectos patogenos en los seres humanos (Paciel & Medina, 2015).

4.1.2 Definicion de Clostridium difficile

Clostridium difficile, un bacilo anaerdbico de Gram positivo es reconocido como
un microorganismo formador de esporas. Es importante destacar que también se le
conoce por otros nombres, como Clostridioides difficile, que es una denominacion mas

reciente, o simplemente C. difficile (Burke & Lamont, 2014).
4.1.3 Toxinas de C. difficile

Clostridium difficile produce dos toxinas principales conocidas como toxina A'y
toxina B, las cuales desempefian un papel fundamental en el desarrollo de la infeccion.
Estas lesiones son liberadas por la bacteria y causan dafio en el revestimiento del
intestino grueso, también conocido como colon. Ademas de los toxicos A y B, existe
una cepa altamente virulenta llamada NAP1/027 o ribotipo 027, que produce una tercera
toxina denominada toxina binaria (o binA/binB) (Lascurain, 2018).

La toxina A, también llamada enterotoxina, es una proteina que induce la
acumulacion de liquido en el intestino, resultando en diarrea. Ademas, causa
inflamacién y dano en las células epiteliales del colon (Lascurain, 2018).

La toxina B, también conocida como citotoxina, es una proteina que provoca
dafo y destruccion en las células epiteliales del colon. Esta toxina es responsable de los
cambios inflamatorios y la formacion de seudomembranas en la colitis
pseudomembranosa asociada a C. difficile (Lascurain, 2018).

Por otra parte, la toxina binaria, presente en la cepa hipervirulenta NAP1/027, es
una toxina adicional que se cree contribuye a la virulencia y gravedad de la infeccién
por C. difficile. Sin embargo, se sabe menos acerca de los efectos especificos de esta

toxina en comparacion con las toxinas A y B (Lascurain, 2018).



4.1.4 Cepa NAP1/027 de C. difficile

Una de las cepas mas conocidas de C. difficile es la cepa hipervirulenta
NAP1/027, también conocida como ribotipo 027. Esta cepa se ha asociado con brotes
epidémicos y casos graves de infeccion por esta bacteria. La cepa ha mostrado
resistencia a multiples antibidticos (betalactamicos, cloranfenicol, trimetoprim y
tetraciclinas) y produce mayores cantidades de toxicos Ay B, lo que puede resultar en
una enfermedad mas grave (Onate et al., 2019).

Ademéas de la cepa NAP1/027, se han identificado otros ribotipos y cepas de C.
difficile con caracteristicas genéticas y virulentas distintas. Estas cepas pueden variar en
su capacidad para producir toxinas, su resistencia a los antibidticos y su capacidad para

propagarse y causar enfermedad (Gualtero et al., 2017).

4.1.5 Reservorio de C. difficile

C. difficile puede encontrarse en diferentes lugares y se propaga de las siguientes
maneras:

-Seres humanos: El intestino humano es el principal reservorio de C. difficile.
Algunas personas pueden tener la bacteria en su intestino sin presentar sintomas y
transmitirla a través de las heces (E. Pérez & Sandoval, 2019).

-Medio ambiente: C. difficile puede encontrarse en el suelo, el agua y los
alimentos. Las esporas de la bacteria son resistentes y pueden permanecer en el entorno
durante periodos prolongados (Martinez et al., 2018).

-Hospitales y centros de atencion médica: Estos lugares son probables a la
transmision de C. difficile debido al uso frecuente de antibidticos, la presencia de
pacientes inmunocomprometidos y la exposicion a superficies contaminadas. La
bacteria puede transmitirse de persona a persona a través de las heces o indirectamente
mediante objetos contaminados (Votto et al., 2018).

Es fundamental mantener una buena higiene de manos y aplicar medidas de
control de infecciones para prevenir su propagacion. Se recomienda lavarse las manos
constantemente con agua y jabon, en especial después de usar el bafio y antes de comer.
Ademas, en entornos médicos se deben implementar medidas de control de infecciones
para evitar la transmision entre pacientes (Votto et al., 2018).

4.1.6 Prevalencia de C. difficile

Durante la ultima década, se han registrado brotes intrahospitalarios graves en

América del Norte y Europa, lo que ha llevado a un aumento significativo en la



incidencia de infecciones por Clostridium difficile (ICD), llegando a alcanzar una tasa
de hasta 92 por cada 100.000 habitantes. En los Estados Unidos, la incidencia de diarrea
causada por C. difficile en pacientes adultos hospitalizados se duplicé, pasando de 5,5
casos por cada 10.000 habitantes a 11,2 casos por cada 10.000 habitantes en 2005
(Blanco et al., 2013). La tasa de hospitalizacion debido a la ICD aumento
aproximadamente un 23% por ano entre 2000 y 2005, con un aumento notable entre las
personas mayores de 65 anos, quienes presentaron una incidencia cinco veces mayor en
comparacion con las personas de entre 45 y 64 afios (Meyer et al., 2014).

Las cepas hipervirulentas casi idénticas de Clostridium difficile (CD), conocidas
como ribotipo 027, NAPI (tipo 1 de electroforesis en gel de campo pulsado de América
del Norte), fueron identificadas como los agentes causantes de los brotes en Quebec y
varios hospitales de Estados Unidos. Estas cepas presentan una variante en el gen
represor tcdC, lo que resulta en una sobreproduccion de las toxinas A y B. Estos brotes
mostraron una respuesta inferior al tratamiento estandar, con una mayor necesidad de
colectomias de emergencia debido a una colitis fulminante, una mayor frecuencia de
recurrencia y una mayor tasa de mortalidad. Un estudio realizado en 12 hospitales de
Quebec reportd una tasa de mortalidad atribuible a CD del 6,9% a los 30 dias. Como
respuesta a la identificacion de estos brotes de CD, se implementaron medidas de
control de infecciones (Meyer et al., 2014),

Las enfermedades asociadas a CD tienen una alta tasa de recurrencia, que oscila
entre el 15% y el 30% después del primer episodio de diarrea por CD. Después de la
primera recurrencia, las tasas de recurrencia pueden llegar al 40% y superar el 60%
después de dos o més recurrencias. Un pequenio porcentaje, alrededor del 3% al 5%,
puede experimentar hasta mas de seis recurrencias. Estos episodios generalmente
ocurren dentro de los dos a 21 dias después de suspender los antibidticos, con un
promedio de 6 dias (Vuotto et al., 2018).

Los Centros de Control de Enfermedades (CDC) en Atlanta, Georgia, Estados
Unidos, informan que en 2011 se registraron aproximadamente 453.000 casos anuales
de ICD, con 30.000 muertes relacionadas cada afio. Ademas, se identificaron 14.000
muertes adicionales dentro de los 30 dias posteriores a la infeccion, principalmente en
personas mayores de 65 afios (Lessa et al., 2015).

En la Gltima década, se ha destacado la deteccion de cepas resistentes e
hipervirulentas de C. difficile, como el ribotipo 027/REA tipo BI/North American
pulsed-field (NAP) tipo 1 (027/BI/NAP-1). Estas cepas se asociaron con una mayor



mortalidad y resistencia a los antimicrobianos. Inicialmente, se describieron en Estados
Unidos y Canada, pero actualmente se consideran epidémicas y se encuentran
distribuidas mundialmente (Paciel & Medina, 2015).

En Europa, en 2012, se report6 una incidencia de ICD de 2.5 casos por cada
10,000 pacientes, con brotes identificados desde 2003 por el ribotipo 027. La mortalidad
cruda estimada fue del 20%, y en el 40% de estos casos, la muerte se esperaba
relacionada con la ICD. En América Latina, hay pocos estudios publicados,
principalmente de brotes informados en Brasil, Argentina y Chile, pero se desconoce la
verdadera incidencia de la ICD como agente de infeccion endémica en esta region
(Paciel & Medina, 2015). Solo se han notificado ICD por cepas hipervirulentas en Costa
Rica y Chile (Aguayo et al., 2015).

En Uruguay, aunque se realiza un seguimiento por parte del Ministerio de Salud
Publica en centros centinela, no se tiene una comprension completa del problema. La
ICD parece tener caracteristicas de endemicidad en los hospitales, pero también ocurren
brotes nosocomiales que deben ser informados al sistema de vigilancia epidemiologica
nacional. La tasa de incidencia reportada en Uruguay en 2012 fue de 3 casos por cada
10,000 paciente a nivel hospitalario y de 5.12 por cada 10,000 paciente en unidades de
cuidados intensivos, cifras menores que las reportadas en Canada (6 por cada 10,000
pacientes) y Estados Unidos (7,5 por cada 10.000 pacientes). Esto podria deberse a un
subregistro e incluso a un subdiagnostico (Paciel & Medina, 2015).

En las tltimas tres décadas, y especialmente en la ultima, ha habido cambios
significativos en la epidemiologia de esta infeccion. No solo se ha triplicado su
incidencia, sino que también ha detectado la morbilidad y mortalidad en general,
incluso con la aparicioén de formas graves de la enfermedad en poblaciones que antes
serian de bajo riesgo, como personas sin contacto con cuidados sanitarios, embarazadas
o puérperas y nifios (Paciel & Medina, 2015).

4.1.7 Cuadro Clinico

Los sintomas de la infeccion por C. difficile pueden variar desde casos leves de
diarrea hasta formas graves de colitis pseudomembranosa. Los signos mas frecuentes de
esta infeccion incluyen diarrea, dolor abdominal, fiebre, pérdida de apetito, pérdida de
peso y malestar general. En casos mds severos, pueden presentarse complicaciones,
como la colitis pseudomembranosa, que se caracteriza por la formacion de

seudomembranas en el revestimiento del colon. Esto puede manifestarse con sintomas



adicionales como dolor abdominal intenso, distension abdominal, presencia de sangre
en las heces y signos de toxicidad sistémica (Ramirez et al., 2023).

Es importante tener en cuenta que los sintomas pueden variar de una persona a
otra, y algunas personas pueden portar la bacteria C. difficile de forma asintomatica, sin
presentar signos evidentes de enfermedad. La diarrea se caracteriza por deposiciones
sueltas que adquieren la forma del tipo 5 a 7 en la escala de Bristol, y también por una
frecuencia alta de deposiciones manifestadas por el paciente (A. Pérez et al., 2013).

El ileo es notorio con signos de rotura severa del transito intestinal, como
vOomitos y ausencia de deposiciones, asi como signos radiologicos de distension
intestinal. En el caso del megacolon toxico, se observan signos radioldgicos de
distension del colon y una respuesta inflamatoria sistémica severa (Herndndez et al.,

2015).

4.3 Pruebas de diagnéstico de la infeccion por C. difficile

En las pruebas de laboratorio para la deteccion de C. difficile no es posible
distinguir entre colonizacion asintomatica e infeccion clinica. Por lo tanto, se debe
cumplir minimo 2 criterios para diagnosticar ICD: la deteccién microbioldgica de la
toxina y/o aislamiento de C. difficile productor de toxina en muestra fecal sin ninguna
otra causa de la diarrea o evidencias colonoscépicas o histopatologicas de colitis
pseudomembranosa y, la presencia de diarrea (>3 deposiciones no formes en 24 horas) o
bien, evidencia de ileo o megacolon toxico en pruebas de imagen (Elliott et al., 2017).

El diagnostico de laboratorio solo debe realizarse en pacientes sintomaticos
(diarrea y/o dolor abdominal, frecuentemente acompafiados de leucocitosis y fiebre) y
en heces no formes (niveles 5 a 7 de la escala de Bristol). Sin embargo, existe una
excepciodn para los casos en los que se sospecha de ileo paralitico o megacolon toxico,
en donde es posible que haya la diarrea y se puedan formar deposiciones (Rodriguez et

al., 2013).
4.3.1 Pruebas de deteccion rapida

4.3.1.1 Deteccion de las toxinas A y/o B.

La deteccion rapida de las toxinas A y/o B se realiza utilizando diferentes
técnicas de inmunoensayo (IE). La genética insuficiente entre los distintos aislados de
C. difficile en los genes que codifican las toxinas puede afectar la capacidad de los
utilizados en los equipos comerciales para detectar las toxinas, lo que influye en su

sensibilidad (Balsalobre & Alarcon, 2017).



Existen diferentes ensayos comerciales disponibles para la deteccion
inmunologica rapida de las toxinas Ay B, que van desde técnicas
inmunocromatograficas de flujo lateral que no requieren tecnologia especifica, hasta
técnicas de enzimoinmunoensayo que utilizan espectrofotometria o
quimioluminiscencia para la lectura final. Los métodos con lectura objetiva permiten
cuantificar o semicuantificar la cantidad de toxina presente en la muestra, pero los
valores cercanos al limite o en la zona gris deben interpretarse con precaucion (Falces et
al., 2018).

La principal desventaja de la deteccion de toxinas mediante técnicas de IE es su
relativa falta de sensibilidad, con una tasa de deteccion que oscila entre el 40% y el 60%
en comparacion con el cultivo toxigénico. Sin embargo, su especificidad suele ser alta,
superando el 90% e incluso alcanzando el 100% en algunos casos. Estas técnicas
pueden generar un niamero significativo de resultados falsos positivos y falsos
negativos. Los falsos positivos pueden llevar a tratamientos innecesarios de la infeccion
por C. difficile, 1a suspension de otros antibidticos y un aislamiento inadecuado del
paciente, que puede compartir habitacion con un verdadero caso de infeccion. Por otro
lado, los falsos negativos pueden impedir el tratamiento adecuado de los pacientes con
la infeccion y favorecer la propagacion del patdogeno en el entorno hospitalario

(Hernandez et al., 2015).

4.3.1.2 Deteccion de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH).

La deteccion de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), también conocida
como azucar comun, es una proteina presente en elevadas cantidades en la mayor parte
de las cepas de C. difficile y se produce de forma constitutiva. Sin embargo, otras
bacterias en el tracto intestinal también expresan una enzima similar, lo que pronto
provocé problemas de falta de especificidad en los equipos de deteccion (Vaustat &
Rollet, 2018).

Los ensayos comerciales actuales para la deteccion rapida de GDH utilizan
monoclonales utilizados para evitar reacciones cruzadas y muestran una alta
sensibilidad y especificidad. Los métodos para la deteccion de GDH inician desde
técnicas de inmunocromatografia hasta técnicas de enzimoinmunoensayo con lectura
espectrofotométrica o de quimioluminiscencia (Alvarez, 2017).

La prueba de GDH puede detectar tanto las cepas productoras como las no
productoras de toxicos. Debido a su expresion abundante y estabilidad la sensibilidad es

del 90% en comparacion con el cultivo toxigénico. Sin embargo, la presencia de GDH



en las cepas no toxigénicas de C. difficile resulta en un valor predictivo positivo
relativamente bajo (50-60%). Por otro lado, la prueba muestra un alto valor predictivo

negativo (95-100%) (Azula et al., 2017).

4.3.1.3 Deteccion de los genes de las toxinas A y/o B.

Los ensayos que utilizan la amplificacion de 4cidos nucleicos son una técnica
nueva para el diagnoéstico de la infeccion por C. difficile (ICD). Tienen la ventaja de
poder ser disefiado con multiples objetivos tanto para diagndstico como para fines
epidemiologicos. Ciertas técnicas moleculares se elaboran enseguida sobre la muestra,
sin necesidad de extraer antes el ADN bacteriano y con una intervencion minima por
parte del usuario. Algunos ensayos utilizan la amplificaciéon mediada por PCR con
deteccion posterior del producto amplificado, mientras que otros se basan en
amplificaciones isotérmicas. Estas pruebas son bastante rapidas, con resultados
disponibles en el mismo dia de la toma de la muestra, generalmente en un tiempo de
entre 45 minutos y 3 horas (LabMedica, 2019).

Generalmente, los métodos de amplificacion de 4cidos nucleicos para el
diagnostico se centran en el gen de la toxina B (tcdB) para no omitir las cepas A-/B+,
pero algunos también detectan el gen de la toxina A (tcdA) o incluso uno o ambos genes
de la toxina binaria (Rodriguez et al., 2013). Otros equipos son capaces de detectar
cepas hipervirulentas del ribotipo 027, aprovechando la afeccion o deleciones en el gen
represor tcdC. Los métodos que se basan unicamente en la amplificacion de tcdA
incluso pueden detectar algunas cepas A-/B + que conservan regiones de este gen,
aunque no lo expresen, pero no lo detectaran cuando el gen esté completamente ausente.
El valor predictivo positivo de estas pruebas es alto (80-90%) en comparacion con el
cultivo toxigénico. De manera similar, el valor predictivo negativo también es alto (95-

99%) (Hernandez et al., 2015) .

4.3.1.4 Otros métodos de deteccion rapida.

Han sido desarrolladas pruebas de inmunocromatografia que permiten la
deteccion simultanea de GDH y las toxinas A y/o B. Una ventaja significativa de estas
pruebas es que ofrecen ambos resultados al mismo tiempo. También se han desarrollado
pruebas de inmunocromatografia para detectar las toxinas A y B en el mismo ensayo,
pero de forma independiente. Sin embargo, en estas técnicas, la sensibilidad para

detectar la toxina B suele ser menor, y el hecho de determinar las toxinas por separado



no agrega valor al diagnoéstico de la ICD. Lo que puede originar falsos positivos y falsos

negativos (Alcald et al., 2016).
4.3.2 Oftras pruebas de deteccion

4.3.2.1 Deteccion de la toxina B de C. difficile en las heces utilizando la técnica
de cultivo celular.

Esta técnica, también conocida como ensayo de citotoxicidad, se utiliza para
detectar la toxina B preformada en las heces mediante la observacion de su efecto
citopéatico en cultivos celulares. Este método presenta principalmente dos
inconvenientes. El primero, requiere el mantenimiento de lineas celulares y posee un
prolongado tiempo de diagnoéstico, debido a que la primera lectura se realiza a las 18-24
horas, seguida de una segunda lectura a las 48 horas, y en algunos casos puede
extenderse hasta las 72 horas (M. Pérez et al., 2013).

Ademas, la interpretacion del efecto citopatico es subjetiva, ya que se
fundamenta en la observacion microscopica. Es necesario utilizar una antitoxina
(anticuerpos) contra la toxina B de C. difficile para neutralizar este efecto citopatico no
especifico, debido a que otros componentes en las heces pueden causar toxicidad no
especifica, dando lugar a interpretaciones alteradas. Se puede reducir el tiempo de
respuesta utilizando la medicion en tiempo real de la impedancia del cultivo celular
utilizando células HS 27. Con esta técnica, y segun la concentracion de toxina en la
muestra, es posible detectar el efecto citopatico en un tiempo de 30 minutos a 18 horas.
Otra complicacion es el mantenimiento y subcultivo periddico de las lineas celulares
que dificulta su estandarizacion. Practicamente cualquier linea celular es adecuada para
este ensayo, dado que detecta la presencia de toxina B, la cual es termolabil, es
recomendable refrigerar la muestra y procesarla lo mas rapido posible. La especificidad
del ensayo de citotoxicidad es del 100%, lo que significa que, un resultado positivo
siempre se relaciona con ICD. Por otro lado, posee una baja sensibilidad entre el 50% y
el 70%, es decir, un resultado negativo no siempre excluye la presencia de la infeccion

(Hernandez et al., 2015).

4.3.2.2 Cultivo toxigénico.

El cultivo toxigénico involucra el crecimiento de las muestras de heces en
medios selectivos, seguido de la deteccion de toxinas in vitro para determinar la
capacidad toxigénica de las cepas aisladas. Entre los medios selectivos utilizados se

incluyen el agar CCFA (cicloserina, cefoxitina, fructosa) y el agar Brazier o CCEY



(cicloserina, cefoxitina, yema de huevo) (Velazquez, 2021). Aunque, estos medios estan
siendo deseados por otros que contienen antibioticos y sangre afiadida para favorecer el
crecimiento. También se pueden utilizar medios no selectivos como el agar sangre, el
agar Brucella o el agar Schaedler enriquecido con 5% de sangre de carnero, vitamina
K1 y hemina. La adicion de taurocolato o lisozima puede mejorar la recuperacion de C.
difficile al aumentar la germinacion de las esporas (Rodriguez et al., 2013).

Algunos medios de cultivo no solo son selectivos, sino también diferenciales, ya
que contienen sustancias cromégenas que hacen que las colonias de la bacteria
adquieran un color distinto al de otros microorganismos. La capacidad para formar
esporas permite realizar un pretratamiento de la muestra mediante calor o alcohol para
reducir el crecimiento de la microbiota normal. Esto se recomienda cuando el medio de
cultivo tiene una baja concentracion de antibioticos (Falces et al., 2018). El método de
cultivo toxigénico es altamente preciso y sensible, aunque su velocidad es lenta,
requiere de 1 a 3 dias, y su proceso es laborioso, demandando personal con capacitacion
adecuada (Hernandez et al., 2015).

4.4.3 Analisis molecular de C. difficile

Los métodos de caracterizacion molecular son fundamentales para realizar
estudios epidemioldgicos de la ICD como ocurre con otros microorganismos
transmisibles. Su uso permite detectar brotes de la enfermedad, reconocer la
diseminacion de cepas de alta virulencia o transmisibilidad, establecer las cadenas de
transmision del microorganismo y diferenciar si una recurrencia de la enfermedad es
una recaida provocada por la misma cepa o una reinfeccion con una cepa diferente

(Fernandez, 2017).
4.4.3.1 Métodos frecuentes de tipado molecular de C. difficile.

Los métodos mas utilizados para el tipado molecular de C. difficile se pueden
clasificar en dos grupos, dependiendo de si se basan en el andlisis de bandas (ribotipado,
electroforesis en campo pulsado o PFGE y multilocus variable number of tdindem repeat
analysis 0 MLVA) o de secuencias (multilocus sequence typing o MLST y
secuenciacion de genoma completo o WGS -whole genome sequencing-). El método de
tipado molecular mas utilizado en Europa y Australia es el ribotipado, mientras que en
Norteamérica se ha realizado el tipado mediante analisis de los fragmentos de
restriccion (REA o restriction endonuclease analysis) y, especialmente, electroforesis en

campo pulsado, aunque el ribotipado se utiliza cada vez mas (Hernandez et al., 2015).



4.4.3.1.1 PCR ribotipado.

El ribotipado es una técnica utilizada en C. difficile que consiste en amplificar
una region de ADN entre los genes 16S y 23S mediante PCR. Estos genes son
multicopia en C. difficile y su disposicion varia entre las cepas, lo que permite su
diferenciacion. Después de la amplificacion, los fragmentos se separan por
electroforesis en geles de agarosa, generando un patréon de bandas que puede ser
analizado visualmente o mediante programas informaticos para construir diagrama de
arbol de similitud (Rodriguez et al., 2013).

Sin embargo, el ribotipado presenta baja reproducibilidad entre laboratorios, por
ello, se ha adaptado el ribotipado al anélisis mediante electroforesis capilar utilizando
iniciadores marcados con fluorescencia y secuenciadores de 4cidos nucleicos. Se
recomienda combinarlo con MLVA, cuando se investigan brotes o recurrencias causados

por cepas de este ribotipo (Fernandez, 2017).
4.4.3.1.2 Electroforesis en campo pulsado (PFGE).

La técnica de electroforesis en campo pulsado (PFGE) se utiliza para separar los
fragmentos de ADN generados al digerir el cromosoma de C. difficile con la enzima de
restriccion Smal. Esta técnica requiere sistemas de electroforesis especiales, como el
sistema CHEF, que permiten separar fragmentos de ADN de gran tamafio mediante
pulsos eléctricos y altos voltajes. Aunque es una técnica laboriosa y que plantea algunos
desafios, como la degradacion del ADN de C. difficile y la dificultad para lisar las
esporas, ha sido ampliamente utilizada en Canadé y Estados Unidos, siendo
recomendada por el CDC (Fernandez et al., 2013).

El analisis de los patrones de bandas obtenidos es similar al del ribotipado. Sin
embargo, es menos discriminativo y presenta dificultades en la transferencia de datos
entre laboratorios. Ademas, los sistemas de electroforesis utilizados en el PFGE son mas
costosos que los empleados en el ribotipado (Ramirez et al., 2014).

4.4.3.1.3 Analisis de fragmentos de restriccion (REA).

La técnica REA consiste en analizar los fragmentos de ADN generados al cortar
el genoma completo de C. difficile con una enzima de restriccion llamada HindlIII. Estos
fragmentos de diversos tamafios se separan mediante electroforesis en geles de agarosa,
lo que produce patrones de bandas que son dificiles de analizar debido a su
complejidad. Esta técnica ha sido utilizada desde 1986, principalmente en

Norteamérica, y tiene un buen poder de discriminacion. Sin embargo, es dificil de



analizar y no es facilmente intercambiable entre laboratorios. En la actualidad, no se

utiliza (Ramirez et al., 2014).

4.4.3.1.4 Variabilidad del nimero de repeticiones en tandem en maultiples
locus (MLVA).

El método de MLVA (Amplificacion Multiple de Loci de Niimero Variable de
Repeticiones en Tandem) se basa en amplificar mediante PCR varias regiones de ADN
que contienen secuencias cortas repetidas en tandem, conocidas como microsatélites. El
numero de repeticiones en cada region varia entre las diferentes cepas de C. difficile y
estas regiones se encuentran dispersas por todo el genoma de la bacteria. El proceso
implica amplificar cada region utilizando iniciadores fluorescentes y luego analizar el
tamafo de los fragmentos resultantes mediante electroforesis capilar. Comparando los
tamanos obtenidos con los esperados para una repeticion, se determina el nimero de
repeticiones en cada region utilizando programas informaticos (Andino, 2017).

El analisis de los patrones numéricos obtenidos se realiza construyendo un
diagrama de similitud que utiliza la diferencia en la suma de las repeticiones en tandem
de todas las regiones (diferencia acumulada de repeticiones en tindem, o STRD) y el
numero de regiones variantes. Los aislados con STRD <2 se consideran parte de un
complejo clonal, mientras que aquellos que difieren entre 2 <STRD <10 se consideran
genéticamente relacionados. Los aislados con STRD >10 no se consideran
genéticamente relacionados (Hernandez et al., 2015).

El MLVA es una técnica rapida y altamente discriminatoria para todos los
ribotipos de C. difficile. Proporciona resultados comparables a la secuenciacion
completa del genoma (WGS) y se utiliza en estudios epidemioldgicos para investigar
brotes y rutas de transmision entre pacientes. Permite establecer relaciones filogenéticas
entre individuos aislados y seguir la evolucion de las cepas de un ribotipo en un entorno
especifico. Sin embargo, su principal desventaja es que requiere el uso de
secuenciadores automaticos, lo que aumenta los costos (Rodriguez et al., 2013).

Existen diferentes esquemas de MLVA, siendo los méas comunes aquellos que
utilizan 7 o 15 regiones. A medida que se analiza un mayor nimero de regiones, se
incrementa el poder de discriminacion, pero también se aumenta los costos y la
complejidad del método. El esquema de 15 regiones permite inferir el ribotipo, evitando

asi la necesidad de realizar esta determinacion por separado(Hernandez et al., 2015).



4.4.3.1.5 Tipado de secuencias de multiples locus (MLST).

E1 MLST (tipificacion multilocus de secuencia) se basa en la amplificacion y
secuenciacion de siete genes conservados en Clostridium difficile, conocidos como
genes housekeeping. Cada variante de secuencia se asigna a un nimero y la
combinacion de estos siete naimeros forma un perfil alélico llamado secuencia tipo (ST).
La comparacion de los ST entre cepas se realiza de manera sencilla y objetiva a través
de bases de datos en linea, donde se han registrado 295 ST para C. difficile (Hernandez
et al., 2015).

El MLST tiene un poder de discriminacion similar al del ribotipo, pero se
diferencia en que permite un analisis objetivo, mas sencillo y transferible entre
diferentes laboratorios. Sin embargo, el MLST es mas costoso debido a la necesidad de
secuenciar los siete genes en cada cepa, lo que puede influir en que el ribotipo siga
siendo el método de tipificacion mas utilizado en los laboratorios europeos. Ademas,
posee una capacidad para establecer relaciones evolutivas entre diferentes cepas, lo que
ha facilitado el estudio de la filogenia de C. difficile. Se ha observado que esta bacteria
ha evolucionado en seis linajes distintos (clades), siendo el linaje 1 el que engloba la

mayoria de los ST descritos (Lopez et al., 2021).
4.4.3.2 Otros métodos de caracterizacion molecular de C. difficile.

4.4.3.2.1 Toxinotipado.

El toxinotipado es un método de caracterizacion molecular que examina las
variaciones en la estructura del locus de patogenicidad (Paloc) de Clostridium difficile,
donde se encuentran los genes que codifican las toxinas A (tcdA), toxina B (tcdB) y
otros genes reguladores. Este método implica analizar los fragmentos de restriccion de
10 regiones del Pal.oc que se amplifican mediante PCR. Hasta ahora, se han
identificado 32 toxinotipos designados del 0 al XXXII. El toxinotipado permite
identificar cepas con distintas modificaciones en las secuencias de los genes que
codifican las toxinas (excepto para la toxina binaria, cuyos genes se encuentran fuera
del PaLoc). Dentro de cada toxinotipo, hay varios ribotipos diferentes incluidos. En la
actualidad, su relevancia radica en detectar cepas variantes, como las que presentan la
presencia de toxina A y ausencia de toxina B (A-B+), o aquellas con alteraciones en la
secuencia de los genes de las toxinas que son objetivo de los métodos moleculares de

diagnostico de C. difficile toxigénico en las heces (Hernandez et al., 2015).



4.4.3.2.2 Secuenciacion del genoma completo (WGS).

La secuenciacion del genoma completo (WGS) tiene un alto poder de
discriminacion y ha revelado las limitaciones de las técnicas convencionales para
establecer correctamente las cadenas de transmision. Con la secuenciacion del genoma
completo, se puede leer todo el de C. difficile y estudiar las diferencias a nivel de un
solo nucleotido (SNP) en las secuencias de diferentes cepas (Herndndez et al., 2015).

Esta técnica permite establecer con gran precision las cadenas epidemiologicas
de transmision, definir linajes epidemioldgicos, deducir perfiles de MLST (tipificacion
multilocus de secuencia) e incluso distinguir entre cepas diferentes con solo un cambio
de nucleotido. Sin embargo, aun falta determinar la cantidad de SNP necesaria para
considerar si dos cepas estan genéticamente relacionadas (Mordoh, 2019).

A medida que los analizadores de WGS se vuelven mas accesibles en costos y
manejo, su uso estd en aumento, especialmente para superar las limitaciones de otras
técnicas de tipificacion molecular. Sin embargo, su alto costo y la complejidad del
analisis bioinformatico es necesario aln restringen su uso a centros de investigacion o

laboratorios de referencia nacionales o internacionales (Hernandez et al., 2015).



5. Metodologia

5.1 Diseiio de estudio:

Revision sistematica de la literatura

5.2 Criterios de elegibilidad

Para el desarrollo del presente estudio se consideraron las pautas del

sistema Cochrane. Los criterios de elegibilidad se realizaron a través del

formato PICO (P. Population, L. Intervention, C. Comparison, Q. Outcome)

sobre la pregunta de investigacion planteada, quedando de la siguiente

manera:

Poblacion: Personas infectadas con toxinas de Clostridium difficile

|Intervencién: No aplica.

Comparacion: No aplica.

Resultados: Nuevo Diagnostico laboratorial de Clostridium difficile

toxigénico en muestras de heces

e (riterios de inclusion:

Publicaciones en idioma espaiiol e inglés.

Articulos publicados desde el afio 2018 hasta el afio 2023.
Estudios observacionales.

Publicaciones o articulos orientados al tema de investigacion.
Estudios que incluyan informacion para alcanzar los objetivos
establecidos en la investigacion.

Articulos que sean de libre acceso.

e (riterios de exclusion

Ensayos clinicos.
Estudios fuera del periodo previsto.

Estudios que no guarden relacion con el tema de investigacion.

5.3 Fuentes de informacion

Se realizo la biisqueda de informacion en las bases de datos: Pubmed,

Lilacs y Scielo. La bisqueda se ejecuto a partir del afio 2018. No se considero

literatura gris para esta revision.

5.4 Estrategias de bisqueda y seleccion de estudio:

Para la identificacion y busqueda de las publicaciones se aplico el método

PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analysis). Para la

busqueda de la informacion se utilizaron los términos MeSH (Medical Subject Headings)



"Clostridium difficile", "Prevalence", "Toxins"; estos fueron asociados a través del
operador booleano AND, Las combinaciones de bisqueda seran:

- ((prevalence) AND (Clostridium Difficile)) AND (strain NAP1/027)

- ((diagnostic methods) AND (clostridium difficile)) AND (stool samples)

- ((diagnostic methods) AND (toxins)) AND (Clostridium Difficile)

- (*prevalence) AND (Clostridium Difficile)

- (diagnostic methods) AND (Clostridium Difficile)

Para esta revision sistematica, se seleccionaron los textos en inglés y espafiol

publicados en los tltimos 5 afos.

Se obtuvo un total de 4959 estudios mediante la blisqueda en bases de datos
electronicas (PubMed= 2281, Lilacs= 2667, SciELO=11). Se llevo a cabo un proceso de
cribado inicial utilizando las herramientas Covidence para la eliminacion de duplicados
y Ryyan para verificar que no hubiera quedado ninglin duplicado, ademas de realizar las
demas etapas de cribado. Después de depurar y eliminar los duplicados, se determinaron
2912 estudios. Posteriormente, se recuperd un total de 205 articulos relevantes que fueron
seleccionados de acuerdo con el titulo y/o resumen; después, se obtuvo un total de 190
estudios a texto completo que se analizaron para la elegibilidad. Después de examinar los
articulos completos, 178 se excluyeron por no cumplir los criterios de inclusion;
finalmente, los articulos restantes (n = 12) fueron seleccionados para esta revision
(Figura 1).

-PRISMA
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Figura 1.
PRISMA

Estudios de bases de datos/registros (n = 4959)
PubMed (n = 2281)
Lilacs (n = 2667)
SCiELO (n = 11)

—

Referencias eliminadas (n = 2047)
Duplicados identificados por Covidence (n =2010)
Duplicados identificados por Ryyan (n = 37)

y

Estudios seleccionados (n =2912)

>| Estudios excluidos (n = 2707)

v

Estudios buscados para su recuperacion (n = 205)

Estudios no recuperados (n = 15)

\ 4

Estudios cuya elegibilidad se ha evaluado (n =
190)

\ 4

Estudios incluidos en la revision (n = 12)

A4

Segun Criterios de inclusion (n = 178)

Estudios excluidos (n = 178)
Distinto idioma (n = 9)
Tipo estudio (n =21)
Objetivos (n = 19)
Ano de publicacion (n = 129)




5.5 Proceso de recopilacion y extraccion de datos

Con el listado final de los articulos seleccionados, se procedid a extraer la
informacion mas relevante, elaborando una tabla de extraccion de datos para abordar cada
objetivo (Anexo 2 y 3), en donde se registraron las caracteristicas principales de cada
articulo, como: titulo, autor, afio, tipo de estudio, objetivos, metodologia, URL/DOI, esto
permiti6 recopilar la informacion sistematizada para su analisis posterior.

De los trece articulos seleccionados para la revision, cuatro estudios son de
Europa, cuatro de América del norte, dos de América del Sur y dos de Asia. Nueve de los
articulos incluidos fueron estudios analiticos, 1 de andlisis prospectivo y 2 de analisis
retrospectivo. Los trece articulos fueron publicados en inglés. El tamafo de la muestra de
los estudios incluidos varid entre un minimo de 66 en un estudio realizado en Reino Unido
y un maximo de 500 realizado en EE.UU. En el afio 2018 existen alrededor de un 58,33%
de publicaciones, en el 2020 un 8,33%, en el 2022 un 16,66% y en el 2023 un 16,66%.

En general, se estudi6 la poblacion de todas las edades, en especial a adultos
mayores.

Lista de datos

Las variables seleccionadas en cada uno de los estudios para responder
a los objetivos planteados fueron: titulo, autor, afio de publicacion, tipo de
estudio, poblacidn, objetivos, metodologia, URL/DOI (Anexo 2 y 3).

5.6 Evaluacion de la calidad
e Riesgo de sesgo entre los estudios

Se realizd una evaluacion exhaustiva de la calidad de los estudios incluidos en
este analisis mediante la herramienta JBI para estudios analiticos transversal.

JBI es una herramienta de revisiones sistematicas aplicada principalmente en el
ambito cientifico, ayuda a evaluar la confiabilidad, relevancia y resultados de los
articulos publicados. El proposito de la evaluacion es determinar en qué medida el
autor ha determinado la posibilidad de sesgo en su disefo, realizacion y analisis. El
formato para evaluar estudios analiticos transversal consta de 8 preguntas
relacionadas al desarrollo del estudio en cada fase, la calificacion de cada pregunta se
la asigna la persona que evalua los estudios que utilizard en su revision sistematica
con las opciones de respuesta: Si, No, Poco Claro y No aplica. Se cont6 los “Si” de
las preguntas para cada articulo y se dividié para el nimero total de preguntas,

multiplicando por 100, para obtener el porcentaje de sesgo. El riesgo de sesgo se



determind con los limites: riesgo bajo, si el 70% de las respuestas obtuvieron un
puntaje positivo; riesgo moderado, si el 50% al 69% de las respuestas obtuvieron un
puntaje positivo; y, alto riesgo, si las preguntas obtuvieron porcentajes menores al
50% en su puntaje positivo.

La evaluacion de la calidad de los estudios se detalla en el Anexo 4 y 5. En total,
se evaluaron 12 estudios para determinar su calidad metodologica. De estos, 12
estudios fueron calificados como de calidad alta, lo que indica un rigor metodologico
adecuado y una fiabilidad en sus resultados.

e Evaluacion de la calidad de la revision sistematica

Esta revision sistematica fue evaluada en cuanto a su calidad y la presencia de
sesgos (Anexo 6). En general, se observo un bajo sesgo en la realizacion de esta
revision, lo cual indica que se siguieron de manera adecuada las pautas establecidas
en la declaracion PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses). Esta consiste en un documento en el que se detalla la explicacion y
justificacion de cada uno de los 27 items sobre la reproductibilidad, evaluacion del
sesgo y aplicabilidad propuestos que sirve como guia para la publicacion de
revisiones sistematicas. Para evaluar el grado de sesgo se le asignd una de tres
respuestas: "Si" para el cumplimiento total; "Parcial" para el cumplimiento parcial;
y "No" por incumplimiento a cada item de la lista de verificacion. La interpretacion
del riesgo de sesgo se la realiza en porcentaje contabilizando los items evaluados
positivos: menor o igual al 70% significa un riesgo bajo, entre 50% al 69% el riesgo
es moderado y menor al 50% el riesgo es alto. En su mayoria, el estudio siguio las
pautas del sistema PRISMA, con un porcentaje del 74,07% de resultados positivos,
por lo que se considera que posee bajo porcentaje de sesgo. La declaracion prisma es
una guia para mejorar la integridad de las revisiones sistematicas, por lo tanto, esta
revision se realizd con trasparencia y confiabilidad garantizando resultados precisos.

Estas directrices son conocidas internacionalmente y la correcta aplicacion de
estas pautas asegura la transparencia, reproducibilidad y objetividad de los resultados
obtenidos. Por lo tanto, la realizacidon de esta revision sistematica se llevo a cabo de
manera adecuada y confiable, garantizando la validez de los hallazgos presentados.

5.7 Sintesis de resultados

Los articulos seleccionados se presentaron en tablas segun las variables estudiadas

que se identificaron durante la revision sistematica, analizando los factores asociados con

la prevalencia de la cepa NAP1/027 de Clostridium Difficile toxigénico en muestra de



heces y el mejor método de diagnostico para identificar Clostridium difficile toxigénico
en muestras de heces.
5.8 Difusion de resultados
Se pretende difundir los resultados obtenidos mediante la publicacidon en revistas
cientificas, luego de la sustentacion ante el tribunal designado para la obtencion del

titulo de Licenciada en Laboratorio Clinico.



6. Resultados

A continuacidn, se presentan los resultados derivados del analisis de los articulos
incluidos en esta revision sistematica. Se han organizado y detallado los hallazgos segiin cada
objetivo planteado en el estudio, con el propdsito de ofrecer una vision clara y completa de las
conclusiones alcanzadas. Se extrajeron datos relevantes y se llevo a cabo un analisis para abordar
las preguntas de investigacion planteadas. Esta estructuracion facilitara la comprension e
interpretacion de los resultados, permitiendo una evaluacion precisa del tema tratado en esta
revision sistematica.

En relacion con la prevalencia de la cepa NAP1/027 de Clostridium difficile toxigénico
en muestras de heces a nivel mundial, la media fue de 25,23% cuyo valor minimo fue reportado
por Persson (2022) en su estudio revela en Dinamarca en el periodo 2016 a 2019 un valor de
10,8% y el maximo fue reportando por Pituch (2018) en Polonia en el periodo 2011 a 2013 un

valor de 48% (Tabla 1). Evidenciando una disminucion de la cepa a medida que pasan los afios.

Tabla 1.
Resultados para el primer objetivo. Estimar la prevalencia de cepa NAPI1/027 de
Clostridium difficile toxigénico en muestra de heces en la poblacion mundial.

N° AUTOR RESULTADO

1 Pituch, et al En el estudio realizado en 27 centros sanitarios polacos el ribotipo 027
tuvo una prevalencia de 48% en el periodo septiembre de 2011 a agosto
de 2013.

2 Giancola, etal En el estudio realizado en la Administracion de Salud de Veteranos de
EE. UU. la prevalencia del ribotipo 027 fue de 16,9 % en el afio 2016.

3  PerssonS,etal En el estudio realizado en Dinamarca la cepa RT027 tiene una
prevalencia de 10,8% en el periodo 2016 a 2019.

Fuente: Elaboracion propia

Los estudios presentan heterogeneidad en los métodos utilizados para la identificacion de C.
difficile en muestras de heces, asi lo muestra Song (2018) en su estudio demuestra que PCR en
tiempo real posee un alta sensibilidad del 87,2 %, seguido de cultivo para C. difficile 65% y
ensayo de toxina de C. difficile 48,7 %. Por otra parte, Caulfield (2018) en su estudio revela la
prueba algoritmica de 2 pasos GDH-EIA con sensibilidad y especificidad de 93% cada una, la
toxina EIA con sensibilidad de 48% y especificidad del 99% y el algoritmo EIA-NAAT con



sensibilidad entre 88% y 93% y especificidad entre 99% y 100%. Segiin Banz (2018) en su
estudio los ensayos de toxina A y toxina B de SIMOA el 10% posee sensibilidades de 84,8 y 95,5
%. Por el contrario, una prueba de toxina EIA de alto rendimiento tuvo una sensibilidad del
71,2%. Ademas, Sandlund (2018) determina que el ensayo de toxinas A/B Singulex Clarity C.
diff tuvo una sensibilidad del 97,7 % y una especificidad del 100 %. En el estudio de Gite (2018)
la prueba de toxina B MultiPath C. difficile mostr6 una sensibilidad del 97 %, especificidad del
98,3% y precision del 98,2 %. Segun Ramos (2020) la deteccion de GDH mostro alta
sensibilidad de 100% y especificidad de 92,1%, seguido de sensibilidad de C. difficile Tox A/B 11
ELISA 57,7%, Toxina A/B Eco Teste 23,1% y C. Diff Quik Chek Complete (solo toxina A/B)
19,2%. Maestri (2022) evidencio en su estudio que los ensayos de sonda de hidrélisis mostraron
una sensibilidad de 97,9%, especificidad de 99,1%, VPP de 94%, VPN 99,7%, y precision de
99,0%; los ensayos de SYBR Green mostraron una sensibilidad de 87,5%, especificidad de
100%, VPP de 100%, VPN 98,3%, y precision de 98,5%. Por otro lado, Grainger (2023)
demostro la sensibilidad y especificidad de un ensayo de RT-PCR para tcdB en comparacion con
los métodos de cultivo fue del 76 y el 91 %, respectivamente. Finalmente, Jiang (2023) en su
estudio evidencio método de tubo Unico basado en la lectura de fluorescencia de la plataforma
OC-MAB (sistema CRISPR ortogonal combinado con multiples RPA) con una sensibilidad y
especificidad del 100 %, con un VPP del 100 % y un VPN del 100 %. Asi mismo, la sensibilidad
del método de 2 pasos basado en la lectura de la tira reactiva inmunocromatografica fue del
100%, mientras que la especificidad fue del 96,3%, con un VPP de 98% y una VPN del

100%. (Tabla 2)

De los 10 estudios analizados para la determinacion del método de diagnéstico adecuado
para identificar Clostridium difficile toxigénico en muestras de heces, el principal es el método
de tubo unico basado en la lectura de fluorescencia de la plataforma OC-MAB (sistema CRISPR
ortogonal combinado con multiples RPA) debido a su sensibilidad y especificidad del 100 %, con
un VPP del 100 % y un VPN del 100 % (Jiang, 2023).

Jiang (2023) en su estudio se utilizé un sistema CRISPR ortogonal para establecer
una plataforma de deteccion del gen de la toxina de C. difficile conocida como OC-MAB.
Ademas, se desarrolld un enfoque novedoso llamado "deteccion ortogonal CRISPR", que
implica el uso de dos tipos de proteinas CRISPR/Cas para detectar ADN y ARN

simultdneamente. EI ARN polimerasa T7 transcribe uno de los genes en ARN, mientras que el



otro gen permanece sin cambios. A continuacion, se detectan simultdneamente dos genes en un
solo tubo utilizando la capacidad de escision del ADN monocatenario de Casl12a y la capacidad
de escision del ARN monocatenario (ssRNA) de Casl3a. Loa resultados se pueden obtener
mediante lectura de fluorescencia.

Tabla 2.

Resultados para el segundo objetivo. Determinar qué método de diagnostico es mejor para
identificar Clostridium difficile toxigénico en muestras de heces.

N° AUTOR RESULTADO

1 Song, et al PCR en tiempo real: S 87,2 %.
Cultivo para C. difficile: S 65,0%.
Ensayo de toxina de C. difficile: S 48,7 %.
2 Caulfield, et al GDH-EIA
:S93% vy E 93%.
La toxina EIA: S 48% y E 99%.
Algoritmo EIA-NAAT: S entre 88% y 93% y E entre 99% y 100%.
3 Bangz, et al Ensayos de toxina A y toxina B de SIMOA el 10%: S entre 84,8 y 95,5%.
Prueba de toxina EIA de alto rendimiento: S 71,2%.
4 Sandlund, et al Ensayo de toxinas A/B Singulex Clarity C. diff: S 97,7 % y E 100%.

5 Gite, et al Prueba de toxina B MultiPath C. difficile: S 97,0 %, E 98,3% y P 98,2%.

6  Ramos, et al Deteccion de GDH: S 100% y E 92,1%.
C. difficile Tox A/B 11 ELISA: S 57,7%.
Toxina A/B Eco Teste: S 23,1%.
C. Diff Quik Chek Complete (solo toxina A/B): S 19,2%
7 Maestri, et al Los ensayos de sonda de hidrolisis: S 97,9%, E 99,1%, VPP 94%, VPN 99,7%,
P 99%
SYBR Green: S 87,5%, E 100%, VPP 100%, VPN 98,3%; y P 98,5%.
8 Grainger, et al ~ Ensayo de RT-PCR para tcdB: S 76% y E 91%.

9 Jiang, et al La plataforma OC-MAB tiene una sensibilidad ultra alta en la deteccion de los
genes fcdA y tedB.
Meétodo de tubo tnico basado en la lectura de fluorescencia S 100 %, E 100 %,
VPP 100 % y VPN 100 %.
Método de 2 pasos basado en la lectura de la tira reactiva
inmunocromatografica: S 100%, E 96,3%, VPP 98% y VPN 100%.
NOTA: PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), PCR en tiempo real (RT-PCR), EIA (inmunoensayo

enzimatico), GDH (glutamato deshidrogenasa), Prueba de amplificacion de acido nucleico (NAAT),
Tecnologia de matriz de molécula tinica (SIMOA), toxina AB (CDAB), Sensibilidad (S), Especificidad
(E), Precision (P), Valor Predictivo Positivo (VPP), Valor Predictivo Negativo (VPN), sistema CRISPR
ortogonal combinado con amplificacion de polimerasa recombinasa multiple (OC-MAB).

Fuente: Elaboracion propia



7. Discusion

Clostridium difficile (CD) es el principal patdégeno responsable de la diarrea adquirida en
pacientes hospitalizados, entidad conocida como infeccion por CD. Ademas, ocasiona
infecciones hospitalarias que resultan en altas tasas de morbilidad y mortalidad. La cepa
NAP1/027 de CD se ha asociado con una mayor produccion de toxinas y con una mayor
gravedad, lo que aumenta la carga de la enfermedad (Onate et al., 2019).

En la investigacion realizada se evidencian diferentes resultados, con los cuales se puede
realizar un analisis que revela variaciones significativas en la prevalencia de esta cepa en
diferentes paises. Se ha observado que a medida que pasan los afios ha disminuido, Polonia en el
periodo 2011 a 2013 presenta un valor de 48% (Pituch et al., 2018), en EE.UU. en el afio 2016
un valor de 16,9% %, (Giancola et al., 2018) , por otro lado, en Dinamarca en el periodo 2016 a
2019 un valor de 10,8% (Persson et al., 2022) , que se puede adjudicar a las medidas de control
que se han venido desarrollando.

Cabe recalcar que la prevalencia varia dependiendo del lugar investigado, por ello, la alta
prevalencia de la Cepa NAP/027 de Clostridium Difficile en Polonia podria indicar condiciones
locales como contaminacion en ambientes de Atencion Médica, uso indiscriminado o
prescripcion inadecuada de antimicrobianos que altera la microbiota intestinal, baja inmunidad
del huésped, condiciones ambientales como temperatura y humedad (Oniate et al., 2019);
mientras que las cifras mas bajas en EE.UU. y Dinamarca podrian estar relacionadas con
medidas de control mas efectivas que se emplean.

La distribucion de la cepa NAP1/027 a nivel mundial destaca la importancia de
monitorear y entender su prevalencia para implementar estrategias efectivas de control y
prevencion a nivel global. Ademas, de las consecuencias graves en la salud humana. Esta cepa en
particular ha mostrado una mayor virulencia y resistencia a ciertos tratamientos, lo que puede
complicar la gestion de las infecciones asociadas y complicaciones neoplasicas. Su presencia en
entornos de atencion médica ha sido vinculada con brotes extensos y dificiles de controlar. Por lo
tanto, la identificacion es imprescindible, especialmente en areas con altas tasas de infeccion
(Gualtero, 2017).

De los métodos analizados para el diagndstico adecuado para identificar Clostridium
difficile toxigénico en muestras de heces se ha evidenciado que el mejor es el método de tubo

unico basado en la lectura de fluorescencia de la plataforma OC-MAB (sistema CRISPR



[Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciadas] ortogonal
combinado con multiples RPA [amplificacion de la polimerasa recombinasa]) debido a su
sensibilidad y especificidad del 100 %. En el que se detectan simultaneamente dos genes en un
solo tubo utilizando la capacidad de escision del ADN monocatenario de Cas12ay la capacidad
de escision del ARN monocatenario (ssSRNA) de Casl3a (Jiang et al., 2023).

Seguido del método de 2 pasos basado en la lectura de la tira reactiva
inmunocromatografica de la plataforma OC-MAB con una sensibilidad de 100%, especificidad
fue del 96,3% (Jiang, 2023). En el cual, la tira reactiva con sistema dual CRISPR para el método
de tira de flujo lateral, que permite la identificacion simultdnea de dos genes en la tira reactiva
(Jiang et al., 2023).

La tecnologia CRISPR ortogonal es una herramienta prometedora para la deteccion de
genes de la toxina de CD (Jiang et al., 2023). La plataforma basada en el sistema CRISPR, asi
como su proteina asociada Cas (CRISPR associated) se encuentran ampliamente distribuidos en
el mundo microbiano, estando presentes en el 45% de las especies bacterianas y en el 80% de las
arqueas reportadas (Palacios, 2019). La importancia bioldgica de este sistema radica en que se
constituye como un sistema inmune adaptativo microbiano que responde a elementos de DNA
invasores, como pueden ser plasmidos o virus (Chéavez, 2020).

La siguiente prueba segun Ramos (2020) es la deteccion de GDH que mostro alta
sensibilidad de 100% y especificidad de 92,1%. Sin embargo, debido a que GDH también esta
presente en algunas cepas no toxigénicas de CD, esta prueba no puede distinguir entre cepas
toxigénicas y no toxigénicas. Por lo general, si un ensayo de GDH es positivo pero no se
encuentra ningun toxico, se realiza un segundo ensayo para confirmar la presencia de toxinas. Es
decir, aunque la deteccion de GDH es util como prueba de pantalla para la identificacion de CD,
es necesario utilizar pruebas complementarias para determinar si las cepas encontradas son
toxigénicas o no. Ademas, la deteccion de GDH no es un método alternativo a la toxinoterapia
para el diagndstico definitivo de ICD (Vaustat & Rollet, 2018).

Ademas, se considera para la eleccion para el entorno clinico los factores como
sensibilidad, especificidad y practicidad. Esta informacion es crucial para mejorar la precision

diagnostica y la eficiencia de los laboratorios clinicos (Chavez, 2020).



Es importante conocer las medidas preventivas para una infeccion por Clostridium
Difficile toxigénico considerando la gravedad e impacto en la salud que causa esta infeccion, en
especial en entornos hospitalarios. Estas medidas incluyen:

-Uso prudente de antibidticos: Evite el uso innecesario de antibidticos y utilizarlos solo
cuando sean realmente necesarios para reducir las alteraciones de la microbiota intestinal, que
pueden predisponer a infecciones por CD (Pérez et al., 2017).

-Fomentar la higiene: Mantener una buena higiene personal y de entornos sanitarios para
prevenir la propagacion de la bacteria (Pérez et al., 2017).

-Restauracion de la microbiota intestinal: Terapias que incluyen la trasplantacion fecal,
que busca restablecer el equilibrio de la microbiota intestinal, han demostrado ser efectivas en el
tratamiento y prevencion de infecciones por CD (Ofiate et al., 2019).

-Uso de probiodticos: Algunos pueden ayudar a prevenir infecciones por CD al promover
un equilibrio saludable en la microbiota intestinal (Goldenberg, 2017).

-Inmunoterapia: El uso de anticuerpos monoclonales contra las toxinas de CD puede
proporcionar proteccion contra recurrencias de la infeccion (Goldenberg, 2017).

-Vacunacion: En los ultimos afios se estan desarrollando vacunas contra CD que podrian
proporcionar una alternativa al tratamiento con antibioticos y ofrecer proteccion a largo plazo
contra futuras infecciones (Pérez et al., 2017).

Limitaciones

En la presente revision sistematica se encontraron diferentes limitaciones. Muchas de las
publicaciones con estudios relevantes requirieron subscripcion y pago previo para el acceso, por
lo que se decidid por investigar trabajos en otras bases de datos esenciales, como PubMed, Lilacs
y Scielo. A pesar de esto, se ha recopilado informaciéon importante para la elaboracion de esta
revision sistematica que nos ha permitido conocer la realidad de la prevalencia de ICD en nuestra

region.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6663127/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6663127/

8. Conclusiones
La prevalencia de la cepa NAP1/027 de Clostridium difficile toxigénico en muestras de
heces a nivel mundial tuvo una media de 25,23% cuyo valor minimo fue reportado por
Persson (2022) en su estudio revela en Dinamarca en el periodo 2016 a 2019 un valor de
10,8% vy el méximo fue reportando por Pituch (2018) en Polonia en el periodo 2011 a
2013 un valor de 48%.
El mejor método de diagndstico para identificar Clostridium difficile toxigénico en
muestras de heces, el principal es el método de tubo Uinico basado en la lectura de
fluorescencia de la plataforma OC-MAB (sistema CRISPR ortogonal combinado con
multiples RPA) debido a su sensibilidad y especificidad del 100 %, con un VPP del 100
% y un VPN del 100 %.



9. Recomendaciones
Los laboratorios y centros para la deteccion y control de Clostridium Difficile deberian
aplicar métodos que sean altamente eficaces y eficientes clinicamente para el manejo
adecuado de los pacientes, analizando factores como la rapidez, sensibilidad y
especificidad, los costes y accesibilidad.
Ademas, se recomienda el uso de métodos rapidos y sencillos que puedan aplicarse en
campo para el control de la enfermedad en zonas endémicas de poca accesibilidad y de
bajos recursos econdomicos.
Es importante la deteccion Clostridium Difficile que circulan en una poblacion, debido al
riesgo elevado de padecer complicaciones como dafio en la mucosa del colon hasta cancer
de colon.
Es recomendable que los laboratorios se guien en los avances cientificos y tecnoldgicos
que mejoran la sensibilidad y especificidad de las diversas técnicas y se mantengan en

actualizacion constante para su aplicacion.
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Anexo 2. Tabla de caracteristica de los estudios incluidos para el primer objetivo

N° Titulo Autor Aifio de Tipo de Poblacion  Objetivos Metodologia URL/DOI

publicacion  estudio de estudio

1 Prevalence of Pituch, et 2018 Estudio Pacientes Medir el Se analiz6 muestras de heces diarreicas de 10.1016/j.a
Clostridium al Prospectivo  de 27 infradiagnostico  pacientes hospitalizados durante dos dias dvms.2018.
difficile infection centros de la infeccion especificos en enero y julio de 2013. Todas las 03.003
in hospitalized sanitarios por CD en muestras fueron enviadas al NCL para pruebas
patients with polacos. Polonia y la estandarizadas de CDI, sin depender de
diarrhoea: Results distribucion de solicitudes especificas. En el NCL, se utilizé un
of a Polish ribotipos de algoritmo de dos etapas para identificar muestras
multicenter, PCR de CD. positivas, las cuales fueron confirmadas
prospective, mediante qPCR y CT para CDI. Los aislados de
biannual point- CD fueron caracterizados mediante ribotipado
prevalence study. por PCR. Se recopild informacion sobre los

métodos y politicas de pruebas de CDI
adoptados por los hospitales durante el periodo
de estudio, desde septiembre de 2011 hasta
agosto de 2013.

2 Prevalence ofthe  Giancola, 2018 Estudio Los Evaluar la Recopilar informacién de los pacientes con CDI  10.1016/j.c
Clostridium et al Retrospecti  pacientes prevalencia en cualquier Centro Médico de Asuntos de mi.2017.11.
difficile Vo con CDIen reciente de Veteranos que realizaban pruebas de rutina para 011
BI/NAP1/027 cualquier BI/NAP1/027 detectar la presencia de BI/NAP1/027 durante el
strain across the Centro dentro de la periodo del estudio se incluyeron entre el 1 de
United States Médicode  Administracion  junio de 2011 y el 30 de junio de 2016 en este
Veterans Health Asuntos de  de Salud de estudio observacional retrospectivo a nivel
Administration. Veteranos Veteranos de nacional.

EE. UU. (VHA).

3 Sentinel Persson 2022 Estudio Muestras Establecer un Durante 2 a 4 semanas en primavera y otofio 10.2807/15
surveillance and S, etal Analitico fecales nuevo esquema  cada afo entre 2016 y 2019. Los departamentos ~ 60-
epidemiology recolectada  de vigilancia daneses de microbiologia clinica recogieron 7917.ES.20
of Clostridioides s durante 2 centinela para muestras fecales que 22.27.49.22
difficile in a4 una mejor contenian CD toxigénico. Los aislados se 00244
Denmark, 2016 to semanas en comprension de  tipificaron en el laboratorio de referencia
2019 primaveray la distribucion nacional del Statens Serum Institut. El método




otofio cada
ano entre
2016y
2019.

de tipos en
relacion con el
tiempo, la
geografiay la
epidemiologia,
presentando
aqui datos de
2016 a 2019.

de tipificacion en 2016-17 utilizo la tipificacion
de secuencia repetida en tandem, mientras que el
método de tipificacion en 2018-2019 fue la
secuenciacion del genoma completo.

Nota. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR); Cultivo toxigenico (CT); Laboratorio

Coordinador Nacional (NCL); Infeccion por Clostridium difficile (CDI); Clostridium difficile (CD)

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 3. Tabla de caracteristica de los estudios incluidos para el segundo objetivo

N° Titulo Autor Afio de Tipo de Poblacion  Objetivos Metodologia URL/DOI

publicaciéon  estudio de estudio

1  Rapid and Song,et 2018 Estudio 117 Laincidenciay  Se realiz6 un estudio prospectivo para comparar  10.5217/ir.
accurate diagnosis  al retrospectiv. - personas gravedad de la los métodos de diagnostico de CDI entre enero 2018.16.1.1
of Clostridium 0 diagnostica  ICD han de 2014 y diciembre de 2014. Las muestras de 09
difficile infection dos con aumentado en heces, que se obtuvieron en pacientes con
by real-time ICD todo el mundo,  presunta CDI, se compararon en cuanto a su
polymerase chain lo que generala  precision y rapidez diagnostica, incluida PCR en
reaction. necesidad de tiempo real. de genes de toxinas, ensayo de

métodos de toxina de CD y cultivo para CD.
diagnostico

rapidos y

precisos.

2 Evaluation of 4 Caulfield 2018 Estudio 500 Deteccion de la  Este estudio evalud el rendimiento de 4 ensayos  10.1016/j.d
molecular assays et al Analitico muestras de  infeccion por de NAAT como parte de un algoritmo de 2 pasos iagmicrobi
as part of a 2-step heces de CD debido a que que involucra NAAT reflexiva después de una 0.2017.12.0
algorithm for the pacientes se trata de una prueba de EIA que es indeterminada para el 18

detection of

enfermedad

antigeno GDH y la toxina A/B. Se analizaron un




Clostridium
difficile in stool
specimens.

Sensitivity of
Single-Molecule
Array Assays for
Detection of
Clostridium
difficile Toxins in
Comparison to
Conventional
Laboratory
Testing
Algorithms

Ultrasensitive
Detection of
Clostridioides
difficile Toxins A
and B by Use of
Automated
Single-Molecule

Banz, et

Sandlund
, etal

2018

2018

Estudio
Analitico

Estudio
Analitico

con posible
ICD.

66 muestras
de heces
con ICD.

311
pacientes
con
sospecha de
infeccion
por CD

debilitante, los
resultados
graves, la
concienciacion
de los pacientes
y la notificacion
publica de los
datos
hospitalarios

El rendimiento
de SIMOA se
evaluo en
relacion con una
definicion de
caso de
laboratorio de
CDI definida
por una prueba
positiva de
glutamato
deshidrogenasa
(GDH) y un
ensayo de
neutralizacion
de citotoxicidad
celular (CCNA)

Evaluar el
ensayo Singulex
Clarity C. diff
toxinas A/B, un
inmunoensayo
ultrasensible
rapido y
automatizado

total de 500 muestras de heces de pacientes
consecutivos mediante cada uno de los cinco
métodos y también se evaluaron como parte de
un algoritmo de dos pasos. Una mu

Las muestras se analizaron con ensayos SIMOA
y un EIA de toxina comercial para comparar el
rendimiento, con resolucion de discrepancia
utilizando una prueba comercial basada en acido
nucleico y un segundo ensayo de citotoxicidad
celular. Los ensayos de toxina A y toxina B de
SIMOA mostraron limites de deteccion de 0,6 y
2,9 pg/ml, respectivamente, y coeficientes de
variacion intraensayo de menos del 10%.

Se determinaron la sensibilidad analitica, la
especificidad analitica, la repetibilidad y la
estabilidad del ensayo. En una evaluacion
clinica, se analizaron muestras de heces
congeladas de 311 pacientes con sospecha de
infeccion por CD con el ensayo Clarity C. diff
toxinas A/B, utilizando un valor de corte
establecido. Las muestras se analizaron con el

10.1128/JC
M.00452-
18

10.1128/JC
M.00908-
18




Counting
Technology

A Rapid,
Accurate, Single
Molecule
Counting Method
Detects
Clostridium
difficile Toxin B
in Stool Samples

Evaluation of
glutamate
dehydrogenase
(GDH) and toxin
A/B rapid tests for
Clostridioides
(prev.
Clostridium)
difficile diagnosis
in a university
hospital in Minas
Gerais, Brazil.

Gite, et al

Ramos,
et al

2018

2020

Estudio
Analitico

Estudio
Analitico

320
muestras
clinicas de
heces

Muestras
de heces de
89
pacientes
adultos que
presentaron
diarrea
nosocomial
durante la
hospitalizac
16n

impulsado por
tecnologia de
conteo de
molécula Unica,
para la
deteccion de

la toxina A
(TedA) y la
toxina B (TcdB)
de CD en las
heces.

Describir una
nueva
tecnologia
basada en
inmunoensayos,
rapida y precisa,
capaz de contar
moléculas diana
unicas mediante
imagenes
digitales sin
aumento

Analizar dos
pruebas
Inmunocromato
graficas y un
inmunoensayo
enzimatico
(ELISA) para
evaluar la
deteccion de
GDH vy toxinas
A/B de CD.

ensayo Xpert C. difficile/Epi , y las muestras
positivas para PCR se analizaron con EIA (C.
Diff Quik Chek Complete). Las muestras
negativas para EIA se analizaron adicionalmente
con un ensayo de neutralizacion de citotoxicidad
celular. Los limites de deteccion de TedA y TcdB
fueron 0,8 y 0,3 pg/ml en tampény 2,0 y 0,7
pg/ml en heces, respectivamente.

Se analizaron 320 muestras mediante una prueba
rapida para la toxina B de CD.

Para mejorar el diagnéstico de ICD en un
hospital universitario de Brasil, este estudio
analizo dos pruebas inmunocromatograficas y un
inmunoensayo enzimatico (ELISA) para evaluar
la deteccion de GDH vy toxinas A/B de CD. Se
incluyeron muestras de heces de 89 pacientes
adultos que presentaron diarrea nosocomial
durante la hospitalizacion. Se utilizé6 como
método de referencia el CT.

10.1038/s4
1598-018-
26353-0

10.1007/s4
2770-020-
00288-z




Standardisation Maestri, 2022
and validation of et al

an in-house

quantitative real-

time polymerase

chain reaction

(qPCR) assay for

the diagnosis of

Clostridioides

difficile infection.

A comparison of  Grainger, 2023
culture methods et al

and polymerase

chain reaction in

detecting Clostrid

ioides

difficile from

hospital surfaces.

Establishment of  Jiang, et 2023
a Novel Detection al

Platform for

Clostridioides

difficile Toxin

Genes Based on

Orthogonal

CRISPR.

Estudio
Analitico

Estudio
Analitico

Estudio
Analitico

392
muestras
con posible
ICD.

44 areas
cercanas a
los
pacientes
con CD pos
itivo

72 muestras
clinicas de
heces

Desarrollar y
validar
internamente
una qPCR
dirigida al tcdB
utilizando dos
metodologias de
deteccion
(SYBR Green y
sondas de
hidroélisis) para
el diagnostico
de la CDI.

Comparar la
deteccion de CD
mediante PCR
con métodos
basados en
cultivo y
determinar cual
es mas sensible
y especifico en
el entorno
clinico.

Desarrollar una
plataforma de
prueba genética
para toxinas,
denominada
OC-MAB, para
detectar los
genes de la

Algoritmo GDH-CT fue el método diagndstico 10.1016/j.
de referencia estandar. Se utilizaron el método mimet.2021
SYBR Green y las sondas de hidroélisis para .106399
estudiar 392 muestras simultdneamente para

evaluar el valor diagnostico de estos ensayos de

PCR en tiempo real para detectar CDI a partir de

muestras clinicas.

Se tomaron muestras de 44 areas cercanas a los  10.1099/jm
pacientes con CD positivo utilizando placas de m.0.001636
contacto e hisopos flocados humedecidos.

Desarrollar una plataforma de prueba genética 10.1128/sp
para toxinas, denominada OC-MAB, para ectrum.018
detectar tcdA y tcdB . Si bien reconocen los 86-23

productos amplificados fcd4 y tcdB , Casl3ay
Casl2a podrian activar sus actividades de
escision para cortar sondas de ARN y ADN
marcadas, respectivamente




toxina de CD
tcdA y tedB

Nota. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR); Infeccion por Clostridium difficile (CDI);
Clostridium difficile (CD); Prueba de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT); inmunoensayo enzimatico (EIA); Glutamato
deshidrogenasa (GDH); toxina AB de Clostridium difficile (CDAB); gen de la toxina B de C. difficile (tcdB); gen de la toxina A de C. difficile
(tcdA); sistema CRISPR ortogonal combinado con amplificacion de polimerasa recombinasa multiple (OC-MAB); endonucleasa inica guiada

por ARN que se dirige al ADN bicatenario (Cas12a); proteina con actividad de escision trans (Casl3a); acido desoxirribonucleico (ADN);
acido ribonucleico (ARN).

Fuente: Elaboracién propia


https://www.elsevier.es/es-revista-revista-argentina-microbiologia-372-avance-glutamato-deshidrogenasa-su-valor-diagnostico-S0325754117301499
https://www.elsevier.es/es-revista-revista-argentina-microbiologia-372-avance-glutamato-deshidrogenasa-su-valor-diagnostico-S0325754117301499

Anexo 4. Resumen de la evaluacion del riesgo de sesgo de los articulos incluidos para desarrollo del primer objetivo en

esta revision mediante la herramienta JBI.

N° Autor P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 %SI RIESGO
1 Pituch, etal N N N N X X N N 75% Bajo
2 Giancola, etal \ V \ X X \ \ 75% Bajo
3 PerssonS,etal \ V \/ X X \ \ 75% Bajo
Fuente: Elaboracion propia
Anexo 5. Resumen de la evaluacion del riesgo de sesgo de los articulos incluidos para desarrollo del segundo objetivo en
esta revision mediante la herramienta JBI.
N° Autor P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 %SI RIESGO
1 Song, etal N N N N X X N N 75% Bajo
2 Caulfield, etal \ \ \ X X \ \ 75% Bajo
3 Bang etal \ \ \ \ X X \ \ 75% Bajo
4 Sandlund,etal \ \ \ X X \ \ 75% Bajo
5  Gite, etal \ \ \ \ X X \ \ 75% Bajo
6  Ramos, et al \ \ \ \ X X \ \ 75% Bajo
7 Maestri, et al \ \ \ \ X X \ \ 75% Bajo
8  Graingeretal v \ \ \ X X \ \ 75% Bajo
9  Jiang, etal \ \ \ \ X X \ \ 75% Bajo

Fuente: Elaboracion propia



Anexo 6. Evaluacion de la calidad de la revision sistematica

Resultados de la declaracion del PRISMA

Titulo
Abstract
Introduccion
Métodos

OO\ DN kW~

e et e e = = \O
ANV b W~ O

Resultados 17
18
19
20
21
22
23
Discusion 24
25
26
Financiacion 27

Titulo

Resumen estructurado
Fundamento

Objetivos

Protocolo y registro

Criterios de admisibilidad
Fuentes de informacion
Estrategia de busqueda

Seleccion de estudios

Proceso de recopilacion de datos
Lista de datos

Riesgo de sesgo entre los estudios
Medidas del efecto

Sintesis de resultados

Riesgo de sesgo en los estudios
Analisis adicionales

Seleccion de estudios
Caracteristicas de los estudios
Riesgo de sesgo dentro de los estudios
Resultados de estudios individuales
Sintesis de resultados

Riesgo de sesgo entre los estudios
Analisis adicionales

Resumen de las pruebas
Limitaciones

Conclusiones

Financiacion

TOTAL %

SI PARCIAL NO
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
20 4 3
74,07% 14,81% 11,11%

Fuente: Elaboracion propia



Anexo 7. Carta de pertinencia

Memorando n®. UNL-FSH-DCLC-2023-0446-M
Loja, 10 de agosto de 2023

PARA: Sefiorita:
Rubby Karolina Chamba Lapo
ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA
FACULTAD DE LA SALUD HUANA-UNL.

ASUNTO: Informe de Pertinencia Proyecto de Integracion Curricular.

Por medio del presente, me permito correr traslado el Oficio emitido por la Lcda. Maria
del Cisne Lojan Gonzalez, docente de la Carrera de Laboratorio Clinico, con respeto a
la estructura, coherencia y pertinencia del tema de investigacion: “CLOSTRIDIUM
DIFFICILE TOXIGENICO EN MUESTRAS DE HECES: NUEVO DIAGNOSTICO
LABORATORIAL", de su autoria, con la finalidad de gque se siga el proceso, quedando
aprobado el mismo por parte de esta dependencia; y, se continle con el proceso
correspondiente de conformidad a los Art. 225, 226, 227, 228, 229 y 230 del
Reglamento de Régimen Académico de la Universidad Nacional de Loja.

Particular que me permito comunicar para fines pertinentes.

Atentamente,

T te LFR ELIZAEETH
v 1] (GWFREIRE CUESTA
Dra s

haigntandra Freire Cuesta
DIRECTORA DEE LA CARRERA DE LABORATORIO

CLINICO DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA- UNL.

Referencia: Cormeo electrdnico
Anexo Archivo Secretaria de la Carrera
Elaborade por: Maria del C. Salazar L. AMALISTA DE APOYOD A LA GESTION ACADEMICA-FSH



Anexo 8. Certificado de traduccion del resumen



