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1. RESUMEN

Clostridioides difficile es un bacilo anaerdbico Gram-positivo, formador de esporas, que se distribuye
ampliamente en el tracto intestinal de humanos y animales y en el medio ambiente. La transmision se
produce por via fecal-oral o por contacto directo con superficies contaminadas con esporas. Una vez
en el intestino, las esporas pueden germinar en presencia de condiciones apropiadas, dando lugar a
una célula vegetativa que es capaz de multiplicarse activamente, colonizar el intestino grueso vy
producir toxinas. Las exotoxinas A (TcdA) y B (TcdB) de C. difficile son las principales responsables del
dafio tisular, necrosis e inflamacién que caracterizan a esta enfermedad. Los factores de riesgo mas
importantes para la infeccidn por C. difficile incluyen la terapia con antibiéticos, la edad avanzaday la
estancia hospitalaria prolongada o en residencias de ancianos. El cuadro clinico es diverso y abarca
desde el estado de portador asintomatico, pasando por diversos grados de diarrea e inflamacién del
colon (colitis pseudomembranosa), hasta una colitis mds grave con toxicidad sistémica vy
potencialmente mortal conocida como megacolon tdxico, perforacion intestinal, sepsis, fallo
multiorgdnico y muerte. Dado que las opciones terapéuticas frente a la infeccién por C. difficile son
actualmente muy limitadas y el desarrollo de resistencias hacia estos antibiéticos aumenta, la
busqueda de agentes antimicrobianos mas especificos y eficaces para el tratamiento de la infeccion
por C. difficile resulta de urgente necesidad para prevenir las recurrencias y disminuir el riesgo de
complicaciones graves. En el presente trabajo nos proponemos analizar los aspectos microbiolégicos
y epidemiolégicos mas relevantes de C. difficile y valorar el estado actual de los avances en la
investigacion de posibles nuevas terapias que hagan frente a la infeccidn por este patdgeno.

ABSTRACT

Clostridioides difficile is an anaerobic, Gram-positive, spore-forming bacillus that is widely distributed
in the intestinal tract of humans and animals and in the environment. Transmission occurs by the fecal-
oral route or by direct contact with surfaces contaminated with spores. Once in the intestine, spores
can germinate in the presence of appropriate conditions, giving rise to a vegetative cell that is capable
of actively multiplying, colonizing the large intestine and producing toxins. C. difficile exotoxins A
(TcdA) and B (TcdB) are primarily responsible for the tissue damage, necrosis and inflammation that
characterize this disease. The most important risk factors for C. difficile infection include antibiotic
therapy, advanced age, and prolonged hospital or nursing home stay. The clinical picture is diverse and
ranges from asymptomatic carrier state, through varying degrees of diarrhea and inflammation of the
colon (pseudomembranous colitis), to more severe colitis with systemic and potentially fatal toxicity
known as toxic megacolon, intestinal perforation, sepsis, multi-organ failure and death. Given that
therapeutic options for C. difficile infection are currently very limited and the development of
resistance to these antibiotics is increasing, the search for more specific and effective antimicrobial
agents for the treatment of C. difficile infection is urgently needed to prevent recurrences and reduce
the risk of serious complications. In the present work, we propose to analyze the most relevant
microbiological and epidemiological aspects of C. difficile and to evaluate the current state of the art
in the research of possible new therapies to deal with infection by this pathogen.



2. INTRODUCCION

2.1. Aspectos microbioldgicos y epidemiolégicos

2.1.1. Taxonomia y clasificacion

Clostridioides difficile (en adelante C. difficile) es una de las especies pertenecientes al género
Clostridioides, que engloba bacterias Gram positivas, anaerobias estrictas, morfologia bacilar y capaz
de formar esporas (1). C. difficile fue aislada por primera vez en el afio 1935 por Hall y O’'Toole, que la
agruparon bajo el género Bacillus y le atribuyeron la especie difficile debido a la gran dificultad que
presentaba para aislarla y cultivarla (2,3). No fue hasta 1978 cuando se asocid esta bacteria con la
enfermedad que producia: diarrea asociada al uso de antibidticos (4).

Una posterior clasificacién englobd esta especie bajo el género Clostridium, el cual agrupa especies de
caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas similares. Sin embargo, en el afio 2015, se plantea en el
trabajo de Lawson y Rainey (5) restringir este género Unicamente a C. butyricum y especies
relacionadas molecularmente con esta, siendo necesario un andlisis exhaustivo (fomentado por los
avances en clasificaciéon molecular) de las especies que conformaban el género (6). Esta revisidn
concluyd que C. difficile debia incluirse en la familia Peptostreptococcaceae, surgiendo la necesidad de
crear un nuevo género, preferiblemente de nombre similar a Clostridium que facilitase el cambio, de
tal manera que surgié Clostridioides (6).

La reestructuracion del género Clostridium surge en base al exhaustivo analisis fenotipico,
guimiotaxondmico y filogenético de las especies pertenecientes al mismo (7). En sus inicios, el género
Clostridium se establecio en el afio 1880 y termind por agrupar especies bacterianas Gram+ anaerobias
que formen esporas y de morfologia bacilar (7). Con la implementacién de métodos moleculares, como
el andlisis del 16S rRNA o el DNA-rRNA pairing, se empezaron a estudiar de una manera mas detallada
las diferencias entre las especies que formaban parte de este género (7).

En este sentido, la descripcion establecida en 2016 por el propio Lawson et al. (7) para las bacterias
que conforman la especie Clostridioides difficile es la siguiente: células Gram positivas en forma de
bacilos y anaerobias estrictas, productoras de esporas y dotadas de movilidad. Producen abundante
gas en medio de cultivo PYG, asi como un amplio rango de 4cidos grasos ramificados y no ramificados.
Los productos de la fermentacidon en PYG son los 4cidos acético, isobutirico, butirico, isovalérico,
valérico, isocaprdico, férmico y lactico. El aminodcido de diagndstico de su peptidoglicano es el meso-
DAP. Ademas, este mismo articulo menciona la especie Clostridioides mangenotti como la mas cercana
filogenéticamente, compartiendo un 94,7% de homologia de secuencia, ademds de otros marcadores
fenotipicos. El cambio de nombre a Clostridioides difficile fue aprobado por la International Committee
on Systematics of Prokaryotes (ICSP), siendo publicado el 1 de septiembre de 2016 en la revista
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (1JSEM) (8).

2.1.2. Morfologia y metabolismo

C. difficile presenta una morfologia bacilar, peritrica y normalmente tiene movilidad en cultivos (7). El
tamafio de las células rondan los 0,5-1,9 x 3,0-16,9 micras y algunas cepas de esta especie forman
cadenas de entre 2 y 6 células (7) (Figura 1). Esta especie bacteriana se caracteriza por ser capaz de
utilizar una amplia variedad de nutrientes presentes en el metaboloma intestinal (principalmente
carbohidratos y aminoacidos) para su desarrollo (9).



Figura 1. Imagen de microscopia electréonica de barrido de células de C. difficile. Fuente: Robert Koch
Institute, Alemania (https://www.rki.de).

Tanto los carbohidratos como los aminoacidos, abundantes en el intestino de los pacientes que se
encuentran sometidos a antibiéticos (entorno en el que se desarrolla frecuentemente C. difficile) son
importantes nutrientes para la infeccidn de esta bacteria, (9). Con respecto al metabolismo central del
carbono, C. difficile presenta las clasicas vias de glucdlisis y gluconeogénesis, aunque por similitudes
genéticas con C. acetobutylicum, se cree que carece de un ciclo de Krebs completo (10). Estas vias dan
como productos piruvato el cual, junto al aminodacido cisteina, inhiben la produccidn de toxinas (10).
Esto refleja que el metabolismo también se encuentra relacionado con la virulencia de diversas
maneras. Por ejemplo, ante la baja disponibilidad de nutrientes, C. difficile comienza a producir toxinas
que favorecen un ambiente proinflamatorio y citotdxico, liberando nutrientes a partir de las células
del hospedador (9). Estudiando la base molecular de este aspecto, se ha descubierto que los
reguladores globales de respuesta a nutrientes como la glucosa, los aminodacidos ramificados, el GTP
o la prolina inducen la inhibicidn de la sintesis de toxinas cuando hay exceso de los nutrientes que
regulan (9). Algunos de los carbohidratos que puede aprovechar por fermentacidn C. difficile son la
glucosa, fructosa, manosa, manitol, sorbitol o celobiosa, pero es incapaz de fermentar arabinosa,
galactosa, lactosa, maltosa o sacarosa (9,11).

También con respecto a los carbohidratos, muchos de los carbohidratos que no son digeribles por el
hospedador sirven como nutrientes para C. difficile, aunque también son utiles para otros
microorganismos. Es por ello que C. difficile se encuentra en condiciones favorables ante disbiosis, ya
que ocupa el lugar de otros microorganismos con los que compite por el consumo de nutrientes (9).
En relacién a reacciones especificas de aminoacidos, destaca la via metabdlica de Stickland,
caracterizada por causar la fermentacion acoplada de dos aminoacidos (uno se oxida y el otro se
reduce) para la obtencién de energia en forma de ATP mediante fosforilacidn a nivel de sustrato y el
mantenimiento del ratio NADH/NAD* (9,10).

Otra molécula de gran relevancia a nivel metabdlico, en relacién a la via metabdlica de Stickland, y
especialmente en el caso de las infecciones asintomaticas, es la ornitina. Esta molécula puede ser
aprovechada mediante la fase oxidativa de esta via, produciendo acetil-CoA, amonio y alanina. Se ha
demostrado que la delecidn de una de las enzimas involucradas en esta transformacidn supone para
las bacterias mutadas una desventaja con respecto a las no mutadas (9). Esta ornitina también puede
ser transformada a prolina a través de la enzima ornitina ciclodesaminasa, pudiendo entrar también al
metabolismo de Stickland de esta forma (9).

Otro metabolismo importante para C. difficile es el de la etanolamina. Esta molécula se obtiene
mediante hidrdlisis del fosfatidiletanolamina, liberado al lumen intestinal tras la accidén de las toxinas
de C. difficile. La bacteria puede aprovechar esta molécula como fuente de carbono y nitréogeno debido
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a la produccion de amonio y acetaldehido, el cual se transformara en etanol o acetil-CoA. En caso de
transformarse en este ultimo, puede ser aprovechado tanto para vias anabdlicas como para la
produccién de ATP mediante fosforilacidn a nivel de sustrato (9). Pese a ser un metabolito util para C.
difficile, a diferencia de otros patdgenos intestinales, no se ha determinado una relacién entre el
metabolismo de la etanolamina y la patogencidad de C. difficile (9).

2.1.3. Condiciones de crecimiento y medios de cultivo

Comunmente, se evita el cultivo bacteriano de C. difficile debido a lo tedioso que es trabajar con ellay
la posibilidad de detectar su presencia mediante otro tipo de ensayos de laboratorio (12). Esto hace
que sean reducidas las muestras disponibles de esta bacteria para evaluacién de aspectos
epidemioldgicos o clinicos como resistencia a antibidticos, identificado de factores de virulencia o
tipificacion molecular (12).

En caso necesario, es posible establecer cultivos de C. difficile, tanto en medio liquido como en agar,
aislandola previamente de muestras fecales o ambientales (1). Especialmente, los cultivos de muestras
fecales se realizan para establecer el diagndstico cuando otros test no aportan resultados concluyentes
(13). Para el caso de las muestras ambientales, debido a que las esporas pueden encontrarse en bajas
cantidades o haber estado sometidas a estrés, es aconsejable afiadir lisozima en el cultivo para
recuperar una mayor cantidad (13). Se cree que esta enzima es capaz de favorecer la germinacién de
las esporas que han sufrido dafio por estrés en las proteinas de su envoltura (13).

Esta bacteria comienza a crecer tras las primeras 48h en el medios de cultivo tras una primera fase de
incubacién bajo condiciones anaerobias y a temperaturas entorno a los 372C (1,13). Puede ser
cultivada en medios no selectivos como agar sangre, donde no produce hemdlisis (1). Sus colonias
pueden medir entre 12 y 15 mm, de apariencia marrdn cristalina y emitiendo un olor caracteristico
comunmente asociado a heces de caballo o granero, resultante de la capacidad de este
microorganismo de fermentar tirosina a para-cresol, un compuesto fendlico que, detectado mediante
HPLC, nos es util para diferenciar C. difficile de especies similares a esta (1).

Tal y como se describe en el estudio de Marler et al. (14), la principal opcidn de medio de cultivo para
C. difficile es el medio CCFA, caracterizado por contener cicloserina, cefotoxina y fructosa. También
destaca el medio CCMA, que presenta manitol en vez de fructosa (11).

2.1.4. Ecologia y distribucion

C. difficile es de distribucién ubicua y sus tres principales reservorios son la naturaleza, los humanos y
los animales, pudiendo ser aislada principalmente de tierra, aguas residuales o en heces de mamiferos
(15,16). Mientras que el articulo de revision de Abad et al. (17) estima que esta especie bacteriana
coloniza a més del 70% de los bebés a lo largo del primer afio de vida, el trabajo elaborado por Groscher
(18) reduce esta estimacién a un 50% y afiade que raramente produce sintomas en estos individuos y,
conforme la flora intestinal cambia durante el desarrollo del nifio, la poblacién de C. difficile se ve en
detrimento. En adultos, esta bacteria representa entre el 1y el 3% de la flora comensal adulta (11).
Los primeros estudios que describen la presencia de C. difficile en animales son de 1974 (19), donde
se ubica a esta especie en heces de conejo, caballo y vaca (16). El mismo trabajo ratifica la aparicion
de esta bacteria en paja, arena y fangos de rio. Ademas de estudiar la aparicion de C. difficile en
animales de granja y el impacto econdmico que puede generar su infeccidn en estos, los grupos de
investigacion a nivel global estan enfocados en analizar la relacién entre los distintos reservorios de
este patdgeno y su relacion con el ser humano, principalmente identificacion de las cepas en un caso
y otro y comparacion (16).



Los estudios medioambientales reiteran la importancia que tiene el ambiente hospitalario en la
distribucion de C. difficile, suponiendo un entorno altamente contaminado por las esporas de esta
bacteria y que complica el combate contra ella (11).

En Europa, desde comienzos de los afios 2000, se ha producido un incremento en la expansion y
severidad de casos de C. difficile, pasando de 2,45 casos por cada 10.000 pacientes en 2005 a 7 por
cada 10.000 pacientes en 2013 (20). Un reciente estudio de 2020 (21) estima que la incidencia de
infecciones de C. difficile adquiridas por pacientes en el dmbito hospitalario se eleva a 8,3 por cada
10.000 pacientes. Este incremento en la prevalencia se atribuye tanto a una mayor conciencia y
métodos de diagndstico de mayor sensibilidad relacionados con esta bacteria, como a la aparicién de
una variante hipervirulenta denominada bajo el ribotipo 027, caracterizada por una variacién en su
genoma que se traduce en una sobreproduccién de toxinas, asi como mayor resistencia a ciertos
antibidticos (20,22). Todo ello deriva en infecciones recurrentes que generan mayores complicaciones.
A pesar del impacto negativo que este ribotipo impone sobre la salud de los pacientes y lo notoria que
es su infeccidn, cabe destacar que no es el ribotipo mas comun en Europa (20). Un estudio realizado a
nivel europeo en 2011 (23) destaca a los ribotipos 014/020, 001 y 078 como los mas abundantes en
las muestras analizadas a nivel europeo (20).

Debe hacerse una especia mencion a la relacion existente entre la epidemia de COVID-19 las
infecciones por C. difficile. Desde el comienzo de la pandemia se pudo apreciar un aumento de la
incidencia de la infeccion por esta bacteria, lo cual se explica principalmente por el uso abusivo de
antibidticos. Un estudio (24) que analiza la correlacién entre la pandemia de coronavirus y las
infecciones de C. difficile en Rumania afirma que, durante este evento, fueron recetados antibidticos
para tratar co-infecciones bacterianas, asi como de manera profilactica, en casos de infecciones por
agentes patdgenos. Es principalmente este uso excesivo de antibidticos el que produce una disbiosis
de la flora bacteriana, desarrollando una mayor incidencia de infecciones por esta bacteria, asi como
la aparicién de cepas resistentes que incrementen la problematica.

Tal y como afirma el trabajo publicado por Spigaglia (25), por un lado, los esfuerzos en el diagndstico,
monitorizacién y prevencidn de infecciones nosocomiales como C. difficile se ha visto en detrimento
en favor de un mayor control sobre COVID-19, por otro lado, la puesta en practica de métodos de
higiene personal y equipos de proteccién individual, la limpieza de las infraestructuras o el aislamiento
de los pacientes han supuesto un efecto positivo sobre los contagios por esta bacteria. Todo ello ha
hecho que, pese al uso masivo de antibidticos (la autora aporta que el entorno al 70% de los pacientes
de COVID-19 fueron administrados antibidticos para hacer frente a infecciones bacterianas derivadas),
la incidencia de infecciones por C. difficile disminuyese durante la pandemia. También cabe destacar
que algunos de los antibidticos utilizados durante las infecciones por SARS-CoV-2 suponen un riesgo
menor para contraer C. difficile, tales como azitromicina. Resaltar que, como bien se ha dicho, es
posible que haya habido una subestimacién en el diagndstico, tanto porque se han destinado mas
recursos al COVID-19, como porque algunos de los sintomas de C. difficile, como la diarrea, coinciden
con aquellos del virus.

2.1.5. El hombre como portador asintomadtico

Gran parte de la problematica que genera esta especie es debido a la elevada cantidad de portadores
asintomaticos que genera. No existe una definicion Unica en lo que a la infeccién asintomatica se
respecta. Sin embargo, en un reciente estudio de Furuya-Kanamori et al. (26) que analiza el criterio de
numerosos autores en este tema, se define la infeccidén asintomatica como la deteccién de C. difficile
o de sus toxinas en ausencia de los sintomas que la infeccidn causa, haciendo especial hincapié en la



diarrea y la colitis pseudomembranosa; a excepcidn que los sintomas se encuentren presentes pero
puedan ser asociados a otra causa.

No existen evidencias que concluyan que las cepas no toxigénicas de C. difficile sean capaces de
desembocar en enfermedad (26). Es por ello que, en caso de encontrar cepas no toxigénicas en
pacientes que desarrollen diarrea, estas no deben ser consideradas como el agente causal y por ende
se considerard al paciente asintomatico a no ser que sean hallados otros sintomas como la colitis (26).
Por el contrario, los portadores asintomdticos no tienen por qué estar infectados por cepas no
toxigénicas; las cepas toxigénicas son las responsables de las infecciones asintomadticas en el 62-86%
de los casos (1)

Se estima que entre el 4-15% de los adultos sanos pueden estar colonizados asintomaticamente por
C. difficile, destacando la alarmante preocupacién de aquellas infecciones que son adquiridas en el
ambito hospitalario (27). Tanto pacientes ambulatorios como enfermos que requieren ser ingresados
son frecuentemente infectados con esta bacteria, produciendo casos en los que se produce
enfermedad (con los consecuentes sintomas), asi como infecciones asintomaticas pero con la misma
capacidad para contagiar que un enfermo (1). Los pacientes que presentan otras patologias previas
como la fibrosis quistica muestran una mayor prevalencia de esta bacteria (26). En este caso, se
atribuye la mayor colonizacion a la alteracién del transporte de electrolitos por las células epiteliales,
lo cual reduce la proteccidn ante las toxinas (26).

Se ha estimado que las infecciones asintomaticas de esta bacteria son debidas a que el portador puede
desarrollar una respuesta humoral a las toxinas, y la prevalencia de estas infecciones depende de
factores propios del patdgeno, del hospedador y del entorno, y estos factores son importantes para
analizar la contribuciéon de los portadores asintomaticos sobre la transmisién en ambientes sanitarios
y su relaciéon con infecciones sintomaticas y la transmisién de nuevas cepas con alta capacidad
toxigénica (26).

Los contagios asintomaticos se ven propiciados por las esporas, las cuales pueden ser transportadas
en las manos o utensilios del personal sanitario y encontrar un nuevo hospedador (28). Estas esporas
resisten los acidos gastricos y, ante las condiciones anaerobias del intestino grueso, germinan al estado
vegetativo, colonizando principalmente el colon (26).

3. OBIJETIVOS

Objetivo general:

Profundizar en el conocimiento sobre la patogenia, el fendmeno de la resistencia antimicrobiana y los
avances recientes en el desarrollo de nuevos tratamientos frente al patégeno C. difficile.

Objetivos especificos:

1. Analizar los aspectos de mayor interés en la patogenia de C. difficile, incluyendo los factores de
riesgo de la infeccion, las manifestaciones clinicas mas relevantes, los factores de virulencia y los
métodos diagndsticos.

2. Valorar el papel del microbioma intestinal humano en la prevencidn, progresién y tratamiento de
la infeccion por C. difficile.

3. Analizar las causas, principales mecanismos moleculares y patrones de resistencia de C. difficile.
Conocer los actuales avances en el tratamiento, terapias no antimicrobianas y nuevas dianas
terapéuticas para el desarrollo de antibidticos frente a C. difficile.



4. METODOLOGIA

Para llevar a cabo este trabajo de revision bibliografica, se realizé una bisqueda exhaustiva de articulos
de investigacidn, articulos de revisién, capitulos de libros y monografias especializadas, a través de la
base de datos PubMed y del buscador Google Scholar. Para la revisidon y acceso a gran parte de la
bibliografia se utilizé el buscador AlcorZe de la biblioteca de la Universidad de Zaragoza y la plataforma
online ResearchGate.

Para la busqueda bibliografica, se emplearon las palabras esenciales “Clostridioides”, “difficile”

e

“Clostridium”, “infection”, en combinaciéon con palabras claves como “virulence” “pathogenicity”

“toxin” “prevalence” “treatment” “antibiotics” “taxonomy” “clasification” “risk factor” “spore”

n u n u ” u n

“culture” “dysbiosis” “microbiota” “fidaxomicin” “diagnosis” “assymptomatic” “motility” “adherence”
Inicialmente la busqueda se realizd sin acotar fechas de publicacién. Debido a la gran cantidad de
bibliografia disponible, en algunos temas la bldsqueda se acotd a los ultimos 20 afos, prestando

especial interés a los aportes de los ultimos 10 afios.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Patogenia

5.1.1.  Manifestaciones clinicas y prevalencia.

C. difficile es ampliamente conocida uno de los principales origenes de la diarrea asociada a
antibidticos, siendo la causa de aproximadamente una de cada tres casos de esta patologia (17),
aunque esta no es la Unica problematica que causa esta bacteria.

Tal y como se ha destacado anteriormente, existen infecciones asintomaticas de esta bacteria que no
llegan a desarrollar enfermedad. Sin embargo, para que una persona desarrolle los sintomas propios
de la enfermedad causada por esta bacteria, debe encontrarse expuesta a las esporas de una cepa
toxigénica lo suficiente como para permitirles entrar en el organismo, proliferar en el intestino
(frecuentemente en el tramo del colon distal) y producir las toxinas propias (17,29). Es frecuente que
la persona que haya contraido una infeccion por C. difficile presente infecciones recurrentes. Se define
recurrencia como un episodio de infeccién entre 2 y 8 semanas tras un episodio previo. El riesgo de
recurrencia aumenta en caso de haber habido una primera recurrencia, y la mortalidad es mayor en
pacientes con recurrencia que en el primer episodio.

En caso de desarrollar enfermedad, los sintomas mas reconocibles que causa la infeccion sintomatica
de C. difficile son la diarrea, el tenesmo (incremento en la sensacién de necesitar ir al bafio sin poder)
y el malestar gastrointestinal, pudiendo empeorar a sintomas de mayor gravedad como la colitis
pseudomembranosa o megacolon tdxico (17,30), Estos no son los Unicos sintomas, también destacan
la leucocitosis (incremento de glébulos blancos en el organismo), asi como fiebre y diarrea
hemorragica en menor medida (1). Finalmente, es digno de mencionar que en casos muy reducidos
esta enfermedad puede desencadenar en sintomas muy graves como deshidratacion, distensiéon
abdominal, shock circulatorio o colitis fulminante, resultando letal en este caso (1,17).

Pese a las alarmantes complicaciones citadas, la mayoria de los pacientes desarrollan Unicamente
diarrea moderada, la cual suele remitir a los 5-10 dias de cesar el tratamiento con antibidticos que ha

causado la infeccidn de C. difficile (17). Otras manifestaciones clinicas ajenas al colon tales como la

infiltracién intestinal, artritis reactiva o bacteriemia son altamente infrecuentes (17).



En base a las manifestaciones clinicas y los resultados de analisis de laboratorio que presente el
paciente, se puede clasificar la infeccion por C. difficile en 3 tipos: moderada, severa o fulminante.
Normalmente, se utilizan criterios especificos para asignar a los pacientes en uno de estos tres grupos.
Los pacientes que presentan una infeccién severa suelen tener un recuento de glébulos blancos mayor
que 15x10° por litro de sangre, o un nivel de creatina en suero mayor a 1,5 mg/d|. Para la clasificacién
en fulminante, el paciente debe presentar hipotensidn, sepsis, shock, encontrarse bajo cuidados
intensivos, mostrar megacolon o perforacidn del intestino o necesitar la instalacién de una colectomia.
Si el paciente no presenta los signos de las infecciones severa o fulminante, se le incluye en el grupo
de infeccién moderada (31).

En Europa, se estima que el nimero de casos de infeccién por C. difficile al afio es de unos 124.000,
consolidandose en el sexto puesto en la lista de microorganismos responsables de infecciones
nosocomiales en 2016-2017 (22).. Otro estudio de Spigaglia, 2022 (25) aporta que el nimero de casos
anuales de infeccién por C. difficile se eleva a medio millén en Estados Unidos, derivando en unas
29.000 muertes, frente a los 152.900 casos anuales que se producen anualmente y las 8382 muertes
asociadas.

Las infecciones por Clostridioides difficile suponen un importante impacto econémico en nuestra
sociedad, estimandose en pérdidas anuales de 300 millones de euros en la Unidn Europea y 796
millones de délares en Estados Unidos (32). Existe un informe epidemiolégico emitido por la European
Centre for Disease Prevention and Control en el intervalo 2018-2020 (33), pero los resultados no son
tan completos como podrian ya que en el 2020 se priorizé el seguimiento de la pandemia de SARS-
CoV-2 y participaron la mitad de los paises que participaron en el anterior informe. Dicho informe
aporta que en el aiflo 2020 se reportaron un total de 31.731 casos de infeccién por C. difficile entre 8
paises europeos, la mayoria adquiridos en ambiente hospitalario, alcanzando una incidencia de 2,58
caso por cada 10.000 pacientes-dia. Este informe no hace distincidon entre los grupos poblacionales
mas afectados.

5.1.2.  Factores de riesgo en el desarrollo de colitis

La infeccion por C. difficile se ve favorecida por multiples factores de riesgo, entre los que se destacan

los siguientes:

e Uso de antibidticos: se considera el factor de riesgo mas preocupante para la infeccién por C.
difficile, puesto que entre el 5y el 25% de las personas tratadas con antibiéticos desarrollan las
citadas diarreas (17). Casi todos los antibidticos han sido relacionados con un mayor riesgo de
contraer una infeccién por C. difficile, haciendo especial hincapié en vancomicina y metronidazol
(antibidticos usados frecuentemente para tratar la propia infeccidén de C. difficile), la clindamicina
y algunas penicilinas, fluoroquinolonas y cefalosporinas de amplio espectro, que han demostrado
generar un riesgo mayor (17,34). El motivo por el cual el uso de antibidticos resulta perjudicial ante
la infeccidon de C. difficile reside en la desestabilizacion de la flora microbiana intestinal.

e Edad: Una edad superior a los 65 afos implica tanto una mayor facilidad para desarrollar esta
infeccién como una mayor gravedad de los sintomas, causando una mayor mortalidad (34).

e La infeccién por C. difficile se encuentra altamente relacionada con la exposicion al ambiente
hospitalario (11).

¢ Inmunosupresién como consecuencia de alguna patologia como SIDA, cancer o farmacos
inmunosupresores (35).

e Tratamiento con inhibidores de bombas de protones (36).



e Enfermedades previas como la enfermedad inflamatoria de Bowel, enfermedades de rifién o
cirugias gastrointestinales (37).

5.1.3.  Papel de la microbiota normal en la resistencia a la infeccion por C. difficile

Las paredes del intestino se encuentran tapizadas de manera normal por microorganismos como
bacterias, hongos y virus que ejercen efectos positivos sobre nuestro organismo, tales como la
regulacién del sistema inmune, el mantenimiento de la funcién de barrera y regulacién metabdlica
(30). Algunos mecanismos mediante los que la flora intestinal protege ante la infeccidn de C. difficile
son la reduccién del pH intestinal, la competicién por los nutrientes, la produccidn de acidos grasos de
cadena corta, la regulaciéon de la produccion de acidos biliares o la produccion de bacteriocinas (30).
La alteraciéon de esta microbiota normal y de su funcidn se denomina disbiosis y es uno de los
principales factores de riesgo ante la contraccién de una infeccion por C. difficile. Esta disbiosis esta
fomentada por la accion de los antibiéticos, que alteran la composicion de la flora intestinal,
reduciendo la presencia de los microorganismos beneficiosos y con ello la resistencia del tracto
intestinal a la colonizacidn de patdgenos, favoreciendo la proliferacién de C. difficile tanto de origen
enddgeno como exdgeno (17,30).

Destaca el papel de la microbiota normal en el metabolismo de los acidos biliares. Estos son producidos
en el higado y son desconjugados y transformados gracias a la accién de ciertas especies bacterianas
gue habitan en el intestino (30). Particularmente, han de ser mencionados desoxicdlico y litocélico,
producidos por especies del género Clostridium (Nota: no Clostridioides, las del género Clostridium
pueden formar parte de la microbiota sana). Ambos acidos biliares imposibilitan la colonizacién de
bacterias patdgenas tales como C. difficile (30). Ademas, a medida que van apareciendo acidos biliares
secundarios, asi reduciendo los primarios, los cuales son uno de los principales agentes que posibilitan
la germinacidén de las esporas (30).

El estudio de Semon et al. (38) hace referencia a que los nifios poseen esta especie bacteriana en su
intestino en niveles elevados, sin embargo, no desarrollan enfermedad, y propone que la colonizacién
de esta bacteria tiene lugar en el ambito hospitalario y no mediante transferencia vertical (38). Es
posible que la composicidn bacteriana del intestino a edades temprana favorezca la colonizacion de C.
difficile, y a su vez se ha demostrado que la presencia de C. difficile favorece la colonizacién de
patdgenos oportunistas como K. pneumoniae o R. gnavus (38). Existen diferentes teorias sobre el
motivo por el que C. difficile no causa enfermedades (es decir, no genera sintomas) en pacientes
infantiles, tales como la ausencia de receptores de las toxinas especificas de C. difficile o la presencia
de anticuerpos contra las toxinas procedentes de la leche materna (38). Sin embargo, al igual que
existen estas hipdtesis, también este trabajo recoge argumentos en contra de estas y que las
desestiman (38).

5.1.4.  Factores de virulencia

Esporas

El principal mecanismo mediante el cual C. difficile causa su infeccién son las endosporas (39). Estas
endosporas se encuentran en un estado latente metabdlicamente, y son capaces de soportar estreses
muy comunes como calor, desinfectantes o aerobiosis. Esto supone un factor de virulencia a tener
presente, ya que la resistencia de estas esporas dificulta el tratamiento de los individuos infectados o
desinfeccidn de las instalaciones, entre otros aspectos (39). La reproduccién asexual de estas bacterias
ocurre mediante fisidn binaria, si bien, ante estimulos ambientales como la carencia de nutrientes, la
bacteria alterna de un ciclo vegetativo a la esporulacion (39) (Figura 2).
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Figura 2: A. Estructura multicapa de la espora C. difficile. B. Ciclo vital de C. difficile. (39).

O

El estudio de Buddle y Fagan (39) desarrolla detalladamente el proceso de esporulacion de C. difficile.
Esta comienza con una primera etapa en la que se forma un septo asimétrico, el cual diferencia a la
célula madre de la pre-espora. La célula madre rodea a la pre-espora, aportandole una doble
membrana a esta. El siguiente paso es una sintesis de una capa gruesa de peptidoglicano, asi como
envolturas proteicas. En el interior de la espora se acumulan acido dipicolinico, que combinado con
calcio favorece la deshidratacion de la espora y, junto a las proteinas pequefas solubles en acido
(SASPs), protege al ADN del dafio producido por las altas temperaturas. Una vez terminan de formarse
completamente las envolturas y las capas de la corteza, la célula madre se lisa y libera la espora
madura, que resulta ser la forma infecciosa de esta bacteria. Una vez estas esporas son ingeridas por
el hospedador, se produce la germinacién de la espora ante las condiciones adecuadas (aquellas
presentes en el intestino) y la bacteria comienza nuevamente su ciclo vegetativo mediante fisidn
binaria (30).

La regulacion de la esporulacién se ve condicionada por la integracion de mdultiples factores
ambientales y nutricionales, entre otros. A pH reducidos, aumenta la produccion de esporas, y ante la
presencia de glucosa, aminodcidos ramificados y GTP se produce represién del gen spo0A, que es el
principal responsable de desencadenar la esporulacion, gracias a los represores CodY y CcpA (39).

Por su parte, la germinacién de la espora viene provocada por agentes quimicos llamados germinantes,
los cuales inducen sefiales de que la espora se encuentra en un entorno dptimo para la proliferaciéon
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del estado vegetativo de la bacteria. El principal germinante de C. difficile es el taurocolato, un acido
biliar derivado del colesterol que es detectado por la pseudoproteasa bacteriana CspC que activa la
hidrolasa SleC, iniciando el ciclo vegetativo de la bacteria. En este ciclo vegetativo, las bacterias se
encargaran tanto de la produccién de toxinas, generando enfermedad en su hospedador, como nuevas
esporas que garantizaran tanto la transmisién a nuevos hospedadores como de generar infecciones
recurrentes en el mismo hospedador ante el cese del tratamiento con antibidticos (39). Asimismo,
también existen otros acidos biliares que inhiben la germinacidn de las esporas, tales como el acido
guenodesoxicolico (22).

Toxinas

a) TcdAy TcdB

Las toxinas Ay B son el principal factor de virulencia de C. difficile (39). Estas toxinas son internalizadas

en las células epiteliales del intestino, produciendo la glicosilacién de proteinas Rho y derivando en

ultima instancia en la muerte celular y, por lo tanto, la pérdida de la funcién de barrera que presenta

el epitelio intestinal (39).

Las toxinas A y B estan codificadas por una regién llamada Pathogenicity locus (PalLoc) (Figura 3), la

cual engloba a los genes tcdA y tcdB, que sintetizan ambas toxinas respectivamente, y tres genes mas:

tcdR, tcdCy tcdE (39):

e TcdR actlia como un regulador positivo de la produccidn de las toxinas A y B. Es capaz de unirse a
su propio promotor para aumentar su transcripcion, lo cual favorece la retroalimentacion positiva
sobre la produccién de toxinas (39). Ademas, su actividad se ve regulada por factores ambientales
como la temperatura o la disponibilidad de nutrientes (40).

e TcdC se describe como un modulador de la produccién de toxina. Se cree que realiza su funcién
secuestrando a TcdR (39).

e TcdE ha sido recientemente descrito como una holina. Estas son proteinas de membrana
comunmente codificadas por fagos que permiten la lisis celular, aunque en este caso se cree que
su funcidn es la secrecion de las toxinas al medio (39).

Ademas, el articulo de revisién de Kordus et al. (40) describe otro elemento incluido en el Paloc,

llamado tcdL. Este es un fragmento de pequefio tamafno de un gen de endolisina. El gen ya no presenta

esta actividad, y aunque su funcidn es incierta, un estudio teoriza sobre su papel facilitador de la

secrecion de la toxina mediante unidn a TcdB (40).

La secuencia de las toxinas A y B presenta una alta similitud, lo cual sugiere que su origen se remonta

a un proceso de duplicacion génica (39). Esta estructura esta compuesta por cuatro dominios en ambos

casos: un dominio glucosiltransferasa en el extremo N-terminal, uno autoproteasa, un dominio

relacionado con la interaccion con el receptor, formacién del poro, entre otras funciones, y un ultimo
dominio formado por secuencias combinadas de oligopéptidos repetidos. La estructura global de
ambas toxinas se asemeja a una cabeza polilobulada con dos colas, la primera correspondiente al
dominio de oligopéptidos y la segunda al dominio de interaccion (40). A pesar de ello, los receptores
con los que interactian son diferentes, siendo el principal receptor para la toxina A son los
glicosaminoglicanos sulfitados y el receptor de la LDL, mientras que la toxina B presenta un abanico

mas amplio de receptores a los que unirse, incluyendo el PVRL3 y los receptores Frizzled 1,2 y 7 (39).

El mecanismo de accidn de las toxinas A y B es muy similar, siguen un modelo de accién denominado

ABCD (Activity, Binding, Cutting, Delivery) (39). Las toxinas se unen a su receptor de membrana,

desencadenando una endocitosis dependiente de clatrina y dinamina (39). El endosoma sufre un

proceso de acidificaciéon, lo cual induce un cambio en la conformacién de la toxina que permite su
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insercién en la membrana del endosoma y formacion de canal (39). A través de este canal se libera la
toxina al citoplasma, donde sufrird otro cambio conformacional al ponerse en contacto con una
molécula inductora, liberando el dominio glucosiltransferasa en el citosol (39). Este dominio es capaz
de interactuar con proteinas de la familia de GTPasas Rho, alterando la transduccion de sefiales y la
despolimerizacién de la actina y la ruptura de las uniones estrechas, concluyendo en la apoptosis o la
necrosis de la célula afectada (22,39).
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Figura 3. Locus de patogenicidad PalLoc de C. difficile (39)

b) Toxina binaria

La toxina binaria de C. difficile es una toxina producida por ciertos ribotipos hipervirulentos como el

RT027 y RT078, siendo el primero especialmente problematica debido a su alta resistencia a

fluoroquinolonas y la severidad de las infecciones que produce (17,36). Esta toxina formada por dos

componentes proteicos:

e El primer componente, llamado CDTa, costa de dos dominios, un dominio ADP-ribosiltransferasa
que cataliza la ADP-ribosilacion de la actina globular, y un dominio pseudo ADP-ribosiltransferasa,
gue permite la unién al componente CDTb de la toxina (40).

e El segundo componente, llamado CDTb, presenta cinco dominios que, en conjunto, permiten la
adhesidn a la célula hospedadora, la formacion de un poro en su membranay la entrada de CDTa
en la célula (40).

El mecanismo de accidén de esta toxina comienza con su unién al receptor de la LDL, presente en las

células del epitelio intestinal entre otras (39), aunque el articulo de revisién de Kordus et al. (40)

propone al receptor LSR como el involucrado en esta interaccidon. Segln este ultimo, ante la interaccion

con el receptor, unas serin-proteasas intracelulares escinden un péptido del extremo N-terminal de

CDTb, lo cual promueve su polimerizacidon a un heptamero, que interactuara con el dominio pseudo

ADP-ribosiltransferasa de CDTa para unir por completo al CDTa. Toda esta asociacién entre CDTa y

CDTb es endocitada en el interior de la célula, y es en este la membrana de este endosoma donde

CDTb cambia de conformacion a un barril beta que forma un poro y permite el traslado al citosol de

CDTa. Una vez en el citosol, las proteinas HSP90 y ciclofilina A repliegan a CDTa, cuyo dominio ADP-

ribosiltransferasa se encarga de modificar el residuo Argl77 de la actina. Esto altera aspectos

fisiolégicos y morfoldgicos de la célula hospedadora, tales como la ruptura de las uniones estrechas o

la aparicién de protusiones de microtubulos sobre la superficie celular, que terminan por dafar las

células del epitelio intestinal.
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Con respecto a las protusiones de microtubulos mencionadas, cabe destacar que se producen porque
la actina, de manera natural, impide su crecimiento desmesurado. Sin embargo, debido a la accion de
la toxina binaria, se pierde la regulacion sobre este aspecto. De hecho, tanto este estudio como el de
Buddle y Fagan (39) coindicen en que estas prolongaciones de microtubulos al exterior celular facilitan
la adherencia de C. difficile durante su infeccion. Finalmente, la toxina binaria también es capaz de
favorecer la activacién de la via de NF-kB, lo cual puede favorecer la respuesta inflamatoria en el
hospedador en conjunto a la accién de las toxinas Ay B (39).

La regulaciéon de esta toxina ocurre de manera diferente a las toxinas A y B. Se encuentra en un locus
genético distinto, denominado CdtLoc, el cual contiene el propio gen de la toxina y el gen cdtR, un
regulador positivo tanto de esta toxina como de las toxinas Ay B. Se han descrito algunos casos en los
que la presencia de la toxina binaria, pero sin las toxinas A y B, ha sido suficiente para desencadenar
sintomas en el organismo infectado, aunque no suele ser el escenario mas comun (39).

Motilidad y adherencia

Con respecto a la adherencia de la bacteria, esta esta facilitada gracias a la accion de las adhesinas.

Estas proteinas se encuentran tanto en las esporas como en las células vegetativas de C. difficile. Son

cruciales en la colonizacién intestinal, favoreciendo la unidn y la internalizacidn de la espora al epitelio

intestinal (41). Algunas de las proteinas que destaca el trabajo de Monaghan et al. (41) como
encargadas de la adhesion son la CotE o la BclA1l.

Otras proteinas que también participan en la adhesidn de la bacteria son las proteinas de superficie o

S-layer. En el caso de C. difficile, el gen slpA codifica para dos proteinas S-layer, una de alto y otra de

bajo peso molecular. Adicionalmente, también contienen las proteinas FliC y FliD, involucradas en el

anclaje a la pared epitelial y por lo tanto involucradas en la adhesién (41).

Finalmente, destacar en cuanto a la motilidad que C. difficile es una bacteria con flagelos, pero su

expresion es variable en funcidn de la fase del ciclo de vida. Una vez presentes, facilitan la motilidad y

la produccién de toxinas (41). Estos flagelos también pueden ser reconocidos por el sistema inmune

innato del hospedador, desencadenando respuesta inmune y por lo tanto suponiendo un factor de

virulencia de la bacteria (42).

El papel de los flagelos de C. difficile es detallado extensamente en el trabajo de Marvaud et al. (42),

resaltando 4 funciones principales:

e  Motilidad hacia nutrientes: Teoriza sobre la posibilidad de presentar quimiotaxis hacia los
nutrientes con ayuda de los flagelos debido a la presencia de genes y operones relacionados con
la quimiotaxis. Sin embargo, resalta que la motilidad de C. difficile en diferentes medios no ha sido
un tema de profundo estudio por lo general.

e Adherencia a las células hospedadoras: Existen todo tipo de estudios que se contradicen en
cuanto a si los flagelos juegan algun papel en la adhesién al epitelio intestinal. Los autores del
citado articulo de revisidn una vez analizados los resultados de diversos articulos con argumentos
a favor y en contra del papel que juegan los flagelos en la adhesién de la bacteria, llegan a la
conclusion de que este depende de la cepa y de sus mecanismos de regulacion del locus flagelar.

e  Biofilm: Se propone que los flagelos no son necesarios para el establecimiento inicial del biofilm,
sin embargo, si que son necesarios en etapas posteriores del desarrollo del biofilm.

e Inmunomodulacién por activacién de citoquinas proinflamatorias: A través del receptor TLR5, la
flagelina es reconocida como una molécula asociada a patégeno, desencadenando una respuesta
inmune. Este receptor se encuentra en la membrana basolateral, y se cree que la toxina binaria
es la responsable de permitir que la flagelina pueda penetrar en la célula hospedadora y alcanzar
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el receptor. También se cree que la flagelina desencadena respuesta inmune activando el
inflamasoma intracelular de NLRC4.

Biofilm

La producciéon de biofilm por C. difficile esta relacionada con la patogénesis y persistencia de esta
especie (43). Supone un inconveniente a la hora de hacer frente a las bacterias, ya que aumenta la
resistencia a los antibidticos mediante diversos mecanismos, incluyendo la barrera fisica que impide
el acceso del antibidtico hasta las bacterias, la aparicidn de células persistentes o el incremento de
mutaciones en el interior de la matriz (43).

El biofilm consiste en una matriz extracelular de sustancias poliméricas que otorgan a las bacterias
proteccion ante la presencia de desinfectantes, antibidticos o carencia de nutrientes (43). Sus
principales componentes son proteinas, ADN extracelular y polisacaridos y se cree que o bien puede
formar biofilms aislados del resto de especies, o biofilms formados por mas de una especie (43).
Ademads, en estos biofilms coexisten tanto células vegetativas como células en esporulacion y
sustancias celulares en suspension (43). También se pueden encontrar esporas de esta bacteria en los
biofilms, facilitando mantener una reserva de esporas que potencialmente pueden propagar la
infeccién (43). Hasta la fecha, la capacidad de C. difficile de producir biofilms in vitro esta clara, asi
como en el intestino de especies de mamiferos como ratones o hamsteres (43). Sin embargo, los
estudios en los que se describa el desarrollo de C. difficile en humanos son reducidos (43). Aun asi, se
ha logrado identificar ciertos elementos propios de esta bacteria que le permiten desarrollar el biofilm,
destacando los pili tipo IV, los flagelos y las proteinas S-layer, todos ellos dependiendo de factores
genéticos (43).

Cabe destacar que recientes estudios han demostrado que el biofilm permite a C. difficile tener una
resistencia mayor a vancomicina y metronidazol, que hasta 2021, eran los dos antibidticos que se
utilizaban como primera respuesta ante infecciones de esta bacteria (44).

Debido a que los antibidticos resultan ineficaces para erradicar las bacterias que se encuentran
embebidas en el biofilm, se baraja la posibilidad de usar compuestos antibiofilm, los cuales pueden
impedir su formacion evitando la adhesion de las bacterias, deshacer los ya existentes o afectar a la
comunicacion entre las bacterias. Este método, de momento, ha sido probado con compuestos como
la miel de Manuka o la turicina, dando datos prometedores para el tratamiento de biofilms de C.
difficile (43). Otras propuestas mas innovadoras para el tratamiento de biofilms son los bacteriéfagos
o la terapia fotodindamica (43).

5.1.5. Diagndstico

El primer indicio que nos hace sospechar de una posible infeccién por C. difficile es el desarrollo de 3

0 mas heces diarreicas en un periodo de 24 h (salvo en caso que el paciente haya consumido laxantes

en las ultimas 48 h) (17,29). Ante este escenario, se realiza un ensayo sobre muestras de heces para

determinar o bien de toxinas o bien de cepas toxigénicas de C. difficile (29). Los métodos mas
ampliamente utilizados son:

e Cultivo toxigénico (TC): Tradicionalmente ha sido el método mas utilizado en los laboratorios.
Consiste en el cultivo de C. difficile a partir de muestras de heces y el analisis de su capacidad para
generar toxinas. Pese a que su sensibilidad es mayor al 95%, requiere un periodo de 3-5 dias para
obtener un resultado, lo que la hace inviable para diagnéstico rapido. Ademas, en muchos casos,
se le achaca el diagnéstico de falsos positivos.

e Ensayo de neutralizacién de la citotoxicidad (CNNA) (17)
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e Inmunoensayo para la deteccién de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH EIA), presente en
Clostridioides difficile.

e Inmunoensayo para la deteccién de las toxinas Ay B (EIA)

e Test de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT): Se realiza una PCR para detectar el ADN
correspondiente al gen de las toxinas A o B. No puede distinguir entre presencia o produccion de
toxina (puede encontrarse codificada en el genoma, pero sin sintetizarse). Es mas costoso que los
demas, pero presenta una sensibilidad cercana al 100% y es rapida. Comunmente se detecta el gen
de la toxina B (17).

Para aumentar la eficiencia del diagndstico, se recomienda el uso combinado de algunos de estos

métodos antes que la aplicacion aislada de uno de ellos (29). Un ejemplo de esto es la combinacidn de

los métodos EIA y GDH, que hasta 2009 fue un protocolo muy empleado, con una sensibilidad de hasta
el 60% y especificidad del 97-100% (a partir de este afio se empezd a apostar por NAAT). Ambos
métodos tienen riesgo de detectar falsos positivos, lo que sobreestima el diagndstico. Una alternativa

a los métodos descritos a considerar es la deteccion de colitis pseudomembranosa mediante

colonoscopia o histopatologia (29).

Actualmente, la Sociedad Americana de Enfermedades infecciosas (siglas en inglés IDSA) y la Sociedad

Europea de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (ESCMID) recomiendan sus respectivos

protocolos para el diagndstico de infecciones por C. difficile. Por un lado, la ESCMID aboga desde 2016

por un protocolo constituido por dos algoritmos (45):

e Un primer algoritmo que comienza con el uso de un test de gran sensibilidad, como puede ser el
NAAT o el GDH EIA. En caso de obtener un resultado positivo a partir de este, utilizar un segundo
método de mayor especificidad como EIA de las toxinas A y B. En caso de también obtener un
resultado positivo de este segundo test, hay alta probabilidad de que haya infecciéon. Sin embargo,
si este segundo resultado es negativo, se puede realizar un tercer ensayo para verificar el
diagnéstico.

e Elsegundo algoritmo que propone consiste en comenzar realizando simultdaneamente un EIA de las
toxinas Ay By un GDH EIA. Si el resultado de ambos test es negativo, es improbable que la infeccidn
esté presente, y si el resultado de ambos es positivo, es probable que lo esté. Sin embargo, si el
GDH EIA da positivo y el ensayo de las toxinas es negativo, se puede hacer un segundo ensayo como
el NAAT o TC para verificar la infeccion.

Por otro lado, la IDSA actualizé por ultima vez su recomendacion para el diagndstico de infecciones de

C. difficile en el afio 2018 (22). En este sentido, propuso un uUnico algoritmo en el que deben ser

enviadas al laboratorio muestras fecales de pacientes que no se encuentren bajo efectos de laxantes

y en determinadas condiciones. Sobre esta muestra puede realizarse, o bien un algoritmo multiple

como el propuesto por la ESCMID o bien Unicamente un NAAT, que serd el que determine la presencia

0 ausencia de infeccion.

5.1.6. Tratamiento

Segun la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América y la Sociedad de Epidemiologia Sanitaria
de América (siglas en ingles IDSA y SHEA, respectivamente) hasta 2021, el tratamiento para la infecciéon
por C. difficile cuando los sintomas no son graves consistia en la aplicacién de vancomicina (31). Sin
embargo, esta misma institucién sugirié un cambio en el protocolo de tratamiento para proponer, en
orden de prioridad, la fidaxomicina como primera respuesta (tanto frente a primeras infecciones como
infecciones recurrentes), seguida de la vancomicina como primera alternativa y, en caso de que
ninguna de las dos se encuentre disponible, usar metronidazol (44,46). La razén por la que IDSA y SHEA
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priorizan el tratamiento con fidaxomicina es “debido a los efectos beneficiosos y la seguridad de la
fidaxomicina” (46). Esta misma sociedad también argumenta que “La fidaxomicina es un antibidtico
altamente activo contra C. difficile, en pocas ocasiones se tiene constancia de resistencia frente a
fidaxomicina por parte de esta bacteria y tiene actividad limitada frente a otras bacterias comensales
entéricas” (46).

Con respecto a las directrices europeas, la Sociedad Europea de Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica (ESCMID) también emitié en 2021 una actualizacién del protocolo de tratamiento
para C. difficile. Esta también antepone la fidaxomicina como tratamiento inicial ante infecciones
iniciales y primeras recurrentes, asi como la vancomicina en caso de no disponibilidad del primero (47).
Sin embargo, esta institucidn ya no sefala el metronidazol como un tratamiento recomendado para
las infecciones por C. difficile, y en caso de segundas recurrencias o posteriores (y primeras
recurrencias bajo determinadas condiciones), aconseja el uso de bezlotoxumab en conjunto con
antibidticos de cuidado estandar o trasplante de materia fecal (47). Tal y como comentan en el
documento de 2021, “las directrices actuales tienen en cuenta el riesgo de infecciones recurrentes
como factor que determina la estrategia de tratamiento para cada paciente de manera individual, por
encima de la severidad de la enfermedad” (47).

La fidaxomicina es un antibidtico aislado por primera vez en el afio 1972 que ha demostrado ser eficaz
frente a bacterias Gram positivas, y en especial contra cepas que son resistentes a otros antibidticos
(48). El mecanismo de accidn de este antibidtico consiste en la interferencia de la sintesis del RNA
mediante la inactivacién de la RNA polimerasa e impidiéndole reconocer los elementos promotores de
la secuencia de DNA molde (48).

Por su parte, el mecanismo de accidn de la vancomicina consiste en la unidn a ciertos intermediarios
del proceso de maduracién del peptidoglicano bacteriano, impidiendo la actividad de las proteinas de
unién a penicilina para formar un peptidoglicano maduro (49). De esta forma, altera la integridad de
la pared celular y deriva en la lisis osmotica de la bacteria (49).

5.2. Resistencia antimicrobiana

5.2.1. Causas

Clostridioides difficile es un patégeno resistente a multiples antibidticos, clasificado como una amenaza
urgente de resistencia antimicrobiana por el Centro Americano de Prevencidén y Control de
Enfermedades (siglas en inglés CDC) (23). Supone una amenaza no solo porque dificulta su propio
tratamiento, sino porque también actia como un reservorio de genes de resistencia a antibidticos que
pueden ser intercambiados mediante mecanismos de transferencia génica con otras bacterias
patdgenas, generando una mayor cantidad de especies resistentes (45). Segun el articulo de revisidn
de Boyanova et al. (31), la resistencia antimicrobiana que presenta C. difficile puede ser debida a la
presencia de genes de resistencia en el cromosoma bacteriano, transferencia de plasmidos o
trasposones que contengan dichos genes, bombas de eflujo y la produccién de biofilm.

Algunos de los antibidticos frente a los que C. difficile presenta resistencia son las tetraciclinas, los
macroélidos, las cefalosporinas, las penicilinas y las fluoroquinolonas, destacando otros frente a los que
presenta una mayor ratio de resistencia como la ciprofloxacina, levofloxacina, eritromicina y acido
fusidico (45). Ademas, tal y como suele ocurrir con las bacterias anaerobias de forma general, C. difficile
presenta mayor ratio de resistencia frente a antibiéticos de primeras generaciones que frente a los de
ultima generacion (45). La alta resistencia que esta bacteria presenta a tantos antibidticos dificulta
enormemente su tratamiento, requiriendo buscar alternativas para hacerle frente, y fomenta su
colonizacidn en el intestino, persistencia y recurrencia (39).
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Destaca la especial preocupacion por el desarrollo de resistencia frente a los antibiéticos cominmente
usados para tratar la infeccion por la propia bacteria: fidaxomicina y vancomicina, que, aunque no son
muchos los casos en los que el tratamiento con estos antibidticos ha fallado, existen y deben tenerse
en cuenta (45). El tratamiento con estos antibidticos se encuentra en continuo riesgo debido a que, a
causa de la gran adaptabilidad y flexibilidad en el genoma de C. difficile, puede ser capaz de desarrollar
resistencia a estos en cualquier momento (39). Los patrones de resistencia que presenta C. difficile
pueden variar drasticamente en funcion de la cepa predominante en cada region geografica, asi como
del grupo poblacional al que infecta (diferencias entre las cepas predominantes entre adultos y
menores) (31).

5.2.2. Patrones de resistencia

Es especialmente preocupante las cepas bacterianas de C. difficile que presenta resistencia a mas de
un antibidtico. Siendo que se puede subdividir esta especie en diferentes clados en funcién de su
ribotipo, destacan en resistencia a multiples antibidticos los clados a los que pertenecen los ribotipos
RT027 (mencionado en este trabajo como un ribotipo hipervirulento) y RT017 (36). Esta resistencia a
multiples antibidticos esta en parte relacionada con marcadores genéticos localizados en trasposones
(36). Un reciente articulo de revisidn elaborado por Boyanova et al. (36) recopila trabajos de 6 paises
diferentes, donde se han detectado aislamientos con resistencia a 5 o 6 antibioticos diferentes de
manera simultanea. Destacando de entre estos trabajos el estudio realizado en Canad3, realizado por
Karlowsky et al. (50), en el que de 25 aislamientos resistentes a vancomicina, el 72% de estos
presentaban resistencias a, al menos, un antibiético mas, pero un 40% eran resistentes a 4 antibiéticos
mas. Otro de los trabajos, realizado en Polonia por Aptekorz et al. (51), toma una muestra de mayor
tamafio (215 aislamientos de cepas toxigénicas y no toxigénicas) y detecta que el 23,3% de ellos era
quintuple resistente a antibidticos, pero ninguno de ellos siendo los vancomicina, fidaxomicina o
metronidazol (los cominmente utilizados para el tratamiento por C. difficile).

La incidencia y severidad de las infecciones por C. difficile ha aumentado desde inicios del siglo XXI
debido a la proliferacién de ribotipos como el mencionado RT027 (52). Estos no solo presentan factores
de virulencia como la toxina binaria, ausente en otros ribotipos, sino que también acumulan multiples
resistencias a antibidticos, pudiendo ocasionar brotes de importante gravedad y mortalidad.

5.2.3. Mecanismos moleculares de resistencias antibidticas en C. difficile

En este trabajo, se hace una distincién entre los mecanismos moleculares de resistencia a antibidticos

a los tres antibidticos mas utilizados para el tratamiento de las infecciones por C. difficile (fidaxomicina,

vancomicina y metronidazol), y otros antibiéticos que no suelen usarse para su tratamiento, pero

frente a los que también puede ser resistente, pudiendo asi favorecer la citada disbiosis en el intestino

y facilitar su colonizacion.

e Son pocos los casos en los que se menciona la resistencia a la fidaxomicina, estimados en una media
del 0,1% de los aislamientos (36). Es un antibidtico que tiene efecto bactericida sobre C. difficile y
es de espectro reducido. La resistencia a este antibidtico se produce debido a mutaciones en el gen
rpoBy rpoC, que codifican para subunidades de la RNA polimerasa bacteriana (44). El motivo por el
que las mutaciones que otorgan resistencia a fidaxomicina no son muy comunes lo podemos
encontrar en el estudio de Kuehne et al., que afirma que las bacterias que contenian esta resistencia
presentaban una menor supervivencia y virulencia, con lo cual supondria una desventaja para ellas
y no perduraria en las bacterias (53).

e Con respecto a la vancomicina, la resistencia a este antibidtico es debida principalmente a la
modificacién de los sitios de unidn del antibidtico en el peptidoglicano (36). En muchas bacterias
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destaca la resistencia por el cluster de genes van, que median la alteracién del extremo terminal

del peptidoglicano para reducir su afinidad por la vancomicina bajo el control del elemento

regulador VanSR (36,54). Este cluster de genes suele encontrarse en bacterias de C. difficile, sin
embargo, cuando se aplica este antibidtico a las muestras, parece no conferirles resistencia,
mientras que la clonacion de este operdn en bacterias como Enterococcus faecalis parece funcionar

y conferirle resistencia (54).

Otros mecanismos que también propician la resistencia a la vancomicina son la alteracion de la via

de la glicosiltransferasa MurG, los plasmidos pX18-498, las bombas de eflujo o los biofilm (36). Se

tiene constancia de ciertos ribotipos de C. difficile que tienen menor susceptibilidad a la

vancomicina, tales como el 027 (54).

El estudio de Boekhoud et al. (55) analiza el caso de la resistencia a metronidazol. Comenta que

esta resistencia es inestable, inducible y heterogénea, y es mas frecuente en las cepas no

toxigénicas de esta bacteria. En otros organismos, la resistencia al metronidazol corre a cargo de
enzimas como la 5-nitroimidazol reductasa (codificada por los genes nim), la piruvato-ferredoxina
reductasa o adaptaciones ante estrés oxidativo. No obstante, en el caso de C. difficile, |a resistencia
parece estar codificada por un plasmido denominado pCD-METRO. No se sabe a ciencia cierta el
motivo por el que este genera resistencia, porque pese a que contiene en su secuencia un gen
truncado similar a los genes nim, se cree que este no es el responsable de la resistencia ya que no
contiene en su secuencia el dominio catalitico de esta enzima. Ademas, algunas cepas de C. difficile
contienen en su genoma la secuencia de genes nim y no son resistentes, lo cual indica que este gen
no otorga resistencia en la especie. Los autores no alcanzan una conclusidn firme, pero comentan
gue el alto nimero de copias que este plasmido presenta en las bacterias puede ser uno de los

motivos pertenecientes al hipotético proceso multifactorial en el que consiste la resistencia a

metronidazol. El trabajo de Wickramage et al. (52) aflade que el metronidazol es administrado en

su forma inactiva y, dentro de la célula, se transforma en su forma activa por el ambiente reductor

y las vias metabdlicas dependientes de hierro. Por lo tanto, la modificacidn de estas condiciones

impediria la conversién a la forma activa del antibiético y favoreceria la resistencia al mismo.

Finalmente, con respecto a otros antibidticos frente a los que es resistente, destacan entre otros

las tetraciclinas como la tigeciclina o las rifamicinas como la rifaximina

o Enrelacién a las tetraciclinas, se estima que el 20% de las muestras de C. difficile procedentes
de humanos son resistentes a estos antibidticos (44). La resistencia a las tetraciclinas suele
deberse a una proteina de proteccion ribosomal que se encuentra en elementos de tipo
trasposon, denominada tet(M) (44). Especialmente, para el caso de la tigeciclina, al ser una
tetraciclina de gran afinidad por el ribosoma, no suele verse afectada por tet(M), sino que en
este caso la responsable de la resistencia seria la tetraciclina destructasa codificada por el gen
Tet(X), que se encargaria de inactivar las tetraciclinas (44). Esta Ultima enzima ha sido aislada en
muestras de C. difficile procedentes tanto de humanos como de animales (44).

o Las cepas de C. difficile resistentes a rifamicinas son frecuentes en el ambiente hospitalario, lo
cual supone unriesgo durante el tratamiento de las infecciones (44). Ademas, de manera natural
esta bacteria presenta una probabilidad alta de sufrir mutaciones que la hagan resistente a
rifamicinas sin perjudicar su supervivencia (44). Lo que suele causar la resistencia a rifamicinas
son mutaciones en el gen de la rpoB, alterando la interaccién entre el antibidtico y la enzima
(54). Sin embargo, los datos que ofrece C. difficile no concuerdan con los esperados ante una
mutacion de este estilo, con lo que no esta confirmado que sea este el mecanismo que hace
resistente a C. difficile ante rifamicinas (54).

19



5.3. Avances en el desarrollo de nuevas terapias

5.3.1. Tratamientos sin antimicrobianos
Debido a la problematica que supone la adquisicion de resistencia a numerosos antibidticos por parte

de estos patdgenos, han sido desarrollados (y se siguen desarrollando) tratamientos para la infeccidén

de C. difficile no relacionados con los antibiéticos. Un detallado estudio de Bratkovic et al. (56)

enumera multiples alternativas a los antibidticos, entre otras:

La alternativa mas extendida al uso de antibiéticos consiste en la administracion de microbios para
la modificacién de la microbiota. Se debe tener en cuenta que, incluso cuando los antibidticos son
capaces de acabar con las células vegetativas de C. difficile, sus esporas son capaces de resistir,
pudiendo generar recurrencias de la infeccién en un ambiente de disbiosis generado por los propios
antibidticos (37,57). Aqui juega un papel crucial la recuperacién de la microbiota bacteriana
intestinal. En este sentido, destaca el trasplante de microbiota fecal (FMT). Consiste en la
aplicacion de una suspensién de la microbiota fecal de un donante sano en el colon de un paciente
para la restauracidon de su flora intestinal (57). Se puede introducir este trasplante mediante
endoscopia, enema o cépsulas liofilizadas o congeladas, y se cree que las bacterias de los filos
Bacteroidetes y Firmicutes presentes en ellas son las responsables de la efectividad del tratamiento
(57). Este método presenta cierto escepticismo porque, en las muestras utilizadas para el
trasplante, pueden hallarse agentes infecciosos como el virus del VIH o de la Hepatitis, aunque
existen métodos de screening que permiten detectar algunos de estos patégenos y descartar las
muestras que los contengan, pudiendo detectar hasta el SARS-CoV-2 (57,58).

Alternativas al FMT pueden ser productos que contengan microbiota fecal, cuya problematica es
menor y que algunos de ellos ya han sido aprobados por agencias reguladoras, tales como Rebyota
o SER-109 (56). Otros productos relacionados con la recuperacion de la microbiota intestinal son
los probidticos, el uso de cepas no toxigénicas de C. difficile y el desarrollo de bioterapeuticos
microbianos controlados (56).

Uso de anticuerpos para neutralizar las toxinas: Ya existen anticuerpos monoclonales usandose en
clinica para el tratamiento de las infecciones por C. difficile, pero ademas, se esta probando el uso
de anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpos y otros aglutinadores alternativos. La
mayor parte de estas terapias con antibidticos se centran en la unidn a toxinas para evitar la
colonizacién de esta bacteria en el intestino

Péptidos antibacterianos contra las toxinas: Estos péptidos se encuentran tanto en organismos
procariotas como eucariotas y participan en la respuesta inmune innata. La mayoria de estos actuan
formando un poro en la envoltura bacteriana, despolarizando la membrana y conduciendo a la
muerte celular. Para el caso de C. difficile, estos péptidos actuan sobre las toxinas de manera no
especifica y evitando su accidén sobre las células epiteliales del intestino. Algunos ejemplos de estos
péptidos son las defensinas o la catelicidina

Neutralizacion de los antibidticos en el colon: Se trabaja con formulas que permiten la inactivacién
local de antibidticos en el intestino para evitar un exceso del farmaco activo que pueda generar un
ambiente propicio para el desarrollo de C. difficile. Algunos ejemplos de este tratamiento son el
DAV132, que se encuentra en fase lll de ensayos clinicos, o enzimas capaces de degradar el
antibidtico, como el farmaco Ribaxamase.

Terapia basada en fagos: Este tratamiento ha sido planteado para solventar la actual crisis de
resistencia a antibidticos. Tienen un espectro reducido de actividad que podria ser la solucién a la
disbiosis en la que C. difficile prolifera. Adem3s, se requieren dosis menores que de un farmaco
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convencional. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha hallado ningun fago litico especifico para C.
difficile y, por el contrario, se ha descubierto integrasas en el genoma de estos fagos, lo cual
favoreceria un ciclo lisogénico y reduciria la eficacia. Otras alternativas que usan fagos son las
endolisinas de fagos o particulas similares a la cola de fagos.

5.3.2. Nuevas dianas terapéuticas

En estos momentos, los esfuerzos en el tratamiento de la infeccion de C. difficile se centran en hallar
nuevas dianas para la obtencidn de antibidticos, asi como nuevas dianas inmunogénicas frente a las
que poder generar vacunas y dianas relacionadas con el hospedador.

En primer lugar, las nuevas dianas para antibidticos resultan principalmente de estudios
bioinformaticos sobre el genoma de la especie, lo que permite descubrir nuevos elementos
bacterianos contra los que se pueden disefiar antibiéticos. El analisis pangendmico e interactémico
elaborado por Golchha et al. (59), centrandose en aquellos genes comunes a todas las cepas de C.
difficile, anotd 8 posibles dianas proteicas frente a las que se podrian desarrollar antibidticos, de las
cuales 3 ya se tenian en consideracidon como dianas para otros patégenos y existen antibidticos contra
ellas, y las otras 5 son nuevas dianas descubiertas, destacando algunas como la DAHP sintasa, la HisC
o la Spo0A. Uno de los posibles antibidticos que podria utilizarse para el tratamiento contra C. difficile
es el Ridinilazol. Es uno de los antibiéticos que se encuentra en ensayos clinicos, siendo capaz de
demostrar una alta actividad contra numerosas cepas de C. difficile (incluido el problematico ribotipo
027) en modelos in vivo, in vitro y modelos intestinales (60). Su mecanismo de accidn consiste en la
inhibicién de la formacién del septo durante la divisién celular, reduciendo la cantidad de toxina
produciday, en consecuencia, la inflamacién intestinal en el hospedador (60).

En segundo lugar, con respecto a las vacunas, numerosos estudios recurren al estudio, prediccion e
identificacion de proteinas que podrian desarrollar una respuesta inmune al ser administradas en
forma de vacunas, de tal manera que generen en el organismo los mecanismos de defensa necesarios
ante una infeccidn por esta bacteria. Ya existen vacunas que se encuentran en ensayos clinicos, tales
como CDIFFENSE, basada en las toxinas A y B inactivadas, o VLE 84, que contiene una fusién de las
mismas toxinas (61). El trabajo de Noori Goodarzi et al. (61) propone usar proteinas de superficie, asi
como proteinas de secrecidn, como agentes inmunogénicos, ofreciendo la posibilidad de formular una
vacuna a partir de una combinacion de toxoides de C. difficile y proteinas de superficie. Esto podria
solucionar parte de la problematica existente, ya que al generar vacunas para las toxinas evitamos el
desarrollo de enfermedad, pero permanece el riesgo ante colonizacién por esta bacteria y
diseminacién de sus esoras. En particular, proponen una vacuna que combine tanto los toxoides de las
toxinas Ay B junto a alguna proteina de superficie como Acd.

En tercer lugar, el trabajo de Monaghan et al. (41) propone la terapia dirigida al hospedador como una
interesante alternativa para tratar las infecciones por C. difficile. En vez de centrarse en atacar
estructuras propias de la bacteria para paliar la infeccion, se podrian alterar ciertos mecanismos
propios del hospedador para evitar la enfermedad. En este sentido, destacan estrategias como
bloquear el receptor de VEGF-A (factor de crecimiento vascular endotelial), una molécula que ha
demostrado intervenir en la patogénesis de C. difficile; sobreexpresar ciertas proteinas que se ven
afectadas durante la infeccion como el transportador iénico de membrana NHE3 o la proteina DRA
mediante acido lisofosfatidico y el probiético L acidophilus, respectivamente.
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6. CONCLUSIONES

Clostridioides difficile es un bacilo anaerdbico Gram-positivo, formador de esporas, toxinas y
biofilm. Es capaz de generar infecciones de diversos tipos, incluyendo asintomaticas y recurrentes,
abarcando un rango de manifestaciones clinicas desde diarrea leve hasta colon megatdxico, con
consecuencias potencialmente letales.

Los protocolos de diagndstico vienen determinados por organismos reguladores a nivel europeo o
americano. Los principales métodos usados son el test de amplificacion de acidos nucleicos, el
inmunoensayo para la deteccién de la glutamato deshidrogenasa o de las toxinas A y B.

La microbiota intestinal juega un papel esencial en la defensa frente a la colonizacidon por C. difficile
en el organismo, actuando como barrera protectora del intestino para evitar la proliferacion de este
patégeno. Algunos de los mecanismos propios de la microbiota comensal que evitan la colonizacién
son la regulacidn del pH intestinal, la produccidn de bacteriocinas o la regulacién de la produccion
de acidos biliares.

En los ultimos afos ha ocurrido un incremento significativo de la resistencia antimicrobiana en
cepas de este patdgeno, incluyendo el auge de cepas multirresistentes. Destacan la resistencia a
tetraciclina, ocasionada por los genes tet(M) y tet(X), por ser de las mas frecuentes; y la resistencia
a la vancomicina, causada por el clister de genes van que codifican para proteinas que alteran el
peptidoglicano.

Importantes avances han sido introducidos o se encuentran actualmente en estudios para la mejora
del tratamiento de esta infeccion. Resaltan propuestas de vacunas como CDIFFENSE, antibidticos
como Ridinilazol o el trasplante de microbiota fecal como alternativas al tratamiento convencional.

CONCLUSIONS

Clostridioides difficile is a Gram-positive, anaerobic, spore-forming, toxin- and biofilm-producer
bacillus. It is capable of generating infections of various types, including asymptomatic and
recurrent, covering a range of clinical manifestations from mild diarrhea to megatoxic colon, with
potentially lethal consequences.

Diagnostic protocols are determined by European or American regulatory bodies. The main
methods used are the nucleic acid amplification test, the immunoassay for the detection of
glutamate dehydrogenase or toxins A and B.

The intestinal microbiota plays an essential role in the defense against colonization by C. difficile in
the organism, acting as a protective barrier in the intestine to prevent the proliferation of this
pathogen. Some of the mechanisms of the commensal microbiota that prevent colonization are
the regulation of intestinal pH, the production of bacteriocins or the regulation of bile acid
production.

In recent years, there has been a significant increase in antimicrobial resistance in strains of this
pathogen, including the rise of multiresistant strains. Resistance to tetracycline, caused by the
tet(M) and tet(X) genes, stand out as the most frequent; and resistance to vancomycin, caused by
the cluster of van genes coding for proteins that alter peptidoglycan.

Important advances have been introduced or are currently under study to improve the treatment
of this infection. Vaccines such as CDIFFENSE, antibiotics such as Ridinilazole or fecal microbiota
transplantation as alternatives to conventional treatment stand out.
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