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Este concepto se imbrica en la
colaboracion que debe existir
entre muy diferentes profesio-
nales de diversos ambitos pa-
ra conseguir un buen estado
sanitario de nuestras comu-
nidades. La especie humana,
las especies animales y el me-
dio ambiente, interrelacionan-
do entre si, hacen que bidlogos,
médicos, veterinarios, natura-
listas, ecélogos, etc..., debamos
trabajar todos juntos para sol-
ventar las amenazas sanitarias
que nos rodean.

Y no solo debemos hablar del
concepto de microorganismos
como generadores de enferme-
dades, bien humanas bien ani-
males, sino también en su pa-
pel de portadores de mecanis-
mos de resistencia antibidtica
mediante elementos moéviles y
traspasables entre Dbacterias,
incluso de diferentes especies.
Esto hace que una bacteria sa-
profita, viviendo en la natura-
leza, pueda trasmitir esa carac-
teristica a una especie patégena
con la que conviva, y que se con-
vierta asi en una clara amenaza

a la salud publica.

Se ha realizado tdmbien un estudio longitu-
dinal en el que se analizaron 160 muestras
fecales de porcino de raza ibérica.
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Clostridium difficile es un baci-
lo grampositivo, esporulado y
anaerobio estricto. Fue descri-
to por primera vez por Hall y
O’Toole en 1935 bajo la denomi-
nacién de Bacillus difficilis, en re-
ferencia a la dificultad que supo-
ne su aislamiento y cultivo, mo-
tivado, entre otras razones, por
su lento crecimiento. Hasta 1978
no se asocié con ninguna patolo-
gia, siendo entonces considerado
responsable de la colitis pseudo-
membranosa humana asociada
al consumo de antibiéticos.

C. difficile es una bacteria de dis-
tribucién ubicua en el ambiente,
reconocido como un importante
patégeno emergente tanto en el
ser humano como en los anima-
les. En humanos se considera ac-
tualmente la causa mas impor-
tante de diarreas hospitalarias y
de infecciones asociadas al con-
sumo de antibidticos. En los ul-
timos afios se ha descrito un au-
mento en su incidencia, que pue-
de estar asociado a la aparicién
de importantes brotes de trans-
misién nosocomial que afectan
no sélo a las poblaciones tradi-
cionalmente implicadas (ancia-
nos, trasplantados e inmunode-
primidos) sino también a nifios y
pacientes en contacto con la asis-
tencia sanitaria. Ademads, en los
ultimos afios se ha reconocido
también la importancia que C.
difficile puede tener en la diarrea
fuera del ambiente hospitala-
rio (origen comunitario). Se esti-
ma que anualmente se producen
casi 8.000 episodios de infec-
ciones por C. difficile en Espafia
(incidencia de 17,1 episodios/
ano/10.000 altas hospitalarias)
con un gasto anual para el Siste-
ma Nacional de Salud de mas de
32 millones de euros. En Euro-
pa se producen méas de 125.000
infecciones al afio, con al menos
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Colonias de C. difficile creciendo sobre Agar Sangre con
cicloserina y cefoxitina (Agar CLO).

Estudio de sensibilidad antibidtica de C. difficile frente a
Metronidazol - Rifampicina (arriba) y Teicoplanina - Dap-
tomicina (abajo) mediante el método E-test.

6.000 muertes. En Estados Uni-
dos se cifran en mas de 336.000
los casos anuales, con mas de
14.000 muertes y un coste total
de 5.000 millones de délares.

También en medicina veterinaria
se ha incrementado notablemen-
te en los ultimos afos, la impor-
tancia atribuida a C. difficile, lo
cual se debe tanto al papel de los
animales como reservorio de es-
te patdgeno emergente y las con-
siguientes implicaciones zoondsi-
cas que podrian derivarse de ello,
como a la accién patégena del mi-
croorganismo sobre diferentes
especies, principalmente équidos
y ganado porcino. No obstante,
en animales no parece tan clara
la relacién entre consumo de an-
tibidticos e infeccién como si su-
cede en medicina humana. De
hecho, se han sugerido otros fac-
tores como desencadenantes de
la infeccién por C. difficile, como
pueda ser la dieta, condiciones
ambientales, estrés y alteracién
de la microbiota intestinal por la
accién de otros patégenos.

Los principales mecanismos de
patogenicidad de C. difficile vie-
nen derivados de su capacidad
de sintesis de toxinas, dos prin-
cipales, denominadas A (entero-
toxina) y B (citotoxina), las cuales
estdn codificadas en un locus de
patogenicidad (Paloc). Ademds,
algunas cepas producen una ter-
cera toxina denominada toxina
binaria, también conocida como
C. difficile transferasa (CDT), que
presenta dos componentes y esta
codificada en una regién del cro-
mosoma bacteriano que se locali-
za fuera del PaLoc.

El estudio de la epidemiologia
molecular de C. difficile se basa
actualmente en el ribotipado, que
permite agrupar determinadas
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cepas en genotipos considerados
hipervirulentos, como pueden
ser los ribotipos 027 y 078, que
son los responsables principales
de los brotes acaecidos a princi-
pios del presente siglo en medici-
na humana. Como veremos mas
adelante, el ribotipo 078 tiene
una gran prevalencia en nuestro
pais en aislados animales, siendo
ademaés uno de los mas frecuen-
tes en medicina humana (casi el
20% de los aislados, segtn recien-
tes estudios multicéntricos reali-
zados a nivel nacional).

Dentro del campo de la veterina-
ria, resulta destacable la impor-
tancia creciente de C. difficile co-
mo agente causante de diarreas
neonatales porcinas, siendo con-
siderado en Estados Unidos como
causa principal conjuntamente
con Escherichia coli y Clostridium
perfringens. Lo mismo sucede en
Europa, donde C. difficile esta des-
plazando a otros patégenos tradi-
cionales. En el caso del perro, en

cambio, existen datos contradic-
torios sobre la posible asociacién
entre el aislamiento de C. difficile
y la situacién de diarrea, o entre
el estatus toxigénico de las cepas
y la ocurrencia de alguna sinto-
matologia. Algo similar ocurre en
ganado bovino, donde en algunos
estudios incluso se ha encontra-
do una mayor prevalencia de C.
difficile en animales no diarreicos
que en animales diarreicos.

En nuestro laboratorio llevamos
mas de 10 afios trabajando en es-
ta bacteria, con su descripcién en
diferentes especies animales. Asf,
realizamos el que fue primer es-
tudio en Europa comparando gru-
pos de animales no diarreicos y
diarreicos, con el analisis de 780
muestras fecales de lechones cria-
dos en régimen intensivo distri-
buidos en dos grupos de edad:
recién nacidos (menos de una se-
mana) y entre 1-2 meses de edad.
En este segundo grupo, no se ais-
16 C. difficile de ninguna de las 239
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muestras analizadas. En cambio,
el microorganismo se aislé de 140
muestras de las 541 obtenidas de
recién nacidos (25,9%), incluyen-
do tanto animales diarreicos co-
mo no diarreicos. En 132 de los
140 aislados se detectaron los ge-
nes de produccién de las toxinas
A, By binaria (A+B+CDT4+), per-
tenecientes todos ellos al riboti-
po hipervirulento 078. Siete de
los aislados resultaron ser no to-
xigénicos (A-B-CDT-), y un aislado
present6 el perfil A-B+CDT-. Ade-
mas, 13 de los aislados fueron he-
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terorresistentes a metronidazol, lo
que supone un claro riesgo al ser el
primer antibidtico de eleccién en
medicina humana para tratar las
infecciones por C. difficile. La hete-
rorresistencia consiste en la apari-
ci6én de subpoblaciones resistentes
a un antibiético, en este caso me-
tronidazol, en el seno de una cepa
considerada como sensible. Este
fenémeno puede visualizarse en
el método del Etest tras realizar
una incubacién prolongada (entre
5y 7 dias) delaplaca con la tira de
metronidazol y evaluar la posible
aparicién de colonias bacterianas
de crecimiento lento dentro de un
primer halo de inhibicién, y en la
zona donde se consideraria al fe-

notipo como resistente.

Arriba: kit para identificacién de C.
difficile y capacidad de produccién
de Toxinas (sin diferenciacién del ti-
po A o B).

Abajo: Siembra de C. difficile sobre
Agar Brucella para realizacién de
estudios de sensibilidad antibiética.

También tuvimos ocasién de rea-
lizar un estudio longitudinal en el
que se analizaron 160 muestras
fecales de porcino de raza ibérico,
procedentes de cuatro lechones de
cinco diferentes camadas (es decir,
un total de 20 animales) a los que
se sometia a muestreo semanal
hasta los 57 dias de vida. Del 90%
de los lechones se aislé C. difficile
en algun momento de la experien-
cia, con una prevalencia total so-
bre las muestras analizadas de un
25,6%. La mayoria de las muestras
positivas (75,6%) procedian de
animales de menos de 15 dias de
edad, si bien obtuvimos positivos
hasta los 50 dias de edad. Ningin
animal present6 diarrea durante el
periodo de muestreo y a ninguno
le fue aplicado en ese periodo nin-
gun tratamiento antibiético. To-
dos los aislados pertenecieron al
ribotipo 078, y por tanto con capa-
cidad de sintesis de las 3 principa-
les toxinas: A, By CDT. Cuatro de
los aislados resultaron ser hetero-

rresistentes a metronidazol.

Como hemos indicado anterior-
mente, el perro no se considera
susceptible a la infeccién por C.
difficile, si bien existen diferentes
opiniones al respecto. Lo que si es-
t4 claro es que esta mascota tan
cercana a nosotros, puede ser por-
tador de ribotipos hipervirulentos
de la bacteria, que puedan desen-
cadenar en un momento dado un
problema en las personas que con-
viven con el animal. Es por ello
que realizamos un estudio longi-
tudinal, tomando muestras perié-
dicas de cachorros de diferentes
camadas. En dos de las camadas,
C. difficile fue aislado de todos los
cachorros en alguno de los mues-
treos efectuados. En la tercera ca-
mada esto solo sucedié en dos de
los seis animales testados. Todos
los aislamientos se produjeron en
cachorros de menos de 35 dias de

edad. Ademads, una de las madres
tuvo dos muestras positivas a lo
largo del muestreo. En este caso
se obtuvieron solo dos aislados del
ribotipo hipervirulento 078, sien-
do los predominantes los ribotipos
056y 010. El ribotipo 056 presenta
el perfil toxigénico A+B+CDT-, ha-
biendo sido descrito como respon-
sable de distintos brotes en medi-
cina humana, tanto en Esparia co-
mo en otros paises de Europa. Por
su parte, el ribotipo 010 se consi-
dera generalmente sin importan-
cia patogénica al ser no toxigénico
(A-B-CDT-). Resulta curioso que
de algtin cachorro fueron aislados
dos ribotipos diferentes en distin-
tos muestreos, lo que podria resul-
tar indicativo de una infeccién po-
liclonal. Sélo se detecté una cepa
heterorresistente al metronidazol,
perteneciente al ribotipo 078.

Finalmente, hemos realizado un
muestreo en animales de zoo. Se
analizaron un total de 200 mues-
tras de 40 especies animales, si
bien el 36,5% de las mismas pro-
cedian de cebras (fundamental-
mente debido al creciente interés
existente en el estudio de la im-
portancia de C. difficile en patolo-
gia equina y de especies anima-
les cercanas). C. difficile fue aisla-
do de siete muestras (3,5% del to-
tal), procedentes de las siguientes
especies animales: chimpancé, ca-
bra enana y cabra hispanica (una
muestra positiva cada una), y ce-
bras (cuatro muestras positivas
procedentes de tres individuos di-
ferentes). Cuatro de los siete aisla-
dos pertenecian al ribotipo hiper-
virulento 078 (A+B+CDT+). Uno
de estos aislados mostr6 una re-
sistencia inicial al metronidazol,
caracteristica que perdi6 como
consecuencia de subcultivos en

medios no selectivos.



