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RESUMEN

Introduccion: C. difficile es un bacilo gram positivo anaerobio capaz de formar
esporas que le permiten sobrevivir en aguas, suelos y en ambientes hospitalarios.
Su transmision por via fecal-oral convierte al personal de la salud, objetos médicos
y superficies infectadas en una importante fuente de infeccion intrahospitalaria.
Metodologia: estudio transversal, que incluyé 133 pacientes con sospecha clinica
de EACD, hospitalizados en la IPS Universitaria Clinica Le6n Xlll de Medellin, a
los cuales se les examind la materia fecal para deteccion de toxinas A&B, cultivo
anaerobio y pruebas de sensibilidad a C. difficile. Para la comparacion de estos
resultados con las variables demogréficas y clinicas del estudio se emplearon
andlisis univariados a través de medidas de frecuencias y de resumen, mientras
gue para el analisis bivariado se emplearon chi cuadrado o test exacto de Fischer
y prueba U de Mann Whitney, con un nivel de significacién del 0,05.

Resultados: de los 133 pacientes evaluados se encontraron 14 (10,5%) positivos
para C. difficile por toxina A&B, mientras que 12 (9,0%) fueron positivos para
cultivo; sélo 7 (5,25%) fueron positivos por ambas técnicas. Con respecto a la
toxina se encontraron diferencias estadisticamente significativas con el tratamiento
durante la estancia hospitalaria con Metronidazol. En cuanto al resultado del
cultivo anaerobio para C. difficile, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con el tratamiento durante la estancia hospitalaria con glicopéptidos,
implementacion de enema Yy tratamiento con quino/fluoroquinolonas vy
lincosamidas en la hospitalizacion previa en la Institucion.

Los aislamientos de C. difficile fueron sensibles a Metronidazol y Vancomicina, con
una MIC de 0,064 - 2,0 ug/mL y 0,125 - 1,0 ug/mL, respectivamente.
Conclusiones: se observé una baja frecuencia de EACD mediante toxina A&B y
cultivo en comparacién con otros estudios, ademas se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con antibidticos como metronidazol, glicopéptidos,
quino/fluoroquinolonas y lincosamidas, e implementacién de enema. Es necesario
continuar evaluando la frecuencia de la enfermedad en Colombia y complementar
con un analisis molecular que permita identificar los genes y el ribotipo circulante.

Palabras claves: Clostridium difficile, Enfermedad Asociada a Clostridium difficile,
diarrea asociada a Clostridium difficile, colitis pseudomembranosa, diarrea
asociada al cuidado de la salud.



INTRODUCCION

Clostridium difficile es un bacilo gram positivo, anaerobio estricto, algunas cepas
no patdégenas pueden hacer parte de la microbiota fecal humana, tiene la
capacidad de formar esporas que le permiten su supervivencia en aguas, suelos y
en ambientes hospitalarios, donde puede permanecer viables hasta por varios
afos (1, 2). Su transmision por via fecal-oral convierte al personal de la salud,
objetos médicos y superficies contaminadas en una importante fuente de infeccion
intrahospitalaria (1, 2).

Una vez C. difficile se establece a nivel del colon, previa alteracién del nicho
intestinal por antibidticos, las esporas comienzan a germinar y las formas
vegetativas expresan el principal factor de virulencia que es la produccion de dos
clases de toxinas; una enterotoxina TcdA y una citotoxina TcdB, que en general
pueden causar permeabilidad vascular, acumulacién de liquidos y de células
inflamatorias a través de la activacion de la respuesta inmune, hemorragia y
destruccion del enterocito (3-5) llevando a un espectro de enfermedades
intestinales que van desde diarrea, colitis sesudomembranosa y megacolon toxico;
para referirse a alguna de ellas es frecuente utilizar la expresion Enfermedad
Asociada a Clostridium difficile EACD. Cabe aclarar que las cepas de C. difficile
que no producen toxinas no son patdgenas (6) y que no todos los pacientes
colonizados desarrollan EACD, de hecho, algunos adultos sanos son usualmente
resistentes a la colonizacion por cepas toxigenas (7).

Aproximadamente el 20-30% de todos los casos de diarrea asociada a antibiéticos
han sido atribuidos a C. difficile, siendo considerado el principal agente infeccioso
de la diarrea asociada al cuidado de la salud (8). Ademas se considera
responsable del 90 a 100% de casos de colitis pseudomembranosa (CSM), donde
la poblacién mas susceptible son los ancianos mayores de 65 afios (9-11). Segun
el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) de Atlanta, en el 2009 este tipo
de enterocolitis fue la causa nimero 19 de muerte en la poblacibn mayor de 65
afios, con una tasa de mortalidad ajustada a la edad de 2.2 (4.3%) por 100.000
personas (12).

El principal factor de riesgo relacionado con la enfermedad asociada a C. difficile
(EACD) es la terapia prolongada con antibioticos de amplio espectro, como
betalactamicos, aminoglicésidos y quinolonas, los cuales eliminan la microbiota
residente enddgena y permiten la seleccion de los agentes patdégenos (13, 14).
Otros factores de riesgo se encuentran también relacionados con el desarrollo de
EACD, como la edad mayor a 65 afios, estancia prolongada en hospitales,
inmunosupresion, entre otros estados donde el sistema inmune se encuentra
comprometido y con dificultades para responder a la accion de las toxinas de C.
difficile (1, 5, 7, 10).



A partir del 2002, se empez6 a reportar un aumento significativo de casos de
EACD en América del norte y posteriormente en Europa, causado por una cepa C.
difficile denominada BI/NAP1/027/toxinotipo lll, la cual presenta mayor produccion
de toxinas y resistencia a las fluoroquinolonas (2, 15-19). Segun McFarland et al.
(2008), la incidencia de EACD a patrtir del brote en Canada cambié drasticamente,
de 35.6 casos por 100.000 pacientes en 1991 a 156.3 casos por 100.000
pacientes en el 2004, con un aumento en la mortalidad de 4.5% de casos en 1991
a 22% de casos en el 2004 (20). En Latinoamérica, la cepa NAP1l ha sido
encontrada solo en Costa Rica, en un centro hospitalario de este pais con una
prevalencia del 54% del total de los aislamientos (21, 22).

En Colombia se han publicado solamente tres estudios acerca de este tema,
Becerra MG, et al. 2011, estudio los principales factores clinicos y epidemiolégicos
asociados al desarrollo de EACD en el Hospital Universitario de San Vicente
Fundacion (23), mientras que en el 2008 Otero-Rengino W., actualizé sobre la
epidemiologia, patogénesis y tratamiento de la infeccion por C. difficile (24), y en el
2009 el mismo autor determiné mediante un estudio observacional la prevalencia y
la causa de colitis en adultos mayores, atribuyéndole a C. difficile el 40% de las
causas infecciosas de la enfermedad (25).

La resistencia de C. difficile a los antimicrobianos varia entre paises, siendo mas
frecuentes la resistencia a clindamicina, eritromicina y a las fluoroguinolonas
principalmente (26, 27); se ha reportado que la mayoria de los aislamientos son
susceptibles Metronidazol y vancomicina (28), sin embargo, Brazier JS. et al.
(2001), ha reportado resistencia de C. difficile a Metronidazol en el Reino Unido
(29).

En Colombia se emplea como tratamiento antimicrobiano estandar el metronidazol
y la vancomicina; sin embargo, se desconoce el comportamiento de estos agentes
frente a las cepas de C. difficile que circulan actualmente en el pais.

Considerando la falta de informacion y la importancia de caracterizar las cepas de
de C. difficile circulantes en el medio, en la presente investigacion se evaluo la
frecuencia del microorganismo tanto por la determinacién de sus toxinas como por
el cultivo anaerobio, el perfil de susceptibilidad, y su comparacion con los
determinantes demograficos y clinicos de los pacientes hospitalizados con EACD
en la IPS Universitaria Clinica Leon XIlII durante agosto de 2011 a agosto de 2012.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la frecuencia de C. difficile tanto por la determinacion de sus toxinas como
por el cultivo anaerobio, el perfil de susceptibilidad, y su comparacién con los
determinantes demograficos y clinicos de los pacientes hospitalizados en una
clinica de tercer nivel de Medellin.

Objetivos especificos

1. Describir las caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes en estudio.

2. Establecer la frecuencia de C. difficile en el grupo de estudio.

3. Comparar los factores de riesgo para EACD descritos en la literatura con los
resultados de los pacientes positivos para C. difficile.

4. Evaluar el perfil de resistencia al Metronidazol y a Vancomicina de las cepas de
C. difficile aisladas.



MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio: estudio transversal

Poblacion de Estudio: pacientes hospitalizados en la IPS Universitaria Clinica
Ledn XIIl de Medellin, durante agosto de 2011 y agosto de 2012, con sospecha
clinica de EACD (8) a quienes el médico ordend la deteccidn de toxina A&B en
materia fecal. La institucion es una clinica de alto nivel de complejidad que cuenta
con un aproximado de 635 camas.

Criterios de inclusion: se incluyeron en el estudio pacientes que cumplieran con
los siguientes criterios (9): pacientes mayores de 18 afios, con sospecha clinica de
EACD (diarrea, colitis pseudomembranosa o colitis fulminante), que los signos y
sintomas se hayan presentado 48 horas después del ingreso a la institucion y
cuyo tratamiento durante su hospitalizacién haya sido con al menos un antibiotico.

Criterios de exclusiéon: fueron excluidos del estudio los pacientes que
presentaron recurrencias de EACD después de haber sido captado inicialmente en
el estudio, pacientes remitidos de otras instituciones y pacientes cuyas muestras
no cumplieran con los requisitos de recoleccion y transporte adecuados.

Tamafio muestral y muestreo: mediante EPIDAT version 3.0 el tamafio de la
muestra fue 133 pacientes, considerando el nimero de toxinas A&B de C. difficile
anteriormente ordenadas durante el afio 2010 en la IPS Universitaria Clinica Le6n
Xl (total = 175 pacientes), una proporcion del evento esperada del 50%, una
precision del 5%, un nivel de confianza del 95% y un margen de seguridad del
10% por posibles pérdidas. Se realizO6 un muestreo no probabilistico por
conveniencia, entre agosto de 2011 y agosto de 2012.

Recoleccién y transporte de muestras: las muestras de materia fecal fueron
recolectadas y transportadas inmediatamente al laboratorio de bacteriologia
anaerobia en un recipiente tapa rosca y de boca ancha, aceptando una cantidad
minima de 1mg para heces soélidas y 1mL para heces liquidas o semisélidas. En
caso de no haber sido procesadas inmediatamente para el cultivo anaerobio
fueron conservadas hasta 3 dias a 2 - 8°C, 0 -25 + 6°C durante un mes.

Cultivo anaerobio e identificacién de C. difficile: para el cultivo de la materia
fecal y el aislamiento de C. difficile se utilizd el medio selectivo fructosa-
cicloserina-cefoxitin (CCFA), la siembra se realizd por el método cuantitativo en
diluciones seriadas 10, 10y 10° utilizando como diluyente una soluciéon de
extracto de levadura al 0,05% e incubando en atmosfera de anaerobiosis a 35°C
hasta por 5 dias, segun el protocolo descrito en el manual de bacteriologia
anaerobia Waswort-KTL (30). Los cultivos fueron examinados diariamente para
observar colonias presuntivas de C. difficile con caracteristicas macroscopicas
como fluorescencia verde amarilla bajo la luz ultravioleta, textura mate, planas,



grandes e irregulares y con olor a “establo de caballo”. La identificacion
confirmatoria se realiz6 mediante pruebas de indol negativo, L-prolina-
aminopeptidasa positiva, tincion de Gram y métodos comerciales de identificacion
para cepas dudosas (APl 20 A® BioMerieux, France) (30). Los cultivos sin
crecimiento de C difficile permanecieron en incubacion hasta un maximo de 5 dias.

Deteccion de toxinas A y B de C. difficile: se realizd6 mediante la prueba
ImmunoCard® Toxins A&B (Meridian Bioscience), ensayo inmunoenzimético (EIA)
de flujo horizontal que permite la deteccion de las toxinas A y B de Clostridium
difficile en materia fecal humana, siguiendo las instrucciones del fabricante. Como
control de calidad, el kit emplea un control interno de la prueba que se corre por
cada muestra procesada.

Pruebas de susceptibilidad: se determind la concentracion Inhibitoria minima
(MIC) de vancomicina y metronidazol mediante la técnica diluciébn en agar (31).
Para la interpretacion de la MIC de Metronidazol y Vancomicina, se emplearon los
puntos de corte establecidos en la CLSI (32) y en el EUCAST (33),
respectivamente. Como control de calidad para el cultivo y las pruebas de
susceptibilidad se utilizé la cepa de C. difficile ATCC 700057.

Variables clinicas y demograficas: se recolectaron variables demogréaficas como
edad, sexo y sistema de afiliacion. Dentro de las variables clinicas mas relevantes
para el estudio, se encuentran el diagnostico al momento del ingreso a la
institucién, diagndésticos posteriores al ingreso, fecha de ingreso, fecha y motivo de
egreso, dias de estancia hospitalaria, hospitalizacion en UCI, nUmero y nombre de
antimicrobianos recibidos, otros factores predisponentes para el desarrollo de
EACD, datos de la ultima hospitalizacion en la institucion, datos de la EACD que
presenta el paciente y resultados microbiolégicos del andlisis de la materia fecal.

Plan de recoleccion de la informacién demografica y clinica: la recoleccién de
los datos se realiz6 a través de la revision de historias clinicas y posterior
diligenciamiento de la ficha de recoleccién de informacion, previa autorizacion por
el comité de bioética de la clinica. Los datos recolectados fueron ingresados en
una base de datos en Microsoft Excel (Microsoft Office 2007).

Plan de analisis: se determinaron frecuencias absolutas y relativas para las
variables cualitativas y medidas de resumen para las variables cuantitativas. Para
el andlisis entre variables cualitativas se estimaron los intervalos de confianza, chi
cuadrado o test exacto de Fischer, para el analisis entre variables cualitativas y
cuantitativas se utilizé Prueba U de Mann Whitney segun el cumplimiento del
supuesto de normalidad determinado con la prueba de Kolmogorov-Smirnov o
Shapiro-Wilks. El andlisis estadistico se evalué con un nivel de significacién del
0,05. El anélisis de la informacion se realizo en el programa SPSS® version 19.0
para Windows (SPSS Inc.-Chicago, ILL).



RESULTADOS

Descripcion de la poblacion de estudio

En la tabla 1 se describen las principales caracteristicas demogréficas y clinicas
los 133 pacientes con sospecha clinica de EACD.

Tabla 1. Variables demograficas y clinicas de pacientes con sospecha
de EACD
Sexo 51,1% hombres (n= 68)
Me edad 70 afios (RI 57 - 81)
Me estancia hospitalaria 23 dias (RI 13 - 43)
Me estancia hgspltalarla antes de la 10 dias (RI 5 - 20)
recoleccion de la muestra
Estancia en UCI 16,7% (n=22)
Me estancia en UCI 11 dias (RI 5 - 30)
Me estanme_xlen UCI antes de la 5,5 dias (RI 3,25 — 12,5)
recoleccion de la muestra
Mejoria 77,9%
Causa de egreso
Muerte 18,3%

De esos 133 pacientes evaluados, el 82,7% (n= 110) de ellos desarrollaron colitis
simple, de los cuales el 78,2% (n= 104) presento EACD tipo diarrea aguda. Por
laboratorio se encontraron 14 (10,5%) pacientes con toxina A&B positiva, mientras
que 12 (9,0%) pacientes con cultivo positivo para C. difficile; sélo 7 (5,25%)
pacientes fueron positivos para C. difficile por ambas técnicas (tabla 2).

Tabla 2. Resultados de Toxina A&B vy cultivo anaerobio para

C. difficile
Cultivo

= : Total

Positivo Negativo
. Positivo 7 7 14

Toxina A&B =

Negativo 5 114 119
Total 12 121 133

Las principales caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes positivos
para C. difficile (19/133) ya sea por determinacion de toxina A&B como por cultivo
anaerobio se describen en la tabla 3.



Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes positivos para C. difficile

Sexo 63,2 % hombres (n= 12)
Edad 78 (R158 - 82,5)
Enfermedad Intestinal 6 (31,6%)
Diagnostico al ingreso Enfermedad Infecciosa 3 (15,8%)
Enfermedad Cerebro-vascular 3 (15,8%)
Mejoria 68,4% (n= 13)
Causas de egreso
Muerte 21,0% (n=4)
Me estancia hospitalaria 30 dias (RI 13 - 47,5)
Me estancia hospitalaria antes de la recoleccién de la 11 dias (RI 2,5 - 37,5)
muestra
Estancia en UCI 15,8% (n= 3)
Me estancia en UCI 12 dias (RI 8,5 - 20)
Me estancia en UCI antes de la recoleccion de la muestra 12 dias (RI 8,5 - 19,5)
Numero de Dos antimicrobianos 42,1% (n=8)
antimicrobianos
recibidos Mas de 2 antimicrobianos 52,6% (n=10)
Betalactamicos/Inhibidores 78,9% (n=15)
Glicopéptidos 36,8% (n=7)
Antimicrobianos Quino/fluoroquinolonas 36,8% (n=17)
Carbapenem 31,6% (n=6)
Metronidazol 31,6% (n=6)

Tratamiento con inhibidores de

Y =
bomba de protones 63,2% (n=12)

_ Intubacién nasogastrica 47,4% (n=9)
Factores de riesgo Enemas 21,0% (n= 4)
descritos en la literatura
Colonoscopia 21,0% (n=4)
Tratamiento esteroideo o 21,0% (n= 4)
inmunosupresor
) _ L Diabetes 31,6% (n= 6)
Tipo de inmunosupresién -
Cancer 15,8% (n=3)
Hospitalizacidn previa en la institucién (antes de 1 afio) 47,4% (n=9)
Tratamiento con antimicrobianos en la hospitalizacion previa 31,6% (n= 6)
Antimicrobianos Quino/fluoroquinolonas 21,0% (n= 4)
recibidos en la
hospitalizacion previa Betalactamicos/Inhibidores 15,8% (n= 3)

Analisis de factores relacionados al desarrollo de EACD

Al comparar el resultado de la toxina A&B con las diferentes variables
demograficas y clinicas analizadas en el presente estudio, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas con el tratamiento durante la estancia



hospitalaria con Metronidazol. En cuanto al resultado del cultivo anaerobio para C.
difficile, se encontraron diferencias estadisticamente significativas con tratamiento
durante la estancia hospitalaria con Glicopéptidos, implementacion de enema y
tratamiento con antibioticos en la ultima hospitalizacion previa en la Institucion,
tales como quino/fluoroquinolonas y lincosamidas (tabla 4).

Tabla 4. Andlisis bivariado entre variables demograficas y clinicas y resultados microbiolégicos

Toxina A & B Cultivo
Variable Positiva Negativa p. Positiva | Negativa
Frecuencia | Frecuencia Frecuencia | Frecuencia
Cefalosporinas > > 0,051 1 3 0,32
Antibiético 4° generacion ’ '
durante la Metronidazol 6 21 0,02*t 2 25 1,01
hospitalizacion
Glicopéptido 4 30 0,759 6 28 0,04*f
Sonda 8 40 0,08t 5 43 0,751
Factores nasogastrica
predisponentes Enema 3 7 0,071 3 7 0,04*
para EACD
Colonoscopia 4 13 0,081 2 15 0,651
Antibiéticos en la | Quino/Fluoro 3 7 0,09 3 7 0,03
hospitalizacion quinolonas
previa Lincosamidas 1 0 0,051 1 0 0,03*q

* Diferencias estadisticamente significativas (p. <0,05); 1 Chi cuadrado; ] Fischer

En cuanto a las variables mencionadas anteriormente, se determind para cada
una la razén de prevalencia (RP) con el fin de determinar la relacion que tienen
con los pacientes expuestos y no expuestos del estudio (tabla 5). Entre los
resultados mas importantes se encontré6 que pacientes con implementacion de
sonda nasogastrica tienen 2,36 (0,87-6,4) veces mas toxina positiva que los que
no reciben este tipo de alimentacién, paciente con enema tiene 3,35 (1,11-10,09)
veces mas toxina positiva y 4,1 (1,31-12,7) veces mas cultivo positivo que los
pacientes que no son tratados con enemas, colonoscopia 2,72 (0,96-7,73) veces
mas toxina positiva que los pacientes a los cuales no se les realiza colonoscopia.
En cuanto al tratamiento con antibiéticos durante la hospitalizacién y antes de la
toma de la muestra, se encontr6 que los pacientes que son tratados con
cefalosporinas de cuarta generacion tienen 5,37 (1,76-16,4) y con metronidazol
tienen 2,94 (1,11-7,77) veces mas toxina positiva que los que no son tratados, y
los que son tratados con glicopéptidos tienen 2,91 (1,0-8,4) veces mas cultivo
positivo que los que no son tratados con vancomicina.

El tratamiento con antibioticos en la hospitalizacion previa en esta institucion antes
de un afo, se encontrdé que pacientes tratados con quino/fluoroquinolonas tienen
3,45 (0,91-13,06) veces mas de toxina positiva y 6,9 (1,32-36,04) veces mas de
cultivo positivo, y tratados con lincosamidas tienen 5,42 (1,88-15,6) veces mas de



toxina positiva y 7,6 (2,38-24,19) veces mas de cultivo positivo en comparacion
con los pacientes que no son tratados con estos antibioticos.

Tabla 5. Raz6n de prevalencia entre los resultados de la toxina A&B y el cultivo anaerobio para C. difficile y
los factores predisponentes para el desarrollo de EACD descritos en la literatura

Variable Toxina A&B Cultivo
p. RP (IC) . RP (IC)

Cefat'os"o””as.qe 0,057 | 537(1,76-16,4) | 032 | 2,93(0,49-17,5)

Antibiético durante cuarta generacion
la hospitalizacién Metronidazol 0,02*1' 2,94 (l,ll - 7,77) 1,09 0,78 (0,18-3,37)

Glicopéptidos 0,751 | 1,16 (0,39-3,47) | 0,04*t 2,91 (1,0-8,4)
Factores Sonda nasogastrica 0,08t 2,36 (0,87 - 6,4) 0,751 1,17 (0,57 - 2,38)
predisponentes Enema 0,077 | 3,35(1,11-10,09) | 0,04* 4,1(1,31-12,7)
para EACD Colonoscopia 0,081 | 2,72(0,96-7,73) | 0,651 | 1,36(0,32-5,7)
Antibidticos enla | Quino/ Fluoroquinolonas | 0,091 | 3,45 (0,91 - 13,06) | 0,03*1 | 6,9 (1,32 - 36,04)
hospitalizacion : :

previa Lincosamidas 0,057 | 5,42(1,88-15,6) | 0,03*] | 7,6 (2,38 - 24,19)

* Diferencias estadisticamente significativas (p. <0,05); RP Razén de prevalencia; 1 Chi cuadrado; § Fischer;
IC intervalo de confianza 95%

Pruebas de sensibilidad

Los 12 aislamientos fueron sensibles a metronidazol y vancomicina, con un rango
de concentracion inhibitoria minima (MIC) entre 0,064 — 2,0 ug/mL y 0,125y 1,0
ug/mL, respectivamente (tabla 6).

Tabla 6. Resultados pruebas de sensibilidad de cepas de C. difficile

# Resultado Metronidazol? Vancomicina?
Cepa Toxina MIC (ug/mL) | Interpretacion | MIC (ug/mL) | Interpretacion

1 Negativa 0,25 Sensible 1,0 Sensible
2 Negativa 0,5 Sensible 0,5 Sensible
3 negativa 0,5 Sensible 0,5 Sensible
4 Positiva 1,0 Sensible 0,25 Sensible
5 Positiva 0,25 Sensible 0,5 Sensible
6 Positiva 2,0 Sensible 1,0 Sensible
7 Negativa 0,064 Sensible 0,125 Sensible
8 Positiva 0,125 Sensible 0,25 Sensible
9 Positiva 0,25 Sensible 0,5 Sensible
10 Positiva 0,125 Sensible 1,0 Sensible
11 Negativa 0,25 Sensible 1,0 Sensible
12 Positiva 0,5 Sensible 1,0 Sensible

1 Punto de corte CLSI para metronidazol S < 8,116, R 232
2 Punto de corte EUCAST para vancomicina S <2, R >2




DISCUSION

En condiciones normales, el tracto gastrointestinal (TGI) del humano posee una
microbiota residente, que entre diversas funciones, es responsable resistencia a la
colonizacion por agentes patdgenos (34). Sin embargo con el tratamiento con
antibiéticos de amplio espectro se pueden ocasionar una alteracion de esta
microbiota, permitiendo que C. difficile se multiplique y cause dafio a través de la
produccion de sus toxinas. A nivel mundial se han encontrado relacionados al
desarrollo de la EACD antibidticos de amplio espectro como betalactamicos,
quinolonas y fluoroquinolonas, y clindamicina (35). Becerra MG, et al. (2011),
encontré relacion con el uso previo de cefalosporinas de tercera generacion (23).
En el caso del metronidazol, a nivel hospitalario uno de sus usos es para el
tratamiento de enfermedades intestinales de presunto origen infeccioso,
incluyendo la EACD, por lo cual es evidente la relacion de este antibiético con los
pacientes positivos para C. difficile en el presente estudio.

Segun la literatura, otros factores de riesgo ademas de los antibiéticos estarian
relacionados al desarrollo de EACD, tales como la edad mayor a 65 afios (10, 11),
la estancia prolongada en hospitales, especialmente en centros para personas de
tercera edad y en las unidades de cuidados intensivos (UCI), pacientes con
enfermedades cronicas severas (renales y hepaticas), estados de
inmunosupresion y quimio/radioterapia, drogas citotdxicas, antiacidos, cirugias
gastrointestinales y otros procedimientos invasivos en el tracto gastrointestinal
(TGI) (1, 5, 10). En la unica investigacion realizada previamente en Colombia,
Becerra MG, et al. (2011), obtuvo una relacion de la EACD determinada por toxina
Ay B con factores de riesgo como: edad mayor de 65 afios (p=0,05), la estancia
en UCI (p=0,02) y el uso de inhibidores de la bomba de protones (p<0,05) (23).

En el presente estudio sélo se encontrd relacion estadisticamente significativa
entre el cultivo positivo para C. difficile y la implementacién de enema. Sin
embargo algunos de estos factores presentaron una significacion menor al 0,1 por
lo que podrian ser considerados importantes para predecir el desarrollo de la
EACD desde el punto de vista teérico: sonda nasogastrica (p. 0,08) y colonoscopia
(p. 0,08). La diferencia entre los resultados encontrados y los esperados, podria
deberse a la baja prevalencia de la EACD encontrada, sumada a la amplia
variedad de caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes que son
tratados en esta institucion e incluidos en el presente estudio.

Los resultados microbiologicos de este estudio muestran una prevalencia de la
enfermedad por toxina A&B del 10,5% (14 pacientes), mientras que los cultivos
positivos para C. difficile fueron el 9,0% (12 pacientes). Estos resultados de
prevalencia son menores a los encontrados en otros estudios realizados en
Colombia: en el 2008 Otero-Rengino W determin06 mediante un estudio
observacional la prevalencia y la causa de colitis en adultos mayores,
atribuyéndole a este microorganismo el 40% de las causas infecciosas de la



enfermedad (25). ElI Grupo de Investigacion en Bacterias Anaerobias y Aerobias
de Importancia Clinica de la Universidad de Antioquia (2011), encontr6 por ensayo
inmunoenzimatico (EIA), 16,7% muestras positivas para toxina y cultivo para C.
difficile en la IPS Universitaria Clinica Leén XIII” (estudio no publicado).

La prevalencia de EACD en Suramérica varia entre un 20-40% aproximadamente:
en un estudio de casos y controles se determind por un EIA 44,9% casos de
EACD (36). Balassiano et al. (2011) través de EIA encontr6 una prevalencia de
27.1% (37), y en el 2010 el mismo autor ya habia descrito la prevalencia de
infeccion por C. difficile en un grupo de pacientes hospitalizados en una UCI en
Rio de Janeiro, encontrando 19.7% pacientes con EACD (38). En Argentina,
Legaria et al. (2003) describieron que de 87 pacientes con sospecha de EACD, el
40% eran positivos para la determinacién toxigénica de C. difficile a través de EIA
(39). En Uruguay evaluaron 78 pacientes de UCI con diarrea por aglutinacién en
latex y EIA, encontrando una prevalencia del 26% (40), mientras que Garcia et al.
(2007) reportaron 156 pacientes de un hospital de Lima con diarrea nosocomial,
55 (35.2%) de ellos diagnosticados con EACD por medio de un EIA (41).

En el presente estudio se esperaba encontrar una prevalencia entre el 20-30%
segun lo reportado a nivel mundial (8), sin embargo la prevalencia encontrada
cercana al 10% podria ser explicada por la poblacién estudio evaluada en la
institucién, sus caracteristicas clinicas y a los diversos factores de riesgo a los
cuales se pudieron ver sometidos; se debe tener en cuenta que muestras de
materia fecal que no cumplieran en la fase pre-analitica con las condiciones
recomendadas en el presente estudio pudieron afectar la positividad de las
diferentes técnicas empleadas.

En cuanto a las dos técnicas evaluadas en el presente estudio, el cultivo
anaerobio para C. difficile tiene una sensibilidad aproximada del 100% y una
especificidad del 93-96% (42); la disminucién en la especificidad se puede explicar
por la capacidad de cepas no toxigénicas de crecer en el cultivo, por tanto los
resultados deber estar acompafiados de un test que mida el papel toxigénico de la
cepa aislada o ser interpretados segun la sintomatologia del paciente.

Los EIA que detectan las toxinas A&B tiene una sensibilidad del 53-77% y una
especificidad del 95-100%. Estos ensayos tienen una muy buena especificidad,
aunque puede tener reacciones cruzadas con las toxinas de Clostridium sordellii
(42), sin embargo su sensibilidad no es tan buena, y por tanto la implementacion
de otra técnica diagnostica como el cultivo anaerobio o tres muestras seriadas
para determinacion por EIA de las toxinas, puede aumentar esta sensibilidad.

De los 14 casos de Toxina A&B positiva, solamente el 50% de estos tuvieron
cultivo positivo, y de los 12 casos de cultivo anaerobio para C. difficile positivo, el
58,3% tuvieron Toxina A&B positiva.

Para el caso de cultivo positivo y toxina negativa, hay varios factores que pueden
afectar la deteccion de la toxina in vitro:



a) Presencia de cepas no toxigénicas que aunque se puedan aislar en el cultivo la
toxina continda siendo negativa.

b) La frecuencia de la diarrea y el nivel de expresion de la toxina al momento de la
toma de la muestra.

c) El estado de la bacteria al momento de la evaluacion por el EIA; cuando esta se
encuentra en escasez de nutrientes a nivel del colon, a veces debe adoptar
formar esporuladas en lugar de la produccion de toxinas con el fin de sobrevivir
en el medio (43).

d) Degradacion de la toxina a nivel del intestino por enzimas digestivas
proteoliticas (43).

e) Competencia a nivel del colon con la microbiota acompafiante que evita la
colonizacion y la sobre-expresién del bacilo y sus toxinas.

Por otro lado, los casos de toxina positiva y cultivo negativo se podrian explicar

por diversos factores, entre los cuales estan:

a) Como enfermedad asociada a la atencion en salud, especialmente ligada al
tratamiento con antibiéticos de amplio espectro, todos los pacientes del
presente estudio recibieron por lo menos un antibiético antes de la toma de la
muestra para el tratamiento de las diferentes patologias de ingreso. En general,
para estos 7 pacientes con toxina positiva y cultivo negativo, el tratamiento
previo fue con piperacilina/tazobactam, cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, algun  carbapenem, macrolidos, quino/fluoroquinolonas,
metronidazol, vancomicina, entre otros antibiéticos, los cuales podrian afectar la
viabilidad del bacilo en el intestino y el posterior cultivo negativo.

b) C. difficile necesita para su crecimiento, ademas de un ambiente estrictamente
anaerobio, un medio de cultivo que supla sus requerimientos nutricionales pero
gue también logre inhibir al maximo la microbiota acompafiante, que en la
materia fecal y en el cultivo puede interferir con su visualizacion en el agar.

c) Como mecanismo de resistencia de C. difficile a las condiciones adversas del
medio ambiente y del intestino, el bacilo puede adoptar su forma esporulada, y
por tanto dificultar su crecimiento a partir de la muestra de materia fecal.

La resistencia a C. difficile ha sido descrita para antibiéticos como clindamicina,
eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacina, moxifloxacina, levofloxacina, rifampicina,
acido fusidico, entre otros. EI mecanismo implicado en estas resistencias va desde
la adquisicién y expresion del gen ermB que va a causar una metilacion del
ribosoma bacteriano y por tanto la resistencia a eritromicina, clindamicina y
estreptograminas; expresion del gen tetM que origina una proteccion ribosomal y
la resistencia a tetraciclina; substitucion en los genes gyrA, rpoB y fusA que van a
alterar la accion sobre el sitio blanco de la moxifloxacina, rifampicina y acido
fusidico respectivamente (26, 27, 44-47).

En Latinoamérica se han realizado también estudios que evalUan la resistencia de
C. difficile a varios antibioticos; Quesada-Gomez et al. (2010) describieron por E-
test en Costa Rica varios aislamientos resistentes a Clindamicina, moxifloxacina y



ciprofloxacina (22). Goorhuis A. et al. (2009), encontraron en Argentina que el 90%
de los ribotipos 017 aislados tienen alto nivel de resistencia a clindamicina y
eritromicina, determinada por presencia del gen ermB (48).

En caso de ser necesario el tratamiento antibiotico para la EACD, en Colombia se
emplea metronidazol y en casos severos vancomicina. El metronidazol es mas
utilizado porque es mas econdémico y no permite que se desarrollen cepas de otras
bacterias gram positivas resistentes a vancomicina, sin que esto implique que sea
mejor terapia. En cuanto a la resistencia y los mecanismos de resistencia de C.
difficile al metronidazol son pocos los reportes a nivel mundial. Brazier et al. (2001)
reportd una cepa resistente entre 1.000 aislamientos en el Reino Unido (29).
Pelaez et al. en 1994, 2002 y 2008 reporté en Espafia tres estudios con cepas de
C. difficile resistentes al metronidazol con tasas de resistencia de 7,7%, 6,3% y
12% respectivamente (26, 49, 50). EI mecanismo por el cual se presenta esta
resistencia aun no esta claro. Se ha planteado la posibilidad que esta resistencia
sea por defectos en la captacion del metronidazol y a una reducida actividad de la
enzima nitroreductasa (26). En el presente estudio, no se esperaba encontrar
algun tipo de resistencia a este antibidtico y se encontr6 un buen rango de
sensibilidad (entre 0,064 — 2,0 ug/mL).

Con respecto a la vancomicina, sélo se ha reportado un caso de resistencia en
Polonia en 1991 utilizando un método de difusion en disco (51); sin embargo la
sensibilidad disminuida a la vancomicina ha sido descrita en varios estudios en los
cuales empleaban unos puntos de corte diferentes a los empleados en este
estudio: Pelaez et al. (2002) reporté en Espafia 13 aislamientos con altos niveles
de MIC para vancomicina (8-16 mg/L) (49), y Mutlu et al. (2007) en Escocia
reportd un aumento en el nimero de aislamientos de C. difficile con MIC de 4 mg/L
para vancomicina de 2,7% en el 2000 a 21,6% en el 2005 (52). Sin embargo no se
han reportado mas datos de resistencia al respecto, desconociendo el posible
mecanismo de resistencia o de disminucién de sensibilidad con respecto a este
glicopéptido. En el presente estudio las MIC obtenidas son <1 pg/mL, siendo el
punto de corte epidemiologico (ECOFFs) segun el EUCAST <2 pg/mL.

Este estudio presentd limitaciones desde el disefio metodoldgico, el cual sélo
permitié captar los pacientes que los médicos sospecharan de EACD y remitieran
la toxina al laboratorio, sin poder definir un caso de EACD o revisar activamente
las caracteristicas clinicas y demograficas que se pretendian evaluar.

Como aspectos a complementar en el estudio, es necesaria la realizacion de
técnicas de laboratorio que permitan la caracterizacion molecular de las cepas
aisladas, con el fin de establecer claramente su papel toxigénico y el ribotipo
circulante en el medio. También se ve la necesidad de realizar un ensayo de
neutralizacion de la citotoxina como prueba de referencia y compararla con las
técnicas diagnosticas que se encuentran en el medio.



CONCLUSIONES

En la presente investigacion, y como primer estudio de prevalencia de C. difficile
en Colombia, se encontré una baja frecuencia de EACD por toxina A&B y cultivo
anaerobio para C. difficile, en comparacion con los resultados obtenidos en otros
estudios a nivel mundial, e incluso al compararlo con las prevalencias de otros
paises de Latinoamérica.

La positividad de la toxina A&B o del cultivo anaerobio para C. difficile se encontro
relacionado con variables como: tratamiento durante la estancia hospitalaria con
metronidazol, glicopéptidos, quinolonas y fluoroquinolas y lincosamidas, y la
implementacion de enemas.

Otros factores predisponentes se encontraron con una significacion estadistica
menor al 0.1 y segun lo reportado en la literatura podrian ser determinantes para
el desarrollo de la EACD: tratamiento antibidtico durante la hospitalizacion con
cefalosporinas de cuarta generacion, implementaciéon de sonda nasogastrica y
colonoscopia.

Como se esperaba, todos los aislamientos de C. difficile evaluados fueron
sensibles al metronidazol y a la vancomicina; sin embargo es necesario continuar
evaluando la frecuencia de la enfermedad en Colombia y complementar con un
andlisis molecular que permita identificar los genes presentes en las cepas
aisladas y el ribotipo circulante.
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