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RESUMEN

Titulo: Concordancia entre una prueba de inmunoensayo enzimatico para la
deteccién de toxina Ay B (Mini VIDAS) y una prueba de amplificacion de
acidos nucléicos (Xpert C. difficile/EPI) para el diagnostico de enfermedad

asociada a Clostridium difficile (EACD) en un hospital de tercer nivel.

Introduccion: El C. difficile es la causa mas comun de diarrea asociada a
cuidados de la salud. El incremento en la incidencia de enfermedad asociada a
C. difficile, hace necesario que se realicen estudios que evalien y comparen los
diversos métodos de diagndstico actuales.

Objetivo: Determinar la concordancia entre el inmunoensayo enzimatico (Mini
VIDAS) y la prueba Xpert C. difficile/Epi en el diagnostico de la EACD.

Material y métodos: Disefo: Estudio observacional, comparativo y retrolectivo.

Poblacién de estudio: Se analizaron 91 muestras de heces diarréicas que se
recibieron de mayo a septiembre de 2012 en el laboratorio de microbiologia
clinica, a las cuales se les realizaron las pruebas de Mini VIDAS, cultivo y Xpert
C. difficile/Epi.

Metodologia: Se evalué la concordancia entre las pruebas mediante la
obtencion de un coeficiente kappa. Para el analisis inferencial se realiz6 un

modelo bivariado con de la prueba Chi? de Pearson para variables dicotémicas.
Resultados: El uso de carbapenémicos estuvo presente en el 35% (6/91) de los
pacientes que tuvieron EACD, (OR 0.021; IC 95% [0 —3.4]p =0.01). Se

encontré una concordancia esperada de 72.8% e indice Kappa de 0.74.

Conclusiones: Existe una buena concordancia entre la prueba Xpert C.

difficile/Epi y Mini VIDAS AB. Ademas de la diarrea, las dos principales
manifestaciones clinicas asociadas con positividad en las pruebas de
diagnostico de EACD que se evaluaron en este estudio, fueron la fiebre y el

dolor abdominal.



ABSTRACT
Title: Concordance between an enzyme immunoassay for Tcda and TcdB (Mini
VIDAS) and a nucleic acid amplification test (Xpert C. difficile/EPI) for the
diagnosis of Clostridium difficile associated disease (CDAD) in a third level
hospital.

Background: C. difficile is the most common cause of healthcare-associated

diarrhea. Because of the increased incidence of the CDAD, it is necessary to

have clinical trials that evaluate and compare the diagnostic test available.

Material and methods:

Objective: To determine the concordance between the enzyme immunoassay
Mini VIDAS AB and the test Xpert C. difficile/EPI for the diagnosis of CDAD.

Design: An observational, retrolective comparative study.

Study group: We analize 91 diarrheic samples that were received at the Clinical
Microbiology Lab between may to september 2012, we use Mini VIDAS, culture
and Xpert C. difficile/Epi.

Methods: We evaluated the concordance between the test with the kappa
coefficient. We used inferential statistics and Pearson's chi-squared test for the

dichotomous variables.

Results: Data of 91 patients were analyzed. The use of carbapenems was
35% for the patients positive to CDAD (OR 0.021; IC 95% [ 0 — 3.4] p = 0.01).
We found a Kappa coefficient of 0.74 between the Mini VIDAS AB and the
Xpert C. difficile/EPI test for the diagnosis of CDAD.

Conclusions:

There is a high level of concordance between the Mini VIDAS AB and the Xpert
C. difficile/EPI test for the diagnosis of CDAD. Besides the diarrhea, the two
main clinical manifestations related with positive test for the diagnosis of CDAD

were fever and abdominal pain.



CONCORDANCIA ENTRE UNA PRUEBA DE INMUNOENSAYO
ENZIMATICO PARA LA DETECCION DE TOXINA A Y B (MINI VIDAS) Y
UNA PRUEBA DE AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS (XPERT C.
DIFFICILE/EPI) PARA EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD ASOCIADA
A CLOSTRIDIUM DIFFICILE EN UN HOSPITAL DE TERCER NIVEL.

l. MARCO TEORICO

1. Antecedentes

El Clostridium difficile es la causa mas comun de la diarrea asociada a
cuidados de la salud. C. difficile ocasiona de 25-30% de los casos de diarrea
asociada al uso de antibidticos y la mayoria de los casos de colitis
pseudomembranosa 3. Con base en informes de hospitales canadienses
llevados a cabo entre 1997 y 2005, las tasas de incidencia varian de 3.8 a
9.5 casos por cada 10, 000 paciente-dias o0 3.4 a 8.4 casos por cada 1,000

admisiones hospitalarias *.

Los pacientes que presentan diarrea después de hospitalizacion de tres o
mas dias, deben ser evaluados para la deteccion de C. difficile, ya que dicho
microorganismo continla siendo una causa importante de morbilidad y

mortalidad.

La incidencia y gravedad de la infeccion por C. difficile se ha incrementado
en varias partes del mundo ' 2; por lo que es de importancia capital contar
con los estudios que permitan elegir las mejores pruebas para diagnosticar
de manera precisa y oportuna la enfermedad asociada a C. difficile (EACD).
Particularmente, no hay estudios que determinen la concordancia de Xpert
C. difficile/Epi con pruebas de inmunoensayo para la deteccién de toxinas A
y B (Mini VIDAS).



El C. difficile fue descrito en 1935 por Hall y O"toole como un agente normal
de la microbiota intestinal de recién nacidos sanos, quienes denominaron
inicialmente a la bacteria Bacillus difficilis por la dificultad para conseguir su
aislamiento. Sin embargo, es posible que los primeros reportes de C. difficile
como causante de enfermedad sean de 1893, cuando Finne y cols,
describieron el caso de una mujer joven con diarrea hemorragica y

pseudomembranas a nivel del colon.
2. Introduccion

El C. difficile es un bacilo grampositivo, anaerobio estricto, formador de
esporas que le permiten resistir a la desecacion, la accion de productos
quimicos y a temperaturas extremas en el agua, suelo y en ambientes
hospitalarios, en donde puede permanecer durante afios. La via de
transmision es fecal-oral, sin embargo, puede colonizar al personal de salud,
objetos médicos y superficies; las cuales son una fuente importante de

infeccion intrahospitalaria.

Bartlett et al. (1978) determinaron que C. difficile era el principal agente
causal de colitis pseudomembranosa en pacientes en tratamiento con

antibioticos.
3. Patogénesis

La forma de infectante del C. difficile es la forma esporulada, la cual ingresa
por via oral, atraviesa el sistema digestivo y se establece en el colon, donde
adopta su forma vegetativa. La bacteria se adhiere a la capa mucosa del
enterocito y la atraviesa con ayuda del flagelo, adhesinas y proteasas que

produce °.

Las esporas de C. difficile son ubicuas en el ambiente; y también se
encuentran en el colon del hospedero como parte de la flora normal. Sin

embargo, cuanto la microbiota intestinal se altera como consecuencia del
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empleo de antibidticos, las esporas de C. difficile pueden germinar, proliferar

y producir toxinas *°.

Dichas esporas de C. difficile requieren de la presencia de acido colico o sus
derivados (acido taurocélico) asi como de ciertos amino acidos (L-glicina 'y L-
histidina) para germinar **. Durante el paso de las esporas de C. difficile por
el intestino delgado, la germinacién de esporas es inhibida principalmente
por la presencia de elevadas cantidades de acido queno-desoxicélico, asi
como por el oxigeno que inhibe la proliferacién de las esporas que logran
germinar > %, Las esporas de C. difficile, pueden ser eliminadas en las

15y de esta manera,

heces, o permanecer adheridas al epitelio col6nico
resistir ataques del sistema inmune innatoy de la antibioticoterapia

especifica para C. difficile.

Es altamente probable que una vez suprimida la terapia especifica para C.
difficile, las esporas adheridas al epitelio colénico germinen provocando la
recurrencia del cuadro clinico. La evidencia actual indica que las esporas
de C. difficile son el agente de iniciacion y persistencia de las infecciones por
C. difficile.

4. Epidemiologia

Recientemente, se ha registrado un cambio significativo en la epidemiologia
de la enfermedad asociada a C. difficile. Se ha documentado un incremento
notable en la incidencia general de la enfermedad, asi como una mayor
gravedad en los casos. A este respecto, una evaluacion de los datos de
egreso de hospitales de Estados Unidos mostré que a partir del 2001, existié
un aumento repentino en la cantidad y la proporcién de los pacientes dados

de alta del hospital con enfermedad asociada a C. difficile °.

Por otro lado, las tasas de egreso de pacientes con EACD aumentaron entre
las personas mayores de 65 afios de edad y fueron 5 veces mas altas en

este grupo de edad que entre las personas de 45 a 64 afos de edad.
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A partir de la segunda mitad del 2002 y hasta el 2006, los brotes de
infecciones ocasionadas por C. difficile en los hospitales eran usualmente
MAs graves y recurrentes, y se apreciaron en hospitales de una gran parte
de Quebec, Canada "®. Estos brotes fueron asociados, al igual que los
brotes que aparecieron previamente en los Estados Unidos, con el uso de

fluoroquinolonas °.

Los agentes etioldgicos de los brotes tanto en Quebec como en por lo menos
ocho hospitales de seis estados de Estados Unidos fueron cepas casi
idénticas de C. difficile ®. Finalmente, se estableci6 que se trataba de una
cepa que se ha vuelto conocida de forma variada por su patron de analisis
de endonucleasas de restriccion, Bl; por su patron de electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE por sus siglas en inglés), NAP1 (es decir PFGE tipo 1
de Norteamérica); o por su designacion ribotipo PCR, 027; ahora se la
designa comunmente “NAP1/B1/027”.

Esta cepa representé del 67% al 82% de las cepas aisladas en Quebec °; lo
cual implica que puede ser transmitida mas eficazmente que las otras cepas.
También posee, ademéas de cddigos de genes para toxinas A y B, una

codificacion de gen para la toxina binaria.

Al reconocer al C. difficile como un patégeno importante para la salud, con
alto potencial epidémico, se han desarrollado herramientas diagndsticas y de
estudio que han permitido conocer a fondo la fisiopatologia de la
enfermedad, factores de riesgo asociados, prevalencias, resistencia

bacteriana y medidas adecuadas de promocion y prevencion.

Debido a la magnitud de la importancia de las EACD, en 2010 se publicé la
actualizacion de las guias de préctica clinica para el manejo de los pacientes
con infeccion por C. difficile por parte de la Society for Health care
Epidemiology of America (SHEA) y la Infectious Diseases Society of America
(IDSA) °.
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5. Factores de riesgo

La edad avanzada es uno de los factores de riesgo mas importantes para la
EACD, tal como lo muestra el aumento en la tasa ajustada para la edad

entre personas mayores de 64 afios de edad %,

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo de la EACD es la
exposicion a agentes antimicrobianos. Practicamente todos los antibioticos

han sido asociados con la EACD a traves del tiempo.

El riesgo relativo del tratamiento con un agente antimicrobiano dado y su
asociacion con la CDI depende de la prevalencia local de las cepas que son

altamente resistentes a ese agente antimicrobiano en particular %.

Por otro lado, la administracibn de agentes antimicrobianos aumenta el
riesgo de EACD debido a que disminuye la flora intestinal normal. La
exposicion prolongada a los antimicrobianos, la exposicion a multiples
antimicrobianos, en comparacién con la exposicibn a un solo agente,
aumentan el riesgo de EACD sin embargo, incluso una exposicibn muy
limitada, como la profilaxis perioperatoria con una sola dosis, aumenta el
riesgo de un paciente de colonizacion por C. difficile y la enfermedad

sintomaética & 2.

La duracion de la hospitalizacion es un factor de riesgo plausible para la
aparicion de la EACD, debido a que entre mayor sea el numero de dias de
estancia intrahospitalaria, se incrementaran las posibilidades de exposicion

a otros pacientes con C. difficile *®.

En pacientes oncoldgicos, la quimioterapia y la presencia de
inmunosupresion en general es otro factor de riesgo para la EACD. A este
respecto, algunos estudios recientes han documentado un incremento
importante en los casos de diarrea asociada a C. difficile entre los pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana en Estados Unidos,

lo anterior posiblemente relacionado con el estado de inmunosupresion
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subyacente, asi como a una mayor exposicidon a agentes antimicrobianos,
exposicion a entornos de cuidado de la salud o la combinacion de estos

factores *°.

Otros factores de riesgo para padecer EACD incluyen: la cirugia
gastrointestinal o la manipulacion del tracto gastrointestinal, incluyendo la

alimentacion enteral o nasogastrica 2’
6. Manifestaciones clinicas

Los individuos que padecen la EACD pueden desarrollar cualquiera de los

siguientes cuadros clinicos:
a. Diarrea por C. difficile.

Es la presentacion mas comun de la EACD, se caracteriza por la presencia
de diarrea acuosa leve a moderada, usualmente no sanguinolenta y
ocasionalmente acompafiada por dolor abdominal tipo célico. Los sintomas
comienzan durante o poco tiempo después de la administracion de

antibioticos.

Las toxinas del C. difficile pueden detectarse en las muestras fecales aun
cuando los estudios endoscépicos no muestren alteraciones relevantes 3.
Aunque C. difficile puede estar presente en las heces en un 3% de adultos

sanos es el agente causal del 10-25% de las diarreas por antibigticos.
b. Colitis simple.

La colitis se define como un proceso inflamatorio del colon que puede ser
causado por diferentes etiologias: isquémica, infecciosa, ulcerativa, entre
otras. Las manifestaciones clinicas incluyen diarrea abundante, de 3 0 mas
deposiciones diarias, liquida, con moco y sangre, acompafada de dolor
abdominal. El cuadro es generalmente autolimitado, y el manejo consiste en

hidratacion y la suspension de la terapia antimicrobiana 2%

14



c. Colitis pseudomembranosa.

Causada por C. difficile se caracteriza por lesiones con eritema, edema,
pérdida del patrén vascular, sangrado y placas amarillentas elevadas de 2 a
10 mm. En el estudio de Martin-Alva et al. (2007), sobre la asociacion de la
toxina A de C. difficile y el dafio histopatoldgico causado en los pacientes, se
clasificaron los resultados de las biopsias coldnicas y se dividen en 3 tipos

de lesiones:

-Tipo I: se pueden apreciar acumulaciones focales de polimorfonucleares
con areas de necrosis epitelial focalizada y exudacion de fibrina y neutrofilos

en la luz colénica.

-Tipo Il: presenta un exudado mas prominente que se origina en un area de

ulceracién epitelial, manteniéndose intacta la mucosa circundante.

-Tipo Ill: consiste en la necrosis epitelial difusa (no focal, como sucedia en
los tipos anteriores), cubierta por una pseudomembrana formada por

polimorfonucleares, fibrina y detritus celulares *.
d. Colitis fulminante

Constituye la manifestacion mas grave y altamente letal de la enfermedad,;
aparece aproximadamente en el 3% de los pacientes infectados con C.
difficile. Se caracteriza, ademas de lo descrito en la colitis
pseudomembranosa, por presentar una alteracion del estado general del
individuo, acompafado por letargo, fiebre, leucocitosis, acidosis lactica,
taquicardia, dolor abdominal, ileo, megacolon téxico, entre otras

manifestaciones, hasta llegar a la colectomia e incluso la muerte %%,

Respecto a la recurrencia de la enfermedad; aproximadamente entre un 15-
45% de los pacientes tratados de EACD sufren recaidas en un periodo de 2

meses.
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7. Diagnéstico

El diagndstico de la enfermedad asociada con C. difficile; se establece por la
combinacion de la sospecha clinica (presencia de sintomas y factores
predisponentes) y la confirmacién mediante estudios de laboratorio 3.

En la actualidad, existe una amplia variedad de métodos diagndsticos para la
EACD, de los cuales se han informado sensibilidad y especificidad variables.
Algunos se basan en la deteccion de una o varias toxinas del C. difficile en
las muestras de heces mediante ELISA. Mientras que otras se basan en la
amplificacion de &cidos nucléicos para detectar la presencia de C. difficile.
Algunas otras de las pruebas como son el cultivo de C. difficile, y el ensayo
de citotoxicidad, tienen metodologias complejas y no se encuentran
disponibles en la mayoria de los hospitales. Las pruebas diagnésticas
disponibles en la actualidad pueden ser utilizadas, solas o en combinacién
dependiendo de la sensibilidad y especificidad empleando diferentes

algoritmos diagnosticos.

Sin embargo, lo mas importante para poder diagnosticar las EACD de forma
eficiente es que haya un adecuado andlisis clinico en conjunto con el
diagnéstico de laboratorio de C. difficile puesto que no todos los pacientes

portadores de cepas toxigénicas de C. difficile presentan sintomas *2.

A continuacion, se describen brevemente los principales métodos que se

emplean para el diagndstico de infeccion por C. difficile.
a. Cultivo celular

El ensayo de neutralizacion de citotoxina es la prueba de referencia para la
identificacion de la toxina B en materia fecal, por ejemplo; en mas del 90%
de los pacientes con colitis pseudomembranosa, se puede identificar el
efecto citopatico que la toxina produce sobre tejido humano in vitro. La
técnica posee una sensibilidad y una especificidad de casi el 100%. Entre

sus limitaciones, encontramos su costo elevado, el tiempo para la entrega de
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los resultados (2-3 dias), la escasez de centros especializados en la técnica
y que no existe relacion entre la presencia de la toxina y la gravedad de la

enfermedad 2% %2,
b. Cultivo anaerobio

Permite el crecimiento de cepas morfolégicamente compatibles con la
bacteria; se utilizan medios selectivos y diferenciales incubados en
anaerobiosis, el medio méas ampliamente utilizado es el agar cicloserina-

cefoxitina-fructosa 3.

Esta técnica permite el aislamiento de la bacteria para su manipulacion
posterior para realizar la identificacion de la especie, y pruebas de
susceptibilidad, ribotipificacion y analisis de tipificacion molecular en el caso
de sospecha de un brote. Por ejemplo, la identificacion confirmatoria se
puede realizar mediante las pruebas de indol negativo, L-prolina-

aminopeptidasa positiva y métodos comerciales (tarjetas vitek 2 Biomerioux).

Sin embargo, esta técnica puede ser ineficaz para fines diagnésticos debido
la dificultad para que este tipo de bacterias crezcan, desarrollo de cepas no

toxigénicas o que no expresen la toxina in vitro %°.

También se han utilizado otros medios de cultivo para el aislamiento de C.
difficile: agar cicloserina manitol, agar sangre manitol cicloserina, agar

cefoxitina cicloserina con suplementos de sangre, entre otros.

Mundy et. al., (1995), compararon el agar cicloserina-cefoxitina-fructosa con
el agar sangre manitol cicloserina, y éste ultimo presentd menos inhibicion
de la flora normal presente en la materia fecal, siendo el agar cicloserina-

cefoxitina fructosa el mas indicado para el aislamiento de C. difficile %°.
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c. Deteccion mediante pruebas para detecciéon del antigeno comuan
de C. difficile (GDH). Esta deteccion no la incluyas pues no es

motivo de tu trabajo

La prueba inicial desarrollada para detectar GDH fue una prueba de
aglutinacion por latex. Tenia una sensibilidad del 58% al 68% y una
especificidad del 94% al 98% 2° *’. El GDH es una proteina presente en
todos los aislados de C. difficile pero no informa si produce toxinas. Se ha
considerado su uso como una prueba de escrutinio para posteriormente
realizar una prueba que demuestre que la bacteria detectada produce

toxinas.
d. Inmunoensayo enzimatico

Los inmunoensayos enzimaticos (ELISA) son altamente especificos, de bajo
costo, convenientes, rapidos y, por lo tanto, ampliamente empleados para
detectar la toxina B (con o sin toxina A). Desafortunadamente, los ELISA de
toxinas poseen una menor sensibilidad que los ensayos de neutralizacion de
toxina *, hasta el punto que los ensayos de ELISA pueden no detectar mas
de la mitad de los casos de infeccién por C. difficile *°. Su uso provocaria la
incapacidad del laboratorio clinico para detectar aproximadamente 50% de
las cepas toxinogénicas de C. difficile, constituyéndose en un riesgo para el

paciente.

La sensibilidad y especificidad que se han reportado para este tipo de

estudios, tienen amplias variaciones, que van de 40% a 100% °% % 62

e. VIDAS CDAB

Este método diagndstico se fundamenta en un sistema automatico de
inmunodeteccion rapida de patdégenos basado en la técnica ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay), una técnica ELISA ligada a fluorescencia) y en

técnicas de inmunoconcentracion.
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La metodologia ELFA es una técnica ELISA en "sandwich" de alta
sensibilidad y especificidad para la deteccion de antigenos, con lectura final
de fluorescencia, proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra. Los anticuerpos estan fijados en el interior de la fase solida de la

reaccion, que consiste en un cono, el cual actia también como pipeta.

Los reactivos, listos para su empleo, estan colocados en un cartucho
identificado por cddigo de barras que es automaticamente reconocido por el
equipo. Una vez depositada la muestra en el pocillo destinado para tal
efecto en el cartucho, el sistema VIDAS comienza el analisis, realizando las
reacciones, lavados, incubaciones, etc., necesarios hasta la lectura y

emision de los resultados °.

En 2009, Shin et al, publicaron un estudio en el que compararon VIDAS
CDAB y CDA para la deteccion de C. difficile en un area tcdA- tcdB+
prevalente. Ellos encontraron que la sensibilidad de VIDAS CDAB fue mayor
que la de VIDAS CDA (65.3% vs. 29.8% respectivamente).

f. Xpert Clostridium difficile/Epi (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA)

La prueba de Xpert Clostridium difficile/Epi (CD) es un estudio de PCR que
usa primers dirigidos al gen tcdB, genes de toxinas binarias (cdtA y cdiB) y
delecién de un nucleétido en la posicion 117 del gen tcdC; como resultado,
Xpert Clostridium difficile/Epi puede detectar cepas toxigénicas de C. difficile
y diferenciar a C. difficile 027/NAP1/B1 °.

En un estudio reciente, en donde se comparé el sistema Xpert Clostridium
difficile/Epi con el cultivo toxigénico, se determind que la sensibilidad,
especificidad y los valores predictivo positivo y negativo fueron: 100%,
94.6%, 83.1% y 100%, respectivamente, para la prueba Xpert Clostridium
difficile/Epi y para la prueba VIDAS CDAB fueron 40.8%, 98.0%, 100% y

88.9% respectivamente.
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Como parte de las conclusiones, se determin6é que una de las ventajas mas

significativas del Xpert C. difficile/Epi radica en su rapidez y simplicidad 2.

De manera breve, las instrucciones del fabricante consisten en insertar un
hisopo en un contenedor con una muestra de heces diarréicas, la muestra se
agita durante 10 segundos y todo el liquido es transferido a un cartucho que

posteriormente se lee en el sistema GeneXpert >,

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Clostridium difficile es el microorganismo responsable de la mayoria de los
casos de diarrea infecciosa y de colitis pseudomembranosa asociada con el
empleo de antibidticos; la incidencia y gravedad de las infecciones
ocasionadas por C. difficile se ha incrementado de manera significativa en

los Gltimos afios *°.

Los cultivos toxigénicos y estudios de neutralizacion de citotoxina se
consideran el estdndar de referencia para la deteccion de C. difficile
toxigénico, pero la combinacion de cultivos anaerobios y deteccion de

produccion de toxina A y B toma al menos 48 horas en completarse.

El diagndstico clinico es complejo, debido entre otras cosas, a que las dos
Unicas variables de sospecha de una enfermedad asociada a C. difficile, que
son la diarrea y el antecedente del uso reciente de antibidticos, tienen una

especificidad <45% y un bajo valor predictivo positivo (18%).

A pesar de las multiples pruebas diagnosticas disponibles, no existe acuerdo

absoluto con respecto al estudio de mayor rendimiento >°.
.  JUSTIFICACION

Durante muchos afos, el diagnostico de las infecciones ocasionadas por C.

difficile  se realiz0 principalmente mediante la deteccion de toxinas de C.
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difficile por inmunoensayo enzimatico, aunque actualmente se sabe que este

tipo de estudios carecen de buena sensibilidad *°.

Dada la importancia creciente de la enfermedad asociada a C. difficile, se
han desarrollado diversos ensayos moleculares para la deteccion de C.

difficile, los cuales estan disponibles comercialmente.

En particular, respecto a la prueba Xpert C. difficile/Epi, son escasos los
estudios que comparan este método con otros métodos de diagnostico,
asimismo; no hay estudios que determinen la concordancia de Xpert C.
difficile/Epi con las pruebas de inmunoensayo para la deteccion de toxinas A
y B. Por otra parte, los factores asociados con pruebas discordantes han

sido poco estudiados.

A nivel institucional, es relevante conocer el apego a las indicaciones para
solicitar pruebas para la deteccidon de toxinas A y B, con base en la

sospecha clinica adecuada.

Debido a que el rendimiento diagnostico de las pruebas puede presentar
variaciones de acuerdo con la epidemiologia local, y la prevalencia de cepas
productoras de toxina A o B, es conveniente analizar el rendimiento de las
pruebas disponibles en nuestra institucion, como son Xpert C. difficile/Epi y

el inmunoensayo enzimatico para la deteccion de toxina A 'y B (Mini VIDAS).

IV. HIPOTESIS

Existe una concordancia moderada entre el inmunoensayo enzimatico y la
prueba de Xpert C. difficile/Epi para la deteccion de toxinas Ay B de C.
difficile.
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la concordancia entre el inmunoensayo enzimatico para la
deteccion de toxinas A y B (Mini VIDAS) y la amplificacion de &cidos
nucléicos (Xpert C. difficile/Epi) en diagnéstico de la EACD.

VI. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Describir los factores asociados con la EACD en los pacientes cuyas
muestras fueron sometidas a cultivo, inmunoensayo enzimatico para
la deteccion de toxina A 'y B (Mini VIDAS) y la amplificacion de acidos
nucléicos (Xpert C. difficile/Epi).

2. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes que padecieron
diarrea nosocomial a quienes se les solicitd una prueba para
deteccion de toxinas de C. difficile.

3. Describir el apego a las indicaciones para solicitar una prueba para la
deteccién de toxinas de C. difficile durante el periodo de mayo a
septiembre de 2012.

4. Identificar las caracteristicas clinicas de los pacientes en los cuales se

obtuvo un cultivo positivo para C. difficile.

VIl.  METODOLOGIA

1. Disefo del estudio.
Se realizé un estudio observacional, comparativo y retrolectivo.

En este estudio se determind la concordancia entre una prueba de
inmunoensayo enzimatico para la deteccidén de toxina A y B (Mini VIDAS) y

una prueba de amplificacion de acidos nucléicos (Xpert C. difficile/Epi).
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2. Poblacion de estudio.

Se analizaron 101 muestras de heces diarréicas que se recibieron en el
periodo de mayo a septiembre de 2012 en el laboratorio de microbiologia
clinica, a las cuales se les realizaron las pruebas de Mini VIDAS, cultivo y
Xpert C. difficile/Epi.

3. Criterios de inclusiéon

a. Todos los pacientes de quienes se enviaron muestras de heces
diarréicas al laboratorio de microbiologia clinica para deteccion de

toxina de C. difficile en el periodo de mayo a septiembre de 2012.

4. Criterios de exclusiéon

a. No se consideraron los pacientes cuyas muestras de heces no fueron

diarréicas.

5. Criterios de eliminacioén

a. Pacientes sin expediente clinico disponible.

b. Se eliminaron las muestras repetidas de los pacientes durante el

periodo de estudio, so6lo se considero la primera muestra.
6. Analisis estadistico

a. La variable principal fue el valor de kappa que se obtuvo entre ambas

pruebas de diagnadstico.

b. Se obtuvieron los datos demograficos, clinicos y de respuesta al

tratamiento indicado en los expedientes de los pacientes incluidos
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c. Se evaluaron en base a los datos obtenidos en el expediente clinico,
qué porcentaje de los casos en los que se solicito la deteccion de toxinas de

C. difficile cumplian con la definicién de caso.
7. Estrategia de analisis estadistico

Se empleo estadistica descriptiva para las variables clinicas y demograficas
de los enfermos, en el caso de las variables continuas se empled la media y
la desviacion de estandar o mediana e intervalos intercuartilares
dependiendo de la distribucién de las variables, en el caso de las variables

categoricas o dicotomicas, se describieron como frecuencia y porcentajes.

Se evalud la concordancia entre las pruebas mediante la obtencién de un

coeficiente kappa y se calcularon los intervalos de confianza 95%.

Para el analisis inferencial se realiz6 un modelo bivariado por medio de la

prueba de Chi® de Pearson para las variables dicotémicas.

El programa de analisis estadistico que se utilizo fue el STATA® 11.2.
8. Metodologia de laboratorio

a. Mini VIDAS.

1. Las muestras de heces se conservaron a 2-8 °C hasta por 3 dias. 2. Las
heces liquidas se homogeneizaron con ayuda de la pipeta de transferencia
por aspiracion/expulsion. Se tomaron 200 ul de heces liquidas en un
microtubo, se afiadieron 1000 ul de diluyente de muestra, se centrifugo 5

minutos entre 2 y 25 °C al menos a 12000 xg.

1. Se utilizé un cartucho “CDAB” y un cono “CDAB” del kit para cada
muestra, control o calibrador a analizar.

2. La prueba se identificd por el cédigo “CDAB” en el instrumento. Se
identifico el calibrador como “S1”, y se realiz6 el ensayo por duplicado.

En caso de que resultara necesario procesar los controles positivos,
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de identificaron por “C1” y “C3”. Si se proceso el control negativo, se
identifico por C2.

3. Para esta prueba, el volumen de sobrenadante, control y calibrador
fue de 300 pl.

4. Se colocaron en el sistema los conos “CDAB” y cartuchos “CDAB”. Se
verifico la concordancia de las etiquetas de color y el cédigo de la
prueba entre los conos y los cartuchos.

5. Se inici6 el analisis segun el Manual de Utilizacién VIDAS. Todas las
etapas fueron realizadas automaticamente por el sistema.

6. Los resultados se obtuvieron en aproximadamente 75 minutos.
Interpretacion de los resultados.

El aparato realiz6 dos medidas de fluorescencia en el pocillo 6ptico por cada
muestra analizada. Se calcul6 el RFV (Valor de Fluorescencia Relativa) al
restar la lectura del ruido de fondo del resultado final. Este calculo aparecio

en la hoja de resultados del equipo en forma automatizada.
b. Xpert C. difficile/Epi.
Recoleccion y transporte de muestras

1. Se recolecté la muestra de heces diarréicas en un recipiente estéril. Se
siguieron las instrucciones del Laboratorio de Microbiologia Clinica para la

recoleccion de las muestras destinadas a la prueba de C. difficile.

2. Se etiquetd la muestra con los datos de identificacion (nombre y registro
de los pacientes) y se envio al laboratorio para realizar la prueba.

Procedimiento
Para afadir la muestra y los reactivos al cartucho (Xpert C. difficile):

1. Se extrajo el cartucho y los reactivos del envase.
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2. Se introdujo brevemente un hisopo en la muestra de heces. No fue

necesario que el hisopo quedara impregnado por completo.
3. Se inserto el hisopo en el tubo que contenia el reactivo de la muestra.

4. Se sujeto el hisopo por el palillo cerca del borde del tubo, se subi6 el
hisopo para que quedara a unos milimetros del fondo del tubo y se oprimio
el palillo contra el borde del tubo para romperlo. Se aseguré que el hisopo
fuera lo suficientemente corta para poder cerrar completamente el tubo con

el tapon.
5. Se cerr0 la tapa y se agitd a alta velocidad durante 10 segundos.

6. Se abrio la tapa del cartucho. Se utiliz6 una pipeta de transferencia limpia
y se transfiridé todo el contenido del tubo al compartimento “S” del cartucho
de Xpert C. difficile.

7. Se afadi6 el reactivo 1 al compartimento 1 del cartucho. Se apretd la

ampolleta hasta vaciar todo el contenido en el cartucho.

8. Se afadio el reactivo 2 al compartimento 2 del cartucho. Se apreté la
ampolleta hasta vaciar todo el contenido en el cartucho.

9. Se cerr0 la tapa del cartucho.
Inicio de la prueba
1. Se encendi6 el equipo y el instrumento GeneXpert DX.

2. En el escritorio de Windows®, dio doble clic en el icono de acceso directo

a GeneXpert Dx.

3. Se inicid una sesion en el software del sistema GeneXpert Dx con el

nombre de usuario y contrasena.
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4. En la ventana del sistema GeneXpert Dx, se dio clic en Create Test (Crear
prueba). Aparecio el cuadro de dialogo Scan Cartridge Barcode (Escanear

cadigo de barras de cartucho).

5. Se escaneo el codigo de barras del cartucho de Xpert C. difficile. Aparecio
la ventana Create Test (Crear prueba). Utilizando la informacion del cédigo
de barras, el software rellen6 automaticamente los cuadros de los siguientes
campos: Select Assay (Seleccionar ensayo), Reagent Lot ID (Id. de lote de
reactivos), Cartridge SN (N° de serie del cartucho) y Expiration Date (Fecha
de caducidad).

6. En el cuadro Sample ID (ld. de muestra), se escribi6 la identificacion de la
muestra. El Id. de muestra esta asociada a los resultados de la prueba y se
muestra en la ventana View Results (Ver resultados) y en todos los informes.

7. Se dio clic en Start Test (Iniciar prueba). En el cuadro de didlogo que

aparecio, se escribio la contrasefa.

8. Se abrié la puerta del médulo del instrumento mientras la luz estuvo

parpadeando en verde y se cargd el cartucho.

9. Se cerrd la puerta. La prueba se inicio y la luz verde dejé de parpadear.

Una vez finalizada la prueba, la luz se apagbé.

10. Se espero hasta que el sistema desbloqued la puerta para abrir la puerta
del médulo y se retiré el cartucho.

11. Los cartuchos usados se desecharon en los contenedores de residuos
de muestras apropiados, de acuerdo con las practicas normalizadas del
INCMNSZ.

Interpretacion de los resultados: el sistema GeneXpert Dx interpola los
resultados a partir de las sefiales de fluorescencia medidas y los algoritmos
de calculo integrados, y la muestra en la ventana View Results (Ver

resultados). Los resultados posibles son: Toxigenic C. diff POSITIVE (C. diff
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toxigena POSITIVO) 027-NAP1-Bl PRESUMPTIVE NEG (027-NAP1-BI
PROBABLE NEG) Se detectan secuencias de ADN blanco de C. difficile
productora de toxina.

« C. difficile productora de toxina: el blanco de C. difficile productora de toxina
(toxina B o toxina B mas toxina binaria, o bien mas tcdC con delecién del
nucleotido 117). «

Toxigenic C. diff POSITIVE (C. diff toxigena POSITIVO) 027-NAP1-BI
PRESUMPTIVE POS (027-NAP1-BlI PROBABLE POS). Se detectan
secuencias del ADN blanco, probablemente correspondientes a 027/NAP/B1,

de C. difficile productora de toxina.

« C. difficile productora de toxina, probable 027/NAP1/Bl: los blancos
(probablemente correspondientes a 027/NAP/BI) de C. difficile productora de
todos los tipos de toxina (toxina B, toxina binaria y tcdC con delecion en el
nucleotido 117).

* Probe Check — PASS (Comprobacién de sonda APTA): todos los
resultados de la comprobacion de sonda son aptos.

Toxigenic C. diff NEGATIVE (C. diff toxigénica NEGATIVO)
027-NAP1-Bl PRESUMPTIVE NEG (027-NAP1-Bl PROBABLE NEG)
No se detectan secuencias de ADN blanco (toxina B) de C. difficile.

NEGATIVO: no se detectan secuencias de ADN (toxina B) de C. difficile
productora de toxina, ni se detectan otras secuencias blanco de ADN de C.
diff toxigena (toxina binaria y tcdC con delecién nt 117). El CPM cumple los
criterios de aceptacion. No se detectan secuencias de ADN (toxina B) de C.
difficile productora de toxina, ni se detectan otras secuencias de ADN blanco
de C. difficile toxigena (toxina binaria y/o tcdC con delecion del nucleotido
117).
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* NEGATIVO: no se detectan secuencias de ADN blanco de C. difficile

toxigena.

* Probe Check — PASS (Comprobacién de sonda APTA): todos los
resultados de la comprobacion de sonda son aptos.

RESULTADO NO VALIDO

No se puede detectar la presencia o ausencia de secuencias de ADN blanco
de C. difficile.

9. Definiciones Operacionales

a. Sospecha de infeccion ocasionada por C. difficile. Diagnéstico clinico
de diarrea nosocomial asociada con C. difficile, definida por un caso con un
cuadro caracterizado por 3 0 mas evacuaciones disminuidas en consistencia
con duracion de al menos 24 horas, que no estaba presente en el momento
de la admision hospitalaria y que aparece después de 3 dias de la
hospitalizacion, en pacientes con uso previo de antibiéticos y que responde

al tratamiento con metronidazol y/o vancomicina.

b. Diagndstico de infeccion por C. difficile. Definido por la positividad de
una o mas de las tres pruebas de diagndstico realizadas en este estudio
(Mini VIDAS AB, cultivo y Xpert C. difficile/Epi).

VIIl. RESULTADOS

1. Poblaciéon estudiada

Inicialmente, se incluyeron 101 muestras de heces diarréicas al laboratorio
de microbiologia clinica para deteccién de toxina de C. difficile por tres
meétodos (Mini Vidas, cultivo y Xpert C. difficile/Epi) en el periodo de mayo a

septiembre de 2012. Posteriormente, se eliminaron seis muestras que
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estaban repetidas y cuatro mas porque no se localizaron los expedientes de
los pacientes. Finalmente en el analisis del estudio se consideraron 91

muestras una por paciente. Fig. 1
2. Caracteristicas socio-demograficas de la poblacion

Se encontré que 52.7% (48/91) de los sujetos estudiados son mujeres, la
mediana de edad fue de 43 afos (IIC 30-61). El 31% de los pacientes se
dedica al hogar y 20% son desempleados. Respecto al estado de residencia
de los pacientes, la mayoria son originarios del Distrito Federal (51%) y 16%

son del Estado de México. Cuadro 1

3. Comorbilidades de la poblacion y factores de riesgo conocidos
para enfermedad por Clostridium difficile

Las comorbilidades de la poblacion estudiada fueron: diabetes mellitus
17.5% (16/91), hipertension arterial sistémica 20.8% (19/91), enfermedades
reumatolégicas 13.1% (12/91), insuficiencia renal cronica 10.9% (10/91),
neoplasias hematoldgicas, 16.4% (15/91) infeccion por VIH/SIDA, 6.5%
(6/91) y enfermedad inflamatoria intestinal y diarrea cronica 9.8% (9/91).
Cuadro 2.

Respecto a los factores de riesgo conocidos para infeccion ocasionada por

C. difficile, se encontraron los siguientes en la poblacién estudiada:

El 9.52% (2/91) de los pacientes con diagnéstico de EACD, tuvieron el
antecedente de uso de antibiéticos previo a la hospitalizacién en la que se
diagnostic6 infeccién por C. difficile (OR 0.50; IC 95% [0.05—-2.63]p =
0.39).

En relacion con cada grupo de antibidticos, se encontré que el uso de
carbapenémicos estuvo presente en el 35% (6/91) de los pacientes que
tuvieron diagnéstico de EACD, (OR 0.021; IC 95% [ 0 — 3.4] p = 0.01).
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También se realizé un analisis con base en si los pacientes habian recibido
antibioticos antes o durante la hospitalizacion para determinar su relacion
con la positividad de alguna de las tres pruebas diagndésticas y se encontré lo
siguiente: El 17.19% (11/64) de los pacientes que recibieron antibiéticos en
algin momento, tuvieron cultivo positivo (OR 2.59; IC 95% [0.50 —
25.60] p = 0.22). Cuadro 3

Por otra parte, se encontr6 que un 25% (16/64) de los pacientes con
antibioticoterapia, tuvieron una prueba de Xpert C. difficile/Epi positiva (OR
4.16; IC 95% [ 0.85 — 39.73] p = 0.054).

4. Manifestaciones clinicas de la poblacién estudiada

El 100% de los pacientes incluidos en este estudio tuvieron evacuaciones
diarréicas, asimismo, se encontré que el 51.6% (47/91) de ellos, presentaron
fiebre, mientras que el 40.6% (37/91) de los pacientes tuvieron dolor
abdominal y el 21.9% (20/91) de los pacientes presentaron heces con

sangre.

5. Factores asociados a enfermedad por Clostridium difficile con

positividad de las pruebas diagndsticas.

Como parte de los resultados relevantes de este estudio se encontr6é que el
31.2% (5/16) de los pacientes con Diabetes mellitus, tuvieron diagnéstico de
infeccion por C. difficile (OR 3.33; 95% IC [ 0.72 — 13.62] p = 0.052).

Por otro lado, la presencia de fiebre estuvo presente en 23.4% (11/47) de los
pacientes con diagnostico de infeccién por C. difficile (p=0.028, 95% IC
[ 0.98 — 24.75]). Cuadros 3y 8

El 29.73% (11/37) de los pacientes con dolor abdominal tuvieron diagnéstico
de infeccién por C. difficile (OR 4.17; IC 95% [ 1.66 — 42.64] p = 0.002).
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6. Resultados de las tres pruebas diagndsticas Mini VIDAS AB,
cultivo y Xpert C. difficile/Epi en relacién con la sospecha

diagndstica.

Se determind que un 11.11% (2/18) de los pacientes con sospecha clinica de
EACD, presentaron una prueba de Xpert C. difficile/Epi positiva (OR 0.34; IC
95% [ 0.025 — 1.16] p=0.054). También se encontré que un 25% (3/12) de los
pacientes con sospecha de EACD, tuvieron una prueba de Mini VIDAS AB
positiva, pero no fue significativo (OR 0.70; IC 95% [ 0.025 — 1.16] p = 0.62).

Finalmente, se determiné que el cultivo fue positivo en 15.38% (2/13) de los
pacientes que tenian sospecha de EACD, pero sin significancia estadistica
(IC 95% [ 0.03 — 1.98] p = 0.22).

7. Concordancia entre las pruebas Mini VIDAS AB y Xpert C.
difficile/Epi.

Se calcul6é el indice Kappa para determinar la concordancia entre las
pruebas diagnésticas Mini VIDAS AB y Xpert C. difficile/Epi y se encontro lo
siguiente: concordancia de 93.1%, concordancia esperada de 72.8% e indice
Kappa de 0.74. Cuadro 4

8. Resultados de las pruebas diagnosticas Mini VIDAS AB, cultivo y
Xpert C. difficile/Epi en relacion con el diagnéstico de EACD y su

asociacién con comorbilidades y cuadro clinico.

Respecto a las comorbilidades, no hubo significancia estadistica para la
positividad de alguna de las tres pruebas, los detalles pueden consultarse en

los Cuadros 5, 7y 9.

En cuanto a las manifestaciones clinicas adicionales a la diarrea por si
misma; se encontré lo siguiente: la fiebre estuvo presente en el 31.9%
(15/18) de los pacientes con una prueba de Xpert C. difficile/Epi positiva, con
diferencia estadisticamente significativa (OR 6.4; IC 95% [ 1.58 — 36.75] p =
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0.0027), en el caso de Mini Vidas AB, el 20.4% de los pacientes tuvieron la
prueba positiva, en donde hubo también significancia estadistica (OR 3.4; IC
95% [ 0.76 — 20.94] p = 0.06) y el 21.2% (10/13) de los pacientes con fiebre,
tuvieron cultivo positivo (OR 3.69; IC 95% [ 0.85 — 22.17] p = 0.04). Cuadro
10.

Por otra parte, 31.9% de los pacientes con prueba de Xpert C. difficile/Epi
positiva, tuvieron dolor abdominal (OR 5.3; IC 95% [ 0.10 — 2.76] p = 0.0023);
y 29.7% de los pacientes con cultivo positivo también presentaron dolor
abdominal (OR 11; IC 95%] 2.11 — 106.44] p = 0.005). Cuadro X

9. Comparacion de los resultados de las pruebas diagndésticas Mini
VIDAS AB, cultivo y Xpert C. difficile/Epi.

Nueve de las muestras de heces fueron positivas para C. difficile mediante
los tres métodos de diagnéstico estudiados (9.8%). Para Xpert C.
difficile/Epi, 19.7% (18/91) de las muestras fueron positivas, mientras que
para Mini VIDAS AB, fueron positivas el 13.1% (12/91) de las muestras y

mediante cultivo, fueron positivas 14.2% (13/91) de las muestras.
10. Hallazgo de la cepa NAP1/BI1/027.

Mediante el uso de la prueba Xpert C. difficile/Epi, se documentd un caso de
infeccién por la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile.

IX. DISCUSION

Los datos de este estudio indican que existe una buena concordancia entre
el inmunoenzimético para la deteccién de toxinas A y B y el ensayo de
amplificacion de acidos nucléicos en la plataforma Xpert C. difficile en
muestras de heces de pacientes con sospecha de EACD. Sin embargo, el
Xpert C. difficile detectd XX mas casos que el Mini VIDAS AB, lo anterior va
de acuerdo a lo reportado en la literatura en donde la sensibilidad de las

PCR es superior a la del inmunoensayo .
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Sin embargo es posible que los resultados de este estudio no sean del todo
generalizables debido a la poblacion de pacientes que acuden a recibir
atencion en el INCMNSZ. Lo anterior debido que en la muestra de pacientes
que se analizdé, un porcentaje importante correspondieron a pacientes con
comorbilidades como son neoplasias hematologicas y VIH, padecimientos

gue han sido descritos con mayor incidencia de EACD.

Se encontrd una asociacion entre el uso de antibiéticos y la EACD, tanto con
los resultados positivos documentados mediante Xpert C. difficile/Epi 16/18
(p 0.054, IC 95%) como con los resultados positivos con Mini VIDAS AB (p
0.067, IC 95%); lo cual coincide con lo que se ha reportado en la literatura en
relacion con el factor de riesgo importante que significa el uso de antibiéticos
para presentar infecciones ocasionadas por C. difficile (25). Lo cual fortalece
la hipotesis de que el empleo de cualquiera de las dos pruebas es adecuado
para detectar la EACD. Particularmente, se encontré una asociacion
significativa entre el empleo de carbapenémicos con la presencia de EACD
6/14 (35.2%) (p 0.012, IC 95%), y no se encontrd una asociacion con el uso
de otro tipo de antibidticos en particular, lo anterior no habia sido reportado

en la literatura. Cuadro 12

En cuanto al cuadro clinico, resulté evidente que la fiebre y el dolor
abdominal fueron dos manifestaciones asociadas de manera significativa con
la positividad de las pruebas diagnosticas, particularmente en el caso del
dolor abdominal; Xpert C. difficile/Epi (35.1%) 13/18 (OR 6.4; IC 95% 1.58-
36.75) p=0.0027), y el cultivo (29.7%) 15/18 (OR 11; IC 95% 2.11-106.44).
Lo anterior va de acuerdo con lo reportado en otros estudios en donde los
casos de diarrea nosocomial que se diagnostican como EACD presentan

manifestaciones clinicas mas floridas y con mayor sintomatologia.

Uno de los objetivos del presente estudio, fue describir el apego a las
indicaciones para solicitar una prueba para la deteccion de toxinas de C.

difficile durante el periodo de mayo a septiembre de 2012; interesantemente,
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se encontré que solo el 29.6% (27/91) de las muestras que se enviaron al
Laboratorio de Microbiologia Clinica , provenian de pacientes con adecuada
sospecha clinica de EACD por lo que se sugiere que se debe mejorar la
revision clinica del paciente para solicitar la prueba con mayor precision y
aumentaria la probabilidad pre-prueba mejorando el rendimiento diagndstico

y optimizando costos para el paciente.

Finalmente, mediante la prueba Xpert C. difficile/Epi, se detect6 la presencia
de la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile, que afectd6 a un hombre de 26 afios
con antecedente de pioderma gangrenoso, fue hospitalizado posteriormente
y se le administraron antibidticos de amplio espectro, pero sin embargo
fallecié durante esa hospitalizacién. Lo anterior, es una ventaja que presenta
la prueba Xpert C. difficile/Epi debido a que su empleo de manera rutinaria
ayudaria a detectar los casos con mayor gravedad y evitar la diseminacion

nosocomial de esta cepa hipervirulenta.
Limitaciones del estudio.

Debido a que no contamos con el cultivo toxigénico, que actualmente es
considerado el estudio de referencia, no fue posible calcular sensibilidades y
especificidades de las tres pruebas evaluadas en el presente trabajo;
fundamentalmente para realizar la confirmaciéon de los resultados positivos y

para estudiar las muestras cuyos resultados fueron discordantes.

X. CONCLUSIONES
1. Existe una buena concordancia entre la prueba Xpert C. difficile/Epi y

Mini VIDAS AB, por lo que ambas representan una alternativa como

meétodo de diagnostico de las infecciones asociadas a C. difficile.
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2. Las dos principales manifestaciones clinicas (ademas de la diarrea)
asociadas con positividad en las pruebas de diagnostico de EACD
que se evaluaron en este estudio, fueron la fiebre y el dolor
abdominal.

3. El apego a las indicaciones clinicas para solicitar estudios para la
deteccion de C. difficile, fue de 29.6%, considerando que una parte
fundamental en el diagnéstico de la EACD es la adecuada sospecha

clinica; debe subrayarse su importancia.

4. El uso de antibiéticos de amplio espectro debe ser juicioso, en
particular de carbapenémicos debido a que representa un factor de
riesgo relevante para el desarrollo de infecciones asociadas a C.
difficile.
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XI. CUADROS Y FIGURAS

Figura 1. Flujograma de la inclusion de pacientes

101 pacientes con muestras diarréicas
enviadas al laboratorio de microbiologia
del INCMNSZ (05/2012-09/2012)

4 pacientes sin 6 pacientes con
expediente muestras de heces
localizable repetidas

-Xpert C. difficile/Epi
-Mini VIDAS AB
-Cultivo
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CUADRO 1. Caracteristicas demograficas de la poblacién (N=91)

n/N (%)

Mediana (lIIC 25-75%)

Edad (afos)

Sexo: Femenino

Ocupacioén
Hogar

Desempleado (a)

Estudiante

Comerciante

Otros

Estado de residencia
Distrito Federal
Estado de México

Veracruz
Oaxaca
Morelos
Otros

43 (30-61)
48/91 (52.7)

29/91 (31.8)
20/91 (21.9)
6/91 (6.5)
5/91 (5.4)
31/91 (34.0)

51/91 (56.0)
16/91 (17.5)
5/91 (5.4)
4/91 (4.3)
4/91 (4.3)
11/91 (12.0)

CUADRO 2. Comorbilidades de la poblacion (N=91)

n/N (%)

Mediana (IIC 25-75%)

Diabetes mellitus
Hipertension arterial sistémica
Insuficiencia renal cronica

Neoplasias hematolégicas
(leucemia, linfoma)

Enfermedad inflamatoria intestinal
/ Diarrea créonica

Enfermedades reumatoldgicas

Infeccion por VIH / SIDA

16/91 (17.5)
19/91 (20.8)

10/91 (10.9)

15/91 (16.4)

9/91 (9.8)
12/91 (13.1)

6/91 (6.5)

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas




CUADRO 3. Signos y sintomas de la poblacion (N=91)

n/N (%)
Mediana (lIC 25-75%)

Fiebre 47/91 (51.6)
Diarrea 91/91 (100)
Dolor abdominal 37/91 (40.6)
Sangre en heces 20/91 (21.9)

CUADRO 4. Analisis de la concordancia entre Xpert Clostridium
difficile/Epi y Mini VIDAS AB

Concordancia Concordancia

observada esperada por azar

93.1% 72.8% 0.74
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CUADRO 5. Andlisis bivariado. Comorbilidades y Xpert Clostridium
difficile/Epi (N=91)

Caracteristica

Xpert Clostridium

difficile/Epi

positivo
n=18

Xpert Clostridium

difficile/Epi
negativo
n=73

n/N (%) n/N (%) OR (IC 95%) p
Mediana (1IC) Mediana (lIC)
Edad 43.5 (30-61) 42 - 0.23
Sexo 8/18 (44.4) 35/73 (47.9) 1.15 (0.36- 0.78
(masculino) 3.76)
Diabetes 5/18 (27.7) 11/73 (68.7) 2.16 (0.49- 0.20
mellitus 8.24)
Hipertension 5/18 (23.8) 16/73 (76.1) 1.37 (0.33- 0.59
WIS 4.90)
sistémica
Insuficiencia 3/18 (30) 7173 (70) 1.88 (0.27-9.4) 0.38
renal cronica
Neoplasias 3/18 (20) 12/73 (80) 1.01 (0.16-4.4) 0.98
hematoldgicas
(leucemia,
linfoma)
Enfermedad 0/18 (0) 9/73 (100) - -
inflamatoria
intestinal /
Diarrea crbnica
Enfermedades 1/18 (8.3) 11/73 (91.7) 0.33(00.-2.6) 0.28
reumatologicas
Infeccién por 0/18 (0) 6/73 (100) - -
VIH / SIDA

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas
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CUADRO 6. Andlisis bivariado. Signos, sintomas y Xpert Clostridium
difficile/Epi (N=91)

Signo o Xpert Xpert
sintoma Clostridium Clostridium
difficile/Epi difficile/Epi
positivo negativo
n=18 n=73
n/N (%) n/N (%) OR (IC 95%) p
Mediana (IIC)  Mediana (lIC)
Fiebre 15/18 (31.9) 32/73 (68.0) 6.4 (1.58- 0.0027
36.75)
Dolor 13/18 (35.1) 24/73 (64.8) 5.3 (1.52- 0.0023
abdominal 20.89)
Sangre en 3/18 (19.7) 17/73 (68.7) 0.65 (0.10- 0.54
heces 2.76)

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas
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CUADRO 7. Analisis bivariado. Comorbilidades y Mini VIDAS AB (N=87)

Caracteristica Mini VIDAS AB Mini VIDAS AB
positivo negativo
n=12 n=75
n/N (%) n/N (%) OR (IC 95%) p
Mediana (IIC) Mediana (IIC)
Edad 54.3 45.2 - 0.24
Sexo 5/12 (41.6) 11/75 (73.3) - 0.62
(masculino)
Diabetes 4/12 (26.6) 11/75 (68.7) 2.90 (0.53- 0.11
mellitus 13.17)
Hipertension 4/12 (20) 16/75 (80) 1.84 (0.35-7.95) 0.35
arterial
sistémica
Insuficiencia 2/12 (22.2) 7175 (77.7) 1.94 (0.17- 0.43
renal créonica 12.28)
Neoplasias 3/12 (21.4) 11/75 (78.5) 1.93(0.28-9.48) 0.36
hematoldgicas
(leucemia,
linfoma)
Enfermedad 1/12 (11.1) 8/75 (88.8) 0.76 (0.01-6.74) 0.80
inflamatoria
intestinal /
Diarrea crénica
Enfermedades 0/12 (0) 12/75 (100) - -
reumatologicas
Infeccion por 0/12 (0) 6/75 (100) - -

VIH / SIDA

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas
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CUADRO 8. Anélisis bivariado. Signos, sintomas y Mini VIDAS AB
(N=91)

Signo o Mini VIDAS AB Mini VIDAS AB
sintoma positivo negativo
n=12 n=75
n/N (%) n/N (%) OR (IC 95%) p
Mediana (IIC)  Mediana (IIC)
Fiebre 9/12 (20.4) 35/75 (79.5) 3.4 (0.76- 0.06
20.94)
Dolor 7/12 (20) 28/75 (80) 2.35 (0.57- 0.16
abdominal 10.24)
Sangre en 0/12 (0) 18/75 (100) - -
heces

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas
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CUADRO 9. Analisis bivariado. Comorbilidades y Cultivo (N=87)

Caracteristica

Cultivo

positivo

n=13

Cultivo negativo
n=78

n/N (%) n/N (%) OR (IC 95%) p
Mediana (IIC) Mediana (IIC)
Edad 52 46.5 - -
Sexo 6/13 (46.1) 72/78 (92.3) - 0.93
(masculino)
Diabetes 4/13 (25) 12/78 (75) 2.44 (0.46- 0.17
mellitus 10.57)
Hipertension 4/13 (19) 19/78 (80.9) 1.59 (0.31-6.60) 0.47
arterial
sistémica
Insuficiencia 2/13 (20) 8/78 (80) 1.59 (0.14-9.54) 0.58
renal cronica
Neoplasias 3/13 (20) 12/78 (80) 1.65 (0.25-7.75) 0.48
hematoldgicas
(leucemia,
linfoma)
Enfermedad 1/13 (11.1) 8/78 (88.8) 0.72 (0.01-6.37) 0.80
inflamatoria
intestinal /
Diarrea cronica
Enfermedades 0/13 (0) 12/78 (100) - =
reumatoldgicas
Infeccién por 0/13 (0) 6/78 (100) - -

VIH / SIDA

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas
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CUADRO 10. Anélisis bivariado. Signos, sintomas y Cultivo (N=91)

Signo o sintoma  Cultivo positivo Cultivo negativo

n=13 n=78
n/N (%) n/N (%) OR (IC 95%) p
Mediana (IIC) Mediana (lIC)
Fiebre 10/13 (21.2) 37/78 (78.7) 3.69 (0.85- 0.04
22.17)

Dolor 11/13 (29.7) 26/78 (70.2) 11 (2.11- 0.0005
abdominal 106.44)
Sangre en 2/13 (10) 18/78 (90) 0.60 (0.06-3.19) 0.53

heces

CUADRO 11. Andlisis del uso de antibioticos y los resultados de Xpert
Clostridium difficile/Epi, Mini VIDAS AB y Cultivo (N=91)

Prueba
0,
diagnostica /N (%)
Mediana (IIC
Xpert 16/18 (25) 0.054

Clostridium
difficile/Epi

positivo

Mini VIDAS AB 11/12 (18.3) 0.067
Cultivo 11/13 (17.19) 0.022

Chi cuadrada de Pearson en variables categdricas y prueba exacta de Fisher para variables continuas.
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CUADRO 12. Resultados del analisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes y
el resultado positivo de todas las pruebas diagndsticas utilizadas en el estudio.

Caracteristicas clinicas

© 0
kS 5
5 5 3 2 5
s o =2 = T
., 5 = 8 ¢ § ¢ & :
S — c c e = = n ) o
= = o = 0 s o () = o =
— = () _ 1] = (&) o 9
© < © = © % o 1= 2 = < o
= © o %) & < a S E=RN)) =
7 @ c 8 P o = S S e =
3 c o n E () o o : [a)
= g o < = = s ) &) o o O =S )
o - [} o = 3 (&) = 8 = = = > = > o
2 £ €& & 3 § = £ ¢ 8 5§ & 3 8 E 3
o w A T £ pra W L £ ic a 0 O X = )
1 62 SI NO Sl NO NO NO NO SI S NO + o+ + NO
2 85 SI Sl S NO NO NO NO SI SI SlI + o+ +/- Sl
3 44 NO NO NO NO NO SI NO SI S NO - + - NO
4 43 SI Sl Sl NO NO NO NO NO NO NO - + + Sl
5 96 NO NO NO NO NO NO NO si NO NO - + + NO
6 39 NO SI NO NO NO NO NO NO Sl Sl + + - Sl
7 19 NO NO NO NO NO NO NO S NO NO - + - SI
8 37 NO NO NO SI NO NO NO S NO No + o+ + SI
9 32 NO NO NO SI NO NO NO S SI NO + o+ + SI
10 32 NO NO NO SI NO NO NO SI Sl NO + + o+ Sl
11 26 NO NO NO NO NO NO NO S Sli NO + 4+ O+ SI
12 717 NO NO NO NO NO NO NO S SlI NO + 4+ [+ SI
13 92 Si Sl NO NO NO NO NO S Sli NO + 4+ O+ SI
14 61 NO NO NO NO NO NO NO S SlI NO + - SI
15 43 NO SlI NO NO NO NO NO S NO NO - + o+ SI
16 37 NO NO NO NO NO NO NO sI Sl Sl + + - Sl
17 61 NO NO NO NO NO NO NO SI Sl NO - + 4+ Sl
18 68 SI NO NO NO NO NO NO NO SI NO + o+ 4+ Sl
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