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RESUMEN

TITULO: “Asociacién de niveles de toxina AB fecal como predictor de colectomias y

mortalidad en infeccion por Clostridium difficile”.

MATERIAL Y METODOS: Estudio observacional, retrospectivo, transversal y analitico
realizado de octubre 2016 a mayo 2019, donde se recolectaron los niveles de Toxina AB
fecal de los pacientes con ICD, se compararon y analizaron con la mortalidad y realizacién

de colectomias, mediante estadistica analitica.

RESULTADO: Se incluyeron 113 pacientes, con edad media de 47 afios, 55% del sexo
femenino, con una mortalidad del 23% vy realizacion de colectomias en 7.1%; observandose
gue los valores de toxina AB fecal basal en los pacientes con ICD son mayores en los que
murieron (p= 0.03) y en los que requirieron colectomia (p= 0.004) como complicacién de la
ICD. Los valores de toxinas AB fecal de corte para predictor de mortalidad fue de 24 con
VPN de 82% y para colectomia fue 84 con VPN 98%.

CONCLUSION: Existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de toxinas
AB fecal basal en los pacientes fallecidos y sobrevivientes, asi como en los que requirieron
colectomia y los que no, en infeccion por Clostridium Difficile. La determinacion cuantitativa
de toxina AB fecal basal en ICD se puede utilizar como parametro predictivo de mortalidad

y colectomia.

PALABRAS CLAVE: Clostridium Difficile, Toxinas AB, Mortalidad, Colectomia.



SUMMARY
TITLE: “Association of fecal AB toxin levels as a predictor of colectomy and mortality in

Clostridium difficile infection”

MATERIAL AND METHODS: Observational, retrospective, cross-sectional and analytical
study carried out from October 2016 to May 2019, where fecal Toxin AB levels were
collected from patients with DCI, were compared and analyzed with mortality and

performing colectomies, using analytical statistics.

RESULT: 113 patients were included, with a mean age of 47 years, 55% of the female sex,
with a mortality of 23% and performing colectomies in 7.1%; observing that the values of
basal fecal AB toxin in patients with DCI are higher in those who died (p = 0.03) and in
those who required colectomy (p = 0.004) as a complication of DCI. The values of fecal AB
cut-off toxins for mortality predictor was 24 with 82% NPV and for colectomy it was 84 with
98% NPV.

CONCLUSION: There are statistically significant differences in the levels of basal fecal AB
toxins in deceased and surviving patients, as well as in those who required colectomy and
those who did not, in Clostridium Difficile infection. The quantitative determination of basal

fecal AB toxin in ICD can be used as a predictive parameter of mortality and colectomy.

KEY WORDS: Clostridium Difficile, AB Toxins, Mortality, Colectomy.



ANTECEDENTES

La infeccién por Clostridium Difficile (ICD) se define por la presencia de sintomas (diarrea)
y una prueba de heces positiva para toxinas de C. difficile o deteccion de C. difficile
toxigénica, o hallazgos colonoscopicos o0 histopatoldégicos que revelen colitis

pseudomembranosa 1.

Se conoce una alta tasa de colonizacién asintomatica de C. Difficile que se reporta desde
5% hasta un 50% en centros de atencién a pacientes adultos 1, esta variacién depende de
la region geogréafica y también dependiente de épocas de endemias?. Una reciente
encuesta en Estados Unidos de prevalencia de infecciones asociadas a la atencion médica
encontraron que C. difficile fue el patégeno reportado mas frecuentemente, causando
12.1% de infecciones intrahospitalarias 2; asi también se ha detectado desde el afio 2000
un aumento importante en la incidencia y severidad de la infeccion?®; la enfermedad
fulminante se desarrolla en 1% a 8% de los pacientes®. Se ha estimado que la ICD causa
3000 muertes cada afio en el Reino Unido y 15 000 a 20 000 en los EE. UU 5. Lee DY et al
reporta en 2014 una cohorte de 335 pacientes con mortalidad global del 33% y con una
mediana de tiempo hasta la muerte de 8 dias ©. La tasa de colectomia informada en
pacientes hospitalizados con ICD varia de acuerdo a la zona geografica y dependiendo si
se encuentran en periodo endémico del 0.3 al 1.3%, o durante periodos epidémicos

asciende al 1,8% al 6,2% .

La enfermedad se asocia con el crecimiento excesivo de Clostridium difficile y la produccion
de toxinas A 0 B o ambas, que causan una gama de efectos, incluyendo desde solo dafio
de la mucosa intestinal, colitis y colitis pseudomembranosa, hasta manifestaciones

sistémicas como choque séptico °.

El Clostridium Difficile es una bacteria anaerobia, gramm positivo, formadora de esporas y
gue puede producir toxinas que son dafiinas para la mucosa colénica y son capaces de
causar una respuesta inflamatoria sistémica 4. Los aislados de C. Difficile pueden ser
toxigénicos o0 no toxigénicos (que producen toxinas A y B); las cepas no toxigénicas no se

consideran patdégenas; la mayoria de las cepas producen ambas toxinas A y B, y son los



principales factores de virulencia que contribuyen a la patogenia de la ICD !. Estas toxinas
causan apoptosis e hiperpermeabilidad del epitelio del colon mediante la inactivacion de
GTPasas dentro de las células, por lo tanto alteran las vias de sefializacion celular criticas
y causar degradacion del citoesqueleto de actina. Ambas toxinas causan infiltracion de
neutrofilos, secrecion de liquidos y estimulan la produccion de citoquinas inflamatorias
incluyendo factor de necrosis tumoral a, interleucina 8, sustancia P y macréfagos. La toxina
B ha sido considerada por mucho tiempo el factor de virulencia primario, pero datos
recientes demuestran que ambas toxinas pueden causar colitis y jugar un papel importante

en el proceso de la enfermedad .

A pesar de conocer el mecanismo de accion del Clostridium, aun no esta del todo claro
gué determina la gravedad de la enfermedad; se ha identificado que el aumento de la edad

y el uso de los antibiéticos juegan un rol importante 8.

La ICD se asocia principalmente con la exposicion de antibidticos que reducen la microflora
protectora, lo que permite el crecimiento excesivo, la produccion y liberacién de toxinas por
C. difficile °, siendo este el factor de riesgo mas fuerte para el desarrollo de ICD; hasta el
98% de los pacientes tuvo al menos una dosis de antibidticos en las 2 semanas previas a la
infeccion; la clindamicina fue el primer agente asociado, y cefalosporinas y fluoroquinolonas

en las Gltimas dos décadas “.

El uso de inhibidores de la bomba de protones con la subsecuente supresién de acido
gastrico se ha relacionado como factor causante de la ICD 19, Pacientes
inmunodeprimidos, incluidos aquellos con uso cronico de esteroides, quimioterapia o
inmunosupresion después de trasplante, es mas probable que desarrollen ICD y mayor
riesgo de enfermedad fulminante, pero en algunos casos la mortalidad por enfermedad
severa puede ser menor 4 Ademas de la edad del paciente y las enfermedades
subyacentes, los niveles de anticuerpos neutralizantes de toxinas son factores que afectan

la velocidad de ataque, la gravedad de la enfermedad y el riesgo de recaida de ICD °.

Asi también se ha descrito que los niveles de toxina difficile también pueden afectar la
gravedad de la enfermedad 8. Ademas, existen factores que difieren entre las cepas de C.
difficile que producen toxinas, como la cantidad de toxina producida, el serogrupo y la

composicion de la proteina de la capa superficial, que pueden afectar los sintomas °. La

7



expresion de las proteinas de la toxina se ve afectada por numerosos factores ambientales
que incluyen la temperatura, la fuente de carbono, la disponibilidad de aminoé&cidos y la
concentracion de antibiéticos®. Las contribuciones relativas de las dos toxinas a la
enfermedad siguen sin estar claras debido a las diferencias en su comportamiento en
sistemas experimentales y contextos clinicos 1. En vivo los niveles de toxina se ven
afectados no solo por la tension, los conteos de C. Difficile y nutrientes en el colon, también
por la frecuencia de diarrea, por la degradacion de toxinas por enzimas digestivas

proteoliticas, y por microbiotas competidoras que afectan a C. difficile °.

El cuadro clinico mostrado en la infeccion por Clostridium Difficile es variable de acuerdo al
conjunto de factores con que se cuenten, tanto caracteristicas del propio paciente, asi
como la cepa de Clostridium y la virulencia, que entre la mas representativa es la cantidad

de produccién y liberacion de toxinas.

La severidad de la enfermedad fue definida en 2013 por “The American Journal of
Gastroenterology” en la guia para diagnéstico, tratamiento y prevencion de la infeccion por
Clostridium Difficile ', donde se define el Sistema de puntuacién de gravedad de ICD,
donde se divide en tres grados.

En 2017 la “Infectious Diseases Society of América (IDSA) and Society for Healthcare
Epidemiology of América (SHEA)”, en la guia para infeccion por Clostridium difficile define

una clasificacién por su gravedad en: enfermedad No severa, severa y fulminante .

Es conocido que el usar estas medidas en grupos particulares de pacientes como aquellos
con neutropenia o aquellos con otras fuentes de un recuento de leucocitos elevado,
pacientes con enfermedad renal crénica y enfermos cronicos con un nivel bajo de albumina
al inicio, puede generar una sobre o subestimacién de la gravedad del ICD. En tales
pacientes otras medidas de gravedad de la enfermedad son requeridas y la medicion

cuantitativa de Toxinas AB fecales pueden ayudar a estratificar el riesgo estos pacientes 8,

Para el diagnostico de la infeccidén por Clostridium Difficile existen varias pruebas sin que
una sola retna todas las caracteristicas; lo que ha llevado a la utilizacién de algoritmos con

la combinacién de estas pruebas para complementar su especificidad y sensibilidad. La



prueba en heces solo se debe realizar en pacientes con diarrea con riesgo clinicamente

significativo 2.

Las pruebas de amplificacion de acido nucleico (NAAT), como la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) para los genes de la toxina de C. difficile, parecen ser sensibles y
especificas, y se pueden usar como una prueba de diagnéstico estandar para ICD2. El
inconveniente con NAAT es que la prueba detecta genes de toxinas, pero no toxinas libres
6. El uso de NAAT o PCR por si solos conduce a sobre diagndstico de la ICD 1213, El cultivo
toxigénico es la prueba histéricamente utilizada como el estandar de oro de laboratorio;
aunque se ha limitado su utilidad para el diagnostico clinico puesto que requieren de 72 a
96 horas, no esta estandarizado, y la produccién de toxinas es in vitro 1. Se demostré que
no hay una correlacion entre los niveles de toxina in vitro y los niveles de toxina fecal, ni de

la primera con la severidad de la enfermedad °.

Las pruebas de deteccion de glutamato deshidrogenasa (GDH) para C. difficile detectan un
antigeno comun producido por C difficile , son sensibles, pero no distinguen entre cepas
toxigénicas y no toxigénicas, sin embargo se pueden usar en asociacion con las pruebas

de inmunoensayo enzimatico (EIA) de toxina Ay B 2.

El inmunoensayo enzimatico (EIA) cualitativo para la deteccion de toxina A / B es rapido y
econdmico y tiene una alta especificidad de 96%, pero no se recomienda solo debido a su
sensibilidad relativamente baja de 52%*2.

Huang B y colaboradores reporta los resultados de un sistema modificado de analisis
celular en tiempo real junto con proceso de enriquecimiento por separacion
inmunomagnética (RTCA version 2) para la deteccion de toxina de C. difficile en heces con

resultados de sensibilidad del 96,2%, una especificidad del 99,7% 14.

McDonald y colaboradores concluyen que los pacientes con una prueba de toxina positiva
deben ser tratados, y aquellos que son positivos por cultivo toxigénico y / o NAAT solo
podrian ser considerados "excretores" y pueden presentar un riesgo de control de

infecciones, pero no requieren tratamiento ’.

Polage y colaboradores publica una cohorte prospectiva (n= 1416) de un solo centro,

donde evaluaron la historia natural y la necesidad de tratamiento de los pacientes con EIA



positivo a la toxina en comparacion con la toxina negativa/ PCR positivo. El grupo de toxina
positiva / PCR positiva tuvo mas diarrea y una mayor duracién de la misma, mayor
exposicion previa a antibioticos y mas pacientes con leucocitosis. La frecuencia de
complicaciones relacionadas con ICD fue mayor en el grupo de toxina positiva / PCR
positiva en comparacion con la toxina negativa / PCR positiva y la toxina negativa / PCR
negativa (7,6% vs 0% vs 0.3%; p <.001). En mortalidad hubo 11 muertes en el grupo de
toxina positiva / PCR positiva, una muerte entre la cohorte de PCR sola y ninguna muerte
entre el grupo con pruebas negativas (p <0,001). Los autores concluyen que la positividad
de la EIA de la toxina fue un mejor predictor de las complicaciones y muertes relacionadas
con ICD?3,

Planche TD demostré en 6000 pacientes con diarrea, que no hay aumento de la mortalidad
cuando se tiene un cultivo citotoxigénico positivo y una prueba de citotoxina celular
negativa. Por el contrario, cuando la toxina es positiva se asocié con un peor resultado
clinico, por lo que este método define mejor los casos reales de la infeccién por C. difficile,
asi mismo la presencia de toxina en muestras fecales se asocié con un mayor desenlace

fatal en el andlisis multivariado .

Polage CR y colaboradores reporta un estudio donde los pacientes con toxinas negativas
tuvieron menos diarrea severa, menos dias de diarrea y una menor mortalidad (P = 0.001)

gue los pacientes con toxina positiva'®.

La gravedad de la enfermedad se ha correlacionado con los niveles de toxinas en las heces
en algunos estudios %° lo que sugiere que la capacidad de cuantificar los niveles de la
toxina en las heces podria ser clinicamente valiosos para predecir resultados de la

enfermedad e identificar y ofrecer el tratamiento en aquellos que necesitan terapia agresiva
1

Huang B observé una correlacion estadisticamente significativa entre las concentraciones
de toxina AB (ensayo RTCA version 2) y la gravedad clinica de ICD (P = 0.015) 5. Akerlund
et al. muestra una correlacion de los niveles de toxina fecal en las muestras iniciales
(diagnéstico) con los sintomas de pacientes con ICD en un total de 164 pacientes y se
agruparon en 3 grupos de gravedad. Se mostré asociacion con la frecuencia de diarrea,

con niveles medios de 0.5, 6.8 y 149 U / g en los grupos leve, moderado y severo
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respectivamente (P= 0.0001), con dolor abdominal (P = 0.014) pero no con sangre en
deposiciones (P= 0.58), vomitos (P= 0.38) o fiebre (datos no mostrados)®. Cohen NA
muestra los resultados de un estudio transversal con 73 pacientes donde revelaron una
asociacion entre el nivel de Toxinas CD fecal (TCD) con la gravedad de la enfermedad en
ICD; el nivel de toxinas podria diagnosticar ICD grave con 100% de especificidad; también,
el nivel de toxina fecal en el diagndstico fue mas alto entre los pacientes que murieron en
comparacion a los que sobrevivieron; un nivel de CDT fecal de > 2500 ng/ml tuvo un riesgo
de OR de 11.8 (IC del 95% 2.5-56) de morir dentro de los 30 dias del diagnéstico de CDI 8.

En pacientes con ICD grave que progresan a toxicidad sistémica (falla organica, aumento
de lactato sérico o requisito de vasopresor) deben someterse a consulta quirdrgica
temprana para la intervenciéon quirtrgica potencial >°; la colectomia subtotal e ileostomia
es el procedimiento de eleccidn en pacientes que requieren cirugia con colitis severa o
megacolon toxico, con una mortalidad del 34 a 57% 24. Sailhamer et al. revisaron los
registros de 4796 pacientes hospitalizados diagnosticados de colitis por ICD, en 4,1% con
colitis fulminante los predictores de mortalidad independientes incluyeron: edad de 70 afios
0 mas, leucocitosis severa o leucopenia (leucocitos > 0 = 35 000 x 109 / L o <4000 x 109 /
L) o bandemia (> o = 10%), y fallo cardiorrespiratorio (intubacién o vasopresores) 2. Lee DY
et. muestra en un analisis multivariado, que aquellos pacientes de 80 afios o0 mas fueron
asociados con un aumento de nueve veces en las probabilidades de mortalidad [95% de
confianza intervalo (IC): 3.0-13.0], shock preoperatorio (OR = 2.8, IC 95%: 1.6-5.4),
dependencia a dialisis preoperatoria (OR = 2,3, IC 95%: 1.1-4.8), enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (OR = 3.7, IC 95%: 2.0-7.1) y herida clase Ill (OR = 2.1, IC 95%: 3.0—
13), trombocitopenia (<150 x 103 / mm3), coagulopatia (INR > 2.0), e insuficiencia renal

(nitrégeno ureico sérico > 40 mg / dL) también se asocié con una mayor mortalidad °.

La comprension de los factores predictivos de gravedad, de riesgo de desarrollar
complicaciones que pueden llevar a una colectomia o de mortalidad en pacientes con
infeccion por Clostridium Difficile puede ayudar a identificar qué pacientes pueden
beneficiarse de recibir un tratamiento inicial mas agresivo o de una intervencion quirdrgica
temprana. Si se demostrara una correlacion directa y definitiva entre la cantidad de toxinas

y el curso clinico, esta nueva herramienta no solo tendria un valor diagnéstico, sino también
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prondstico, permitiendo que las mediciones de toxinas realizadas en el momento del

diagnéstico influyan en las decisiones de manejo, una direccion racional y completamente?.

No existe en la literatura nacional publicaciones en este ambito, si bien existen estudios
internacionales en los que relacionan las toxinas AB con gravedad y mortalidad, no existe
publicacién alguna que las relacione como predictor de colectomia; asi también en las
publicaciones habidas no existe una descripcibn de un grupo de pacientes
inmunosuprimidos que es el grupo en el que los criterios de gravedad de las guias
internacionales no son aplicables, y el poder confirmar la utilidad de la cuantificacion de la
toxina AB seria de gran utilidad para tener un pardmetro mas y una perspectiva mas amplia
en el manejo temprano y oportuno de los pacientes con infeccién por Clostridium Difficile
gue requeriran la realizacién de una colectomia, y asi poder ofrecer un manejo quirdrgico
en la estrecha ventana de oportunidad con la que se presentan y que de ello depende el

prondéstico final.
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MATERIAL Y METODOS

Con el objetivo de comparar y analizar el nivel basal de toxina AB fecal en los pacientes
con mortalidad vs los que no murieron, los que requirieron colectomia vs los que no, y
evaluar su utilidad predictiva en infeccion por Clostridium Difficile (ICD), se realizdé un
estudio observacional, retrospectivo, transversal y analitico, se recab6 informacién de los
expedientes clinicos de pacientes con ICD detectados en la base de datos de laboratorio
de Toxina AB y los registros de epidemiologia local, mayores de 16 afios, derechohabientes
del Instituto Mexicano del Seguro Social delegacion 2 Norte, diagnosticados con ICD por la
presencia de diarrea y prueba para deteccion de Toxinas AB fecal positiva (> 1.1) por
inmunoensayo por quimioluminiscencia durante su hospitalizacién, a quienes se les dio
atencion médica en el Hospital de Especialidades “Dr. Antonio Fraga Mouret” Centro
Médico Nacional “La Raza” en el periodo de 1 octubre del 2016 al 30 mayo 2019,
obteniendo un calculo de muestra de 110 pacientes, considerando un 10% de pérdidas, de
un total final de 121 pacientes, mediante la férmula de contraste de hipétesis para dos
proporciones; excluyéndose aquellos pacientes con expedientes clinicos incompletos,
inexistencia de registro de cuantificacion de Toxinas AB fecal, portador de Clostridium
Difficile asintomatico y uso de Metronidazol o Vancomicina oral al momento de toma de la

muestra fecal.

De los expedientes clinicos de los pacientes incluidos en el estudio se recabaron datos de
la historia clinica y estudios de laboratorio, realizando una base de datos en programa
Excel, agrupando los pacientes por mortalidad o sobrevivencia, los que requirieron
colectomia y los que no; asi como por grupos acorde a otras variables (edad, sexo,
leucocitosis, albumina, creatinina, intubacion, apoyo aminérgico), para generar una
comparacion entre estos grupos y la variable del nivel de toxinas AB fecales al inicio del
diagndstico, para proceder a su analisis estadistico descriptivo y analitico en programa

SPSS, y se presentaran en tablas y graficas de los resultados obtenidos.
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RESULTADOS

De un total de 435 pacientes tomados del registro de epidemiologia local del hospital como

probables casos de infeccion por Clostridium Difficile, en solo 113 pacientes se completo el

diagnostico mediante presencia de toxinas AB en el periodo de estudio, logrando el objetivo

de completar la muestra calculada (de 110 pacientes).

Por lo que se incluyeron 113 pacientes provenientes de 15 departamentos hospitalarios

diferentes, encontrando la mayor frecuencia el servicio de hematologia, cirugia general y

medicina interna (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de los pacientes de acuerdo con los departamentos hospitalarios de origen.

Servicio

Frecuencia (n)

Porcentaje (%)

Medicina Interna
Hematologia
Neurologia
Cirugia General
Gastroenterologia
Urologia
Nefrologia
Neurocirugia
Angiologia

UTR
Cardiologia

UCI
Reumatologia
UTMO

CPR

Total

14
30
6
20
8

[EEN
o Y

P FPNNNDODN BB

113

12.4
26.5
5.3
17.7
7.1
6.2
10.6
0.9
3.5
1.8
2.7
1.8
1.8
0.9
0.9
100

UTR: Unidad de trasplante renal; yCI: unidad de cuidados intensivos; UTMO:
Unidad de trasplantes Medula Osea; CPR: Cirugia plastica reconstructiva
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La figura 1 muestra la comparacion de las medias de las incidencias de los casos de

infeccion de Clostridium Difficile acorde al mes de presentacion en los periodos estudiados

(noviembre 2

016 a mayo 2019), observando los mayores reportes en los tres primeros

meses del afio (enero, febrero, marzo) y octubre.

Figura 1.
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Distribucién de medias de casos de ICD entre los meses incluidos en el estudio.

En la distribucién de las defunciones registradas acorde al mes, el mayor nUmero ocurrid

en el mes de

enero, con un total de 7 (26.9%) (Tabla 2). Se realizd una correlacion de

Pearson entre el nimero de fallecimientos y el nivel de toxina, ambos comparados por mes

y se obtuvo un coeficiente de correlacion (valor de r) de 0.87, con una p= 0.000.

Mes Toxina AB Fallecimientos
Enero 87.4 (0-164) 7 (26.9)
Febrero 18.3 (1.4-164) 3(11.5)
Marzo 44.9 (1.1-164) 3(11.5)
Abril 5.4 (1.1-78.9) 0 (0.0)
Mayo 4 (1.2-164) 3(11.5)
Junio 2.4 (1.3-159) 0 (0.0)
Julio 5.6 (1.2-45.9) 0 (0.0)
Agosto 4.3 (1.3-164) 0 (0.0)
Septiembre 23.1 (1.1-90) 1(3.8)
Octubre 24.2 (2.5-164) 3(11.5)
Noviembre 41 (1.6-164) 4 (15.4)
Diciembre 13.6 (2.1-164) 2 (7.7)

Mediana (min-max); n(%).
Tabla 2. Medianas de toxina AB y numero de fallecimientos por mes.
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De los pacientes incluidos, se consideraron 62 (54.9%) mujeres y 51 (45.1%) hombres. Se

registraron diferentes comorbilidades presentadas por los pacientes. La de mayor

frecuencia fue la hipertension arterial sistémica, presentada por 32 (28.3%) pacientes. Con

menor frecuencia se registraron enfermedad renal cronica con 23 (20.4%) pacientes y

diabetes mellitus con 22 (19.5%) pacientes.

Un total de 45 (39.8%) pacientes presentaron como antecedente algun procedimiento

quirdrgico reciente (menor de 3 meses) y 47 (41.6%) pacientes mostraron uso de

medicamentos inmunosupresores.

Respecto a la infeccion por Clostridium difficile, 107 (94.7%) pacientes de los incluidos se

catalogaron como ICD primer episodio, y 5 (4.4%) como un episodio de recurrencia. (Tabla

3)

Variable General Hombres Mujeres p
Demogréficas

Edad (afios) 47.9 (+18.3) 47.1 (¥17.9) 48.6 (+x18.8)  0.673¥
Comorbilidades

Diabetes mellitus 22 (19.5) 6 (27.3) 16 (72.7) 0.61*
Hipertension arterial sistémica 32(28.3) 8 (25) 24 (75) 0.007*
Enfermedad renal crénica 23 (20.4) 9(39.1) 14 (60.9) 0.517*
Céancer No hematoldgico 8(7.1) 6 (75) 2 (25) 0.078*
Uso de inmunosupresores 47 (42.7) 21 (44.7) 26 (55.3) 0.849*
Cirugia reciente 45 (39.8) 19 (42.2) 26 (57.8) 0.613*
Presentacion

Primer episodio 107 (95.5) 49 (45.8) 58 (54.2) 0.257*
Recurrencia 5 (4.5) 1 (20) 4 (80) 0.266*
Complicaciones

Colectomia 8(7.1) 2 (25) 6 (75) 0.235*
Uso de aminas vasoactivas 11 (10.2) 7 (63.6) 4 (36.4) 0.199*
Fallecimiento antes de 30 dias 26 (23) 13 (50) 13 (50) 0.570*

N (%); media (+ desviacion estandar); *: Chi cuadrada; ¥:t de student.

Tabla 3. Comorbilidades, modo de presentacion y complicaciones analizadas por sexo.
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Como complicaciones, 8 (7.1%) pacientes ameritaron colectomia, 11 (9.7%) requirieron uso
de aminas vasoactivas y de manejo avanzado de la via aérea, y 26 (23%) pacientes

fallecieron antes de los 30 dias tras el diagnaostico.

Tras analizar las variables demograficas y clinicas al dividir a la poblacién de estudio por
sexo, soblo se encontré diferencia estadisticamente significativa respecto a la presencia de
hipertension arterial sistémica, la cual se asocidé mas a mujeres (p= 0.007; Tabla 3). Con

dicho andlisis se demostré la homogeneidad de la poblacion de estudio.

Los valores de células de la linea blanca (leucocitos totales, neutréfilos totales), creatinina,
albumina y niveles de toxina AB fueron analizados tomando en cuenta a toda la poblacién y
separados por sexo, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas (Tabla
4).

Parametro General Hombres Mujeres p
Leucocitos x10° / pL. 8.1(0.1-138) 7.3 (0.1-138) 8.3 (+6.6) 0.742
Neutrofilos x10% / uL 5.3 (0-128) 4.7 (0-128) 6.45 (£5.47) 0.550
Creatinina (mg/dL) 0.6 (0-11) 0.7 (0.4-11) 0.6 (0-10) 0.351
AlbUmina (g/L) 2.2 (1.2-4.5) 2.3(1.3-4.5) 2.2 (1.2-3.7) 0.721
Toxina AB 16.1 (0-164)  18.2(1.1-164)  14.5 (0-164) 0.777

Mediana (min-max); Media (+desviacion estandar); *: U de Mann-Whitney.

Tabla 4. Analisis de parametros por laboratorio acorde a sexo.

Al dividir a los pacientes por la variable principal (fallecimiento a los 30 dias) se encontraron
resultados que difieren de los encontrados al analizar por sexo. El antecedente de cirugia
reciente se asocié a los pacientes que no murieron antes de 30 dias, asi como el uso de

aminas vasoactivas se asocio a los pacientes que murieron antes de 30 dias (Tabla 5).

17



Variable General Fallecidos No fallecidos p
Demogréficas

Edad (afios) 47.9 (¥18.3) 52.5 (18.04) 46.5 (18.3) 0.145
Comorbilidades

Diabetes mellitus 22 (19.5) 8 (36.4) 14 (63.6) 0.097
Hipertension arterial 0.857
sistémica 32 (28.3) 7 (21.9) 25 (78.1)

Enfermedad renal crénica 23 (20.4) 5(21.7) 18 (78.3) 0.871
Cancer No hematoldgico 8(7.1) 1(12.5) 7 (87.5) 0.464
Uso de inmunosupresores 47 (42.7) 15 (31.9) 32 (68.1) 0.078
Cirugia reciente 45 (39.8) 6 (13.3) 39 (86.7) 0.047
Presentacion

Primer episodio 107 (95.5) 25 (23.4) 82 (76.6) 0.220
Recurrencia 5(4.5) 0 (0) 5 (100) 0.217
Complicaciones

Colectomia 8(7.1) 4 (50) 4 (50) 0.060
Uso de aminas vasoactivas 11 (10.2) 9 (81.8) 2 (18.2) <0.001

N (%); media (+ desviacidn estandar); *: Chi cuadrada; ¥:t de student.

Tabla 5. Variables de estudio analizadas por fallecidos o no fallecidos.

Tras analizar los valores de laboratorio antes mencionados con base en la variable

resultado (fallecidos o no fallecidos) se encontraron niveles de Toxina AB significativamente

mas altos en los sujetos que fallecieron antes de 30 dias (p=0.033), asi como niveles

inferiores de albumina (p=0.016). Los leucocitos y neutrofilos totales, aunque no mostraron

diferencias estadisticamente significativas, a la vista del investigador resultaron diferentes

(Tabla 6, Figura 2).

Parametro General Fallecidos No Fallecidos p
Leucocitos x10° / uL 8.1 (0.1-138) 2 (0.1-138) 8.5 (0.1-20) 0.218
Neutrdfilos x10% / pL 5.3 (0-128) 1.4 (0-128) 5.67 (0-18) 0.370
Creatinina (mg/dL) 0.6 (0-11) 0.7 (0-7) 0.6 (0-11) 0.918
Albumina (g/L) 2.2 (1.2-4.5) 2 (1.2-3) 2.4 (1.3-4.5) 0.016
Toxina AB 16.1 (0-164) 63.6 (1.4-164) 9.51 (0-164) 0.033

Mediana (min-max); Media (+desviacion estandar); *: U de Mann-Whitney.

Tabla 6. Analisis de parametros de laboratorio acorde al desenlace del paciente
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Figura 2. Diferencia de Toxina AB entre fallecidos y no fallecidos (U de Mann-Whitney).

Se analizaron los valores de toxina AB entre los pacientes que recibieron colectomia y los
gue no, encontrandose significativamente mas altos en el primer grupo (p= 0.004; Figura
3). Los demés parametros de laboratorio no demostraron diferencias significativas entre

colectomizados y no colectomizados.
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Figura 3. Diferencia de Toxina AB entre colectomizados y no colectomizados (U de Mann-
Whitney).
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En pacientes con un estado demostrado de inmunosupresion, la mediana del valor de
toxina AB fue de 13.7 (1.1-164) unidades en Quimioluminiscencia que en comparacion con

aquellos pacientes sin inmunosupresion (18.2 [0-164], no demostré una diferencia
estadisticamente significativa (p= 0.967; Figura 4).
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Figura 4. Diferencia de niveles de toxina entre inmunosuprimidos e inmunocompetentes.

20



Para definir los valores de sensibilidad y especificidad de los valores de toxina AB
relacionados al fallecimiento antes de 30 dias, se realiz6 una curva de caracteristicas del
funcionamiento del receptor (COR). Tras el analisis, se obtuvo un area bajo la curva de
0.638 (95% IC 0.506-0.770; p=0.034), el cual puede observarse en la Figura 5, lo cual es

representativo del comportamiento de la toxina con la mortalidad en la poblacién estudiada.
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Figura 5. Curva COR para los valores de toxina AB y la variable desenlace.

Un punto de corte de la toxina AB de 24.4, registré una sensibilidad de 61.5%, especificidad

de 57.6%, valor predictivo positivo de 29% y valor predictivo negativo de 82%, siendo este
ultimo el mas representable.
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Al realizar la curva COR teniendo como variable resultado la necesidad de colectomia, se

obtuvieron resultados diferentes. El area bajo la curva fue 0.804 (95% IC 0.634-0.973;
p=0.042), observable en la Figura 6.

Sensibilidad

0 50 100
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Figura 6. Curva COR para los valores de toxina AB y la variable desenlace (necesidad de
colectomia).

Un punto de corte de toxina AB de 84.55, fue el punto de alta sensibilidad y especificidad

para necesidad de colectomia, obteniendo valores de 78.8% y 87.5% respectivamente, asi
como un VPP de 23% y un VPN de 98.7%.
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Los valores en forma comparativa teniendo como variable resultado el fallecimiento vs la

necesidad de colectomia se pueden observar en la Tabla 7.

Fallecimiento Colectomia
Sensibilidad 61.5 78.8
Especificidad 57.6 87.5
VPP 29 23
VPN 82 98.7

%; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Tabla 7. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la toxina AB para establecer
probabilidad de fallecer antes de 30 dias vs necesidad de colectomia.
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DISCUSION

La infeccidn por Clostridium Difficile (ICD) se define por la presencia de sintomas (diarrea)
y una prueba de heces positiva para toxinas de C. difficle o deteccion de C. difficile
toxigénica, o hallazgos colonoscopicos o0 histopatoldgicos que revelen colitis
pseudomembranosa . En nuestro estudio se tomaron casos aquellos con sospecha
clinica por diarrea intrahospitalaria y presencia de toxina AB >1.1 por inmunoensayo por

guimioluminiscencia.

La incidencia de la infeccion depende de la regidn geografica y también dependiente de
épocas de endemias > En nuestra revision se trata de una muestra en occidente,
observandose un mayor predominio en los primeros meses del afio (enero a marzo) y en
octubre, asi mismo concuerda con lo reportado que en la literatura encontrando en los
meses de mayor incidencia mayor mortalidad de los pacientes 2 (ejemplo enero

corresponde al 26% de la totalidad de mortalidad del afio).

La ICD se asocia principalmente con la exposicion de antibidticos; segun la literatura
existen reportes en hasta el 98% de los pacientes, sefialando a clindamicina el mas
frecuente 4. En nuestro estudio no se pudo identificar la presencia de uso de antibi6ticos
estrictamente, por falta de registro de los mismos en los expedientes, sin embargo, de los
registrados, los antibiéticos mas frecuentes fueron cefalosporinas de 3era generacion y

carbapenémicos.

La edad del paciente y las enfermedades subyacentes juegan un papel importante en la
gravedad de presentacion de la ICD y el riesgo de recaida °. En nuestro estudio no hubo
diferencia significativa en cuanto a la edad ni al sexo de los pacientes fallecidos vs los
sobrevivientes (p = 0.14) con ICD. Otros factores importantes para la presentacion de ICD
son la presencia de enfermedades concomitantes, cirugia del tracto gastrointestinal y
medicamentos que reducen el acido gastrico!!. La comorbilidad mas frecuente en nuestra
revision fue la hipertension arterial sistémica, sin embargo ninguna de las comorbilidades
estudiadas mostré diferencia significativa en los fallecidos y no fallecidos; el 39.8% de los
pacientes presentaron como antecedente algun procedimiento quirargico reciente (menor

de 3 meses), y al analizar este factor entre el grupo de fallecidos y sobrevivientes, los
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pacientes con este antecedente previo a la ICD se encontro significancia estadistica (p =
0.047). En los pacientes inmunodeprimidos es mas probable que desarrollen ICD y mayor
riesgo de enfermedad fulminante, pero en algunos casos la mortalidad puede ser menor 4.
En nuestra revision, el grupo de inmunosuprimidos representd el 42.7% del total de la
muestra estudiada, y los resultados concuerdan con lo reportado, del total de los
inmunosuprimidos el 68% sobrevividé a los 30 dias de diagndstico de ICD vs el 32% que
fallecieron, aunque no hubo diferencia estadistica significativa (p= 0.078); al igual que al
comparar los niveles de toxinas AB en inmunosuprimidos vs no inmunosuprimidos no se
demostré que en este primer grupo haya una mayor deteccion de Toxinas AB, que

expresarian mayor virulencia al huésped (p= 0.967).

Como predictores de mortalidad en ICD Lee DY et al . reporta al shock preoperatorio y
Sailhamer et al 2 al fallo cardiorrespiratorio (intubacién o vasopresores); en nuestro estudio
se encontré dentro de las complicaciones de ICD el apoyo cardiovascular con aminas
vasoactivas como la variable mayor predictiva de mortalidad (p < 0.001).

En las guias internacionales sobre el manejo de la ICD se hacen referencia a parametros
de laboratorio para clasificar un estado de gravedad y acorde a esto orientar la terapéutica
idonea a cada paciente 2 "', Por lo que realizamos la evaluacién de estos mismos

pardmetros y su relacion con la mortalidad.

En cuanto a los valores de laboratorio estudiados se observa que los pacientes fallecidos
tienen niveles mas bajos de leucocitos como de neutréfilos absolutos sin embargo sin
diferencias estadisticas al compararse en el grupo de fallecidos y sobrevivientes; datos que
no concordaron con lo reportado por Sailhamer et al 2 , quien reporta a la leucocitosis
severa o leucopenia como predictores de mortalidad independientes. Una causa puede ser
por la presencia de un gran porcentaje en nuestro estudio de pacientes inmunosuprimidos
con neutropenias por enfermedad basal, considerando que en este grupo las escalas

habituales que utilizan el recuento leucocitario no es compatible para evaluar la gravedad.

En el pardmetro de creatinina sérica no se encontré diferencia significativa entre el grupo
de fallecidos vs sobrevivientes (p = 0.918); a diferencia de la albumina sérica (p = 0.016),

éste ultimo concordando a lo reportado en las guias como parametro a utilizar de gravedad.

7,11
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Niveles de toxinas AB fecal y mortalidad.

La gravedad de la enfermedad se ha correlacionado con los niveles de toxinas en las heces
en algunos estudios ' ¢°, lo que sugiere que la capacidad de cuantificar los niveles de la
toxina en las heces podrian ser clinicamente valiosos para predecir resultados de la

enfermedad 1.

En el estudio actual se encontr6 una mortalidad en el periodo de 30 dias posteriores al
diagndstico de ICD en el 23% de la muestra, un valor por debajo de lo reportado por Lee
DY et (33%) °, con igualdad en ambos sexos (50% respectivamente), con media de edad
de los fallecidos de 52.5 (£18.04) afios, con predictores de mortalidad: cirugia reciente y

uso de aminas vasoactivas, niveles de albumina sérica y niveles de toxina AB en heces.

Existen varios reportes en la literatura que comparan pacientes con ICD con presencia de
toxinas AB positivas y que presentan mayor mortalidad que aquellos con ICD pero con
toxinas AB fecal negativas %71315; sin embargo pocos estudios han analizado los niveles de
toxinas AB en relacion a la mortalidad 8. En nuestra revision al comparar los niveles de
toxina AB basal en heces en los pacientes fallecidos vs los sobrevivientes con diagnostico
de ICD se encontré una p= 0.033; lo que concuerda con Cohen NA &, quien mostré en un
estudio con 73 pacientes que el nivel de toxina fecal en el diagnéstico es mas alto entre los
pacientes que murieron en comparaciéon a los que sobrevivieron OR de 11.8 (IC del 95%
2.5-56).

Por lo que en el presente estudio se determind el punto de corte para mayor sensibilidad y
especificidad de la toxina AB basal fecal para mortalidad en 24.4 obteniendo un valor
predictivo negativo de 82%, en otras palabras el paciente con ICD con toxinas AB fecales al
diagndstico con valores < 24.4 tiene un 82% de posibilidades de no morir; parametro no

reportado previamente en la literatura.
Niveles de toxinas AB fecal y colectomias

Considerando a la Toxina AB del Clostridium Difficle como uno de sus factores de
virulencia y lo que reflejaria: a mayor concentracion de toxinas mayor gravedad de la
enfermedad, existen reportes en los que se relaciona también a un mayor niumero de

complicaciones, como lo reporta Polage y col 12 en una cohorte prospectiva donde indica

26



mayores complicaciones en el grupo de toxina positiva / PCR positiva en comparacion con
la toxina negativa / PCR positiva (7,6% vs 0%), sin embargo esto solo se relaciona cuando
son medidas las toxinas AB fecales y no cuando se miden en cultivos toxigénicos como
reporta Planche TD 6. Los reportes en la literatura al relacionar niveles de toxina AB fecal
con datos de gravedad son multiples encontrando relaciones lineales como ha sido con la
gravedad de la sintomatologia (diarrea, dolor abdominal y nausea), escalas de gravedad
(leve, moderada y severa), correlacion con pardmetros paraclinicos (leucocitosis, creatinina
y albumina) & %15 | e incluso reportan que el nivel de toxinas podria diagnosticar ICD grave
con 100% de especificidad 8. Sin existir reportes previos al actual de su correlaciéon con el

riesgo de realizacion de colectomia.

En nuestro estudio se realizaron un total de 8 colectomias secundarias a complicacién por
ICD, que represento un 7.1% del total, que correspondid un porcentaje mayor de lo
reportado incluso en periodos de endemia (1,8% al 6,2%) . Sin diferencias en mortalidad
en aquellos que se les realizo colectomia vs los que no (p = 0.06). Los valores de toxina AB
fecal basal entre colectomizados y no colectomizados, se encontraron con diferencias
significativas, siendo mas altos en el primer grupo (p= 0.004); estableciendo el punto de
corte de mayor sensibilidad y especificidad para toxina AB en 84.55 en relacion a
necesidad de colectomia, con sensibilidad de 78.8%, especificidad de 87.5% y un VPN de
98.7%, lo que indica que el tener ICD con valores de toxina AB fecal < 84 el paciente tiene
una posibilidad de 98% de que NO requerira una colectomia durante la ICD, parametro no

reportado previamente en la literatura.
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CONCLUSIONES

- Existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de toxinas AB fecal
basal en los pacientes que mueren y los que sobreviven en infeccién por Clostridium
Difficile.

- Existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de toxinas AB fecal
basal en los pacientes que requieren la realizacion de colectomia y los que no como
complicacion en infeccion por Clostridium Difficile.

- A mayor valor de la cuantificacién de Toxinas AB en la muestra diagnostica, mayor
sera la probabilidad de mortalidad o de colectomia en infeccion por Clostridium
Difficile y viceversa.

- La determinacion cuantitativa de toxina AB fecal basal en pacientes con infeccion
por Clostridium Difficile es un parametro predictivo de mortalidad, siendo el valor
predictivo negativo el mayor representativo con un 82% en un punto de corte con
valor de toxina AB de 24 unidades en quimioluminiscencia; como predictor de
colectomia el punto de corte fue de 84 con alta sensibilidad y especificidad y valor
predictivo negativo de 98.7%.

- Se propone, ademas de la utilizacion de las escalas de gravedad, la utilizacién de la
cuantificacion de toxina AB fecal como prueba prondstica de mortalidad y colectomia

en infeccion por Clostridium Difficile.
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ANEXOS

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS FOLIO
FICHA DE IDENTIFICACION
NOMBRE FECHA
NSS EDAD
SEXO FEMENINO (1) MASCULINO (2)
USO DE ANTIBIOTICOS EN 2
SEMANAS PREVIAS SI(@) NO (2)
SIN
COMORBILIDADES | HEMATOLOGICA | ONCOLOGICA | REUMATOLOGICA | TRASPLANTADO | ERC | DM | e
(1) (2 (3) (4) (5) | 11(6) 0S (7)
CIRUGIA _
RECIENTE Sl (1) NO (2) *S|_SERVICIO:
TOXINAS AB +
FECHA DE INICIO DE TRATAMIENTO ANTIBIOTICO
FECHA DE TOMA DIARREA EN LA TOMA SI(1) NO (2)
CUANTIFICACION
PARAMETROS CLINICOS Y LABORATORIO
LEUCOCITOS
CREATININA <15() > 15(2)
ALBUMINA <3 > 3
LACTATO <2,2mmol/l. >2,2mmol/I.
Apoyo
avanzado de la Sl (1) NO (2)
via aérea
Uso de
vasopresor SI(1) NO (2)
Megacolon SI (1) NO (2)
Abdomen agudo Si (1) NO (2)
Severidad de
infeccion por
- LEVE (1 SEVERA (2 FULMINANTE (3
Clostridium @) @ ®)
Difficile
Colectomia SI (1)
FECHA; NO (2)
Mortalidad SI (1)
FECHA; NO ()
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