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RESUMEN

Titulo: Estudio de las caracteristicas fenotipicas y molecularegaderidium difficile en un hospital de

tercer nivel

Introduccidn: Clostridium difficile en un bacilogram positivo, anaerobio estricto, formador de esporas y
toxinas, descrito por primera vez en 1935. Sin embargo, fue hasta 1978, cuando se reconocié como causa de
colitis pseudomembranosa y 3 afios més tarde se describid, la produccion de toxinas A y B, como factor de
virulencia del mismo. En los pacientes hospitalizados, la diarrea asociada a antibi6ticos ocurre en el 29% de
los casosC. difficile es la causa del 20-30% de los pacientes con diarrea asociada a antibi6ticos, 50-75% de
los pacientes con colitis asociada a antibiéticos y > 90% con colitis pseudomembranosa asociada a
antibiéticos. En general, la incidencia de enfermedad asoci@dalifficile (EACD) va de 1-10 casos por

cada 1000 admisiones, lo que aumenta la morbi mortalidad y los costos. Sin embargo, fue a partir del afio
2000, cuando comenzd a describirse en diferentes regiones del mundo, un aumento en el nimero de casos,
con incremento en la tasa de complicaciones y mortalidad, falla a tratamiento convencional y recaidas,
identificAndose como responsable la cepa NAP1/BI/027. Por lo anterior, varios paises han desarrollado
programas de vigilancia epidemiol6gica en busca de esta cepa. Por lo que, al no haber reportes sobre el tipo
de cepas d&.difficile que afectan a la poblacibn mexicana, asi como de la existencia 0 no de cepas

hipervirulentas, nos dimos a la tarea de establecer un sistema para su deteccion.

Objetivos: Describir las caracteristicas fenotipicas y moleculares de las ce@aditficile que circulan en
el Instituto, mediante: su patron de sensibilidad antimicrobiana, produccion de toxingsrés@hcia de

genes Tcd Ay Tcd B presencia del gen Tcd C y su delecion de 18pb

Material y Métodos: Se realizd un estudio transversal. De las muestras de heces enviadas al laboratorio de
Microbiologia del INNSZ, para busqueda de toxina A/BCddifficile, durante el periodo del 1 de Junio del

2008 al 31 de Mayo del 2009, se realizé la prueba por inmunoensayo enzimético yGeliffisite en agar

CCFA y agar carnero. De la muestra, se extrajo DNA para busqueda de Tcd C y su mutacion; de la cepa de

C.difficile, se buscaron los genes Tcd A y Ted B, por PCR multiplex y antibiograma, mediante dilucién en



agar. Por ultimo se describi6 el espectro clinico de la enfermedad asociada a Clostridium en relacion a los

resultados ya comentados.

Resultados se envid un total de 784 muestras para bdsqueda de toxina &iBstiédium difficile; con una

tasa de positividad del 7.14% (56/784) solo con toxinas positivas, 9.69% (76/784) con cultivos positivos y
11.86% (93/784) con cultivo y/o toxina positivo. La tasa anual de EACD por cada 1000 egresos, fue de la
siguiente manera: para toxina +: 10.9 casos por cada 1000 egresos, cultivo +:12.3 casos por cada 1000 egresos

y cultivo y/o toxina +: 15.89 casos por cada 1000 egresos.

Se aislaron un total de 76 cepas, la mayoria toxigénicas, con ambos genes TcdA y Tcd B; el 22.6% tuvo la
delecién del gen TcdC y el 100% fueron sensibles a metronidazol y vancomicina. Se obtuvo un total de 93
pacientes con toxina A/B positiva y/6 cultivo cBmlifficile; 16% comunitario y 84% asociado a los cuidados

de la salud. El 20% se catalogo como portadores asintométicos y 65 pacientes con EACD; 48 pacientes
(73.8%) no cumplieron criterios de severidad y 17 pacientes si (26.2%). La mayoria de los pacientes con
enfermedad poClogtridium recibié metronidazol, y no se encontraron diferencias cuando se comparo la falla

a tratamiento y las recaidas entre ambos grupos; también se compararon algunas caracteristicas fenotipicas y
moleculares de las cepas entre los pacientes con enfermedad severa y no severa; sin encontrar asociaciones
entre genes y resistencia antimicrobiana con la severidad del cuadro. De los 17 pacientes con EACD severa, 2
tuvieron cepas con mutacién en el gen Tcd C y resistencia a moxifloxacino, caracteristicas de la cepa
NAP1/BI/027. Por ultimo, se encontré una mortalidad asoci@ldifficile < 1%.

Conclusién Aungue los resultados obtenidos fueron preliminares, los caracteristicas fenotipicas, moleculares

y clinicas, sefialan la existencia de cepas hipervirulentas en nuestro pais; sin embargo tendrd que corroborarse
la existencia o no de NAP1 mediante PCR y/o electroforesis de campos pulsados més adelante. En general,
hubo un incremento en la tasa de infeccion y enfermedad.gifficile, y esto conjunto con el punto anterior,

nos enfatiza la importancia de reforzar las medidas de prevencién y control descritas en paci€htes con

difficile.



Planteamiento del problema

Hasta el momento, no hay reportes sobre el tipo de cefasstiedium difficile que
afectan a la poblacion mexicana, asi como de la existencia de cepas hipérvirulentas en
México
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Microbiologia

Clostridium difficile en un bacilogram positivo relativamente grande (2-17mcm de largo), anaerobio estricto,
formador de esporas y toxinas, de rapido crecimiento, descrito por primera vez ert &885su olor
caracteristico a heces de caballo. Se nombré inicialnBawetéus difficilis por la dificultad en su aislamiento

en medios convencionales y 3 afios mas tarde se ren@hoisiddium difficile.

Inicialmente Clostridium se observé como componente de la flora intestinal de los neonatos sanos y su
frecuencia en nifios < 1 afio se ha reportado entre un 20 y 64%, siendo la mayoria solo portadores
asintomaticos;el papel como patégeno se describié hasta 197@owmobservo su toxina en el excremento

de pacientes con colitis pseudomembranosa asociada a antibiéticos. Mas tarde en 1974, Tedesco y
colaboradores reportaron en un ensayo retrospectivo, 200 pacientes con exposicion a clindamicina, de los
cuales, 41 desarrollaron diarrea y 20 pacientes colitis pseudomembranosa. Sin embargo, fue hasta 1978
cuando se reconociéCdifficile como causa de colitis pseudomembranosa y 3 afios més tarde se describid las
produccion de toxinas A y B como factor de virulencia del miSmo

El andlisis en su DNA ribosomal indica q@difficile estd relacionado co@.sordellii pero no a otros
Clostridium toxigénicos come.perfringes, C.botulinumy C. tetani.

Clostridium puede existir en forma de esporas, que es la forma infectante y en la forma vegetativa, que es el
bacilo que normalmente se conoce. Las esporas suelen ser resistentes al calor, al &cido y a los antibidticos y el

bacilo, a través de la produccién de toxinas, produce enfermedad.

Toxinas

C. difficile produce 2 exotoxinas que son las causantes de colitis y diarrea: toxina A y toxina B, codificadas
por los genes Tecd A y Ted B, respectivamente. Junto con 2 genes reguladores: Tcd C y Ted D, asi como un
gen porina, Tcd E, forman un locus patogénico cromosomico, llamado Paboasile patogenicidad, como

se muestra en la figura 1:



Figura 1. Locus patogénico de C. difficile compuesto por los genes: Ted A, Ted B, Ted C, Ted D y Ted E.
Los genes Cdt A y Cdt B que codifican para la toxina binaria no forman paktecdel

Elgen Tcd D y Ted E estimulan la expresién de toxinas A y B y de manera contraria, el gen Tcd C se encarga
de la regulacién negativa, por lo que, los polimorfismos o deleciones del éste gen, puede producir un aumento
en la expresion de toxina A y/o B, y los niveles de toxina en heces, correlaciona con la severidad de la
enfermedad® es decir, a mayor cantidad de toxina, mayor seagi la enfermedad.

Las toxinas A y B contienen una serie de unidades repetitivas y contiguas en el término carboxil. Para la
toxina A, esta regién es importante para su receptor ya que se une y facilita el transporte intracelular, asi como
para su busqueda por ELISAEN el caso de la toxina B, su receptor aun nddmidentificado. Una vez

dentro de las células, toxina A y B inactivan las vias reguladoras mediadas por las proteinas de la familia Rho
involucradas en el citoesqueleto y en la transduccion via guanosina trifosfato (GTP). Esta disrupcién lleva a la
retraccion celular y apoptosis; ademéas ambas toxinas, alteran también las uniones interCelulares

IN vitro, se ha observado que las toxinas A y B alteran el citoesqueleto de los fibroblastos en el cultivo de
tejido y en las células epiteliales del intestino, producen glicosilacion de las proteinas Rho a través de la
uridin-5 difosfato glucosa

Toxina A entonces, produce lesién e inflamacién en el epitelio intestinal, dando lugar a la fuga de liquido
intestinal. Los mediadores de la inflamacién son metabolitos del acido araquidénico, sustancia P, TNF, IL-8,
IL-6, IL-1 (51-54). Esta toxina, también activa a los neutr6filos y ambas toxinas (A y B) promueven la
quimiotaxis para localizar a las células inflamatorias (principalmente neutréfilos) en las pseudomembranas y

en la mucosa intestinaf.



Toxina B es 10 veces mas potente que la toxina A en mediar el dafio en la mucosa®c8ldticdo tanto

las cepas que no tiene toxina A pueden ser tan virulentas como las que tienen ambas toxinas.

Existe una tercer toxina, conocida como toxina binaria, que se encuentra en algunas cepas productoras de
enfermedad, con una frecuencia que varia del 1468sta toxina es codificada por 2 genes cromosémicos
separados delocus patogénico: Cdt A y Cdt B. El gen Cdt B codifica una proteina de la toxina que media la
unién en la superficie celular y la traslocacién intracelular, mientras que Cdt A rompe el ensamblaje del
filamento de actina, mediante la ribosilacion de adenosin difosfato, produciendo muerte celular, siendo la
toxina binaria, un factor de virulencia extra e€kstridum difficile *2,

Por ultimo, hay un pequefio porcentaje de cepa€.ddifficile no productoras de toxinas y por tanto no

patdgenas, solo colonizan el tracto gastrointestinal

Fisiopatologia

Tanto el hospedero como el huésped juegan un papel importante en la epidemidbdiféiadie. Algunos

factores del huésped que pueden influir en el desarrollo de la enfermedad pueden ser niveles de IL-8,
receptores intestinales de toxina y la produccién de anticusgptaxina A ***>'®'7 | a produccién de
anticuerposvs toxina A es el factor del huésped mejor descrito en la patogénesis de la enfermedad. Los
portadores asintométicos muestran niveles séricos més elevados dettp®a A que los pacientes que
desarrollan la enfermedad p@difficile. En un estudio prospectivo con 271 pacientes hospitalizados, los
enfermos con niveles bajos o indetectables de anticuespgogina A, eran mas susceptibles a desarrollar
EACD, que aquellos con anticuerpos detectable (OR 48; IC 95% 3.4-678). Estas observaciones se hicieron en
ausencia de niveles de anticuerpos basales previos a la infeccion. El montar una respuesta de amticuerpos
toxina A durante un episodio inicial de enfermedad asocia@kogridium se asocié con una proteccion
relativa contra episodios recurrentg¥®

Estar colonizado con cepas no toxigénicas también otorga proteccion. Parece que tener C.difficile como
colonizante, protege contra una super infeccion por una nuev&éépa

El aumento en los niveles de IL-8, parecen correlacionarse con una alteracién en la respuestasshumoral
toxina A y aumenta por tanto la probabilidad de adquirir la enfermedad aso@atitiicile ** Un estudio

con 125 pacientes hospitalizados: 42 con EACD, 42 con C. difficile pero sin cuadro clinico y 41 sin ninguno



de los dos, se observé que la frecuencia de un alelo de IL-8 con un solo polimorfismo (genotipo AA,
responsable del aumento en la produccién de IL-8), se asocié de manera significativa con el desarrollo de
EACD en comparacion con los 2 grupos controles (39% vs 16 yf7%ps pacientes que tuvieron
enfermedad asociada también tuvieron niveles mas elevados de IL-8 a nivel fecal comparada con los
controles.

En el caso de los neonatos, la ausencia de receptores intestinales para las t@iddé8adale puede ser un

factor protectowrs Clogtridium. Aunque esta observacién se ha hecho en modelos animales neonatos, también
puede tener un papel importante en la patogénesgigiificile en los humano$. Este grupo de edad tienen

un rango elevado de portadores asintomaticos (>50%) con titulos elevados de toxina en heces. El desarrollo
de inmunoglobulinas en suero y heces se desarrolla a los 2 afios de edad en el 60% de los nifios sanos y esto

se mantiene hasta la adulté?

Epidemilogia

La diarrea es una de las complicaciones mas comunes asociadas al uso de antibiéticos y la colitis, una de las
complicaciones mas serias. En los pacientes hospitalizados, la diarrea asociada a antibiéticos ocurre en el 29%
de los caso<C. difficile es la causa del 20-30% de los pacientes con diarrea asociada a antibidticos, 50-75%
de los pacientes con colitis asociada a antibiéticos y > 90% con colitis pseudomembranosa asociada a
antibioticos™.

La colonizacion po€. difficile ocurre en el 20-50% de los adultos hospitalizados comparado con el 3% de los
adultos sanos en general. Los individuos colonizados sirven como reservorio para contaminar el ambiente y es
queC. difficile es altamente transmisible a través de fomites y puede ser cultivado de casi cualquier superficie
incluyendo manos, ropa y estetoscopio del personal de salud; por lo que es facil su transmisién entre los
pacientes dentro del nosocomio.

Una nueva exposicién@ difficile, es mas probable que produzca enfermedad, mientras que los pacientes ya
colonizados es méas probable que permanezcan asintomaticos durante su hospitalizacién. Lo anterior se
demostr6 en un estudio prospectivo en 810 pacientes hospitalizados: 192 ya estaban colonizados y 618 no lo
estaban; los expuestos por primera v&dastridium, desarrollaron con mas frecuencia enfermedad que los

ya colonizados (22 vs 1J. Este fendmeno se observo ain cuando portadorsignges que desarrollaron la



enfermedad, se expusieron a la misma cepa. Incluso los brotes son con frecuencia producidos por una sola
cepa deC. difficile aun cuando muchas otras cepas existan en el medio; como ocurrié en 2 brotes en el mismo
hospital que fueron atribuidos a una sola cepa aunque se aislaron 31 cepas distintas de 98 pacientes en la
institucion.

En general, la incidencia de enfermedad asocia@a difficile (EACD) va de 1-10 casos por cada 1000
admisiones, lo que aumenta la morbi mortalidad y los cé%thas duracion de estancia hospitalaria en un
paciente con EACD, se prolonga de 18-30 dias y la enfermedad por episodio, tiene un costo extra estimado de
4,107 euros, calculado por el grupo britanico y 3,340 ddlares por el grupo americano.

Entre 1989 y 1992, se identific6 una cepaCdéfficile altamente resistente a clindamicina (cepa J), causante

de brotes en 4 hospitales en EZAEI uso de clindamicina se identifico como un faale riesgo para
adquirirla.

Mas tarde, en 2004, el Dr. Pepin y colaboradores, notaron en el condado de Sherbrook, Quebec, Canada, un
aumento espectacular en la frecuencia y severidad de enfermedddopoidium. Fue un estudio
retrospectivo con 1771 casos y se observé que la incidencia de EACD aumentd 4 veces: de 35.6 casos por
cada 100 000 habitantes en 1991 a 156.3 por cada 100 000 habitantes en 2003; con una mortalidad 3 veces
mayor: 4.7% en 1991 vs 13.8% en 2004 y 2.5 veces el numero de EACD complicada: 7.1% en 1991 vs
18.2% en 2003. En un subgrupo de pacientes mayores de 65 afios, hubo un incremento hasta 10 en la
incidencia: 102 en 1991 a 866.5 en 2004 por cada 100 000 habitantes. En los pacientes hospitalizados, la
incidencia aument6 de 3-12 por cada 1000 admisiones (1991-2002) a 25-43 por cada 1000 (2003-2004),
observandose en éstos Ultimos, casos mas severos Y refractarios a tratamiento; 10% requirieron admision a la
UTI, 2.5% fueron sometidos a colectomia de urgencia y la mortalidad fue dét.16%

Posteriormente, la Dra. Loo y colaboradores, publican en el afio 2005, un ensayo prospectivo en 12 hospitales
en Québec, con 1703 pacientes, notando también un aumento en la incidencia de EACD nosocomial: 22.5
casos por cada 1000 admisiones, con una mortalidad a 30 dias del 6.9%. Las cepas afSldiffisilde

fueron tipificadas por electroforesis de campos pulsados y analizadas para los genes de toxina binaria y
deleciones parciales en el gen Tecd C, encontrando que de 157 cepas, 129 fueron resistentes a
fluoroquinolonas, 132 tuvieron los genes para toxina binaria y el gen Tcd C con delecién parcial del mismo,

siendo la mayoria (129/157) identificadas como NAPL. Por otro lado, se realiz6 un estudio de casos y



controles para identificar factores de riesgo para adquirir esta nueva cepa, identificando que el uso de
fluoroquinolonas aument6 3.9 veces su frecuencia (OR 3.9 IN 95% intervalo de 2.3-6.6) asi como las
cefalosporinas en general (OR 3.8 IC 95% 2.276.6)

Al mismo tiempo CDC (Centros de prevencion y control de enfermedades) noté un aumento en la frecuencia
y severidad d€.difficile asociada a los cuidados de la salud desde el 2000 en EUA, con un rango de 31 a 61
casos por cada 100 000 habitantes entre 1996 y 2003, siendo superior en el subgrupo mayor de 65 afios: 228
por cada 100, 000 habitantes. Igualmente, notaron un aumento en la mortalidad: 5.6 — 23.7 por cada 100 000
habitantes en 1999 y 2003 respectivamente, siendo responsable nuevamente esta nueva cepa hipervirulenta
descrita desde el 2001 como NAP1/BI/027, toxinotipo lll. Hasta Octubre del 2008, se han reportado un total
de 40 estados afectados por ésta cepa (EUA).

Por otro lado, en el afio 2008, en el noveno congreso de la Sociedad Americana de Anaerobios, Thompson en
una conferencia que llevd como nombre: Diversidad de cepas entre los aislamier@odiffecile
comunitarios y asociados a los cuidados de la salud, mostro que de 151 cepas nosocomiales y 30 cepas
comuntiarias, el 54% y 50% respectivamente fueron tipificadas como fAP1

Por lo anterior, desde el 2005, en Europa, hay paises que desarrollaron programas de vigilancia
epidemiol6gica para identificar la existencia de esta cepa (027). Hasta Junio del 2008, 16 paises han reportado
la existencia deC. difficile NAP1/BI/027, siendo responsable de brotes en Bélgica, Alemania, Finlandia,
Francia, Irlanda, Luxemburgo, Holanda, Suiza y Reino Unido (Inglaterra, Wales, Norte de Islandia y
Escocia). Por otro lado, 7 paises han reportado la cepa ribotipo 027 como casos aislados: Austria, Dinamarca,

Suecia, Noruega, Hungria, Polonia y Espéfa



Cuadro 1. Clostridium difficile tipo 027: Brotes en Europa

Periodo de
Vigilancia

No. Hospitales
+/No. Hospitales
investigados 027

(%)

No. Cepas 027

aisladas/Total

cepas aisladas

(%)

Mortalidad
atribuible a
C.difficile

Bélgica 2007 32/74 (43%) 158/856 (18%) @ --------m--m-------
Dinamarca 2006-2008 3/6 (50%) 13/44 (30%) -
Finlandia 2007-2008 4/9 131/268 (49%) NA

Francia 2006-2007 64/214 (30%) 337/1227 (27%)  NA
Alemania 2007-2008 13/NA 44/NA 2.3%
Irlanda 2006 7INA 107/NA NA
Luxemburgo 2006-2008 10/10 96/368 (26%) @ ---------m-mme---
Holanda 2005-2007 35/70 (50%) 285/1553 (18%) 4.1%

Suiza 2005-2008 3/10 (30%) 26/250 (10%) -----m-mmmmmeee-
Inglaterra 2006-2007 110/147(76%) 879/2084 (42%)  ---------m-memeee-
Escocia 2006-2008 9/18 (50%) 20/253 (5.7%) -----m-mmmmmee-

Cuadro 2. Clostridium difficile tipo 027: Casos esporadicos en Europa

Periodo de
Vigilancia

No. Hospitales
+/No. Hospitales
investigados 027

(%)

No. Cepas 027

aisladas/Total

cepas aisladas

(%)

Mortalidad
atribuible a
C.difficile

Austria 2006 1/43 (2%) G N E—
Noruega Enero-Abril/08 1/2 3/47 (6%) -
Polonia 2005 1/4 1/400 (<1%) ~  —-meeeemeeeeeee-
Esparia Enero-Junio/07  1/1 4/388 (1%) -mmemmememeeee-
Suecia 1997-200IMayo  ----------------- 4/1325 (<1%) -mmemmmmemeeee-
2008
Hungria NN (R T ——
Canada, Quebec 1997-2002  ----m--emeeeee- 1/55 (1.8%) —--eeeemmeee-

En el cuadro 3, se muestra el cambio en la epidemiologia molecular ocurrido en estos 3 lugares en el mundo,
antes del 2001, predominando la cepa ribotipo 001 y después del 2001con predominio de esta nueva cepa
ribotipo 027333433



Cuadro 3. Cambio en la epidemiologia molecularGelifficile en 3 paises
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Los reportes en los paises latinoamericanos se limitan a reporte de casos con series pequefias, la mayoria en
adultos mayores de 60 afios, a excepcién de un reporte en Brazil, con una media de 48 afios. El método
diagnéstico predominante fue la deteccion de toxinas A y/o B por ELISA, a excepcidn de Argentina y Chile
gue emplearon ensayo de citotoxicidad y cultivo. Una de las constantes como factores de riesgo, fue el uso de
antimicrobianos en donde predominan las quinolonas y en general la mortalidad reportada es igual o menor al

4% (cuadro 4):

Cuadro 4. Reporte de casos en paises latinoamerican@sdifficile

R S Gardilcic My Ferndndezy  AlvarezLycol. HerreraPy MarconAPy GarciaC.y

col. 2000 col.2001 2001 col. 2003 col.2006 col. 2007
i (e el -
Tipo de estudio Retrosp.nec.tivo, Retroseec.tivo, Prospect.ivo, Retroseec.tivo, Casosy Transve.rsal,
descriptivo descriptivo observacional descriptivo controles observacional
No. pacientes EACD 27 16 26 33 49 55
Grupo etario Adultos Adultos >15 afios > 15 afios > 13 afios =14 afios

Caracteristica del

Toxina positiva Hospitalizados Nefrolégicos ~ >72hrs en UTI  Hospitalizado

grupo estudiado Hosp. y ambul
Edad en afios 65.5 (77.7%> a65) 73 (75%> a 65) 70* (80% =60) 63.2 (;)g;r%> 3 48.7 61
Género fem (%) 62.9 56.2 57 31 45 38.2
Método de Tox A (Becton- Detecc.ién de Deteccion de Tox A (Becton-  Toxin A/B kit MR GE
diagnéstico Dickinson) sz CItEJpatICO efecto citopatico Dickinson) (Radiascreen) [Fzmel
y cultivo Lenexa, KS)
Antib. previos 100% 100% 100% 79% 95.9% B
Antib. > asociacién Cipro Cipro Penicilina Cipro Ceftria Clinda
Dias de EIH previos 25 32¢ 16.8 ND ND ND
Tratamiento inicial Metronidazol® Metro y Vanco ND Metronidazol ND ND
Mortalidad atribuida 4% ND 3.8% 3% ND ND
ASoloun caso inicio tratamiento con vancomicina oral *Mediana

=promedio solo de los pacientes hospitalizados (81.2%) FQ, fluoroguinolonas, UTI, Unidad de terapia intensiva



Clostridium difficile en México

El primer articulo se publico en 198% en donde Torres y colaboradores, determinaroncidencia deC.

difficile y su actividad citotdxica en 122 muestras de heces de nifios < 1 afio en el Hospital de Pediatria del
IMSS en la ciudad de México. La distribucion fue la siguiente: 52 muestras de heces fueron de nifios que
habian recibido antibi6ticos (AB) y tenian diarrea; 26 muestras de nifios con exposicion a AB sin diarrea; 22
niflos con diarrea y sin exposicién a AB y 22 muestras control de nifios sanos. La incidéhddfidde y

la prueba de citoxicidad fue similar en los nifios que usaron AB y el grupo control (23 vs 27.2%
respectivamente y prueba de citotoxicidad: 7.6 y 4.5), el inico grupo diferente fueron los nifios con diarrea sin
AB, con una incidencia de 4.5% Yy citotoxicidad en el 0%. De los 52 casos de nifios con exposicién a AB y
diarrea: 26 se presentaron con diarrea aguda, 25 con diarrea después de 15 dias y 1 caso con colitis
pseudomembranosa, sin encontrar diferencia en la incidencia de C.difficile y la prueba de citotoxicidad en
estos grupos. Los autores concluyeron Gudifficile no parece una causa importante de diarrea en nifios
mexicanos.

En 1987 Camorlinga y colaboradores estudiaron el pap€l déficile y su citotoxicidad en infantes (< 1

afio) y nifnos (1-15 afios) con diarrea, asi como la influencia de los AB en la colonizaciardficilg,
encontrando que: el uso de AB disminuyo la colonizacionGuadifficile en infantes: 7.1 vs 32%, sin
embargo no se afecto la presencia de citotoxicidad: 5.1 vs 4%, explicando esto ultimo por la elevada
proporcion de cepas no toxigénicas: 48% en este grupo y 63% en total. En contraste, en los nifios (1-15 afios)
los AB favorecieron la colonizacion: 10.5 vs 4.3%, asi como la prueba de citotoxicidad: 5.7% vs 2.8%,
comportamiento que es méas parecido a lo ocurrido en los adultos. Los autores comentan entonces que la
influencia de los AB, en la colonizacién parece ser edad depentliente

Por otro lado, la presencia d& difficile fue independiente de la presencia o ausencia de diarrea en ambos
grupos, aunque en el caso de las pruebas citotéxicas positivas en el grupo de los nifios, hubo un predominio en
los pacientes con diarrea: 7.7 vs 4.4%., no asi en los infantes.

Por ultimo, se Identificaron un total de 62 cepas, en 2 periodos de tiempo: 1981-1982 (del estudio anterior) y
1984-1985; vy las dividieron en grupos de acuerdo a la susceptibilidad a bacteri6fagos y bacteriocinas, de
manera que obtuvieron 10 grupos designados con las letras del abecedario de la A-J y observaron que durante

los 4 afios, predominaron 2 grupos: A y B, la mayoria no toxigénicas; lo que explica su persistencia en el



medio. También encontraron grupos de cepas, especificos para cada periodo de tiempo que pudiera tener que
ver con el tipo de AB usados en el transcurso de 4 afios: D, E, F, |, J solo se encontraron en 1984-1985 y C,
H: 1981-1982".

En 1997, se reportaron 4 casos de colitis pseudomembranosa por el servicio de Gastroenterologia del Hospital
Espafiol, en la Ciudad de México. El 75% de los casos (3 casos) tuvieron més de 80 afios y comorbilidades;
todos habian recibido AB y clinicamente se presentaron con diarrea acuosa, con moco, dolor abdominal y
fiebre. Por laboratorio se les detecto leucocitosis con necrofilia y bandemia. Un paciente desarrollo anasarca e
hipoalbuminea, sugestivo de enteropatia perdedora de proteinas como complicaCl@stpdium; a todos

se les realizd endoscopia reportdndose colitis pseudomembranosa. La respuesta a metronidazol o vancomicina
por via oral fue exitosa inicialmente sin embargo 2/4 tuvieron recaida, respondiendo més tarde a metronidazol
VO y uno de ellos tuvo 2 recaidas, respondiendo nuevamente con r8atahigromyces boulardii *.

Durante el 2008, el Dr. Garcia Bueno y colegas realizaron una revision de la literatura sobre EACD y
reportaron un aumento en la nimero de casos con EACD, asi como en la gravedad de la misma en el Hospital
Pediatrico de Sinaloa en el servicio de Gastroenterologia, que bien pudiera ser por esta nueva cepa NAP1 por
lo que actualmente se encuentra realizando tipificacion y analisis molecular de 148 cepas

En el Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran, el afio pasado, el Dr. Camacho Ortiz y cols, del
servicio de Infectologia, estimaron la prevalencia de EAGHe manera retrospectiva durante el periodo
comprendido del 2003 al 2007, asi como los factores de riesgo asodadbffiaile, mediante un estudio de

casos y controles. Calcularon una tasa de positividad del 5.43 % (170/3171), con una tasa anual de infeccion
de 5.04 casos por cada 1000 egresos, cifra dentro de lo reportado por la literatura.

Como se muestra en la figura 2, hubo un aumento en la tasa durante el 2004 y 2005:



Figura 2. Distribucion anual de las 3,130 pruebas realizadas para la deteccién de toxina A de C.difficile de
2003 a 2007.

Sin embargo, a pesar de este aumento, en general los pacientes del Insitituto cursaron con una evolucion
favorable, reportandose solo un caso con colectomia terapéutica y ninguno murio.

En el andlisis univariado, se encontrd que, la presencia de HIV/SIDA, los dias de estancia hospitalaria, los
dias de empleo de AB antes del diagnostico, el nimero de AB previo al diagndstico, la estancia > 7 dias en el
hospital, haber estado hospitalizados en las ultimas 12 semanas, estancia en la UTI, > de 5 dias en la terapia
intensiva, albimina menor a 3, quimioterapia en las Ultimas 6 semanas y bloqueadores H2 fueron factores de

riesgo para adquirir EACD con P < 0.05 como se muestra en el cdadro 5



Cuadro 5. Andlisis univariado de las caracteristicas generales y de los factores de riesgo para el desarrollo de

enfermedad asociade&Ctostridium difficile

En el andlisis multivariado, el uso de blogqueadores H2, edad menor a 65 afios, hospitalizacion durante las 12

semanas previas, uso previo de cefalosporinas, uso previo de fluoroquinolonas, estancia en UTI, dias de

empleo de antibidticos antes del diagndstico y dias de estancia hospitalaria, aumentaron el riesgo de presentar
enfermedad padClosridium, con P < 0.05 como se muestra en el cuadro 6:

Cuadro 6. Andlisis multivariado de los factores asociados al desarrollo de enfermedad asGbesttadaum
difficile



Cepa NAP1/BI/027

El nombre de esta cepa refleja sus caracteristicas demostradas por diferentes métodos de tipificacion: NAP1
son las siglas deNorth American Pulse Field type 1" por electroforesis de campos pulsados; Bl por
restriccion de endonucleasas y 027 por ribotipificacion mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Esta cepa fue aislada por primera vez en 1§84n embargo antes del afio 2000, solo se habigadpale
manera esporadica, y era sensible quinolonas; después del 2000, su presencia recobra valor, al ser la
responsable del aumento en la incidencia y severidad del los casos de EACD en todo el mundo, asi como su
resistencia a fluoroquinolonas.
La cepa NAPL1, tiene ciertas caracteristicas que le confieren mayor hipervirulencia:
Produce una toxina adicional, faxina binaria; ésta se parece a la toxina-iota @ébstridium
perfringens; sin embargo su papel no esta del todo c¢tafd Su presencia parece correlacionar con
la severidad de la enfermedad segun algunos autores (Barbut et al 2005). La presencia de esta toxina,
no es especifica de NAP1, y su prevalencia en los aislados clinicos, generalmente es baja (1-20%).
En el Reino Unidd®, se ha reportado en un 6.4% de los aislados, Espdita, América 5.8% y
Polonia 8.6% .
NAP1 producemayores cantidades de toxina A y Bn vitro comparado con otras cepas de
Clostridium difficile * produce 16 veces mas toxina A y 23 veces masadiny a mayorcarga

toxigénica, mayor severidad de la enfermetiad



Lo anterior, parece ser consecuencia de la delecién en la posicién 117 (de 1 6 18 pb) del gen Tcd C,
lo que interfiere con la regulacién negativa de los genes Tcd A y Ttd°Becontribuyendo al
aumento en la produccion de toxinas. La delecién en el gen Tcd C no es especifica de esta cepa, ya
que puede estar presente en otros ribofos
La cepa epidémica perteneceéadinotipo Il ; a diferencia de la mayoria de las cepa€.diifficile
que corresponden al toxinotipo 0. El toxinotipo se basa en el analisis del polimorfisharidel
patogénico.
- La susceptibilidad antimicrobiana de esta cepa, también es diferente: NAP1 es resistente a
fluoroquinolonasn vitro; observacién poco frecuente antes del 2001. Es resistente a eritromicina y
la sensibilidad a clindamicina es variable, ya que se ha reportado resistencia en cepas con el gen
ermB en Europ#.
- Parece tener también una mayor capacidad de esporulacion, lo que le confiere mayor capacidad de
diseminacion y resistencia a un ambiente hstil
A pesar de las caracteristicas antes mencionadas, esto no explica del todo el aumento en su frecuencia y
severidad de la enfermedad, ya que de manera histérica ya se habian aislado estas cepas con toxina binaria y
delecion en el gen Tcd €. Sin embargo algo no descrito de manera previa eepa, es la resistencia a
fluoroquinolonas, lo que pudo haberle conferido mayor virulencia.
Hay reportes recientes que sugieren que la cepa NAP1, puede no responder al tratamiento con metronidazol a
pesar de la ausencia en la resisteirchdtro; sin embargo, en general metronidazol sigue siendo el farmaco
de primera linea en la mayoria de los casos.
Mc Donald y cols reportaron un analisis microbiotiigéxtenso de 187 aislados, obtenidos de pacientes con
EACD de 8 brotes en EUA entre el 2000 y 2003. La cepa NAP1/BI/027 produjo el 51% de los casos
comparado con el 17% de los casos previdsdos las cepas NAP1 mostraron la presencia dreattinaria,
la delecion de 18pb en el gen Tcd C y la resistencia a a fluoroquinolonas (FQ).
En general si se detecta la existencia de la cepa 027, se deben monitorizar el nimero de casos, su severidad y
mortalidad. Reafirmar las medidas de control ya establecidas por los sistemas de epidemiologia y revisar el
uso de antimicrobianos, que sus indicaciones sean adecuadas y determinar se alguno en particular aumenta la

prevalencia de EACD.



Factores de riesgo

En el cuadro 7, se resumen los factores de riesgo conocidos para EACD nosocomial y comunitario

Cuadro 7. Factores de riesgo para EACD nosocomial y comunitaria

Factor de Riesgo EACD nosocomial EACD comunitario
Disrupcion de la microflora -Antibidticos -La mayoria no tiene exposicion
colénica normal -Cirugia a antibiéticos

-Quimioterapia - Algunas FQ

- Condiciones Gl crénicas

Exposicion a esporas delC. -Superficies del ambiente-Superficies en casa?
difficile hospitalario -Miembros de la familia
-Pacientes cercanos infectados -Mascotas?
-Personal de salud

Factores del huésped -Alteracion del sistema inmune  -Nifios
-Produccién baja o ausencia -Mujeres posparto
Acs antitoxina A/B -Uso de inhibidores de bomba

-Comorbilidades
-Edad avanzada

Factores microbiol6gicos Tipo de cepas

Antibiéticos

Los antibiéticos juegan un papel importante en la patogéness difficile. Por un lado alteran la flora
colénica normal y por otro proveen un nicho para @lestridium se multiplique y elabore toxinas. En una
serie de pacientes con enfermedad@ostridium, durante la misma, hubo una ausenci8atzeriodes spp
(especie predominante en la flora coldnica) y una vez que los sintomas se resolvieron, nuevamente estuvo
presente en hecés

El desarrollo de resistencia antimicrobiana@edifficile, juega un papel importante en la virulencia del
mismo.

Cualquier antibiético puede producir EACD, sin embargo hay antibiéticos que se relacionan con mayor
frecuencia al mismo, como: la clindamicina, betalactdmicos (penicilinas y cefalosporinas), quinolonas y
sulfas; y los menos relacionados a enfermedadClostridium son: metronidazol, vancomicina, bacitracina,
nitazoxanida, rifaximina, carbapenémicos, tygeciclina, tetraciclinas, cloranfenicol, rifampicina,

aminoglucésidos, linezolid, teicoplanina y daptomictha



Edad avanzada

La edad avanzada parece promover no solo la infeccié@lpsiridium si no también su severid4d Esta
asociacion se ha notado desde 1980, incluso antes de la emergencia de cepas hipefVittileatasazones

parecen ser multifactoriales; por un lado hay una disminucion de la respuesta inmunorsiGgiificile,

es mas frecuente que tengan otras co morbilidades que les confieren mayor riesgo de desarrollar EACD y por
ultimo, tienen mayor probabilidad de ser hospitalizados y recibir AB.

Los niflos menores de 2 afios de edad, por lo general son portadores asintomaticos, sin embargo también
pueden desarrollar EACD. Los reportes en Canada durante 2000 - 2003, mostraron que 200 nifios, con una
media de 5.4 afios tuvieron EACD, de los cuales 23% requirieron hospitalizacion, y 31% tuvo enfermedad
recurrente. En otro brote, en un hospital en la India, el 18% de los casos de EACD, se detecto en nifios entre

5-12 afios expuestos previamente a AB.

Supresién del acido gastrico

El papel de los supresores de acido gastrico como factor de riesga pifizile es controvertido; algunos

reportes sugieren que los inhibidores de bomba de protones (IBP) contribuyen en el aumento de la frecuencia
de EACD*"* Por ejemplo, un ensayo de casos y controles: 3tiemes con EACD adquirida en la
comunidad y 3167 controles, encontré que la exposicién a IBP en los Ultimos 90, aumento el riesgo para
desarrollar diarrea palogridium (OR 3.5; 95% IC 2.3-5.2). Sin embargo otros estudios no han demostrado

lo anterior. Un estudio retrospectivo, con 5619 individuos con enfermedad asoCladaidium, mostré que

el uso de IBP no aumenta el riesgo. (OR 1 IC 95% 0.79-%.28)

Por otro lado, el uso de IBP, disminuye la acidez de la cdmara gastrica, principal mecanismo de defensa para
algunas bacterias y esporas, por lo que aumenta el resigo de infecciones entericas entre las que destacan

Salmonella, y Campylobacter y pudiera promover también la infeccion @uifficile >,

Mayor exposicion a las esporas@dlifficile

El medio hospitalario, mayor duracién de estancia en el nosocomio, compafieros de cuarto con EACD o
colonizados, y portar las esporas en las manos u otros instrumentos por el personal de salud, aumentan el

riesgo de exposicién a Clostridium y por tanto de enfermedad.



Manifestaciones clinicas

La EACD se presenta generalmente como diarrea, aunque también puede haber fiebre, nausea y dolor
abdominal. Los sintomas inician por lo general, en las primeras 48 horas después de la infe€ion por
difficile, y la mayoria de los pacientes ddiostridium nosocomial, se infectan en las primeras 3 semanas de
admision*.

El espectro de la enfermedad, es variado, va desde el portador asintomético hasta la enfermedad fulminante
con megacolon toxico.

De un 20-50% de los pacientes hospitalizados, se coloniza@lgsbridium comparado con el 2% de los

adultos sanos en la comunida&linque estos pacientes son asintométicos, sirven como reservorios para

contaminar el ambiente.

Diarrea + colitis po€lostridium

Incluye diarrea de 10-15 veces/dia, dolor abdominal tipo cdlico, fiebre de bajo grado y leucocitosis. Estos
sintomas por lo general ocurren con la administracion de antibiético; pueden iniciar durante el tratamiento 6
5-10 dias después de los mismos y aunque infrecuente pero puede presentarse hasta 10 semafas después

A la exploracion fisica puede haber dolor en marco coldnico. Las toxinas estan presentes en las heces. La
colonos copia puede mostrar desde eritema leve en parches y mucosa friable, hasta colitis pseudomembranosa
severa.

Una leucocitosis de causa incierta, en un paciente hospitalizado (aun en ausencia de diarrea) puede reflejar
infeccion porC. difficile. En un estudio prospectivo de 60 pacientes con leucocitosis de origen desconocido,
(leucos > 15000/microL), se observé con mas frecuencia, la toxi@adificile que en los controles: 58 vs

12% respectivamenté

La presencia de pseudomembranas en la mucosa coldnica es altamente sugestivo de EACD

Colitis fulminante



Se manifiesta con dolor abdominal difuso, diarrea, distensién abdominal, fiebre, hipovolemia, acidosis lactica
y leucocitosis marcada (40 000leucos 6%, La diarrea puede ser menos prominente en pacieniefieo
prolongado, por el secuestro de secreciones en el colon atdnico y dilatado.

Otras complicaciones, incluyen megacolon toxico y perforacion intestingl megacolon toxico es un
diagnéstico que se basa en la dilatacién colonica (>7cm en su diametro mayor) acompafiado de toxicidad

sistémica.

Recaidas

Se desarrollan en el 10-25% de los cascS. difficile y puede ocurrir en varias ocasiones. La recaida pueden
presentarse dias o semanas después del primer episodio; la presentacion clinica puede ser similar o0 mas severa
que la inicial® y esto va en relacién al sistema inmune del huésmeadpacientes con sintomas recurrentes

después del primer episodio también pueden representar un sindrome de intestino irritable post infeccioso

Presentacion inusual @ difficile

Otras manifestaciones @& difficile incluyen: enteropatia perdedora de proteinas con ascitis, infecci@n por
difficile en el contexto de enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) e involucro extracol6nico.
a) Enteropatia perdedora de proteinas
Hasta la mitad de los pacientes con infecciébn@lostridium, desarrolla enteropatia perdedora de
proteinas, manifestada por ascitis, edema e hipoalbumirf@fiiiaLa inflamaciéon de la pared
intestinal, produce perdida de albumina hacia el lumen, produciendo una perdida mayor que la
sintesis hepética y como resultado niveles de albumina igual o menor a 2g/L; la enteropatia
perdedora de proteinas responde con tratamiento med@tostridium.
b) C.difficileen Ell
La infeccién porC. difficile asi como otros patégenos entéricos pueden complicar el curso de la Ell.
Las infecciones entéricas son responsables de hasta el 10% de las recaidas de pacierfted.aon Ell
asociacion entre Ell €. difficile se debe a diferentes factores, como son: el uso de antibiético para
el tratamiento de otros patdgenos, y hospitalizaciones frecuentes. Aunque. wifbicile puede

disparar el inicio de la enfermedad intestinal inflamafdria



Por lo anterior, el diagndstico de infeccién grdifficile en pacientes con Ell requiere un alto
indice se sospecha, para evitar un manejo inadecuado.

¢) Manifestaciones extracol6nicas
Es raro, pero se han descrito 3 casos de apendicitB.gifiicile °% el involucro a intestino delgado
también es una manifestacion poco habiti&® pueden tener ileitis y mayor riesgo de presentar

un curso fulminante. Por ultimo, se han descrito también celulitipidificile y artritis reactiva

63,66

Diagnéstico diferencial

AunqueC. difficile es la causa infecciosa mas frecuente de diarrea asociada a AB, se deben diferenciar otras
causas infecciosas y no infeccios&aureus previamente se implico como causa importante de colitis
pseudomembranosa asociada a®AB Otros patdgenos incluyeK: oxytoca, C. perfringens, Candida spp y

Salmonella.

Dentro de las causas no infecciosas, la diarrea asociada a AB también puede ser por mecanismos osmaticos 6
bien por NPT. Diferenciar estas formas no infecciosas puede ser dificil sobre todo en los paciente colonizados
por Clostridium. Una de las caracteristicas que apuntan hacia un mecanismo osméticos son el cese de
sintomas al descontinuar la ingesta oral y la ausencia de leucos en heces, por otro lado, la presencia de fiebre
y leucocitosis va a favor delostridium u otras causas infecciosas. Por ultimo, también se debe considerar

colon irritable post infeccioso en pacientes con sintomas recurrentes después del trata@ielitiocde.

Diagnéstico

El método més usado es la deteccidon de toxina A/B en heces por.BH#§Apruebas comercialmente

disponibles que detectan toxina A y/o B. Se prefieren las pruebas que detecten ambas toxinas, ya que pueden
existir cepas solo productoras de toxina B. Las ventajas de este ensayo es su disponibilidad y rapidez ya que
los resultados estan en menos de 24 hrs. A pesar de una buena especificidad (99%), la sensibilidad va del 60 —

95% segun la marca comerdal



Durante el 2008, Tim Plache y cd¥ realizaron una revision de la sensibilidad y e$ipetad de los

diferentes ensayos para toxina disponibles en el mercado, obteniendo lo siguiente (cuadro 8)

Cuadro 8. Métodos empleados para la busqueda de toxina A difficile

Método Sensibilidad (%) Especificidad (%)

Meridian Premier 95 97
Tech Lab Tox Ay B 83 99
Tech Lab Tox Ay B Quick 84 100
check

Remel Xpect 82 96
Meridian Inmunocard 90 99
Bio Merieux VIDAS 76 96

Por lo tanto, si la incidencia de clostridium es baja (<10%), tanto el VPP y VPN de estos ensayos es también
bajo y varia de acuerdo al ensayo que se utilice. Lo que hace que los datos epidemiolégicos basados solo en
este ensayo, sean poco confiables, por lo que para mejorar el diagnéstico, los autores sugieren utilizar al
menos 2 pruebas diagndsticas: una prueba réapida y cultivo o citotoxitidad

Para que una prueba de toxina sea positiva, se necesitan al menos de 100-1000 pg de toxina ef{la prueba
Con una serie de 3 muestras para toxina, el valor diagndstico aumenta un 10%, lo que produce altos costos

sin aumentar sustancialmente el diagnésfico

Ensayo de citotoxicidadEste ensayo también se conoce como ensayo de cultivo tisular y se con&idida el

estandar para el diagnostico d@.difficile ". El ensayo consiste en agregar muestra de hecgmdehte

(diluida con buffer y filtrada) a una monocapa de células cultivadas de fibroblastos; si las toxinas de
Clostridium estan presentes, producen un efecto citopatico que se caracteriza por fibroblastos rodeando el
tejido tisular. Se requiere solo una pequefia cantidad de toxina por célula, de manera que, puede detectar 10-
20pg de toxina A y 1pg de toxina B, haciéndolo un ensayo més sensible (94-100%). Mas tarde, se agregan

anticuerpows toxinas deC. difficile, lo que le da una especificidad del 99%.



A pesar de ser el ensayo ideal para el diagnésti€adridium, la mayoria de los laboratorios no lo tienen,

su costo es alto y lleva al menos 48-72 hrs para realizarlo.

Cultivo. El cultivo anaerdbico, se usa con menos frecuencia para el diagn6diicdifiieile. Aunque es una

prueba con una sensibilidad > 90%, se requieren de al menos 2-3 dias para su aislamiento y no se pueden
distinguir las cepas productoras de las no productoras de toxinas (no patégeBasyina herramienta
importante para ensayos epidemiol4gicos.

En un articulo de revisién, Emilio Bouza y cols recomiendan el cultivo, como prueba complementaria al
ensayo de toxina por ELISA, por su elevada sensibilidad, mejorando el diagndstico en al menos un 15%;
ademas hace posible realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y biologia nfélecular

Reaccién en cadena de la Polimerasa (PERPCR en tiempo real (PCR-RT) usa como blanco, la regién del

gen de la toxina B® lo que le confiere una sensibilidad del 92% coa especificidad del 97%. Su
complejidad y costos hacen que sea una prueba poco disponible adn.

En el cuadro 9, se resumen las pruebas disponibles para el diagné€ticifie!e “:

Cuadro 9. Pruebas diagnésticas disponibles gardifficile

Prueba diagndstica Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Ensayo de citotoxicidad 92.7 - 100 99 - 100
Cultivo 96.4 99.1
Toxina A + B por ELISA 66 —96.2 93.5-100
Toxina A por ELISA 65.4 —88.3 65.4 - 100
PCR -RT 87-915 96 - 100

Endoscopial a endoscopia puede ser una herramienta Util para el diagnéstiadifieile en las siguientes
situaciones:

- Sospecha clinica elevada de EACD, con ELISA negativo

- Diagnéstico temprano de difficile; antes de los resultados de laboratorio

- Falla al tratamiento

- Presentacion atipica @& difficile



Los hallazgos macroscopicos en la endoscopia varian de acuerdo a la severidad del caso; van desde eritema en
la mucosa colénica, ulceras y pseudomembranas (patognomonico de la infec€ltmstpdium), las cuales

se observan como placas amarillas o blanco-griseaseas hasta de 2cm sobre la mucosa colo rectal. Algunos
pacientes con colitis pseudomembranosa tienen lesiones dispersas con apariencia casi normal de la mucosa,
mientras que otros presentan pseudomembranas que confluyen cubriendo la totalidad de la mucosa.

A nivel histopatoldgicplas pseudomembranas se clasifican en 3 fhos

Tipo 1: es la forma mas leve y los cambios inflamatorios se confinan al epitelio y la lamina propia; las
pseudomembranas tipicas estan presentes y ocasionalmente hay abscesos de las criptas

Tipo 2: hay més disrupcién de las glandulas, con marcada secrecion de mucina y una inflamacion mas intensa
de la lamina basal

Tipo 3: existe una necrosis intensa de toda la mucosa con pseudomembranas confluentes

Imagen.Pueden ser de utilidad las diferentes técnicas radioldgicas. La prevalencia de un colon anormal, en
una tomografia (TAC) en un paciente con EACD, se acerca al 50%; el engrosamiento de la pared del colon >

4mm es el hallazgo mas frecuente; las areas mas cominmente afectadas con recto ygigmoides



Tratamiento

El tratamiento en general, se resume en el siguiente algoritmo (fighra 3)

l Clogridium difficile + por toxina y/o cultivo

Sintomas compatibles con EACD Portador Asintomético

/\.l

v

No tratamiento

-Suspender el uso de AB de ser posible

Caso leve a moderado
-Metronidazol VO 500mg c/8hrs por 10-14 dias l

Caso severo
-Vancomicina 125 — 250 mg VO c/6hrs por 10 dias

o

v

l Resolucioén inicial de los sintomas Persistencia de los sintomas 6
Enfermedad refractaria
l -Si estaba con metronidazol VO, cambiay

a vancomicina VO
-Si hay ileo, trata una ruta de
Primer recurrencia de EACD administracion diferente
Retrata con metronidazol VO (metronidazol IV 6 enemas de
Vancomicina
-Considerar colectomia como ultimp recurso

Recaidas repetitivas

-Vancomicina en pulsos o disminucién
Paulatina + probi6ticos

-Terapia de reemplazo fecal

-Inmunoglobulina IV

-Otras alternativas (2da linea)




Figura 3. Algoritmo para el tratamiento de EACD

El paso més importante en el tratamiento de la diarrea produci@qgstrdium difficile es quitar los AB lo
antes posible, ya que hasta el 25% de los casos pueden responder con esta simple medida. Si no se pueden

retirar, tratar de sustituirlos por antibiticos que con menos frecuencia produzcan EACD.

El manejo también debe incluir medidas de aislamiento de contacto y lavado de manos antes y después del
contacto con el paciente. En este sentido se recomienda lavado de manos con agua y jabén, y no con alcohol
gel ya que las esporas @difficile son resistentes al alcohol. Farmacos antidiarreicos como loperamida y
opiaceos en general, deben evitarse sin embargo no hay una evidencia clara de que estos, causen dafio. La
dieta es a tolerancia, a menos que se planee alguna cirugia u otro procedimiento. Se debe iniciar tratamiento

empirico si la sospecha clinica es alta. No se da tratamiento en el caso de portadores asintométicos.

Las guias publicadas en los 90s refieren metronidazol sobre vancomicina como tratamiento de primera linea
(2B) para enfermedad no severa y las razones son: menores costos, disminuir la incidentetaabeo
vancomicina resistente y la efectividad clinica comparable en enfermedad no ‘§éU&fdJn estudio
prospectivo, aleatorizado y doble ciego, con 81 pacientes con enfermedad leve, se demostré que metronidazol

y vancomicina via oral (VO) producen rangos similares de cunzs @) .

Limitantes en el uso de metronidazol son la neuropatia periférica dosis dependientes, nausea y sabor metélico.
La dosis: 500mg c/8hrs & 250mg c/6hrs VO; si el paciente no tolera la VO, otra opcidn es metronidazol
intravenoso (IV) 500mg c/8hrs y es que se excreta por via biliar y aumenta el paso a la mucosa intestinal
durante la EACD®. La mayoria de las cepas @edifficile (>90%), son sensibles a metronidazol, con un

MIC 0.25 a 2 mcg/mi'®. Hay pocos estudios de resistencia, con un MICracg/ml, sin embargo no hay
correlacion clinica. Los datos de Musher y cols han demostrado que todas las cepas, incluyendo NAP1 y

aquellas de pacientes con falla clinica a metronidazol, fueron sensibles a almismo®”.

La duracién del tratamiento en EACD no severa es de 10-14 dias. Se recomienda, que los pacientes que
requieren tratamiento AB prolongado, deben continuar tratamient&€lostedium durante todo el curso con
AB, mas una semana después de haberlo terminado. No pedir nueva toxina, ya que hasta el 50% de los

pacientes continGian con toxina positiva, hasta 6 semanas después del tratamiento



La respuesta clinica se observa con el deceso de la fiebre en el primer dia y la diarrea hasta éP.4-5to dia

La farmacocinética de metronidazol VO es diferente en pacientes sanos y pacientes con EACD; en los
primeros, metronidazol VO se absorbe completamente en el tracto gastrointestinal (Gl) y la concentracion
fecal por tanto es nula; al contrario, los niveles en heces en pacientes con EACD son mayores con
concentraciones que exceden el MIC (9.3mcg/gr) y éste va disminuyendo gradualmente conforme disminuye
la diarrea y se restaura la mucosa col6nica. Lo anterior puede ser porque durante la diarrea aumenta el transito
intestinal, disminuyendo el contacto de metronidazol con la mucosa y aumenta la concentracion en heces;

ademas disminuye la absorcién del farmaco en una mucosa dafiada

Por estas observaciones, un aumento modesto en el MIC para metronidazol, puede llevar a niveles
insuficientes, después de pocos dias del tratamiento y producir falla. Aunque se han descrito algunos
C.difficile resistentes a metronidazol, la frecuencia es baja y no parece estar aumentando a la par con el

aumento de falla al tratamierftb®

En la figura 4, se muestra la falla a tratamiento y el porcentaje de enfermedad recurrente antes y después del
surgimiento de la cepa NAB%

Falla al tratamiento con metronidazol EACD recurrente

Figura 4. Porcentaje de falla a tratamiento con metronidazol y recaidas por EACD. La flecha muestra el
periodo a partir del cual se identificé la cepa NAP1/B1/027



Se muestra por un lado el aumento en el porcentaje de falla al tratamiento, que se ve mas pronunciado cuando
se documentan brotes por la cepa NAP1, como lo marca la flecha; y por otro lado, parece haber también un
aumento en el porcentaje de enfermedad recurrente que se ve disparado en relacién a los brotes reportados por

esta cepa hipervirulenta.

Las indicaciones de vancomicina oral en EACD no severa son: embarazo, lactancia, intolerancia a

metronidazol o la falla a metronidaZ8l

Enfermedad severa

La infeccién porC.difficile puede provocar sintomas severos, sin embargo no hay un consenso que defina

enfermedad severa pGrdifficile. Algunas de las definiciones que se han usado en la literatura son:

 En el brote en Quebec, la presencia de > 20 000 leucos y aumento en la creatinina, fueron
marcadores de severiddd

 En un ensayo aleatorizado que compard metronidazol y vancomicina, se uso como puntaje de
severidad: la presencia de > 60 afios, temperatura > 38.3°C, albdmina < 2.5 6 leucos > 15 000, a las
48 horas del ingreso al estudio y se daban 2 puntos, si por endoscopia habia evidencia de
pseudomembranas o el paciente se admitia a la’UQbs pacientes con 2 6 mas puntos, se

consideraban con enfermedad grave.

» Por dltimo, en un ensayo fase 3 con tolevarwervancomicina y metronidazol, se definié

enfermedad severa como: 10 6 > evacuaciones/dia, leucos igual o > 20 000 o dolor abdominal severo

85

La enfermedad severa, es mas comun en el primer episodio de EACD. Las complicaciones dependen del
huésped y el hospedero; por ejemplo en el brote en Québec, el 11% se complicaron e incluyé: choque,

colectomia, megacolon, perforacién y muerte en los proximos 3% dias

Actualmente, se recomienda el uso de vancomicina VO como primera linea para enfermedad severa (1B). En
este subgrupo de pacientes, el rango de cura es mayor con vancomicina que con metronidazol: 97 vs 76 %

respectivamenté.



La mayoria de las cepas @dlifficile, son sensibles a vancomicimaVitro con un MIC de 1 mcg/ml (rango
de 0.06 a 4 mcg/ml) y los reportes con resistencia intermedia a vancomicina (MIC 4-16 mcg/ml) son sensibles

in vivo ®., La vancomicina VO no se absorbe, por lo que niétipstudios han reportado niveles en heces de

1000-3000 mcg/ml y a diferencia de metronidazol, los niveles se mantienen, durante todo el tratamiento

La dosis de vancomicina oral: 125 — 500mg c/6hrs, siendo efectiva tanto en enfermedad leve, moderada y
severa. Los pacientes que no toleran la VO, se benefician de metro IV, por la excrecion biliar e intestinal del

farmaco™; en contraste, vancomicina IV no tiene ningin efgatque no se excreta en el colon.

Vancomicina intracolénica, puede ser efectiva como tratamiento adjunto en casos severos, aunque los datos
son limitados. Hay un reporte de 9 casos con sintomas refractarios, megacolon téxico o colitis fulminante, en

quienes se administr6 vancomicina rectal ademas de los AB estandar; se disolvieron 0.5-1gr de vancomicina
en 1 6 2 litros de salina y se administré en enema, dejandola 60 min y se repiti6 cada 4-12 hrs; 8 ptes se
recuperaron completamente y 1 paciente muri6 de FOM. Por tanto vancomicina por enema, puede ser

efectivo como terapia adjunta en pacientes seleccionados sobre todo cuando hay ileo (2C).

Recurrencia 6 recaid&e define como la perdida de sintomas @lostridium después de un tratamiento

apropiado, seguido de la reaparicion de EACD. Una recaida debe distinguirse de una EACD persistente, es

decir sintomas que no resolvieron durante el tratamiento inicial, ya que el abordaje y tratamiento es distinto.

La recaida, también debe distinguirse de la re infeccién con la misma cepa o una digtidifiicike %°%".

Estudios moleculares han mostrado que la mitad de las recurrencias son re infecciones con la cepa original

88,89

Las recaidas ocurren hasta en el 25% de los casos independientemente del farmaco y la severidad de la
enfermedad. La mayoria de las recaidas ocurren en las primeras 2 semanas después de suspender tratamiento,
aunque se ha reportado hasta 3 meses después. Los factores de riesgo asociados a recaidas son: uso
prolongado de AB, hospitalizacién prolongada, > 65 afios, albumina baja, diverticulosis y otras co
morbilidades®?%., Ademas, los pacientes con al menos una recurtdigri@an un 50-65% de posibilidad de

presentar otros episodios.



El mecanismo de recaida, después de una infeccion inicial no esta del todo claro; puede ser por la persistencia
de esporas delostridium en los diverticulos colénicdé La alteracion en la respuesta inmune del huésped,
las toxinas de&.difficile también puede contribuir a la recurrencia. Los pacientes con recaidas tienen niveles

bajos 6 indetectables de anticuerpos anti toxina comparados con los pacientes sitecaidas

La resistencia antimicrobiana no parece ser un factor de riesgo para recurrencia, sin embargo, el tratamiento
con metronidazol o vancomicina para el episodio inicial, puede alterar el micro ambiente en el colon, lo que

potencialmente aumenta la susceptibilidad a recaida.

Generalmente los episodios por recaida son similares o menos severos que el episodfio Sieigbre
deben considerarse otras causas de diarrea, incluyendo agentes infecciosos, Ell o colon irritable. Se debe
considerar colonoscopia en casos atipicos. La falta de respuesta clinica a metronidazol, no debe interpretarse

como evidencia de organismos resistentes a metro.
La primera recaida, debe tratarse con metronidazol VO (2C). Vancomicina debe usarse en casos severos.

Si el paciente vuelve a recaer, entonces se usa vancomicina VO de manera intermitente o disminuyendo las

dosis de manera progresiva + probi6ticos (2C).

El uso de vancomicina intermitente, se basa en la teoria de la persistencia de esporas a pesar del AB. El
tratamiento intermitente puede permitir a las esporas, germinar en los dias que no se administran AB. Una vez
gue las esporas se convierten en la forma vegetativa, estos son susceptibles a los AB cuando se readministran.
Los AB en esta forma se pueden administrar de manera pulsada o disminuyendo la dosis paulatinamente
(125mg ¢/6 hrs por 1 semana, 125mg ¢/12 hrs por 1 semana, 125mg c/24 hrs por una semana, 125mg un dia si

y el otro no y finalmente 125mg cada 3er dia por 2 semanas).
Probidticos

Los estudios con probidticos son inconclusos en relacién a su beneficio como tratamiento. Los probidticos
son bacterias vivas no patdégenas, capaces de colonizar la mucosa coldnica. La alteracién en la microflora
intestinal en el contexto de EACD, ha aumentado el interés en el papel de los probidticos, para restaurar la

microflora.

Los probioticos pueden ser efectivos para tratamiento y prevencion de la EACD por diferentes mecanismos:



Alteracién de la flora intestinal: el tracto Gl esta colonizado por diversos microorganismos. La
administracion de AB, altera este balance y es un factor clave en la patogénesis de la colonizacion y
enfermedad pocC.difficile. Los pacientes con EACD recurrente tienen una poblacién bacteriana
disminuida, comparado con los controfesLa mayoria de la probiéticos colonizan el intestite

manera temporal, produciendo &cidos bactericidas y péptidos que promueven la competencia entre
otros microbios, a través de nutrientes y adhesién epitelial. Estos efectos parecen reducir el ambiente
propicio pareC. difficile **°"* Tanto losLactobacilos comoS. boulardii *, han mostrado suprimir

e crecimiento deC. difficile en hamsters.

Actividad antimicrobiana: las bacterias de los probiéticos producen &cidos, que bajan el pH a nivel
intestinal, inhibiendo toxinas que inhiben el crecimiento bactetfdn® boulardii ha mostrado, que

in vitro secreta una proteasa que inhibe la unién de la enterotoxfttay &l Lactococcus lactis, ha
mostrado que secreta un péptido cationico, con actividad antimicrobiana contra algunas Cepas de
difficilein vitro *%

Proteccién de la barrera intestinal: el sitio inicial de interaccién en el huésped humano, entre las
bacterias comensales y patdgenas, es el epitelio intestinal. Los probidticos, son capaces de interferir
con la unién de las toxinas @ difficile A y B en las células epiteliales del intestino. En modelos
animales y a niveln vitro, los probidticos inhiben la adhesion y disminuyen la invasién de
organismos patégenos en el intestino. Especificamenteadtabacilos aumentan la expresion de la

mucina intestinaft®®1%

y disminuyen la tras locacion bacteriana. Variosbfticos, incluyendo
Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium breve y Streptococcus thermophilus ** han mostrado
en modelos animales, que estabilizan la permeabilidad intestinal. Estudliio, han mostrado la

habilidad deS.boulardii para inhibir la adherencia @ difficile.

Inmunomoduladores: los probiéticos modulan, tanto la respuesta innata como la adaptativa del
sistema immune, estimulando los receptdi@st like y aumentando la expresion de citocinas en las
células dendriticas y monocitos en la sangre periféficha ingesta déactobacilos se ha asociado

con un aumento en la actividad fagocitica. Ademas, Bifidobacterium, Saccharomyces y varias cepas



delLactobacillus, se han asociado con un incremento en la secrecion de IgA tanto en sangre como en

heced®”.

Los probibticos varian, en su capacidad para resistir al acido gastrico y biliar, colonizan el tracto Gl e
influencian en la secrecion de citocinas; por tanto, es dificil generalizar los hallazgos observados con una

especie de probiético o sus combinaciones.

En un meta andlisis en 2006, sobre el uso de probidticos para el tratamiento de EACD, se incluyeron 6
ensayos controlados y aleatorizados, que involucro 354 paci€ntemilardii fue el Gnico prebiotico,
que redujo la recurrencia de EACE. En 2008, una revision en Cochrane, incluyo 4 essalps
autores concluyeron que no hay suficiente evidencia para recomendar los probidticos como adyuvantes

en el tratamiento de EACH®.

El interés en el papel de los probiéticos, para el tratamiento de recurrencia, aumentd por un estudio de
124 pacientes con EACD, que fueron aleatorizados para recibir 4 semarfasooriadii o placebo
(ademés del tratamiento con vancomicina o metroniddZbllos pacientes con historia de EACD
tuvieron menor rango de falla c&bourladii que con placebo (19.3 vs 64.7%). Entre los pacientes con

su primer episodio de EACD, el rango de falla fue el mismo en ambos grupos. Como resultado de este
hallazgo, varios estudios se han enfocaron en el uso de probi6ticos para el tratamiento de EACD
recurrente. De 32 pacientes tratados con vancomicina oral corBytgmlardii, una menor frecuencia

de recaidas se observo, entre los que recibieron probiéticos (16.7 v&'50%)

Aunque los datos acumulados sugieren$ueulardii, podria ser el agente de mayor beneficio, aunque
investigaciones mas recientes, estudian a_&mtobacillus. Los resultados sugieren, que la evidencia
disponible no soporta el uso de probibticos para tratar pacientes con EACD, aunque deben considerarse

como tratamiento adyuvante en pacientes con recaidas.

Los probidticos juegan a un papel en la prevencion de EACD, sobre todo entre los ancianos. En un
ensayo con 135 pacientes con tratamiento AB (media 74 afos), los pacientes se aleatorizaron para recibir
probiéticos conLactobacillus caseimunitas, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus

durante y después de la terapia antimicrobiana (1 semana), los cuales desarrollaron menos EACD que los

que recibieron placebo (0 vs 17%j. Otro ensayo con 150 pacientes > 65 afios, obserwdog que



recibieron prebidticoscon Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum, tuvieron menor

incidencia de EACD (2.9 vs 7.25%) y menor incidencia de toxir@ dificile positiva (46 vs 78%)".

Esto sugiere, que los probibticos pueden ser Utiles en pacientes ancianos con antibiotico terapia para

prevenir EACD.

En resumen, se sugiere no usar probiéticos para el tratamiento primario de EACD en la mayoria de los
pacientes (2C). Sin embargo, pueden considerarse, en pacientes con enfermedad recurrente no severa y

pacientes sin comorbilidades significativas.

Por ultimo, se sugiere el uso de probidticos para prevenir EACD en ancianos sin comorbilidades

significativas (2C).

Inmunoglobulina IV

El uso de Inmunoglobulina (Ig) se ha descrito en caso de varias recaida®grodium. Los anticuerpos
monoclonales anti toxina A o toxina B han mostrado resultados prometedores en animales; actualmente hay
estudios fase Il en humanos, que sugieren, que el uso de Ig anti toxina puede ser (til en algunos pacientes con

recaidas o enfermedad severa, como tratamiento adyuvante al tratamiento convencional.

Bacterioterapia fecal

Puede considerar en pacientes con enfermedad severa y recurrente a pesar de los tratamientos convencionales

(20).

Tratamientos alternativos

Existen otras opciones para tratamientdCddifficile en caso de recaidas multiples o enfermedad refractaria

(cuadro 10Y*

Cuadro 10. Bacitracina, teicoplaninca y acido fusidico para el tratamiento de EACD refractaria 6 en recaida

Farmacos (regimen requerido) Respuesta  Recaida Media de dias para mejoria o
(%) (%) resolucién del cuadro
Metronidazol (250 mg gid to 500 mg 94-95 5-16 24-32
tid x 10 days)
Vancomicina (125 mg qid x 7 days to 86-100 15-33 26-4.2
500 mg gid x 10 days)
Bacitracina (20,000 to 25,000 U gid x 76-80 42 2441
7-10 dias)
Teicoplanina (100 to 400 mg bid x 10 96-98 8 2.8-34




dias)
Acido fusidico (500 mg tid x 10 dias) 93 28 3.8

» Bacitracina: es menos eficaz comparada con metronidazol o vancomicina, con un rango de recaida

del 42% y su costo en general es elevado.

» Teicoplanina y acido fusidico: no estan disponibles en EUA, sin embargo el rango de éxito (>90%)
es similar comparado con metronidazol y vancomicina, sin embargo la experiencia con estos

farmacos es limitada.

En un meta analisis de 12 estudios (1157 pacientes), se evaluaron 8 antibiéticos para el tratamiento de EACD:
vancomicina, metronidazol, acido fusidico, nitazoxanida, teicoplanina, rifaximina y bacitfac®aando se

compararon uno con otro, ningiin AB fue superior al otro.

* Resinas fijadoras de aniones: la ventaja de estos farmacos, es que no alteran la flora colénica, lo que
permite una reconstitucion mas rapida de la misma. Las dos resinas fijadoras de aniones son:
colestipol y colestiramina. No son efectivas como tratamiento primario para colitdbfdicile,
aunque pueden ser benéficas como tratamiento adjunto en caso de'técBEidaina serie de 11
pacientes con EACD en recaida, la administracién de colestipol mas vancomicina, llevé a una

resolucién sostenida en todos los pacietifes

* Tolevamer: es una nueva resina que fija la toxin&.d#ficile; los estudios preliminares sugieren
resultados prometedores, aunque no esta aprobada aun por la FDA, ni esta comercialmente
disponibles. Tolevamer ya ha sido administrada en humanos, tanto para el tratamiento del primer
episodio, como el tratamiento de enfermedad recurrente. En un ensayo multicéntrico y doble ciego,
los pacientes con EACD fueron aleatorizados para recibir: 3 gr de tolevamer al dia (97 ptes), 6 gr de
tolevamer/dia (95 ptes) 6 500mg de vancomicina al dia (97 ptes). Tolevamer a dosis de 6gr/dia NO
fue menos efectivo que vancomicina en relacion al tiempo de resolucion de la diarrea y se asoci6 con

menores recurrencids

Estas resinas asi como fijan toxinas, también fijan fArmacos, como la vancomicina, por lo que deben darse 2-

3 horas aparte de la vancomicina



Nitazoxanida: ha sido aprobada para el tratamiento de protozoarios y helmintos, asi como
Cryptosporidium en pacientes con SIDA. Este farmaco bloquea las vias metabdlicas de los
anaerobios y ha mostrado ser efectivoGdifficile in Vitro (MIC 90 0.06 con rango de 0.03-
0.5mcg/ml) ®. Dos terceras partes de la dosis, se excretan @s l®wmo tizoxanida que es
metabolito activo. En un ensayo prospectivo, doble ciego y controlado se mostré que nitazoxanida
VO 500mg c/12 hrs por 10 dias es tan efectivo como metronidazol en tratar EAODo estudio

con 22 pacientes con EACD con falla a metronidazol y vancomicina, evalué el uso de nitazoxanida,
con cura en el 77% (17); la enfermedad recurrié en 6 de 17 y 2 pacientes se trataron nuevamente con
nitazoxanida con éxitd". Tiene pocos efectos adversos y no hay hasta absistencia observada

in Vitro . Actualmente hay un estudio prospectivo y doblgaigue compara ntiazoxanida y

vancomicina’®.

Rifaximina: se absorbe poco en el tracto Gl después de la administracién VO. Es efeditiva
para gramnegativos y grampositivos incluyendo anaerobios €bdifficile; y ha mostrado ser
efectiva en la diarrea del viajero. EI MIC 90 p&dlifficile es 0.008mcg/ml (rango < 0.002 —

120

0.5mcg/ml)™". Aun es limitada la experiencia con éste farmaca EACD. En un ensayo abierto,

10 pacientes se trataron con rifaximina, y 9 respondieron. En otro estudio, 8 pacientes con multiples
recurrencias poC.difficile, se trataron con vancomicina VO con disminucién de la dosis seguido por

2 semanas con rifaximina; 6 pacientes se curaron en un primer curso, sin embargo algunos
recurrieron, y un total de 7 respondieron con un 2do curso del mismo tratamiento; sin embargo hubo
un paciente que no respondi6 y se aisléCudifficile resistente a rifaximin&™. Por lo anterior, se

sugiere que la 2da recaida la trates con AB intermitente o en dosis en descenso con o sin probidticos

y las recaidas subsecuentes con vancomicina seguido de rifaximina (2C)

OPT-80 (tiacumicin B): es un nuevo AB no absorbible, altamente efecti@alifBcile in Vitro con
un MIC90 0.008 (rango 0.001-0.06), por lo que parece muy prometedor. Actualmente hay un estudio

que compra OPT-80 vs vancomicina que esta en progreso

Ramoplanina: nuevo péptido que inhibe la sintesis de pared, inhibiendo la sintesis de peptidogligano;

se absorbe poco en tubo digestivo y no puede administrarse IV, por lo que es una buena opcion para



EACD. Ramoplanina tiene una excelente actividadVitro vs C.difficile, incluyendo cepas

resistentes a metronidazol y con resistencia intermedia a vancofflicina

» Daptomicina y linezolida: también muestran buena actividaditro vs C.difficile, por lo que se

investigan actualmente en diferentes ens&os

« Tigeciclina: en un reporte de casos reciefe4 pacientes con enfermedad severa refractaria a
tratmiento, fueron trataron de manera exitosa con tigeciclina, 3 de ellos en combinacion con
vancomicina, con una media de 16.7 dias; los sintomas mejoraron en el transcurso de una semana y
en ninguno hubo recaida a los 3 meses de seguimiento; lo que sugiere que, el uso de tigeciclina
puede ser una alternativa para el tratamiento de enfermedad severa refractaria a tratamiento. El MIC
de tigeciclina para C.difficile es bajo: 0.06-0.25mcg/ml. La concentracion en heces de tigeciclina son

mayores que metronidazol o hidroximetronidazol

Actividad AB de diferentes farmacwos C.difficile

Un alto porcentaje de cepas@aglifficile son resistentes a diferentes AB, como cefalosporinas, clindamicina,
macrdlidos, aminoglucésidos, tetraciclinas, clotrimazol, ertapenem, imipenem y cloranfenicol. La mayoria de
las FQ que se usan hoy dia tienen poca activigi@difficile aunque algunas de las més nuevas tienen buena
cobertura vs anaerobios con MIC menores que las anteriores para este patégeno. Por otro lado este
microorganismo muestra susceptibilidad Vitro a ampicilina, meropenem, piperacilina, piperacilina-

tazobactam, teicoplanina y vancomicffia

Pelaez y cols en 2002, revisaron el perfil de susceptibilidad de 415 cefatiffieile obtenidas durante un

periodo de 8 afios y encontraron un rango de resistencia a metronidazol (MIC > 16mcg/ml) del 6.3% y una
resistencia intermedia a vancomicina del 3.1%. En general la resistencia fue mas frecuente en las cepas de
pacientes con HIV. Los autores creen que la resistencia a metro de puede perder en las cepas que pasan
periodos prolongados congeladad_a interpretacion clinica de esta resistenciasta elara ni su papel en la

pobre respuesta a metronidazol o recurrencia.



Cirugia
Los rangos reportados de cirugia por EACD, van de 0.39%, en el Hospital Johns Hopkins, durante un periodo

de 6 afios, a 3.6% en un periodo de 6 meses en un brote en Dublin. La Universidad de Pittsburg report6 el

requerimiento de cirugia en el 1.9% de 2334 pacientes con EACD, entre 1989 y 2000.
La mortalidad de los casos que requieren cirugia va del 30-35% aunque algunos reportan hastd.un 50%

Las indicaciones quirdrgicas son: toxicidad sistémica y peritonitis, evidencia clinica y radiologica de

dilatacién colénica progresiva y perforacfdn

La literatura antes de la emergencia de la cepa hipervirulenta NAP1, sugeria cirugia en los pacientes con
EACD severa, que no respondieran al tratamiento médico en las primeras 48 horas, tuvieran perforacion

intestinal o FOM*®. Sin embargo EACD por cepas hipervirulentas, psagrex enfermedad severa y muerte

en < 48 hrs. Por lo que, basados en la experiencia del brote en Canad4, la colectomia fue benéfica en los
pacientes inmunocompetentes, > 65 afios, con leucos > 20 000 y/o lactato entre 2.2 y ¥YrAdegfhas

de estos criterios, se recomienda cirugia también en aquellos pacientes con abdomen agudo, ileo severo o

megacolon téxico

Se recomienda que los pacientes sometidos a cirugia, se les realice colectomia total (1C) preservando el recto

e ileostomid?.

Prevencion

El objetivo de los programas de prevencion y control, tiene 2 fétas
1) Evitar que la gente se colonice
2) Evitar que los ya colonizados, se enfermen.

Estos programas tienen los siguientes componentes:

» Medidas de contacto: se deben tomar en el momento en que se identifique el diagnéstico y dias
después del cese de la diarrea, debido a que las esporas pueden durar hasta 6 semanas en los
individuos.

» Higiene de manos: debe hacerse con agua y jabon, tanto el paciente como el personal de salud que

tenga contacto con él



Limpiar el ambiente hospitalario: debe realizarse con soluciones que tengan hipoclorito de sodio
como lo recomienda CDC y esto porque las esporas pueden sobrevivir en superficies inertes durante
meses, lo que perpetua las fuentes de infeccién nosocomial

Restriccion de antimicrobianos: el limitar el uso de ciertos antibi6ticos, durante los brotes, como
ocurrié en Quebec durante el afio 2000, redujo la incidencia de EACD hasta en un 60% (25).

Higiene en casa: el paciente con EACD una vez que es dado de alta, debe lavarse las manos con agua
y jabén cuantas veces sea necesario; la cocina y el bafio, deben lavarse con blanqueador y agua
(21:10).

Diagndstico y tratamiento oportunos: son medidas que han probado ser favorables tanto para el

paciente, como para prevenir la expansion del germen o sus €sporas



JUSTIFICACION

Hasta el momento, no hay reportes sobre el tipo de cepaededium difficile que afectan a la poblacion
mexicana, asi como de la existencia de cepas hipérvirulentas en México. Es necesario entonces establecer un
sistema para su deteccion, ya que ademas de las implicaciones clinicas ya mencionadas, en el momento en
que se identifique, debera monitorizarse y reforzarse los programas de prevencién y control que eviten una

mayor expansion a nivel local y nacional.

OBJETIVOS

* General

— Describir las caracteristicas fenotipicas y moleculares de las cep@s dificile que

circulan en el Instituto
» Especificos
— Describir:
» Patrén de sensibilidad antimicrobiana
* Produccién de toxinas A/B
» Presenciade genes Tcd Ay Tcd B
» Presenciadel gen Tcd C y la delecién de 18pb
» Secundarios
— Determinar la tasa de prevalencia de EACD

— Describir el espectro clinico de EACD en relacion con los resultados de la determinacién de
toxinas, perfil de resistencia antimicrobiana, presencia de los genes Tcd Ay Tcd B, gen Ted

C y la delecién en el mismo
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MATERIAL Y METODOS

» Diserfio del estudio: transversal

» El analisis se realiz6 de las heces enviadas al Laboratorio de Microbiologia Clinica del INNSZ para

busqueda de toxina A/B @& difficile durante el periodo: 1 de Junio 2008 al 31 de Mayo 2009
» Paciente con > una muestra en un lapso de 6 semanas:
— Andlisis de la cepa:
» lgual a cepa previa: se excluia del analisis
» Diferente a cepa previa: se incluia en el analisis

» De las muestras de heces enviadas al laboratorio de Microbiologia del INNSZ, para busqueda de
toxina A/B deC. difficile, se realiz6 la prueba por inmunoensayo enzimético y se sembré la muestra
para cultivo deC. difficile en agar CCFA y agar carnero. Si la prueba de toxina A/B resultaba
positiva o indeterminada, 6 el cultivo positivo p&adifficile, se extrajo DNA de la muestra y
mediante PCR-RT se busco la presencia del gen TcdXCdificile y si era positivo, la delecion de
18bp en el mismo. Por otro lado, a las 48 hrs si cré€dificile del cultivo, se procedi6 a la
extraccién de DNA de la cepa para busqueda de los genes Tcd Ay Ted B, por PCR multiplex. Asi

mismo se realizaron pruebas se susceptibilidad de la cepa mediante dilusién en agar (figura 5).
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Figura 5. Algoritmo para la identificacion de. difficile, su fenotipo y caracteristicas moleculares

» Se excluyeron las muestras con toxina y cultivo negativosgdificile

» Los datos anteriores, asi como informacion clinica y demogréfica de cada paciente se vacié en una
base de datos

» Se describi6 el espectro clinico de la enfermedad asociada a Clostridium en relacién a los resultados
ya comentados (caracteristicas moleculares y fenotipidasdiféicil€)

» Los pacientes con toxina y/o cultivo positivo, con informacién demogréfica y/o clinica incompleta,
se eliminaron del andlisis; sin embargo, los datos moleculares y fenotipicos de la cepa se utilizaron

para el estudio.

Procedimientos de laboratorio y biologia molecular

Prueba para toxina A/B deC.difficile

Se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del manufacturador BioMerieux VIDAS. Se mezclo 1000 mcl del

diluyente + 200mcl de heces en un tubo eppendorf con capacidad de 2 ml, se centrifugd durante 5min a 12000
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gravedades y del sobrenadante se tomaron 300mcl que se colocan en el primer pozo de los cartuchos incluidos
en el kit de VIDAS; estos cartuchos se colocaron en el equipo minividas que mas tarde arrojé un resultado
positivo 0 negativo de cada muestra.

Cultivo de C. difficile

En un tubo de ensaye con 2ml de OH se adicionaron 2ml de heces del mismo paciente quedando una dilucién
1:1 que se dejé en reposo durante 1 hr y posteriormente se centrifug6é por 10 minutos a 4100 revoluciones; se
retira el sobrenadante y del sedimento se toma una pequefia muestra para sembrarla en agar CCFA y agar
sangre carnero; ambos medios se colocan en una jarra extractora de C02 colocando una tarjeta (anaero gen)
generadora de una atmdésfera anaerdbica con 5% de C02. Después de un periodo de 48 hrs a 35°C, se revisan
los agares; si se observaba en uno u otro agar colonias compatib@sdddigile por su olor, morfologia,
fluorescencia bajo luz UV y gram compatible con éste anaerobio, se procedi6 a la identificacion bioquimica
definitiva por tarjeta VITEK.

Almacenamiento de heces

De la muestra enviada al laboratorio del Microbiologia, se tomo 1.5ml de heces y se almacené a -70°C
Extraccion de DNA de heces

Se realiz6 la extraccion del DNA de heces a partir de la muestra mediante el kit Ql1Aamp.

Deteccion de genes Tcd Ay Ted B

De las cepas de.difficile se realizé la@xtraccion de DNAmediante el kit QlAamp, de manera que se toman

las cepas del agar y junto con 200mcl de buffer TE se colocan en tubo eppendorf de 2ml y se purifica el DNA
en 5 pasos: 1) Lisado: a la mezcla anterior, agregas proteinasa K 20mcl + 200mcl de buffer AL y mezclas con
vortex por 15 segundos y se incuba durante 10min a 56°C. Agregas 200mcl de etanol (96%) y mezclas con
vortex por 15 segundos. 2) Unién del DNA (carga negativa) a membranas QlAamp (carga positiva): agregas
la mezcla del paso anterior al QIA amp Mini spin columna, cierras la tapa y centrifugas a 8000 rpm por 1
min; esto Ultimo permite la absorcion del DNA sobre las membranas QIA amp y el buffer de lisis asegura que
otros contaminantes no se adhieran a la membrana. Después de centrifugar la muestra, retiras el sobrenadante.
3) Lavado con Buffer AW1: al QIA amp mini spin coloenagregas 500 mcl de buffer AW1, cierras el tubo,
centrifugas y vacias el sobre nadante 4) Lavado con buffer AW2: agregas 500mcl de buffer AW2 y

centrifugas a 14000 rpm por 3 minutos y desechas lo filtrado. 5) Elusion para extraccién final de DNA: se
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coloca QlAamp mini spin column en tubo eppendorf de 2ml, le agregas 200mcl de agua destilada mQ e
incubas a temperatura ambiente por 5 min, centrifugas a 8000 rpm por 1 min y se obtiene DNA purificado.

A partir del DNA purificado, el siguiente paso es buscar los genes Tcd Ay Tcd B (productores de toxina A 'y
toxina B respectivamente) pBCR multiplex realizando los siguientes célculos por cada muestra:

25 mcl por muestra: 20mcl de la mezcla que se calcula a continuacién y 5mcl de DNA

- Agua mQ: 12.6mcl (restas 20mcl — 7.4 mcl)

- Buffer: 2.5mcl (porque siempre serd el 10% del volumen total, que son 25 mcl): provee el pH 6ptimo para
que funcione la taq polimerasa.

- MgCI2: 2.4 mcl (esto se obtiene a partir de una concentracion estandarizada de 3mM (C1), una
concentracion stock de 25mcl (C2), y V1= 20mcl, usando la siguiente formula: V1C1= V2C2. El MgCI2
estimula a la taq polimerasa para que incorpore los desoxinucleotidos.

- Desoxinucleotidos (dNTPs): 1 mcl (concentracién estandarizada 250mM (C1), concentracidn stock:
5000mM (C2) y V1=20mcl, con la formula V1C1=V2C2). Se usan para la sintesis de DNA

- Mix Primers (TcdA-R, TcdA-F, TcdB-R, TcdB-F): se necesita 1mcl por muestra que contiene 20 pmol. Son
los oligonucleotidos que contienen las secuencias complementarias al DNA blanco, de manera que se
obtienen 2 genes: TcdA con 624 pb y TcdB con 412 pb

- Taq polimerasa: se necesitan 0.5mcl por muestra que contiene 2.5 U. Esta enzima dirige la sintesis de DNA
durante el proceso de replicacion.

Se coloca en un micro contenedor (con capacidad de 200mcl) 5mcl de DNA por cada cepa + 20mcl de la
mezcla antes mencionada y se coloca en un termociclador, de manera que cada muestra se somete a 35 ciclos
( con un tiempo aproximado de 2.5 horas), cada uno consistente en 3 pasos: 1) desnaturalizacion a 94°C: se
separa la doble hélice de DNA en 2 hebras sencillas, 2) alineacién a 52°C: los primers se unen en sitios
especificos en cada hebra del DNA y 3) alargamiento a 70°C: la taq polimerasa sintetizgpBilAde los

primers, obteniéndose por cada ciclo el doble de cadenas de DNA por lo que aumenta de manera exponencial
(2,4,8,16, 32...).

Preparacién del gel de agarosa y lectura al DNA: en un matraz de 300ml, agregas 2gr de agarosa mas 100ml
de TBE 0.5X, calientas en microondas durante dos y medio minutos para que se diluya la agarosa, dejas que

se enfrie a temperatura ambiente y agregas 15mcl de SYBR safe (pinta el DNA). Vacias la mezcla en una
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base méas el marcador de pozos (peine) y dejas hasta que solique a temperatura ambiente. Retiras el gel de la
base y lo colocas en la cAmara de electroforesis; agregas buffer TBE 0.5X hasta cubrir el gel. Al primer pozo
agregas con ayuda de una pipeta 3mcl del marcador de peso molecular + 2mcl de mix (previamente
mezclados) y en el resto de los pozos viertes 15mcl de cada muestra + 2mcl del mix (este Gltimo para que la
muestra se vaya al fondo del pozo); por ultimo agregas tu cepa control positivo (ATCC) y control negativo
(Clogtridium sorddlli). Conectas los claves de la cAmara de electroforesis a la fuente de energia y programas
100voltios durante un lapso de 45 minutos. Al término retiras el gel y lo colocas dentro de la camara
fotogréfica Gel Logic 1500 Imaging Sistem y con luz ultravioleta visualizas en la pantalla del computador los
resultados de la electroforesis por campos pulsados, observando el marcador de peso molecular, la presencia o
ausencia de los genes TcdA y TcdB de acuerdo a su peso molecular (antes mencionado) de cada una de las

cepas de. difficile y su presencia en la cepa ATCC control positivo y ausencia en la cepa control negativo.

Deteccion del gen Ted C y su delecion

A partir de la extraccién de DNA de la muestra de heces, se determina la concentracién del mismo mediante
espectrofotometria. Se inicia el programa ND-1000 y se escoge la aplicacion “4cido nucleico”. Por otro lado,
se conecta el espectofotdémetro, se colocan 2 mcl de agua mQ en el mismo, se cierra la tapa, click en la
aplicacién “ok”y a continuacion se limpia el sistema eligiendo la accién “blank”. Se identifica la muestra
anotando el namero en la aplicacién “ID”, se colocan 2 mcl de la muestra y se elige la opcién “measure”,
apareciendo a un costado de la pantalla la concentracién en ng/UL. Se anotan los resultados de cada una de
las muestras y a continuacién se calcula el volumen de muestra que necesitas para obtener 20 ng/UL de DNA
en un volumen total de 50mcl, a través de la siguiente formula:

V1C1=V2C2, en donde:

C2= 20ng/UL

V2= 50mcl

C1= concentracién medida por ejemplo 187.7 ng/UL

V1="7?
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Despejo de la férmula V1 = V2C2/C1, dando como resultado en éste ejemplo 5.3mcl de la muestra de DNA
puro que necesito para obtener 20ng. El siguiente paso es restar 50 mcl que es el volumen final — 5.3 mcl de la
muestra y esto es igual a 44.7mcl de agua mQ.

A continuacién, se realiza la deteccidon del gen Ted C y si esta presente la presencia o la ausencia de la
delecién de 18pb por PCR-RT, en donde se usa una mezcla de los primers + sonda + flurocromo LCRcd640,
con el objeto de que el software detecte la fluorescencia emitida por el gen Tcd C. Por cada muestra se
necesita 10.6 mcl que contienen los primers-sonda-fluorocromo y 4.4 mcl de la mezcla (Master Mix) que
contiene buffer, MgCI2, dnTP’s, y la taq polimerasa. Lo anterior (15mcl) se vacia a una alicuota junto con
5mcl del DNA de cada muestra (total 20mcl) y se coloca en el termociclador. Se programa el nimero de
muestras que se analizaran que se identifican con su nimero correspondiente y a continuacion en la pantalla,
se grafican los resultados por muestra, de manera que conforme aumenta el nimero de ciclos, aumenta el
nimero de copias del gen y aumenta la captacion de fluorescencia y se forma una pendiente si esta el gen
TcdC y ademas se analiza la presencia o ausencia de la delecion de 18pb de acuerdo a la ausencia o la

presencia de la “joroba” en la gréfica, respectivamente.

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Se realiza a través del método por dilucion en agar, que es el método de referencia para anaerobios,
especialmente pafa difficile.

Dia 1:

Preparacion del caldo de tioglicolato enriquecido

En un matraz con capacidad de al menos 300ml, se agregan 200ml de agua mQ, 5.2 gr de tioglicolato en
polvo, 200mcl de hemina y 200mcl de vitamina K (0.1%); esta mezcla se calienta en el microondas hasta que
se disuelvan los ingredientes completamente, se deja enfriar a temperatura ambiente y se reparten 5 ml en 40
tubos de ensaye que mas tarde se esterilizan en el autoclave a 121 °C por aproximadamente 50 minutos.

Dia 2:

Preparacion de antimicrobianos
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Se prueba un total 6 antimicrobianos (metronidazol, vancomicina, clindamicina, meropenem, imipenem y
moxifloxacino). Del polvo de cada uno de éstos, se calcula el peso necesario para la concentracion estandar
(stock), segun la siguiente formula:

Peso= Volumen (ml) x concentracion deseada (mcg/ml)

Potencia (mcg/mg)

El volumen final son 20ml, que se reparten entre el diluyente y el solvente y la concentracién final es 10 veces
mas que el tltimo MIC; por ejemplo, para metronidazol, el peso se calcula con la formula anterior, en donde
la concentracién deseada se inicia a partir del MIC mas alto que en este caso es 32 mcg/ml, y se calcula el
doble: 64, calculdndose a una concentracion al 10x, quedando 640mcg/ml; el valor de la potencia de
metronidazol equivale a 1000 mcg/mg, y el volumen son 20ml, de manera que el peso se calcula en 0.0128g
que se diluye en1ml de dimetilsulfoxido + 19ml de agua mQ. Finalmente todos los antibidticos se filtran (para
esterilizarlos), se almacenan en alicuotas con capacidad de 1.5ml y se almacean a -70°C.
En el cuadro 11, se muestran los valores de cada uno de los antibiéticos empleados:

Cuadro 11.Antibiéticos para prueba d@2 difficile.

Antibiético Potencia Solvente Diluyente Concentracion

(mcg/mg) stock (mcg/ml)

Metronidazol 1000 D.S H20 mQ 32 640 0.0128
Clindamicina 799 H20 mQ H20 mQ 8 160 0.0040
Vancomicina 987 H20 mQ H20 mQ 32 640 0.0129
Imipenem 998 SAFpH7.2 SAFpH7.2 16 320 0.0064
Meropenem 998 H20 mQ H20 mQ 32 640 0.0128
Moxifloxacino 982 H20 mQ H20 mQ 32 640 0.0130

H20 mq: agua destilada mQ
D.S: Dimetilsulfoxido
SAF pH 7.2: Solucién amortiguadora de fosfatos

NaOH: Hidroxido de sodio 0.1ml/L
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Una vez que se prepara la concentraciéon estandar de cada antimicrobiano, se elaboran las siguientes

concentraciones de cada antibi6tico (total 10), como se muestra en el cuadro 12:

Cuadro 12. Diluciones para cada antimicrobiano

Concentracion Volumen — Diluyente —agua  Concentracion Concentracion
del antibi6tico Antibiético mQ intermedia finala 1:10

(mcg/ml) (mcg/ml) diluciones en
(ml) (ml) agar (g/L)

640 2 2 320 32
640 1 3 160 16
640 1 7 80 8
80 2 2 40 4
80 1 3 20 2
80 1 7 10 1
10 2 2 5 0.5
10 1 3 25 0.25
10 1 7 1.25 0.125

Este procedimiento se lleva acabo utilizando un mechero de bunsen para mantener un ambiente estéril y los
antibioticos se mantienen durante el procedimiento a una temperatura de 4°C (para evitar que se inactiven).

Preparacion del medio de cultivo

Se utiliza polvo deshidratado de agar brucella, que contiene caseina de digestion pancreatica, tejido animal de
digestion péptica, dextrosa, extracto de levadura, NaCl, Na S04 y agar. Se preparan un total de 1500ml del
medio, diluyendo por cada 1000ml de agua destilada mQ, 43gr del polvo agar brucella, 1ml de solucién de
hemina y 1ml de solucién de vitamina K1. Se hierve para disolver el agar y se vacian 19ml de caldo en tubos
de ensaye, que mas tarde se esterilizan en el autoclave a 121°C durante 50 minutos. Una vez estériles, se

colocan en bafio maria a 50°C para evitar que solidifique el medio.
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Una vez listo el medio brucella y los antibiéticos a 10 concentraciones, se identifican las caja de petri (medio
en donde sera vaciada la mezcla) con cada antibi6tico y su concentracién respectiva (de cada concentracion
de antibidtico se elaboran 2 cajas, por ejemplo 2 con metronidazol a 64, 32, 16, 8 ...). A cada tubo de ensaye
con 17ml del medio brucela (se consumen 2ml aproximadamente durante el proceso de esterilizacion), se
agregan 2 ml de cada concentracion del antibidtico y 1 ml de sangre de carnero lisada, se mezcla el contenido
en el tubo y finalmente se vacia (20ml) en la caja de petri correspondiente. Se preparan también medios de
brucella sin antibiético como control, es decir se mezclan cajas 17 ml del caldo brucella mas 1ml de sangre
carnero, y se vacian en cajas de petri etiquetadas como controles. Posteriormente, se deja que solidifique el
medio a temperatura ambiente (30 minutos aprox) y mas tarde se almacenan a 4°C.

Preparacion de la cepa@edifficile en tioglicolato

Se identifica cada cepa con un nimero, mismo que se anota en el tubo con el tioglicolato enriquecido; este
medio previamente se calienta a 50°C en bafio maria para que sea caldo nuevamente y se deja enfriar a
temperatura ambiente. Se agrega a cada tubo 250 mcl de NaHCO3 y 5-10 colonias de la cepa. Se incuban las
cepas junto con el control ATCC a 37°C en condiciones de anaerobiosis y se d& lectura en 24 hrs.

Dia 3

Se da lectura a los tubos de ensaye con tioglicolato 24 hrs después de la siembra; si hay crecimiento el medio
se pone turbio y a continuacion se ajusta a una densidad equivalente a 0.5 de McFarland.

Siembra de la cepa en agar brucella + antibidtico

Una vez ajustada la densidad a 0.5 de Mc Farland (color rojo), se toman 500 mcl de cada cepa y se coloca en
cada uno de los orificios del replicador, asi como la cepa control ATCC. El replicador tiene un total de 37
orificios, de manera que se aplican 35 cepas y 2 controles. A continuacién se cubren los orificios con la tapa
gue toma de 1-2mcl de cada orificio (es decir de cada cepa), equivalente a 10x5 UFC y se depositan en el agar
brucella. Por ensayo se prueban 3 antimicrobianos, a 10 concentraciones cada uno y de cada uno un control,
es decir hay 60 platos de antibidtico y 6 controles en agar brucella sin antibidtico; de éstos, 4 se siembra en
anaerobiosis, para confirmar la viabilidad y crecimiento de la cepa, asi como control de contaminacién por
otros anaerobios y 2 en aerobiosis, para descartar contaminacién con gérmenes aerobios.

Por ultimo, se diluye la cepa control ATCC 700057 para asegurar que la concentracion del in6culo final de la

cepa sea de 1 a 4 por 10x7, lo cual se logra tomando 10 mcl de la suspension diluida al 0.5 de Mcfarland y se
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diluye en 10ml de solucién fisiol6gica 0.9%; esto resultard en una suspension de 10x5 UFC/ml. De éste tubo,
se toman 100mcl y se diluyen en 10 ml de salina al 0.9% nuevamente, lo que resulta en una suspension de
10x3 UFC/ml. Se toman 100mcl de la mezcla, que se coloca sobre el agar brucella y se siembran de manera
radiada (2 veces). Se incuba y al momento de la lectura, la presencia de aproximadamente 150 colonias
indicaré una densidad de 1.5x 10 x8 UFC/ml

Se colocan las cajas de petri en jarras extractoras de C02 colocando una tarjeta (anaero gen) generadora de

una atmosfera anaerdbica con 5% de C02 y se incuba a 37°C durante 48 hrs

Dia 4

Lectura del patrén de sensibilidad@edifficile

Cuando se inicia la lectura de los platos, se busca posible contaminacién con aerobios o anaerobios, de
manera que si ésta se detecta, se vuelven a probar las cepas en donde ocurrié.

- Si no hubo contaminacion, se examinan los platos con las diferentes diluciones del antibi6tico, de manera
gue se observa cual fue el MIC en donde hubo inhibicién en la apariencia del crecimiento, comparado con el
crecimiento con los platos de control anaerdbico y se anotan los resultados, determinando una cepa sensible o

resistente de acuerdo al cuadro 13:

Cuadro 13.MIC para cada antibi6tico

MIC (mcg/ml)
Antibiotico Susceptible Intermedio Resistente
Clindamicina lgual 6 <2 4 Ilgual 6 > 8
Metronidazol Igual 6 menor a 8 16 Igual 6 > 32
Imipenem lgual6 <4 8 Igual 6 > 16
Meropenem lgual 6 <4 8 Igual 6 > 16
Moxifloxacino lgual 6 <2 4 lgual 6 > 8
Vancomicina Igual 6 4 5-16 > 16
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Por ultimo, se verifica que el MIC de la cepa control ATCC 700057, esté dentro del rango que le corresponda
para cada antibidtico, segun el cuadro 14:

Cuadro 14.MIC de diferentes antibioticos para la cepa control ATCC 700057

MIC (mcg/ml)
Antibi6tico C. difficile ATCC 700057

Clindamicina 2-8
Metronidazol 0.125-0.5
Imipenem 1-8
Meropenem 05-4
Moxifloxacino 1-4
Vancomicina 05-4

Definiciones operacionales

Diarrea: Heces que se amoldan a un contenedor o méas de 200ml de materia fecal, de consistencia liquida o
semiliquida durante una o méas evacuaciones durante 24 hrs.

Megacolon téxico:se basa en la dilatacion colénica (>7cm en su diametro mayor) acompafiado de toxicidad
sistémica

Enfermedad Asociada &Clostridium difficile (EACD): Se define como la presencia de diarrea 0 megacolon
toxico + la presencia de una prueba de laboratorio positiva Qaudifficile 6 bien la presencia de
pseudomembranas por colonoscopia o cirugia, corroborado por histopatologia

EACD recurrente: enfermedad que cumple los criterios de EACD, que fue resuelta con o sin tratamiento y
gue cumple los mismos dentro de las 8 semanas siguientes a partir del inicio del primer episodio.

EACD nosocomial o asociado a cuidados de saludumple criterios para EACD y los sintomas iniciaron
después de 48 hrs de haber sido ingresado al hospital y menos de 12 semanas después de haber sido egresado
del hospital.

EACD comunitario: cumple criterios de EACD que inician durante las primeras 48 hrs después de haber

ingresado al hospital, y el paciente no estuvo hospitalizado durante las 12 semanas previas.
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EACD severa se define como la presencia de 2 6 > puntos en el paciente, que se menciona a continuacion: >
20 000 leucos, aumento de la creatinina sérica, > 60 afios, temperatura > 38.3°C, albumina < 2.5, 10 6 mas
evacuaciones/dia, dolor abdominal severo; se dan 2 puntos si por endoscopia habia evidencia de
pseudomembranas, el paciente se admitia a la UCI 6 presentaba alguna de las siguientes complicaciones:

choque, colectomia, megacolon téxico, perforacion 6 muerte en los préximos 30 dias

Analisis estadistico

 Se hara estadistica descriptiva utilizando medianas y valores minimo-maximo o frecuencias

absolutas y relativas.

» Para las comparaciones entre grupos, se utilizardn para las variable categéricas chi2 o exacta de

Fisher, seglin sea adecuado para sus distribuciones.
» Losriesgos se expresaran en razones de momios, con IC 95%.

» Setomard como significativa una p<0.05

Aspectos éticos

» El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Institucional de Investigacion Biomédica en

Humanos del Instituto (ver anexos).
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RESULTADOS

Del 1 de Junio del 2008 al 31 de mayo del 2009, se enviaron un total de 784 muestras para busqueda de toxina
A/B de Clostridium difficile con una tasa de positividad del 7.14% (56/784) solamente recaudando las
toxinas positivas, 9.69% (76/784) con los cultivos positivos y 11.86% (93/784) con cultivo y/o toxina
positivo.

La tasa anual de infeccién, por cada 1000 egresos, tomando en cuenta que el nimero total de egresos en un
afio fue de 4845:

- Toxina +:11.55 casos por cada 1000 egresos
- Cultivo +: 15.7 por cada 1000 egresos
- Cultivo y/o toxina +: 19.2 casos por cada 1000 egresos
Y la tasa anual de EACD por cada 1000 egresos, es de la siguiente manera:
- Toxina +:10.9 casos por cada 1000 egresos (53)
- Cultivo +:12.3 casos por cada 1000 egresos (60)

- Cultivo y/o toxina +: 15.89 casos por cada 1000 egresos

Cuadro 15. Total de muestras enviadas para blsqueda de toxina ABdifficile y muestras positivas o
negativas para toxina y/o cultivo.

Examenes realizados Numero (%) Cultivo y/o toxina positiva
N=784 N=93

Toxina positiva 56 (7.14) 56 (60)

Cultivo positivo para C.difficile 76 (9.69) 76 (81.7)

Tox pos/Cultivo pos 39 (4.97) 39 (41.9)

Tox neg/Cultivo pos 37 (4.71) 37 (39.7)

Tox pos/Cultivo neg 2 (0.25) 2(2.15

Tox pos/Cultivo no realizado 15 (1.91) 15 (16.12)

Tox neg/Cultvoneg - e
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De las 76 cepas d&lostridium difficile,se obtuvieron las siguientes caracteristicas (cuadro 16):

Cuadro 16. Caracteristicas fenotipicas y moleculares de las 76 cefaglidécile

Caracteristica N=76 (%)
No toxigenogénicas 37 (48.7)
Ausencia de genes Tcd Ay Tcd B 10/37 (27)
Genes Tcd Ay Tcd B 22/37 (59.4)
Gen Tcd A 3/37 (8.1)
Gen Tcd B 2/37 (5.5)
Toxinogénicas 39 (51.3)
Gen TcdAy Ted B 35/39 (89.7)
Gen Tcd A 1/39 (2.5)
Gen Tcd B 3/39 (7.8)
Gen Ted C - 14/76 (18.4)
Gen Tcd C + 62/76 (81.6)
Tipo salvaje 48/62 (77.4)
Mutado (delecion 18pb) 14/62 (22.6)

Las cepas fueron clasificadas como toxigénicas y no toxigénicas por la presencia o ausencia de la toxina A/B
por el método BioMerieux VIDAS, que es con el método que contamos; sin embargo, sabemos que la
sensibilidad del mismo va del 75 — 85%, por lo que la prueba de citotoxicidad hubiera sido id6nea. Esto es
importante mencionarlo, puesto que algunas de las toxinas negativas, representan realmente un falso
negativo, ya que de las 37 cepas clasificadas como no toxigénicas, hubieron 24 pacientes con EACD, lo que
nos habla de que 13 (17%) cepas fueron realmente no toxigénicas; 10 sin genes y 3 con Tcd Ay Tcd B

positivos y solo una con la delecion Ted C.
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En relacion al antibiograma, se utilizaron 6 antibiéticos para medir la concentracién minima inhibitoria (MIC)

y los rangos de sensibilidad en 55/76 (72.3%) cepas, que se muestra en el cuadro 17:

Cuadro 17.Antibiograma de 6 antibi6ticos d& difficile

Antibiotico Rango MIC  Sensibles (%) Intermedias (%) Resistentes (%)
(el N= 55 N= 55 N= 55
Meropenem 1-4 55/55 (100) 0/55 (0) 0/55 (0)
Imipenem 2-16 10/30 (33.34) 19/30 (63.33) 1/30 (3.33)
Metronidazol 0.125 -4 55/55 (100) 0/55 (0) 0/55 (0)
Vancomicina 1-4 55/55 (100) 0/55 (0) 0/55 (0)
Clindamicina 1->64 9/45 (20) 9/45 (20) 27145 (60)
Moxifloxacino 1->64 42/55 (76.4) 0/55 (0) 13/55 (23.7)

Se obtuvieron un total de 93 pacientes con toxina A/B positiva y/6 cultive cdifficile; de los cuales, 12
fueron excluidos del andlisis, dado que no se obtuvo el expediente clinico o bien la informacién estaba

incompleta (cuadro 18):

Cuadro 18. Caracteristicas demogréficas y clinicas de 81 pacientes con toxina A/B positiva y/o cultivo con
C. difficile

Género femenino 46 (56.7)
Edad en afos 52.7 (16 — 91)
> 65 afios 24 (29.6)

Diagnostico de ingreso

- Infeccioso 35 (43.3)
- Cirugia electiva 10 (12.3)
- Inflamacién de tubo digestivo o anexos 7 (8.6)
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- Inmunoldgico 6 (7.5)
- Metabdlico 5 (6.3)
- Cardiovascular 4(4.9)
- Neoplasia 3 (3.7)
- Enddcrinologico 1(1.2)
- Sangrado de tubo digestivo 1(1.2)
- Neuroldgico 1(1.2)
- Otros 1(1.2)
- Consulta externa 7(8.6)
Enfermedad subyacente

- Enddcrina 23 (28.4)
- Inmunoldgica 18 (22.2)
- Cardiovascular 16 (19.7)
- Infeccioso 9(11.1)
- Renal 7 (8.6)
- Oncoldgica 7 (8.6)
- Trasplante de érgano sélido 5(6.2)

- Neumopatia crénica 4 (4.9)
- Hematologico 2(2.4)

DEIH antes de la prueba (media)

17.09 (0 - 196)

DEIH totales (media) 33.8 (1 -259)
Recibieron antibioticos en las ultimas 12 semana: 74 (91.3)
Recibieron lactobacilos en las ultimas 12 semanas 3(3.7)
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Expuestos a inhibidores de bomba de protones el 66/80 (82.5)
los dltimos 3 meses

Expuestos a inhibidores H2, en los dltimos 3 28/80 (35)
meses

Recibieron quimioterapia 4 (4.9)
Radioterapia 1(1.2)
Estancia en la terapia intensiva 31 (38.2)
Duracion en la terapia (dias) 148 (1-123)
Cirugia de tubo digestivo 16 (19.7)

13 casos fueron clasificados c@ndifficile adquiridoen la comunidad, que represento el 16% (13/81) y 68

(84%) asociado a los cuidados de la salud, segtn la definicién de CDC.

16 pacientes fueron catalogados como portadores asintomaticos, cifra que represent6 el 20%; la mayoria (10
casos) se definié por portar una cepa no toxinogénica, confirmado por la ausencia de genes productores de
toxina A y B; 3 casos, por no cumplir con criterios para enfermedad asoc@datadium es decir sin

diarrea, fiebre, dolor abdominal, leucocitosis, pseudomembranas o megacolon téxico y por altimo, tuvimos 3
pacientes con diarrea cronica, toxina negativa @lestridium se identificé por cultivo, en los 3 casos, la
colonoscopia fue compatible con Ell: un paciente con Enfermedad de Crohn y 2 con CUCI y ninguno de los
3 recibieron tratamiento pai@.difficile durante su evolucidn; a pesar de ello, la respuesta clinica fue
favorable con inmunosupresores.

De los 16 pacientes, agrupados como portadores asintomaticos, 1 fue comunitario y el resto nosocomial; y por
altimo un paciente fue portador de una cepa con la delecion en el gen Ted C.

65 pacientes fueron clasificados con EACD, 48 pacientes (73.8%) no cumplieron criterios de severidad y 17
pacientes si (26.2%).

Del primer grupo de pacientes, con enfermedad no severa (48), 27% (13) no recibié tratamiento; de los cuales
10 (77%) se auto limitaron en los 14 dias siguientes, 2 pacientes continuaron con sintomas sin embargo su

evolucion y tratamiento posterior no fueron valorables y en un paciente no se pudo obtener informacién sobre
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su curacién, evoluciéon y tratamiento. De los 10 casos cuya enfermedad se autolimité a pesar de no haber
recibido tratamiento, en 3 de ellos se descontinud el esquema antimicrobiano (30%), lo que pudo haber

contribuido al cese de la diarrea; en ninguno de los 10 pacientes se reportan recaidas en los siguientes 30 dias.

Continuando con el grupo de pacientes con EACD no severa, 27 (56.2%) recibieron tratamiento, la mayoria
(24) con metronidazol VO con una media de 10 dias; se curaron 21, con una tasa de éxito del 87.5% (21/24),
sin embargo se reportd una tasa de recaida del 14. 2%; 2 de estos pacientes recibieron nuevamente
metronidazol con buena respuesta y 1 paciente fue dado de alta con probibticos con respuesta no valorable.
De los 24 pacientes que recibieron metronidazol, 3 pacientes tuvieron falla a tratamiento, los 3 fueron dados

de alta: 2 con antidiarreicos y 1 con probidticos y su respuesto no fue valorable.

Los otros 3 pacientes con EACD no severa y que recibieron tratamiento, se les administraron probioticos, de
los cuales 1 tuvo una respuesta adecuada y 2 su respuesta y evolucion no fue valorable. El paciente con
respuesta favorable, tuvo recaida a la semana y fue dado de alta con antidiarreicos. Por ultimo, cabe
mencionar que de los 48 pacientes con enfermedad no severa, en 8 pacientes no fue posible obtener

informacién sobre su tratamiento y evolucion.

En relacién a los 17 pacientes clasificados con EACD grave, el 100% recibieron tratamiento, todos con
metronidazol, con una duracion media de 8.5 dias; 3 pacientes inicialmente requirieron metronidazol por via
intravenosa: uno por ventilacion mecénica y 2 por intolerancia a la via oral y una vez que pudo reanudarse la
misma, se completd el esquema por ésta via. La tasa de éxito con metronidazol fue del 94% (16) y de recaida
5.8% (1) que més tarde se autolimit6. Vale la pena mencionar que el paciente catalogado con falla a
metronidazol, fue un hombre de 68 afios quien ingresd para reseccién de pseudoquiste pancreético, que se
llevé a cabo, una semana previa al diagnéstico de EACD con criterios de gravedad; el paciente inici6 con
diarrea, dolor abdominal y choque séptico por lo que fue trasladado a la terapia intensiva, con requerimiento
de aminas; la toxina délostridiumfue negativa, por lo que le suspendieron el metronidazol al segundo dia de
tratamiento, finalmente se aisth difficile y el paciente fallecié por FOM + choque séptico refractario, sin
ningun otro aislamiento por lo que se consideré que la EACD pudo haber sido la causa de su deceso; la cepa

no mostrd delecion del gen Tcd C y solo fue positiva para el gen Tcd A.
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Por altimo, un paciente del grupo de EACD severa, se le hizo el diagndstico de colitis pseudomembranosa

por colonoscopia, con toxina y cultivos positivos.

En el cuadro 19, se comparan algunas caracteristicas moleculares y de sensibilidad antimicrobiana de las

cepas del grupo de pacientes con EACD no severa y EACD severa:

Cuadro 19.Antibiograma y caracteristicas moleculares de las cepas de pacientes con EACD no severa y

severa
Caracteristica Enfermedad no Enfermedad OR (IC 95%)
severa severa

N=48 (%) N=17 (%)
Genes Tcd Ay Tcd 30 (62.5) 12 (70.5) 1.44 (0.38-5.65) 0.76
B
Gen Tcd A 2(4.2) 1(5.8) 1.44 (0-22.59) 0.6
Gen Tcd B 3 (6.25) 0(0) 0 (0-6.66) 0.39
Delecion Ted C 10 (20.8) 3(17.6) 0.81 (0.15-3.95) 0.54
Resistencia a 8 (16.6) 3 (17.6) 1.07 (0.19-5.44) 0.59
moxifloxacino
Resistencia a 14 (29.2) 7 (41.2) 1.7 (0.46-6.21) 0.54
clindamicina

De los 48 pacientes con EACD no severa, solo pudieron analizarse 35 cepas, ya que en el resto no se obtuvo
desarrollo. Como se observa en el cuadro, no se encontraron asociaciones entre genes y resistencia

antimicrobiana con la severidad del cuadro.

Por dltimo, cuando se compard la falla a tratamiento y recaida entre ambos grupos, tampoco encontramos

diferencia con una P no significativa (cuadro 20):

Cuadro 20. Pacientes con enfermedad no severa y severa
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Caracteristica Enfermedad no Enfermedad OR (IC 95%)

severa severa
N=48 (%) N=17 (%)

Falla a tratamiento 5 (10.4) 1(5.88) 0.54 (0.02-5.48) 05

Recaida 4(8.3) 1(5.88) 0.69 (0.03 -7.51) 0.60

De las complicaciones descritas @ostridium tuvimos un paciente que amerité colectomia, sin embargo el
diagndéstico final fue Enfermedad de Crohn con actividad severa por histopatologia y desconocemos si a este

paciente se le dio tratamiento p@iastridiumpor falta de datos en el expediente.

En cuanto mortalidad, parece que aument6 el porcentaje (7.4 vs 4.4%), comparado con los reportes anteriores,

sin embargo solo un caso pudo atribuirge difficile, y el resto a otras causas.
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DISCUSION

En general, se envié un mayor nimero de muestras para busqueda de téxin€ridéum en relacién

a los afios anteriores (784 vs 626 anuales), lo que traduce, una busqueda méas exhaustiva. Por otro lado, es
evidente el incremento en la tasa de positividad (vs18.43%) comparado con los afios anteriores y si
tomamos la tasa por cultivo y/o toxina positivos, la cifra aumenta practicamente al dobis $14386). Lo

mismo podemos mencionar, con la tasa anual de infeccion por cada 1000 egresos en donde hubo un
incremento de 5.04 a 11.5 casos por 1000 egresos, tomando las toxinas positivas; con una tasa anual de
enfermedad de 10.9 casos por 1000 egresos. Cabe recalcar, que si solo hubiéramos considerado el diagndstico
por toxina, no se hubieran identificado 37 muestras con éste germen, lo que representa el 39.7% de los casos
identificados; al contrario de lo que hubiera ocurrido si solo se hubieran tomado los cultivos positivos, ya que
se no se hubieran identificado 2 muestras, que representa el 2.15%. En relacién a la presentacion clinica, 1 de
cada 4 pacientes tuvieron criterios de EACD severa y el 17.6% de estas cepas, tuvo la delecion en el gen Tcd
C, factor de virulencia agregado; 2 de las cepas con la delecion, fueron también resistentes a moxifloxacino,
dos caracteristicas de la cepa NAP1/BI/027, que si bien son resultados preliminares, nos hace pensar que es

posible su existencia en el Instituto.

El incremento en la tasa de infeccion y enfermeda@.d#fficile, podria explicarse por el mayor numero de
muestras enviadas, el uso de ELISA para toxina A y B, que aumenta la sensibilidad entre un 8 — 15%
comparada con ELISA para toxina A, usada en los afios anteriores; y por ultimo también pudiera reflejar un
incremento real en su incidencia ya que la tasa anual de EACD por cada 1000 egresos fue de 10.9 casos por
cada 1000 egresos, siendo que la incidencia general descrita va de 1 — 10 casos por cada 1000 egresos y

estamos en el limite alff.

Como ya se menciond, el 40% de las muestrasQodifficile, se hubieran perdido si solo se hubiera
realizado toxina sin cultivo, lo que enfatiza la importancia de realizar como escrutinio la prueba para toxina y

complementarla con otra prueba como el cultivo, cuya sensibilidad es mayor (75 vs 96%).

Por otro lado, en relacion a las caracteristicas fenotipicas y moleculares de las 76 cepas obtenidas, la mayoria
fueron toxigénicas y predominaron ambos genes positivos Tcd A 'y Ted B, lo que concuerda con lo descrito en

la literatura. Fenner y cols en el 2008, en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Universitario Basel en
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Suiza, caracterizaron desde el punto de vista molecular, 124 cefasliffcile aisladas en el transcurso de
un afio, mostrando que el 81.5% fueron positivas para los genes Tcd A yfCN®se ha descrito hasta
ahora, una mayor asociacion de gravedad con las cepas productoras de ambastoxinasAvs toxina B,

hallazgo que tampoco encontramos con la RM, cuyas P no fueron significativas.

En relacion al gen Tcd C, sabemos que es un gen regulador negativo que se encudrdragpaiogénico

del Clostridumy los polimorfismos o deleciones del mismo, pueden producir un incremento en la expresion
de los genes productores de toxina lo que se asocia con mayor severidad del cuadfolaimizyoria de

nuestras cepas, no tuvieron delecion (tipo salvaje), sin embargo hasta un 22.6% tuvo la delecion de 18 pb
(mutante), cifra muy similar a la reportada en la literatura: 5 — 208 y aunque no es especifica de la

cepa hipervirulenta NAP1, es un factor agregado de virulencia. El 28.6% de las 76 cepas identificadas con
delecion del gen Tcd C, se manifestaron como enfermedad severa, sin embargo no encontramos asociacion
con la presencia de Tcd C mutado y mayor severidad de la enfermedad, que pudiera ser por el reducido

ndmero de casos.

En la relacion a la sensibilidad antimicrobiana, observamos que el 100% de las cepas, fueron sensibles a
meropenem a diferencia de imipenem, lo que guarda relacion con el menor riesgo de producir EACD descrita

con meropenem y doripenem, no asi por otros carbapenéficos

Por otro lado, el 80% de las cepas fueron resistentes o con sensibilidad intermedia a clindamicina, primer
farmaco descrito como factor de riesgo p@tastridiumy cuya resistencia reportada es variable. Fenner y
cols reportaron una resistencia del 27.4%, la mayoria ribotipd®G2Vutlu y cols (2007) en 116 cepas
asladas en el Reino Unido, reportaron una sensibilidad del 6229¢6Sanchez-Somolinos y cols (2008) en

101 cepas aisladas en Madrid, el 65% fueron resistentes a clindaltficina

La resistencia a quinolonas también varia, con rangos de 20 ¥873% En nuestro caso fue del 23.7%,
porcentaje que hubiéramos esperado mayor, tomando en cuenta que es uno de los principales farmacos

relacionados a EACD (RR 3.11 IC 95% 1.12 — 8.62), y su uso en general ha ido en incremento.

El 100% de nuestras cepas fueron sensibles a metronidazol y vancomicina, farmacos de primera linea para el
tratamiento EACD. Pelaez y cols en 2002, revisaron el perfil de susceptibilidad de 415 cephfficik,

obtenidas durante un periodo de 8 afios y encontraron un rango de resistencia a metronidazol (MIC >
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16mcg/ml) del 6.3% y una resistencia intermedia a vancomicina del 3.1%. Sin embargo hay poca correlacion

clinica con la resistencia a metronidainobitro y su comportamientm vivo '

Un 16% de nuestros pacientes fueron clasificadoCtmstridiumcomunitario, y aunque desconocemos cual

es la incidencia real en nuestro pais, en general se ha descrito a un incremento en la EACD comunitario, como
lo mostré un estudio en el Reino Unido con un aumento en la incidencia de < 1 a 20 casos por cada 100 000
habitantes entre 1994 y 2064 A diferencia delClostridium nosocomial, el comunitario puede ocurrir en
pacientes de “bajo riesgo”, es decir sin los factores de riesgo habituales, como son individuos sanos o mujeres
durante el periodo alrededor del pdfapor lo que debe considerarse EACD aun en éstagiohl Algunos

de los posibles factores de riesgo descritos son: condiciones gastrointestinales crénicas que pudieran alterar la
flora normal, exposicién a superficies en casa, miembros de la familia 0 mascotas que pudieran transmitir las
esporas d€lostridiumy por Gltimo, el uso de inhibidores de bomba de protones.

Uno de cada 5 de nuestros pacientes, se defini6 como portador asintomatico: 1 paciente catalogado como
comunitario y el resto nosocomial, que coincide con el mayor rango de colonizacién de los individuos
hospitalizados (20-50%Js los adultos sanos en la comunidad (3%). Los individuos colonizados sirven como
reservorio para contaminar el ambiente, por lo que es importante tomar medidas preventivas, como
aislamiento de contacto y lavado de manos con agua y jabén. Por otro lado, se sabe que la colonizacién es un
factor de proteccion para desarrollar EA€una nueva exposicion. Lo anterior se demostré en un estudio
prospectivo, en 810 pacientes hospitalizados: 192 colonizados y 618 no lo estaban; los expuestos por primera
vez aClostridium desarrollaron con mas frecuencia enfermedad que los ya colonizados (22 vs 1). Este
fendmeno se observé aln cuando portadores y pacientes que desarrollaron la enfermedad, se expusieron a la

misma cepd’.

De los pacientes con EACD, en el grupo con enfermedad no severa, se menciona un 30% de 10 pacientes que
se curaron a pesar de no haber recibido tratamiento, en los que fue importante sefialar, que el esquema
antimicrobiano se suspendié y es que el paso méas importante en el tratamiento de la diarrea producida por

Clostridium difficile,es quitar los AB lo antes posible, ya que hasta el 25% de los casos pueden responder con

esta simple medida”.

Por otro lado el farmaco més utilizado en este grupo de pacientes (enfermedad no severa) fue el metronidazol

con una tasa de éxito del 87.5%, cifras muy similar a la mencionada en la literatura. Las guias publicadas
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desde los 90s refieren metronidazol sobre vancomicina como tratamiento de primera linea (2B) para
enfermedad no severa y las razones son: menores costos, disminuir la incid&mtezam covancomicina
resistente y la efectividad clinica comparable en enfermedad no SévétaUn estudio prospectivo,
deatorizado y doble ciego, con 81 pacientes con enfermedad leve, se demostré que metronidazol y

vancomicina via oral (VO) producen rangos similares de cunes@u%)"°.

En relacion a los 17 pacientes clasificados con EACD severa, el 100% recibieron tratamiento con
metronidazol, con una tasa de éxito del 94%; sin embargo en este grupo de pacientes, se menciona como
tratamiento de eleccién la vancomicina (1B), cuya tasa de éxito va del 95 — 100%; sin embargo no contamos

con vancomicina en suspensidn o tabletas en nuestro pais.

La tasa de recaida en ambos grupos fue del 5.8 a 8.3%, cifra dentro del rango esperado en la literatura (10 -
25%). Esta recurrencia no se relacion6 a una resistencia de metroiridao, como ya se ha descrito. Y

aunque el mecanismo de recaida, no es del todo claro, una de lagtesrlagersistencia de esporas en los
diverticulos coldnicos. Por otro lado la alteracién de la respuesta inmune del huésped, también parece
contribuir, ya que los pacientes con recaidas, tienen niveles bajos o indetectables de anticuerpos anti toxina
cuando se comparan con los que no recfrdor Gltimo, los estudios moleculaféshan demostrado que la

mitad de las recurrencias son por re infecciones de la original, tema que sera interesante investigar mas

adelante mediante electroforesis de campos pulsados y/o PCR.

El tratamiento descrito para la primera recaida, es el metrodinazol VO (2C), farmaco que se usé en solo el
40% de nuestros pacientes con buena respuesta, por lo que habra que poner més énfasis a este respecto en los

médicos a cargo.

Por otro lado el uso de probidticos, en las recurrencia€lpstridium parece ser benéfico, segiin mostré Mc

Farland en 2006, en donde encontr6 que el uso de los mismos, redujo de manera significativa la recurrencia
con un RR 0.59 (IC 95% 0.41-0.85) con una P 0.005. La recomendacion actual de probidticos, es en las
recaidas posteriores junto con vancomicina VO de manera intermitente o disminuyendo las dosis de manera

progresiva (2C).

En cuanto al desenlace de nuestros casos, éste fue de menor gravedad que en otros informes de la literatura

médica; ya que el caso de colectomia parece no haberse relacidbalifficile y solamente se reporté un
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caso de muerte probablemente por EACD severa, sin embargo como ya se mencionado, el tratamiento fue
inadecuado y lo anterior enfatiza la importancia de complementar la prueba de toxina con otros ensayos con

mayor sensibilidad.
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CONCLUSION

» Aungue los resultados obtenidos en este estudio son preliminares, los caracteristicas fenotipicas,
moleculares y clinicas, sefialan la existencia de cepas hipervirulentas en nuestro pais, dictado por el
comportamiento clinico y la delecién en el gen Tcd C que si bien no es especifico de la cepa
NAP1/BI/027 responsable de diversos brotes en todo el mundo desde el afio 2000, asi como del
aumento en la incidencia, complicaciones y mortalidad de la EACD; nos hace pensar en una posible
existencia de la misma, que tendrd que corroborarse mediante PCR y/o electroforesis en gel de
campos pulsados méas adelante.

* En general, encontramos un aumento en la tasa de infeccion y enferme@atifficite que si bien
hay factores que pudieron haber contribuido, es importante por esta razén y la existencia de cepas

hipervirulentas, reforzar las medidas de prevencion y control descritas en pacie@egifmile.
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