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Resumen

La Infeccion por Clostridioides difficile (ICD), es reconocida como una de las principales
infecciones asociadas a la atencion de la salud. Aunque tradicionalmente esta bacteria se ha
relacionado con cuadros de diarrea aguda, colitis pseudomembranosa y megacolon téxico,
también ha sido descrita como parte de la microbiota intestinal en pacientes asintomaticos.

Los pacientes con cancer presentan un alto riesgo de adquisicién y desarrollo de complicaciones
relacionadas con la ICD. En esta poblacion, la prevalencia de portadores asintomaticos de cepas
toxigénicas varia entre el 9% y el 16%, lo cual se relaciona con el uso prolongado de antibiéticos,
hospitalizaciones frecuentes y tratamientos inmunosupresores como parte de la terapia contra el
cancer. Aunque el interés en el estudio de los pacientes portadores asintomaticos ha crecido en
los afios previos, aun se desconoce el impacto potencial que estos individuos tienen en la
propagacién de la infeccion nosocomial, asi como los factores relacionados con la evolucién a
enfermedad sintomatica. Asimismo, aunque la tendencia actual sugiere no realizar cribado,
aislamiento u ofrecer tratamiento a pacientes portadores asintomaticos, la evidencia es
insuficiente y se requieren mas estudios enfocados en poblaciones de alto riesgo que ayuden a
proponer nuevas medidas preventivas.

A inicios de la década de los 2000, la incidencia de ICD incrementé y cobré mayor relevancia
debido a los brotes asociados a la cepa NAP1/027/B1. Esta cepa ha sido ampliamente
reconocida en varias partes del mundo, no solo por su relacién con brotes nosocomiales, sino
también por su vinculo con una mayor gravedad de los cuadros clinicos. Los principales
mecanismos de virulencia de C. difficile son la produccién de toxinas bacterianas, formacién
de esporas, presencia de adhesinas y flagelos bacterianos. Las toxinas A (TcdA) y B (TcdB) se
encuentran codificadas como parte de un locus de patogenicidad de 19.6 kb (PaLoc) que incluye
los genes tcdA, tcdB, tcdR, tcdE y tcdC. El efecto de las toxinas sobre el epitelio intestinal es el
responsable de la alteracion y pérdida de las uniones intercelulares que originan la aparicién de
las manifestaciones clinicas asociadas a los estados sintomaticos de la infeccién.

Aunque el tratamiento optimo depende del reconocimiento temprano de la infeccion grave,
actualmente no existe una definicion estandarizada que determine la gravedad de los casos. A
pesar de que algunas organizaciones han propuesto sistemas de puntuacién que contribuyen a
la clasificacion de los cuadros, la mayoria de estas escalas se fundamentan en recomendaciones
de expertos. Siendo ademas limitado su uso en pacientes con cancer, en los cuales variables
como la cuenta leucocitaria se encuentran alteradas de manera basal en respuesta al tratamiento
del cancer o como parte de la historia natural de la neoplasia.

Existen una gran cantidad de brechas en torno al estudio de la ICD. Por eso, se requiere de
estudios enfocados en la prevalencia y relacion de las cepas bacterianas aisladas de pacientes
portadores asintomaticos y aquellos con infeccion sintomatica, esto, con el objetivo de establecer
intervenciones que ayuden a la reduccion de la carga de la infeccion nosocomial, asi como en el
establecimiento de factores de riesgo relacionados con su adquisicién y prondéstico.

Este trabajo tiene como objetivo principal contribuir desde diferentes perspectivas al estudio de
la infeccion por C. difficile en pacientes con cancer, centrandose en la caracterizacion molecular
y genotipado de los aislamientos de C. difficile provenientes de pacientes con infeccion
sintomatica y colonizacion asintomatica. Asimismo, como objetivos secundarios, evaluamos los
factores de riesgo relacionados con la adquisicion de la infeccion, escalas prondsticas,
desenlaces y mortalidad en poblacién oncolégica



Para abordar estas brechas en el conocimiento y para cumplir con los objetivos especificos,
durante el desarrollo del proyecto se realizé:

« Comparacion molecular de los aislamientos de C. difficile de pacientes con colonizacion
asintomatica e infeccion por C. difficile mediante tipificacién bacteriana por electroforesis de
campos pulsados, secuenciacion de tcdC y cuantificacion relativa de la expresion génica de las
toxinas bacterianas.

» Estudio de casos y controles en poblacién oncoldgica para establecer factores de riesgo
relacionados con adquisicion de la ICD.

» Evaluacién de las escalas pronésticas de la ICD en pacientes con cancer y evaluacién de los
factores de riesgo relacionados con la mortalidad.

 Realizacion de una revision sistematica y metaanalisis para estimar y comparar la prevalencia
de colonizacién asintomatica en poblacion oncoldgica.

Concluimos que existe una asociacion clonal y un perfil toxico bacteriano similar entre cepas
bacterianas aisladas de portadores asintomaticos y aquellas provenientes de pacientes con ICD.
Asimismo, se encontré una baja proporciéon de pacientes con deleciones tcdC y toxinas binarias.
Contrariamente a lo reportado en nuestro pais, no se encontraron cepas NAP1/027/BI.

Asimismo, encontramos que el uso de fluoroquinolonas, cefalosporinas e inhibidores de la
bomba de protones aumentaron el riesgo de infeccion por C. difficile. En relacion con las
actuales escalas pronosticas, observamos que la mayoria de ellas no predicen de forma correcta
los desenlaces en pacientes con cancer y encontramos que el género masculino, la neutropenia
profunda, la hipoalbuminemia y la creatinina alta estaban fuertemente relacionados con la
mortalidad a los 30 dias desde el diagndstico. A diferencia de lo que se ha descrito anteriormente
en poblaciones no inmunocomprometidas, no encontramos asociacién entre el recuento total de
leucocitos y peores desenlaces.

Por ultimo, como prospecto en el estudio de C. difficile, se establecié una colaboracién con
diversas instituciones del pais para conformar un grupo multicéntrico, el cual trata de conjuntar
la informacién sobre prevalencia y caracteristicas clinicas de 16 centros de atencién en México
con el objetivo de consolidar y ampliar la informacion sobre caracteristicas clinicas, prevalencia
y prondstico de pacientes con ICD. En la actualidad se tienen alrededor de 2,500 registros de
casos de ICD y se plantea que dicha informacién ayude a nutrir la informacién disponible sobre
aspectos epidemioldgicos y pronésticos de los pacientes con ICD.

Se necesita realizar estudios centrados en la colonizacion asintomatica de C. difficile para
conocer de manera precisa su prevalencia y el papel que juega como parte de la dinamica en la
transmision hospitalaria, asi como los factores relacionados con la progresion a enfermedad
sintomatica.



Abstract

Clostridioides difficile infection (CDI) is recognized as one of the major healthcare-associated
infections. Although this bacterium is ftraditionally associated with acute diarrhea,
pseudomembranous colitis, and toxic megacolon, it has also been reported as part of the
intestinal microbiota in asymptomatic patients.

Cancer patients represent a high-risk group for acquiring and developing CDl-related
complications. In this population, the prevalence of asymptomatic carriers of toxigenic C. difficile
varies between 9% and 16%, which may be associated with prolonged use of antibiotics,
prolonged and frequent hospitalizations, and immunosuppressive treatments. Although interest
in the study of asymptomatic carriers has grown in recent years, the potential impact of these
subjects on the spread of infection or factors related to the progression to symptomatic disease
is still unknown. Likewise, although most recommendations suggest not screening, isolating, or
offering treatment to asymptomatic carriers, evidence is insufficient. More studies focused on
high-risk populations are needed to support new preventive measures.

At the beginning of the 2000s, the incidence of CDI increased and became more relevant due to
the outbreaks associated with the NAP1/027/B1 strain, which has been widely recognized in
various parts of the world for its relationship with nosocomial outbreaks and its association with
more severe cases. The main virulence mechanisms of C. difficile are the production of bacterial
toxins, spore formation, presence of adhesins, and bacterial flagella. Toxins A (TcdA) and B
(TcdB) are encoded as part of a 19.6 kb pathogenicity locus (PaLoc) that includes the tcdA, tcdB,
tcdR, tcdE, and tcdC genes. The effect of toxins on the intestinal epithelium is responsible for the
alteration and loss of intercellular junctions that give rise to the clinical manifestations associated
with symptomatic disease.

Although optimal treatment depends on early recognition of severe infection, there is currently no
standardized definition for determining the severity of cases. In response to this challenge, some
organizations have developed scoring systems to classify the disease severity. However, most of
the proposed scales are based on expert recommendations, and their use may be limited in
cancer patients, in whom variables such as leukocyte count are altered basally in response to
cancer treatment and as part of the natural history of the neoplasia.

There are many gaps in the study of C. difficile, requiring studies focused on the evaluation of C.
difficile isolated strains from asymptomatic carriers or patients with symptomatic disease to
establish interventions that help reduce the burden of nosocomial infection, as well as in
establishing risk factors related to its acquisition and prognosis.

This thesis aims to contribute from different perspectives to the study of C. difficile infection in
cancer patients, focusing on the molecular characterization and genotyping of C. difficile isolates
from patients with symptomatic infection and asymptomatic colonization. Likewise, as specific
objectives, we evaluated the risk factors related to CDI acquisition, prognostic scales, outcomes,
and mortality in the oncology population.

To address these knowledge gaps, the following was conducted during the project's development:

* Molecular comparison of C. difficile isolates from patients with asymptomatic colonization and
CDI through bacterial typing by pulsed-field gel electrophoresis, ftcdC sequencing, and
quantification of bacterial toxin gene expression.
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» Case-control study in a cancer population to establish risk factors related to the acquisition of
CDL.

« Evaluation of CDI prognostic scales in cancer patients and evaluation of risk factors related
mortality.

» Conducting a systematic review and meta-analysis to estimate and compare the prevalence of
asymptomatic colonization in the oncology population.

We concluded that there is a clonal association and a similar bacterial toxin profile between
bacterial strains isolated from asymptomatic carriers and those from patients with C. difficile
infection. Additionally, we found a low proportion of patients with tcdC deletions and binary toxins.
Contrary to what has been previously reported in our country, NAP1/027/BIl strains were not
isolated.

Furthermore, we found that fluoroquinolones, cephalosporins, and proton pump inhibitors
increased the risk of C. difficile infection in the oncology population. Regarding current prognostic
scales, we observed that most of them do not accurately predict outcomes in cancer patients. We
found that male gender, profound neutropenia, hypoalbuminemia, and high creatinine were
strongly associated with 30-day mortality from diagnosis. Contrary to that previously described
non-immunocompromised populations, we did not find an association between total leukocyte
count and worse outcomes.

Finally, as a prospect in the study of C. difficile, a collaboration was established with various
institutions in the country to form a multicenter study group, which aims to bring together
information on prevalence and clinical characteristics from 16 healthcare centers in our country
to increase information on clinical characteristics, prevalence, and prognosis of patients with CDI.
Currently, there are around 2500 CDI case records, and it is proposed that this information will
help to enrich available information on epidemiological and prognostic aspects of CDI patients.

We need studies focused on asymptomatic colonization of C. difficile to accurately determine its

prevalence and role in hospital transmission dynamics and factors related to the progression to
symptomatic disease.

VI
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Seccion 1 - Introduccion

1.1 Marco teodrico

Clostridioides difficile es un bacilo anaerobio Gram positivo causante de un amplio
espectro clinico de sintomas, el cual se caracteriza principalmente por cuadros
diarreicos asociados al uso de antibidticos, colitis pseudomembranosa y megacolon

toxico (1).

La implementacion de programas enfocados en la gestion adecuada de antimicrobianos
y sistemas de vigilancia activa han demostrado tener un impacto favorable en la
disminucion de la infeccidn por Clostridioides difficile (ICD). En los Estados Unidos, se
reportd una disminucion del 24% en la tasa de la ICD entre los afios 2011 y 2017,
resultado de un decremento del 36% en los casos adquiridos en el contexto hospitalario.
A pesar de esta disminucion, se estimd que para el 2017, la infeccion afecté a 462,100
personas y provoco alrededor de 20,500 muertes, lo que refleja la gravedad del
problema y su importancia como motivo de atencion publica (2,3). Ademas, los episodios
de ICD no solo afectan significativamente la salud y la calidad de vida de los pacientes,
sino que también generan costos elevados para los sistemas de salud, los cuales se

estima que pueden ascender a $4.8 billones de ddlares (4).

Los pacientes con cancer representan aproximadamente el 9% de los casos de ICD, lo
cual refleja el grado de vulnerabilidad de este grupo de pacientes. Este aumento en el
riesgo de adquisicion puede estar relacionado con factores intrinsecos asociados a la
propia neoplasia, asi como factores extrinsecos, como largas estancias hospitalarias,
uso elevado de antimicrobianos y tratamientos utilizados para el cancer, que pueden
crear ambientes favorables para el desarrollo y progresion de la infeccion (5-8). En los
Estados Unidos, entre 2001 y 2010, se reporté un aumento del 59% en el niumero de
casos de ICD en pacientes con cancer, siendo los pacientes con leucemia y linfoma los

mas afectados (3).



En México existe poca informacidn con respecto a la epidemiologia de las infecciones
por C difficile; sin embargo, algunos autores han observado un aumento de la incidencia
durante la ultima década. Por ejemplo, Davila y colaboradores encontraron un
incremento en la tasa de ICD entre los afos 2011 y 2015, reportando una media de 2.8
casos por 10,000 dias-paciente durante el periodo estudiado (9). De forma similar,
Ochoa-Hein y colaboradores reportaron un aumento en el numero de casos en la Ciudad

de México, con una incidencia media de 11.5 casos por 10,000 dias pacientes (10).

A inicios de la década de los 2000, la incidencia de ICD incrementd y cobré una mayor
relevancia debido a los brotes asociados con ciertas cepas bacterianas, en particular, la
cepa NAP1/027/B1, denominada segun el método de tipificacibn empleado en su
caracterizacion. Esta cepa ha sido ampliamente reconocida en varias partes del mundo,
no solo por su relacién con brotes nosocomiales, sino también por su vinculo con la
gravedad del cuadro clinico. Son varios los factores que se han relacionado con el
aumento de su virulencia, tales como alteraciones especificas en genes reguladores y
produccién de toxina binaria (11). En México, esta cepa se ha aislado con una frecuencia

variable, la cual oscila entre el 28 y el 91% de los casos reportados de ICD (10,12,13).

1.1.1 Factores de riesgo

En la literatura se han documentado diversos factores relacionados con el desarrollo de
ICD, entre los que destacan el uso de antibiéticos, la edad avanzada y el uso de

inhibidores de la bomba de protones.

Antibiéticos

El efecto directo de los antibiéticos en la microbiota intestinal se ha relacionado con un
aumento en el riesgo de desarrollar ICD (14,15). Brown y colaboradores encontraron
una mayor probabilidad de adquirir la infeccién en aquellos pacientes con uso previo de
clindamicina (OR: 16.8; IC 95% 7.4-37.7), fluoroquinolonas (OR: 5.50; IC 95%, 4.2-7.1),
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos (OR: 5.68; 95% IC, 2.12-15.23).
Situando en el grupo de menor riesgo a los macrolidos (OR: 2.65; 95% IC, 1.92 -3.64),
sulfonamidas (OR: 1.81; 95% IC, 1.34-2.43) y penicilinas (OR: 2.71; 95% IC, 1.75-4.21)
(16). Asimismo, se postula que el riesgo aumenta segun el numero de antibiéticos

utilizados, la dosis acumulada y el tiempo de exposicion al tratamiento, sin embargo, la



evidencia es escasa respecto al impacto verdadero que estas variables pueden tener

en la génesis de la infeccion (17,18).

En el caso de los pacientes con cancer, el uso de prolongado de antimicrobianos es una
practica comun que forma parte de los esquemas profilacticos y terapéuticos de cuadros
infecciosos en periodos criticos del tratamiento contra el cancer. En cohortes de
pacientes con neoplasias hematoldgicas y/o trasplante de células hematopoyéticas, se
ha reportado un mayor riesgo de adquisicién de la ICD en aquellos con consumo previo
de cefalosporinas (18,19), B-lactamicos/cefalosporinas, antagonistas del acido folico

(20) y carbapenémicos (21).

Quimioterapia

Se ha asociado el uso de diversos esquemas de quimioterapia con un aumento en el
riesgo de desarrollar ICD, dentro de los que destacan aquellos que incluyen etopdsido
(22), metotrexato y 5-fluorouracilo, inhibidores de la topoisomerasa del ADN, cisplatino,
paclitaxel y carboplatino (23). Se cree que los efectos directos en la mucosa intestinal y
el efecto citotdxico sobre el sistema inmunolégico del paciente son los principales
mecanismos de esta relacién. Sin embargo, la evidencia no es concluyente y algunos
estudios sugieren que la quimioterapia no actua como un factor de riesgo o prondstico

en pacientes con neoplasias hematologicas e ICD (20,24).

Edad

La incidencia de la infeccion, asi como la severidad de la misma, aumentan con la edad,
principalmente en aquellos pacientes mayores de 65 afos (25). Pepin, J y colaboradores
observaron que la mortalidad de la ICD es sustancialmente mayor en los pacientes de
65-74 afos, con un aumento aun mayor a partir de los 75 afios. Asi mismo, se ha
reportado una potencial relacion entre la edad y el riesgo de recurrencia de la infeccidn
(26).

Supresion del acido gastrico

El uso de inhibidores de la bomba de protones (IBP) se ha relacionado con mayor riesgo

de desarrollo de ICD (27). Esto se atribuye al efecto fisico protector del acido gastrico

como parte de los mecanismos de defensa contra esporas y bacterias ingeridas, las

cuales aumentan potencialmente su supervivencia en ambientes con un pH elevado

resultante de la inhibicion de los mecanismos productores de acidos gastricos. En
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pacientes con cancer se ha observado una relacion del uso de antagonistas del receptor
H2 (H2Ras) y de inhibidores de la bomba de protones con un mayor riesgo de desarrollar
ICD (28).

Otros factores
Otros factores como la neutropenia (5,18), asi como el tiempo de estancia hospitalaria
(29), insuficiencia renal, desnutricién y el antecedente cirugia gastrointestinal (30) se

han relacionado con la ICD.

1.1.2 Patogenia, factores de virulencia y mecanismos de regulacién

Los principales mecanismos de virulencia de C. difficile son la produccion de toxinas
bacterianas, formacién de esporas, presencia de adhesinas y los flagelos bacterianos.
Después de la adquisicién y germinacién de las esporas ambientales de C. difficile, se
requieren diversos factores que permiten la colonizacion y perpetuacién de estas en el
tracto gastrointestinal, estas moléculas deben tener la capacidad de permitir una
adecuada adherencia a las células cilindricas del epitelio intestinal. En los seres
humanos, C. difficile establece una adherencia con las células mucosecretoras HT29 y

Caco-2 mediante proteinas de la pared celular (31).

Por otro lado, la virulencia que aporta el flagelo se relaciona no solo a la capacidad
intrinseca motora y subsecuente habilidad para evadir ambientes hostiles por parte de
la bacteria, sino también a su relacion con la adhesién, formacion de biopeliculas,
secrecion de componentes a través de la membrana celular, modulacion del sistema
inmunitario y regulacion de la produccién de toxinas bacterianas (32). Cabe mencionar
que medidas preventivas como vacunas orales, se han basado en antigenos

estructurales flagelares (33).

La produccion de toxinas bacterianas se ha reconocido ampliamente como el principal
mecanismo de virulencia, siendo crucial en el desarrollo y génesis del cuadro clinico
caracteristico. Se describen dos proteinas principales relacionadas a las cepas
toxigénicas, la toxina A (TcdA) y B (TcdB), mismas que se encuentran codificadas como
parte de un locus de patogenicidad de 19.6 kb (PaLoc) que incluye los genes tcdA, tcdB,
tcdR, tcdE y tcdC; dicho locus es reemplazado en las cepas no toxigénicas por
secuencias especificas no codificantes. Aunque generalmente PalLoc se localiza en la
misma posicion genodmica, se han descrito distintas ubicaciones en las cepas toxigenas,

lo que genera la hipétesis respecto a su adquisicion mediante transferencia horizontal.
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La semejanza de las regiones tipo PalLoc en diferentes especies bacterianas como C.

sordelliiy C. perfringens apoya dicha teoria (34).

Los productos proteicos de tcdA y tcdB contienen 3 dominios principales: 1) Dominio de
oligopéptidos repetidos combinados (CROP), 2) Dominio cisteina proteasa (CPD) y 3)
Dominio glicosil-transferasa (GTD). La toxina B interactua con el receptor PVRL3,
mientras que la toxina A se une a carbohidratos apicales especificos ubicados en las
células del epitelio intestinal. Una vez que interactuan la toxina con su receptor, esta se
internaliza, permitiendo que el dominio CROP se incruste a la membrana endosomal y
posibilite la interaccion de los 2 dominios restantes (CPD y GTD) con el citosol celular.
Una vez expuesto el dominio CPD, este interactua con inositol hexakisfosfato (IP6),
permitiendo la activacién de su funcién como proteasa, la cual a su vez incide y libera
al dominio GTD ubicado en su extremo amino terminal, el cual se encargara de mediar
la glicosilacion, y por consiguiente la inactivacion citosélica de las GTPasas RHO y RAC,
ambas proteinas involucradas en la organizacién del citoesqueleto celular. Todo esto
culmina en alteracion y pérdida de las uniones intercelulares, asi como disrupcién del
epitelio intestinal que genera las manifestaciones clinicas relacionadas con las

infecciones sintomaticas (35).

En modelos in-vivo, la delecion del gen tcdA parece no repercutir en la virulencia
bacteriana, lo que sugiere el potencial efecto de la toxina B en la generacién del cuadro
clinico (36). En relacion con el impacto de la toxina A, la evidencia es contradictoria,

situandola hasta ahora como probable mediador inflamatorio (37).

Se propone que los 3 genes restantes ubicados en PaLoc fungen como reguladores del
perfil téxico bacteriano. El producto del gen fcdE actua de forma similar a una proteina
tipo holina que facilita la liberacion de las toxinas desde el interior de la bacteria hacia
el ambiente extracelular (38). TcdR, proteina perteneciente a la familia de factores
sigma-70, ejerce su funcidén a través de la interaccién con la RNA polimerasa y los
promotores de ambas toxinas bacterianas, favoreciendo su transcripciéon. Finalmente,
se propone que TcdC posee un efecto como regulador a través de la modulacion directa
en la actividad de TcdR tanto en su forma libre como de holoenzima, mediante su
secuestro o interaccién con el nucleo de la RNA polimerasa. Asi mismo, se ha
observado durante la fase estacionaria del crecimiento bacteriano una disminucién en
la expresion del gen fcdC que se correlaciona con mayor produccién de toxinas
bacterianas. De igual forma, mutaciones o deleciones de fcdC se han encontrado en
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cepas con diversos perfiles de produccion de toxinas bacterianas. Dicho papel como
regulador negativo se encuentra debatido, existiendo evidencia que pone en entredicho

su verdadera funcion (39).

Una tercera toxina conocida como toxina binaria (CDT) se ha relacionado con aumento
en la gravedad de los cuadros clinicos atribuibles a diversos mecanismos, tales como la
induccion de TLR2 con la supresion consiguiente de la respuesta eosinofilica (40). Esta
toxina se compone de 2 subunidades proteicas; CdtA que cuenta con un dominio ADP-
ribosil transferasa y CdtB, la cual forma poros endosomales que permiten su liberacion
al espacio citosolico. La secuencia de activacion se lleva a cabo una vez que esta toxina
interactua con el receptor epitelial LRS, con su posterior internalizacién y liberacion
endosomal de la subunidad CdtA, la cual interactia con la actina e impide su

polimerizacion, lo que genera dafo a la integridad del epitelio intestinal (41).

1.1.3 Cuadro clinico y diagnéstico

La ICD es responsable del 15-25% de los cuadros diarreicos de tipo nosocomial, cifra
que aumenta en aquellos pacientes con alteraciones del sistema inmunitario. Es
importante resaltar que los pacientes con cancer estan predispuestos a desarrollar
cuadros diarreicos de diversas etiologias no infecciosas, por lo que es necesario agotar
diagnésticos diferenciales antes de establecer un diagnéstico definitivo. Por ejemplo, la
enterocolitis neutropénica se ha reportado como un diagnéstico diferencial importante,
la cual en este grupo es responsable del 0.6 al 26% de los cuadros diarreicos (42,43).
La diarrea de etiologia osmatica, malabsortiva relacionada con colitis isquémica, e
inflamatoria secundaria a colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn son otros ejemplos

de cuadros a descartar.

El cuadro clinico causado por C. difficile abarca un conjunto de manifestaciones
usualmente caracterizadas por diarrea con presencia de moco, sangre oculta y
leucocitosis en heces que se acompafa de fiebre en aproximadamente 15% de los
casos de infeccion leve. Otras manifestaciones incluyen dolor abdominal, ndusea y
anorexia que, sin un tratamiento adecuado y oportuno, pueden derivarse en cuadros de
colitis pseudomembranosa o megacolon toxico. En aquellos pacientes con cuadro
grave, las manifestaciones pueden incluir dolor abdominal difuso o en los cuadrantes
inferiores, distension abdominal, hipovolemia, acidosis lactica, hipoalbuminemia,

creatinina elevada y marcada leucocitosis (44,45).



La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA, por sus siglas en inglés)
y la Sociedad Americana de Epidemiologia Hospitalaria (SHEA, por sus siglas en
inglés), definen a la ICD por la presencia de sintomas (diarrea) y una prueba de heces
positiva para toxinas de C. difficile, o hallazgos colonoscopicos o histopatolégicos de

colitis pseudomembranosa (46).

El abordaje diagndstico se recomienda en aquellos pacientes con inicio de un cuadro no
atribuible a una causa conocida (v.g. uso de laxantes) caracterizado por 3 0 mas
deposiciones diarreicas en un periodo de 24 horas, en quienes se puede optar por la
prueba de amplificacion de acidos nucleicos (PCR) o por el algoritmo de multiples pasos
que involucra; 1) Deteccién de glutamato deshidrogenasa (GDH, antigeno comun), en
conjunto con toxinas mediante ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA),
0 2) GDH mas toxinas, arbitrada por PCR o 3) PCR mas toxinas. Cabe resaltar que en
aquellos pacientes que no cumplen con la definicion clinica operativa para el abordaje
diagnéstico, pero cuentan con riesgo significativo de infeccion por C. difficile, se sugiere
el uso del algoritmo multiple para su abordaje y no del NAAT aislado. Existen otras
alternativas diagndsticas como el ensayo de neutralizacion de citotoxicidad en cultivos
celulares que a pesar de demostrar una mayor sensibilidad y especificidad, su tiempo y

complejidad dificultan su utilidad en la practica clinica (46).

A pesar de la gran variedad de herramientas diagnésticas disponibles para C. difficile,
algunas de ellas no tienen la capacidad de diferenciar a los pacientes con colonizacion
asintomatica de aquellos con infeccién por C. difficile. Por ejemplo, el uso de PCR
aislado se asocia con un sobrediagndstico y sobretratamiento de la infeccion, generando
ademas un impacto economico al sistema de salud. Algunos autores sugieren la utilidad
del uso combinado de PCR con pruebas basadas en antigenos proteicos como las
pruebas de ELISA para definir un episodio de infeccion en donde existe produccion
activa de toxinas bacterianas y no solo presencial de la bacteria en el intestino del

paciente.

Con relacion al tipo de cuadro, se ha tratado de clasificar dependiendo el inicio de
sintomas y el contexto clinico involucrado. Acorde a la IDSA/SHEA, la infeccion por C.
difficile se clasifica en 1) inicio hospitalario (HO-ICD), cuando se desarrolla >3 dias
posterior al ingreso al hospital, 2) inicio comunitario, asociada a los cuidados de la salud
(CO-HCFA-ICD), la cual ocurre dentro de las primeras 4 semanas posteriores al alta

hospitalaria y 3) adquirida en la comunidad (CA-ICD), referida como aquellos cuadros
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de inicio extrahospitalario sin historia previa de hospitalizacién en un periodo de 12
semanas (46). Cabe resaltar el reciente incremento en la incidencia de las infecciones
comunitaria por C. difficile, lo que representa una oportunidad de estudio para investigar

las caracteristicas asociadas con su presentacion (47).

El manejo 6ptimo del cuadro depende del reconocimiento temprano de una infeccidon
grave. Aunque no existe una definicion estandar actual para establecer la gravedad de
los episodios, algunas variables se han relacionado con desenlaces adversos tales
como el inmunocompromiso, las comorbilidades, el recuento de glébulos blancos, la

edad avanzada, los niveles de albumina y la creatinina sérica (48)

En respuesta a este desafio, algunas organizaciones han desarrollado sistemas de
puntuacién para discernir la gravedad de la ICD. Sin embargo, se dispone de
informacion predictiva limitada en pacientes con cancer (46,49-52). Ademas, la mayoria
de estas escalas propuestas se basan en recomendaciones de expertos y se definen en
multiples contextos, como requerimiento de cuidados criticos, estado de choque,
megacolon téxico y mortalidad (49-52), por lo que es posible que las variables incluidas

en estas puntuaciones no sean aplicables a los pacientes diagnosticados con cancer.

En la tabla 1, se resumen algunas escalas de gravedad propuestas por la IDSA y la
SHEA (46), el Colegio Americano de Gastroenterologia (ACG, por sus siglas en inglés)
(51), la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas
(ESCMID, por sus siglas en inglés) (49), escala de ATLAS (52) y Zar et al (50).

Tabla 1. Criterios de gravedad comunmente utilizados para la infecciéon por C.
difficile.

IDSA/SHEA &

Variables ACG ESCMID ATLAS Zar et, al.
< 16,000
Leucocitos células/uL >15,000 >15,000 16,000-25,000 >15,000
>25,000
<13
Creatinina, mg/dL >1.5 >1.5 1.4-2.0 N/A
>2.1
Albumina sérica, g/dL N/A <3.0 <26 <2.5




IDSA/SHEA &

Variables ACG ESCMID ATLAS Zar et, al.
2.6-3.5
>3.5
<60
Edad en afios N/A N/A 60-79 >60
>80
Uso concomitante de antibiéticos N/A N/A Si/ No N/A
Temperatura N/A N/A N/A >38.3
Estancia en UCI N/A N/A N/A Yes/No
Colitis pseudomembranosa N/A N/A N/A Yes/No

IDSA; Infectious Diseases Society of America. SHEA; Society for Healthcare Epidemiology of America. ACG;
American College of Gastroenterology. ESCMID; European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases. UCI; Unidad de Cuidados Intensivos, N/A: No aplica, las variables no son consideradas como parte de
la escala.

A pesar de ser ampliamente utilizadas, estas escalas se basan en gran medida en la
opinidon y experiencia de expertos en el area, con la consiguiente necesidad de
estandarizacion y validacién. En pacientes con neoplasias hematologicas los
parametros de laboratorio pueden no ser Utiles en la estadificacion de la gravedad, tal
es el caso de los niveles de creatinina y el numero absoluto de leucocitos, los cuales
tienden a encontrarse alterados de forma basal en esta poblacion (53). Aunque han sido
propuestos diversos puntajes de gravedad del cuadro que incluyen tanto parametros
clinicos como pruebas de laboratorio, no se han desarrollado estudios que validen su

utilidad en pacientes con cancer (54).

1.1.4 Tratamiento y pronéstico

Dentro del grupo de individuos con alteraciones del sistema inmunitario, los pacientes
con cancer son mas susceptibles a desarrollar formas graves de la infeccion, y presentar
peores desenlaces clinicos (3,8,55). Larrainzar-Cohen et al. reporté una mortalidad a 30
dias mayor en pacientes con ICD y cancer en comparacion con sujetos con otra
comorbilidad (19.2 vs 8.6% respectivamente, p<0.001), siendo mayor en el subgrupo de
pacientes diagnosticados con neoplasias hematologicas (254 vs. 8.6%
respectivamente, <0.001) (8). Esto es atribuible no solamente a los factores intrinsecos
de la neoplasia, sino también a las modalidades terapéuticas utilizadas en el tratamiento
del cancer, asi como a la constante exposicién de factores de riesgo relacionadas con

la adquisicion de C. difficile como las hospitalizaciones prolongas y uso elevado de
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antibioticos. En México se han reportado tasas de mortalidad que rondan entre el 8 y el
9% (12,56), siendo mayor en aquellos ingresados en la unidad de cuidados intensivos y

en pacientes con algun tipo de inmunosupresion.

En relacién con el manejo farmacolégico de la ICD, este se basa principalmente en tres
tipos de antibidticos: vancomicina, fidaxomicina y metronidazol, cuyos esquemas varian
segun la gravedad de la infeccidén o recurrencia del cuadro clinico presentado, ademas
de su disponibilidad. Asimismo, nuevos biolégicos basados en anticuerpos
monoclonales dirigidos a las toxinas bacterianas se han utilizado con éxito

principalmente para pacientes con recurrencia clinica (46).

El trasplante fecal se considera como una opcion terapéutica para aquellos pacientes
tratados por al menos por dos episodios de infeccidon recurrente (43). En pacientes con
cancer sometidos a quimioterapia citotéxica, el trasplante fecal se ha reportado como
alternativa de alta efectividad y seguridad en el tratamiento de infecciones recurrentes;
sin embargo, pocos son los estudios que fundamenten su uso como medida terapéutica

de uso rutinario (57).

1.1.5 Colonizacién asintomatica por C. difficile

A pesar del mayor conocimiento de la fisiopatologia involucrada en la ICD, se sabe poco
sobre la colonizacién asintomatica por C. difficile (CACD). Por ejemplo, no existe una
definicién estandarizada universal para portadores asintomaticos, lo que dificulta la

estimacion de la carga de enfermedad en diferentes poblaciones (58)

La importancia de este grupo de pacientes ha aumentado en los ultimos afios debido,
por un lado, al riesgo potencial que pueden ejercer como fuente de infeccion asociada
a los cuidados de la salud, y, por otro lado, al riesgo aumentado de progresion en
aquellos pacientes de alto riesgo, especialmente los colonizados por cepas altamente

virulentas.

La prevalencia en la colonizacién varia dependiendo del grupo evaluado. En poblacién
sana se ha reportado una proporcién de colonizacién del 2.4-15.4% (59-61). Por otro
lado, en pacientes hospitalizados, la prevalencia reportada en su mayoria es superior al
20%, con proporciones que van del 4 al 29% (62-69), ascendiendo en algunos casos

hasta el 36% (70) como en pacientes con neoplasias hematoldgicas y a 74% si se
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realizan pruebas de cribado en pacientes con coexistencia de multiples factores de
riesgo (71). Sin embargo, es dificil la comparacion entre estudios debido a que en la
actualidad no existe un consenso universal que defina a los pacientes portadores

asintomaticos o colonizados.

El periodo de incubacion de la infeccion es controvertido; sin embargo, estudios en
pacientes sanos a los que se les han administrado cepas no toxigénicas, se ha
observado una excrecion bacteriana en heces en un periodo de 2-4 dias posteriores a
su ingestion (72). Asimismo, diversos estudios observan una alta probabilidad de
desarrollar ICD dentro de los primeros siete dias posteriores a la aparicion de la bacteria
en heces o especimenes peri-rectales (73,74). Se ha reportado que aquellos pacientes
gue no manifiestan sintomas en los siete dias posteriores a la aparicion de la cepa tienen
un riesgo menor de progresion a enfermedad sintomatica. En contraste, otros estudios
han observado periodos de incubacion mayores, los cuales pueden ascender hasta

meses posteriores a la adquisicion bacteriana (58).

Actualmente, no se recomienda la erradicacion de C. difficile en pacientes
asintomaticos, aun cuando estos tengan algun tipo de inmunocompromiso o alto riesgo
de progresion a enfermedad sintoméatica. Lo anterior, en parte, se relaciona a la nueva
era de diagnésticos moleculares, en donde el sobre diagnéstico y el aumento de falsos
positivos tiene un impacto desfavorable tanto para al sistema de salud, como para al
paciente, pues existe la posibilidad de estar tratando pacientes de forma innecesaria
(75). Aunque la tendencia actual se inclina a no tratar aquellos pacientes que no han
desarrollado sintomatologia, la evidencia se limita a la evaluacion de terapia antibidtica
y poco se ha explorado respecto a las nuevas alternativas como probiéticos, trasplante
de microbiota fecal, anticuerpos monoclonales y cepas no toxigenicas con el objetivo de

desplazar el nicho intestinal (46,76).

Los factores de riesgo relacionados con la progresion y aparicién del cuadro clinico en
portadores asintomaticos son variados, sin embargo, su estudio ha sido limitado. El
ribotipo bacteriano, asi como los niveles de anticuerpos IgG de la toxina A y B se han
relacionado con los estados de colonizacién (62). Asimismo, las caracteristicas
intrinsecas de ciertas cepas y su capacidad de sobrevivencia a ambientes adversos, se
han relacionado con mayor probabilidad de colonizacién en pacientes expuestos a

ambientes contaminados (77).
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Es interesante el papel de la microbiota intestinal y su disrupcion como factor
predisponente y facilitador del desarrollo de C. difficile, mas aun cuando el trasplante
fecal y la restauracion del ambiente intestinal fungen como medida terapéutica en casos

especificos de infeccion recurrente.

Estudios recientes han documentado diferencias del microambiente en aquellos sujetos
portadores asintomaticos en donde la diversidad microbiana en el intestino se encuentra
reducida en especies bacterianas pertenecientes al filo Bacteroidetes y Firmicutes, asi
como una mayor presencia de Proteobacterias (78). Asimismo, modelos in-vivo han
reportado beneficios en la restauracion de ciertas especies bacterianas y la ICD (79).
Historicamente, el uso previo de antibiéticos se ha relacionado ampliamente con la
aparicion del cuadro clinico, lo que apoya la hipétesis en la disbiosis de la microbiota
intestinal (80). De forma similar, se han descrito diversos perfiles de la microbiota

intestinal asociados al estado sintomatico de los pacientes con C. difficile (81).

Con relacién al papel de C. difficile en pacientes asintomaticos como potenciales
propagadores a pacientes vulnerables, se ha reportado a través de analisis de
tipificacion por técnica de secuenciacion del genoma y Multilocus variable number
tandem repeat, una relacién genética entre las cepas bacterianas pertenecientes a
pacientes con infeccién sintomatica y aquello colonizados, lo cual apoya la hipétesis
sobre el importante papel que los pacientes asintomaticos pueden jugar en la
transmisién nosocomial. Longtin y colaboradores mostraron el efecto de la vigilancia
activa de los pacientes portadores asintomaticos en la disminucion de la incidencia de
casos de ICD asociados a los cuidados de la salud, ellos observaron una disminucion

durante la intervencion de a 6.9/10, 000 dias-paciente a 3.0/10, 000 dias-paciente (82).

Aunque existen guias internacionales para el manejo de la infeccion, actualmente no se
cuenta con medidas o directrices que nos ayuden a comprender la progresion, evolucion
y tratamiento en aquellas personas colonizadas y expuestas a factores de alto riesgo,
especificamente en la poblacion de pacientes afectados por cancer. Ademas, también
son inciertos aquellos factores que predisponen o culminan en desenlaces adversos
(83), como es el caso de sujetos colonizados sometidos a procesos terapéuticos
agresivos o aquellos que enfrentan resistencia al tratamiento antibiético previamente
documentado en los ribotipos bacterianos 027 y 001, los cuales a su vez se han

relacionado con brotes y presentaciones graves de la infeccion.
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Es un hecho que se requieren analisis microbioldgicos y epidemiolégicos que ayuden a
una mejor comprension de la ICD y que proporcionen mejores bases para entender los
mecanismos de propagacion de la infeccidn nosocomial, asi como estudios que ayuden
a disminuir las brechas en el conocimiento relacionado con la prevalencia, factores de

riesgo, escalas pronosticas, desenlaces y mortalidad en poblacién oncoldgica

1.2 Planteamiento del problema

La ICD es una las principales infecciones asociadas a los cuidados de la salud, la cual
no solo incrementa la morbi-mortalidad de los pacientes hospitalizados, sino que
también eleva los costos relacionados con su atencién. Actualmente, existen muchas
brechas en el entendimiento de la infeccion y colonizacion asintomatica de C. difficile,
especialmente en la poblacién oncolégica, en quienes se ha documento un mayor riesgo

de adquisicion y eventos adversos relacionados con la infeccién.

Asimismo, no se conoce la prevalencia y el impacto clinico que los portadores
asintomaticos pueden tener en la carga de la enfermedad. De hecho, pocos estudios se
han enfocado en evaluar la relacién genética y caracteristicas moleculares que existen
entre los aislamientos de cepas causantes de colonizacion e infeccion sintomatica con
el fin de aportar conocimiento en las dinamicas de propagacion intrahospitalaria que
ayuden a la implementacion de programas enfocados a la disminucién de su

transmision.

Por otro lado, existen brechas respecto a las herramientas pronosticas actuales
utilizadas en poblaciones con ICD. La mayoria de las escalas pronosticas estan basadas
en recomendaciones de expertos y no toman en consideracion poblaciones especificas
como aquellas con inmunocompromiso, en quienes las variables utilizadas para

clasificar estadios de gravedad pueden encontrarse alteradas de forma basal.

Este estudio tuvo como objetivo principal comparar las caracteristicas moleculares de
las cepas de C. difficile aisladas de pacientes portadores asintomaticos y aquellas
provenientes de pacientes con infeccion sintomatica, asi como comparar las
semejanzas genéticas mediante su tipificacion bacteriana. Ademas, se evaluaron las

diferencias en la expresion génica de las toxinas bacterianas en aislamientos con
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deleciones en el gen regulador tcdC, con el fin de contribuir en la compresion de los

mecanismos de patogenicidad.

Ademas, el presente estudio abordé de forma integral la prevalencia de la colonizacién,
factores de riesgo, escalas prondsticas, desenlaces y mortalidad de la ICD en poblacién
oncoldgica, teniendo como punto de partida la caracterizacion molecular de los
aislamientos bacterianos. Los resultados relacionados con la prevalencia de portadores
asintomaticos, factores de riesgo asociados con la ICD, evaluacion de las escalas
pronosticas y caracteristicas relacionadas con la mortalidad, se abordaran en la seccién

numero cuatro del presente trabajo.

1.3 Objetivos de la tesis

Objetivo General

Este trabajo tiene como objetivo contribuir desde diferentes perspectivas al estudio de
la infeccién por C. difficile en pacientes con cancer, centrandose en la caracterizacion
molecular y genotipado de los aislamientos de C. difficile provenientes de pacientes con
infeccion sintomatica y colonizacion asintomatica. Asi como la evaluacion de la
prevalencia de colonizacion y aquellos factores relacionados a la adquisicion y

pronostico de la ICD.

Objetivos especificos

* Establecer el perfil téxico bacteriano (toxina A, B y binaria) de los aislados clinicos.

* Tipificar, mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), los aislamientos
bacterianos de los pacientes con cancer e ICD o colonizacidon asintomatica por C.
difficile.

* Identificar deleciones puntuales en el gen tcdC en los aislados clinicos mediante
secuenciacion.

* Cuantificar la expresion relativa de fcdB y tcdA entre los aislamientos con delecién de
tedC.

* Evaluar los factores de riesgo relacionados con la ICD en pacientes con cancer.

* Evaluar el desempefo que tienen las escalas prondsticas actuales en pacientes con
cancer

* Evaluar factores de riesgo relacionados a mortalidad en poblacién oncoldgica.

» Estimar y comparar la prevalencia de infeccidn asintomatica en pacientes con cancer.
14



1.4 Hipétesis o lineamiento

Existe una relacién clonal mayor al 30% entre los aislamientos de los pacientes con
cancer e infeccion por C. difficile (sintomaticos) y aquellos con colonizacion asintomatica

por C. difficile.
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Seccidon 2 Métodos

2.1 Tipo de estudio y poblacion

Realizamos un estudio observacional y prospectivo en pacientes con cancer e ICD o
CACD del 1 de agosto de 2019 al 31 de diciembre de 2021 en el Instituto Nacional de

Cancerologia, un centro oncoldgico de tercer nivel en la Ciudad de México.

Los casos de ICD fueron pacientes con 23 episodios de diarrea en 24 horas y una
prueba de PCR positiva para los genes de las toxinas bacterianas A y B de C. difficile.
El grupo CDAC incluy6 pacientes hospitalizados sin diarrea, con una prueba positiva de
glutamato deshidrogenasa (GDH) y aislamiento de C. difficile mediante cultivo
anaerdbico de las heces. El uso de GDH tuvo como objetivo incluir cepas bacterianas

toxigénicas y no toxigénicas.

Debido a que la deteccion de pacientes asintomaticos no es una practica habitual en
nuestra Institucion, se seleccionaron al azar pacientes asintomaticos, emparejados
acorde a la incidencia temporal de casos de ICD. Se invitaron a participar a tres
pacientes asintomaticos por cada caso de ICD. Todos los pacientes asintomaticos
incluidos firmaron el consentimiento informado y se les solicitd una muestra de heces
para su posterior estudio. Asimismo, se hizo seguimiento de estos pacientes durante 30
dias, después del diagndstico para evaluar la progresion a enfermedad sintomatica

(aparicion de diarrea).

2.2 Criterios de inclusion

* Pacientes con diagndstico confirmado de cancer que aceptaran participar y firmaran el

consentimiento informado.

Para los casos de ICD:
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» Pacientes con cuadro diarreico (escala de Bristol igual o mayor a 6), en mas de 3

ocasiones durante un periodo de 24 horas.

Para los casos de infeccion asintomatica:

+ Pacientes con presencia de heces formadas (escala de Bristol igual o menor a 4).

2.3 Criterios de exclusion

» Pacientes que no proporcionen muestra de heces o que hayan sido egresados antes

de la entrega de la muestra bioldgica.

2.4 Criterios de eliminacion

» Retiro del consentimiento informado.

Para los casos de ICD:

* Pacientes con prueba de PCR negativa.

Para los casos de infeccion asintomatica:

* Para el grupo CACD aquellos pacientes con prueba de GDH negativa

2.5 Variables de estudio

Las variables de estudio se recabaron a través de una entrevista dirigida y busqueda

directa en el expediente clinico electronico. En la tabla 2 se recopilan y definen las

variables de importancia para los objetivos del estudio.

Tabla 2. Operacionalizacion de las variables de estudio

Variable Tipo de variable Codificacion Metodo. fje
obtencion

Sexo Cualitativa nominal 1. Hombre Expediente
2. Mujer

Edad Cuantitativa continua Edad cumpllda al momento de la Expediente
intervencion

Cualitativa nominal Evidencia en registro médico de diabetes
Diabetes mellitus: .
mellitus 1. Diabético Expediente

0. No diabético
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Método de

Variable Tipo de variable Codificacion L.
obtencion
Evidencia en registro médico de
Hlpe!'ten3|on Cualitativa nominal hlpeﬂen3|on arterial sistémica Expediente
arterial 1. Hipertenso
0. No hipertenso
Sobrepeso u obesidad cuantificada por
Cualitativa ordinal indice de masa corporal (Peso
Sobrepeso u [kgl/estatura [m?]) .
obesidad 0: Normal: <25 Expediente
1: Sobrepeso: 25-29.9
2: Obesidad: >30
Diagndsticos oncoldgicos al momento de
la infeccién.
Cancer Cualitativa ordinal 1 Lgucemla Expediente
2. Mieloma
3. Linfoma
4. Otra (especificar)
Uso de quimioterapia citotoxica al
- . Cualitativa nominal momento del diagndstico .
Quimioterapia 1: Si Expediente
0: No
Es.qu.ema d(? Cualitativa ordinal Esquema de quimioterapia Expediente
quimioterapia
Uso de antibidticos 30 dias previos al
Uso de Cualitativa nominal diagnostico .
R o Expediente
antibioticos 1: Si
0: No
0.0
Numero de I . 1.1 .
antibi6ticos Cualitativa ordinal 2 9 Expediente
3. Igual o mas de 3
1. Clasificacion antibidtica
2. Carbapenémicos
3. Cefalosporinas
} 4. B-Lactam/B-lactamasa inhibidores .
T'pf) .d’e. Cualitativa ordinal 5. Glicopeptidos Expediente
antibidticos ;
6. Quinolona
7. Aminoglucosidos
8. Clindamicina
9. Inhibidores de los folatos
. Uso de inhibidores de la bomba de
Inhibidor de la . . ] . .
- . protones 30 dias previos al diagnostico Expediente
bomba de Cualitativa nominal 1 Si
protones 0: No
Clasificacion del episodio segun lugar de
Tioo de adquisicion:
imPecci()n Cualitativa ordinal 1. CO-HCFA-ICD Criterio IDSA
2. HO-ICD
3. CA-ICD
Temperatura Cuantitativa continua .G.ra.dos ce’ntlgrados maximos durante Termdmetro
inicio de sintomas
Leucocitos Cuantitativa discreta ler? cuar31t|f|ca0|on total de leucocitos- cel Citometria
x10°/mm
Neutrofilos Cuantitativa discreta ler§ cuar31t|f|030|on total de neutrdfilos - cel Citometria
x10°/mm
Linfocitos Cuantitativa discreta C'”? cuagtlflcamon total de linfocitos - cel Citometria
x10°/mm
Creatinina Cuantitativa discreta C!fr.a cuantificacion total de creatinina Quimica sanguinea
sérica - mg/dL
Cifra cuantificada de albdamina - g/dl
. o . 1.<25 i .
Albumina Cualitativa ordinal 2 26.35 Quimica sanguinea
3.>3.5
Numero de Numero total de episodios diarreicos en
episodios Cuantitativa discreta periodo de 24 horas Entrevista
diarreicos
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Método de

Variable Tipo de variable Codificacion obtencién
Presencia de choque séptico durante el
Chogue Cuantitativa nominal epIS.OdIO de ICD Expediente
séptico 1: Si
0: No
Presencia de megacolon toxico durante el
Megacolon Cuantitativa nominal ePIS.OdIO de ICD Expediente
téxico 1: Si
0: No
Presencia de peritonitis durante el episodio
Peritonitis Cuantitativa nominal ?eSI?D Expediente
0: No
Presencia de fleo durante el episodio de
fleo Cuantitativa nominal I1Cg| Expediente
0: No
Dias de Numero total de dias previos a la toma de .
hospitalizacion  Cuantitativa continua Expediente
. la muestra
previa
Dias de
hospltgllzauon Cuantitativa continua Numero total de dias posteriores a latoma  Expediente
posterior al de la muestra
diagndstico
. Ingreso a unidad de cuidados intensivos
Unidad de . . .
. . . durante el diagnoéstico de la ICD Expediente
Cuidados Cualitativa nominal 1:Si
Intensivos 0: No
Tipo de antibidtico utilizado en terapia de
la ICD.
Tipo d‘.e Cuantitativa nominal 1. Metronlqa;ol Expediente
tratamiento 2. Vancomicina
3. Terapia combinada
4. Trasplante fecal
Tlempg de Cuantitativa discreta Numero total de dias con tratamiento Expediente
tratamiento
Recurrencia dentro de los 30 dias
R . Cualitativa nominal posteriores al diagndstico: Expediente
ecurrencia 1-Si
0: No
Cualitativa nominal Presencia de cdlicos o dolor abdominal
Dolor . .
abdominal 1: Si Entrevista
0: No
Electroforesis en
Pulsotipo Cualitativa ordinal Grupo segun pulsotipo Gel de Campo
Pulsado
Presencia o ausencia de los genes fcdA,
o . tcdB, tcdC y rrS )
Genes Cuantitativa nominal 0: Ausente PCR punto final
1: Presente
Cuantificacion de la expresion génica
Eggirg,aslon Cuantitativa continua mediante ciclos de amplificacion: RT-gPCR
Numero de ciclos de amplificaciéon
Escenario Escenario clinico del paciente
clinico Cualitativa ordinal 1.Diarrea por Infeccion por C. difficile Sistema diagnostico
2.Colonizacion asintomatica por C. difficile
1.No grave .
o . Sistema de
Gravedad Cualitativa ordinal 2.Grav§ clasificacion
3.Fulminante
Fallecimiento dentro de los primeros 30
Mortalidad a . . dias posteriores al diagnéstico Expediente C.
. Cualitativa nominal o
30 dias 1: Si
0: No
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Abreviaciones: HO-ICD: infeccion por C. difficile de inicio hospitalario, CO-HCFA-ICD: infeccion de C. difficile de
inicio comunitario, relacionado a los cuidados de la salud, CA-ICD: infecciéon de C. difficile adquirida en la
comunidad.

2.6 Técnicas y procesamiento de las muestras

2.6.1 Diagnéstico de ICD y tamizaje de portadores asintomaticos

Se realizd un cribado en busca de pacientes portadores mediante prueba de GDH en
heces. La GDH es una enzima relacionada con el metabolismo bacteriano, la cual se
encuentra codificada fuera del PalLoc en el gen gluD, dicha proteina se encuentra
altamente conservada tanto en cepas toxigénicas y no toxigénicas de C. difficile de todos
los ribotipos bacterianos, por lo que su presencia no es un indicador potencial de
patogenicidad, pero si una prueba rapida de escrutinio para establecer ausencia o
presencia de este organismo en particular (84). Todas las muestras de heces positivas
fueron posteriormente sometidas a cultivo anaerébico para el aislamiento bacteriano y
amplificacién de toxinas bacterianas. Para el caso de los pacientes con ICD, se realizd
el diagndstico acorde con las guias internacionales de la IDSA/ASHE mediante
evaluacion de cepas toxigénicas en heces, para su posterior aislamiento mediante

cultivo anaerébico. En la figura 1 se observa el flujo de trabajo.

Figura 1. Flujo de trabajo

Pacientes sin GHD positivos GruPo de Portadores Tipificacion de las cepas
diarrea asintomaticos
Evaluacién del perfil de
toxinas bacteriano
Poblacion Cultivo anaerébico y
Oncologlca aislamiento
Genotipificacion de tcdC
_ Pamente§ con Grupo de pacientes Evaluacion de expresion
sindrome diarreico PCR positivos con ICD génica

2.6.2 Cultivo y aislamiento bacteriano

El cultivo, asilamiento, secuenciacion y caracterizacion de las cepas bacterianas se
realizdé en el laboratorio de microbiologia clinica del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran ubicado en la Ciudad de México, México.
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Las heces de los pacientes se mezclaron con etanol absoluto en una proporcién 1:1'y
se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente para posteriormente centrifugarse
(Rotina 420, Hettich, Tuttlingen, DEU), a 4,100 revoluciones por minuto (rpm) durante
10 minutos. A continuacion, los sobrenadantes se decantaron para inocular las heces
en placas de agar Brucella (BD BBL con sangre de carnero al 5 %), agar sangre (TSA
con sangre de carnero al 5 %) y agar de cicloserina cefoxitina y fructosa. Posteriormente,
las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C y todas las colonias con sospecha de
C. difficile se identificaron mediante el ensayo MALDI-TOF. Las bacterias se volvieron a
sembrar para obtener un cultivo puro y se almacenaron a temperatura ambiente en un
vial de medio liquido de caldo de infusion de corazén y cerebro (medio BHI, 50 % de

glicerol, 0,5 pg/ml de cisteina, 50 ug/ml de hemina y 1 ug/ml de vitamina K).

2.6.3 Perfil toxico bacteriano

Después de 48 horas de incubacién en placas de agar Brucella, las bacterias se
suspendieron en 500 pl de tampon TE (10 Mm Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 7,4) y se
incubaron primero a 95° C y después en hielo durante 10 minutos. Luego se recolecto
el liquido sobrenadante por centrifugacion (13.000 rpm durante 2 minutos) (Centrifuge
5424 R, Eppendorf, Hamburg, DEU) y se almacend a 70°C.

Para la amplificaciéon de las toxinas bacterianas, utilizamos cebadores previamente
descritos (85,86). Las condiciones del ciclo de PCR fueron las siguientes: para tcdA y
tcdB: 95° C durante 5 minutos; 30 ciclos de 95° C por 60 segundos, 55° C por 60
segundos y 72° C por 60 segundos; y una extension final a 72° C por 3 minutos; mientras
que para cdtA 'y cdtB: 95° C durante 5 minutos; 30 ciclos de 95° C por 45 segundos, 52°
C por 60 segundos y 72° C por 80 segundos; y una extension final a 72° C por 8 minutos.
Los productos de la PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5% con bromuro de
etidio (0.5 g/ml) que corrieron a 5 V/cm en tampdn de tris-borato EDTA (tris-borato 45
mM, EDTA 1 mM) por 60 minutos.

Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificacion de los genes bacterianos.

Gen Cebador Cebador secuencia (5°-3")
cdtA cdtApos TGAACCTGGAAAAGGTGATG
cdtArev AGGATTATTTACTGGACCATT TG
cdiB cdtBpos CTTAATGCAAGTAAATACTGA G
cdtBrev AACGGATCTCTTGCTTCAGTC
tcdB TB1 GAG CTG CTT CAATTG GAG AGA
TB2 GTA ACC TAC TTT CAT AAC ACC AG
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Gen Cebador Cebador secuencia (5°-3")
TA1 ATG ATA AGG CAACTT CAG TGG
TA2 TAA GTT CCT CCT GCT CCATCAA

tcdA

2.6.4 Delecién del gen tcdC

Para evaluar la presencia y deleciones del gen tcdC, se utilizé un ensayo de PCR
descrito con anterioridad (87). Este ensayo generdé amplicones de 108, 126, 144 y 162
pb correspondientes a deleciones de 54, 39, 18 y 0 pb, respectivamente. Las
condiciones del ciclo de PCR fueron las siguientes: 94° C durante 6 minutos; 30 ciclos
de 94° C por 50 segundos, 47° C por 40 segundos y 72° C por 50 segundos; y una
extension final a 72° C durante 3 minutos. Para la confirmacion de la delecién, se
secuenciaron las muestras con sospecha de delecion. El amplicén se purifico a partir de
gel de agarosa con QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit (Qiagen) y posteriormente se
marcoé con el kit de secuenciacién de ciclo BigDye™ Terminator v3.1 (Applied
Biosystems™) y purificé con el kit de BigDye XTerminator™ (Applied Biosystems™). La
secuenciacion se realizd con un capilar de 50 cm en la plataforma del analizador
genético Applied Biosystems 3500. Las cepas VPI10463 y NAP1/027/BI se utilizaron

como cepas de control.

Tabla 4. Cebadores utilizados para la amplificacion de tcdC.

Gen Cebador Cebador secuencia (5°-3")
tedC F252 CATGGTTCAAAATGAAAGACGAC
¢ R415 GGTCATAAGTAATACCAGTATCATATCC

2.6.5 Analisis de expresion génica

Evaluamos la expresién génica relativa de tcdA y tcdB en muestras con delecion in-
frame A18 y controles sin delecion. Después de 48 horas de incubacion anaerdbica, se
extrajo el ARN de las bacterias con el kit RNeasy® PowerMicrobiome® (Qiagen™) y se
almaceno a -70° C hasta su cuantificacion. Se realiz6 el protocolo de dos pasos; 1)
retrotranscripcion con el kit Maxima First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific™)
y 2) amplificacién por triplicado mediante gqPCR con el kit Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (Thermo Scientific™). Se utilizé el gen rrS como control interno para
la cuantificacion relativa y se usaron oligonucleétidos previamente reportados para la
amplificacién (88,89). El promedio de AtcdA o AtcdB en el grupo de control se utilizé
para normalizar cada muestra con delecion in-frame A18 y se usé el método delta-delta

Ct (2-AACt) para cuantificar la expresidon génica. La amplificacion se llevd a cabo en el
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termociclador StepOnePlus™ Real Time PCR system (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA).

Tabla 5. Cebadores utilizados para el analisis de expresion de las toxinas
bacterianas.

Gen Cebador Cebador secuencia (5°-3")

s rrS-F GGGAGACTTGAGTGCAGGAG
rrS-R GTGCCTCAGCGTCAGTTACAGT

tcdB CD-tcdA-F TTGTATGGATAGGTGGAGAAGTCAGT
CD-tcdA-R AATATTATATTCTGCATTAATATCAGCCCAT

tcdA CD-tcdB-F1 GAAACAGGATGGACACCAGGTT
CD-tcdB-R1 ACGGTCTAACAGTTTTGTGCCA

2.6.6 Tipificacion bacteriana por PFGE

Utilizamos Salmonella serotipo Braenderup cepa (H9812) como control de peso
molecular. Las cepas de C. difficile se cultivaron en 15 ml de caldo de infusion cerebro
corazén (medio BHI, 50 ug/ml de hemina, 5 mg/ml de caldo de extracto de levadura con
peptona, 0,5 ug/ml de cisteina y 1 ug/ml de vitamina K1) a 37° C durante 16 horas. En
el caso de Salmonella, se cultivo en 5 mL de caldo TSB (caldo triptona soja) a 37°C

durante 16 horas.

Para la elaboracion de los plugs se centrifugaron (Centrifuge 5424 R, Eppendorf,
Hamburg, DEU), 600 pl de medio BHI para C. difficile o 200 ul de medio TSI para
Salmonella a 13,000 rpm durante 2 minutos. Se eliminé el sobrenadante y el sedimento
bacteriano se suspendié en 200 ul de tampon de lisis de C. difficile (6 mM Tris-HCI, pH
8-0, 1.0 M NaCl, 100 mM EDTA, 0.2 % desoxicolato, 0,5 % Sarkosyl, 0,5 % Brij 58) o
200 pl de tampon de Salmonella (Tris-HCI 100 mM, EDTA 100 mM pH 8). La suspension
bacteriana se mezclé con 200 ul de SeaKem® Gold Agarosa (Seaken 1%, SDS 1%)
fundida para preparar los plugs. En el caso de C. difficile, se incubaron dos plugs por
muestra durante la noche a 55°C en 500 pl de tampdn de lisis con enzimas (Tris-HCI 6
mM, pH 8.0, NaCl 1.0 M, EDTA 100 mM, desoxicolato 0.2 %, Sarkosyl 0.5 %, Sarkosyl
0.5 % % Brij 58, RNasa 20ug/ml, lisosoma 2mg/ml, mutanolisina 12.5U/ml). Los plugs
se lavaron cinco veces durante 15 minutos a temperatura ambiente con tampén TE 1X
(Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 0.1 mM) y se incubaron durante la noche con 500 ul de
tampén Proteinasa K (EDTA 50 mM, pH 8.0, Sarkosyl al 1 % y 200 ug/mL de proteinasa
K); posteriormente, se repitieron los lavados y se almacenaron en tampén TE 1X a 4°C

hasta la reaccion de restriccion. En el caso de Salmonella, se incubaron dos tapones
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durante la noche a 55° C en 1mL de tampédn de lisis (TRIS-HCI 50mM; EDTA 50mM, pH
8.0; Sarkosyl 1%; Proteinasa-K 100 ug/ml). Luego, se realizaron cinco lavados con
tampdn 1X TE como se menciond anteriormente y se almacenaron en tampoén 1X TE a
4° C hasta el tratamiento con las enzimas de restriccién. En el caso de las muestras de
C. difficile, cada tapén se digiri6 con 40U de enzima Smal (omega) a 37° C durante 6
horas. En el caso de los plugs de Salmonella, estos se incubaron con 40 Ul de enzima

Xbal (omega) y 1mg/ml de Seroalbumina Bovina (omega) a 37° C durante 6 horas.

Los plugs se corrieron en la camara PFGE (CHEF-DR IIl system, Bio-Rad Labs,
Richmond, CA, USA) con las siguientes condiciones: tiempo de corrido de 22 h, tiempos
de cambio de 1 a 40 s y 6 V/cm en rampa lineal en un gel de agarosa al 1 % (1x Tris-
borato-EDTA, 1 % de agarosa dorada seakem) en dos litros de tampén TBE (0,5x Tris-
borato-EDTA). Se utilizé el paquete BioNumerics v7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-

Latem, Bélgica) para el analisis de los conglomerados.

2.7 Analisis estadistico e interpretacion de los datos

Se realizé un anadlisis estadistico descriptivo de las caracteristicas demograficas y
clinicas. Reportamos el recuento total y la proporcién para variables categoéricas y la
mediana y el cuartil 1y 3 (Q1-3) para variables continuas. Para el analisis de expresion
génica, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comparar los ciclos de
amplificacion. Se utilizaron las pruebas de Chi-cuadrado o exacta de Fisher para
comparar variables categdricas. Se utilizaron pruebas de dos colas y se consideraron
valores de p<0.050 como estadisticamente significativos. La incidencia de la ICD se
calculd por 10,000 dias-paciente para los episodios de HO-ICD y por 1,000 ingresos
para los casos de CO-HCFA-ICD. El analisis estadistico se realizé utilizando el software
estadistico SPSS (version 25).

2.8 Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por los Comités Institucionales de Etica en Investigacion vy el
Comité Cientifico (CEI/1420/19/Cl), y se siguieron los lineamientos internacionales para
investigacion definidos en la Declaracion de Helsinki en su revisién de 2013, bajo el

principio de las Guias de Buena Practica Clinica y con apego a la Ley General de Salud
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(Titulo Segundo, Capitulo I: articulo 13 y Titulo Sexto, Capitulo unico) de los Estados

Unidos Mexicanos.

Dada la naturaleza de la investigacion, y de acuerdo con las recomendaciones del
Comité de Etica del Instituto Nacional de Cancerologia, se solicité consentimiento
informado por escrito en todos los pacientes pertenecientes al grupo de portadores
asintomaticos de C. difficile en quienes el cribado no tiene un objetivo diagnostico. En
el caso de los pacientes con probable infecciéon por C. difficile, las intervenciones en el
paciente requeridas para el protocolo son parte del abordaje instaurado en esta
Institucion para el diagndéstico y tratamiento de la infeccién por C. difficile, por lo que se

solicitd exencion del consentimiento informado.

La carta de consentimiento fue leida por cada paciente o en caso necesario por el
encargado de recabar el consentimiento. Posterior a la lectura y previo a su firma se
preguntaron las dudas o potenciales aclaraciones para culminar el proceso con la firma
del consentimiento. Asimismo, se proporcionaron los datos de contacto de los

investigadores principales, asi como una copia del documento firmado.

No existié un beneficio directo a los sujetos por su participacion en este estudio, mas
que la contribucién al desarrollo de nuevos conocimientos aplicables que ayudaran en
la atencién futura de nuevos pacientes. En el caso de los pacientes con probable

infeccidn, el beneficio se relaciona directamente a su diagnéstico y abordaje clinico.
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Seccidn 3 Resultados

3.1 Tasas de infeccion por C. difficile.

Durante el periodo de estudio, la tasa de HO-ICD y de CO-HCFA-ICD fueron de 4.5
casos por 10,000 dias-paciente y 1.4 casos por 1,000 ingresos a hospitalizacion,
respectivamente. La tasa de HO-ICD observada en nuestra institucion durante el
periodo de pandemia (2020-2021) fue superior a la de afios previos (2018-2019); 5.3
casos frente a 3.4 casos por 10,000 pacientes-dia. Las tasas de ICD por semestre entre
2019 y 2021 se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Tasas de infeccion por C. difficile en el Instituto Nacional de
Cancerologia de 2019 a 2021 HO-ICD: infeccion por C. difficile de inicio hospitalario, CO-
HCFA-ICD: infeccion de C. difficile de inicio comunitario, relacionado a los cuidados de la salud.
La tasa de HO-ICD se expreso6 en casos por 10,000 dias-paciente, para el caso de los episodios
de CO-HCFA-ICD, la tasa se definié como casos por cada 1,000 ingresos.

3.2 Caracteristicas clinicas y demograficas

Durante el periodo estudiado, un total de 693 pacientes cursaron con sindrome diarreico,

de los cuales obtuvimos 37 aislamientos de C. difficile de los casos con PCR positivo.

Para el grupo CDAC, se invit6é a participar a 111 pacientes sin diarrea, 103 aceptaron
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participar y firmaron el consentimiento informado; 70/103 (68%) proporcionaron una
muestra de heces; 21/70 (30%) fueron GDH (+) y en 14/21 (67%) se aisl6 C. difficile por
cultivo anaerdbico. En total se aislaron 51 cepas: 37 (73%) de pacientes con ICD y 14
(27%) de portadores asintomaticos. Un paciente (ID A2) del grupo CDAC progresé a

infeccion sintomatica cuatro semanas después del aislamiento bacteriano.

Treinta y cinco pacientes (68%) eran hombres y la mediana de edad fue de 44 (Q1-3;
32-63) afnos. En cuanto a las comorbilidades, 26 (51%) pacientes tenian sobrepeso u
obesidad, 12 (24%) tenian hipertension y 5 (10%) diabetes mellitus tipo 2. Treinta y
nueve (76%) pacientes tenian neoplasias hematoldgicas y 12 (24%) tenian tumores
solidos. Los tipos de cancer mas comunes fueron linfoma (17 casos; 33%) y leucemia
(15 casos; 29%). Ademas, la mayoria de los pacientes tenian cancer activo (44 casos;
86 %) y estaban bajo algun esquema de quimioterapia (29 casos; 57 %). No se
encontraron diferencias entre los grupos en cuanto a la exposicidon general previa a los
antibioticos (p=0.080). Sin embargo, los betalactamicos se utilizaron con mayor
frecuencia en los pacientes del grupo CDAC (p=0.003). Las caracteristicas clinicas de

cada grupo se muestran en la tabla 6.

Table 6. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con cancer e

infeccién por C. difficile (ICD) o colonizacién asintomatica por C. difficile (CACD).

Variable ICD CACD Total
(N=14) (N=37) (N=51)
Edad - mediana (IQR) 39 (28-46) 47 (33-63) 44 (32-63)
Género — hombres 9 (64%) 26 (70%) 35 (68%)
indice de masa corporal [>25 kg/m?] 4 (29%) 22 (60%) 26 (51%)
Diabetes Mellitus 0 (0%) 5 (14%) 5 (10%)
Hipertensién arterial 2 (14%) 10 (28%) 12 (24%)
Cancer activo 2 (14%) 5 (14%) 7 (14%)
Quimioterapia citotoxica 10 (71%) 19 (561%) 29 (57%)
Antibiéticos 14 (100%) 29 (67%) 43 (84%)
Cefalosporinas 7 (37%) 12 (63%) 19 (37%)
Carbapenémicos 9 (64%) 13(35%) 22 (43%)
Fluoroquinolonas 1(7%) 6 (16%) 7 (14%)
B-lactamicos 10 (71%) 9 (24%) 19 (37%)
Inhibidores de los folatos 2 (14%) 11 (36%) 13 (29%)
Leucocitos - cel x103/mm3 (Q1-3) 3.2(0.3-6.9) 6.2 (1.5-11.5) 5.8 (1.5-10.0)
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Variable ICD CACD Total

(N=14) (N=37) (N=51)
Neutréfilos- cel x10° /mm® (Q1-3) 1.9 (0.1-4.7) 5.6 (0.9-9.7) 4.3 (0.9-7.6)
Albumina - mg/dL (Q1-3) 3.2 (2.0-3.6) 2.6 (2.1-3.2) 2.6 (2.1-3.5)
Creatinina - mg/dL (Q1-3) 0.5 (0.3-0.7) 0.7 (0.5-1.3) 0.6 (0.4-1.1)
Ingreso a UCI 2 (14%) 6 (16%) 8 (16%)
Mortalidad a 30 dias 2 (14%) 7 (19%) 9 (18%)

Abreviaturas: CACD; Colonizacién asintomatica por C. difficile, ICD; Infeccion por C. difficile, UCI; Unidad de
cuidados intensivos. Para las variables continuas se presenta mediana y cuartil 1-3.

Segun la gravedad de la ICD, 26 (70%) casos fueron episodios iniciales no graves, seis
(16%) fueron episodios graves, cuatro (11%) casos recurrentes y uno (3%) fue un
episodio de ICD fulminante, quien presenté sepsis abdominal. La duracién media de la
estancia hospitalaria antes del diagnéstico fue de 8.0 (Q1-Q3: 1-14) y 7.0 (Q1-Q3: 2-8)
dias para los pacientes con ICD y CACD, respectivamente (p=0.962).

3.3 Caracterizacion molecular de los aislamientos

Todas las cepas del grupo ICD fueron tcdA(+)/tcdB(+) en muestras de heces y en cultivo
de anaerobio toxigénico, y solo 4/37 (11%) fueron positivas para los genes de la toxina
binaria cdtAlcdiB; sin embargo, estos aislamientos no pertenecian al subtipo
NAP1/027/Bl. En el grupo CDAC, 10/14 (71%) aislamientos fueron tcdA(+)/fcdB(+) y
4/14 (29%) fueron cepas no toxigénicas. En este grupo, ningun aislamiento bacteriano

de los portadores asintomaticos fue positivo para los genes de la toxina binaria.
3.4 Tipificacion de los aislamientos

Los resultados de la PFGE mostraron que 24/51 (47%) de los aislamientos se agruparon
en 11 conglomerados diferentes (Figura 3); cinco grupos (1A-E) incluyeron 12
aislamientos pertenecientes a pacientes con ICD, y seis grupos (2A-F) involucraron 12
cepas clonales compartidas por los grupos ICD y CACD (Figura 3). Todas las cepas
clonales en pacientes con ICD y CACD fueron cepas toxigénicas con tcdA(+)/tcdB(+),
toxina binaria (-) y tcdC(+) (2A-F).

Dos pares de pacientes (2C-D) que compartian aislamientos clonales de C. difficile de

los grupos ICD y CDAC fueron hospitalizados en habitaciones adyacentes durante el
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mismo periodo de hospitalizacion. Ademas, no encontramos cepas NAP1/027/BI entre

los aislados bacterianos.
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Figura 3. Analisis de electroforesis en gel de campo pulsado y perfil toxigénico de

aislamientos de individuos con infeccion por C. difficile o colonizacién

asintomatica por C. difficile. Abreviaturas: AC; colonizacion asintomatica, CDI; infeccion por

C. difficile. -18pb; delecion A18. Los cuadrados con lineas punteadas representan grupos de

aislamientos de pacientes con ICD, mientras que los que tienen lineas continuas implican grupos

de aislamientos compartidos entre sujetos con ICD y colonizacién asintomatica por C. difficile.
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3.5 Estudio de tcdC y analisis de expresién

El total de los aislamientos (100%) de los pacientes con ICD y 4/14 (29%) de los
aislamientos del grupo CDAC resultaron tcdC(+). La delecién A18 in-frame de tcdC se
identifico en 4/37 (11%) de los aislamientos bacterianos de pacientes con infeccion
sintomatica y en 1/14 (7%) de los portadores asintomaticos. Cabe resaltar que dicho
paciente asintomatico progresé a ICD posterior a cuatro semanas del aislamiento
bacteriano. Esta delecién incluyé la secuencia 5-AGCTGAAGAAGCTAAAAA-3’y afectd
la posicion 330-347 del gen fcdC. Ademas, al comparar las cepas con deleciones de
A18 in-frame con las cepas VPI10463 y NAP1/027/Bl, se identificaron dos mutaciones
puntuales de transicion en los nucleétidos 363C>T y 378G>A (Figura 4).

301 310 320 330 34|0 3510 36[0 37[0 38|0 39|0
| | |

VP110463 AATCAACGTAAAGCTGAAGAAGCTAAAAAAGCTGAAGAAGCTAAAAAGGCTGAAGAACAACGCAAAAAAGAAGAAGAGGAGAAGAAAGGA
027 AATCAACGTAAAGCTGAAGAAGCTAAAAA GGCTGAAGAACAACGCAAAAAAGAAGAAGAGGAGAAGAAAGGA

A2 AATCAACGTAAAGCTGAAGAAGCTAAAAA GGCTGAAGAACAACGTAAAAAAGAAGAAGAAGAGAAGAAAGGA

B24 AATCAACGTAAAGCTGAAGAAGCTAAAAA GGCTGAAGAACAACGTAAAAAAGAAGAAGAAGAGAAGAAAGGA

B25 AATCAACGTAAAGCTGAAGAAGCTAAAAA GGCTGAAGAACAACGTAAAAAAGAAGAAGAAGAGAAGAAAGGA

B26 AATCAACGTAAAGCTGAAGAAGCTAAAAA GGCTGAAGAACAACGTAAAAAAGAAGAAGAAGAGAAGAAAGGA

B32 AATCAACGTAAAGCTGAAGAAGCTAAAAA GGCTGAAGAACAACGTAAAAAAGAAGAAGAAGAGAAGAAAGGA

* *

Figura 4. Secuencia de ADN de la regién aledaina a la delecion de 18pb (A18) en

aislamientos clinicos. Secuencia desde la posicion 301-390 pb en el gen tcdC. Secuencia de
referencia VPI10463 y NAP1/027/Bl. *Mutacién puntual. Observamos una eliminacion de 18pb (5'-
AGCTGAAGAAGCTAAAAA-3") dentro de la posicion 330-347 pb entre los aislamientos clinicos.

Realizamos una cuantificacion relativa de la expresion de la toxina entre los cinco
aislamientos con la delecion confirmada de A18 in-frame y cinco controles de ICD sin
delecion, seleccionados al azar. Los resultados indicaron una sobreexpresion de tcdA 'y
tcdB en 3/5 (60%) de los aislamientos que portaban la delecién (Tabla 7-8). Sin
embargo, no se encontraron diferencias en la mediana del valor del ciclo de

amplificacion, entre ambos grupos para la tcdA (p=0.400) y tcdB (p=0.833) (Figura 5).

Tabla 7. Amplificacién de los genes rrS, tcdA, tcdB por medio de RT-qPRC de los

aislamientos bacterianos con delecién y sin deleciéon del gen tcdC.

Numero de S CT tcdA CT S CT tcdB CT AtcdA AtcdB
muestra Promedio A Promedio Promedio B Promedio

Muestras sin delecién (A18 in-frame) -Control-

200224 7.6 22.1 7.6 22.7 145 15.1
202580 7.9 24.7 7.9 226 16.8 14.7
204512 7.8 25.1 6.4 24.9 17.3 18.5
202538 (2) 7.9 225 7.9 236 14.6 15.7
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Numero de S CT tcdA CT S CT tcdB CT AtcdA AtcdB

muestra Promedio A Promedio Promedio B Promedio
201872 8.4 24.9 8.4 231 16.5 14.7
Total 7.92 23.86 7.64 23.38 15.94 15.74

Muestras con delecion (A18 in-frame)

175238 6.2 252 8.3 231 19 14.8
201619 7.6 20.9 7.6 22.8 13.3 15.2
200610 71 23.8 71 229 16.7 15.8
212269 7.5 19.3 8.8 22.4 11.8 13.6
211399 (1) 8.5 20.7 6.3 36.1 12.2 29.8
Total 7.38 21.98 7.62 25.46 14.60 17.84

Se describen los ciclos de amplificacion para cada uno de los genes por triplicado

Tabla 8. Expresion relativa de las toxinas bacterianas en los aislamientos con
delecion de tcdC.

Ni’:::t’r:e AtcdA pli::rr:;rtzlo AAtcdA fc': AtcdB pli::rr:;rtzlo AAtcdB fc:‘;
AtcdA AtcdB

175238 18.9 15.9 30 041 148 15.7 09 19

201619 13.2 15.9 27 65 152 15.7 05 14

200610 16.7 15.9 08 06 158 15.7 01 09

212269 1.7 15.9 42 184 136 15.7 21 43

211399 (1) 12.2 15.9 37 130 298 15.7 141 00

Figura 5. Ciclos de amplificacion de los aislamientos (n=10). Ciclos de amplificacion de a) fcdA y b)

a) b)

20,00 } 30,00 |
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20,00 |

10,00 |

10,00 | N

5,00 |

Ciclo de amplificacién (tcdA)
Ciclo de amplificacion (tcdB)

Con delecion Sin delecion Con delecion Sin delecién

tcdB en los aislamientos con delecion de A18 in-frame y los controles sin delecion.
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3.6 Desenlace clinico y tratamiento

El antibidtico mas utilizado para el tratamiento de la infeccion por C. difficile fue
vancomicina (28/37 casos; 76%), seguido de la combinacién de metronidazol y
vancomicina (6/37 casos; 16%) y metronidazol (2/37 casos; 5%). Un paciente (3%) no
recibié tratamiento debido a un desenlace fatal. Once pacientes (30%) presentaron
sintomas después de siete dias del inicio del tratamiento antibidtico y 6 (16%)

presentaron una infeccién recurrente.

Ocho pacientes (16%) fueron ingresados en cuidados intensivos después del
diagnéstico de C. difficile: seis (16%) en el grupo de ICD y dos (14%) en el grupo de
CDAC. La mortalidad global por todas las causas a los 30 dias fue del 18% (9 casos),
sin encontrar diferencias entre aquellos con colonizacion asintomatica e ICD; 14% frente
a 19% (p=0.574).
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Seccion 4 Resultados adicionales

Este capitulo esta dedicado a presentar resultados secundarios obtenidos durante la
realizacion del proyecto doctoral los cuales forman parte de los objetivos adicionales
relacionados al entendimiento de infeccion por C. difficile y colonizacion asintomatica en

pacientes con cancer.

4.1 Factores de riesgo relacionados a infeccion por C. difficile

en pacientes con cancer

Como parte del estudio de la infeccién por C. difficile en pacientes con cancer
recabamos la informacién clinica de los casos con ICD con el objetivo describir las
caracteristicas, factores de riesgo y desenlaces asociados a la infeccidén en pacientes
con cancer. Si bien, algunas caracteristicas clinicas como hospitalizaciones previas, uso
de antibidticos, edad avanzada y tratamiento con inhibidores de la bomba de protones
se han asociado previamente con la ICD (14,29,90-93), otras caracteristicas
oncoldgicas como estadio neoplasico, neutropenia, cirugia abdominal, quimioterapia
citotoxica y marcadores bioquimicos no han sido completamente caracterizados
(20,22,30,55,94).

Realizamos un estudio ambispectivo de casos y controles con todos los pacientes con
cancer e ICD desde el 1 de enero de 2015 hasta el 31 de diciembre de 2018, en el
Instituto Nacional de Cancerologia. El estudio fue aprobado por los comités

institucionales y se otorgo la dispensa del consentimiento informado dada su naturaleza.

Un caso de ICD se definié por la presencia de diarrea y una prueba de heces positiva
para C. difficile toxigénico por PCR. Cuando varias muestras del mismo paciente dieron
positivo, solo se analizé el primer episodio de ICD. Los controles se definieron como
pacientes con diagndstico de cancer y diarrea sugerente de ICD, ademas de una prueba
de PCR negativa para las toxinas de C. difficile. Como sugieren las guias, la diarrea se
describié como episodios diarreicos en =3 ocasiones durante un periodo de 24 horas
(46).
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La recurrencia se defini6 como una nueva apariciéon de sintomas y confirmacion
microbiologica de ICD al menos 2 semanas después de la resolucion de la diarrea.
Asimismo, se defini6 como respuesta retardada al tratamiento la persistencia de
sintomas de ICD (diarrea, dolor abdominal, fiebre o distensién abdominal) después de

5 dias desde el inicio de la terapia antibiotica.

Los datos demogréficos y clinicos se obtuvieron de la historia clinicas electrénica. Se
incluyeron edad, sexo, comorbilidades, tipo de neoplasia, sintomas antes del
diagnostico y tratamiento inmunosupresor. El tratamiento reciente con antibioticos, la
quimioterapia y el uso de inhibidores de la bomba de protones se definieron como la
exposicion 30 dias antes del inicio de la diarrea. También se recolectaron datos sobre
marcadores bioquimicos que incluyen creatinina sérica, albumina, sodio y recuento de
glébulos blancos. La mortalidad se reporté por todas las causas a los 30 dias del

diagnéstico.

Los pacientes con diarrea de nuevo inicio fueron aislados en habitaciones individuales
con precauciones de contacto, y se solicitdé PCR para toxina C. difficile. Antes del
analisis, las muestras de heces liquidas se mantuvieron en el laboratorio de
microbiologia local y se almacenaron a 4° C. De acuerdo con las instrucciones del
fabricante, las muestras fecales se analizaron el dia de la recoleccion mediante el
ensayo lllumigene C. difficile (LAMP-illumigene, Meridian Bioscience, Inc.). En algunos
casos, en pacientes con alta sospecha de cepas hipervirulentas, se utilizé GeneXpert
C. difficile para el diagnéstico e identificacion presuntiva de cepas NAP1/027/Bl. Si se
obtenia un resultado positivo en la prueba, se mantenia el aislamiento y las medidas de
precaucion por contacto hasta el alta hospitalaria. Asimismo, cuando un paciente era
dado de alta o trasladado, se realizaba limpieza de la habitacién con hipoclorito de sodio
5000 ppm seguida de desinfeccién con peroxido de hidrogeno mediante nebulizacion

seca.

Analisis estadistico

Para el analisis descriptivo, utilizamos la mediana y Q1-3 para resumir las variables
continuas, asimismo, usamos frecuencias y proporciones para describir las variables
categéricas. Realizamos analisis de regresién logistica univariante y multivariante para
evaluar los factores de riesgo asociados con la adquisicién y la gravedad de la ICD. Las

variables con un valor de p<0.200 en el analisis univariante se incluyeron en la regresion
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logistica multivariante. Para el analisis de los datos se empled el método “enter”, en el
que todas las variables de entrada se ingresan simultdneamente, y se considerd
estadisticamente significativo un valor de p <0.050. Se usaron las pruebas de Hosmer
& Lemeshow, Cox & Snell R? y Nagelkerke R? para medir la bondad de ajuste del
modelo. El analisis se realiz6 mediante el Programa Estadistico para Ciencias Sociales
version 25.0 (SPSS, IBM Corp.).

Incluimos 296 pacientes, de los cuales 148 fueron casos de ICD y 148 fueron controles.
Entre los casos de ICD, 70 episodios se clasificaron como HO-ICD, 61 casos como CO-
HCFA-ICD y 17 casos como CA-ICD. La tasa de incidencia de 2015 a 2018 fue de 4.1
casos por 10,000 dias-paciente para episodios de HO-ICD y de 2.1 casos por 1,000
pacientes con episodios de CO-HCFA-ICD. En 32 pacientes se empleé GeneXpert PCR
para el diagnostico; 9 (28%) correspondieron a cepas NAP1/027/BI.

El numero total de episodios de ICD fue de 19, 46, 33 y 50 casos para 2015, 2016, 2017
y 2018, respectivamente (Figura 6). Los casos de CO-HCFA-ICD mostraron un aumento
medio anual de 0.7 casos por cada 1,000 pacientes admitidos, mientras que la tasa de
HO-ICD disminuyé poco después del inicio del programa de vigilancia prospectivo en el
2016, como se muestra en la figura 7. La densidad de pruebas para 2015, 2016, 2017 y
2018 fue de 61.2, 102.3, 102.8 y 1184 pruebas por 10,000 dias-paciente,

respectivamente.
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Figura 6. Numero total de episodios de ICD en pacientes con cancer durante el
2015-2018 en el Instituto Nacional de Cancerologia. HO-ICD: infeccion por C. difficile de
inicio hospitalario, CO-HCFA-ICD: infeccion de C. difficile de inicio comunitario, relacionado a los

cuidados de la salud, CA-ICD: infeccion de C. difficile adquirida en la comunidad.
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Figura 7. Tasas de episodios de HO y CO-HCFA-ICD en pacientes con cancer
durante el 2015-2018 en el Instituto Nacional de Cancerologia. HO-ICD: infeccion por
C. difficile de inicio hospitalario, CO-HCFA-ICD: infeccion de C. difficile de inicio comunitario,
relacionado a los cuidados de la salud.

Caracteristicas clinicas y factores relacionados con el diagnéstico de ICD en

pacientes con cancer.

Setenta y siete pacientes en el grupo de ICD eran mujeres, y la mediana de edad fue
de 49 anos (Q1-3l; 29-60]). No se observaron diferencias en el género (p=0.641) y la
edad (p=0.540) entre los pacientes con ICD y controles. Las -caracteristicas

demogréficas y clinicas se muestran en la tabla 9.

Setenta y ocho (53%) pacientes con ICD tenian neoplasias hematoldgicas y 70 (47%)
tumores solidos. El tipo de neoplasia mas frecuente fue la leucemia (27%), seguida del
linfoma (20%), cancer cérvico-uterino (7%) y cancer de mama (6%). Veintinueve (20%)
pacientes en el grupo ICD y 28 (19%) en el grupo control reportaron al menos una
comorbilidad. Asimismo, el numero de pacientes que recibieron esquemas de
quimioterapia citotéxica no difirié estadisticamente entre grupos: 98 (66%) pacientes en
el grupo sin ICD y 87 (59%) en el grupo ICD (p=0.187).

En el grupo de ICD, 117 pacientes (79 %) recibieron antibiéticos en los 30 dias previos
al diagnéstico en comparacion con 81 pacientes (55 %) en el grupo de control (p<0.001).
Las clases de antibidticos mas frecuentemente utilizadas fueron carbapenémicos (72%),
B-lactamicos con inhibidores de p-lactamasas (43%), cefalosporinas (36%) y
fluoroquinolonas (22%). El uso global de IBP fue mayor en el grupo ICD que en el grupo
control (100 casos; 68% frente a 75 casos; 51%, p=0.001). Ademas, no se encontraron

diferencias en los pardmetros de laboratorio al diagnéstico de ambos grupos.
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Tabla 9. Analisis univariante de los factores de riesgo de infeccion por C. difficile

en la poblaciéon con cancer.

Casos (ICD) Controles OR crudo Valor
Variables
N=148 (%) N=148 (%) (C.1. 95%) de P
Edad - mediana (IQR) 49 (29-60) 50 (32-62) 0.99 (0.98-1.00) 0.540
Género
Hombres 71 (48) 67 (45) 1
Mujeres 77 (52) 81 (55) 0.89 (0.56-1.41) 0.641
Uso de quimioterapia (30 dias) 87 (59) 98 (66) 0.72 (0.45-1.16) 0.187
Enfermedad metastasica 58 (39) 46 (31) 1.42 (0.88-2.30) 0.145
Diabetes Mellitus 19 (13) 18 (12) 1.06 (0.53-2.11) 0.861
Infeccién por VIH 10 (7) 10 (7) 1.00 (0.40-2.47) 1.000
Conteo de leucocitos
Leucocitos - cel x10%/mm3
. 5.4 (1.4-9.8) 4.3 (0.8-10.9) 1.00 (1.00-1.00) 0.480
mediana (Q1-3)
Leucocitos (<4000 cel x10%/mm?3) 64 (43) 71 (48) 0.82 (0.52-1.30) 0.414
Leucocitos (>15000 cel x10%/mm?3) 18 (12) 18 (12) 1.00 (0.49-2.00) 1.000
Neutréfilos (cel x10°/mm?) 3.3 (0.5-7.6) 2.8(0.2-7.7) 1.00 (1.00-1.00)  0.861
Neutrdfilos (<500 cel x10% /mm?) 38 (26) 43 (29) 0.84 (0.50-1.40) 0.844
Neutrdfilos (<100 cel x10% /mm?) 21 (14) 25 (17) 0.81 (0.43-1.52) 0.521
Albumina (g/dL) 2.6 (2.1-3.0) 2.6 (2.2-3.4) 0.75 (0.55-1.01) 0.064
135 (133-
Sodio sérico (mmol/L) 138) 136 (132-139) 0.99 (0.94-1.03) 0.682
Creatinina sérica (mg/dL) 0.5 (0.4-0.9) 0.6 (0.5-1.0) 1.00 (0.99-1.00) 0.575
Inhibidor de bomba de protones
i 100 (68) 75 (51) 2.31 (1.42-3.75) 0.001
(30 dias)
Coinfecciones 91 (62) 84 (57) 1.21 (0.76-1.93) 0.408
Cirugia abdominal 8 (5) 9 (6) 0.88 (0.33-2.37) 0.814
Uso previo de antibiéticos (30
117 (79) 81 (55) 3.12 (1.87-5.20) <0.001
dias)
Carbapenémicos 63 (43) 42 (28) 1.87 (1.15-3.03) 0.011
Cefalosporinas 35 (24) 18 (12) 2.23 (1.20-4.16) 0.011
B- Lactamicos/inhibidores de B-
31 (21) 32 (22) 0.96 (0.55-1.67) 0.887
lactamasas
Fluoroquinolonas 23 (16) 9 (6) 2.84 (1.26-6.37) 0.011
Aminoglucésidos 9 (6) 7 (5) 1.30 (0.47-3.59) 0.608
Clindamicina 5(3) 0(0) - -
Inhibidores de folatos 9 (6) 14 (9) 0.62 (0.26-1.48) 0.281

Tras ajustar en el analisis multivariante, las variables asociadas a la ICD fueron el uso
previo de cefalosporinas (ORa: 2.09; IC 95%: 1.09-3.99, p=0.026), fluoroquinolonas
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(ORa: 2.85; 1C 95%: 1.21-6.68, p=0.016) e IBP (ORa: 2.15; IC 95%: 1.30-3.57, p=0.003).
La relacion de eventos de desenlace fue superior a 10:1 (Hosmer y Lemeshow; p=0.738.
Cox & Snell R?=0.10 y Nagelkerke R?=0.13) (tabla 10).

Tabla 10. Analisis multivariante de factores de riesgo de infecciéon por C. difficile
en poblacion con cancer.

Casos Controles OR ajustado
Variables Valor de P
N=148 (%) N=148 (%) (C.1. 95%)

Carbapenémicos 63 (43) 42 (28) 1.50 (0.90-2.49) 0.118
Cefalosporinas 35 (24) 18 (12) 2.09 (1.09-3.99) 0.026
Fluoroquinolonas 23 (16) 9 (6) 2.85 (1.21-6.68) 0.016
Uso de inhibidor de bomba de

. 75 (51) 100 (70) 2.15(1.30-3.57) 0.003
protones (30 dias)
Enfermedad metastasica 58 (39) 46 (31) 1.48 (0.89-2.45) 0.125
Uso de quimioterapia (30 dias) 87 (59) 98 (66) 0.71 (0.42-1.18) 0.194

Manifestaciones clinicas de pacientes con ICD

Al inicio de la infeccion se present6 fiebre (>38.5 °C) en 28 (19%) pacientes con ICD
frente a 13 (9%) en el grupo control (p=0.011). De manera similar, el dolor abdominal se
reporté con mayor frecuencia en el grupo de ICD (n=93, 63%) en comparacion con los
pacientes sin ICD (n=61, 41 %); (OR 2.41; IC 95% 1.51-3.84; p<0.001). Un mayor
numero de deposiciones caracterizé a los pacientes con ICD; en este grupo 93 pacientes
(63%) tuvieron 4 o mas deposiciones en 24 horas frente a 67 (45%) en el grupo control
(OR 2.04; IC 95% 1.28-3.25; p=0.003). Las caracteristicas demograficas, las
comorbilidades, el tipo de cancer, el cancer metastasico, la quimioterapia, las
infecciones secundarias y el uso previo de IBP o antibiéticos no fueron diferentes entre

los grupos.
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4.2 Revision sistematica y metaanalisis sobre la prevalencia

de infeccidén por C. difficile

Los portadores asintomaticos son un eje esencial en el estudio de la infeccién por C.
difficile por lo que ademas de buscar semejanzas genéticas entre las cepas aisladas de
poblacion oncoldgica, también realizamos una revision sistematica y metaanalisis para
resumir la informacién disponible sobre la prevalencia entre diversas poblaciones, entre
ellas, los pacientes con diagndstico de cancer. Nos ayudamos de herramientas de meta
regresion y andlisis de sensibilidad para evaluar la heterogeneidad de las prevalencias

reportadas a lo largo de los diferentes grupos de estudio.

Realizamos una busqueda a través de MEDLINE, Web of Science y Scopus de articulos
publicados entre enero de 2000 y septiembre de 2021. Debido a que no existe una
definicion universal para pacientes con colonizacion asintomatica por cepas toxigénicas
de C. difficile ({CACD), incluimos las siguientes palabras clave para referirnos a esta
condicion: (("Clostridioides difficile" O "Clostridium difficile") AND (asymptomatic OR
colonization OR carrier) AND (prevalence)). Los idiomas se restringieron a inglés,

espanol y franceés.

Esta revision se llevé a cabo de acuerdo con las recomendaciones de Meta-analyses of
Observational Studies in Epidemiology Guidelines (89). Para el reporte de los hallazgos
se utilizo la lista de verificacion Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (95). Ademas, este estudio se registré en la plataforma PROSPERO (ID
CRD42021282347). No se requiri6 aprobacién por parte de los comités de ética o

investigacion, debido a la naturaleza del estudio.

Cuatro autores revisaron los manuscritos de forma independiente en un proceso de dos
pasos. En primer lugar, se revisaron los titulos y los resiumenes para identificar los
articulos elegibles. Luego, el texto completo fue evaluado de forma independiente por
dos investigadores para identificar aquellos que cumplieron con los siguientes criterios
de inclusién: a) estudios que solo incluyeron adultos (>18 anos), b) que utilizaron

reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en heces, ensayo de inmunoabsorcién
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ligado a enzimas, cultivos toxigénicos o ensayos de citotoxicidad celular para el
diagnéstico, ¢) que incluyeron pacientes que no tuvieran una presentacién clinica
compatible con ICD (diarrea), d) que identificaran claramente la proporcién de
portadores asintomaticos de cepas toxigénicas, y e) que fueran estudios

observacionales o ensayos clinicos que incluyeran al menos diez sujetos.

Dos autores evaluaron de forma independiente la relevancia y la calidad de los datos
con la herramienta de evaluacion critica del Instituto Joanna Briggs (96). Cuando fue
necesario, un tercer revisor realizé el desempate en la decision sobre la inclusion. El
coeficiente kappa se calculod para cada par de revisores. Los datos de cada manuscrito
incluido se extrajeron y resumieron en una base de datos estandarizada, incluida la
siguiente informacién: autor, fecha de publicacién, caracteristicas de los pacientes,

comorbilidades y prevalencia de tCACD.

Para el analisis de los resultados, realizamos un metaanalisis de efectos aleatorios
utilizando el método de ponderacion de la varianza inversa para calcular la prevalencia
agrupada. Se empleé el arcoseno doble de Freeman-Tukey para la transformacién de
variables y el método de Hartung-Knapp para ajustar los estadisticos de prueba y los
intervalos de confianza de los estimadores (97). La heterogeneidad entre los estudios
se evalué con la estimacion de I los valores del 25%, 50% y 75% se consideraron

heterogeneidad baja, moderada y alta, respectivamente.

Para evaluar la heterogeneidad esperada de la prevalencia los estimadores fueron
calculados agrupando las caracteristicas clinicas, los entornos clinicos y las ubicaciones
geograficas de los individuos, para posteriormente realizar un analisis de sensibilidad
eliminando los estudios identificados como atipicos segun los siguientes criterios: 1) el
limite inferior del intervalo de confianza estuviera por encima del limite superior del
intervalo de confianza de la prevalencia combinada o, 2) el limite superior del intervalo
de confianza estuviera por debajo del limite inferior del intervalo de confianza de la
prevalencia combinada (98). Asimismo, exploramos los modificadores de los
estimadores de prevalencia mediante modelos de meta regresién de efectos mixtos que
evaluaron 1) el efecto de las caracteristicas del nivel de estudio sobre la prevalencia
agrupada global y 2) exploraron la varianza de las caracteristicas clinicas utilizando
como referencia el grupo sano. Un valor de p<0.050 se considerd estadisticamente

significativo. El analisis se realizé en el software R, version 4.1.2.

40



Se identificaron 915 estudios; 798 eran duplicados o no relevantes para los objetivos del
estudio; 117 manuscritos fueron revisados de forma completa y 48 cumplieron con los
criterios de elegibilidad para su inclusion (63—65,68,76,99—141). Los coeficientes kappa
fueron 0.67 y 0.69 para el primer y segundo par de revisores. Cuatro estudios
compararon la prevalencia de tCACD entre dos poblaciones diferentes, por lo que se

consideraron grupos separados para el andlisis. El proceso de seleccidn se describe en

la Figura 8.
[ Identificacion de nuevos estudios via bases de datos y archivos ]
'
Registros identificados en
g bases de datos (n=915) Registros eliminados antes del
o : ’ cribado:
g Scopus (n=386) . .
:g Medline (n=161) Registros duplicados (n=341)
c , ; =
) Web of Science (n=357) Registros clasificados como no
= Busqueda manual de registros elegibles por herramientas
(n=11) automaticas (n=0)
N
A 4
o
Registros cribados (n=574) Registros excluidos (n=456)
A 4
»
-g Publicaciones recuperadas para Publicaciones no recuperadas
g evaluacién (n=118) (n=1)
=
(8}
A 4
Publicaciones evaluadas para Publicaciones excluidas (n=69)
eligibilidad (n=117) Poblacién de estudio inadecuada
(n=37)
—
Método diagnéstico inadecuado
— (n=12)
(7] Estudios incluidos en la revision i )
o =48 Sin reporte de prevalencia
% (n=48) (n=20)
S Cohortes incluidas en la revision
£ (n=52)
S/

Figura 8. Diagrama de flujo para la inclusidn en la revisiéon sistematica y
metaanalisis. Cuatro estudios incluyeron dos poblaciones claramente identificables y se
consideraron por separado para los analisis.

Segun las regiones geograficas, 19 (40%) estudios se realizaron en el norte de América,
13 (27%) en Europa, 11 (23%) en Asia, 3 (6 %) en Australia y uno (2%) en Africa. Un
estudio (2%) incluy6 pacientes de centros en diferentes continentes. Tres (6%) articulos
fueron publicados entre 2000-2010 y 46 (96%) durante 2011-2021.
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Segun las caracteristicas de los individuos, seis (13%) estudios incluyeron poblaciones
sanas y nueve (19%) poblacion geriatrica. Segun la exposicion, nueve (19%) estudios
reportaban la prevalencia en personas que vivian en casas de cuidado, dos (4 %) en
trabajadores de la salud, 29 (60%) en pacientes hospitalizados, tres (6%) en pacientes
en la unidad de cuidados intensivos y dos (4%) delimitaron la poblacién en un entorno
de brote. Con respecto a las comorbilidades, cinco (10%) estudios incluyeron pacientes
con cancer, dos (4%) pacientes con fibrosis quistica y uno (2%) sujetos con cirrosis.

Finalmente, un estudio (2%) incluyé mujeres embarazadas.

Prevalencia agrupada de colonizacion asintomatica por C. difficile

toxigénico

Entre las poblaciones estudiadas, los pacientes con fibrosis quistica (31.1%; IC 95%
24.1-38.5; 1= 0%), con cancer (11.9%, IC 95%: 8.7-15.4; I°= 24%) y los residentes de
casas de cuidado (12.0%, IC 95%: 2.3-27.4; 1= 96%) mostraron la mayor prevalencia
de tCACD; mientras que las personas sanas (1.2 %; IC 95 % 0.3-2.6; 1°= 90%) y los
trabajadores de la salud (4.8%, IC 95%; 0.0-54.2; I1>= 52%) presentaron la menor tasa
de colonizacion (Tabla 11).

Segun la region geografica, la prevalencia mas alta se encontré en el norte de América
(13.2%; IC 95% 8.3-18.8; I°= 97%), mientras que la mas baja fue en Europa (5.5%; IC
95% 2.2-9.8;1>=94%) (Tabla 11).

Tabla 11. Prevalencia agrupada de portadores asintomaticos de C. difficile
toxigénico segun las caracteristicas de la poblacién y la region.

Prevalencia Articulos Prevalencia
Poblaciones Estudios N estimada de 12 excluidos estimada de 12
CACD CACD

Caracteristicas
clinicas
Sanos 6 5074 1.2[0.3;26.1 90.1% 1 0.6[0.2;1.2] 14.8%
Geriatrica 9 1712 7.1[1.0;17.5] 96.8% 1 43[1.2;89] 90.9%
Cancer 5 928 11.9[8.7;15.4] 24.3% - - -
TS 2 411 4.8[0.0;54.2] 52.8% - - -
Fibrosis quistica 2 106 31.1[24.1;38.5] 0% - - -
Cirrosis 1 526 19.7 [16.4; 23.2] - - - -
Mujeres 1 1009  1.4[0.8; 2,4] - - - -
embarazadas
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Prevalencia Articulos Prevalencia
Poblaciones Estudios N estimada de 12 . estimada de 12
CACD excluidos CACD
Escenario clinico
Residentes de casas . 54
de cuidado 9 1582 12.0[2.3; 27.4] 96.9% 2 [1.6: 11.0] 86.6%
Pacientes en la UCI 3 1304 7.3[0.0; 33.4] 97.3% - - -
Pacientes . 12.3
hospitalizados 29 18553 9.7[7.4;12.2] 96% 1 [11.0: 13.7] 40.6%
Region
L 13.2 o 12.0 o
Norteamérica 19 12119 [8.3: 18.8] 97.1% 5 [10.5; 13.5] 38.0%
Europa 13 3643 5.5[2.3;9.8] 94.0% 3 4.8[2.4;8.0] 83.5%
7.7
. . o) 0,
Asia 11 9974 6.9[3.3;11.7] 97.7% 4 [3.8: 12.9] 93.9%
Australia 3 1545 8.6 [0.0; 62.8] 93.5% - - -
Africa 1 119 1.6 [0.0; 50.0] - - - -

Abreviaturas: tCACD: colonizacion asintomatica de cepas toxigénicas de C. difficile, UCI; unidad de cuidados
intensivos, TS: trabajadores de la salud.

Modificadores de las estimaciones de prevalencia de tCACD

Las variables relacionadas con la heterogeneidad se evaluaron mediante analisis de
meta regresion. Entre las poblaciones incluidas, encontramos que los individuos sanos
tenian una prevalencia de colonizacion significativamente menor (coeficiente: -0.20, IC
95 %; -0.32; -0.07, p=0.002), mientras que aquellos con fibrosis quistica tenian tasas de
colonizacién mas altas (coeficiente: 0.30 IC 95%; 0.07; 0.54, p=0.011). Ademas, segun
las regiones geograficas, norteamética tuvo una prevalencia agrupada de colonizacion
significativamente mayor (coeficiente: 0.12, IC 95% 0.03; 0.20, p=0.006) (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristicas asociadas a la prevalencia de colonizaciéon asintomatica
de cepas toxigénicas de C. difficile.

Poblacion/escenario clinico Coeficiente Cl195% Valor de P
Sanos -0.2000 -0.328; -0.071 0.002
Geriatricos -0.0238 -0.143; 0.096 0.691
Céncer 0.0698 -0.082; 0.222 0.362
Residentes de casas de cuidados 0.0722 -0.046; 0.190 0.226
Pacientes en UCI -0.0220 -0.213; 0.169 0.818
Pacientes hospitalizados 0.0573 -0.032; 0.146 0.205
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Poblacién/escenario clinico Coeficiente Cl195% Valor de P

Trabajadores de la salud -0.0544 -0.292; 0.183 0.648

Fibrosis quistica 0.3098 0.073; 0.543 0.011

Region

Norteamérica 0.1220 0.0360; 0.2080 0.0063
Asia -0.0353 -0.1363; 0.0657 0.4862
Europa -0.0754 -0.173; 0.0215 0.1242
Australia -0.0018 -0.1982; 0.1946 0.9853

Se realizaron metarregresiones individuales para ajustar el efecto de las covariables a nivel de estudio en una
respuesta de prevalencia. Se incluyeron todos los estudios (48 estudios).

Ademas, realizamos una meta regresion utilizando la poblacién sana como grupo de
referencia para evaluar las diferencias en la prevalencia agrupada para cada
comorbilidad; encontramos que la prevalencia de tCACD era 23% (IC 95 %; 17-30%,
p<0.001) mayor en pacientes con cancer y un 47 % (IC 95%; 35-60%, p<0.001) mayor
en pacientes con fibrosis quistica. En cuanto al ambito clinico, los residentes en casas
de cuidado mostraron un aumento en la prevalencia de tCACD del 23% (IC 95%; 11-
46%, p=0.041); asimismo, la tasa de colonizacion era un 20% (IC 95%; 11-28%,
p<0.001) y un 15% (IC 95%; 1-29% p=0.031) mayor en pacientes hospitalizados y en

aquellos en cuidados intensivos, respectivamente (Tabla 13).

Table 13. Meta regresion de prevalencia de portadores asintomaticos de C. difficile
en diferentes poblaciones en comparacion con individuos sanos.

Escenario clinico (n de estudios) Coeficiente IC 95% Valor de P
Poblacién sana (6) Referencia - -
Pacientes geriatricos (9) 0.157 -0.027; 0.342 0.089
Cancer (5) 0.238 0.175; 0.300 <0.001
Residentes de casas de cuidados (9) 0.237 0.011; 0.464 0.041
Pacientes en UCI (3) 0.157 0.019; 0.296 0.031
Pacientes hospitalizados (29) 0.200 0.112; 0.287 <0.001
Trabajadores de la Salud (2) 0.109 0.0009; 0.218 0.048
Fibrosis quistica (2) 0.475 0.350; 0.601 <0.001

Abreviaturas: LTCF: centro de atencion a largo plazo. Unidad de cuidados intensivos. Comparamos cada grupo
con el grupo sano en metarregresiones individuales para ajustar el efecto sobre la prevalencia.
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4.3 Evaluacién de escalas prondsticas en pacientes con
cancer e infeccion por C. difficile y factores de riesgo

relacionados a mortalidad.

Dado que no existe una definicidn estandar para determinar la gravedad de los casos
de ICD, llevamos a cabo un estudio con el objetivo de evaluar el rendimiento de cinco
sistemas de puntuaciéon de gravedad de la ICD, analizando, ademas los factores de
riesgo relacionados con la mortalidad en poblacion oncoldgica. Realizamos un estudio
observacional de todos los pacientes con cancer e ICD desde el 1 de enero de 2015

hasta el 31 de diciembre de 2020, en el Instituto Nacional de Cancerologia.

Un caso de ICD se definié por la presencia de diarrea y una prueba de heces positiva
para C. difficile toxigénico por PCR. Las muestras de heces se analizaron con el ensayo
lllumigene® C. difficile el mismo dia en que se recolectaron. Durante el ultimo semestre
de 2020, las muestras se analizaron con VIDAS® C. difficile GDH seguido de Xpert® C.
difficile. La diarrea se definié como 23 episodios de heces liquidas en 48 horas (142). La
recurrencia se defini6 como una nueva aparicion de sintomas y evidencia microbiolégica
de C. difficile toxigénico dos semanas después de la resolucion de la diarrea después

del tratamiento adecuado.

Los leucocitos, los neutrofilos, la albumina sérica, la creatinina y el sodio se analizaron
como variables continuas. Asimismo, el recuento de leucocitos se dividié en leucopenia
(<2,000 células/mm?®) y leucocitosis (>15,000 células/mm?). Por otra parte, utilizamos
<500 y <100 células/mm® como puntos de corte para neutropenia y neutropenia

profunda, respectivamente.

Los datos demograficos y clinicos se obtuvieron de las historias clinicas electrénicas e
incluyeron: edad, sexo, comorbilidades, tipo de neoplasia, tratamiento relacionado con
el cancer, diagnéstico de ICD vy resultados. De 2016 a 2020, los datos se recolectaron
prospectivamente como parte del programa de vigilancia de diarrea nosocomial de

nuestra institucién. La terapia antibidtica reciente, la quimioterapia y el uso de IBP se
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definieron como la exposicion 30 dias antes del inicio de la diarrea. También se
recogieron marcadores bioquimicos como creatinina, sodio, albumina y recuento de
glébulos blancos. Los comités de ética e investigacién aprobaron el estudio (n.°

CEI/1420/19), ademas se solicitd dispensa del consentimiento informado.

Realizamos un analisis descriptivo de las caracteristicas clinicas y los resultados. Se
utilizaron frecuencias y porcentajes para describir las variables categoricas, y la mediana
y Q1-3 para resumir las variables continuas. La incidencia de ICD se calcul6 por 10,000
dias-paciente para casos de HO-ICD y por 1,000 ingresos para casos de CO-HCFA-
ICD. Ademas, evaluamos el rendimiento de cinco escalas pronosticas desarrolladas por
IDSA/SHEA (142), el Colegio Americano de Gastroenterologia (ACG) (51), la Sociedad
Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID) (49), ATLAS
(52) y Zar et al. (50) mediante la determinacion de la sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN) con intervalos de confianza (IC) del 95%

utilizando la calculadora de evaluacién de pruebas diagndsticas de MedCalc (143).

Actualmente, no hay un desenlace aceptado de forma universal que defina la gravedad
de la infeccion. Sin embargo, en este trabajo, similar a previos estudios, utilizamos la
mortalidad a los 30 dias por todas las causas y el ingreso en la unidad de cuidados
intensivos para evaluar el rendimiento de las escalas de gravedad (48,144,145).
Ademas, se realizé una regresion logistica univariante para identificar las caracteristicas
asociadas a la mortalidad; las variables con un valor de p<0.200 en el analisis
univariante se incluyeron en el analisis de regresion logistica multivariante para ajustar
los tamanos del efecto. Se utilizaron las pruebas de Hosmer & Lemeshow, Cox & Snell
R? y Nagelkerke R? para medir la bondad de ajuste del modelo. El analisis se realiz6
utilizando el Programa Estadistico para Ciencias Sociales version 25.0 (SPSS, IBM

Corp.).

Identificamos 185 casos de ICD; 97 (52%) pacientes eran hombres, y la mediana de
edad fue de 45 afios (Q1-3 31-60). Noventa (49%) episodios de ICD se clasificaron como
HO-ICD, 76 (41%) como CO-HCFA-ICD y 19 (10%) como CA-ICD.

Ochenta y cuatro (45%) pacientes con ICD tenian neoplasias soélidas y 101 (55%) tenian
neoplasias hematolégicas. Los tipos mas comunes de neoplasias malignas fueron
leucemia (27%), linfoma (21%) y cancer de cuello uterino (7%). Ciento siete (58%)

pacientes recibieron quimioterapia mieloablativa <30 dias antes del diagnéstico de ICD.
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Ademas del cancer, se encontré6 una alta prevalencia de comorbilidades en esta
poblacion. Se documenté al menos una comorbilidad en 112 (61%) pacientes. Treinta 'y
cuatro (18%) pacientes tenian hipertensién arterial sistémica; 28 (15%) diabetes mellitus

tipo 2, 14 (8%) virus de la inmunodeficiencia humanay 7 (4%) enfermedad renal crénica.

Caracteristicas clinicas de la ICD y uso previo de antibiéticos

Se documenté fiebre (>38.3° C) en 88 (48%) pacientes y dolor abdominal en 109 (59%).
En cuanto a la frecuencia de las deposiciones, 69 (39%), 70 (39%) y 39 (22%) tuvieron

<4, 4-6 y >6 episodios/dia, respectivamente.

Se documentd el uso previo de antibidticos en 150 (81%) pacientes. Los tipos de
antibioéticos mas comunes fueron carbapenémicos (43 %), betalactamicos (27 %) y
cefalosporinas (23%). En cuanto al numero de antibioticos, 52 (28%), 53 (29%) y 45
(24%) pacientes recibieron uno, dos o mas de dos tipos de antibidticos,
respectivamente. Ademas, se observd el uso concomitante de antibiéticos durante
episodios de ICD en 152 (82%) individuos.

Desenlaces y tratamiento de la ICD

Entre los pacientes hospitalizados, la ICD se diagnosticé en promedio 12 dias después
de su ingreso. La terapia ICD mas comun fue la combinacion de metronidazol y
vancomicina oral, prescrita en 76 (41%) pacientes. Se utilizd vancomicina como
monoterapia en 57 (31%) casos y metronidazol en 50 (27%) casos. El uso de la terapia
con antibidticos estuvo influenciado por la creciente evidencia y las actualizaciones de
las guias durante este periodo, el contexto del paciente (pacientes con cancer, a
menudo con neutropenia e inmunosupresion) y el riesgo potencialmente mayor de
resultados adversos. Dos (1%) pacientes ambulatorios no recibieron terapia especifica
para ICD. Se observo respuesta tardia al tratamiento en nueve pacientes (6%); ninguno
de los pacientes incluidos fue intervenido quirdrgicamente por megacolon toxico. Quince
pacientes (8%) experimentaron recurrencia de la infeccion y un paciente que no
respondié al tratamiento antimicrobiano se sometié a un trasplante fecal exitoso.
Veintitrés (12%) pacientes con ICD ingresaron en la UCI, 15 (8%) requirieron ventilacién

mecanica y 36 (19%) fallecieron dentro de los 30 dias posteriores al diagndstico.
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Tras realizar el analisis de regresion logistica multivariante, el género masculino (ORa;
2.90, IC 95%; 1.08-7.80, p=0.034), la neutropenia profunda (100 células/mm3) (ORa;
3.03, IC 95%; 1.05-8.74, p =0.040) y los niveles altos de creatinina sérica (ORa; 1.71,

IC del 95 %; 1.09-2.70, p=0.020) se asociaron significativa con la mortalidad. En el caso

de la albumina, los niveles seéricos elevados se asociaron inversamente con este
desenlace (aOR; 0.17, IC 95%; 0.07-0.42, p<0.001) (Prueba de Hosmer y Lemeshow:
4.06; p=0.852, Cox & Snell R? = 0.23 y Nagelkerke R? =0,360). La leucocitosis (>15.000
células/mm?®) (OR; 1.45, IC 95%; 0.53-3.97, p=0.464) o la leucopenia (<2,000
células/mm?®) (OR; 1.22, IC 95%; 0.57-2.63, p=0.600) no se relacionaron con mayor

riesgo de fallecer (Tabla 13).

Tabla 13. Factores de riesgo asociados con la mortalidad por cualquier causa a
los 30 dias en pacientes con cancer e infeccion por C. difficile.

Variable Vivos Fallecidos OR crudo Valor OR Ajustado Valor
n=149 (%) n=36 (%) (95% CI) P (95% CI) P
Edad - mediana
(1GR) 45 (28-57) 59 (33-67)  1.02(1.006-1.05) 0.014 1.01(0.98-1.04) 0.369
Género
Mujer 76 (51) 12 (33) Referencia Referencia
0.060 0.034
Hombre 73 (49) 24 (67) 2.08 (0.97-4.46) 2.90 (1.08-7.80)
Tipo de cancer
Tumores solidos 71 (48) 13 (36) Referencia - -
. 0.214
Neoplasia -
hematologica 78 (52) 23 (64) 1.61 (0.75-3.41) -
Enfermedad 52 (35) 14 (39) 118 (0.56-2.51)  0.654 - -
metastasica
Uso previo de
quimioterapia 87 (58) 20 (56) 0.89(0.42-1.85)  0.757 - -
(30 dias)
Comorbilidades
;';t‘;‘?{;‘f”sm 24 (16) 10 (28) 2.00 (0.85-4.68)  0.109 1.32 (0.40-4.26) 0.642
Diabetes mellitus 19 (13) 9 (25) 2.28(0.93-5.58)  0.071 1.57 (0.49-5.02) 0.445
IMC >25 50 (34) 16 (44) 1.58 (0.75-3.32)  0.223 - -
Enfermedad renal 5(3) 2(6) 169 (0.31-9.10)  0.539 - -
cronica
HIV 13 (9) 1(3) 0.29(0.03-2.36)  0.252 - -
Conteo de
leucocitos
Leucocitos (cel 52(1.3-9.8) 3.1(0.3-11.8)  1.01(0.99-1.04)  0.225 - -

x10% /mm3)
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. Vivos Fallecidos OR crudo Valor OR Ajustado Valor
Variable

n=149 (%) n=36 (%) (95% Cl) P (95% CI) P
Leucocitos
(>15,000 cel x103 47 (32) 13 (36) 1.45 (0.53-3.97) 0.464 - -
/mm3)
Leucopenia
(<2,000 cel x10° 18 (12) 6 (17) 1.22 (0.57-2.63) 0.600 - -
/mm3)

)':'f&t;émf:':i(w' 3.4(05-81) 24(0.1-7.2)  1.00(0.94-1.06) 0.834 - -
Neutropenia

(<500 cel x10° 40 (27) 13 (36) 154 (0.71-3.32)  0.272 - -
/mm3)

Neutropenia
(=100 cel x10® 27 (18) 10 (28) 1.73 (0.75-4.02) 0.197 3.03 (1.05-8.74) 0.040
/mm3)

Albumina

(maldl) (N=177) 27 (22:33)  21(1825)  021(0.09-045) <0001 0.17 (0.07-0.42) <0.001

Sodio sérico

(mEq/L) (ne1go)  135(133-138) 136 (131-140)  1.06(0.97-1.14)  0.151 1.04 (0.95-1.15) 0.342

Creatinina sérica

mofdL (n183) 05(0.4-0.7)  0.8(0.4-15)  1.81(1.22-2.67) 0.003 1.71(1.09-2.70)  0.020

Sintomas al
diagnostico

Fiebre (>38.3°C) 68 (46) 20 (56) 1.48 (0.71-3.09)  0.287 - -

(E:]‘;'j’gj;’domi”a' 88 (59) 21 (60) 1.04 (0.49-2.20) 0.919 - -

Numero de
deposiciones
(n=178)

<4 episodios

diarreicos 57 (40) 12 (35) Referencia - . )

3.‘6 episodios 57 (40) 13 (38) 1.08 (0.45-2.57)  0.856 - -
larreicos

>6 episodios 30 (20) 9 (26) 142 (0.54-3.76)  0.475 - -
diarreicos

Uso previo de
antibioticos (30 121 (81) 29 (81) 0.95 (0.38-2.41) 0.929 - -
dias)

Uso concomitante - -

de antibidticos
durante cuadro de 123 (83) 29 (81) 0.87 (0.34-2.21) 0.779

ICD

Uso previo de - -
IBP (30 dias) 90 (63) 20 (56) 0.72 (0.34-1.51) 0.389
(n=178)

Coinfecciones 87 (58) 18 (56) 0.71(0.34-1.47)  0.363 - -

Abreviaturas: IBP; inhibidor de la bomba de protones, IMC; indice de masa corporal, VIH; virus de la
inmunodeficiencia humana
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Rendimiento de la escala de gravedad ICD

Ciento setenta y cinco pacientes con datos completos fueron clasificados segun los
sistemas de puntuacion evaluados para la gravedad de la ICD (tabla 2). Treinta y nueve
(22%), 63 (36%) y 134 (77%) fueron clasificados con ICD grave segun los criterios
IDSA/SHEA/ACG, Zar y ESCMID, respectivamente. En el caso de la puntuacion ATLAS,
utilizamos tres puntos de corte para definir una infeccién grave. Asi, para =24 puntos, 97
(55%), para 25 puntos, 47 (27%) y para =6 puntos, 14 (8%) pacientes fueron clasificados

como graves.

De acuerdo con el desempefio de las escalas, los criterios de la ESCMID mostraron la
mayor sensibilidad (97%, 1C 95%; 85-100%) y VPN (98%, IC 95%; 85-100%), mientras
que el puntaje ATLAS (=6 puntos) tuvo la mayor especificidad (95%, IC del 95%; 90-
98%) y VPP (50%, IC del 95%; 27-73%) para mortalidad por todas las causas a los 30
dias. De manera similar, para el ingreso a la UCI, la mayor sensibilidad (90%, 95% IC;
70-99%) y VPN (95%, 95% IC; 84-100%) se observaron para la clasificacion propuesta
por la ESCMID, mientras que la mayor especificidad (93% , 95% IC; 88-96%) y VPP
(21%, 95% IC; 8-47%) la obtuvo la puntuacidén ATLAS (26 puntos). Ademas, los puntos
de corte ATLAS 24 y =5 también mostraron un alto VPN (95%, 95% IC; 88-98%) y VPP
(21%, 95% IC; 14-31%), para ingreso en UCI, respectivamente. Otras caracteristicas y

desempenfos de las escalas se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Desempeiio de las puntuaciones prondésticas de C. difficile en pacientes
con cancer.

Escala Sensibilidad  Especificidad VPN VPP Numero de casos severos
%(95%Cl)  %(95%Cl)  %(95%Cl)  %(95% Cl) n=175 (%)

Mortalidad a 30 dias
IDSA/SHEA-ACG 41 (25-59) 82 (74-88) 85 (81-89) 35 (24-48) 40 (23)
ECSMID 97 (85-100) 28 (21-37) 98 (85-100) 25 (22-27) 134 (77)
Zar, et al 71 (53-85) 72 (64-80) 91 (86-95) 38 (30-46) 63 (36)
ATLAS

>4 puntos 88 (73-97) 52 (44-61) 95 (88-98) 31 (27-36) 97 (55)

5 puntos 47 (30-65) 78 (70-85) 86 (81-89) 34 (24-45) 47 (27)

6 puntos 21 (9-38) 95 (90-98) 83 (81-86) 50 (27-73) 14 (8)
Admisién a UCI
IDSA/SHEA-ACG 33 (15-57) 79 (71-85) 90 (86-92) 18 (10-29) 40 (23)
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Sensibilidad Especificidad VPN VPP Numero de casos severos

Escala %(95%Cl)  %(95%Cl) % (95%Cl) % (95%CI) n=175 (%)
ECSMID 90 (70-99) 25 (19-33) 95 (84-99) 14 (12-16) 134 (77)
ATLAS

>4 puntos 81(58-95)  48(40-56)  95(88-98) 18 (14-22) 97 (55)
>5 puntos 48 (26-70) 76 (68-82) 91 (88-94) 21(14-31) 47 (27)
>6 puntos 14(3-36)  93(88-96)  89(87-90) 21 (8-47) 14 (8)

IDSA,; Infectious Diseases Society of America. SHEA; Society for Healthcare Epidemiology of America. ACG;
American College of Gastroenterology. ESCMID; European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases. Abreviaciones: VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo. La puntuacion de Zar et
al. no se utiliza para evaluar la admision a la UCI, ya que este desenlace esta incluido en los criterios de gravedad.
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Secciéon 5: Discusidn, conclusiones y
prospectos

5.1 Discusion

En el presente trabajo se abordé desde diferentes perspectivas la infeccion por C.
difficile en pacientes con cancer, siendo el primer estudio que examiné el perfil
toxigénico, el genotipo tcdC y las similitudes genéticas de las cepas bacterianas de
portadores asintomaticos y pacientes con diarrea asociada a ICD en un entorno
oncoldgico. Ademas se evaluaron los factores de riesgo relacionados a su adquisicion

y escalas prondsticas en pacientes con cancer.

La prevalencia de portadores asintomaticos de C. difficile toxigeno en la poblacion con
cancer oscilaentre el 9% y el 16% (76,114). Aunque la evidencia es limitada con relacion
a los mecanismos que subyacen la colonizacién asintomatica, algunos factores, como
la respuesta inmunitaria del huésped, el microbioma intestinal y las caracteristicas
moleculares bacterianas, han sido previamente involucrados en su patogénesis
(58,146).

Las caracteristicas intrinsecas y los factores de virulencia de C. difficile pueden estar
relacionados con el espectro de manifestaciones clinicas. Por ejemplo, se han
observado concentraciones mas altas de toxinas de C. difficile en las heces de pacientes
sintomaticos (147). Asimismo, algunas cepas epidémicas se han asociado con
episodios mas agresivos, recurrencias y mayor mortalidad (148), algunas de las cuales
tienen caracteristicas moleculares especificas, tal como una alta prevalencia de

mutaciones y deleciones de tcdC, asi como produccion de toxina binaria.

El gen tcdC se ha caracterizado como probable regulador negativo de la expresion de
las toxinas bacterianas fcdA y tcdB. Sin embargo, los estudios han encontrado
resultados divergentes entre la asociacion del genotipo tcdC, la pérdida de la funcién

proteica y la sobreproduccion de toxinas en cepas epidémicas de C. difficile (149—-152).
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En este estudio, cinco (10%) de los aislamientos bacterianos portaban la delecion A18
y, similar a lo descrito por algunos autores, no observamos una expresion mas alta de
fcdA o tcdB en aislados clinicos portadores de la delecion (151). Sin embargo, este
analisis secundario solo incluyé unos pocos casos y estuvo limitado por su baja

prevalencia.

En nuestro pais, la cepa NAP1/027/BI ha sido reconocida durante la ultima decada como
la cepa mas prevalente en varias instituciones del centro y norte de México (9). Sin
embargo, no encontramos ninguna cepa NAP1/027/BI durante el periodo de estudio, lo
que podria correlacionarse con el menor numero de ICD observado en nuestra
institucion durante el 2019 (153). Ademas, al igual que en otras regiones, la prevalencia
de NAP1/027/BI entre las infecciones asociadas a la atencion de la salud ha disminuido
drasticamente (154,155).

Desde 2020, con el inicio de la COVID-19, la tasa de incidencia global de C. difficile
mostro tendencias variables. Mientras que algunas instituciones de salud reportaron una
disminucion en la incidencia de C. difficile durante la pandemia de SARS-CoV-2 oftras,
como la nuestra, observaron un aumento en la tasa de incidencia de los casos de HO-
ICD (156). Esta mayor incidencia puede estar relacionada con el mayor uso de
antibidticos durante el periodo pandémico, ademas de los cambios en los procesos de
atencioén al reconvertir parte del hospital para la atencion de la COVID-19 . Aunque los
macrolidos, que tradicionalmente no se asocian con la ICD, fueron usados ampliamente
durante la pandemia, su interaccion y combinacién con los antibidticos basales de
amplio espectro que se usan en la poblacidon oncolégica en el contexto de infecciones
relacionadas con el cancer podria haber contribuido a la disbiosis bacteriana y conducir
a condiciones microambientales 6ptimas para la proliferacion de C. difficile. Por otro
lado, la infeccion por SARS-CoV-2 pudo conllevar un mayor riesgo de coinfecciones
secundarias adquiridas durante la hospitalizacion (156). Es importante resaltar que
tuvimos un brote de 7 casos de HO- ICD en diciembre de 2021, lo que pudo repercutir
en el aumento de la tasa general de HO-ICD encontrada durante la pandemia de la
COVID-19.

Es dificil evaluar el papel de los portadores asintomaticos en la dinamica de transmisién

de C. difficile porque son pocos los estudios que han evaluado las similitudes genéticas

entre los aislamientos toxigénicos. En nuestro estudio, 14/70 (20%) pacientes

asintomaticos portaban cepas de C. difficile y 10/14 (71%) eran aislamientos toxigénicos
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(tcdA+/tcdB+). Aunque el numero de portadores asintomaticos observado fue bajo,
estos resultados reflejan una alta carga de colonizacién en nuestros pacientes (76,114).
Ademas, el 60% de los aislamientos toxigénicos de portadores asintomaticos eran
clonales a las cepas de pacientes con diarrea asociada a C. difficile. Aunque no pudimos
confirmar la transmision directa entre los pacientes, enfatizamos las similitudes
genéticas en las cepas toxigénicas prevalentes entre pacientes con infeccion
sintomatica y aquellos con colonizacion asintomatica por C. difficile, mismos que pueden

potencialmente servir como fuentes de infeccion nosocomial.

De manera similar a nuestros hallazgos, otros estudios sugieren que los portadores
asintomaticos pueden desempefiar un papel importante en la dinamica de la transmision
de la ICD (103,157-160). En pacientes en centros de atencion intermedia, Halstead y
colaboradores en el 2019 observaron una gran similitud genética entre cepas aisladas
de portadores asintomaticos y pacientes con infeccion sintomatica (103). Asimismo, en
entornos clinicos, Blixt y colaboradores observaron un mayor riesgo de infeccion por C.
difficile en pacientes expuestos a portadores asintomaticos (161). Los efectos benéficos
de aislar a los portadores asintomaticos al ingreso hospitalario se han documentado
previamente, lo que ayuda al fundamento de dicha hipotesis (82,162). Por ejemplo,
Longtin y colaboradores estimaron que la introduccion de las medidas de aislamiento en
portadores asintomaticos, previnieron el 62% de los casos esperados de ICD y
observaron una reduccion en la incidencia de ICD durante el periodo de intervencion
(3.0 frente a 6.9 por 10,000 dias-paciente, p<0.001)(82). Asimismo, Gilboa y
colaboradores en el 2020 reportaron una contaminacion ambiental similar en las
habitaciones de pacientes con colonizacion asintomatica y diarrea asociada a C. difficile
(163). Estos hallazgos resaltan el potencial papel de los portadores asintomaticos en la
dinamica de la transmisiéon nosocomial de C. difficile, ademas, destacan la necesidad

de estudios enfocados a la CACD en poblacion inmunocomprometida.

No existen pautas ni evidencias que apoyen las estrategias de descolonizacién con
antibidticos en portadores asintomaticos. De hecho, el tratamiento con vancomicina no
ha resultado en mayor aclaramiento de C. difficile en portadores asintomaticos (164).
Sin embargo, necesitamos estudios que indaguen sobre el beneficio clinico de la
descolonizacion con nuevos productos biolégicos, cepas no toxigénicas, probidticos y
trasplante fecal. Por otro lado, se requiere explorar de forma mas profunda el efecto de
las estrategias dirigidas al control de la infeccion, tal como la vigilancia activa y
considerar las precauciones de contacto en portadores asintomaticos (82), ya que a
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pesar de mostrar efectos positivos, los trabajadores de la salud pueden enfrentar
desafios al implementar programas de vigilancia, como mayores costos e impacto
negativo en la seguridad y el bienestar psicoldégico del paciente durante el aislamiento.
Este estudio tiene varias limitaciones. Primero, no se realizé un segundo muestreo
durante el seguimiento de la poblacion, por lo que no se pueda diferenciar si hubo o no
colonizacién transitoria de C. difficile. En segundo lugar, utilizamos el analisis PFGE, el
cual tiene un poder discriminatorio mas bajo en comparacién con la secuenciacion del
genoma completo, ademas de tener una capacidad limitada para comparar colecciones
de aislamientos con otros centros. Sin embargo, la PFGE ha mostrado un buen
desempefio para la tipificacién bacteriana en ambientes locales (165). Finalmente,
algunas de las variables consignadas fueron recopiladas del expediente clinico
electrénico, por lo que puede existir un sesgo en el reporte de las mismas. A pesar de
estas limitaciones, este es uno de los pocos estudios que evalua las similitudes
genéticas entre portadores sintomaticos y asintomaticos y el primer estudio que evalué
exclusivamente a pacientes con cancer. Aunque el niumero de cepas es pequefo,
consideramos valioso resaltar el papel potencial de los portadores asintomaticos en la
dinamica de transmision de la ICD y el riesgo probable de progresion sintomatica,
particularmente en la poblacién con cancer, la cual tiene un mayor riesgo de resultados
adversos. Ademas, este estudio se realizé de forma prospectiva con un seguimiento de

30 dias, lo que ayudo a reducir el sesgo de seleccion e informacion.

Aunque se han publicado algunos metaanalisis sobre la prevalencia de colonizacién
asintomatica, estos se limitan a entornos clinicos especificos. Por ejemplo, Ziakas et al.
y Zacharioudakis et al. reporté una prevalencia agrupada de tCACD de 14.8 % (IC del
95 %; 7.6 %-24.0 %) en residentes de casas de cuidado y del 8.1 % (IC del 95 %; 5.7-
11.1 %) para pacientes hospitalizados (166,167). En nuestro estudio encontramos una
gran variabilidad y heterogeneidad en las estimaciones de prevalencia de portadores
asintomaticos, lo cual puede estar relacionado a las diferencias clinicas de los individuos

incluidos.

En relacién con los factores de riesgo y el estudio de casos y controles encontramos
una tasa de incidencia de 4.1 casos por 10,000 dias-paciente para episodios de HO-
ICD y 2.1 casos por 1,000 ingresos para los pacientes con episodios de CO-HCFA-ICD
(155). A nivel mundial, algunos autores han reportado una disminucion en las tasas de
ICD durante la ultima década, impulsada principalmente por la reduccion de casos de

HO-ICD. En nuestra institucion, el total de episodios de ICD aumento 2.5 veces, de 19
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casos en 2015 a 47 casos en 2016. Este aumento puede estar relacionado con el
programa de vigilancia de diarrea nosocomial establecido durante 2016, en el que se
implementd la prueba obligatoria de C. difficile para todos los pacientes con sindrome

diarreico.

Durante el 2016, 2017 y 2018, la tasas de CO-HCFA-ICD mostraron un aumento
persistente, con 1.9, 2.3 y 3.2 episodios de ICD por cada 1,000 ingresos,
respectivamente, mientras que la tasa de HO-ICD mostré una disminucién en 2017 y
2018. Aunque la intensidad de la vigilancia pueda haber variado en los primeros anos,
es posible que las estrategias de vigilancia no hayan impactado en la incidencia
estimada, ya que la densidad general de las pruebas no varié significativamente durante
este periodo; se observaron tasas de densidad diagnostica de 102.3, 102.8 y 118.4

pruebas por 10,000 dias-paciente en 2016, 2017 y 2018, respectivamente.

La incidencia mundial de ICD varia ampliamente. Finn y colaboradores reportaron en
una revision sistematica, una incidencia general de 4.0 casos por 10,000 dias-paciente;
las incidencias mas altas de ICD adquirida en el hospital se observaron en los EE. UU.,
Polonia, Alemania, Canada y Australia con 8.0, 6.2, 4.9, 4.3 y 3.1 casos/10, 000 dias-
paciente, respectivamente (168). En relacion a la poblacion con cancer, Gu y
colaboradores encontraron una incidencia de ICD de 1.89 casos por 1,000 dias-paciente
para pacientes con neoplasias hematoldgicas y 3.69 casos por 1,000 dias-paciente para
pacientes sometidos a trasplante autélogo de células hematopoyéticas (TAUCHP) (22).
De manera similar, un estudio multicéntrico de Chopra y colaboradores, observaron en
un contexto de brote, altas tasas de ICD nosocomial de 24.0 y 16.8/10, 000 pacientes-
dia en receptores de TAUCHP y pacientes con cancer, respectivamente (169). Aunque
las comparaciones son dificiles debido a la falta de consenso en el reporte de las tasas,
la incidencia encontrada en nuestro estudio fue menor que lo reportado previamente
para la mayoria de los estudios en la poblacién oncoldgica, y similares a los observados

en algunas cohortes sin cancer.

Ha quedado demostrado que la exposicion a antibidticos, el nimero de antibiéticos

utilizados y las dosis acumuladas crecientes son factores de riesgo para desarrollar ICD

(30,170). En nuestra serie, hasta el 80% de los pacientes con ICD tuvieron exposicion

a antibidticos antes de presentar sintomas. Al igual que en otros estudios en poblaciones

sin cancer, encontramos una asociacion con el uso de cefalosporinas y

fluoroquinolonas, lo que refleja la importancia del espectro antibidtico y su efecto sobre
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microorganismos especificos en el microbioma humano (171). Es importante sefalar
que las cefalosporinas se usan con frecuencia en pacientes con cancer y neutropenia
febril. Del mismo modo, en neoplasias hematologicas, Lee-Tsai y colaboradores
asociaron el uso de antibidticos terapéuticos o profilacticos con un mayor riesgo de
adquisicion de ICD (172).

Varios estudios han evaluado la asociacion entre el uso de IBP y un mayor riesgo de
ICD (93,173). Encontramos que el 51% de los pacientes con ICD tenian exposicion
previa a estos farmacos, sin embargo, nuestros hallazgos contradicen a aquellos
reportados por Garzotto y colaboradores, quienes identificaron una disminucion del
riesgo de diarrea asociada a ICD con la exposicién a IBP en pacientes oncolégicos
hospitalizados (94). Aunque no se puede confirmar la causalidad, se recomienda limitar

esta clase de farmacos en pacientes con alto riesgo de adquisicién de la ICD.

En relacién con la severidad de las infecciones, comparamos el rendimiento de los
sistemas de puntuacion para la gravedad de la ICD y evaluamos los factores de riesgo
asociados con la mortalidad por todas las causas a los 30 dias. Utilizamos el ingreso a
cuidados intensivos y la mortalidad a los 30 dias como desenlaces adversos primarios
para evaluar la enfermedad grave. Aunque es dificil determinar hasta qué punto la
mortalidad se puede atribuir a la ICD, algunos autores han documentado previamente
tasas de mortalidad mas altas en pacientes con ICD. Por ejemplo, en ocho centros
meédicos de América Latina, Yu y colaboradores reportaron una mayor mortalidad (18%)
en pacientes con ICD en comparacion con el grupo control sin ICD (6.8%) (p<0.001)
(174). De manera similar, en 13 hospitales holandeses, Hensgens et al. se observé un
aumento de 2.5 veces en la mortalidad en pacientes hospitalizados diagnosticados con
ICD (144). Aunque es dificil de evaluar la contribucion directa entre la infeccion como
causa de muerte, algunas variables asociadas a su adquisicién tal como edad avanzada
y numero de comorbilidades, podrian estar relacionadas con la mayor mortalidad

observada en esta poblacion.

La mortalidad por todas las causas a los 30 dias en la poblacién con cancer e ICD varia
ampliamente, y oscila entre el 17% y el 25% (8,175). En nuestra cohorte, el 19% de los
pacientes fallecieron dentro de los 30 dias después del diagnéstico de la ICD, lo que es
dificil de comparar con los observados previamente en nuestro pais, donde los datos

son escasos. Lee-Tsai y colaboradores reportaron una tasa de mortalidad del 14% en

57



una cohorte mexicana de pacientes con neoplasias hematologicas (172), que fue

superior a la observada en la poblacion no oncolégica de la misma institucion (8%) (10).

Algunos autores han destacado previamente la inexactitud de los indices de gravedad
actuales en poblaciones con y sin cancer (176,177). Por ejemplo, en una cohorte de
pacientes con ICD, Stevens y colaboradores reportaron una amplia variacion en la
precision de las puntuaciones prondsticas, observando una sensibilidad del 64-73% y
una especificidad del 56-41% para los criterios IDSA/SHEA al clasificar a los pacientes

con resultados adversos (178)

Entre los criterios evaluados en este estudio, la escala propuesta por la ESCMID mostré
la mayor sensibilidad (97%; IC 95%: 85-100%) para mortalidad por todas las causas a
los 30 dias. Esperamos que el 97% de los episodios con resultados clinicos adversos
se clasifiquen correctamente como casos graves. Sin embargo, debe destacarse como
desventaja el bajo VPP (25%; IC 95%: 22-27%), ya que sobreestima la gravedad de la
enfermedad. Ademas, el VPN también fue alto (98%; IC 95%: 85-100%), lo que refleja
una baja probabilidad de resultados adversos si el paciente se clasifica como un caso
no grave. Estas caracteristicas se han descrito previamente como propiedades ideales
de una prueba de exclusién (179). Por el contrario, la puntuacién ATLAS (=6 puntos)
tuvo la mayor especificidad (95%; IC 95 %: 90-98 %). Con respecto al VPP, todas las
puntuaciones mostraron valores bajos. Estas caracteristicas fueron similares cuando se

utilizo el ingreso en la UCI como desenlace.

Entre las variables incluidas en la mayoria de las escalas prondsticas, la leucocitosis se
usa comunmente para determinar la gravedad de la infeccion (49,51,52,142). Sin
embargo, no se espera que los pacientes con cancer tengan un aumento de leucocitos
como parte de una respuesta inflamatoria (53,55). En cambio, este grupo de pacientes
se caracteriza por recuentos bajos de globulos blancos, ademas de alteracion de su
funcion leucocitaria, especialmente en pacientes con neoplasias hematolégicas o bajo

modalidades de tratamiento inmunosupresor (53).

No encontramos asociacion entre recuentos elevados de leucocitos y desenlaces
adversos. En nuestra cohorte, uno de cada tres pacientes tenia leucopenia (<2,000
células/mm?®). En contraste con nuestros hallazgos, Sahu y colaboradores observaron

una asociacion entre los recuentos elevados de gldbulos blancos y el aumento de la
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mortalidad hospitalaria. Sin embargo, esta cohorte incluyé pacientes con tumores

solidos, en su mayoria con diagnéstico de cancer de préstata (180).

5.2 Conclusiones

En este estudio, encontramos una asociacién clonal y perfiles toxigénicos similares entre
las cepas de portadores asintomaticos y aquellos con infeccion por C. difficile. Aunque
la transmisibilidad entre estos grupos no se documentd, estos hallazgos resaltan el
potencial rol de los pacientes portadores asintomaticos como reservorios de la infeccion.
Asimismo, se encontré una baja proporcion de pacientes con deleciones tcdC y toxinas
binarias. Contrariamente a lo reportado previamente en nuestro pais, no se encontraron
cepas NAP1/027/BI.

Similar a lo reportado anteriormente en poblaciones sin cancer, las fluoroquinolonas, las
cefalosporinas y los IBP aumentaron el riesgo de infeccion por C. difficile, mientras que
la edad avanzada y el sexo masculino se correlacionaron con formas graves de ICD.
Asimismo, la mortalidad por todas las causas a los 30 dias fue mayor en pacientes con

ICD en comparacion con los pacientes sin ICD.

Por otro lado, la prevalencia de tCACD varia ampliamente en la literatura publicada,
siendo la poblacion con cancer un grupo altamente afectado. Algunas caracteristicas tal
como el tipo de comorbilidades y los entornos clinicos, impactan en la heterogeneidad

de dichas estimaciones.

La mayoria de las escalas prondsticas actuales no evaluan adecuadamente la gravedad
de los pacientes con cancer e ICD. Dichas escalas en su mayoria se basan en
caracteristicas clinicas y hallazgos de laboratorio que a menudo, en poblacion
oncoldgica, se superponen con la neoplasia y su tratamiento asociado. En este trabajo,
encontramos que el género masculino, la neutropenia profunda, la hipoalbuminemia y
la alta creatinina estaban fuertemente relacionados con la mortalidad por cualquier
causa a los 30 dias. En contraste con lo que se ha descrito previamente en poblaciones
sin inmunosupresion, no encontramos asociacion entre el recuento total de leucocitos y

desenlaces adversos.
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Se requieren enfoques sistematizados para entender las brechas en el conocimiento
sobre la gravedad de los cuadros clinicos y factores de riesgo relacionados con la

adquisicion y progresién en pacientes portadores asintomaticos.

5.3 Prospectos

Durante la conduccién del presente trabajo, ademas de observar las brechas actuales
que existen en relacion con la ICD no solo en pacientes con cancer, sino no en la
poblacion general, nos percatamos de la escasa informacién disponible sobre esta
infeccion en nuestro pais, por lo que en colaboracion con diversas instituciones
conformamos el grupo de estudio multicéntrico de C. difficile para conjuntar la
informacién sobre prevalencia y caracteristicas clinicas de 16 centros de atencion en
México. Dicho grupo tendrd como objetivo solidificar la informacién sobre las
caracteristicas clinicas, prevalencia y desenlaces de pacientes con ICD. Actualmente,
se tienen alrededor de 2,500 registros de casos de ICD y se plantea que dicha
informacién ayude a nutrir la informacién disponible sobre aspectos epidemioldgicos y

prondsticos de pacientes con ICD en nuestro pais
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ABSTRACT

Introduction: Clostridioides difficile infection (CDI) is recognized as the leading cause of nosocomial diarrhea.
This study describes CDI's clinical characteristics, risk factors, and outcomes in the cancer population.
Methods: We conducted a case-control study on cancer patients from 2015-2018 at the Instituto Nacional de
Cancerologia in Mexico. (DI case was defined as diarrhea episode and positive polymerase chain reaction
(PCR) for toxigenic strains. Controls were cancer diagnosis-matched patients with diarrhea and negative
PCR. Healthcare Facility-Onset (HO-CDI) and Community-Onset, Healthcare Facility-Associated (CO-HCFA-
CDI) rates were calculated. For assessing associations, univariate and multivariate logistic regression analyses
were conducted.
Results: We included 148 CDI cases and 148 controls. The CDI rate was 4.1 per 10,000 patient-days and 2.1
per 1,000 patient admissions for HO-CDI and CO-HCFA-CDI episodes, respectively. Clinical characteristics
associated with CDI were fever, abdominal pain, and >4 episodes of diarrhea/24h. Previous use of proton
pump inhibitors (P=.003), fluoroquinol (P=.016), and cephalosporins (P=.026) increased the risk for CDI
acquisition, while higher age (P=.022) and male gender (P=.015) were related to severe episodes. Thirty-day
all-cause mortality was higher among CDI patients ( 18%) than controls (9%).
Conclusion: The CDI rate was lower compared to other series. The incidence of CO-HCFA-CDI episodes
increased, and HO-CDI cases decreased from 2016 to 2018. Risk factors for acquisition and severe infection
were similar to those reported in non-cancer populations.
© 2022 Association for Professionals in Infection Control and Epidemiology, Inc. Published by Elsevier Inc. All
rights reserved.

BACKGROUND

Clostridioides difficile infection (CDI) is recognized as the leading
cause of nosocomial diarrhea associated with the use of antibiotics
and the most frequent healthcare-associated infection in high-
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income countries.' In 2017, this infection caused 462,000 cases,
224,000 hospitalizations, and 20,500 in-hospital-related deaths,’
with annual attributable costs of 6.3 billion dollars.” In Mexico, the
information is scarce; Davila et al reported in 4 Mexican hospitals
a remarkable increasing trend from 2012 to 2015 with an average
rate of 0.28 (DI cases per 1,000 hospital-days,” while Ochoa-Hein
et al reported a similar increasing pattern from 2014 to 2017 with a
median rate of 11.5 cases per 10,000 patient-days per month for Hos-
pital Onset, Healthcare Facility-Associated (HO-HCFA) CDI cases,’
respectively.

Patients living with cancer represent around 9% of all CDI cases.
According to the US National Hospital Discharge Surveys, the CDI rate
among this group increased from 64.7 cases to 109.1 cases per 1,000
discharges from 2001 to 2010.° This group has been recognized as a
higher risk for acquiring and developing severe CDI episodes.” Kam-
boj et al reported twice the CDI rate in cancer patients compared to
the no-cancer population.®

Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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Clinical characteristics such as immunosuppression, prior and
prolonged hospitalizations, antibiotic use, advanced age, and proton-
pump inhibitors (PPIs) therapy have been previously associated with
CDL”'* In addition, cancer patients, particularly those with hemato-
logical malignancies (HM) or hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT), have been widely described as high-risk patients for CDI
acquisition.”'> However, other oncological characteristics such as
neoplasm stage, neutropenia, abdominal surgical, cytotoxic chemo-
therapy, and biochemical markers have not been fully character-
ized.'®?" Therefore, this study aims to describe CDI's clinical
characteristics, risk factors, and associated clinical outcomes in
patients with solid and hematological neoplasia in a tertiary care
oncology reference center.

MATERIAL AND METHODS

We conducted a case-control ambispective study of all cancer
patients with confirmed CDI diagnosis from January 1, 2015, to
December 31,2018, at the Instituto Nacional de Cancerologia (INCan),
a 133-bed cancer referral and teaching hospital for adult patients in
Mexico City. The Institutional Review Board approved the study
(Rev/41/16), and informed consent was waived.

Definitions

A CDI case was defined by the presence of diarrhea and a positive
stool test for toxigenic C. difficile by polymerase chain reaction (PCR).
When multiple samples from the same patient were positive, only
the first CDI episode was analyzed. Controls were defined as cancer
diagnosis-matched patients with diarrhea and a negative PCR test. As
guidelines suggest, diarrhea was described as an unformed stool epi-
sode >3 times in 24 hours.”!

Healthcare Facility-Onset (HO-CDI) episode was defined if the
patient was diagnosed >3 days after admission to the hospital (on or
after day 4). Community-Onset Healthcare Facility-Associated (CO-
HCFA-CDI) infection was described if the patient presented the epi-
sode within 28 days after discharge from the hospital. Community-
Associated (CA-CDI) if the patient had no documented history of an
overnight stay in a health care facility during the prior 12 weeks. In
agreement with the Infectious Diseases Society of America (IDSA)
and Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA) guide-
lines, CDI incidence was calculated per 10,000 patient-days for HO-
CDI cases and per 1,000 patient admissions for CO-HCFA-CDI cases.”'
The Testing density was calculated as the number of diagnostic tests
each year per 10,000 patient days.

CDI severity was classified according to IDSA/SHEA guidelines,
using leukocytes (>15,000 cells/uL) and serum creatinine (>1.5 mg/
dL) values at diagnosis.”' Recurrence was defined as a new onset of
symptoms and microbiological confirmation of toxigenic C. difficile
infection at least 2 weeks after the resolution of diarrhea. A delayed
response was defined as the persistence of symptoms of CDI (diar-
rhea, abdominal pain, fever, or abdominal distension) after 5 or more
days of treatment, in agreement with the recommended timeframe

2,23

to change antibiotic treatment for CDI episodes by guidelines.?**

Data collection

CDI cases detected during 2015 were retrieved retrospectively
from medical charts and laboratory reports. In addition, cases and
clinical data for patients detected from 2016 to 2018 were prospec-
tively obtained as part of the hospital-wide surveillance program
implemented in March 2016. The surveillance program included
detecting all patients with diarrhea at hospital admission or those
developing diarrhea during their hospital stay.
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Demographic and clinical data were obtained from the electronic
medical charts. We included age, gender, comorbidities, type of neo-
plasia, symptoms before diagnosis, and immunosuppressive therapy.
Recent antibiotic therapy, chemotherapy, and proton pump inhibitor
(PPIs) use were defined as exposure 30 days before diarrhea onset.
Biochemical markers including serum creatinine, albumin, sodium,
and white blood cell (WBC) count were also collected. Admission to
ICU englobes all admission causes. Mortality was reported as CDI-
related death and 30-day all-cause mortality.

Microbiology

Patients with new-onset diarrhea were isolated in individual
rooms with contact precautions (CP), and PCR assay for Clostridioides
difficile toxin was requested. Before the analysis, liquid or unformed
stool specimens were kept in the local microbiology laboratory and
stored at 4 °C. According to the manufacturer's instructions, the fecal
samples were tested on the day of the harvest using the Illumigene C.
difficile assay (LAMP-illumigene, Meridian Bioscience, Inc.). In some
cases, patients with high suspicion of hyper-virulent strains, GeneX-
pert C. difficile was used for diagnosis.

If a positive test result was obtained, isolation and CP were main-
tained until hospital discharge. When a patient was discharged or
transferred, routine cleaning of the room with sodium hypochlorite
5,000 ppm followed by hydrogen peroxide dry mist disinfection was
conducted.

Statistical analysis

We conducted a descriptive analysis; median and interquartile
range (IQR) were used to summarize continuous variables, while fre-
quencies and proportions were used to describe categorical variables.
We performed univariate and multivariate logistic regression analy-
ses to evaluate risk factors associated with the acquisition and sever-
ity of CDI. Variables with a P-value <.200 at the univariate analysis
were included in the multivariate logistic regression; the “enter”
method, in which all the input variables are entered simultaneously,
was used to analyze the data, and a P-value <.05 was considered sta-
tistically significant. Hosmer & Lemeshow, Cox & Snell R?, and Nagel-
kerke R? tests were used to measure the model’s goodness of fit. The
analysis was performed using the Statistical Program for Social Scien-
ces version 25.0 (SPSS, IBM Corp.).

RESULTS

Two hundred ninety-six patients were included; 148 were (DI
cases and 148 matched pair controls. Among (DI cases, 70 episodes
were classified as HO-CDI, 61 cases as CO-HCFA-CDI, and, 17 cases as
CA-(CDI. The incidence rate from 2015 to 2018 was 4.1 cases per
10,000 patient-days for HO-CDI episodes and 2.1 cases per 1,000
patient admissions for CO-HCFA-CDI episodes. In 32 patients, GeneX-
pert PCR was used for diagnosis; 9 (28%) corresponded to NAP1/027/
Bl strains.

The total number of CDI episodes was 19, 46, 33, and 50 cases for
2015, 2016, 2017, and 2018, respectively (Fig 1A). CO-HCFA-CDI cases
showed an annual mean increase of 0.7 cases per 1,000 patient
admissions, while the HO-CDI rate decreased shortly after the pro-
spective surveillance program, as shown in Fig 1B The density of test-
ing for 2015, 2016, 2017, and 2018 was 61.2, 102.3, 102.8, and 118.4
tests per 10,000 patient days. In addition, during the 4 years of sur-
veillance, we observed 3 outbreaks in June 2018 (10 cases), August
2017 (7 cases), and July 2016 (8 cases).
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Fig 1. Distribution and classification of CDI episodes during the period 2015-2018 at Insti
CDI, Community-Onset Healthcare Facility-Associated; HO-CDI, Healthcare Facility-Onset.

Clinical characteristics and factors related to CDI diagnosis

Seventy-seven patients in the CDI group were female, and the
median age was 49 years [IQR 29-60]. No differences in gender
(P=1641) and age (P=.540) were observed between CDI and non-CDI
groups. Demographic and clinical characteristics are shown in Table 1.

Seventy-eight (53%) patients with CDI had hematological malig-
nancies and 70 (47%) solid tumors. The most frequent type of neo-
plasm was leukemia (27%), followed by lymphoma (20%), cervical
(7%), and breast cancer (6%). Twenty-nine (20%) patients in the CDI
group and 28 (19%) in the control group reported at least one comor-
bidity. The number of patients who received cytotoxic chemotherapy
regimens did not statistically differ between groups: 98 (66%)
patients in the non-CDI group and 87 (59%) in the CDI group (P=.187).

In the (DI group, 117 patients (79%) received antibiotics within
the previous 30 days compared with 81 patients (55%) in the control
group (P=<.001). The most frequent antibiotics classes used were car-
bapenems (72%), p-Lactam with g-lactamase inhibitors (43%), cepha-
losporins (36%), and fluoroquinolones (22%). The overall use of PPls
was higher in the CDI group compared to the control group (100
cases; 68% vs 75 cases; 51%, P=.001). In addition, no differences were
found in laboratory parameters at CDI diagnosis between the groups.

One-hundred seventy-five patients presented a coinfection at
diarrhea episode onset; the most frequent were bacteremia (16%),
pneumonia (14%), and urinary tract infection (8%).

After adjusting by multivariate analysis, variables independently
associated to CDI were previous use of cephalosporins (aOR: 2.09; Cl

ituto Nacional de Cancerologia. Abbreviations: CA-CDI, Community-Associated; CO-HCFA-

95%: 1.09-3.99, P=.026), fluoroquinolones (aOR: 2.85; Cl 95%: 1.21-
6.68, P=016), and PPIs (aOR: 2.15; (1 95%: 1.30-3.57, P=.003). The
ratio of outcomes events was higher than 10:1 (Hosmer y Lemeshow;
P=.738. Cox & Snell R?=0.10 and Nagelkerke R?=0.13) (Table 2).

Clinical manifestations of patients with CDI

At the onset of infection, fever (>38.5 °C) occurred in 28 (19%)
patients with CDI in contrast to 13 (9%) in the control group (P=.011).
Similarly, abdominal pain was more frequently reported in the CDI
group (n=93, 63%) compared to non-CDI patients (n=61, 41%); (OR
241; C195% 1.51-3.84; P<.001). A higher number of depositions char-
acterized the patients with CDI; in this group, 93 patients (63%) had 4
or more depositions in 24 hours in comparison to 67 (45%) in the con-
trol group (OR 2.0422; CI 95% 1.28-3.25; P=.003)

According to infection severity, 114 (77%) cases were classified as
non-severe initial CDI episodes and 32 (22%) as severe. We could not
classify two (1%) patients because of unavailable laboratory data.
When the clinical characteristics related to severe episodes were
compared, we found that older age (aOR 1.03; (1 95% 1.005-1.06;
P=.022) and male gender (aOR 3.13; Cl 95% 1.25-7.84; P=.015) were
variables associated with severe CDI episodes, the ratio of outcomes
and events was higher than 10:1 (Hosmer y Lemeshow; P=.706. Cox
& Snell R*=0.09 and Nagelkerke R?<0.14) (Supplementary Table 1).

Demographics, comorbidities, cancer type, metastatic cancer, che-
motherapy, secondary infections, and previous use of PPIs or antibi-
otics were not different between groups.
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Table 1
Univariate analysis of risk factors for Clostridioides difficile infection among cancer population
Variables Cases (CDI) N=148 (%) Controls (Non-CDI) N=148 (%) Crude OR(C195%) P-value
Median age (IQR) 49(29-60) 50 (32-62) 0.99 (0.98-1.00) 540
Gender
Male 71(48) 67 (45) 1
Female 77(52) 81(55) 0.89 (0.56-1.41) 641
Chemotherapy use (30 d) 87(59) 98 (66) 0.72(0.45-1.16) 187
Metastatic disease 58(39) 46 (31) 1.42(0.88-2.30) 145
Diabetes Mellitus 19(13) 18(12) 1.06 (0.53-2.11) 861
HIV infection 10(7) 10(7) 1.00 (0.40-2.47) 1.000
WBC count at diagnosis
Absolute WBC count (cells/uL) (median, IQR) 5.4(14-98) 43(0.8-10.9) 1.00 (1.00-1.00) 480
Leukocyctes (<4,000 cells/uL) 64 (43) 71(48) 0.82(0.52-1.30) 414
Leukocyctes (>15,000 cells/ul) 18(12) 18(12) 1.00 (0.49-2.00) 1.000
Absolute neutrophil count (cells/ul) 3.3(05-7.6) 2.8(02-7.7) 1.00(1.00-1.00) 861
Neutrophils (<500 cellsfuL) 38(26) 43(29) 0.84(0.50-1.40) 515
Neutrophils (<100 cells/uL) 21(14) 25(17) 0.81(043-1.52) 521
Albumin (g/dL) 2,6(2.1-3.0) 2.6(22-3.4) 075 (0.55-1.01) 064
Serum Sodium (mmol/L) 135(133-138) 136 (132-139) 0.99 (0.94-1.03) 682
Serum Creatinine (mg/dL) 0.5(0.4-0.9) 0.6 (0.5-1.0) 1.00 (0.99-1.00) 575
Prior proton pump inhibitor use 100 (68) 75(51) 231(1.42-3.75) .001
(30d)
Coinfections 91(62) 84(57) 1.21(0.76-1.93) 408
Abdominal Surgery 8(5) 9(6) 0.88(0.33-237) 814
Prior antibiotic use (30 d) 117(79) 81(55) 3.12(1.87-5.20) <.001
Carbapenems 63 (43) 42(28) 1.87(1.15-3.03) 011
Cephalosporins 35 (24) 18(12) 223 (1.20-4.16) 011
- Lactam/ p-lactamase inhibitors 31(21) 32(22) 0.96 (0.55-1.67) 887
Fluoroquinolones 23(16) 9(6) 2.84(1.26-637) 011
Aminoglycosides 9(6) 7(5) 1.30 (047-3.59) 608
Clindamycin 5(3) 0(0) - -
Folate inhibitors 9(6) 14(10) 0.62 (0.26-1.48) 281
HIV, Human Imunodeficiency virus; WBC, White blood cells .
Table 2
Multivariate analysis of risk factors for Clostridioides difficile infection among cancer population
Variables Cases (CDI) N=148 (%) Controls (Non-CDI) N=148 (%) Adjusted OR (C195%) P-value
Carbapenems 63 (43) 42(28) 1.50 (0.90-2.49) 118
Cephalosporins 35 (24) 18(12) 2,09 (1.09-3.99) 026
Fluoroquinolones 23(16) 9(6) 2.85(1.21-6.68) 016
Prior proton pump inhibitor use (30 d) 100 (68) 75(51) 2.15(1.30-3.57) 003
Metastatic disease 58(39) 46(31) 1.48 (0.89-2.45) 125
Chemotherapy use (30 d) 87(59) 98(66) 0.71(0.42-1.18) 194

Treatment and outcomes of patients with CDI

The most common therapy was the combination of metronidazole
and oral vancomycin, prescribed in 62 (42%) patients. Metronidazole
was used as monotherapy in 50 (34%) and oral vancomycin in 32
(22%) cases. Twelve patients (8 %) had treatment failure; none of the
included patients underwent surgery for CDI megacolon. Twelve
patients (8 %) had an infection relapse, and one patient who did not
respond to antimicrobial treatment underwent successful fecal trans-
plantation.

Eighteen patients (12%) with CDI were admitted to the intensive
care unit (ICU), and 12 (8%) required mechanical ventilation. Twenty-
seven patients in the CDI group (18%) died within 30 days after diag-
nosis compared with 13 patients (9%) in the non-CDI group (OR 2.31,
Cl 95% 1.14-4.69; P=.020). Seven deaths (5%) in the CDI group were
directly associated with CDI.

DISCUSSION
This is the first study in Latin America that describes the clinic

characteristics, risk factors, and outcomes of CDI in the cancer popu-
lation, including both solid tumors and hematological malignancies.
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In addition, we also evaluated HO-CDI and CO-HCFA-CDI episodes
following new recently published definitions.

From 2015 through 2018, we found an incidence rate of 4.1
cases per 10,000 patient-days for HO-CDI episodes and 2.1 cases
per 1,000 patient admissions for CO-HCFA-CDI episodes. World-
wide, some authors have reported a decrease in CDI rates during
the last decade, driven principally by the reduction of HO-CDI
cases.” In our institution, total CDI episodes raised by 2.5 times,
from 19 cases in 2015 to 47 cases in 2016. This increase may be
related to the nosocomial diarrhea surveillance program estab-
lished during 2016, in which mandatory C. difficile testing was
implemented for all patients with diarrheal syndrome. This find-
ing correlates with the increase observed in testing density of
61.2 tests per 10,000 patient-days during 2015 vs 102.3 tests per
10,000 patient-days in 2016.

During 2016, 2017, and 2018, the CO-HCFA-CDI rate showed a
persistent increase, with 1.9, 2.3, and 3.2 CDI episodes per 1,000
patient admissions, respectively, while the HO-CDI rate showed a
decrease in 2017 and 2018. However, surveillance strategies may not
influence these changes since the overall density of testing did not
significantly vary during the following years; 102.3, 102.8, and 118.4
tests per 10,000 patient-days density rates were observed in 2016,
2017, and 2018, respectively.
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These findings contrast with some of the previously published
results in our country. For example, in a Mexican tertiary care hospi-
tal with a similar burden of immunocompromised patients, Ochoa-
Hein observed from 2015 to 2016, a median rate of 11.5 cases/10,000
patient-days per month for hospital-onset, healthcare facility-associ-
ated CDI (HO-HCFA-CDI) cases, higher than that found in our institu-
tion.” However, it should be noted that this observation was
established in a setting of an outbreak. Besides that, Davila et al
reported an average CDI rate of 0.28 cases per 1,000 patients-days in
4 Mexican hospitals with a 7-fold increase between 2011 and 2015.*
It is important to note that the definitions used in these studies were
those suggested by the 2010 SHEA/IDSA guidelines, which included
in the HO-HCFA-CDI group all cases diagnosed from 48 hours after
admission to discharge.””

Worldwide (DI incidence varies widely. Finn et al reported in a
systematic review, overall median incidence of 4.0 cases per 10,000
patient-days; the highest hospital-acquired CDI (HA-CDI) incidences
were observed in the USA, Poland, Germany, Canada, and Australia
with 8.0, 6.2, 4.9, 4.3, and 3.19 cases/10,000 patient days, respec-
tively.”* Regarding the cancer population, Gu et al found CDI
incidences of 1.89 cases per 1,000 patient-days for patients with
hematological neoplasms and 3.69 cases per 1,000 patient-days for
patients undergoing HSCT.'® Similarly, a multicenter study by Chopra
et al observed in a non-outbreak setting high HA-CDI rates of 24.0
and 16.8/10,000 patient-days in HSCT recipients and cancer patients,
respectively.”” Although comparisons are difficult due to the lack of
consensus at the time of reporting, the incidence found in our study
was lower than those previously reported for most studies in the can-
cer population, and similar to those observed in some non-cancer
cohorts.

(DI diagnosis in patients with cancer is a challenge because it is
based on a combination of clinical symptoms and laboratory findings
that are frequently caused by the neoplasia itself and its related treat-
ment. This study found that patients with more than 4 unformed
stools per day, fever, and abdominal pain had a higher likelihood of
CDI diagnosis. These clinical manifestations occurred in more than
50% of the CDI cases.

According to CDI acquisition, previous studies have shown that
antibiotics exposure, the number of antibiotics used, and the increas-
ing cumulative doses are risk factors for developing CDL'>'7 In our
series, up to 80% of CDI patients had antibiotic exposure before pre-
senting symptoms. As in other reports, we found an association with
the use of cephalosporins and fluoroquinolones, reflecting the impor-
tance of the antibiotic spectrum and its effect on specific microorgan-
isms in the human microbiome.'” It is important to note that
cephalosporins are frequently used in patients with cancer and
febrile neutropenia. Similarly, in hematological malignancies, Lee-
Tsai et al associated the use of therapeutic or prophylactic antibiotics
with a higher risk of CDI acquisition.”®

Several studies have evaluated the association between PPIs use
and a higher risk for CDL.'*?” We found that 51% of patients with CDI
had previous exposure to PPIs. Our findings contradict Garzotto et al,
who identified a decreased risk for CDIl-associated diarrhea with
exposure to PPIs in hospitalized cancer patients.”’ Even though cau-
sality cannot be confirmed, limiting PPIs in patients with a high risk
of CDI acquisition is recommended.

The severity and risk of CDI acquisition have been related to
hypervirulent strains, linked to binary toxin production and deletions
in some regulatory toxin genes such as tcdC.>**? With the emergence
of the BI/NAP1/027 strain, CDI's incidence increased in many Western
and European countries.”””" In Latin America, the first episode of CDI
caused by the NAP1 strain was reported in Costa Rica in 2010.* In
Mexico, the introduction of the NAP1/027/BI strain occurred a few
years after its appearance in other areas,”*** which is consistent with
the sharp increase in CDI cases observed in some institutions from

our country.*” In Mexico, the strain NAP1/027/BI corresponded with
up to 39%-46% of (DI cases.”* In our study, the availability of 027
ribotyping testing was limited, and no conclusions can be made about
this specific strain, but our findings by GeneXpert test suggest that
28% of strains were NAP1/027/BI strains.

Establishing the severity of CDI cases is a challenge. Some prog-
nostic scores have been developed for the non-cancer population;
these include high leucocyte counts and elevated serum creatinine as
prognostic factors. However, it should be noted that these variables
are frequently abnormal in cancer patients, more often in hematolog-
ical neoplasms, in which neutropenia and leukopenia are frequent
findings. In addition, some studies have highlighted the limited use-
fulness of the current scoring indices among immunocompromised
patients.**° This reflects the need to develop new prognostic scores
or clinical tools validated in the cancer population.

According to SHEA/IDSA criteria,”' 32 (22%) cases were classified
as severe initial CDI episodes. We found age and gender as variables
related to severe cases. Similarly, Patel et al and Henrich et al
reported a higher CDI incidence rate and worse outcomes in the older
population, especially those aged >65 years.””** Concerning gender,
previous reports suggest that women have an increased risk of devel-
oping severe and more risk for CDI recurrence.’**’ Those findings
may be attributed to immunity-modulated sex disparities that affect
humans' innate and adaptive immune responses.*'

This study has some limitations. Due to its retrospective nature,
some information biases were probably introduced, but since most of
the data were collected prospectively, these were probably mini-
mized. The BI/NAP1/027 strain identification was not performed in
all samples, and this precludes more decisive conclusions related to
the type of strains and severity of CDI. Also, the number of included
patients is small compared to other series, but the number of beds in
our Institution is smaller than many medical centers in Europe and
North America. In addition, the active surveillance, and some of the
infection prevention measures regularly used in a cancer hospital,
with the availability of isolated rooms for the hematologic and the
more immunosuppressed patients, may have prevented more (DI
cases. Finally, there were three CDI outbreaks during the 4 years
studied period, which may affect the incidence of CDI infections to a
lesser extent.

In summary, we observed a persistent rise in the CO-HCFA-CDI
rate for 2016-2018 and a reduction in the HO-CDI rate for 2017-
2018. Similar to that previously reported in non-cancer populations,
fluoroquinolones, cephalosporins, and PPIs increased the risk of C. dif-
ficile infection, while older age and male gender correlated with
severe forms of CDI. Thirty-day all-cause mortality was higher in
patients with CDI compared to controls.

SUPPLEMENTARY MATERIALS

Supplementary material associated with this article can be found
in the online version at doi:10.1016/j.ajic.2022.02.011.
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Abstract

Purpose There are currently no standard definitions for assessing the severity of Clostridioides difficile infection (CDI) in
cancer patients. We evaluated the performance of scoring systems for severity and analyzed risk factors for mortality in a
cancer cohort.

Methods We conducted an observational study in patients with cancer and CDI. We calculated the incidence of hospital-
onset (HO-CDI) and community-onset health-care facility associated (CO-HCFA-CDI) episodes. We classified severity
using five prognostic scales and calculated sensitivity, specificity, positive (PPV), and negative predictive values (NPV) for
mortality and intensive care unit (ICU) admission. In addition, multivariate regression was performed to assess variables
associated with mortality.

Results The HO-CDI and CO-HCFA-CDI incidence rates were 3.7 cases/10,000 patient-days and 1.9 cases/1,000 admissions,
respectively. ESCMID criteria showed the higher sensitivity (97%, 95% CI; 85-100%) and NPV (98%, 95% CI; 85-100%),
while ATLAS (> 6 points) had the highest specificity (95%, 95% CI; 90-98%) for 30-day all-cause mortality; similar per-
formance was observed for ICU admission. Characteristics associated with fatal outcome were neutropenia (< 100 cells/ml)
(aOR; 3.03, 95% CI; 1.05-8.74, p =0.040), male gender (aOR; 2.90, 95% CI; 1.08-7.80, p =0.034), high serum creatinine
(aOR; 1.71, 95% CI; 1.09-2.70, p=0.020), and albumin (aOR; 0.17, 95% CI; 0.07-0.42, p <0.001).

Conclusions Some of the current scales may not be appropriate to discriminate severity in patients with cancer. The variables
in this study associated with unfavorable outcomes could be evaluated in prospective studies to develop prognostic scores
that identify susceptible patients, especially in immunocompromised populations.

Keywords C. difficile - Severity - Cancer - Hematological malignancies - Infectious diseases
Background common healthcare-associated infections. In the United

States, approximately 500,000 cases of Clostridioides dif-
Clostridioides difficile is a gram-positive, strictly anaerobic,  ficile infection (CDI) are reported each year, with 29,000

and sporulated bacterium. Infection caused by this patho-  associated deaths and an annual economic burden of around
gen is a common disease worldwide, considered the major ~ $500 million [1, 2].
cause of antibiotic-associated diarrhea and one of the most Patients with cancer, especially those with hematologic

malignancies, seem to be more affected by CDI [3-5]. Some
studies have reported a higher risk of acquisition, recur-
rence, and adverse outcomes in this population, which may
be related to treatment-induced immunosuppression, high
antibiotic consumption, and longer hospital stay [3, 6-8].
CDI episodes englobe a broad spectrum of diseases,
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of episodes. However, some variables, such as immuno-
compromised status, comorbidities, white blood cell count,
advanced age, albumin level, and serum creatinine, have
been previously associated with poor outcomes [9].

In response to this challenge, some organizations have
developed scoring systems to assess CDI severity. However,
there is limited predictive information on cancer patients
[10-14]. Moreover, most of the proposed scales are based
on expert recommendations and defined in the context of
life-threatening conditions such as critical care, shock, toxic
megacolon, and mortality [11-14]. In addition, variables
included in these scales, such as leukocytosis, may not apply
to cancer patients in whom leukopenia is a common finding.
Therefore, this study aimed to evaluate the performance of
five scoring systems for CDI severity and to analyze the risk
factors for 30-day all-cause mortality in cancer patients at a
national reference cancer center.

Material and method

We conducted an observational study of all patients with
cancer and CDI from January 1st, 2015, to September 30st,
2020, at the Instituto Nacional de Cancerologia (INCan),
a 133-bed cancer referral and teaching hospital in Mexico
City.

Definitions

A CDI case was defined by the presence of diarrhea and
a positive stool test for toxigenic C. difficile by polymer-
ase chain reaction (PCR). Stool specimens were tested with
the Illumigene® C. difficile assay on the same day that they
were collected. In the last semester of 2020, samples were
tested with VIDAS® C. difficile GDH followed by Xpert®
C. difficile. If multiple samples from the same patient were
positive, only the first CDI episode was analyzed. Diarrhea
was defined as >3 episodes of unformed stools in 48 h [10].
CDI episodes were classified according to the guide-
lines of the Infectious Diseases Society of America (IDSA)
and the Society for Healthcare Epidemiology of America
(SHEA) as follows: hospital-onset (HO-CDI) if the patient
was diagnosed > 3 days after facility admission (on or after
day 4), community-onset healthcare facility-associated
(CO-HCFA-CDI) if the patient had the episode within
28 days after discharge and community-associated (CA-
CDI) if the patient had no documented overnight stay in a
healthcare facility in the previous 12 weeks [10].
Recurrence was defined as a new onset of symptoms and
microbiologic evidence of toxigenic C. difficile two weeks
after resolution of diarrhea following appropriate treat-
ment. Delayed response was defined as persistence of CDI
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symptoms (diarrhea, abdominal pain, fever, and/or bloating)
for five or more days after initiation of treatment [15].

Leukocytes, neutrophils, serum albumin, creatinine, and
sodium were analyzed as continuous variables. In addition,
the leukocyte count was dichotomized as leukopenia (<2000
cells/mm?®) and leukocytosis (> 15,000 cells/mm?). Further-
more, we used <500 and <100 cells/mm? as cut-off points
for neutropenia and profound neutropenia, respectively.

Data collection

Demographic and clinical data were obtained from elec-
tronic medical charts and included: age, gender, comor-
bidities, type of neoplasm, cancer-related treatment, CDI
diagnosis and outcomes. From 2016 to 2020, data were
collected prospectively as part of our institution’s surveil-
lance program for nosocomial diarrhea. Recent antibiotic
therapy, chemotherapy, and proton pump inhibitor use were
defined as exposure 30 days prior to diarrhea onset. Bio-
chemical markers such as creatinine, sodium, albumin, and
white blood cell count were also collected. The Institutional
Review Board approved the study (No. CEI/1420/19), and
informed consent was waived.

Statistical analysis

We performed a descriptive analysis of clinical characteris-
tics and outcomes; frequencies and percentages were used to
describe categorical variables, and median and interquartile
range (IQR) were used to summarize continuous variables.
CDI incidence was calculated per 10,000 patient-days for
HO-CDI cases and per 1,000 admissions for CO-HCFA-CDI
cases.

We evaluated the performance of five prognostic scales
developed by IDSA/SHEA [10], the American College of
Gastroenterology (ACG) [13], the European Society of Clin-
ical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) [11],
ATLAS [14] and Zar et al. [12] by determining sensitivity,
specificity, positive (PPV) and negative predictive values
(NPV) with 95% confidence intervals (CI) using the diag-
nostic test evaluation calculator from MedCalc [16].

There is currently no accepted outcome to define the
severity of infection. However, in this study, similar to
previous reports, we used 30-day all-cause mortality and
intensive care unit (ICU) admission to evaluate the perfor-
mance of the severity scales [9, 17, 18]. In addition, univari-
ate logistic regression was performed to identify variables
associated with mortality; variables with a p-value <0.200
in the univariate analysis were included in a multivariate
logistic regression analysis to adjust effect size. The Hos-
mer & Lemeshow test, Cox & Snell R?, and Nagelkerke R?
tests were used to measure the model’s goodness of fit. Odds
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ratios were reported with 95% CI, and p values <0.050 were
considered statistically significant. Analysis was performed
using Statistical Program for Social Sciences version 25.0
(SPSS, IBM Corp.).

Results

We identified 185 CDI cases; 97 (52%) patients were men,
and the median age was 45 years (IQR 31-60). Ninety
(49%) CDI episodes were classified as HO-CDI, 76 (41%)
as CO-HCFA-CDI, and 19 (10%) as CA-CDI (Fig. 1a). The
overall HO-CDI and CO-HCFA-CDI incidence rates for the
study period were 3.7 cases per 10,000 patient-days and 1.9
cases per 1,000 admissions, respectively. Incidence rates
for each year are shown in Figs. 1b and c. Three outbreaks
were reported during the study period in July 2016 (8 cases),
August 2017 (7 cases), and June 2018 (10 cases).
Eighty-four (45%) patients with CDI had solid neo-
plasms, and 101 (55%) had hematologic malignancies. The
most common types of malignancies were leukemia (27%),
lymphoma (21%), and cervical cancer (7%). One hundred

seven (58%) patients received myeloablative chemother-
apy <30 days prior to CDI diagnosis.

In addition to cancer, a high prevalence of comorbidi-
ties was found in this population. At least one comorbidity
was documented in 112 (61%) patients. Thirty-four (18%)
patients had hypertension; 28 (15%) diabetes mellitus, 14
(8%) human immunodeficiency virus, and 7 (4%) chronic
kidney disease.

Clinical characteristics of CDI and prior use
of antibiotics

Fever (> 38.3 °C) occurred in 88 (48%) patients, and abdom-
inal pain in 109 (59%). Regarding the frequency of depo-
sitions, 69 (39%), 70 (39%), and 39 (22%) had < 4, 4-6,
and > 6 episodes/day, respectively.

Prior antibiotic use was noted in 150 (81%) patients. The
most common type of antibiotics were carbapenems (43%),
beta-lactams (27%), and cephalosporins (23%). Regard-
ing the number of antibiotics, 52 (28%), 53 (29%), and 45
(24%) patients received one, two, or more than two types
of antibiotics, respectively. In addition, concomitant use of
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antibiotics during CDI episodes was observed in 152 (82%)
individuals.

Outcomes and CDI treatment

Among hospitalized patients, CDI was diagnosed on average
12 days after admission. The most common CDI therapy
was the combination of metronidazole and oral vancomycin,
prescribed in 76 (41%) patients. Vancomycin was used as
monotherapy in 57 (31%) cases and metronidazole in 50
(27%) cases. The use of antibiotic therapy was influenced
by the increasing evidence and guideline updates during this
period, the context of the patient (cancer patients, often with
neutropenia and immunosuppression), and the potentially
higher risk for adverse outcomes. Two (1%) outpatients did
not receive specific therapy for CDI. Delayed response to
treatment was observed in 15 (8%) patients; none of the
included patients underwent surgery for CDI megacolon.
Fifteen patients (8%) experienced recurrence of infection,
and one patient who did not respond to antimicrobial treat-
ment underwent successful fecal transplantation. Twenty-
three (12%) patients with CDI were admitted to the ICU,
15 (8%) required mechanical ventilation, and 36 (19%) died
within 30 days of diagnosis.

After performing multivariate logistic regression analy-
sis, male gender (aOR; 2.90, 95% CI; 1.08-7.80, p =0.034),
profound neutropenia (< 100 cells/mm?) (aOR; 3.03, 95%
CI; 1.05-8.74, p=0.040) and higher serum creatinine (aOR;
1.71, 95% CI; 1.09-2.70, p =0.020) were statistically sig-
nificantly associated with mortality. In the case of albumin,
higher serum levels were inversely associated with this fatal
outcome (aOR; 0.17, 95% CI;0.07-0.42, p<0.001) (Hosmer
y Lemeshow test: 4.06; p=0.852, Cox & Snell R2=0.23,
and Nagelkerke R>=0.36). Leukocytosis (> 15,000 cells/
mm3) (OR; 145, 95% CI; 0.53-3.97, p=0.464) or leuko-
penia (< 2,000 cells/mm3) (OR; 1.22, 95% CI; 0.57-2.63,
p=0.600) were not related to mortality (Table 1).

CDI severity scale performance

One hundred seventy-five patients with complete data were
classified according to the scoring systems evaluated for CDI
severity (Table 2). Forty (23%), 63 (36%), and 134 (77%)
patients were classified as having severe CDI according to
the IDSA/SHEA/ACG, Zar, and ESCMID criteria, respec-
tively. In the case of the ATLAS score, we used three cutoffs
to define severe infection. Thus, for >4 points, 97 (55%),
for > 5 points, 47 (27%), and for > 6 points, 14 (8%) patients
were classified as severe.

According to the performance of the scales, the ESC-
MID criteria showed the highest sensitivity (97%, 95% CI;
85-100%) and NPV (98%, 95% CI; 85-100%), whereas
the ATLAS score (> 6 points) had the highest specificity
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(95%, 95% CI; 90-98%) and PPV (50%, 95% CI; 27-73%)
for 30-day all-cause mortality. Similarly, for ICU admis-
sion, the highest sensitivity (90%, 95% CI; 70-99%) and
NPV (95%, 95% CI; 84-99%) were observed for ESCMID
classification, whereas the highest specificity (93%, 95%
CI; 88-96%) and PPV (21%, 95% CI; 8-47%) were found
for ATLAS score (> 6 points). In addition, the ATLAS >4
and > 5 cut-off points also showed a high NPV (95%, 95%
CI; 88-98%) and PPV (21%, 95% CI; 14-31%), respectively,
for ICU admission. Other characteristics and performances
of the scales are shown in Table 3.

Discussion

In this study, we compared the performance of scoring
systems for CDI severity and assessed risk factors associ-
ated with 30-day all-cause mortality in a cohort of cancer
patients. This is the first study that evaluates the perfor-
mance of different prognostic scores in a cancer setting.

Incidence rates of HO-CDI and CO-HCFA-CDI for
2015 to 2020 were 3.7 cases/10,000 patient days and 1.9
cases/1,000 admissions, respectively. These rates are lower
than those reported in other cancer cohorts [19] and similar
to those observed in non-cancer populations from Australia
and Spain [20]. However, it should be noted that compari-
sons in the literature are difficult because of the different
denominators used to report CDI incidence.

Classifying the severity of CDI in cancer patients is
challenging; most system scores are based on clinical char-
acteristics and laboratory findings that often overlap with
neoplasia and its associated treatment. Moreover, there is
no universally accepted outcome for assessing disease sever-
ity. Some scales, such as the ESCMID criteria, use mortal-
ity, toxic megacolon, ICU, or shock as definitory outcomes
of severe infections [11]. On the other hand, the ATLAS
score uses cure rate and mortality as variables associated
with adverse outcomes [14]. In the case of IDSA/SHEA and
ACG classification, leukocytosis and creatinine are used to
identify cases with severe initial infection. However, these
criteria are mostly based on expert recommendations and
need to be validated for both cancer and non-cancer popula-
tions [10].

We used ICU admission and 30-day mortality as primary
adverse outcomes to evaluate severe disease. Although it is
difficult to determine the extent to which mortality can be
attributed to CDI, some authors have previously documented
higher mortality rates in patients with CDI. For example, in
eight medical centers in Latin America, Yu et al. observed
higher mortality (18%) in CDI patients compared to the
non-CDI control group (6.8%) (p <0.001) [21]. Similarly,
in 13 Dutch hospitals, Hensgens et al. reported a 2.5-fold
increase in mortality in hospitalized patients diagnosed with
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Table 1 Risks factor associated with 30-day all causes mortality among patients with cancer and CDI

Variable Alive n=149 (%) Dead n=36 (%) Unadjusted OR (95% CI) P-value Adjusted OR (95% CI) P-value
Age, median (IQR) 45 (28-57) 59 (33-67) 1.02 (1.006-1.05) 0.014  1.01(0.98-1.04) 0.369
Gender

Female 76 (51) 12 (33) Reference 0.060  Reference 0.034

Male 73 (49) 24 (67) 2.08 (0.97-4.46) 2.90 (1.08-7.80)
Type of cancer

Solid neoplasm 71 (48) 13 (36) Reference 0214 - -

Hematologic Malignancy 78 (52) 23 (64) 1.61(0.75-3.41) - -
Metastatic disease 52 (35) 14 (39) 1.18 (0.56-2.51) 0.654 - -
Prior chemotherapy use (30 days) 87 (58) 20 (56) 0.89 (0.42-1.85) 0.757 - -
Comorbidities

High blood pressure 24 (16) 10 (28) 2.00 (0.85-4.68) 0.109 1.32(0.404.26) 0.642

Diabetes mellitus 19 (13) 9 (25) 2.28 (0.93-5.58) 0.071 1.57 (0.49-5.02) 0.445

Obesity or overweight 50 (34) 16 (44) 1.58 (0.75-3.32) 0.223 - -

(BMI> 25)

Chronic kidney disease 503) 2(6) 1.69 (0.31-9.10) 0.539 - -

HIV 13(9) 13) 0.29 (0.03-2.36) 0.252 - -
WBC count

Leukocytes (10°/L) 5.2(1.3-9.8) 3.1(0.3-11.8)  1.01 (0.99-1.04) 0225 - -

Leukocytosis (> 15,000 cells/ 47 (32) 13 (36) 1.45 (0.53-3.97) 0464 - -

mm’)

Leukopenia (<2,000 cells/mm’) 18 (12) 6(17) 1.22 (0.57-2.63) 0.600 - -

Neutrophils (10°/L) 3.4(0.5-8.1) 2.4(0.1-7.2) 1.00 (0.94-1.06) 0834 - -

Neutropenia (<500 cells/ mm’) 40 (27) 13 (36) 1.54 (0.71-3.32) 0272 - -

Neutropenia (<100 cells/ mm?®) 27 (18) 10 (28) 1.73 (0.75-4.02) 0.197  3.03 (1.05-8.74) 0.040
Albumin (mg/dL) (N=177)* 2.7(22-3.3) 2.1(1.8-25) 0.21 (0.09-0.45) <0.001 0.17 (0.07-0.42) <0.001
Serum Sodium (mEg/L) (n=180)* 135 (133-138) 136 (131-140) 1.06 (0.97-1.14) 0.151 1.04 (0.95-1.15) 0.342
Serum Creatinine mg/dL (n=183)* 0.5 (0.4-0.7) 0.8 (0.4-1.5) 1.81 (1.22-2.67) 0.003 1.71 (1.09-2.70) 0.020
Symptoms at diagnosis

Fever (>38.3 °C) 68 (46) 20 (56) 1.48 (0.71-3.09) 0287 - -

Abdominal pain (n=184)" 88(59) 21 (60) 1.04 (0.49-2.20) 0919 - -
Frequency of depositions (n=178)"

< 4 unformed stools 57 (40) 12 (35) Reference - - -

4-6 unformed stools 57 (40) 13 (38) 1.08 (0.45-2.57) 0.856 - -

> 6 unformed stools 30 (21) 9(27) 1.42 (0.54-3.76) 0475 - -
Prior antibiotic use (30 days) 121 (81) 29 (81) 0.95 (0.38-2.41) 0929 - -
Antibiotics during diagnosis of CDI 123 (83) 29 (81) 0.87 (0.34-2.21) 0.779 - -
Prior PPI use (30 days) (n=178)" 90 (63) 20 (56) 0.72 (0.34-1.51) 0389 - -
Coinfections 87 (58) 18 (50) 0.71 (0.34-1.47) 0363 - -

Abbreviations: WBC white blood cells, PPI pump proton inhibitor, BMI body mass index, H/V human immunodeficiency virus

“Summary statistics were calculated according to missing data

CDI [17]. In addition, mortality has been widely used to
assess risk factors for severe episodes in different popula-
tions [18, 22, 23]

Thirty-day all-cause mortality in the cancer population
with CDI varies widely, ranging from 17 to 25% [6, 24].
In our cohort, 19% of patients died within 30 days from
CDI diagnosis, which is difficult to compare with those
previously observed in our country, where data on CDI
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epidemiology is scarce. Lee-Tsai et al. reported a mor-
tality rate of 14% in a Mexican cohort of patients with
hematologic malignancies [7], which was higher than that
observed in the non-cancer population of the same institu-
tion (8%) [25].

Some authors have previously highlighted the inaccu-
racy of current severity indices in cancer and non-cancer
populations [26, 27]. For example, in a CDI cohort, Stevens
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Table2 Commonly severity

criteria used for Clostridioides

difficile infection

Variables IDSA/SHEA and  ESCMID [11] ATLAS [14] Zaret,al. [12]
ACG [10, 13]

Leukocyte count, cells/uL > 15,000 > 15,000 < 16,000 > 15,000
16,000-25,000
> 25,000

Creatinine, mg/dL >1.5 >1.5 <13 N/A
1.4-2.0
>21

Serum albumin, g/dL. N/A <3.0 <26 <25
2.6-3.5
>3.5

Age, years N/A N/A <60 >60
60-79
>80

Concomitant use of antibiot-  N/A N/A Yes /No N/A

ics at diagnosis

Temperature N/A N/A N/A >38.3

ICU stay N/A N/A N/A Yes/No

Pseudomembranous colitis N/A N/A N/A Yes/No

IDSA Infectious Diseases Society of America, SHEA Society for Healthcare Epidemiology of America,
ACG American College of Gastroenterology, ESCMID European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases, N/A Not applicable, variables are not considered in severity criteria

Table 3 Performance of Clostridioides difficile prognostic scores in patients with cancer

Score

Sensitivity % (95% CI)

Specificity % (95% CI)

NPV % (95% CI)

PPV % (95% CI)

Proportion of
severe cases

n=175 (%)

30-day all causes mortality

IDSA/SHEA-ACG 41 (25-59) 82 (74-88) 85 (81-89) 35(24-48) 40 (23)

ECSMID 97 (85-100) 28 (21-37) 98 (85-100) 25(22-27) 134 (77)

Zar, etal 71 (53-85) 72 (64-80) 91 (86-95) 38 (3046) 63 (36)
ATLAS

>4 points 88 (73-97) 52 (44-61) 95 (88-98) 31(27-36) 97 (55)

> 5 points 47 (30-65) 78 (70-85) 86 (81-89) 34 (24-45) 47 (27

> 6 points 21 (9-38) 95 (90-98) 83 (81-86) 50 (27-73) 14 (8)
ICU admission

IDSA/SHEA-ACG 33 (15-57) 79 (71-85) 90 (86-92) 18 (10-29) 40(23)

ECSMID 90 (70-99) 25(19-33) 95 (84-99) 14 (12-16) 134 (77)
ATLAS

>4 points 81 (58-95) 48 (40-56) 95 (88-98) 18 (14-22) 97 (55)

> 5 points 48 (26-70) 76 (68-82) 91 (88-94) 21 (14-31) 47(27)

>6 points 14 (3-36) 93 (88-96) 89 (87-90) 21 (847) 14 (8)

IDSA Infectious Diseases Society of America, SHEA Society for Healthcare Epidemiology of America, ACG American College of Gastroenter-
ology, ESCMID European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Abbreviations: PPV Positive predictive value, NPV Nega-

tive predicted value

#Zar, et al. score is not used to evaluate ICU admission, because this outcome is included in the severity criteria

et al. reported a sensitivity of 64-73% and a specificity of
56-41% for the SHEA/IDSA criteria to classify patients with
adverse outcomes [23]. Similarly, we observed a wide varia-
tion in the accuracy of prognostic scores. Among the criteria
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assessed, the ESCMID scale showed the highest sensitiv-
ity (97%; 95% CI: 85-100%) for 30-day all-cause mortal-
ity. Therefore, we expect that 97% of episodes with adverse
clinical outcomes will be correctly classified as severe cases.
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However, the low PPV (25%; 95% CI: 22-27%) should be
highlighted as a disadvantage, as it overestimates the disease
severity. In addition, the NPV was also high (98%; 95% CI:
85-100%), reflecting a low probability of adverse outcomes
if the patient is classified as a non-severe case. These char-
acteristics have been previously described as ideal properties
of a rule-out test [28]. In contrast, the ATLAS score (>6
points) had the highest specificity (95%; 95% CI: 90-98%),
demonstrating an excellent ability to classify patients with
nonfatal outcomes. Regarding PPV, all scores showed simi-
lar expected low values. These characteristics were similar
when ICU admission was used as the assessment outcome.

Among the variables included in most prognostic scales,
leukocytosis is commonly used to determine the severity
of infection [10, 11, 13, 14]. However, cancer patients are
not expected to have an increase in leukocytes as part of an
inflammatory response [5, 29]. Instead, this group of patients
is characterized by low white blood cell counts and impaired
leukocyte function, especially those patients with hemato-
logic neoplasms or under immunosuppressive treatment [29].

We found no association between high leukocyte counts
and poor outcomes. In our cohort, one in three patients had
leukopenia (<2000 cells/mm3). In contrast to our findings,
Sahu et al. observed an association between high white
blood cell counts and increased in-hospital mortality. How-
ever, this cohort included patients with solid tumors, mostly
with a prostate cancer diagnosis [30]. Although findings are
contrary, these data call into question the widespread use of
high leukocyte counts as a prognostic factor to determine
severe CDI in the cancer population, particularly in patients
with hematologic diseases.

Most prognostic scales underestimate the role of specific
cell lineages, such as neutrophil granulocytes, which play a
critical role in the acute response to bacterial infections [27].
Neutrophils are the first cells recruited in response to C. dif-
ficile, leading to several infection control mechanisms, such
as direct bacterial phagocytosis, neutrophil extracellular
traps, and reactive oxygen species production [31]. Moreo-
ver, their deficiency has been associated with recurrence and
severe clinical courses of CDI [26, 27, 32]. Similarly, in our
cohort, we found an association between profound neutrope-
nia (< 100 cells/mm?) and adverse clinical outcomes.

Other widely used markers of severity, such as a high
creatinine level and hypoalbuminemia, were consistent with
our findings [18, 22]. Potential mechanisms associated with
hypoalbuminemia and severe infections include colonic
protein-losing colonopathy, C. difficile toxins neutraliza-
tion mechanisms, increased inflammatory response, poor
nutritional status, and associated chronic diseases [33-35].
Otherwise, creatinine has been related to dehydration and
inadequate renal perfusion following diarrhea [36].

In this study, most scales were inaccurate for classifying
the severity of CDI in cancer patients, making it difficult

84

to determine the best performance among them. However,
the ESCMID criteria show better qualities as a screening
test to detect unfavorable outcomes, with the disadvantage
of overestimating severe cases. Therefore, in the absence
of better tools and given the importance of approaching
cancer patients with CDI, its use may be justified to rule out
adverse clinical outcomes. In addition, the ESCMID scale
includes creatinine and albumin, two of the markers found to
be strongly associated with poor outcomes in this study [11].

Identifying risk factors for severe CDI in cancer patients
is an important step to enabling treatment and management
in this population. The variables found in this study may
improve the ability of scales to predict the severity of CDI
in the cancer population. However, prospective studies with
a larger number of patients need to be conducted to confirm
and establish optimal cutoff values.

Since this is a retrospective analysis, some information
biases were probably introduced. However, this was likely
minimized because most of the data were collected prospec-
tively as part of the surveillance program. As in other series,
most patients did not undergo colonoscopy to assess pseu-
domembranous colitis, a variable included in the severity
criteria of Zar et al.

Conclusions

In conclusion, most of the current scales may not
appropriately assess severity in cancer patients. We found
that male gender, profound neutropenia, hypoalbuminemia,
and high creatinine were strongly related to 30-day all-cause
mortality. In contrast to what has been described previously
in non-immunocompromised populations, we found no
association between total leukocyte count and poor outcomes.
Variables associated with poor outcomes could be evaluated in
prospective studies to develop prognostic scores that identify
susceptible patients, particularly in immunocompromised
populations.
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