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RESUMEN

La infeccion por Clostridioides difficile es una de las principales causas de diarrea
nosocomial en hospitales del mundo, asociada a antibidticos de amplio espectro.
Estudio descriptivo, retrospectivo, de corte transverso, de tipo censal. Se
estudiaron 281 muestras de pacientes hospitalizados con la infeccidén, se analizaron
caracteristicas socio-demograficas, clinicas y se caracterizd molecularmente al
patégeno. Como resultado, se obtuvieron pacientes con la infeccion con una
mediana de edad de 64 afios siendo el 61,5 % del sexo masculino. El promedio de
presentacidon del cuadro diarreico fue de 5 dias, con tratamiento antimicrobiano de
8 dias e internacion de 15 dias. El 94% tuvo tratamiento antimicrobiano previo, y el
6% estuvo expuesto a algun factor de riesgo. Los antimicrobianos mas utilizados
solos o en combinacién fueron betalactdmicos, fluoroquinolonas, vancomicina vy
carbapenémicos. Las areas de internacion con mayor frecuencia de presentacion de
la infeccién fueron las unidades de Clinica Médica, Traumatologia, Geriatria y
Unidad de Terapia Intensiva. La prevalencia de C. difficile toxigénico fue de 14%, y
de esta frecuencia el 100% presentd toxinas TcdA y TcdB, con ausencia de toxinas
binarias y delecién del gen tcdC. Se constatd la presencia grupos clonales en la
misma unidad de internaciéon y misma institucion de salud. El 100% de las cepas
resultaron susceptibles a los antibidticos de eleccion para la infeccion. La
prevalencia de la infeccidn y presencia de perfiles clonales detectadas revelan la
necesidad de un mejoramiento en el sistema de control de infecciones, asi como del
fortalecimiento y vigilancia de la resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: Clostridioides difficile, infeccion, epidemiologia, antimicrobianos,
cepas clonales.

Fecha de recepcion: 20 de octubre de 2022. Fecha de aceptacion: 04 de abril de 2023

*Autor correspondiente: Dra. Natalie Weiler. Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social, Laboratorio
Central de Salud Publica. Avenida Venezuela y Teniente Escurra. Asuncién, Paraguay

Teléfono personal: +595971295230. Teléfono Institucional: +59521292653

Email: natalieweiler@gmail.com , enteropatogeno.lcsp@mspbs.gov.py

Este es un articulo publicado en acceso abierto bajo una Licencia Creative Commons



http://dx.doi.org/10.18004/mem.iics/1812-9528/2023.e21122305
http://dx.doi.org/10.18004/mem.iics/1812-9528/2023.e21122305
mailto:natalieweiler@gmail.com
mailto:enteropatogeno.lcsp@mspbs.gov.py
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es
https://orcid.org/0000-0003-1306-214X
https://orcid.org/0000-0002-0745-2873
https://orcid.org/0000-0001-7781-9506
https://orcid.org/0000-0002-3960-435X
https://orcid.org/0000-0002-6895-2054
https://orcid.org/0000-0002-5692-4435

Orrego M, et al. Caracterizacion epidemio-molecular de la infeccion por Clostridioides difficile...

Epidemio-molecular characterization of Clostridioides
difficile infection in hospitalized patients with
diarrhea in health institutions. 2019

ABSTRACT

Clostridioides difficile infection is one of the main causes of nosocomial diarrhea in
hospitals worldwide, associated with broad-spectrum antibiotics. Descriptive,
retrospective, cross-sectional, census-type study. Two hundred eighty-one samples
from patients hospitalized with the infection were studied, sociodemographic and
clinical characteristics were analyzed and the pathogen was characterized
molecularly. As a result, patients with the infection had a median age of 64 years
and 61.5% male. The average presentation of diarrhea was 5 days, antimicrobial
treatment 8 days and hospitalization 15 days. Ninety four percent had previous
antimicrobial treatment, and 6% were exposed to some risk factor. The most
commonly used antimicrobials alone or in combination were beta-lactams,
fluoroquinolones, vancomycin, and carbapenems. The hospitalization areas with the
highest frequency of presentation of the infection were the Clinical Medicine,
Traumatology, Geriatrics and Intensive Care Unit units. The prevalence of toxigenic
C. difficile was 14%, and of this frequency, 100% presented TcdA and TcdB toxins,
with the absence of binary toxins and deletion of the tcdC gene. The presence of
clonal groups was verified in the same hospitalization unit and the same health
institution. All the strains were susceptible to the antibiotics of choice for the
infection. The prevalence of infection and the presence of clonal profiles detected
reveal the need for improvement of the infection control system, as well as of the
strengthening and surveillance of antimicrobial resistance.

Keywords: Clostridioides difficile, infection, epidemiology, antimicrobials, clonal
strains.

INTRODUCCION

La infeccion por C. difficile es una de las principales causas de diarrea
nosocomial en los hospitales del mundo, relacionada a la colitis pseudomembranosa
asociada al uso de antibidticos de amplio espectro(*?, La epidemiologia de la
infeccion por C. difficile (ICD) ha cambiado durante este milenio, asi como la
presentacidn clinica, la aparicion de la infeccion en pacientes con bajo riesgo, y la
respuesta al tratamiento antimicrobiano(-3), El espectro de la enfermedad va desde
cuadros discretos de diarrea hasta la formacién de pseudomembranas y megacolon
toxico. Estos cuadros clinicos se deben a los factores de virulencia que presenta
este patégeno, principalmente la toxina A y toxina B que son responsables de la
patogenicidad(4-9),

La presencia de esporas en la estructura de C. difficile 1o hacen resistentes a los
cambios fisicos, altas temperaturas, luz ultravioleta y desinfectantes. Se transmite
por la via fecal-oral, pudiendo propagarse por las manos de pacientes infectados y
trabajadores de la salud y hasta después de su egreso hospitalario, lo que podria
generar brotes en hospitales y comunidad. Esto ultimo, alerta a los centros de
control de infecciones de los hospitales generando estrategias de prevencion en los
mismos(®7). El diagndstico rapido y preciso es esencial para mejorar los resultados
de pacientes con ICD y para reducir la transmision horizontal en las instalaciones
de salud®,

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se han propuesto en los Ultimos
aflos como método de eleccién para la detecciéon de los genes que codifican la
expresion de las toxinas A y B, asi como también otros genes de importancia, por la
facilidad y rapidez de la técnica, junto a la alta sensibilidad y especificidad(®:19,

La caracterizaciéon molecular como la electroforesis de campo pulsado (PFGE) se
ha utilizado como uno de los métodos genotipicos claves para subtipificar C. difficile
encontrandose que es altamente discriminatoria, reproducible y ha permitido el
seguimiento, la identificacion de brotes y diseminacion epidémica de cepas(1%11), E|
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método de Multilocus sequence Typing (MLST), es también recomendado por su
relativa heterogeneidad genética, identificando 7 genes (aroE, ddl, dutA, tpi, recA,
gmk, sodA) para analizar un grupo de aislados de C. difficile11:12),

En este estudio, se caracterizaron los aislamientos de C. difficile toxigénico, por
métodos moleculares, susceptibilidad antimicrobiana y un estudio descriptivo de la
caracterizacion epidemioldgica del mismo afio de estudio.

MATERIALES Y METODOS.

Se realizd6 un estudio retrospectivo de corte transversal, descriptivo tomando
como periodo de estudio de enero a diciembre del 2019. Se incluyeron diferentes
instituciones de salud del departamento Central y Capital. El muestreo realizado fue
no probabilistico de casos consecutivos, como criterio de inclusidon se consideraron
pacientes hospitalizados de ambos sexos, de todos los rangos de edad, con
presentacion de sindrome diarreico postratamiento antimicrobiano, o recurrente de
la infeccion por C. difficile o que presentaron alguno de los siguientes factores de
riesgo: tratamiento inmunosupresor, enfermedades croénicas severas (renales y
hepaticas), tratamiento con antidcidos, inhibidores de la bomba de protones,
trasplantes, cirugias gastrointestinales y otros procedimientos invasivos en el tracto
gastrointestinal, con fichas epidemioldgicas completas y en los que se descartd que
el sindrome diarreico sea de etiologia bacteriana o viral.

Se realizé inicialmente un andlisis epidemioldgico de los datos demograficos y
clinicos de los pacientes con la infeccién de C difficile. La extraccion de ADN se
realizé a partir de muestras de heces, con un pretratamiento con Buffer TE o Buffer
S.T.A.R., y centrifugacion, seguido por el método de perlas magnéticas con equipo
de extraccién de ADN automatizado de la marca Magpurix de procedencia Taiwan.
La deteccion de C. difficile toxigénico se realizé por PCR en tiempo real, se utilizo el
kit comercial de RIDA© que permite detectar el gen tcdA y tcdB juntos. El equipo
utilizado fue Agilent Techn Mx3005P y la deteccidon de los demas genes cdtA, cdtB,
tcdE, tcdR, delecion del gen tcdC, se realizé por PCR en tiempo final, segun el
protocolo de Persson et al., 2008(13), En las PCR se utilizé como control positivo la
cepa patron C. difficile ATCC® 9689. Para las técnicas de PFGE y MLST se procedid
segun los protocolos de CDC 201414 y Griffiths et al., 2018 (*2) respectivamente.

Las muestras positivas, se sometieron a siembra para la recuperacion de las
cepas bacterianas, se realizd un pretratamiento con alcohol etilico al 100% vy
posteriormente siembra en Agar Cefoxitina-Cicloserina-Fructosa (CCFA), e
incubacion en ambiente anaerdbico estricto por 48 a 72 horas a 37 °C. Para las
pruebas de sensibilidad antimicrobiana, se evaluaron las concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) por el método epsilométrico de las drogas vancomicina y
metronidazol, utilizando tiras de E-test para ambas drogas y la interpretacion segin
criterios del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) documento M11-A7 2007
(13), Para esta prueba se utilizé la cepa control Clostridium difficile ATCC® 9689.

El analisis estadistico se realizd por Epi Info versién 7 utilizando frecuencias con
un indice de confianza de 95% (IC95), proporciones, medidas de tendencia central
como: los promedios y medianas con rangos intercuartiles. Se tomaron en cuenta
las normas éticas referentes a los estudios poblacionales, el protocolo fue aprobado
por el Comité de Etica del Laboratorio de Salud Publica del Ministerio de Salud
Publica y Bienestar Social segin dictamen Nro. 162/2021.

RESULTADOS

De las 281 muestras estudiadas, la prevalencia de C. difficile toxigénico fue del
14% (IC 95%, 10-19%). Asi mismo, el 86% (241/281) fueron muestras negativas
y/o muestras positivas para C. difficile no toxigénico, que no presenta relevancia
clinica.

La mediana de la edad de la poblacién afectada con la ICD fue de 64 afios con un
rango de edad mas prevalente de 51 a 70 afos. El 60% de la poblacion afectada
fue del sexo masculino.
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Las caracteristicas clinicas en pacientes con ICD evaluadas mas relevantes
fueron en promedio: de 15 dias de estancia hospitalaria, 5 dias de sindrome
diarreico y exposicidon previa a los antimicrobianos de 8 dias.

Las areas de internacién mas reportadas con pacientes con ICD fueron clinica
médica, unidad de terapia intensiva, traumatologia y geriatria.

El 94% (37/40) de los pacientes tuvieron tratamiento previo con
antimicrobianos. Entre los antimicrobianos mas utilizados se destacd a los
betalactdmicos en un 74%, dentro de estos el uso de cefalosporinas,
carbapenémicos y betalactdmicos con inhibidores de betalactamasas; vancomicina
28,8%, fluoroquinolonas 26% vy clindamicina 15%. El 6% (3/40) restante
correspondia a pacientes que presentaban algun tipo de inmunosupresion como
casos oncoldgicos, quemados u hospitalizacion prolongada mas de 15 dias de
internacién.

Tabla 1. Frecuencia de cepas de Clostridioides difficile toxigénico segun la
presencia de toxinas.

Toxinas Frecuencia (n: 40) Porcentaje % (IC 95)

Variantes de toxinas

tcdA+/tcdB+ 40 100 (91,1 - 100)
tcdA+/tcdB- <1 -
tcdA-/tcdB+ <1 -
Toxina Binaria <1 -
cdtA+/cdtB+ <1 -
cdtA+/cdtB- <1 -
cdtA-/cdtB+ <1 -
Delecién tcdC <1 -
tcdR 40 100 (91,1 - 100)
tcdE 40 100 (91,1 - 100)

Se pudo observar que de las cepas positivas de C. difficile toxigénico (40/40)
presentaron la toxina A (tcdA) y toxina B (tcdB), tcdR y tcdE. Asi mismo, ninguna
de las cepas positivas presento la toxina binaria (cdtA y cdtB) y tampoco mutacion
del gen tcdC (Tabla 1).

Tabla 2. Susceptibilidad antimicrobiana para aislamiento de C. difficile (n: 40).

Antimicrobiano Rango CIM Puntos de corte CIM Frecuencia (%)
(mg/L) (mg/L)*
S I R S I R
Vancomicina 0.125-0.5 <2 - >4 40 (100) - 0 (0)
Metronidazol 0.016-256 <8 16 = 32 40 (100) (()0) 0 (0)

*Valores de punto de corte de CLSI CIM para anaerobios. CLSI, Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio. CIM, concentracion inhibitoria minima; S, sensible; I, intermedio; R, resistente

De los resultados obtenidos, se pudo observar que las 40 cepas positivas para C.
difficile toxigénico, el 100% presentd sensibilidad a ambas drogas.
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Comparacion del pulsotipo, secuenciotipo, toxinas presentes, instituciones de salud, salas de internacion y presencia de
cluster.

Figura 1. Diversidad genética de las cepas de C. difficile toxigénico mediante Electroforesis
de Campo Pulsado (PFGE).

De 28 cepas, 19 presentaron perfiles Unicos o perfiles genéticos que diferian
entre si. Al mismo tiempo, se pudieron detectar 7 perfiles clonales o clusters con un
90 - 100% de similitud. Se pudo constatar que las cepas clonales provenian de las
mismas instituciones y correspondian a la misma unidad de internacién. Esta
comparacién podria proponer la presencia y trasmisiéon de cepas clonales entre
pacientes y mediada al mismo tiempo por el personal de salud. En cuanto al
analisis del secuenciotipo, se encontré que la totalidad de cepas correspondian al
ST35.

DISCUSION

Se observd concordancia con la edad de la poblacién afectada y otros estudios.
Alvarez et al. encontraron que los pacientes presentaban una edad media de 63,4
anos. Gardilicic et al. informaron que la mayoria de los pacientes afectados eran
mayores de 65 anos (77,7%). Fernandez et al. describieron un estudio donde la
edad media de los casos positivos fue de 72,9 afios (edades comprendidas entre 47
a 88 afios). Legaria et al. en un estudio realizado con pacientes sintomaticos
observaron que las edades de los pacientes estaban entre 26 y 87 afios, el 52% de
ellos mayores de 64 afios. Orrego et al. en un estudio realizado, observaron en 901
muestras una mediana de 68 afios(16-20):

Respecto a las caracteristicas sociodemograficas se observd concordancia con la
mayoria de los estudios(t6 21-2%), La diferencia de la composicién de la microbiota
intestinal en personas mayores de 60 afios predispone a agravar enfermedades
cronicas de base, sumando a esto, el uso de antibidticos, hospitalizaciones
prolongadas, etc.
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Las caracteristicas clinicas evaluadas, la mayoria de los estudios realizados,
reportan la estancia hospitalaria prolongada, exposicion a antimicrobianos
prolongado, y la presencia de diarreas nosocomiales, como factores de riesgo
clinicos presentes en la infeccion(18:21, 26-28) Respecto a las areas de internacion, se
reportd una mayor concurrencia en las areas de clinica médica, unidad de cuidados
intensivos, geriatria, y traumatologia. Esta alta concurrencia, se podria explicar,
teniendo en cuenta, que estas areas albergan pacientes con enfermedad crénica,
ademas de hospitalizacion prolongada, tratamiento antimicrobiano extenso,
pacientes inmunosuprimidos, de edad avanzada. Las diarreas nosocomiales por el
uso de medicamentos son un factor de riesgo para la trasmisién intrahospitalaria de
C. difficile y otros agentes microbianos. Esto explica las infecciones asociadas a la
atencidn en salud entre pacientes de la misma unidad de servicio(!7: 26:29),

El uso de antimicrobianos como vancomicina, carbapenémicos, fluoroquinolonas,
cefalosporinas y piperacilina-tazobactam son los mas utilizados tal como lo reportan
diversos estudios(16:23:24,30-32) " Asi mismo, se pudo observar un porcentaje de
pacientes que no recibieron tratamiento antimicrobiano. Estos pacientes, eran
inmunosuprimidos, por tratamiento quimioterapico, trasplantados o pacientes con
guemaduras graves. Estd descrito en la literatura que la inmunosupresion es un
factor de riesgo para la aparicion de ICD. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes en pacientes inmunosuprimidos son la diarrea de diversa gravedad y
duracion, sin embargo, no se presenta la caracteristica de formacién de
pseudomembranas.

La presentacion de las toxinas tcdE, tcdR, tcdA y tcdB coincide con los estudios
realizados por Ferreira et al., Loo et al., Putsathit et al., Tian et al.(20, 32-39),

En cuanto a la sensibilidad antimicrobiana reportada respecto a las drogas de
eleccion para el tratamiento, se encontré concordancia con otros estudios,(l7: 3%
35:36), Asi mismo, se pudo observar, en el estudio de Pelaez et al.(37), respecto a la
droga metronidazol, una alta sensibilidad antimicrobiana en la mayoria de los
paises del mundo con excepcién de Israel que, en el 2017, reportd una resistencia
de 20,25% a este antimicrobiano, y a vancomicina, se observé un incremento de la
resistencia en paises como Estados Unidos, Polonia, Israel y Brasil, desde el 2011.
Se destaca también que, en la mayoria de estos estudios citados, se presentan
resistencias a otros antimicrobianos como clindamicina, fluoroquinolonas, entre
otros, por lo que, seria interesante, realizar pruebas de sensibilidad a estas drogas
para conocer la situacion de la resistencia antimicrobiana respecto a estos
antimicrobianos.

Los estudios de epidemiologia molecular muestran en este trabajo, la presencia
de varios perfiles electroforéticos Unicos corroborando la circulacién de varias
clonas en los distintos hospitales. Asi mismo la presencia de diferentes perfiles
clonales circulando en la misma sala e institucidon que alerta la posibilidad de brotes
en los distintos nosocomios. Varios estudios, han reportado, utilizar esta técnica,
para el control de brotes y el reconocimiento de perfiles genéticos(?°: 38:39),

Las técnicas utilizadas nos permitieron caracterizar este patdégeno, determinando
sus toxinas principales, ademas de la relacion genética de las cepas asociadas a sus
datos epidemioldgicos. Los datos obtenidos revelan la necesidad de un
mejoramiento en el sistema de control de infecciones, ademas, del fortalecimiento
del sistema de vigilancia de la resistencia antimicrobiana para de esta manera
evitar que surjan resistencias a los antimicrobianos que se utilizan actualmente.

Es de gran importancia extender el estudio a pacientes de la comunidad y
establecer su relacion con cepas hospitalarias a través de estudios filogenéticos,
ademads, de profundizar el estudio de otros factores de virulencia que pudieran
tener impacto en el establecimiento de la enfermedad y el perfil de resistencia a
otras drogas no estudiadas.
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