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RESUMEN

La infeccion por Clostridioides difficile (ICD) se considera la principal enfermedad
diarreica asociada a pacientes internados en instituciones de salud, generalmente
mayores de 61 afios y al uso de antimicrobianos de espectro extendido. Es un bacilo
grampositivo anaerobio estricto, esporulado. La alteracion de la microbiota colonica por
el tratamiento antimicrobiano permite la colonizacion e infeccidon por este
microorganismo, cuya manifestacion clinica, se basa en la presentacién de cuadro
diarreico. El objetivo de este estudio fue detectar C. difficile toxigénico a partir de
muestras diarreicas por reaccion en cadena de la polimerasa en pacientes hospitalizados.
Estudio descriptivo de corte transverso, prospectivo que utilizd como un instrumento de
medicion una ficha epidemioldgica conteniendo las variables de estudio y consentimiento
informado. En 901 muestras diarreicas, se detectaron las toxinas tcdA, tcdB, ctdA, ctdB y
tcdC y del gen de especie. La prevalencia de C. difficile toxigénico fue de 19,7% (n=178)
de las muestras que dieron positivas para una o ambas toxinas (toxinas A y B); el 98%
presentdé ambas toxinas. Se observé mayor presentacion de ICD en pacientes con una
mediana de 68 afios, y en el sexo masculino en un 52%. Se evaludé el tratamiento
antimicrobiano y el uso de los antimicrobianos, donde, el uso de clindamicina,
cefalosporinas, fluoroquinolonas y vancomicina, presentd valores estadisticamente
significativos. Los resultados obtenidos permitieron caracterizar epidemioldgicamente la
infeccion por este patdgeno. Es de gran importancia realizar en forma temprana el
diagndstico y disefiar e implementar estrategias para evitar la emergencia de este
patégeno.
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Detection of toxigenic Clostridioides difficile from
diarrheic samples by polymerase chain reaction in
hospitalized patients in Paraguay. Period 2016-2018

ABSTRACT

Clostridioides difficile infection is considered the main diarrheal disease associated with
patients hospitalized in health institutions, older than 61 years and the use of extended
spectrum antimicrobials. It is a strict anaerobic, sporulated gram-positive bacillus. The
alteration of the colonic microbiota by antimicrobial treatment allows colonization and
infection by this microorganism, whose clinical manifestation is based on the
presentation of the diarrheal syndrome. The objective of this study was to detect
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toxigenic C. difficile from diarrheal samples by polymerase chain reaction in hospitalized
patients. This was a descriptive, cross-sectional, prospective study in which an
epidemiological record containing the study variables and informed consent were used.
In 901 diarrheal samples, tcdA, tcdB, ctdA, ctdB and tcdC toxins and the species gene
were detected. The prevalence of toxigenic C. difficile was 19.7% (n=178) of the
samples, positives for one or both toxins (toxins A and B) while 98% presented both
toxins. A higher frequency of ICD was observed in male patients (52%) who had a
median age of 68 years. Antimicrobial treatment and use of antimicrobials were
evaluated, where the use of clindamycin, cephalosporins, fluoroquinolones and
vancomycin had statistically significant values. The results allowed infection by this
pathogen to be epidemiologically characterized. It is very important to make early
diagnosis and design and implement strategies to prevent the emergence of this
pathogen.

Keywords: detection, Clostridioides difficile, toxins, risk factors.

INTRODUCCION

El Clostridioides difficile es un bacilo grampositivo anaerobio estricto, formador de
esporas. En su ciclo bioldgico, existen 2 estados: vegetativo, responsable de las
manifestaciones clinicas y caracterizado por la capacidad de producir toxinas, que pueden
ser eliminadas por algunos antibidticos; y latente, en forma de esporas, las cuales no
produce toxinas y resisten a las condiciones de temperatura, humedad y al efecto de los
antibioticos(®.

El contacto con esporas de una cepa de C. difficile junto con la alteracion de la
microbiota coldnica frecuentemente por la exposicion a tratamiento antimicrobiano
permiten la colonizaciéon y posterior infeccion por este microorganismo, cuya
manifestacion clinica, generalmente, se basa en la presentacion de cuadro diarreico .

Ademas, la hospitalizacion prolongada, ingreso a la unidad de cuidados intensivos,
edad avanzada, inmunosupresion, la proximidad fisica con infectados son factores de
riesgo de la infeccién por Clostridioides difficile (ICD)®.

La deteccion de C. difficile por métodos moleculares permite el aumento de la
especificidad en comparacion con métodos convencionales como inmunocromatograficos
o ELISA que generalmente se utilizan en las instituciones de salud. Esta metodologia
permite dar respuestas rapidas al plantel médico para la toma de decisiones, teniendo en
cuenta la patogenicidad de esta bacteria y la rapida propagacion por medio de fomites y
por sus esporas, esta Ultima, dota a la bacteria de mayor resistencia en cuanto a la
viabilidad®®,

El diagndstico laboratorial de la ICD se realiza mediante la deteccion de las toxinas en
las heces®. Las cepas toxigénicas poseen un locus de patogenicidad (PaLoc) con los
genes de las toxinas A y B (tcdA y tcdB), exotoxinas que principalmente causan la
sintomatologia de la infeccion*®. Ademads, algunas cepas producen la denominada
toxina binaria, cuyo papel en la patogénesis no estd todavia muy claro y estas se
encuentran codificadas por los genes ctdA y ctdB®). La sensibilidad de la mayoria de los
métodos moleculares suele ser superior al 90% tanto para los métodos que utilizan PCR
a tiempo real como los que realizan amplificacidon iso-térmica, mientras que la
especificidad suele alcanzar el 94-99% lo que permite un diagndstico de laboratorio
rapido y certero tanto al clinico como al centro de control de infecciones'®,

El cultivo es un método engorroso y tedioso, debido a la técnica de enriquecimiento, la
atmoésfera y el tiempo de crecimiento, que hace dificil la recuperacion de cepas puras de
este patédgeno®.

En EEUU los datos del CDC muestran que los pacientes con diagndstico al alta de ICD
han aumentado de forma significativa, pasando de 31/100.000 casos en 1996 a
61/100.000 en el afio 2003 y la incidencia media por hospitales ha aumentado desde el
2005 hasta 5,5/10.000 dias paciente (rango 0-36,3/10.000; y por paises 0-19,1)%9,

En Latinoamérica, especificamente en Costa Rica, también se ha descrito a C. difficile
como el principal agente causal de diarrea nosocomial, con una tasa de infeccién cercana
al 30% de los casos de diarrea, mientras que la cepa hipervirulenta fue encontrada, por
primera vez, en otro centro hospitalario de este pais con una prevalencia del 54% del
total de los aislamientos*'*®, El conocimiento de la epidemiologia y de la biologia de la
ICD es escaso en el hemisferio sur de América. En Chile, Gardilcic et al. (2000) evaluaron
27 pacientes hospitalizados con 31 episodios de diarrea asociada a C. difficile durante 4
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meses, de los cuales solo murid 1 (4%) paciente por megacolon téxico. Garcia et al.
(2007), reportaron que de 156 pacientes con diarrea nosocomial, 55 (35,2%) fueron
diagnosticados de ICD"®), Estudios realizados en Brasil por Souza Dias et al. (2010)
muestran una incidencia de 3,3/1.000 pacientes hospitalizados y una prevalencia del
27%%®, En Argentina, Legaria et al. (2003), describieron que de 87 pacientes con
sospecha de ICD, el 40% eran toxigénico'”).

C. difficile tiene un papel muy importante en las infecciones intrahospitalarias, en
Paraguay se conoce poco acerca de la prevalencia de esta infeccion. El desconocimiento
de la epidemiologia local, su incidencia y los factores de riesgo relacionados con la ICD
dificultan la generacién de politicas hospitalarias para la contencién o minimizacion del
impacto de estas infecciones, por lo que el objetivo de este trabajo es determinar la
prevalencia de C. difficile a partir de muestras diarreicas en pacientes hospitalizados, por
el método molecular de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo de corte transverso, prospectivo, cumpliendo con las cuestiones

éticas de estudios poblacionales. Como instrumento de medicion se elabord una ficha
epidemioldgica conteniendo las variables de estudio a medir y el consentimiento
informado, firmado por el paciente o responsable en el momento de la solicitud del
estudio. Se estudiaron 901 muestras diarreicas de etiologia desconocida, de pacientes
hospitalizados o con antecedente de hospitalizacion previa, y no asociada al uso de
lactulosa.
De las muestras remitidas al Laboratorio Central de Salud Publica con solicitud de pedido
médico, ficha epidemioldgica y consentimiento informado, se procedié a separar la
muestra, primero, para la extraccion de ADN, en TE 1x, marca Applichem y centrifugado
a 6000 rpm por 10 minutos, como pre-tratamiento, para luego proceder a la extracciéon
con equipo automatizado Magpurix y utilizando kit comercial Zinexts compatible con
dicho equipo, ambos de Zinexts Life Science Corp. En segundo lugar, se procedid a la
crioconservacion de las muestras de heces para posterior siembra en caso de dar
positivas a algunas de las toxinas estudiadas y desecho de las muestras negativas. Luego
de la extraccion de ADN, se procedié a detectar las toxinas tcdA y tcdB y el gen de
especie por reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) de punto final segin protocolo
Persson et al. 20111® y de tiempo real con kit comercial de marca RIDA®. Se utilizd
como cepa control Clostridium difficile ATCC 9816.

De las muestras con algunas de las toxinas citadas anteriormente, se procedio a la
deteccion de otros genes como las toxinas binarias (ctdA y ctdB), genes del locus de
especie y la deteccion de la mutacion del gen tcdC.

La siembra se llevo a cabo en Agar Clostridium de marca Pronadisa de Laboratorios
Conda S.A., posterior al enriquecimiento en alcohol etilico de calidad molecular por 30
minutos, se incubé a 37°C por 48 hs., en una atmosfera de anaerobiosis y crio
conservacion de las cepas puras en BHI-Glicerol a -80°c para estudios posteriores.

Las variables de estudio, fueron sometidas a un formato Excel, codificadas y
analizadas con el software Epilnfo 7.

RESULTADOS

De las 901 muestras procesadas, 19.7% (178 muestras) dio positivo para una o
ambas toxinas (toxinas A y B). El 98% (174 muestras) del total de positivos presentaban
ambas toxinas y el 2% (4 muestras) solo la toxina A. Entre las positivas, no se detectd
ninguna cepa portadora de toxinas binarias. Entre las muestras que presentaron ambas
toxinas, se detectd la presencia de mutaciones en el gen tcdC en un 2% (3 muestras), lo
gue generaria una mayor expresion de las toxinas A y B.

Segun las caracteristicas sociodemograficas estudiadas, se observé mayor presentacién
de ICD en pacientes con una mediana de 68 afios con intervalo intercuartilico de 58 a 75
afos, y en el sexo masculino en un 52% (111/178).

Respecto a las caracteristicas clinicas, se midieron las variables de dias de tratamiento
antimicrobiano, dias de estancia hospitalaria y dias de sindrome diarreico, donde se
observd, un aumento de dias en cuanto a la exposicion tanto a los antimicrobianos como
a estancia hospitalaria en las muestras positivas (casos) en relacion a las muestras
negativas (controles). No se observo diferencias respecto a los dias de sindrome diarreico
entre los casos y controles, en el momento de la realizacién del estudio (Tabla 1).
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Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes con presentacion de ICD y no ICD.

Caracteristicas Casos (n= 178) Controles (n= 723)
Edad (mediana: IRQ) 68 (58-75) 64 (47-74)
Sexo Femenino (n:%) 67 (54-80) 346 (321-377)
Sexo masculino (n:%) 111 (97-124) 377 (350-403)
Dias de antimicrobiano (mediana: IRQ) 11 (7-14) 8 (5-14)
Dias de estadia hospitalaria (mediana: IRQ) 16 (8-26) 13 (6-23)
Dias de Sindrome diarreico (mediana: IRQ) 3 (2-5) 3 (2-5)

*IRQ: intervalo intercuartilico.

Se evalud, como posible factor de riesgo, el tratamiento antimicrobiano previo a la
aparicion de la sintomatologia (cuadro diarreico) y el uso de los antimicrobianos de
eleccidn para el tratamiento de los pacientes hospitalizados.

El tratamiento con antimicrobianos previo a la solicitud del estudio, el uso de
clindamicina, cefalosporinas, fluoroquinolonas y vancomicina, presentaron valores
estadisticamente significativos (Tabla 2).

Tabla 2: Evaluacion de tratamiento con antimicrobianos como factor de riesgo.

Casos (%) Controles OR (IC 95%) P
Tratamiento ATB previo 1,91 0.047
Si 167 (9) 642 (89)
No 11 (6) 81 (11)
Clindamicina 43 (25) 76(12) 2,57 0.00000
Si 125 (75) 568(88)
No
Cefalosporinas 1,73 0.01
Si 37(22) 91(14)
No 131(78) 560(86)
Fluoroquinolonas 1,81 0.0002
Si 53(32) 132(20)
No 115(68) 519(80)
Meropenem 0,977 0.902
Si 53(32) 207(32)
No 115(68) 439(68)
Colistin 0,64 0.1548
Si 13(8) 75(12)
No 155(92) 574(88)
Vancomicina 0.56 0.006
Si 34 (20) 201(31)
No 134 (80) 451(69)
Metronidazol 0.73 0.288
Si 15(9) 77(12)
No 153(91) 574( 88)
Piperacilina - Tazobactam 0.89 0.61
Si 36(21) 152(23)
No 132 (79) 499(77)
Amoxicilina 1.034 0.95
Si 4(2) 15(2)
No 164(98) 636(98)
DISCUSION

Teniendo en cuenta la baja especificidad de los test inmunocromatograficos utilizados
generalmente, la tediosidad en el procesamiento del cultivo toxigénico, se implemento el
método de PCR para diagnostico, esto nos permitid, detectar las principales toxinas que
caracterizan su patogenicidad.

Estos resultados obtenidos en este estudio, permitié caracterizar epidemiolégicamente
a este patégeno, en cuanto a la prevalencia, toxinas circulantes, y factores de riesgo
relacionados con la infeccion.

La prevalencia obtenida coincide con otros estudios realizados en la regién 2, E|
muestreo se centrd en instituciones de salud publica y privada, por lo que el 90% de las
muestras fueron remitidas de instituciones publicas. No se incluyd en el estudio muestras
de heces de pacientes pertenecientes a la comunidad, por lo que no se pudo evaluar la
prevalencia en ese entorno. En el 98% de las muestras analizadas, se detectaron las
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toxinas A y B, por medio de la detecciéon de genes tcdA y tcdB. No se detectaron toxinas
binarias, pero si mutaciones en el gen tcdC, lo que podria implicar un aumento toxigénico
de las mismas. Estas mutaciones detectadas fueron en el sito de 18 pb. de dicho gen.
Estos resultados coinciden con los reportados en otros estudiot82>,

Con respecto al rango etario, en los criterios de inclusion y exclusion de la poblacién
de estudio no se limitd, lo que permitié una mayor distribucidon y mejor delimitacién del
rango etario con mayor factor de riesgo, por lo que comparando el rango etario tanto en
la poblacién de estudio como en la poblacion que dio positiva a las toxinas, se observé un
mayor riesgo entre 58 a 75 anos de edad. Los dias de diarreas, dias de internacion y dias
de tratamiento antimicrobiano evaluados, no presentaron variaciones marcadas que
indiquen valores especificos que puedan caracterizar o ayudar a diagnosticar
clinicamente. Podria deberse, a que en algunos casos los pacientes son derivados de una
institucion de salud a otra, ya con tratamiento antimicrobiano anterior o cuadro diarreico,
que no se registraron en las fichas epidemioldgicas o que no eran de conocimiento del
plantel de médicos del nuevo nosocomio al cual se derivd. Si se pudo observar que los
casos positivos detectados tienen una mayor frecuencia de dias tanto de internacién
hospitalaria y/o de tratamiento antimicrobiano.

Se evaludé el uso de antimicrobianos, encontrandose resultados estadisticamente
significativos en alguno de ellos, presentando una mayor implicancia en la presentacion
de ICD. Es importante destacar que se incluyeron como variables, antimicrobianos de
uso frecuente o de eleccién para el tratamiento de pacientes internados. El 5% (10/178)
indico el no uso de antimicrobianos, refiriéendose a pacientes trasplantados,
recientemente operados, pacientes oncoldgicos, entre los cuales, no se detectdé ninguna
toxina.

En este estudio, se detectaron factores relacionados con la infeccion por C. difficile como
la edad avanzada, el uso de antibidticos, la hospitalizacion previa, lo cual concuerda con
lo reportado ampliamente en otros estudios‘?"%%

Una limitante en cuanto a la recuperacién de cepas en este estudio, es que estuvo
condicionada por el pre congelamiento realizado a temperaturas de -80°C (el tiempo
entre el descongelamiento y la siembra pudo interferir en la viabilidad); asi también la
remision de la muestra desde el hospital al laboratorio, en muchas ocasiones, no era la
correcta en cuanto a tiempo y condiciones de conservacion de la muestra, lo que pudo
variar, caracteristicas feno-genotipicas y la viabilidad del patégeno.

Seria de gran importancia poder caracterizar molecularmente a las cepas del estudio,
relacionando los resultados de prevalencia de toxinas y deleccion del gen tcdC, con
subtipos y secuencias tipo obtenidas de métodos como subtipificacion molecular y
secuenciacion de nueva generacion.

Este microorganismo emergente que se sitla entre una de causa de infeccion
nosocomial, por lo tanto, deberia considerarse un problema de salud publica en
instituciones de salud, debido a su alta transmisibilidad, factores de virulencia,
mecanismos de patogenicidad, y posibles cepas epidémicas. Asi mismo, es de gran
importancia realizar en forma temprana el diagndstico y disefiar e implementar
estrategias para evitar la emergencia de este patégeno.
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