S
UCA

Universidad
de Cadiz

UNIVERSIDAD DE CADIZ 2021
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA
PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA SALUD

Toxina B y binaria como valor prondstico en la infeccion por
Clostridioides difficile

Realizada en:

UGC de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica del Hospital
Universitario de Jerez



Autor: Salvador Lépez Cardenas
Editor: Salvador Lopez Cardenas
Propiedad Intelectual (Expediente): d9935466



Toxina By binaria como valor pronodstico
en la infeccion por Clostridioides difficile

Tesis doctoral presentada por:
Don Salvador Lopez Cardenas
Licenciado en Medicina

Para optar al grado de Doctor por la Universidad de Cadiz

Dirigida por
Dr. Juan Carlos Alados Arboledas

Doctor en Farmacia por la Universidad de Granada. Facultativo Especialista de Area de
Microbiologia en la Unidad de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica y Jefe de
Estudios del Hospital Universitario de Jerez de la Frontera.

Profesor Asociado de Ciencias de la Salud. Departamento Biomedicina, Biotecnologia y Salud
Publico. Universidad de Cadiz.

Tutorizada por
Dr. Manuel Rodriguez Iglesias

Catedrdtico de Microbiologia. Departamento Biomedicina, Biotecnologia y Salud Publica.
Universidad de Cddiz.

Jefe de Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Puerta del Mar.



Y UCA | Unisericac

Don Juan Carlos Alados Arboledas, Doctor en Farmacia por la Universidad de Granada.
Facultativo Especialista de Area de Microbiologia en la Unidad de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica del Hospital Universitario Jerez de la Frontera. Profesor Asociado de
Ciencias de la Salud, Departamento Biomedicina, Biotecnologia y Salud Publica de la

Universidad de Cadiz.

CERTIFICA:

Que el trabajo realizado bajo su direccién por Salvador Lépez Cardenas, titulado “TOXINAB Y
BINARIA COMO VALOR PRONOSTICO EN LA INFECCION POR CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE”,
cumple las condiciones de rigor y originalidad cientifica para ser presentado como Trabajo de

Tesis Doctoral.
Y para que asi conste a efectos legales firma la presente a 12 de enero de 2021.

Fdo. Juan Carlos Alados Arboledas



W UCA |Unigggioe

Don Manuel Rodriguez Iglesias, Catedratico de Microbiologia de la Universidad de Cadiz. Jefe

de Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Puerta del Mar.

CERTIFICA:

Que el trabajo realizado bajo su tutorizacion por Salvador Lépez Cardenas, titulado “TOXINA
B Y BINARIA COMO VALOR PRONOSTICO EN LA INFECCION POR CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE”,
cumple las condiciones de rigor y originalidad cientifica para ser presentado como Trabajo de

Tesis Doctoral.
Y para que asi conste a efectos legales firma la presente a 12 de enero de 2021.

Fdo. Manuel Rodriguez Iglesias



AGRADECIMIENTOS

Me gustaria aprovechar estas lineas para agradecer a todas aquellas personas que de
algun modo han tenido que ver en la elaboracién de este trabajo.

Mencidén especial hacia mi director de tesis doctoral, D. Juan Carlos Alados Arboledas por
la confianza depositada en mi. Ha sido un privilegio trabajar dia a dia con este magnifico
profesional, que ha sido capaz de compaginar la labor asistencial diaria con la investigacion.

De igual manera dar las gracias al servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de
Jerez por la colaboracion desinteresada que ha mantenido en todo momento, facilitando el
adecuado desarrollo del estudio.

A mis companeros del servicio de Enfermedades Infecciosas, por el apoyo otorgado y
empuje para que este trabajo haya salido adelante. Especial contribucién al que considero
“mi” mentor en las enfermedades infecciosas, el Dr. Luis Rodriguez Félix.

Gracias a mis padres por haberme inculcado desde pequefio el beneficio del trabajo bien
hecho y que el esfuerzo es base fundamental para el desarrollo personal y profesional.

A mi mujer y mis dos nuevas incorporaciones familiares, mis hijos, por aguantar el trayecto
final de esta tesis en una época dificil.

No quiero olvidarme del personal de enfermeria de Enfermedades infecciosas, por su
dedicacién incondicional en este 2020 a una de los mayores retos sanitarios acontecidos en
este siglo, la infeccién por SARS-CoV2, que estd siendo de extrema dureza para toda la
poblacion.

Me gustaria agradecer a los residentes de Medicina Interna del Hospital Universitario de
Jerez, por colaborar de forma desinteresada en este trabajo y mostrar una disposicidon
incondicional a cualquier colaboracion.

Por ultimo, no por ello menos importantes, dar las gracias a mis “deportistas de élite” a

los que considero mi familia elegida, por comportarse como tal, como familia.



INDICE

1.
2.
3.

10.

11.
12.
13.
14.

Resumen 12
Introduccién 15
Factores de riesgo 22
3.1. Edad 22
3.2. Hospitalizacion 23
3.3. Antibidticos 23
3.4. Otros factores de riesgo 24
Diagndstico 26
Justificacion 31
Hipétesis y objetivos 33
6.1. Hipdtesis 33
6.2. Objetivos 33
6.2.1. Objetivo principal 33
6.2.2. Objetivos secundarios 33
Comité de ética 35
Material y método 37
Resultados 42
9.1. Estudio de muestras 42
9.2. Andlisis descriptivo 43
9.3. Pruebas de normalidad 52
9.4. Relacion entre TcdB y enfermedad severa, complicaciones y recurrencia 53
9.5. Relacion entre CDT y enfermedad severa, complicaciones y recurrencia 54
9.6. Relacion entre la variable conjugada TcdB/cdtA con enfermedad
grave, complicaciones y recurrencia 55
9.7. Andlisis del ciclo de umbral de deteccién de la TcdB 57
9.8. Andlisis de tratamiento 58
9.9. Andlisis bivariante para complicaciones 59
9.10. Analisis bivariante para enfermedad grave 64
9.11. Analisis bivariante para recurrencias 70
Discusién 76
10.1. Toxina B como factor prondstico 76
10.2. Toxina binaria como factor prondstico 87
10.3. Toxina B y binaria como factor prondstico 89
10.4. Analisis bivariante 90
10.5. Consideraciones en el tratamiento de la ICD 92
Conclusiones 95
Fortalezas y limitaciones 97
Bibliografia 99
Anexos 111




ABREVIATURAS

ICD: infeccidn por Clostridioides difficile

GDH: inmunoensayo de glutamato deshidrogenasa
tcdB: gen que codifica la toxina B

TcdB: toxina B directa en heces

cdtA: gen que codifica la toxina binaria

Cdt: toxina binaria directa en heces

CT: cultivo toxigénico

Ct: ciclo umbral de deteccion por PCR

CCNA: ensayo de neutralizacion de citotoxicidad celular
TAAN: técnicas de deteccidn de acidos nucleicos y antigenos
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

CPE: efecto citopatico

Ct: ciclo umbral de deteccién

IBP: inhibidor de la bomba de protones

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal

CPE: efecto citopatico celular

EIA: inmunoensayos enzimaticos

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica



INDICE DE TABLAS, GRAFICAS, ALGORITMOS Y ANEXOS

Imagen 1. Esquema de locus de patogenicidad (PaLoc) tomada de Rodriguez-Pardo
Imagen 2. Algoritmo diagndstico de la ICD

Grafica 1. Numero de muestras diarreicas

Grafica 2. Evolucién del numero de determinaciones de GDH realizadas

Grafica 3. Evolucidén de casos de ICD

Grafica 4. Relacion entre TcdB y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia

Grafica 5. Relacion entre cdtA y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia

Grafica 6. Relacion entre TcdB y cdtA y enfermedad grave, complicaciones y

recurrencia

Grafico 7. Tratamientos utilizados

Histograma 1. Relacién entre el valor Ct (media+DT) de tcdB y presencia de TcdB
Diagrama 1. Muestras procesadas

Diagrama 2. Muestras procesadas y resultados microbioldgicos

Tabla 1. Criterios de gravedad y puntuacién segun la escala de ZAR

Tabla 2: Caracteristica sociodemograficas

Tabla 3: Comorbilidades previas

Tabla 4. Uso de antibidticos antes de la aparicion del episodio

Tabla 5: Datos de la infeccidon que motiva el estudio de seguimiento

Tabla 6: Presencia de toxinas

Tabla 7: Complicaciones

Tabla 8: Pruebas de normalidad

Tabla 9: Relacién entre TcdB y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia

Tabla 10: Relacién entre cdtA y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia

Tabla 11: Relacién entre TcdB y cdtA y enfermedad grave, complicaciones y
recurrencia

Tabla 12: Resumen de la relacion entre TcdB, cdtA, TcdB/cdtAy
enfermedad grave, complicaciones y recurrencia

Tabla 13: Relacién entre caracteristicas sociodemograficas y complicaciones
Tabla 14: Relacién entre comorbilidades previas y complicaciones

Tabla 15: Diferencias en el uso de antibiéticos antes de la aparicién
del episodio segun presencia de complicaciones

17
19
19
50
51
53
54

55

58
57
42
48
39
43
44
46
47
49
49
52
53
54

55

56

59

60

62



Tabla 16: Relacion entre las caracteristicas de la infeccion y desarrollo
de complicaciones

Tabla 17: Diferencias en las caracteristicas sociodemograficas segun
enfermedad severa

Tabla 18: Diferencias en las comorbilidades previas seglin enfermedad severa

Tabla 19: Diferencias en el uso de antibidticos antes de la aparicién del episodio
segun enfermedad grave

Tabla 20: Diferencias en los datos de la infeccién que motiva el estudio de
seguimiento segun enfermedad grave

Tabla 21: Diferencias en las complicaciones seguin enfermedad grave
Tabla 22: Diferencias en las caracteristicas sociodemograficas segun recurrencia
Tabla 23: Diferencias en las comorbilidades previas segun recurrencia

Tabla 24: Diferencias en el uso de antibidticos antes de la aparicion del
episodio segun recurrencia

Tabla 25: Diferencias en los datos de la infeccién que motiva el estudio
de seguimiento segun recurrencia

Tabla 26: Diferencias en las complicaciones segun recurrencia
Anexo |. Evaluacion del Comité Etico de la Investigacion de Cadiz
Anexo Il. Hoja de recogida de datos

Anexo lll. Esquema de tratamiento de la ICD

63

64

65

67

68

69
70
71

73

74

74
111
112
118

10



Resumen



1. Resumen

1.1. Introduccion

El diagnodstico de la infeccion por Clostridioides difficile (ICD) ha experimentado un notable
incremento en la Ultima década. Uno de los motivos principales de este aumento es el elevado
consumo de antibidticos y el aumento de comorbilidad de los pacientes; otro motivo seria la
mayor sensibilidad de los nuevos métodos diagndsticos. Este aumento debido a la mayor
sensibilidad de los métodos diagndsticos actuales (moleculares), ha hecho que muchos
autores se replanteen dudas en cuanto a su especificidad clinica. Es por ello que se hace
necesario, la busqueda de marcadores diagndsticos capaces de establecer riesgo de
enfermedad grave, recurrencias y complicaciones.

1.2. Objetivos

Estudiar la asociacidn entre la deteccion del gen de Clostridiodes difficile que codifica la
toxina binaria (cdtA) y la deteccion directa de toxina B (TcdB) en heces, con la aparicion de
enfermedad grave, complicada o recurrencias en una serie prospectiva de casos.

1.3. Método

Se incluyen un total de 220 casos confirmados mediante un algoritmo en dos pasos:
estudio inicial de deteccidén de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) seguido, en caso
de positividad, de deteccidn del gen tcdB que codifica la toxina B. A los pacientes tcdB positivos
se les investigd la presencia de cdtA Y TcdB. Las variables resultado fueron la enfermedad
grave, el indice prondstico de infeccidon por C. difficile llinois modificado (indice de ZAR), la
aparicién de complicaciones (necesidad de colectomia, muerte relacionada o megacolon
toxico) y de recurrencias.

1.4. Resultados

Al comparar los pacientes en los que se detecta TcdB en heces frente a los que la prueba

fue negativa encontramos mayor gravedad en los primeros, con un score de ZAR de 35.4% vs.
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23%, (p=0.048), con una mayor recurrencia (14.6% vs. 5.9%, p=0.032), y un mayor nimero de
complicaciones (20.7% vs. 11.5%), aunque sin alcanzar significacion estadistica (p=0.053).
Cuando se analiza cdtA, se observé una mayor frecuencia de enfermedad grave (39.2% vs.
21.2%, p=0.005), de complicaciones y recurrencia (21.6% vs 10.9%, p=0.037 y 14.9% vs 5.8%,
p=0.029; respectivamente), en aquellos pacientes donde el cdtA estd presente.

1.5. Conclusiones

La TcdB y cdtA se comportan como factores prondsticos para la aparicion de enfermedad

grave, complicaciones o recurrencias en los casos de ICD.
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2. Introduccion

La infeccién por Clostridioides difficile (ICD) es una de las causas mas frecuentes de
infeccidn asociada al ambiente sanitario y responsable, segln algunas series, de hasta el 1%
de las hospitalizaciones anuales(1). En las ultimas dos décadas la incidencia de esta entidad
se estd viendo incrementada de forma alarmante hasta un 200%(1-3). En Espafia, la incidencia
aumenté de 3,9 a 12,2 casos por cada 10.000 hospitalizaciones a lo largo del periodo 1999-
2007(4,5). La incidencia media actual de ICD en Espafia se estima en 17,1 casos por cada
10.000 ingresos hospitalarios, oscilando entre 12,2 y 24,0 casos por cada 10.000 ingresos
hospitalarios (6). En EE.UU. se estiman alrededor de 500.000 infecciones anuales, aunque la
magnitud exacta depende en gran medida del tipo de pruebas de diagndstico utilizadas(7). La
ICD se asocia a unas 15.000-30000 muertes/afio(7,8) y se calcula que los costes directos de
pacientes hospitalizados superan los 4.800 millones de ddlares(9). Este aumento de la
incidencia anual ha supuesto un incremento tanto de los costes directos e indirectos asociados
a esta entidad(2,9). Asi mismo, ha llegado a sustituir a Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SAMR) como la causa mas frecuente de infeccion hospitalaria(10).

A pesar de este incremento, es posible que el nimero de diagndsticos de ICD esté
infraestimado debido a las técnicas disponibles previas a los métodos moleculares(11). La
incorporacion a los laboratorios de técnicas de diagndstico molecular para la deteccién de la
ICD, mas sensibles que las técnicas disponibles anteriormente(12—15), ha contribuido al
incremento del numero de casos detectados, suponiendo un aumento hasta del 100% en
algunos de los casos, lo que ha provocado en la comunidad cientifica dudas sobre su posible
sobrediagndstico(3,16-20).

La patogenicidad de las cepas de C. difficile viene determinada por un locus especifico
(PaLoc), formado por 5 genes (tcdA, tcdB, tcdC, tcdE y tcdR) (figura 1)(21). tcdA y tcdB

codifican TcdA y TcdB (toxinas A y B, respectivamente)(22), ambas responsables de la
15



patogenicidad de C. difficile. Los genes tcdR y tcdC actian como reguladores de la expresion
de tcdA y tcdB, (tcdC como regulador positivo y tcdR negativo) para la expresion del PaLoc. El
gen tcdE codifica una holina que se encargara de hacer poros en la membrana citoplasmatica
gue permite la liberacidn de las toxinas(22). La actividad glucosiltransferasa de TcdA y TcdB,
producen la interrupcion de las fibras de actina del citoesqueleto que conlleva la disminucién
de la resistencia transepitelial, acumulaciéon de liquido y destruccién del epitelio
intestinal(23,24). Estas toxinas son introducidas en las células diana mediante endocitosis tras
unirse a sus receptores. En estos autosomas encuentran un medio acido donde ocurre la
digestion autoproteolitica por la que la regién N-terminal (con el dominio catalitico) se separa
del resto de la toxina. Solo esta region catalitica es liberada al citosol y ejercera su funcidn
incorporando glucosa a determinadas guanosin trifosfatasas (GTPasas). Estas GTPasas se
encargan, entre otras cosas, de la regulacién de determinados procesos de sefalizacion que
estan implicados en funciones relacionadas con el mantenimiento de la barrera epitelial y las
interacciones intercelulares (formacién del citoesqueleto), ademas de intervenir en la
fagocitosis, la produccién de citoquinas, etc. Fruto de todo este proceso, las células epiteliales
se desestructuran separandose entre ellas e incluso muriendo vy, por lo tanto, facilitando la
migracion de neutrdfilos hacia el intestino y contribuyendo a la respuesta inflamatoria tipica
de la colitis(21,25). Otra funcién de TcdA es la de estimular la liberacion del factor de necrosis
tumoral de macréfagos activados, asi como la produccién de citocinas(25).

Algunas cepas de C. difficile son portadoras de una transferasa (C. difficile transferase:
cdtA) denominada también toxina binaria, formada por 2 subunidades (cdtAa y cdtAb), que
esta implicada en una mayor toxicidad de la cepa. Los genes que codifican esta toxina se
encuentran en el locus Cdt (CdtLoc) (imagen 1). El mecanismo patogénico de dicha toxina aun
no estd del todo dilucidado, pero parece que interviene incrementando la adhesividad de las

cepas de C. difficile y ademas actla a nivel del citoesqueleto de la célula provocando una
16



mayor pérdida de liquidos(21,22). C. difficile ademas de TcdA, TcdB, cdtA tiene otros factores
de patogenicidad como son algunas proteinas de superficie implicadas en su adhesién y
estimulacidn del proceso inflamatorio, otras en la unién a las células epiteliales intestinales.

Todas ellas son de menor interés que las mencionadas previamente(21,22).

Imagen 1. Esquema de locus de patogenicidad (PaLoc) tomada de Rodriguez-Pardo(21)

A

tedR tedB tedE tedA tedC

cdfiR cdid caif

Por lo tanto, la aplicacion de estas técnicas moleculares con una elevada sensibilidad
diagndstica ha conducido a una frecuente disociacidn clinico- microbiolégica(20). Este hecho
hace mds necesario que nunca determinar cuales son factores asociados o inherentes para la
aparicion episodios graves y/o con elevado riesgo de recurrencia.

Los principales factores de riesgo de recurrencia que se han descrito hasta ahora son: edad
avanzada, uso concomitante de antimicrobianos, nutricion parenteral, uso de inhibidores de
la bomba de protones, episodios previos de ICD, ciertas cepas hipervirulentas de Clostridioides
difficile, inmunosupresion, alta carga de C. difficile toxigénico en heces, deteccién directa de
las toxinas en heces o resolucion tardia de los sintomas del episodio inicial. Aunque se han
desarrollado multitud de modelos de prediccién de recurrencia basados en sistemas de

puntuacién, ninguno es lo suficientemente sensible y especifico como para que pueda ser
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utilizado de una manera generalizada(26—28). Respecto a la deteccidn directa de toxina en
heces, como factor de riesgo de recurrencia, no existe unanimidad habiéndose publicado
estudios contradictorios(19,29,30).

Por otro lado, la aplicacion de métodos moleculares ha permitido ademas la busqueda de
otros genes asociados a virulencia como es el gen que codifica la toxina binaria. Esta toxina se
ha postulado también como factor de riesgo para la aparicién de recurrencias, complicaciones
e infecciones graves, aunque al igual que la toxina directa existen estudios contradictorios en
este sentido(31-34).

Ainicios de los afios 2000 era bien conocida esta entidad, pero la impresion de los clinicos
era la de una baja rentabilidad de los métodos diagndsticos disponibles hasta la fecha (TcdB)
gue infraestimaban la infeccidn por su baja sensibilidad (en torno al 60% dependiendo de la
técnica). Esto hacia que los clinicos implicados en el manejo de la ICD no confiaran lo suficiente
en el diagnostico microbioldgico, pudiendo establecer tan solo un diagndstico “probable”.
Estudios realizados en nuestro centro en esas fechas ponian en evidencia la baja tasa de
incidencia de ICD hasta el momento, situandose en torno a los 4 casos/10.000 ingresos. Esta
situacién de escasa confianza en la técnica disponible hasta el momento hacia, por otro lado,
que su solicitud fuera escasa, no tomandose muestras para el diagndstico microbioldgico de
la ICD, incidiendo asi en la infraestimacién de esta entidad. Con la llegada de métodos
moleculares comerciales al ambito del diagndstico de la ICD a principios del afio 2012 este
escenario parecia cambiar. En esas fechas el laboratorio de Microbiologia protocolizé el
diagnodstico de la ICD en 2 pasos (imagen 2) y posteriormente se realizd una difusion por los
diferentes servicios implicados fomentando la solicitud de estas pruebas diagndsticas.

De igual manera desde el servicio de Microbiologia se protocolizd la realizacién del
cribado de ICD en cualquier muestra de heces diarreicas (excluidos lactantes), aunque no

constara la solicitud de la misma. Todas estas medidas aumentaron el niUmero de muestras
18



procesadas en el laboratorio de microbiologia. Este incremento, superior al 250%, supuso que
se pasara de 692 muestras procesadas en 2012 a 1793 en 2018 (grafica 1).

Grafica 1. NUmero de muestras diarreicas
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Imagen 1. Algoritmo diagndstico ICD
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El incremento del numero de muestras probablemente fue debido a varios motivos, entre
los que cabe destacar el aumento de ICD diagnosticadas por el laboratorio gracias a los
métodos moleculares, lo que propicid una retroalimentaciéon positiva a los clinicos,
favoreciendo el aumento de solicitudes para el diagnéstico de ICD en practicamente la
totalidad de los pacientes que cumplian criterios. Otro factor fundamental fue la realizacién
de forma protocolizada de GDH en todas las muestras diarreicas desde el laboratorio de
Microbiologia.

El objetivo de este estudio fue analizar la correlacion de dos biomarcadores: la presencia
de toxina B en heces (TcdB) y la identificacidn del gen que codifica la toxina binaria (cdtA), con

la presencia de complicaciones, enfermedad grave y/o recurrencias.
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3. Factores de riesgo clasicos
3.1. Edad

La edad avanzada (definida como mayor de 65 afios) se ha correlacionado con un
incremento del riesgo para el desarrollo de ICD (35-39) asi como para el desarrollo de
recurrencias y enfermedad grave (27,40,41). Segun Zilberberg et al. (42) los pacientes de edad
avanzada tenian un 68% mas de riesgo de mortalidad a los 30 dias que el grupo de menor
edad. El motivo de la mayor incidencia de ICD en la poblacién mayor de 65 afios no es
conocido, pero existen varias hipdtesis para su posible explicacidon. Una de ellas es la existencia
de una menor resistencia a la colonizacién, ya que su microbiota intestinal contiene un menor
numero de bacterias anaerobias y bifidobacterias, y un mayor nimero de enterobacterias que
las personas mas jovenes(43).

Otros factores que podrian estar involucrados en este aumento de la incidencia,
gravedad y recurrencia es que la mayor parte de esta poblacidén tiene patologia de base
subyacente, padece cierta inmunosenescencia y hace mayor uso de medicacion
predisponente (antibidticos, inhibidores de la bomba de protones) (39,44).

3.2. Hospitalizacion
La hospitalizacidon supone un riesgo, por si misma, de adquisicion de ICD. Esto es debido no
solo a que la mayor parte de las infecciones se produzcan en este ambito, sino a que puede
actuar como vector de la transmisidn. Los portadores y pacientes con ICD son una fuente para
la transmisidn en entornos en los que el control de la infeccidn es dificil (45). C. difficile ha sido
aislado de fomites y del 30% de las superficies hospitalarias (46,47). Este hecho hace que exista
riesgo de adquirir la ICD a través de la ingesta de las esporas transportadas de paciente a
paciente por medio del personal sanitario o directamente de fomites y superficies. La

prolongacidn de la estancia hospitalaria hace que el riesgo de adquisicion de la ICD aumente
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con el tiempo pasando de una tasa del 2-5% al inicio de la hospitalizacion, hasta el 30-50% a
los 30 dias de estancia hospitalaria (45,48-52).
3.3. Antibidticos

El principal factor de riesgo modificable para la ICD es el uso de antibioterapia en las
semanas previas. La antibioterapia es fundamental para el desarrollo de ICD puesto que ejerce
su funcién directamente sobre la microbiota intestinal, eliminando parte de la flora
beneficiosa. Este hecho hace del intestino un lugar propicio para la colonizacién de C. difficile.

El tiempo que transcurre desde el consumo de algun antibidtico hasta el desarrollo de
la infeccion esta bien establecido en la literatura médica, pudiendo llegar hasta los 3-4 meses
(37,53-56). Bignardi et al (54) realizaron una revisién sistematica de la literatura y
encontraron que practicamente todos los antibidticos, incluyendo metronidazol, se asocian a
un mayor riesgo de ICD (54). Clasicamente, clindamicina fue el antibidtico con mayor riesgo
de producir ICD, pero segun los ultimos estudios esto ha cambiado, asociandose a cualquiera
de ellos. En los ultimos anos, fluoroquinolonas y cefalosporinas han sido los antibidticos mas
comunmente asociados a ICD (57-59), probablemente por el mayor consumo de estos
antibidticos respecto a otros. La aparicién de ICD no solo depende del tipo de antibidtico sino
de las resistencias locales al mismo (60). La duracién de la antibioterapia no parece jugar un
papel en la aparicion de la ICD puesto que hasta tratamientos con dosis Unica se han visto
involucrados en este cuadro clinico (61-63).

En cuanto a las recurrencias, estd bien establecido que el mantenimiento de la
antibioterapia que condiciond el episodio inicial, es factor de riesgo para el desarrollo de la

recurrencia (64—67).

3.4. Otros factores de riesgo
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La inmunosupresion, en sus diferentes formas, es uno de los factores de riesgo para
la adquisicidn de ICD. Segun Young et al (68) la causa mas frecuente de diarreas en el paciente
VIH es C. difficile; estos autores establecen como otros factores asociados el mayor uso de
antibioterapia y el mayor contacto con el ambiente sanitario de este colectivo. La
guimioterapia ademds de su efecto inmunosupresor (64,69), tiene cierto efecto
antimicrobiano en alguno de sus componentes (66,70), por lo que la asociacién de ambos
aumenta el riesgo de contraer ICD. Otros factores de riesgo incluyen la cirugia gastrointestinal
(71) o la manipulacién del tracto digestivo, incluyendo la sonda nasogastrica (72). Existe
controversia acerca de la medicacién supresora de acido estomacal (antihistaminicos anti-H2
o inhibidores de la bomba de protones-IBP). A pesar de que numerosos estudios recientes
sugieren una relacién epidemioldgica entre los supresores de acido y la ICD, sobre todo los
IBP (35,38,73—75), existen también otros estudios bien controlados que sugieren que esta
asociacion es debida a un factor de confusién con la gravedad de enfermedad de base

subyacente y la estancia hospitalaria prolongada (41,76,77).
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4. Diagnéstico

La determinacién del numero éptimo de episodios de diarrea que justifica la necesidad de
pruebas de ICD depende de la probabilidad de la infeccion (tasas de ICD altas o bajas), posibles
factores de confusidn (enfermedades subyacentes y / o intervenciones médicas o quirdrgicas
gue aumentan la posibilidad de diarrea iatrogénica), factores de riesgo asociados a ICD y los
métodos diagndsticos aplicados (métodos de alta especificidad o de baja especificidad/valor

predictivo).

En el caso de que un paciente tenga sintomas de diarrea que no se pueden atribuir
claramente a problemas activos (enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), alimentacion por
sonda enteral, quimioterapia o laxantes) esta indicado realizar un cribado de C. difficile
toxigénico. Alternativamente, las pruebas pueden estar indicadas si los sintomas persisten
después de abordar otras posibles causas de diarrea. Por ello, es dificil excluir la posibilidad

de ICD solo por motivos clinicos en un paciente con diarrea de nueva aparicion.

Los criterios clinicos para iniciar cribado microbioldgico de ICD han ido cambiando en el
tiempo a medida que ha aumentado el conocimiento de esta entidad. En particular, el nUmero
y la frecuencia de las deposiciones diarreicas necesarias para justificar el estudio han
disminuido en los ultimos 40 afios. Tedesco et al (78) definieron la diarrea como> 5
deposiciones blandas por dia en 1974; Teasley y col (79) como> 6 deposiciones blandas
durante un periodo de 36 horas en 1983; Fekety et al (51) como heces liquidas o > 4
deposiciones por dia durante al menos 3 dias en 1989; Johnson et al (60) como 23
deposiciones blandas o acuosas en 24 horas en 2013. La ultima definicion es dada por
Dubberke et al (18) que utilizaron una definicién clinica de >3 deposiciones diarreicas (heces

de tipo 6 0 7 en el Bristol Stool Chart(80)) en 24 horas.
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Como se ha hecho referencia anteriormente, el diagnostico microbioldgico de ICD ha
evolucionado notablemente en los uUltimos afios. Existe una variedad de opciones disponibles
en pruebas de laboratorio para confirmar el diagndstico de la ICD, y estan bien descritas en
revisiones recientes (12,81). En resumen, estos métodos detectan el organismo o una o ambas
de sus principales toxinas (A y B) directamente en las heces. El cultivo toxigénico (CT), utiliza
un agar selectivo prerreducido, agar cicloserina-cefoxitina-fructosa o una variante del mismo,
seguido de incubacion anaerdbica durante varios dias. EIl microorganismo forma colonias
grandes de borde irregular con el caracteristico "olor de establo de caballos"”, en este
momento podria ser identificado por métodos bioquimicos o espectrometria de masas. Para
mejorar la recuperacion del organismo, un paso de seleccién de esporas, ya sea por calor o
por alcohol, se aplica a las heces antes de inocular el medio. Una vez que se identifica C
difficile, se debe investigar si la cepa es toxigénica (detecciéon gen o toxina a partir del
cultivo). El CT, aunque no esta estandarizado, ha sido uno de los métodos de referencia con

los que se comparan otros métodos.

El otro método de referencia es el ensayo de neutralizacién de citotoxicidad celular
(CCNA), que detecta la toxina directamente en las heces. Este ensayo comienza con la
preparacion de un filtrado de heces, que se inocula sobre una monocapa de una linea celular
adecuada (células Vero o fibroblastos humanos). Después de una incubacidn de 24-48 horas,
se observa el cultivo celular mediante microscopio invertido para ver si se produce efecto
citopatico (CPE). Se realizan pruebas por duplicado con anticuerpos neutralizantes
contra Clostridium sordellii o toxina C. difficile, para garantizar que el CPE observado sea
realmente causado por toxinas de C difficle. Aunque se hace una incubacién hasta 48 horas,
la mayoria de los positivos se detectan después de 18-24 horas. Este método es engorroso,

requiere mucho tiempo y carece de estandarizacién, no esta al alcance de la mayoria de los
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laboratorios de microbiologia, aunque si se optimiza, es uno de los métodos mds sensibles y

especificos disponibles para la deteccidon de la toxina de C. difficile.

En los ultimos afios las técnicas han evolucionado hacia pruebas de antigenos y acidos
nucleicos (TAAN). Los inmunoensayos enzimaticos (EIA), inicialmente para la deteccién de la
toxina A sola, y mas tarde para ambas toxinas, estuvieron disponibles y reemplazaron los
métodos de referencia anteriores para las pruebas clinicas de rutina a fines de la década de
1980y principios de la de 1990. Los EIA utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales para
detectar toxinas de C. difficile y existen numerosos ensayos comerciales disponibles. El
rendimiento es variable, algunas veces muy bajo, lo que provocd el desarrollo de otros
métodos mas sensibles, como los inmunoensayos de GDH asociados a pruebas moleculares
(deteccion de genes toxigénicos)(12,82,83). Si bien los EIA de toxinas siguen teniendo una
sensibilidad limitada frente a las TAAN, siguen siendo Utiles para la deteccion deC.

difficile toxigénico(12,80).

Los inmunoensayos de glutamato deshidrogenasa (GDH) detectan la enzima metabdlica
altamente conservada presente en niveles elevados en todos los aislados de C. difficile. Dado
gue este antigeno estd presente en cepas toxigénicas y no toxigénicas, la determinacién de
GDH carece de especificidad y debe combinarse con otra prueba mas especifica. La prueba de
GDH es el paso de deteccidn inicial en algoritmos de 2 y 3 pasos que la combinan con una
prueba TcdB y/o una prueba molecular (TAAN) para la deteccidn del gen que codifica la toxina
B (tcdB). La combinacidn ha permitido obtener resultados rdpidos y una sensibilidad mejorada
en comparacién con la prueba de EIA de toxinas por si sola, y ha demostrado su eficiencia

(12,82,83).
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El método ideal para el diagnéstico de laboratorio de la ICD sigue siendo dificil de alcanzar,
ya que los pacientes pueden albergar cepas toxigénicas y no tener una enfermedad clinica,
una observacion que ya se hizo en los primeros estudios poco después del descubrimiento de
C. difficile (50,84). Ademas, la diarrea en pacientes hospitalizados es comun y C. difficile es el
responsable de menos del 30% de los episodios y, a menudo, tan sélo en el 5-10%
(84,85). Falta consenso sobre el mejor método de analisis de laboratorio. Gran parte de la
bibliografia sobre pruebas de diagndstico que comparan métodos de laboratorio esta limitada
por el uso de un estdndar comparativo inadecuado (es decir, estandares distintos de la

enfermedad clinica) o un método de referencia que nunca ha sido estandarizado(86).
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5. Justificacion

En los afios 2010-2011 existia controversia sobre la importancia de la toxina B de C. difficile
(TcdB) en diferentes aspectos de la ICD, principalmente en su papel como factor prondstico
de enfermedad grave, desarrollo de recurrencias y complicaciones. A partir de ese afio
comenzaron a publicarse diferentes estudios que aportan datos al respecto, siendo cada vez
mas evidente esta relacidn. Igualmente ocurre con la toxina binaria (Cdt), aunque sobre esta
ultima existe poca evidencia que apoye su utilidad como factor pronéstico.

El objetivo de este estudio ha sido aportar mayor informacién para la toma de decisiones
en el manejo inicial de los pacientes con ICD. El constante aumento de casos de ICD, las ultimas
recomendaciones de tratamiento aportadas por las diferentes sociedades cientificas (SEIMC,
IDSA...) y la disponibilidad de nuevas estrategias terapéuticas hacen indispensable disponer
de criterios capaces de predecir ICD grave, riesgo de recurrencia o de complicaciones, para

poder conseguir el abordaje mas eficiente de esta patologia.
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6. Hipotesis y objetivos
6.1. Hipotesis: La deteccion TcdB y/o cdtA estan relacionados con un mayor indice de
enfermedad grave, asi como con una mayor tasa de complicaciones y de mala
evolucién de la ICD.
6.2. Objetivos
6.2.1. Objetivo principal
Estudiar la asociacidon entre la deteccion TcdB y cdtA en heces, con la aparicidon de
enfermedad severa o complicada.
6.2.2. Objetivos secundarios
6.2.2.1. Identificar factores de riesgo relacionados con enfermedad severa o
complicaciones.
6.2.2.2. Conocer las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes

con infeccion por Clostridioides difficile.
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7. Comité de ética

El presente proyecto se presentd y fue aprobado por el Comité de Etica para la
Investigacion de Cadiz (CEICa). Se realizd segun la Declaracion de Helsinki. Este proyecto no
implicé cambios en la actitud diagndstica ni terapéutica de los pacientes y en todos los casos,
el paciente fue informado en detalle del procedimiento, de la confidencialidad y de los fines
especificos de este estudio. Se obtuvieron los documentos firmados con su consentimiento,
de acuerdo con la normativa establecida segun la ley actual de Investigacion Orgdnica

Biomédica de 14 de julio 2007.

Paralelamente al uso de las muestras bioldgicas, se registraron datos clinicos en una base
de datos, manteniendo a lo largo del estudio se mantendra en estricta confidencialidad por

parte del equipo investigador.

El analisis y evaluacion de los resultados de este estudio se ha realizado y mediante un
procesamiento electrénico de los datos, de forma andnima, y ajustandose a la normativa
vigente, incluyendo la actual Ley de Proteccion de Datos, cumpliéndose la Ley 14/2007 de
Investigacion biomédica y su desarrollo posterior y en la Ley de Autonomia del Paciente (Ley

41/2002) (Anexo I. Evaluacién del Comité Etico de la Investigacién de Cadiz).
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8. Material y métodos

El estudio se ha realizado en el Hospital Universitario de Jerez, hospital de segundo nivel,
con una poblacién de referencia aproximada de 350.000 habitantes. Cabe destacar que, para
atencién oncohematoldgica, la poblacion atendida se incrementa has aproximadamente
450.000 habitantes. La poblacién analizada en el presente estudio provenia tanto de pacientes
hospitalizados como de consultas externas en los que se detecta C. difficile toxigénico.

La estimacion de tamaino muestral se realizé mediante el paquete EPIDAT 4.1, asumiendo
una proporcién de enfermedad severa en un 30% de pacientes con diagndstico de ICD, para
una precision del 7% y un nivel de confianza del 95% se establecié un tamafo muestral de
220. El estudio se llevd a cabo prospectivamente a partir de enero de 2012 y finalizé en
septiembre de 2018, tras alcanzar el tamafio muestral.

Se incluyeron todos los pacientes atendidos con diarrea de duracién superior a 72 horas y
diagndstico microbioldgico de ICD. Todos los casos incluidos fueron primeros episodios.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico para la investigacion de la provincia de
Cadiz segun los estandares vigentes a la fecha para las buenas practicas clinicas (Anexo I.
Evaluacién del Comité Etico de la Investigacion de Cadiz).

Para el diagndstico microbioldgico se siguid un algoritmo en dos pasos: deteccién de la
enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH) (Health & Research C. difficle GDH, VEGAL
FARMACEUTICA SL, Espafia), seguida en caso de positividad de una técnica de amplificacion
de acidos nucleicos (PCR tiempo real) que detecta el gen tcdB que codifica la toxina B) y el gen
de la toxina binaria (cdtA) (GenXpert® C. difficile BT, Cepheid Iberia S.L.U., Espafia). La prueba
GenXpert® es capaz de detector una delecién en el nucleétido 117 del gen regulador tcdC
(tcdCA117) compatible con cepas ribotipo 027 (RT027). La mayor produccién de toxinas de las
cepas 027 se atribuye a deleciones del gen regulador del tcdC, por lo que se puede utilizar este

método para el cribado de dichas cepas con mayor virulencia.
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Adicionalmente, a las muestras con diagndstico molecular confirmado (tcdB+) se les
investigd la presencia de TcdB mediante el ensayo de deteccidn directa de toxina en heces
Uni-Gold®C. difficile Toxin A/B, Trinity Biotech, USA. Este ensayo es un inmunoenzimoanalisis
(LATERAL FLOW) cualitativo para la deteccion de TcdA/B C. difficile en heces.

En el Anexo Il (Hoja de recogida de datos) se reflejan las variables clinico-epidemiolégicas
recogidas.

Se definié como “caso” la presencia de diarrea durante 72 horas o mas junto a la deteccién
de tcdB.

III

El criterio para establecer el origen “nosocomial” de la ICD fue temporal. Se considerd
adquisiciéon nosocomial si los sintomas aparecieron tras 48h desde el ingreso hospitalario o
antes de los 7 dias tras el alta hospitalaria. Los casos asociados a cuidados sanitarios se
definieron como aquellos acontecidos en pacientes con contacto habitual con ambiente

hospitalario (hospital de dia, procedimientos quirdrgicos menores) sin criterios de origen

nosocomial.

Se cred una variable conjugada con los valores de TcdB y cdtA de tal forma que existian 4

posibles categorias para valorar independencia de las mismas.

Se consideré “recurrencia” la nueva presentacion de sintomas en las siguientes 8 semanas
tras un diagnodstico de ICD, siempre que los sintomas del episodio previo hubiesen sido
resueltos.

Para definir “enfermedad grave” se eligié la escala ZAR de acuerdo a la bibliografia
disponible al inicio del estudio (2011). La enfermedad grave se establecié cuando se cumplian
2 0 mas criterios de la escala de ZAR. Segun el ensayo clinico realizado por Zar et al (87) se da

un punto por cada una de las siguientes condiciones o valores: edad> 60 afos; temperatura
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>38,3°C; nivel de albumina <2.5 mg / dL; leucocitosis> 15,000 células / mm 3. Se dan dos

puntos para la evidencia endoscdpica de colitis pseudomembranosa y el ingreso en UCI.

Tabla 1. Criterios de gravedad y puntuacién segun la escala de ZAR

Criterios de gravedad Puntuacién
Edad > 60 afios 1
Temperatura > 38.32C 1
Albumina sérica < 2.5 mg/dL 1
Leucocitos 15.000 células/microL 1
Colitis pseudomembranosa 2
Ingreso en UCI 2

Las complicaciones registradas fueron presencia de megacolon toxico, necesidad de
colectomia y muerte relacionada.
Se atribuyé muerte relacionada por ICD ante ausencia de otras entidades concomitantes

que justificaran la muerte del paciente.

Se realizé un seguimiento de los pacientes a los 90 dias con el fin de establecer

recurrencias o desenlace fatal.

Todas las muestras con resultado positivo se congelaron para posibles estudios

posteriores.

8.1. Anadlisis estadistico
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Se realizé un analisis de asociacion univariante/multivariante. La significacion estadistica
se calculd mediante la prueba “t de student" para variables continuas o cuantitativas y el test
de la X? o de Fisher exacto para las variables cualitativas.

Para el analisis se utilizé el programa SPSS v.20.
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9. Resultados

9.1. Estudio de muestras

Durante el periodo estudiado se recibieron un total de 8953 muestras diarreicas en el

laboratorio de Microbiologia, de las cuales solo se aceptaron 3763 para estudio de GDH

por ausencia de datos clinicos o no cumplir los criterios de inclusidon anteriormente citados.

De estas ultimas, 445 resultaron GDH+ y de ellas, en 220 se detectd el gen que codifica la

toxina B (tcdB).

Diagrama 1. Muestras procesadas

19 recurrencias

8953 muestras diarreicas

3763 GDH

4691 no criterios inclusion
499 sin datos clinicos

|

445 GDH +

)

39 repeticiones

I

3357 GDH -

l

220 tcdB +

)

167 tcdB -
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9.2. Analisis descriptivo

De los 220 pacientes incluidos en la muestra, 113 (51.4%) fueron mujeres, y la mediana
de edad fue de 70 anos (rango 14-96). Se trataba mayoritariamente de pacientes ingresados
(88.2%), siendo el servicio asistencial con mds casos Medicina Interna (21.8%), seguido de
Hematologia y Digestivo (ambos con 18.2%). Destacan también los servicios de Infecciones y

Oncologia (Tabla 2).

Tabla 2: Caracteristica sociodemograficas.

Caracteristica sociodemografica  Categoria N %
Edad Afios (mediana (rango)) 70 (14-96)
Sexo Hombre 107 48.6

Mujer 113 51.4
Ml 48 21.8
Infecciones 35 15.9
Hematologia 40 18.2
Oncologia 29 13.2
Digestivo 40 18.2
Servicio Cirugia 5 2.3
Nefrologia 9 41
ucl 5 2.3
Neurologia 4 1.8
Traumatologia 1 0.5
Urgencias 3 1.4
Urologia 1 0.5
Ingresado 194 88.2

Manejo del paciente Ambulatorio 26 11.8

En 92.7% de los casos los pacientes presentaban comorbilidades. Casi la mitad (n=94;
46.1%) presentaba algun tipo de neoplasia, principalmente tumor sdélido (n=49; 52.1%). Mas
de la mitad (n=57; 62%) estaba en tratamiento antineopldsico. Cabe destacar que 91 pacientes
(44.6%) se encontraba inmunodeprimido, y de éstos, 78 (85.7%) debido a la enfermedad
neoplasica (Tabla 2). Ese elevado porcentaje de pacientes con neoplasia de nuestra serie

estaria justificado al ser nuestro hospital de referencia para procesos oncohematolégicos para
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una poblacién mayor (>450.000 habitantes) de la que le corresponderia como Area de Gestidn

Sanitaria (350.000 habitantes). Por otro lado, nos encontramos en un area de elevada

incidencia para procesos neoplasicos con respecto a otras zonas de Andalucia(88)

Entre las comorbilidades presentes, destacan hipertensidon (n=106; 52%), diabetes

(n=63; 30.9%), cardiopatia (n=57; 27.9%) y enfermedad coldnica (n=44; 21.6%), entre otros.

En menor medida estuvieron presentes obesidad, cirrosis y enfermedad pulmonar obstructiva

crénica. Los pacientes mostraron un bajo nivel de comorbilidad (indice Charlson 3.45+2.34).

(Tabla 3). Segun la puntuacion de McCabe, la enfermedad fue ultimamente fatal en el 10.5%

de los casos y tardiamente fatal en el 35.5%.

Tabla 3: Comorbilidades previas.

Comorbilidades Categoria
, Si
Patologia de base No
Hipertension arterial Si
(n=204) No
Diabetes mellitus (n=204) S
No
Obesidad (n=204) S
No
Cirrosis (n=204) S
No
EPOC (n=204) S
No
Cardiopatia (n=204) S
No
Enfermedad renal crénica Si
(n=204) No
e Si
Dialisis (n=204) No
Cirugia abdominal previa Si
(n=204) No
. Si
Neoplasia (n=204) No

Tipo de neoplasia Tumor solido

(n=94) Hemopatia

Si

204
16
106
98
63
141
19
185
12
192
20
184
57
147
42
162
13
191
11
193
94
110
49

45
57

%
92.7
7.3

52

48
30.9
69.1
9.3
90.7
5.9
94.1
9.8
90.2
27.9
72.1
20.6
79.4
6.4
93.6
5.4
94.6
46.1
53.9
52.1

47.9
62
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Tratamiento de
neoplasia (n=92)

Inmunodepresion (n=204)

Inmunodepresién
por la neoplasia
(n=91)
Inmunodepresién
farmacoldgica
(n=91)
Bioldgicos
(n=63)
Otras

drogas
(n=64)

Trasplante (n=90)

Enfermedad coldnica
(n=204)

Ell (n=44)

Diverticulosis
(n=44)

Neoplasia de
colon (n=44)

indice de Charlson

McCabe

Si

No

Escala 0-40
(Media (DT))
Enfermedad no
fatal

Enfermedad
tardiamente fatal
Enfermedad
ultimamente fatal

35 38
91 44.6
113 55.4
78 85.7
13 14.3
65 71.4
26 28.6
16 25.4
47 74.6
54 84.4
10 15.6
22 24.4
68 75.6
44 21.6
160 78.4
16 36.4
28 63.6
16 36.4
28 63.6
12 27.3
32 72.7
3.45 (2.34)
119 54.1
78 35.5
23 10.5
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Habian recibido tratamiento previo con antibidticos 209 (95%) pacientes. Los farmacos
mas implicados fueron cefalosporinas (n=62; 28.2%), penicilinas (n=61; 27.7%),
carbapenémicos (n=49; 22.3%) y quinolonas (n=45; 20.5%). En practicamente la mitad (n=109;
49.8%) de los pacientes se suspendio la antibioterapia al diagndsticoy en 62 (22.8%) ya estaba

suspendida antes del episodio (Tabla 4).

Tabla 4. Uso de antibidticos antes de la aparicion del episodio.

Antibioterapia previa n %
Antibioterapia previa 209 95
Penicilinas 61 27.7
Cefalosporinas 62 28.2
Quinolonas 45 20.5
Carbapenémicos 49 22.3
Sulfamidas 17 7.7
Glucopéptidos 12 5.5
Macrélidos 4 1.8
Linezolid 4 1.8
Aminoglucoésidos 3 1.4
Metronidazol 2 0.9
Rifamicinas 2 0.9
Poliximinas 1 0.5
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La adquisicion de ICD fue nosocomial en la mayoria de los casos (n=133; 60,5%),
aungue destacamos que en 49 (22.2%) de los casos estuviese asociado a la comunidad. Hubo
38 (17.2%) casos relacionados con los cuidados sanitarios. Todos los pacientes presentaron
diarrea. Solo 29 (13,2%) con mas de 10 deposiciones/dia, 37 (16,8%) dolor abdominal y 33

(15.4%) creatinina superior a su basal (Tabla 5).

Tabla 5: Datos de la infeccién que motiva el estudio de seguimiento.

Caracteristicas de la

IcD Categoria N %
Comunitaria 49 22.2
Adquisicién Aspaada @ o 38 17.3
cuidados sanitarios
Nosocomial 133 60.5
. Si 37 16.8
Dolor abdominal NG 183 83.2
Diarrea Si 220 100
Episodio como motivo Si 76 34.5
ingreso No 144 65.5
Leucocitos (n=212) Neleucos/microl 11565 4 (+8389.3)
(Media +DT)
Creatinina 1.5 Si 33 15.4
veces/basal (n=214) No 181 84.6
Grados
Temperatura (n=218) centigrados 37.06 £1.13
(Media +DT)
N2 deposiciones/dia Si 29 13.2
>10 No 191 86.8
Albumina (n=31) g/dl (Media+DT) 2.9+0.69
. Compatible 11 68.8
Colonoscopia (n=16) No compatible 5 31.3
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Se determind la presencia de TcdB en 217 casos de los 220 iniciales, resultando positiva

en 82 (37.8%). La presencia de cdtA se investigd en 211 ocasiones, detectandose en 74 (35.1%)

(diagrama 2).

Diagrama 2. Muestras procesadas y resultados microbioldgicos

8953 muestras diarreicas

4691 no criterios inclusion
499 sin datos clinicos

3763 GDH

| l

445 GDH + 3357 GDH -

19 recurrencias T
39 repeticiones |

| }

220 tcdB + 167 tcdB -

3 TcdB perdidas
9 CDT perdidas

TcdB+ 82 / TedB- 135
CDT+ 74/ CDT - 137
TcdB+/CDT+ 33
TcdB+/CDT- 40
TcdB-/CDT+ 38
TcdB-/CDT- 97
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Ambos marcadores se analizaron en 208 muestras, detectandose en 33 (15.9%)

ocasiones. Por otro lado, e en 97 (46.6%) de los pacientes no se detectaron ninguno de ellos

(Tabla 6).

Tabla 6: Presencia de toxinas y/o genes codificadores

Toxinas
TcdB (n=217)

cdtA (n=211)

TcdB y cdtA (n=208)

Categoria

Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
TcdB+y cdtA+
TcdB+ y cdtA-
TcdB- y cdtA+
TcdB- y cdtA-

82
135
74
137
33
40
38
97

%

37.8
62.2
35.1
64.9
15.9
19.2
18.3
46.6

Solo obtuvimos un caso de ICD por ribotipo 027, por lo que no se ha estudiado

asociaciones entre grupos.

La enfermedad fue grave en 61 (27.7%) de los casos segun el indice de ZAR,

presentando complicaciones 32 (14.5%) pacientes, y resultando fatal en 9 pacientes. Se

observé recurrencia en el 9.1% (n=20) de los casos (Tabla 7).

Tabla 7: Complicaciones.

Complicaciones
Ingreso en UCI
Colectomia

Exitus

Tipo de muerte (N=29)
Recurrencia

Complicaciones

Enfermedad grave (indice de
ZAR)

Categoria

Si

No

Si

No

Si

No
Relacionada
No relacionada
Si

No

No

Si

No

Si

217

219
31
189

20
20
200
188
32
159
61

%

1.4
98.6
0.5
99.5
14.1
85.9
31
69
9.1
90.9
85.5
14.5
72.3
27.7
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Si analizamos la evolucién a lo largo del periodo de estudio observamos cémo se
produce un aumento de las determinaciones de GDH y el nimero de casos, existiendo un pico
deincidencia (15 casos/10.000 ingresos) en el afio 2015 que coincide con un brote nosocomial
en planta de hospitalizacion de pacientes oncohematoldgicos. En cuanto a las recurrencias no
existe esta tendencia, sino que existe un pico en el afo 2017 sin que hayamos podido
determinar su causa. En 2018 se evidencia un numero de casos inferior, debido a la falta del
ultimo trimestre por la finalizacidn del estudio en septiembre. La incidencia por cada 10.000

ingresos aumento en los primeros afios, manteniéndose estable en los ultimos (Grafica 2 y 3).

Grafica 2. Evolucion del nimero de determinaciones de GDH realizadas.

751 745
i

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

50



Grafica 3. Evolucion de casos de ICD
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9.3. Pruebas de normalidad
Ninguna de las variables cuantitativas recogidas en este estudio sigue una distribucién
normal, salvo el nivel de albumina, como puede verse en los resultados de las pruebas de

normalidad (Tabla 8).

Tabla 8: Pruebas de normalidad.

Variable p-valor Normal
Edad <0.001 No
indice Charlson  <0.001 No
Leucos <0.001 No
Temperatura <0.001 No
Albumina 0.150 Si
indice de Horn  <0.001  No

Ct Toxina B 0.173 Si
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9.4. Relacidn entre TcdB y enfermedad severa, complicaciones y recurrencia

Los pacientes en los que se detectd la presencia de TcdB en heces, presentaron mayor
gravedad del cuadro clinico y mayor nimero de recurrencias (35.4% vs. 23%, p=0.048 y 14.6%
vs. 5.9%, p=0.032, respectivamente). En estos pacientes también se observé un mayor numero
de complicaciones, aunque no alcanzé significacion estadistica (20.7% vs. 11.5%, p=0.053); no
hubo diferencias significativas en la mortalidad por cualquier causa (14.9% vs 17.1%, p=0.747)

(Tabla 9).

Tabla 9: Relacidn entre TcdB y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia.

Toxina B p-valor?
Positivo  Negativo
Enfermedad grave No 53(64.6) 104 (77) 0.048
Si  29(35.4) 31(23)

Complicaciones No 65(79.3) 120(88.9) 0.053
Si 17 (20.7) 15(11.1)

Exitus No 40(85.1) 63(82.9) 0.477
Si  7(14.9) 13(17.1)

Recurrencia No 70(85.4) 127(94.1) 0.032

Si  12(14.6) 8(5.9)
aChi-cuadrado de Pearson.
Grdfica 4. Relacién entre TcdB y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia.
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9.5. Relacidn entre cdtA y enfermedad severa, complicaciones y recurrencia

Cuando analizamos cdtA, se observé un patrén similar al de la TcdB, aunque con una
mayor diferencia entre grupos en el caso de enfermedad grave (39.2% vs. 21.2%, p=0.005).
Igualmente, fue mayor el porcentaje de pacientes con cdtA que presentaron complicaciones
y en los que se observd recurrencia (p=0.037 y p=0.029, respectivamente). En términos de

mortalidad por cualquier causa no hubo diferencias (10.2% vs 18.5%, p=0.147) (Tabla 10).

Tabla 10: Relacién entre cdtA y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia.

cdtA p-valor?
Positivo  Negativo

Enfermedad grave No 45(60.8) 108(78.8) 0.005
Si 29(39.2) 29(21.2)

Complicaciones No 58(78.4) 122(89.1) 0.037
Si  16(21.6) 15(10.9)

Exitus No 44(89.8) 75(81.5) 0.147
Si  5(10.2) 17 (18.5)
Recurrencia No 63(85.1) 129(94.2) 0.029

Si  11(14.9) 8(5.8)

aChi-cuadrado de Pearson.

Grafica 4. Relacién entre cdtA y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia
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% de casos

9.6. Relacion entre la variable conjugada TcdB/cdtA con enfermedad grave,

complicaciones y recurrencia

El efecto de ambos tipos de toxina actuando de manera conjunta es superior al de cada
una por separado, en el sentido de que su presencia conjunta implica mds casos de
enfermedad grave, complicaciones y recurrencia, que cuando actlan por separado. De tal
forma que los casos TcdB+/cdtA+ presentan mayor riesgo que los TcdB-/cdtA+, estos a su vez
mayor que los TcdB+/cdtA- y los que menos los TcdB-/cdtA-. Si actian por separado,
observamos que la presencia de toxina binaria implica mayor porcentaje de pacientes con
enfermedad grave, complicaciones y recurrencia, en comparacion con la toxina de manera

aislada (Tabla 11).

Tabla 11: Relacién entre TcdB y cdtA y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia.

TcdB/cdtA p-valor
TcdB+/cdtA+ TcdB+/cdtA- TcdB-/cdtA+ TcdB-/cdtA-
Enfermedad No 18 (54.5) 29 (72.5) 25 (65.8) 79 (81.4) 0.018*
grave* Si 15 (45.5) 11 (27.5) 13 (34.2) 18 (18.6)
Complicaciones No 22 (66.7) 35(87.5) 33 (86.8) 87 (89.7) 0.013?
Si 11 (33.3) 5(12.5) 5(13.2) 10 (10.3)
Recurrencia No 25 (75.8) 37 (92.5) 35(92.1) 92 (94.8) 0.031°
Si 8 (24.2) 3(7.5) 3(7.9) 5(5.2)

aChi-cuadrado de Pearson; ®"Razén de verosimilitud; cscore ZAR

Grafica 5. Relacion entre TcdB y cdtA y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia
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Tabla 12: Resumen de la relacion entre TcdB, cdtA, TcdB/cdtA y enfermedad grave, complicaciones y recurrencia.

Enfermedad grave® p-valor Complicaciones p-valor Recurrencias p-valor
n (%) n (%) n (%)
TcdB- 31(23) 0.048? 15 (11.5) 0.0532 8(5.9) 0.032°
TcdB+ 29 (35.4) 17 (20.7) 12 (14.6)
cdtA- 29 (21.2) 0.0052 15 (10.9) 0.037° 8(5.8) 0.028°
cdtA+ 29 (39.2) 16 (21.6) 11 (14.9)
TcdB-/cdtA- 18 (18.6) 0.018° 10 (10.3) 0.0132 5(5.2) 0.031°
TcdB-/cdtA+ 13 (34.2) 5(13.2) 3(7.9)
TcdB+/cdtA- 11 (27.5) 5 (12.5) 3(7.5)
TcdB+/cdtA+ 15 (45.5) 11 (33.3) 8(24.2)

aChi-cuadrado de Pearson; "Razén de verosimilitud; cscore ZAR
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Valor del Ct

9.7. Analisis del ciclo de umbral de deteccion de la TcdB

Del total de las muestras analizadas, en 98 de ellas disponiamos del ciclo del umbral
de deteccion (Ct). La media de este fue de 26.92 con una DT 4.30, siguiendo una
distribucion normal. La media para TcdB+ fue 24.85 mientras que para TcdB- 27.71,

siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0.003).

Histograma 1. Relacién entre el valor Ct (mediatDT) de tcdB y presencia de TcdB

Toxina B directa
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35,00—
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25 00—
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Ctdelatoxina B Ct de latoxina B
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9.8. Anadlisis de tratamiento

En 205 (93,2%) de los casos se administrd tratamiento especifico para la ICD. Se
utilizé terapia combinada con vancomicina y metronidazol en 28 (12,7%). El farmaco
mas usado fue vancomicina (n=162; 73,6%), seguido de metronidazol (n=103; 46,8%) y

fidaxomicina (n=3; 1,4%).

Grafico 7. Tratamientos utilizados
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9.9. Analisis bivariante para complicaciones

No se observaron diferencias entre los pacientes que presentaron complicacionesy los
gue no las presentaron en lo relativo a sus caracteristicas sociodemograficas (Tabla 13), sus
comorbilidades previas (Tabla 14) o el uso de antibidticos antes de la aparicidén del episodio
(Tabla 15). Tan sélo se observd que las personas con complicaciones presentaron en mayor
proporcién una elevacién superior a 1.5 veces su creatinina basal (36.7% vs. 11.6% en el grupo
sin complicaciones) y mas de 10 deposiciones/dia (28.1% vs. 10.8%). Todos los pacientes con
complicaciones se sometieron a colonoscopia que resulto compatible con la infeccién
(mientras que sdlo la mitad de los que no tuvieron complicaciones lo hicieron), si bien hay que
tener en cuenta que esto afecto a 4 pacientes y solo 15 pacientes del total se sometieron a

colonoscopia (Tabla 16).

Tabla 13: Relacién entre caracteristicas sociodemograficas y complicaciones.

. Complicaciones
Caracteristicas

el e Categoria No Si p-valor
n (%) n (%)
Edad Media (DT) 64.6(19.2) -7 0.4152
(20.7)
Hombre 91 (49.2) 15 (46.9)
Sexo Mujer 94 (50.8) 17 (53.1) 0.809°
MI 40 (21.6) 7 (21.9)
Infecciones 30(16.2) 5(15.6)
Hematologia 34 (18.4) 5(15.6)
Oncologia 23 (12.4) 6 (18.8)
Digestivo 32 (17.3) 7 (21.9)
- Cirugia 5(2.7) 0(0) c
servicio Nefrologia 9 (4.9) 0 (0) 0.496
ucl 3(1.6) 2 (6.3)
Neurologia 4(2.2) 0(0)
Traumatologia 1(0.5) 0(0)
Urgencias 3(1.6) 0(0)
Urologia 1(0.5) 0(0)
. . Ingresado 162 (87.6) 29 (90.6) c
Manejo del paciente "\ 1torio 23(12.4)  3(9.4) 0.613

aU de Mann-Whitney; bChi-cuadrado de Pearson; cRazén de verosimilitud.
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Tabla 14: Relacion entre comorbilidades previas y complicaciones.

Comorbilidades

Comorbilidades

Hipertensién arterial

Diabetes

Obesidad

Cirrosis

EPOC

Cardiopatia

ERC

Dialisis

Cirugia abdominal previa

Neoplasia

Tipo neoplasia
(n=94)

Tratamiento
neoplasia (n=86)

Inmunodepresion
Neoplasia
Farmacoldgica
Bioldgico

Otras
drogas

Trasplante

Enfermedad coldnica

Categoria

Si
No

Si

No

Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No

Tumor sélido
Hemopatia maligna

Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No

Complicaciones

No

n (%)
172 (93)
13 (7)

90 (52.3)

82 (47.7)

52 (30.2)
120 (69.8)
13 (7.6)
159 (92.4)
9(5.2)
163 (94.8)
17 (9.9)
155 (90.1)
47 (27.3)
125 (72.7)
38 (22.1)
134 (77.9)
11 (6.4)
161 (93.6)
10 (5.8)
162 (94.2)
78 (45.3)
94 (54.7)
41 (52.6)
37 (47.4)
48 (63.2)
28 (36.8)
75 (43.6)
97 (56.4)
64 (85.3)
11 (14.7)
53 (70.7)
22 (29.3)
14 (26.9)
38(73.1)
43 (82.7)
9(17.3)
19 (26)
54 (74)

39 (22.7)
133 (77.3)

Si

n (%)
29 (90.6)
3(9.4)
14
(48.3)
15
(51.7)
10 (34.5)
19 (65.5)
5(17.2)
24 (82.8)
3(10.3)
26 (89.7)
2 (6.9)
27 (93.1)
8 (27.6)
21 (72.4)
3(10.3)
26 (89.7)
2 (6.9)
27 (93.1)
1(3.4)
28 (96.6)
14 (48.3)
15(51.7)
8(57.1)
6(42.9)
8(57.1)
6 (42.9)
15 (51.7)
14 (48.3)
13 (86.7)
2 (13.3)
11 (73.3)
4(26.7)
1 (10)

9 (90)
10 (90.9)
1(9.1)
3(18.8)
13 (81.3)
5(17.2)
24 (82.8)

p-valor

0.649¢

0.686°

0.647°
0.121¢
0.319¢
0.597¢
0.977°
0.146°
0.920¢
0.583¢
0.770°
0.752°
0.670°
0.416°
0.892¢
0.834¢
0.216¢
0.473¢
0.531¢

0.513°

60



Ell

Diverticulosis

Neoplasia
coldnica

indice de Charlson

McCabe

2U de Mann-Whitney.
bChi-cuadrado de Pearson.
‘Razdn de verosimilitud.

Si
No
Si
No
Si
No

Media (DT)

Enfermedad no fatal
Enfermedad
tardiamente fatal
Enfermedad
ultimamente fatal

13 (33.3)
26 (66.7)
15 (38.5)
24 (61.5)
11 (28.2)
28 (71.8)

3.4(2.3)
105 (56.8)
62 (33.5)

18 (9.7)

3 (60)

2 (40)
1(20)

4 (80)
1(20)

4 (80)
3.9
(2.3)

12 (37.5)

15 (46.9)

5(15.6)

0.253¢

0.400°

0.690°

0.1722

0.126°
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Tabla 15: Diferencias en el uso de antibidticos antes de la aparicion del episodio seguln

presencia de complicaciones.

Antibioterapia previa

Uso de antibidtico previo

Penicilinas

Cefalosporinas

Quinolonas

Carbapenémicos

Cotrimoxazol

Sulfamidas

Macrélidos

Linezolid

Glucopéptidos
Aminoglucdsidos

Metronidazol

Rifamicinas

Poliximinas

Suspension del antibidtico
gue condiciona el episodio

Categoria

Si
No
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
Si
No

Ya suspendido

bChi-cuadrado de Pearson; cCRazén de verosimilitud.

Complicaciones

No

n (%)
176 (95.1)
9(4.9)
136 (73.5)
49 (26.5)
136 (73.5)
49 (26.5)
144 (77.8)
41 (22.2)
141 (76.2)
44 (23.8)
174 (94.1)
11 (5.9)
182 (98.4)
3(1.6)
181 (97.8)
4(2.2)
181 (97.8)
4(2.2)
176 (95.1)
9(4.9)
182 (98.4)
3(1.6)
183 (98.9)
2(1.1)
184 (99.5)
1(0.5)
184 (99.5)
1(0.5)

89 (48.1)
51 (27.6)
45 (24.3)

Si

n (%)
30 (93.8)
2 (6.3)
21 (65.6)
11 (34.4)
20 (62.5)
12 (37.5)
29 (90.6)
3(9.4)
28 (87.5)
4 (12.5)
30 (93.8)
2(6.3)
31(96.9)
1(3.1)
32 (100)
0 (0)

32 (100)
0 (0.0)
29 (90.6)
3(9.4)
32 (100)
0 (0)

32 (100)
0 (0)
31(96.9)
1(3.1)
32 (100)
0 (0)

18 (58.1)
8 (25.8)
5(16.1)

p-valor

0.748¢
0.357°
0.201°
0.097°
0.156°
0.947¢
0.588¢
0.256¢
0.256¢
0.337¢
0.326°
0.423¢
0.238¢

0.572¢

0.514°
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Tabla 16: Relacion entre las caracteristicas de la infeccion y desarrollo de complicaciones

Complicaciones

Caracteristicas de la ICD Categoria No Si p-valor
n (%) n (%)
Comunitaria 41(22.2) 8(25)
Asoci .
Adquisicion sociadaacuidados 35 (173 5(156)  0.929
sanitarios
Nosocomial 112 (60.5) 19 (59.4)
, Si 28 (15.1) 9(28.1)
Dol | .071°
olor abdomina No 157 (84.9) 23(7.9) OO
. . Si 61 (33) 13 (40.6) b
M .
otivo de ingreso No 124 (67) 19 (59.4) 0.399
10934.5 11845.33
L i Media (DT 4582
eucocitos edia (DT) (8549.5) (7425.6) 0.458
Creatinina superior a 1.5 Si 21 (11.6) 11 (36.7) 0.001¢
veces la basal No 160 (88.4) 19 (63.3) '
Temperatura Media (DT) 37 (1.2) 37.4(0.9) 0.080?
. Si 20(10.8) 9(28.1)

D 1 .015°¢
eposiciones > 10 No 165(89.2) 23(71.9) OO0
Albumina Media (DT) 3(0.7) 2.5(0.3) 0.074¢

. . Compatible 6 (54.5) 4 (100)
Col tibl 0.047¢
elonoscopla compativie No compatible 5 (45.5) 0(0)

ay de Mann-Whitney; bChi-cuadrado de Pearson; Razén de verosimilitud; t-Student asumiendo igualdad de varianzas
por la prueba de Levene.



9.10. Analisis bivariante para enfermedad grave

Se observé que las personas con enfermedad grave eran de mayor edad, (70 +16.8

anos) frente a las que no tenian enfermedad grave (62.1 +20 afios). Este hecho estaria

claramente justificado ya que la edad es una variable implicada en la escala de riesgo utilizada

(ZAR score). También se observé que la practica totalidad (98.3%) de las personas con

enfermedad grave fueron ingresadas, con un solo caso ambulatorio. Por otro lado, el 15.9%

de los casos no graves fueron manejados de forma ambulatoria (Tabla 17).

Tabla 17: Diferencias en las caracteristicas sociodemograficas segun enfermedad severa.

Caracteristicas

Categoria
sociodemograficas No
n (%)
Edad Media +DT 62.1+20
Sexo Hombre 81(51.6)
Mujer 76 (48.4)
MI 28 (17.8)
Infecciones 26 (16.6)
Hematologia 33 (21)
Oncologia 25 (15.9)
Digestivo 24 (15.3)
- Cirugia 4 (2.5)
Servicio Nefrologia 7 (4.5)
ucl 2 (1.3)
Neurologia 3(1.9)
Traumatologia 1(0.6)
Urgencias 3(1.9)
Urologia 1(0.6)
. i Ingresado 132 (84.1)
Manejo del paciente Ambulatorio 25 (15.9)

aU de Mann-Whitney; bChi-cuadrado de Pearson; cRazén de verosimilitud.

Enfermedad severa

Si
n (%)

69.8+16.
8

25 (41.7)
35 (58.3)

19 (31.7)
9 (15)

6 (10)
4(6.7)
15 (25)
1(1.7)
2(3.3)
3(5)
1(1.7)
0(0)
0(0)
0(0)

59 (98.3)
1(1.7)

p-valor

0.006°

0.191°

0.080°

0.004°
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En cuanto a las comorbilidades, las personas con enfermedad grave presentaron con

mayor frecuencia obesidad (16.4% vs. 6.2%), EPOC (18.2% vs. 6.2%), y enfermedad de coldnica

(34.5% vs. 17.1%). De forma opuesta, se presentaron en menor numero en pacientes con

algun tipo de neoplasia de base (32.7% vs. 50.7%), en los que habian recibido algun tipo de

tratamiento para la neoplasia (35.3% vs. 68.5%) y los que presentaban algun tipo de

inmunodepresion (29.1% vs. 50.7%) (Tabla 18).

Tabla 18: Diferencias en las comorbilidades previas segun enfermedad severa.

Comorbilidades

Patologia de base
Hipertension arterial
Diabetes

Obesidad

Cirrosis

EPOC

Cardiopatia

ERC

Dialisis

Cirugia abdominal previa
Neoplasia

Tipo neoplasia

Tratamiento
neoplasia

Inmunodepresién

Categoria

Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Tumor sélido
Hemopatia maligna
Si
No
Si

No

Enfermedad grave

No

n (%)
146 (93)
11 (7)

72 (49.3)
74 (50.7)
40 (27.4)
106 (72.6)
9 (6.2)
137 (93.8)
10 (6.8)
136 (93.2)
9 (6.2)
137 (93.8)
36 (24.7)
110 (75.3)
33 (22.6)
113 (77.4)
11 (7.5)
135 (92.5)
6 (4.1)
140 (95.9)
74 (50.7)
72 (49.3)
39 (52.7)
35 (47.3)
50 (68.5)
23 (31.5)
74 (50.7)

72 (49.3)

Si

n (%)
55 (91.7)
5(8.3)
32 (58.2)
23 (41.8)
22 (40)
33(60)

9 (16.4)
46 (83.6)
2 (3.6)
53 (96.4)
10 (18.2)
45 (81.8)
19 (34.5)
36 (65.5)
8 (14.5)
47 (85.5)
2(3.6)
53 (96.4)
5(9.1)
50 (90.9)
18 (32.7)
37 (67.3)
10 (55.6)
8 (44.4)
6 (35.3)
11 (64.7)
16 (29.1)

39 (70.9)

valor

0.741°

0.262°

0.085°

0.032°

0.369°

0.009°

0.161°

0.206°

0.290°¢

0.187°¢

0.023°

0.828°

0.011°

0.006°
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Inmunodepresién
por neoplasia

Farmacolodgica
Bioldgico

Otras
drogas

Trasplante
Enfermedad coldnica
Ell

Diverticulosis

Neoplasia de
colon

indice de Charlson

McCabe

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Media (DT)
Enfermedad no fatal
Enfermedad
tardiamente fatal
Enfermedad
ultimamente fatal

64 (86.5)
10 (13.5)
53 (71.6)
21 (28.4)
11 (21.6)
40 (78.4)
45 (86.5)
7 (13.5)
20 (28.2)
51(71.8)
25 (17.1)
121 (82.9)
9 (36)

16 (64)

7 (28)

18 (72)

9 (36)

16 (64)
3.6 (2.5)
78 (49.7)

59 (37.6)

20 (12.7)

aU de Mann-Whitney; bChi-cuadrado de Pearson; cRazdn de verosimilitud.

13 (81.3)
3(18.8)
11 (68.8)
5(31.3)
4 (36.4)
7 (63.6)
8 (72.7)
3(27.3)
2 (11.1)
16 (88.9)
19 (34.5)
36 (65.5)
7 (36.8)
12 (63.2)
9 (47.4)
10 (52.6)
3(15.8)
16 (84.2)
3(1.9)
39 (65)

18 (30)

3(5)

0.600¢

0.819°

0.316¢

0.283¢

0.110¢

0.008°

0.954°

0.186°

0.136°
0.126°

0.080°
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En cuanto al consumo de antibidticos antes del diagndstico del episodio, no se
observaron diferencias significativas entre los pacientes con enfermedad grave y el resto de

pacientes (Tabla 19).

Tabla 19: Diferencias en el uso de antibidticos antes de la aparicién del episodio segun
enfermedad grave.

Enfermedad severa

Antibioterapia previa Categoria No Si p-valor
n (%) n (%)
Uso de antibidtico previo SNio ;5(;(29)6'8) Zztl(g?) 0.054¢
Penicilinas SNl'O 111;(22(;09)1) ;Z g?i; 0.223
Cefalosporinas No (17112.3)) s 0.770°
Si 45(28.7)  16(26.7)
Quinolonas 2,0 ;iiz(;i;s) élli gg; 0.950°
Carbapenemicos SI,O ;212(187?) 1112 gg;; 0.790°
Cotrimoxazol SI,O ;1329)4'3) 26(6(?73;'3) 0.797¢
Sulfamidas SI,O ;ii'(:)&ﬂ 58(35?36;'7) 0.340¢
Macrdlidos 2,0 ;Ezi'(;)&n 38(35?36)'7) 0.340¢
Linezolid 2,0 111522129)7'5) g(;é)lOO) 0.106¢
Glucopéptidos 2,0 ;38(559;;3) 27(5(;95) 0.831°
Aminoglucdsidos 2,0 ;5(11‘.29)8'1) (6)%)100) 0.162¢
Metronidazol 2,0 ;5(;(39)8.7) (6)%)100) 0.254¢
Rifamicinas 2,0 15(2.(69)9.4) if)(l(?7E;.3) 0.502°¢
Poliximinas SNI,O 15(2.(69)9.4) g(zé)loo) 0.420°¢
Suspension del Si 77 (49) 30 (50.8)
antibidtico que No 47 (29.9) 12 (20.3) 0.273°

condiciona el episodio

Ya suspendido

bChi-cuadrado de Pearson; cRazdn de verosimilitud.

33 (21)

17 (28.8)
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La principal via de adquisicion de la enfermedad fue nosocomial en el caso de las

personas sin enfermedad grave (65%), en contraste con el 48.3% de los casos graves que la

adquirio por esta via. En este ultimo grupo fue mas comun la adquisicién comunitaria que en

el grupo de enfermedad no grave (35% y 17.8%, respectivamente). Ademads, fue motivo de

ingreso en el 63.3% de los casos grave, mientras que sélo lo fue en el 22.9% de los no graves.

Asimismo, el grupo de enfermedad grave presentd con mas frecuencia dolor abdominal

(28.3% vs. 12.7%) (Tabla 20).

Tabla 20: Diferencias en los datos de la infeccidon que motiva el estudio de seguimiento segun

enfermedad grave.

Enfermedad grave

Caracteristicas de la ICD Categoria No
n (%)
Comunitaria 28 (17.8)
Adquisicion Aso.aa(.ja a cuidados 27 (17.2)
sanitarios
Nosocomial 102 (65)
. Si 20 (12.7)
Dolor abdominal No 137 (87.3)
. . Si 36 (22.9)
Motivo de ingreso No 121 (77.1)
. . 8559.7
Leucocitos Media (DT) (5971.7)
Creatinina superiora 1.5 Si 11 (7.3)
veces la basal No 140 (92.7)
Temperatura Media (DT) 36.8 (1.1)
. , Si 16 (10.2)
Deposiciones > 10 al dia No 141 (89.8)
Albumina Media (DT) 3.2 (0.7)
. . Compatible 0(0)
Colonoscopia compatible No compatible 4 (100)

ayJ de Mann-Whitney; bChi-cuadrado de Pearson; Razén de verosimilitud; t-Student asumiendo igualdad de varianzas

por la prueba de Levene.

Si
n (%)
21 (35)

10 (16.7)

29 (48.3)
17 (28.3)
43 (71.7)
38 (63.3)
22 (36.7)
17261.2
(10174,
6)
21(35)
39 (65)
37.6
(0.9)

13 (21.7)
47 (78.3)
2.6 (0.6)
10 (90.9)
1(9.1)

p-valor

0.022°

0.006°

<0.001b

<0.001°

<0.001b
<0.001°

0.026°
0.027¢

<0.001°¢
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Finalmente, ningln paciente sin enfermedad grave por ICD fue ingresado en UCI.
Asimismo, en las personas con enfermedad grave encontramos mas complicaciones que el
resto (26.7% vs. 10.2%), destacando la diferencia en la letalidad de la enfermedad en este
grupo (66.7%) frente al grupo con enfermedad no grave (15.8%), aunque estos datos proceden

de un subgrupo de la muestra bastante mas pequeno (Tabla 21).

Tabla 21: Diferencias en las complicaciones segun enfermedad grave.

Enfermedad grave

Complicaciones Categoria No Si p-valor
n (%) n (%)
Ingreso UCI ;io 2;3)(100) 27(5(25) 0.005¢
Colectomia ;io (1)553)(100) ;9(1(578).3) 0.108°¢
man 5D o
Tosemene e 3059068 oy
Recurrencia Zlo 1218(931)7) ;351(;87;) 0.441°
Complicaciones SI,O 121(1(392)8) éll;l E;Z?; 0.002°

bChi-cuadrado de Pearson; cRazén de verosimilitud.
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9.11. Analisis bivariante para Recurrencia

Al comparar el grupo con recurrencia y el grupo sin recurrencia, no se observaron
diferencias en cuanto a sus caracteristicas sociodemograficas (Tabla 22), sus comorbilidades
previas (Tabla 23) o los datos de la infeccién que motivaron el estudio de seguimiento (Tabla
25). Sélo se observé que las personas con recurrencia tomaban quinolonas en menor

proporcion (5% vs. 21.8%; p=0.042) (Tabla 24).

Tabla 22: Diferencias en las caracteristicas sociodemograficas segun recurrencia.

L. Recurrencia p-valor
Caracteristicas , i
sociodemograficas Categoria 2 No
n (%) n (%)
Edad Media (DT) 60.8 64.5(19.4)  0.293?
(20.1)
Hombre 8 (40) 98 (49.7)
Sexo Mujer 12 (60) 99 (50.3) 0.406°
M 3 (15) 44 (22.3)
Infecciones 4 (20) 31 (15.7)
Hematologia 4 (20) 35(17.8)
Oncologia 4 (20) 25 (12.7)
Digestivo 5 (25) 34 (17.3)
- Cirugia 0(0) 5(2.5)
servicio Nefrologia 0 (0) 9 (4.6) 0.771°
ucl 0(0) 5 (2.5)
Neurologia 0(0) 4(2)
Traumatologia 0(0) 1(0.5)
Urgencias 0(0) 3(1.5)
Urologia 0(0) 1(0.5)
. . Ingresado 17 (85) 174 (88.3) c
Manejo del paciente Ambulatorio 3(15) 23 (11.7) 0.672

aU de Mann-Whitney; bChi-cuadrado de Pearson; cRazén de verosimilitud.
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Tabla 23: Diferencias en las comorbilidades previas segun recurrencia.

Comorbilidades

Comorbilidades

Hipertensién arterial

Diabetes

Obesidad

Cirrosis

EPOC

Cardiopatia

ERC

Dialisis

Cirugia abdominal previa

Neoplasia

Tipo neoplasia

Tratamiento
neoplasia

Inmunodepresién

Neoplasia

Farmacoldgico

Bioldgico

Categoria

Si

No
Si
No
Si

No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No

Si
No
Si

No
Si
No

Tumor sélido
Hemopatia maligna
Si

No

Si

No

Si
No
Si
No
Si

Recurrencia

Si
n (%)

18 (90)

2 (10)

7 (38.9)
11 (61.1)
7 (38.9)

11 (61.1)
3(16.7)
15 (83.3)
2 (11.1)
16 (88.9)
0(0)

18 (100)
4(22.2)
14 (77.8)
3(16.7)
15 (83.3)

2 (11.1)
16 (88.9)
1(5.6)

17 (94.4)
10 (55.6)
8 (44.4)

6 (60)
4 (40)
6 (60)
4 (40)
11 (61.1)

7 (38.9)

10 (90.9)
1(9.1)

8(72.7)
3(27.3)
1(12.5)

No

n (%)
183
(92.9)

14 (7.1)
97 (53)
86 (47)
55 (30.1)
128
(69.9)

15 (8.2)
168
(91.8)

10 (5.5)
173
(94.5)

19 (10.4)
164
(89.6)
51(27.9)
132
(72.1)
38 (20.8)
145
(79.2)

11 (6)
172 (94)
10 (5.5)
173
(94.5)

82 (44.8)
101
(55.2)

43 (52.4)
39 (47.6)
50 (62.5)
30(37.5)
79 (43.2)
104
(56.8)

67 (84.8)
12 (15.2)
56 (70.9)
23 (29.1)
14 (25.9)

valor

0.652¢

0.253°

0.439°

0.272°¢

0.380°

0.053¢

0.601°

0.674°¢

0.439°

0.987¢

0.383°

0.650°¢

0.878¢

0.144°

0.570¢

0.899¢
0.379¢
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Otras
drogas

Trasplante

Enfermedad coldnica

Ell

Diverticulosis

Neoplasia de
colon

indice de Charlson

McCabe

No
Si
No
Si
No
Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Media (DT)

Enfermedad no fatal

Enfermedad
tardiamente fatal
Enfermedad
ultimamente fatal

7 (87.5)
7 (87.5)
1(12.5)
1(8.3)
11(91.7)
3(16.7)

15 (83.3)

2 (66.7)
1(33.3)
0 (0)

3 (100)
1(33.3)
2 (66.7)
3.8(2.5)

7 (35)
10 (50)

3(15)

aU de Mann-Whitney; bChi-cuadrado de Pearson; Razdn de verosimilitud.

40 (74.1)
46 (83.6)
9(16.4)
21(27.3)
56 (72.7)
41 (22.4)
142
(77.6)

14 (34.1)
27 (65.9)
16 (39)
25 (61)
11 (26.81)
30(73.2)
3.4 (2.3)
110
(55.8)

67 (34)

20 (10.2)

0.774°

0.120°

0.563¢

0.270¢

0.092¢

0.811°
0.563°

0.205°
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Tabla 24: Diferencias en el uso de antibidticos antes de la apariciéon del episodio segun

recurrencia.

Antibioterapia previa

Uso de antibidtico previo
Penicilinas
Cefalosporinas
Quinolonas
Carbapenemicos
Cotrimoxazol
Sulfamidas
Macrélidos
Linezolid
Glucopéptidos
Aminoglucoésidos
Metronidazol
Rifamicinas
Poliximinas

Suspension del antibidtico
gue condiciona el episodio

Categoria

Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No

Ya suspendido

bChi-cuadrado de Pearson; cRazén de verosimilitud.

Recurrencia

Si

n (%)
18 (90)
2 (10)

7 (35)
13 (65)
8 (40)
12 (60)
1(5)

19 (95)
2 (10)
18 (90)
1(5)

19 (95)
0 (0)

20 (100)
0 (0)

20 (100)
0 (0)

20 (100)
2 (10)
18 (90)
0 (0)

20 (100)
0 (0)

20 (100)
1(5)

19 (95)
0 (0)

20 (100)
9 (47.4)
7 (36.8)
3(15.8)

No

n (%)
188 (95.4)
9 (4.6)

53 (26.9)
144 (73.1)
53 (26.9)
144 (73.1)
43 (21.8)
154 (78.2)
46 (23.4)
151 (76.6)
12 (6.1)
185 (93.9)
4(2)

193 (98)
4(2)

193 (98)
4(2)

193 (98)
10(5.1)
187 (94.9)
3(1.5)
194 (98.5)
2 (1)

195 (99)
1(0.5)
196 (99.5)
1(0.5)
196 (99.5)
98 (49.7)
52 (26.4)
47 (23.9)

valor

0.342°¢

0.441°

0.214°

0.042°¢

0.138°

0.841°

0.377¢

0.377¢

0.377¢

0.401°

0.445°¢

0.533¢

0.136°

0.660°

0.549°
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Tabla 25: Diferencias en los datos de la infeccidon que motiva el estudio de seguimiento segun

recurrencia.

Caracteristicas de la ICD

Adquisicién

Dolor abdominal
Motivo de ingreso

Leucocitos

Creatinina superior a 1.5
veces la basal
Temperatura

Deposiciones > 10 al dia

Albumina

Colonoscopia compatible

Categoria

Comunitaria
Asociada a cuidados

sanitarios
Nosocomial
Si

No

Si

No

Media (DT)

Si

No

Media (DT)
Si

No

Media (DT)

Compatible

No compatible

Recurrencia

Si
n (%)
4 (20)

4 (20)

12 (60)
3(15)
17 (85)
6 (30)
14 (70)
9655.6
(6367.5)
5(27.8)
13 (72.2)
37 (0.9)
3(15)
17 (85)
2.4
(0.04)
3 (100)
0 (0)

No
n (%)
45 (22.8)

33 (16.8)

119 (60.4)
34 (17.3)
163 (82.7)
68 (34.5)
129 (65.5)
11194
(8554)
27 (14)
166 (86)
37.1(1.2)
26 (13.2)
171 (86.8)

2.9(0.7)

7 (58.3)
5 (41.7)

valor

0.916¢

0.795°¢

0.685°

0.4452

0.149¢
0.4842
0.824°¢

0.212¢

0.095°¢

ay de Mann-Whitney; bChi-cuadrado de Pearson; cRazén de verosimilitud; 9t-Student asumiendo igualdad de

varianzas por la prueba de Levene.

Tabla 26: Diferencias en las complicaciones segln recurrencia.

Complicaciones

Ingreso en UCI

Colectomia

Exitus

Enfermedad grave segun
indice de ZAR

Categoria

Si
No
Si
No
Si
No
No
Si

bChi-cuadrado de Pearson; cRazdn de verosimilitud.

Recurrencia

Si

n (%)

0 (0)

20 (100)
0 (0)

20 (100)
0 (0)

20 (100)
13 (65)
7 (35)

No

n (%)
3(1.5)
194 (98.5)
1(0.5)
196 (99.5)
30(15.2)
167 (84.8)
144 (73.1)
53 (26.9)

valor

0.445°¢

0.660°¢

0.012°¢

0.441°
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10. Discusion

10.1. TcdB como factor prondstico

Los estudios acerca de la asociacion entre presencia de TcdB en heces y gravedad del
cuadro de ICD siguen siendo controvertidos. Algunos autores consideran necesaria la
deteccion de TcdB en heces para el diagndstico de ICD, siendo catalogados los casos TcdB-
/tcdB+, como de menor gravedad o simplemente colonizacién por C. difficile (20,49,89-91).
Estos autores, cuando existe enfermedad grave en pacientes TcdB-, sugieren que el resultado
negativo de la prueba es debido a una baja concentracion de toxina en las heces o a
degradacion de ésta por subdptima conservacion de la muestras o retraso en su transporte
(92); de ahi que en estas ocasiones se suela aconsejar repetir la prueba de TcdB con el fin de
aumentar la sensibilidad diagndstica (92,93). Por otro lado, determinados estudios sugieren
que el uso de técnicas moleculares como método diagndstico podria suponer un
sobrediagndstico y, consecuentemente, sobretratamiento de la ICD (20). Incluso indican que
la escasa mortalidad en el grupo de pacientes TcdB- podria ser consecuencia de dicho
sobrediagndstico de ICD. Debemos indicar que estos estudios tienen como limitacidon
fundamental que incluyen pocos pacientes, con escaso numero de fallecimientos relacionadas
con la ICD, lo que hace de poco valor esta hipdtesis al no alcanzar la significacion
estadistica(13,16,19,84,94-96)

Por otro lado, Planche(19), Longtin(13), Polage(20), Sandlund(29) e Hitchcock(30) , entre
otros, asocian la presencia de TcdB con un mayor porcentaje de enfermedad grave,
recurrencia y complicaciones. En ese sentido, nuestra serie se alinea con ellos, reafirmando
gue pacientes TcdB+ presentan mayor gravedad que en aquellos en los que no se detecta.

Planche et al(19) en 2013 desarrollaron un estudio observacional multicéntrico,
analizando mas de 12.000 muestras fecales, cuyo objetivo principal era comparar los

resultados de los dos ensayos de referencia, el cultivo toxigénico (CT) y el ensayo de



neutralizacidon de citotoxicidad celular (CCNA), frente a cuatro métodos comerciales. Dos
detectaban toxina (Toxin enzyme A&B immuno- assay 1; Meridian Bioscience, Cincinnati, OH,
USA; C diffile toxin enzyme immunoassay A/B II; Techlab, Blacksburg, VA, USA), uno detectaba
GDH (Techlab C diff Chek-60 glutamate dehydrogenase enzyme immunoassay) y otro, acidos
nucleicos (GeneXpert; Cepheid, Sunnyvale, CA, USA). Estratificaron los pacientes en 3 grupos:
CT+/CCNA+, CT+/CCNA-, CT-/CCNA-y encontraron que la mortalidad por todas las causas a los
30 dias fue marcadamente mayor en el grupo CT+/CCNA+ frente al grupo CT+/CCNA- (p =
0,022). La mortalidad de este ultimo no fue significativamente diferente a la del grupo de
control. Cuando el analisis lo hicieron basandose en tcdB en lugar de CT como criterio
diagnéstico, los hallazgos fueron similares. Encontraron que la combinacién de los métodos
diagnédsticos GDH junto a TcdB tuvo un rendimiento casi idéntico al CCNA. Los autores
concluyeron que los pacientes con TcdB+ deberian ser tratados y aquellos que solo fueron
positivos en CT y/o tcdB, podrian considerarse "excretores" que, aunque pudiesen ser
vectores de la infeccidn, no requeririan tratamiento.
En este trabajo también se describe una concordancia entre pacientes CT+/CCNA+y deteccion
de TcdB+ mayor del 95%, por lo que los pacientes con TcdB+ se podrian considerar positivos
por el método de referencia. Si asumimos que los pacientes con mayor gravedad del estudio
de Planche son CT+/CCNA+, y estos son equivalentes a TcdB+ de nuestra serie, nuestros
resultados serian comparables con una mayor incidencia de enfermedad grave en el grupo
TcdB+ frente a TcdB-. Al estudiar la mortalidad, esta fue mayor en el grupo CT+/CCNA+, siendo
en nuestra serie esta asociacion no significativa en los pacientes TcdB+, probablemente por
escasas defunciones.

Longtin et al(13) en 2013 estudiaron la relacion entre los diferentes métodos diagndsticos
y la presencia de ICD, con desarrollo de complicaciones, en un estudio prospectivo de un afio

de duracidon. Estos autores definieron ICD cuando existia diarrea documentada de 23
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deposiciones blandas o liquidas en <24 horas y sintomas de duracién 224 horas junto a una
prueba positiva para C. difficile productora de toxinas, o diagndstico histopatolégico o
presencia de pseudomembranas en la colonoscopia. Todas las muestras enviadas al
laboratorio fueron analizadas por una técnica de PCR que detectaba tcdB y en paralelo se
aplicé un algoritmo de 3 pasos (cribado de GDH, deteccién de TcdB vy, en caso de negatividad
de esta ultima, prueba CCNA). Las muestras positivas por ambos métodos se consideraron
positivas para C. difficile. Obtuvieron un 50% de positividad para TcdB, muy similar a la
descrita en nuestra serie. Las complicaciones (mortalidad a los 30 dias, colectomia, ingreso en
la UCI o reingreso por recurrencia), segun estos autores, fueron mas comunes entre los
pacientes en los que se detecta directamente la toxina en heces. La principal limitacion del
estudio de Longtin et al(13), es que se realizd en un solo centro y solo algunas de las muestras
se analizaron mediante el método estandar (CCNA). Si comparamos sus resultados con los
nuestros, encontramos que son similares, mayor incidencia de complicaciones y recurrencias
en el grupo con TcdB+ (aunque las variables evaluadas en nuestra serie son diferentes, estan
incluidas en la variable del estudio de Longtin como complicaciones).

Polage et al(20), en su cohorte prospectiva evaluaron la evolucién natural y la necesidad
de tratamiento de los pacientes con toxina B directa positiva frente a las que resultaron
negativos para esta prueba. Investigaron en todas las muestras, mediante EIA para detectar
toxina B (TcdB) y mediante un método molecular que detectaba el gen tcdB. Compararon los
pacientes con toxina B positiva (TcdB+) frente a los que resultaron negativa. Las
complicaciones relacionadas con la ICD fueron mas frecuentes en los casos en que se detectd
TcdB frente a aquellos en los que no se detecté (TcdB-). Lo resultados obtenidos en nuestro
estudio son similares, muy cercanos a la significacién estadistica (p=0.053). Posiblemente no
se ha alcanzado la significacion debido al nimero menor de casos de nuestra serie, ya que su

disefo estaba dirigido a la deteccidon de recurrencias.
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En términos de mortalidad, describieron mayor nimero de defunciones relacionadas con la
ICD entre los pacientes con TcdB+. En cuanto a las recurrencias, para su diagndstico, Polage
et al(20) se basan en la repeticion de pruebas en los primeros 30 dias tras el inicio de sintomas
del primer episodio, pero sin basarse en criterios clinicos. Esto podria haberlos conducido a
un sesgo, puesto que en ningun momento establecen el cese de sintomas y la reaparicién
posterior, por lo que algunos pacientes podian haberse catalogado como recurrencia cuando
realmente podian no haber superado el primer episodio. Asi, detectaron un nimero elevado
de recurrencias en el grupo TcdB-. En nuestra serie, establecimos como recurrencia la
reapariciéon de sintomas y tcdB+, tras la curacién clinica del episodio anterior. Con esto
eliminamos el posible sesgo de catalogar como recurrencia a un episodio persistente. En
cuanto a los datos, en nuestro caso, al igual que en este estudio, observamos como aquellos
pacientes TcdB+ presentaron mayor riesgo de recurrencia frente a TcdB-.
Los autores concluyen que la positividad para la toxina B, fue el mejor predictor de las
complicaciones y muertes relacionadas con la ICD. En su estudio, las complicaciones y las
defunciones en los pacientes que fueron positivos sélo mediante técnicas moleculares
(tcdB+), fueron similares a los de pacientes que dieron resultados negativos en ambas pruebas
(TcdB-/tcdB-) indicando que es probable que el uso de pruebas moleculares por si solas
conduzca a un sobrediagndstico y a un sobretratamiento. Esta afirmacidn entraria en conflicto
con la presencia de enfermedad grave, recurrencias y complicaciones en los pacientes con
toxina B negativa diagnosticados mediante técnicas moleculares (TcdB-/tcdB+), como se
refleja en nuestra serie.

Sandlund et al(29) publicaron en 2019 un estudio observacional retrospectivo en el
gue comparaban los factores prondsticos entre los pacientes diagnosticados mediante la
deteccion directa de la toxina B en heces (TcdB+) y los diagnosticados sélo mediante la

presencia del gen tcdB (tcdB+). Encuentran diferencias significativas en la presencia de historia
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previa de ICD a favor de tcdB+. Este hallazgo podria estar en relacién a la presencia de
colonizacidn por C. difficile toxigénico tras un episodio asintomatico anterior. Establecen como
recurrencia la aparicion de sintomas junto a diagndstico microbioldgico a los 30 dias del
episodio previo, por lo que aplicando los criterios actuales de recurrencia de ICD (precoz hasta
la cuarta semana después del episodio inicial; tardia, entre 4 y 8 semanas), las recurrencias
tardias no estarianincluidas en su estudio, siendo un sesgo a tener en cuenta. En dicho estudio
destacaba la escasa frecuencia de recurrencias en el grupo TcdB+ y la ausencia de estas en
TcdB-. Nuestros resultados de recurrencias son similares a los de Sandlund et al(29), con un
riesgo incrementado en pacientes con toxina B positiva detectada mediante EIA (TcdB+). Por
el contario no coinciden en la ausencia de recurrencias en el grupo con TcdB-, pues en nuestro
estudio presentaron recurrencia un numero no despreciable de esos pacientes. A la vista de
nuestros datos, no podemos dejar de tratar a pacientes de este grupo ante el riesgo de
recurrencia, aunque si se podrian realizar ajustes en el tipo de tratamiento.

Un aspecto interesante del trabajo de Sandlund(29) es que tras el analisis de otras causas
concomitantes de diarreas no relacionas con la ICD, describieron mayor frecuencia de estas
en el grupo TcdB-/tcdB+. Este hecho nos recuerda la necesidad de una anamnesis detallada y
el cribado paralelo de otras entidades asociadas a cuadro diarreico. En nuestra serie, fue
criterio de inclusion que se hubiesen descartado mediante coprocultivo y anamnesis
detallada, otras causas de diarrea.

Por otro lado, solo la mitad de los pacientes de la serie de Sandlund, de acuerdo a las guias
ESCDMID(97), cumplian criterios de ICD, de los que la mayoria corresponderian al grupo
TcdB+. En nuestra serie todos los pacientes cumplian los criterios de ICD. Sandlund concluye
gue existe un sobrediagndstico cuando se usa tcdB como criterio diagndstico basandose en
los hallazgos de tcdB en pacientes sin ICD. En nuestra serie se excluyeron todas las causas de

diarreas no-ICD que establece la ESCDMID para establecer el diagndstico de ICD, excepto la
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enfermedad inflamatoria intestinal, que segln ultimas actualizaciones es factor de riesgo para
esta entidad, siendo dificil en ocasiones valorar si la ICD es un hallazgo incidental o causa de
la descompensacion. Otro factor a tener en cuenta es el nimero de pacientes reclutados, muy
superior en nuestro andlisis. Un tamafio muestral mayor como en nuestra serie, pone de
manifiesto que algunos de estos pacientes con TcdB-/tcdB+ padecen episodios de ICD grave,
recurrencias y complicaciones, por lo que no podemos menospreciar la ICD en este grupo.

En cuanto a enfermedad grave definida por criterios clinicos, este estudio no encuentra
diferencias significativas entre ambos grupos. Probablemente mayor tamafio muestral y
mejor disefio, hubiera detectado diferencias.

La mayor parte de las muestras estudiadas por Sandlund et al (29) fueron de pacientes
ambulatorios, esto hace que el registro de los datos fuese mas deficiente. Por otro lado, el
estudio microbiolégico se hizo sobre muestras congeladas. En nuestra serie, las
determinaciones se han realizado sobre muestras frescas, procediendo la mayor parte de ellas
de ambito hospitalario.

Una de las conclusiones de estos autores es la reduccién del sobrediagndstico al utilizar como
criterio diagndstico la deteccién de toxina B directa en heces, lo cual no coincide con los
hallazgos de enfermedad grave, recurrencias o complicaciones descritos en pacientes TcdB-
/tcdB+ de nuestra serie. Segun nuestros datos, no tratar a este grupo de pacientes podria

tener graves consecuencias.

Recientemente, Hitchcock et al(30) estudiaron la ICD durante un afio en un hospital
de tercer nivel con elevado porcentaje de pacientes oncohematoldgicos. El diagndstico lo
establecian mediante la deteccién del gen tcdB en heces diarreicas (>3 deposiciones al dia
durante al menos 24h). En las muestras tcdB+ realizaban la deteccion de la toxina B directa.

Un dato interesante que analizan es la prediccidn de la presencia de TcdB en heces a partir del
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valor del ciclo umbral de deteccion (Ct) obtenido en la PCR a tiempo real utilizada para la
deteccion de tcdB, estableciendo un Ct <27.5 como predictor de la presencia de TcdB con una
sensibilidad del 99% y un valor predictivo negativo del 99.2%. Establecieron recomendaciones
en vista a la interpretacién de estas técnicas, de tal forma que en el caso TcdB-/tcdB+
aconsejan no tratar (sin tener en cuenta el Ct), considerdndose como colonizacién. En nuestra
serie, al estudiar el Ct hemos obtenido resultados similares, detentdandose menor valor de Ct
en pacientes TcdB+ frente a TcdB-, con diferencias estadisticamente significativas. La
presencia de toxina B directa en heces o Ct bajos podria significar, por tanto, mayor riesgo de
enfermedad grave, aparicién de recurrencias y complicaciones, aunque no siempre sea asi.
Creemos que seria Util establecer un indice que asociase estas y otras variables, para
identificar pacientes con alto riesgo de recurrencias, complicaciones y enfermedad grave
(anexo IlI).

En cuanto a las caracteristicas basales, estos autores (30) no encontraron practicamente
diferencias entre los pacientes TcdB+ frente TcdB-, aunque, a diferencia de nuestra serie,
describieron un mayor consumo de antibidticos en pacientes TcdB+. Por otro lado, observaron
que el porcentaje de complicaciones en los pacientes TcdB+ era mayor, asi como de ICD
fulminante (entendiendo esta como una parte de enfermedad grave), no existiendo ningun
caso en aquellos TcdB-. En los pacientes con TcdB+ describieron un porcentaje mayor de cepas
ribotipo 027 (RT027), en las cuales sabemos que existe mayor riesgo de complicacién y
enfermedad grave, por lo que podria conducir a un sesgo. En nuestra serie, a pesar de no
existir practicamente cepas RT027, se detecté mayor gravedad en TcdB+, por lo que se podria
considerar un factor de confusion la asociacion de cepas RT027 y gravedad del cuadro descrita
por Hitchcock. En el estudio de Hitchcock la mortalidad por cualquier causa no se asocidé con
ningun grupo. Encontraron mayor riesgo de recurrencias en el grupo TcdB+, al igual que se

describe en nuestro estudio.
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Cuando analizaron la evolucién de los pacientes TcdB- en funcidon de haber recibido
tratamiento o no, no encontraron diferencias en cuanto a mortalidad. Establecieron la
evolucion de pacientes TcdB-/tcdB+ a TcdB+/tcdB+ en menos de tres meses como sindnimo
de recurrencia. En nuestra serie todas las recurrencias incluidas eran clinicamente
compatibles y posteriormente confirmadas con pruebas microbioldgicas, pudiendo ser TcdB+
o TcdB-.

Hitchcock(30), en el grupo TcdB- encontrd diferencias significativas en el tiempo hasta la
resolucidon de sintomas, a favor de los pacientes tratados. Esto indicaria que existe un
beneficio en el tratamiento de todos los pacientes independientemente de TcdB. Este hecho
unido a los datos de nuestro trabajo, en el que se describen recurrencias, complicaciones y
enfermedad grave en el grupo TcdB-, avalarian no dejar de tratar a todos estos pacientes de
forma rutinaria. Para estos pacientes proponemos una valoracién individualizada, retirada de
antibioterapia predisponente en la medida de lo posible y uso de antibioterapia especifica con
menor impacto (metronidazol).

Un dato interesante que analizan es la utilidad del ciclo umbral de deteccion (Ct) de métodos
moleculares basados en PCR tiempo real para identificar la gravedad del cuadro. Establecen
Ct inferiores a <27.5 como predictor de enfermedad grave y complicaciones, que podria
extrapolarse a la deteccién de toxina directa en heces (TcdB+), en las que encontramos
diferencias significativas.

Estos autores concluyen que la investigacion de TcdB y tcdB son fundamentales para evitar
tratamientos innecesarios, conclusion avalada también por nuestros datos, con las

limitaciones anteriormente comentadas.

En nuestra serie, en el grupo TcdB-, practicamente la cuarta parte de los pacientes

presentaron ICD grave, 11,5% algun tipo de complicacion y 5,9% al menos una recurrencia.
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Estos datos apoyan la necesidad de establecer un diagndstico en los pacientes con TcdB-, ante
el riesgo de ICD grave y posibilidad de establecer tratamientos con mayor tasa de curacién.
Hallazgos similares también han sido descritos por Guerrero(98) y Humphries(99), que no
encuentran diferencias significativas en la aparicion de recurrencias y enfermedad grave entre
estos dos grupos de pacientes (TcdB+ vs TcdB-).

Guerrero et al(98) en 2011 llevaron a cabo un estudio observacional prospectivo utilizando
un algoritmo diagndstico practicamente idéntico al nuestro. La Unica diferencia era el criterio
temporal de la duracion de las deposiciones diarreicas, que no fue establecido. Investigaron
la presencia de toxina binaria y utilizaron el indice ZAR para definir los criterios de gravedad.
La recurrencia la establecieron en las 8 semanas después del primer episodio sin diferenciar
entre recurrencia precoz o tardia. Un dato a tener en cuenta es la presencia del ribotipo 027
bastante frecuente en dicho estudio, que se detecté en mds de la mitad de casos TcdB+,
siendo una cuarta parte en los TcdB-. En nuestra muestra este ribotipo se detecté sdlo en un
caso que resultd ser no grave.

Este estudio establece que la inclusion de un método molecular en el algoritmo diagnodstico
es esencial, puesto que hasta un tercio de los pacientes no hubiese sido diagnosticado
utilizando solo la deteccion de toxina directa (TcdB). Nuestros datos coincidirian en este
aspecto. En el estudio de Guerrero a pesar de existir diferencias significativas entre pacientes
TcdB+ frente a TcdB- en relacién a enfermedad grave, existia un 15% los pacientes con TcdB-
/tcdB+ que la presentd. Algo parecido describieron con las recurrencias, que fueron
detectadas en un numero nada despreciable en el grupo de TcdB-/tcdB+, resultados similares
a nuestra serie.

Como limitacidn de este estudio los autores indican la elevada presencia de ribotipo 027 que
ha demostrado ser factor de riesgo independiente para la presencia de enfermedad grave,

aparicién de recurrencias y complicaciones. A diferencia de este estudio nuestra serie aporta
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datos en los que la mayoria de pacientes presentaron ribotipos no-027 (solo un caso de
RT027), eliminando asi un factor de confusién como es este ribotipo. Otra limitaciéon que
establecen es la ausencia de episodios no tratados, puesto que todos los pacientes incluidos
fueron tratados independientemente de los dias de diarrea. Nuestro estudio elimina este
sesgo puesto que se considera como caso, aquellos pacientes con > 3 dias de diarreas. El
numero de casos no tratados en nuestra serie cae claramente en mayor proporcion en los
pacientes con TcdB-, pero a pesar de ello consideramos que el seguimiento clinico de todos
los pacientes por parte de un especialista en enfermedades infecciosas es prioritario ya que

no estan exentos de enfermedad grave, recurrencias y complicaciones.

Humphries et al(30,99), ya en 2013 evaluaron la importancia de detectar C. difficile en
muestras de pacientes en ausencia de toxinas con el fin de establecer si los pacientes TcdB-
/tcdB+ tenian mas probabilidades de tener una enfermedad leve frente a TcdB+, pero no
obtuvieron diferencias entre los pacientes con enfermedad leve y grave segun los criterios de
Zar et al(87). Sin embargo, en los pacientes con enfermedad leve (independientemente de
TcdB) encontraron una mortalidad por todas las causas 2,7 veces menor. Aunque los pacientes
TcdB+ tuvieron estancias hospitalarias en general significativamente mas largas, los autores
concluyeron que, debido a no existir diferencias en cuanto a enfermedad grave en ambos
grupos, deberia utilizarse una técnica molecular para el diagndstico de la ICD. Estos resultados
a priori, son contrarios a los nuestros, pero al comparar enfermedad leve observaron
resultados similares, en cuanto a la gravedad del episodio, con disminucién de la misma en los
pacientes TcdB-.

En resumen, si analizamos todos los estudios comentados observamos que evolucionan
hacia el uso de TcdB+ como factor pronédstico de enfermedad grave, aparicion de recurrencias

y complicaciones. Aunque los primeros estudios iniciados en 2010-2013 (30,98) parecian
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indicar que TcdB no era factor prondstico, estudios posteriores con mejor disefo, mayor
tamafio muestral y algunos de ellos prospectivos(13,19,20,99), demuestran que TcdB+
presenta mayor riesgo de complicaciones, recurrencias y enfermedad grave. Nuestros
resultados también avalan la presencia de toxina B (TcdB+) como factor prondstico para estas
variables. Muchos de estos autores que apoyan el diagndstico mediante TcdB+, recomiendan
no tratar o al menos cuestionar el tratamiento de pacientes con TcdB-/tcdB+ por menor riesgo
de desarrollar complicaciones, recurrencias o enfermedad grave. Aunque nuestros datos son
parecidos nuestra propuesta seria realizar un manejo mas individualizado como expondremos

mas adelante.

86



10.2. Toxina binaria (cdtA+) como factor prondstico

Se han publicado algunos estudios que apoyan la realizacion de técnicas moleculares que
incluyan la determinacién de cdtA para el diagndstico de ICD, asociando la presencia de este
gen a un mayor riesgo de recurrencias y de enfermedad grave(31-34,100-102). Gerding et
al(101) en 2013, realizaron una revisidn sobre el mecanismo de virulencia, epidemiologia e
importancia de la cdtA, estableciendo las bases para el desarrollo de ensayos clinicos que han
demostrado posteriormente la citotoxicidad de esta toxina.

Barbut et al(31) describieron un aumento de la mortalidad, asi como de la ICD grave en los
pacientes cdtA+. Por otro lado, Bacci et al(33) en un estudio retrospectivo aplicando técnicas
moleculares que identificaba los genes tcdA, tcdB y cdtA describieron mortalidad mayor en
los pacientes cdtA+ frente a cdtA-. Hechos también corroborados por nuestro estudio, en el
gue describimos un mayor indice de complicaciones en los pacientes cdtA+ frente a los cdtA-
independientemente de la presencia o no de TcdB.

Un estudio prospectivo posterior (Berry et al(34)) estratificando muestras confirmadas de
ICD segun los resultados de CCNA y CT en tres 3 grupos (CCNA+, CCNA-/CT+ y CCNA-/CT-) e
investigando ademads el gen cdtA, encontré diferencias estadisticamente significativas entre
los tres grupos en relacion a enfermedad grave cuando se detecta cdtA. En nuestra serie esta
diferencia es igualmente significativa estableciéndose un mayor riesgo de enfermedad grave
en el grupo cdtA+. Otro parametro que analizan es la mortalidad por todas las causas a los 90
dias, detectando mayor mortalidad en el grupo cdtA+, no como ocurre en nuestro estudio,
probablemente por escasas defunciones en nuestra serie. Las diferencias en cuanto a
complicaciones si fueron significativas, siendo el fallecimiento relacionado por ICD una de
ellas.

Estos autores no analizan las recurrencias, que en nuestra serie van claramente asociadas a

cdtA+.
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Tschudin et al(100), en una cohorte prospectiva investigaron la presencia C. difficile
mediante cribado de GDH seguido, en caso de positividad, de una técnica para identificar la
toxina B de forma directa y posterior deteccidon de cdtA. Aunque en el disefio tenia similitudes
con nuestro estudio, el diagndstico se apoyd en la deteccidn directa de la toxina B en heces
mientras que el nuestro fue mediante en la deteccidn de tcdB. Los autores describieron mayor
riesgo de enfermedad grave o complicaciones en casos TcdB+, no ocurriendo lo mismo en el
caso de cdtA+, hecho opuesto al obtenido en nuestra serie, en la que la probabilidad de
complicaciones y enfermedad grave fue mayor en el grupo cdtA+. Por otro lado, no evaluaron
el riesgo de recurrencias, que también fue mayor entre los cdtA+ de nuestra serie.

Otro estudio prospectivo (102) utilizando como criterio diagnostico la deteccion de los
genes tcdA/tcdB, describié que la toxina binaria fue la Unica variable independiente de
recurrencias, no encontrando mayor frecuencia de recurrencias asociadas a TcdA/B. Esta serie
mostro datos similares a los nuestros en lo referente a cdtA, pero no asi en la asociacion con
TcdB, que si fue significativa en nuestro estudio.

Al igual que ocurre con la deteccidén de Toxina B (TcdB) y su gen (tcdB), ocurre con la toxina
binaria, asi Carman et al(103) demostraron que solo la mitad de los pacientes cdtA+,
presentaban toxina binaria directa en heces (CdtA+). Estos autores sugieren que la deteccién
de cdtA podria suponer un aumento de la sospecha de enfermedad grave, riesgo de
recurrencias o complicaciones. Nuestra serie ha demostrado un mayor riesgo de enfermedad
grave, recurrencias y complicaciones de forma significativa al comparar ambos grupos, cdtA+
vs cdtA-. Estos datos van en la misma linea de los estudios presentados anteriormente, en los
cuales se establecié el riesgo de enfermedad grave, recurrencia o complicaciones mediante la

deteccion del gen que codifica la toxina binaria (cdtA+).
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10.3. cdtA/TcdB como factor prondstico

La variable asociada de cdtA/TcdB como factor de riesgo para la aparicion de recurrencia,
enfermedad grave o aparicién de complicaciones no se ha descrito en la literatura hasta la
fecha. Casi la mitad de los casos cdtA+/TcdB+ de nuestra serie presentaron enfermedad grave,
mientras que la proporcién fue menor en los cdtA+/TcdB-, cdtA-/TcdB+ y cdtA-/TcdB-. Esta
asociacion se reproduce de igual manera en casos de complicacién y la aparicidon de
recurrencias.

Si comparamos estos datos con los de ambas toxinas por separado, obtenemos que el
riesgo de enfermedad grave, desarrollo de recurrencias y complicaciones es mayor cuando se
presentan simultdneamente. Aparentemente este riesgo podria ser explicado por la aparicion
simultanea de ambos factores de virulencia (TcdB+ y cdtA+), pero hemos podido comprobar

la independencia de esta asociacion con cada una de las toxinas por separado.
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10.4. Analisis bivariante

Los datos de los que disponemos en el analisis bivariante son limitados, al tratarse de
un estudio con un tamafio muestral disefiado cuyo objetivo principal fue evaluar el valor
pronéstico de la toxina B y binaria como marcador independiente de enfermedad grave,

recurrencia y complicaciones. Aun asi, hemos obtenido datos de interés en este andlisis.

La presencia de mas de 10 deposiciones al dia y la elevacion de creatinina 1,5 veces la
basal en los pacientes con complicaciones, fueron factores independientes para la aparicion
de estas. Estas dos variables se encuentran incluidas como factores para la apariciéon de
enfermedad grave(87) y esta ultima es predisponente para el desarrollo de complicaciones

(34,100).

La enfermedad grave no se asocié a ningun otro factor de los ya conocidos (edad,
creatinina basal 1.5 veces el valor basal, deposiciones>10/dia...). Cabe destacar que el manejo
de esta entidad es prioritariamente a nivel hospitalario y cuando este manejo es ambulatorio

es practicamente siempre en pacientes con afeccion leve.

En cuanto a las comorbilidades que se asociaron con enfermedad grave fueron la
presencia de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), obesidad y enfermedad

inflamatoria intestinal.

La EPOC es una entidad en la que el consumo de antibiéticos esta aumentado por la
aparicién de sobreinfecciones respiratorias(104), por lo que el aumento de incidencia de ICD
en este grupo de poblacidn no seria de extrafiar como ocurre en nuestra serie. El analisis
realizado indica asociacion entre enfermedad grave y EPOC. Esta asociacidn no se ha descrito

en la literatura con anterioridad y harian falta mas estudios para demostrar esta posibilidad.
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En los pacientes obesos se produce un cambio en la microbiota intestinal desplazando
las especies de Clostridioides spp. no patégenas hacia otras(105), lo cual podria ser factor
predisponente para la ICD, y de igual manera a la enfermedad grave, aunque serian necesarios

mas estudios para confirmar este hecho.

Las descompensaciones de la enfermedad inflamatoria intestinal pueden estar
producidas por multiples factores entre ellos la ICD(106). La aparicién de ICD grave en
pacientes con Ell se encuentra incrementada en nuestra serie, pero existen factores que
definen la enfermedad grave que pueden estar en relacion con la descompensacion de la Ell
mas que por la ICD, como son el nimero de deposiciones >10/dia, hipoalbuminemia y
elevacién de creatinina 1,5 veces la basal. Es por ello que estos datos hay tomarlos con cautela

y deben ser contrastados con estudios con un disefio especifico para ello.

Un dato de interés es la presencia de una mayor mortalidad en el grupo de pacientes con

enfermedad grave, ya descrito con anterioridad por otros autores(13,19).
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10.5. Consideraciones en el tratamiento de la ICD

La recurrencia en nuestro centro se sitla en casi la mitad (9,1%), de la esperada segun
Centers for Diseases Control and Prevention (CDC)(7) (18,3%). Otras series espafiolas cifran
este porcentaje de recurrencia en torno al 12-18%(28). En el afio 2018 la IDSA actualizé el
tratamiento para la ICD restringiendo el uso de metronidazol a determinadas situaciones. Dos
ensayos clinicos aleatorizados realizados en las décadas de 1980 y 1990 que compararon la
terapia con metronidazol versus vancomicina no encontraron diferencias en los resultados,
pero incluyeron pocos pacientes (menos de 50 por grupo de estudio(74,79). Posteriormente,
ensayos aleatorizados controlados con placebo demostraron que vancomicina oral era
superior a metronidazol(87,107) en la recuperacién de pacientes, aunque no demostraron la
superioridad en la prevencion de recurrencias.

Las ultimas guias de la Infectious Diseases Society of America (IDSA) (108) han relegado al
metronidazol a casos excepcionales, indicandose vancomicina en la mayoria de los escenarios
clinicos de ICD. Estos cambios propuestos por la IDSA habian sido realizados en nuestro centro
con anterioridad a la publicacién de estas guias. El escaso nimero de recurrencias en nuestro
centro, lo podriamos relacionar al mayor uso de vancomicina, pero segun los estudios
publicados hasta el momento, vancomicina no reduce el riesgo de recurrencias frente a
metronidazol (107). Serian necesarios mas estudios para aclarar esta posibilidad.

Otros farmacos como fidaxomicina y bezlotoxumab han demostrado reducir la incidencia
de recurrencias(76,109-111), por lo que esta en nuestras manos optimizar el manejo del
paciente con dichos fdrmacos, asi se podria reducir la incidencia de recurrencias. La deteccién
de TcdB junto a cdtA esta relacionada con la evolucién a enfermedad grave, recurrencias y
complicaciones segln nuestros datos y la mayor parte de la literatura reciente. La inclusion
de la investigacién de TcdB tras el diagndstico de ICD por tcdB+, es de interés como factor

prondstico y para toma de decisiones terapéuticas, asi como la utilizacion de métodos
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moleculares que integren la deteccidn de cdtA. En los casos con TcdB+/cdtA+ sugerimos un

tratamiento dirigido a evitar en la medida de lo posible las recurrencias, ya que actualmente

disponemos de tratamientos con mejor perfil para ello (fidaxomicina y bezlotoxumab)(109—

111). Asimismo, en casos de enfermedad grave con TcdB+/cdtA+, estaria indicado el uso de

farmacos que disminuyan el riesgo de recurrencia (fidaxomicina o vancomicina +

bezlotoxumab)(76,109-111) y acorten la duracién de los sintomas (vancomicina o

fidaxomicina vs metronidazol). Todas estas hipdtesis deben probarse en estudios posteriores.

En vista a lo expuesto hemos llevado a cabo indicaciones de tratamiento en nuestro

hospital (Anexo Ill. Esquema de tratamiento de la ICD).

Anexo lll. Esquema de tratamiento de la ICD

Medidas generales:

Fluldoterapla ‘ Episodio de ICD |

*  Aislamiento de contacto

*  Suspension de IBP y antibidticos si es posible

e Valorar necesidad de tratamiento especifico

Megacolon toxico,

¢Riesgo elevado de
recurrencia’ y/o

/ shock séptico, ileo

Si

Metronidazol IV /

+
Vancomicina VO +/- rectal

Valoracién por
Enfermedades Infecciosas

¢Evolucion
favorable?

elevada
morbimortalidad®?

\ |

Si

No

|

Vancomicina VO

Valorar tratamiento con menor
riesgo de recurrencia

Si

Vancomicina

V

colectomia +/- lavados con

Valoracién por Cirugia general para + +
Bezlotoxumab

vancomicina

Si
Fidaxomicina l

Fidaxomicina®

_l

g
Vancomicina
+

e

Bezlotoxumab

si — TMF
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11. Conclusiones

1.- La presencia de toxina B directa en heces o de toxina binaria en pacientes con
diagnéstico de infeccién por Clostridioides difficile, conlleva un mayor riesgo de
desarrollar enfermedad grave, complicaciones y/o recurrencias.

2.- La deteccidn simultdnea de toxina B directa y toxina binaria en pacientes con
infeccion por Clostridioides difficile, se asocia a un mayor riesgo de enfermedad grave,
aparicion de complicaciones y/o recurrencias, que cuando actlan ambas toxinas de
forma independiente.

3.- Laincorporacién de la deteccidn de toxina B directa y de toxina binaria al algoritmo
diagndstico de la de infeccidn por Clostridioides difficile, tras la confirmacion de la
presencia del gen que codifica la toxina B, se muestra util para detectar de forma
precoz aquellos pacientes con mayor riesgo de complicaciones, enfermedad grave o

aparicion de recurrencias.
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12. Limitaciones y fortalezas

Al tratarse de un estudio en un solo centro la muestra de la que disponemos es limitada,
asi como de la capacidad para ribotipar las cepas, no disponible en nuestro laboratorio.

El tamafio muestral estaba calculado inicialmente en base a la frecuencia de recurrencias,
lo que nos ha permitido alcanzar poder estadistico en esta variable, pero ha sido insuficiente
para otras de interés como mortalidad, menos frecuente.

En el analisis bivariante disponemos de pocos resultados con significacidn, en relacién al
reducido tamafio muestral de estos subgrupos. Esto supone una limitacién para el estudio de
estas posibles asociaciones, pero por otro lado es una fortaleza en cuanto al disefio del estudio
enfocado hacia un objetivo principal: establecer la presencia de la toxina B y binaria como
factor prondstico.

Otra limitacidon de interés es la no disponibilidad de una técnica que identifique la toxina
binaria en heces de forma directa, puesto que, en nuestro estudio, al igual que en la mayoria,
la técnica habitual es localizar los genes que la expresan (cdtA).

Como fortaleza, hemos realizado un diseno inicial sobre la determinaciéon de técnicas
diagndstica (Imagen 1. Algoritmo diagndstico) que hemos mantenido sin modificar durante el

periodo de recogida de datos de casi 6 afios.
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14. Anexos

14.1.

Anexo |. Evaluacion del Comité Etico de la Investigacion de Cadiz

/ /\ N Servicio Andaluz de Salud

e gues  CONSEJERIA DE SALUD

D. * MONICA SALDANA VALDERAS COMO SECRETARIA DEL COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION DE CADIZ

HACE CONSTAR

Que en su reunion de fecha 26 de julio de 2016 se ha revisado el proyecto de tesis presentado por D.
Salvador Lépez Cardenas dirigido por D. Juan Carlos Alados Arboledas y titulado: Toxina A/B y binaria
como valor prondstico en la infeccién por Clostridium difficile.

Y hace constar que el citado proyecto es viable.

Que presenta suficiente rigor metodologico.

Que la evaluacién de costes econémicos es correcta.

Que con respecto a su vertiente ética el proyecto cumple los requisitos necesarios de idoneidad del

protocolo en relacion con los objetivos del estudio.

Y que este Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el siguiente centro y por el siguiente
Investigador Principal:

Centro Investigador UGC
Hospital de Jerez Juan Carlos Alados Arboledas Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia

de la investigafion de Qg ;
C1F: /1500138 /

HOSPITAL UNIVERSITARIO PUERTA ZEL MAR
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14.2. Anexo Il. Hoja de recogida de datos

Code: Hospital:

Edad: Sexo: D Mujer O varén
Fecha Ingreso: _ /_/ Fechaalta:__ / / Servicio:
PATOLOGIA DE BASE

OnHra Opiasetes  Oosesipap  Ocirrosis  Clepoc [J cARDIOPATIA

[JERC [IpIALSIS  [J (Hemodialisi{] Dialisis peritoneal) ~ [] CIRUGIA ABDOMINAL PREVIA
[JNEOPLASIA

- Otumor SOlIdO-TIPO...ivcanassmisassiasissis [...Hemopatia maligna-Tipo
- Otratamiento neoplasia
« [Jauimioterapia Fecha ultimo ciclo / /
o [JRadioterapia Fecha ultima sesién / /
- Uenfermedad controlada
[J INMUNODEPRESION
-OviH D4 Estadio
<[ Neoplasia
-0 Farmacoldgica

o [ITratamiento Bioldgico Tipo
o [ITratamiento drogas Tipo

- [Trasplante
. DTraspIante de progenitores hematopoyéticos:[_JAutélogo [JAlogénico
o []Trasplante 6rgano sélido Organo:

- [JEnfermedad coldnica: Cen [ Diverticulosis [J Neoplasia

[] Uso de Antibiético previo a la CCD (15 dias)

Antibidtico Fecha Inicio Atbco Fecha Fin Atbco Dosis

indice de comorbilidad de Charlson: puntos

Puntuacién McCabe: [] Enfermedad no fatal [] Enfermedad tardiamente fatal []Enfermedad répidamente fatal

CARACTERISTICAS DE LA INFECCION
ADQUISICION:

- [ comunitaria [JAsociada a cuidados sanitarios [ONosocomial

PRESENTACION DE LA INFECCION:
- [colitis O colitispseudomembranosa [0 colitis fulminante

DATOS CLiNICOS (al inicio de cuadro clinico de DCD)

SINTOMAS
[0 Dolor abdominal [ Diarrea Fecha inicio sintomas: /__/ Num. deposiciones/dia
[ lleo
Manejo del paciente Ambulatorio Hospitalario
Motivo de Ingreso Si No
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TEMPERATURA: °C [J SHOCK O INESTABILIDAD HEMODINAMICA

Leucocitos: Neutrofilos:
PCR: mg/dl  Creatininabasal mg/dl| Creatinina mas alta mg/dl
Aclar. Creatinina basal(MDRD) Na: K:
Proteinas totales g/dl  Albimina g/dl Acido lactico: mg/dl
DIAGNOSTICO
Fecha de toma de muestra: fi Y Fecha de diagnostico: L]

- TOXINA: (JPositiva []Negativa [JcoLONOSCOPIA:

- AgGDH: Opositiva [ Negativa DCompatibIe Cno compatible

- PCR: Opositiva E]Negativa
- cultivo: Opositiva [ Negativa
Toxina binaria  Positiva ~ Negativa
TIPO DE EPISODIO DE DCD:
[JPRIMER EPISODIO
[J FRACASO DE TRATAMIENTO: O A METRONIDAZOL O A VANCOMICINA
[JEPISODIO RECURRENTE: [ O2 O3 [O>3

TRATAMIENTO DE LA DCD:

DSuspensic’)n de antibioterapia que ha podido condicionar el episodio de DCD.
[J Tratamiento especifico:

[Metronidazol via oral. []Metronidazol intravenoso.  [] Vancomicina oral
[Jvancomicina en enemas [[] Fidaxomicina [[] Otros (especificar)
ANTIBIOTICO ViA(VO,IV) DOSIS FECHA INICIO FECHA FIN
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* RESPONDER EL SIGUIENTE APARTADO “SOLO” EN CASO DE QUE ESTE EPISODIO TRATADO SEA UNA
RECURRENCIA DE ICD (Recomendaciones SAEI”) *:

1. CRITERIOS DE GRAVEDAD: [] Sev (Si tiene alguno de estos [ No severa (ninguno de los anteriores)
O Mas de 10 deposiciones al dia
d Temperatura >38.52C
[0 Leucocitosis >15.000/mm?
[0 Aumento 1,5 veces creatinina basal

RIESGO DE RECURRENCIA: [ si tiene puntuacién > 2 en el "score" de Kelly (0-3). Cada item vale un punto:
Mas de 65 afios.

[0 Enfermedad subyacente grave segun criterio clinico del facultativo medido por un indice de Horn >3:
Indice Horn 3: Severa: presencia de una complicaciéon mayor o multiples condiciones que
requieren tratamiento

[0 Indice Horn 4: Fulminante (enfermedad catastréfica que amenaza potencialmente la vida del

paciente)

[0 Uso concomitante de antibiético

2. REPERCUSION CLINICA DE LA RECURRENCIA: [] La persistencia de la DCD pone en riesgo la salud del

paciente agravando su enfermedad de base y/o dificultando su tratamiento y/o prolongando su
hospitalizacion.

EVOLUCION

Desaparicion de los sintomas
- Diarrea (Fecha / / )
- Dolor abdominal (Fecha / / )
[ curacién clinica

[] Aparicién de recurrencia*: ~ si [ No [ Fecha de la recurrencia: / /

*Definicion de Recurrencia: Si la ICD reaparece entre las siguientes 8 semanas después del inicio de los sintomas del episodio previo de ICD, siempre
que los sintomas del episodio previo hayan sido resueltos después de la finalizacion del tratamiento inicial
* Si la respuesta es afirmativa, debera cumplimentar el aparatado de recurrencias.

[ Necesidad de ingreso a UCI
[[] Necesidad de colectomia

[] Exitus (Fecha éxitus / i )
[0 Muerte relacionada con DCD [J Muerte no relacionada con DCD
(Especificar )
Fecha de alta del paciente: i/ /

MEDIDAS HIGIENICO-SANITARIAS PARA DCD
Adopcién de medidas de aislamiento: [ No O si

Cuales?(Respuesta multiple)
[0 Aislamiento en habitacién individual(] Medidas de control de contacto (guantes, desechables,

materiales paciente) [ Medidas control con visitas [lavado de manos (Limpieza
terminal trasel alta  [JOtra

Fecha inicio del aislamiento: s b Numero de dias de aislamiento

Momento en que termind el aislamiento: [ Hasta el cese de la diarrea [ Hasta fin del tratamiento [
Otra Especificar: [0 NS/NC
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OsiCONo
En caso afirmativo, describalo:

¢Es el AA un acontecimiento grave*? [ISiCINoCual?
*Si a juicio del investigador o del promotor, da lugar a cualquiera de las siguientes situaciones: Provoca la muerte del sujeto, es potencialmente
mortal, da lugar a incapacidad o invalidez permanente o significativa, o una perturbacién importante de la capacidad para realizar las actividades
normales de la vida diaria, da lugar a una anomalia congénita o defecto de nacimiento, requiere la hospitalizacion del paciente o prolonga una
hospitalizacién u otros sucesos médicamente importantes.

¢Esta el AA relacionado con alguna de las siguientes opciones?:
a) Elfarmaco del estudio (en caso afirmativo, rellene el formulario de RAM y envielo a Departamento
de Farmacovigilancia, Fax: 914 952 720)
b) Patologia médica subyacente
c) Medicamento concomitante
d) Otra (especificar)

* Descripcion del AA: especificar diagnostico mejor que sintomatologia siempre que sea posible, fecha de
inicio, fin, resultado e intensidad**:

** Intensidad: Leve: No afecta a las actividades cotidianas; Moderado: Afecta a las actividades cotidianas; Grave: Incapacidad para desarrollar las
actividades cotidianas

Comunique las situaciones especiales (falta de eficacia, errores de medicacion, exposicion al farmaco durante el embarazo, abuso de la
medicacién, mal uso de la medicacion, sobredosis, uso para indicaciones no autorizadas y exposicién ocupacional) rellenando un formulario de
RAM y envidndolo a Departamento de Farmacovigilancia, Fax: 914 952 720

**Hasta aqui en caso de que no haya tenido recurrencia en los 60 dias después del inicio de los sintomas **
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* RESPONDER EL SIGUIENTE APARTADO “SOLO” EN CASO DE QUE EL PACIENTE HAYA TENIDO UNA RECURRENCIA

entre las siguientes 8 semanas después del inicio de los sintomas del episodio previo de ICD, siempre que los
sintomas del episodio previo hayan sido resueltos después de la finalizacidn del tratamiento inicial *

RECURRENCIA

Fecha de inicio de los sintomas de la recurrencia: / /
Relrrencia temprana (0-14 dias post-tto) Red_trencia tardia (15-30 dias post-tto)

DATOS CLINICOS DE LA RECURRENCIA:

SINTOMAS
O Dolor abdominal [] Diarrea  Fecha iniciosintomas: __ / / - NUm. deposiciones/dia____
O 1leo

TEMPERATURA: °C [0 sHoOCK O INESTABILIDAD HEMODINAMICA

Leucocitos: Neutrdfilos:

PCR: mg/dl  Creatinina basal mg/d| Creatinina més alta mg/dl

Aclar. Creatinina basal(MDRD) Na: K:

Proteinas totales g/dl  Albimina g/dl Acido lactico: mg/dl

DIAGNOSTICO DEL EPISODIO DE RECURRENCIA

Fecha de toma de muestra: v Fecha de diagndstico: /A
- TOXINA: [Positiva []Negativa [JCOLONOSCOPIA:
- AgGDH: Opositiva U Negativa |:|Compatib|e CNo compatible

- PCR: O positiva [ Negativa
- Cultivo: [ positiva DNegativa

Recibid tratamiento antibidtico 30 diasantes de la recurrencia ] Oo
TRATAMIENTO DE LA RECURRENCIA:

DSuspensién de antibioterapia que ha podido condicionar el episodio de DCD.
[ Tratamiento especifico:

[Metronidazol via oral. []Metronidazol intravenoso.  [] Vancomicina oral
Vancqjicina en enemas FidaxDmicina Otroljespecifica)
EVOLUCION

Desaparicion de los sintomas

- Diarrea (Fecha 7 / )
- Dolor abdominal (Fecha /: / )

O curacién clinica

O Recurrencia (Fecha de recurrencia / / ).
[J Necesidad de ingreso a UCI
[] Necesidad de colectomia
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[ Exitus (Fecha éxitus / / )

[J Muerte relacionada a DCD (] Muerte no relacionada a DCD
(Especificar )
Numero de dias de hospitalizacion desde el diagndstico de DCD hasta el alta dias

MEDIDAS HIGIENICO-SANITARIAS PARA DCD
Adopcién de medidas de aislamiento: [ No O si

Cudles?(Respuesta multiple)

O Aislamiento en habitacién individual [J Medidas de control de contacto (guantes, desechables,
materiales paciente) [J Medidas control con visitas [J lavado de manos[JLimpieza terminal tras el
alta [JOtra

Fecha inicio del aislamiento: b 7 Numero de dias de aislamiento

Momento en que termind el aislamiento: [ Hasta el cese de la diarrea [J Hasta fin del tratamiento [
Otra [0 NS/NC

** RESPONDER “SOLO” EN CASO DE QUE LARECURRENCIAHAYA SIDO TRATADACON FIDAXOMICINA **:

¢Ha experimentado el paciente un Acontecimiento Adverso (AA) durante el tratamiento con fidaxomicina?
[OsiCONo
En caso afirmativo, describalo:

¢Es el AA un acontecimiento grave*? [JSiCINoCual?
*Si a juicio del investigador o del promotor, da lugar a cualquiera de las siguientes situaciones: Provoca la muerte del sujeto, es potencialmente
mortal, da lugar a incapacidad o invalidez permanente o significativa, o una perturbacién importante de la capacidad para realizar las actividades
normales de la vida diaria, da lugar a una anomalia congénita o defecto de nacimiento, requiere la hospitalizacién del paciente o prolonga una
hospitalizacién u otros sucesos médicamente importantes.

¢Esta el AA relacionado con alguna de las siguientes opciones?:
e) Elfarmaco del estudio (en caso afirmativo, rellene el formulario de RAM y envielo a Departamento
de Farmacovigilancia, Fax: 914 952 720)
f) Patologia médica subyacente
g) Medicamento concomitante
h) Otra (especificar)

* Descripcion del AA: especificar diagndstico mejor que sintomatologia siempre que sea posible, fecha de
inicio, fin, resultado e intensidad**:

** Intensidad: Leve: No afecta a las actividades cotidianas; Moderado: Afecta a las actividades cotidianas; Grave: Incapacidad para desarrollar las
actividades cotidianas

Comunique las situaciones especiales (falta de eficacia, errores de medicacion, exposicion al farmaco durante el embarazo, abuso de la

medicacién, mal uso de la medicacion, sobredosis, uso para indicaciones no autorizadas y exposicién ocupacional) rellenando un formulario de
RAM y envidndolo a Departamento de Farmacovigilancia, Fax: 914 952 720
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14.3. Anexo lll. Esquema de tratamiento de la ICD

Medidas generales: m =
e Fluidoterapia EPISOdlo de ICD
e Aislamiento de contacto

Suspension de IBP y antibiéticos si es posible

Valorar necesidad de tratamiento especifico

v

Megacolon toxico, NG

/ shock séptico, ileo

Si

Metronidazol IV /

+

¢Riesgo elevado de
recurrencia’ y/o

morbimortalidad®?

Vancomicina VO +/- rectal
[

Si
Valoracién por
. Enfermedades Infecciosas
¢Evolucion *!
favorable?
: si
Valorar tratamiento con menor
riesgo de recurrencia

L

No .

v - I =
Vancomicina ;
+
Fidaxomicina®

v

Valoracién por Cirugia general para +
colectomia +/- lavados con Beslotoxuinial
vancomicina
I
Si Vancomicina®
Fidaxomicina | > 3
Bezlotoxumab

I

si —> TMF

Vancomicina VO

l

¢Recurre?

No
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Farmaco Dosificacion

Vancomicina 125 mg/ 6 h (10 dias)

Vancomicina en pauta descendente 125 mg/ 6 h 10 dias125 mg/12 h 10 dias; 125 mg/24h 10 dias; 125 mg/48h 4 dosis
Fidaxomicina 200 mg/12 h (10 dias)

Metronidazol 500 mg/8h (oral o iv) (10 dias)

Bezlotoxumab 10 mg/kg peso a partir del 52 dia de tratamiento especifico

1. **Factores de riesgo de recurrencia:

Episodio previo

Edad (>65 y sobre todo >80)

Insuficiencia renal crénica

Inmunodepresion

Cepa hipervirulenta

Respuesta lenta (>5 dias)

Necesidad de continuar con antibidticos

Episodio grave

Enfermedad subyacente grave (Indice de Horn 3 0 4)

2. Pacientes con infecciones graves con elevada morbimortalidad
en caso de recurrencia.

3. Consideraciones a tener en cuenta:

Interacciones con otros farmacos que aumentan su
absorcion (cicloscopina, amiodarona,verapamilo y
macrélidos)

Fidaxomicina pierde efecto a partir del 32 episodio.
Mejor en pacientes graves

4. Valorar pauta descendente.
5. Trasplante de materia fecal. Pauta con superioridad con
respecto al resto para evitar recurrencias.

** 2 0 mas de los factores son indicativos de elevado riesgo de

recurrencia, por lo que habria que tenerlos en cuenta para tratamientos
con menor incidencia de las mismas, atendiendo principalmente a varias
combinaciones de las anteriores:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)

Episodio previo + >65 afios

Episodio previo + gravedad

Episodio previo + inmunosupresion
Cepa hipervirulenta + gravedad

Cepa hipervirulenta + >65 afios
Inmunodepresion+gravedad
Inmunodpresion +>65 afios
Inmunodepresion +cepa hipervirulenta

NNT para Bezlotoxumab
*|CDp: episodio previo; 027; cepa hipervirulenta; ID: inmunodepreimido; Grave: episodio
grave; >65: edad >65 aafios
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