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CAPITULO |

INTRODUCCION

En las ultimas dos décadas, el dramatico aumento en la incidencia y severidad
de las infecciones por Clostridium difficile (ICD) en diversos paises a nivel
mundial han hecho de éstas un reto para la salud publica mundial [1-5],
afectando a grupos de poblacién mayormente vulnerable tale como pacientes
con hospitalizaciones prolongadas, criticamente enfermos, edad avanzada entre
otros.

Recientemente, se publicaron las guias para el manejo de la ICD [6-7] y en ellas
se describe claramente no solo los tratamientos Optimos de la ICD sino las
mejores estrategias diagndsticas. La ICD se presenta con un espectro variable
de la enfermedad que varia entre la colonizacion asintomatica hasta el
megacolon toxico y en estos casos severos se puede requerir de una
intervencién quirdrgica para su tratamiento [8-9].

Los cambios genéticos y moleculares de C. difficile han hecho que este sea un
agente patégeno mas eficaz y con mayor virulencia. El presente trabajo indaga
sobre estas caracteristicas.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

Antecedentes generales

En 1893 Finey describié un caso de diarrea hemorragica en una mujer joven
luego de 10 dias de haber sido sometida a cirugia gastrica. El reporte de la
autopsia describié los cambios como “colitis diftérica” por la presencia de
pseudomembranas similares a las observadas en la difteria. Esta descripcion fue
realizada mas de 40 anos antes de la introduccion de antibi6ticos [10]. En 1935
Hall y O’tootle describieron a Bacillus difficile como microbiota colénica habitual
en neonatos. Durante los afios cincuenta los casos de enterocolitis
pseudomembranosa fueron atribuidos a Staphylococcus aureus, un organismo
cuya incidencia habia aumentado en pacientes hospitalizados que habian sido
expuestos a antibidticos. En 1974 Tedesco [11] realiz6 un estudio prospectivo de
200 pacientes tratados con clindamicina, en los que detectd diarrea en 21% vy
colitis pseudomembranosa en el 10% de los pacientes. Tres afnos después se
describi6é la toxina de Clostridium difficile en hamsteres como factor de virulencia
[12]. Para la década de los anos 80, el metronidazol y la vancomicina fueron
establecidos como tratamientos de primera linea para el manejo de C. difficile.

Patogénesis

Clostridium difficile es un bacilo Gram positivo, anaerobio y formador de esporas
el cual puede formar parte de la microbiota intestinal normal en recién nacidos
sanos. [13].

Este organismo se disemina via fecal-oral y en pacientes hospitalizados puede
ser adquirido por medio de la ingesta de esporas o0 bacterias en estado
vegetativo a través las manos del personal de salud o del ambiente [14-15].



Las esporas resisten el acido gastrico y germinan a un estado vegetativo en el
intestino [16]. Estos portadores actian como reservorios para C. difficile
facilitando la diseminacion a otros pacientes. Las principales toxinas producidas
por esta bacteriaconla Ay B [17].

Los sitios de glicosilacion de las proteinas Rho en ambas toxinas se traslocan al
citosol de las células blanco, en donde producen una despolimerizacion de
actina y de manera subsecuente, muerte celular. Las cepas de C. difficile no
toxigénicas se consideran no patogenicas y no causan manifestaciones clinicas.
A través de los anos, la importancia y los respectivos roles de las toxinas Ay B
han sido debatidas. Por muchos afnos se consideré a la toxina A como el mayor
factor de virulencia, sin embargo en afos mas recientes se ha vuelto cada vez
mas evidente que la toxina B también juega un papel importante. [18-19]
Algunas cepas, ademas de producir toxinas A y B también producen una tercera
toxina conocida como toxina binaria [20-21].

El rol de la toxina binaria en la patogénesis permanece sin esclarecerse, sin
embargo se han encontrado en cepas de C. difficile asociadas a brotes
nosocomiales de ICD con alta severidad clinica [22].

La variedad de nombres dados a esta cepa refleja diferentes caracteristicas lo
cual se ha demostrado por diversos métodos de tipificacién: electroforesis en gel
por campos pulsados, andlisis de endonucleasas de restriccion y reaccion en
cadena de polimerasas (PCR)- ribotipificacién [23]. La colonizacién asintoméatica
puede presentarse hasta en un 50% de los pacientes hospitalizados [24-25]. En
un estudio prospectivo a 15 meses realizado en seis hospitales canadienses en
Quebec y Ontario [26], de 4,143 pacientes incluidos, 184 (4.4%) presento
colonizacion asintomatica al momento de admision a la unidad y 123 (3.0%)
padecia colonizacion por C. difficile asociada a cuidados de salud.

Factores de riesgo al desarrollo de ICD

Los factores de riesgo para ICD se pueden dividir de manera general en tres
categorias: factores del huésped (estado inmunoldgico, comorbilidades),
exposicidbn a esporas de C. difficile (hospitalizaciones, estancias en lugares
comunitarios) y factores que alteren la microbiota colénica normal (antibiéticos,
otros medicamentos, cirugias) [27].
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Factores del huésped

Los factores de riesgo incluyen; edad (>65 afos), co-morbilidades o condiciones
subyacentes, enfermedad inflamatoria intestinal, inmunodeficiencias y VIH,
malnutricidén y bajo niveles de albumina sérica [3,28].

Exposicion a espora de C. difficile

Algunos factores de riesgo tales como las estancias hospitalarias prolongadas
pueden aumentar el riesgo de ICD al aumentar la probabilidad de exposicién a
esporas de C. difficile en el suelo o fomites ambientales. Una estadia mayor a 2
semanas ha mostrado ser un factor de riesgo para ICD [29].

Alteracion de la microbiota normal

Exposicion a Antibiéticos

Es bien sabido que las terapias antimicrobianas juegan un papel central en la
patogénesis de ICD, presuntamente por la alteracién en la microbiota intestinal
normal, siendo asi que se crea un escenario perfecto para que C. difficile
prolifere y produzca toxinas. El riesgo de ICD puede aumentar hasta 6 veces
durante la terapia antimicrobiana y en los meses subsecuentes de haberla
finalizado [30]. A pesar de que casi todos los antibiéticos han sido asociados con
ICD, la clindamicina, las cefalosporinas de tercera generacion, la penicilina y las
fluoroquinolonas se han considerado tradicionalmente como de mayor riesgo al
desarrollo de ICD [31-32]. El uso de antibiéticos y un tratamiento antimicrobiano
de mayor de 10 dias se ha sido asociado con un mayor riesgo desde hace varios
anos [33-34]. Los antibiéticos menos asociados a ICD incluyen a los macrdlidos,
sulfonamidas y tetraciclinas. A pesar de haber antibiéticos con mayor relacion a
ICD, todos los antibiéticos han sido reportados como causa de ICD [35]. Aun con
una exposicion muy limitada tal como una dosis Unica de antibiético como
profilaxis quirdrgica, ésta puede incrementar el riesgo tanto de colonizacién
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como de infeccion por C. difficile [36-37]. En ambos casos. En algunos casos de
ICD éstos no se relacionan con antibioticos, sin embargo éstos son tipicamente
adquiridos en la comunidad y no en pacientes quirargicos o adquiridos en un
nosocomio [38].

Otros Medicamentos

Un factor de riesgo para el desarrollo de ICD controversial es el uso de
medicamentos supresores de acido gastrico tales como bloqueadores
histaminicos-2 e inhibidores de bomba de protones (IBPs). [39-40].

Una revisién sistematica de incidencias y recurrencias de ICD en pacientes bajo
tratamiento con IBPs que incluyd 42 estudios observacionales (30 controles de
caso, 12 cohortes, 313,000 participantes) mostré una probable asociacion entre
el uso de IBPs y la incidencia y recurrencia de ICD. Este riesgo fue aun mayor
en pacientes bajo tratamiento antibiético concomitante [41].

Otros estudios sugieren que esta asociacién puede estar siendo confundida con
la severidad de base de la enfermedad y la estancia hospitalaria [42]. Dado que
los medicamentos supresores de acido, especialmente IBPs, pueden o no ser
prescritos en escenarios quirdrgicos, por lo tanto debe de considerarse la
necesidad o no de terapia con IBPs en pacientes con alto riesgo de ICD.
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Antecedentes directos

Entre 1989 y 1992, se identifico una cepa de C. difficile altamente resistente a
clindamicina (cepa J) en grandes brotes de diarrea en 4 hospitales en EUA. Se
identific6 que el uso de clindamicina es un factor de riesgo para adquirir la
infeccion por esta cepa y estar colonizado con ésta aumenta el riesgo de
desarrollar diarrea asociada a C. difficile.

Del 2003 al 2006 se observd que las infecciones por C. difficile eran cada vez
mas frecuentes, severas, y refractarias al tratamiento estandar, asi como mas
recaidas que lo que se habia descrito. Estas observaciones se hicieron en Norte
América y Europa y se han atribuido a una nueva cepa designada como
NAP1/Bl/027. Esta cepa parece ser mas virulenta que otras probablemente por
la produccién de una toxina extra (toxina binaria), asi como mayor cantidad en la
produccién de toxina A y B comparada con las cepas conocidas hasta entonces.
Se observé que el uso de fluoroquinolonas correlaciona con la aparicién de ésta
cepa [43-44].

En Quebec, Canada [45] a principios del 2000 se observdé un aumento en la
frecuencia y severidad de la ICD. En un estudio retrospectivo de 1771 casos en
esta regién, se demostré que en el 2003, la incidencia de ICD aumento6 4 veces
desde 1991, con un incremento hasta 10 veces en pacientes > 65 afnos. Entre
los pacientes hospitalizados, la incidencia aument6 de 3-12 por cada 1000
personas (1991-2002) a 25-43 por cada 1000 (2003-2004), y se observaron en
éstos ultimos, casos mas severos y refractarios al tratamiento; el 10% requirieron
admision a la Unidad de terapia intensiva, el 2.5% fue sometida a colectomia de
urgencia y la mortalidad fue del 16% [32].

Al mismo tiempo el Center for Disease Control (CDC, por sus siglas en inglés)
notdé un aumento en la frecuencia y severidad de la ICD asociada a los cuidados
de la salud desde el 2000 en EUA, con un rango de aumento de 31 a 61 casos
por cada 100 000 hab entre 1996 y 2003; este rango fue mayor en pacientes >
de 65 afnos (228 por cada 100, 000 hab) [47].

La colonizacién por C. difficile ocurre en el 20-50% de los adultos hospitalizados
comparado con el 3% de los adultos sanos en general. Los individuos
colonizados son un reservorio para contaminar el ambiente y ya que C. difficile
es altamente transmisible a través de fémites y puede ser cultivado de casi
cualquier superficie incluyendo manos, ropa y estetoscopio del personal de
salud; su transmision es facil entre los pacientes hospitalizados [48-49].
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Es mas probable que las exposiciones nuevas a C. difficile produzcan
enfermedad, mientras que es mas probable que los pacientes ya colonizados
permanezcan asintomaticos durante su hospitalizacion. Lo anterior se demostrd
en un estudio prospectivo en 810 pacientes hospitalizados, en el que 192 ya
estaban colonizados y 618 se expusieron por primera vez a este germen; los
expuestos por primera vez desarrollaron con mas frecuencia enfermedad que los
ya colonizados (22 vs 1). Este fendbmeno se ha observado aun cuando
portadores y pacientes que desarrollan la enfermedad, se exponen a la misma
cepa. Incluso los brotes son producidos con frecuencia por una sola cepa de C.
difficile aun cuando existan otras cepas en ese medio hospitalario; como ocurrié
en 2 brotes en el mismo hospital que fueron atribuidas a una sola cepa aunque
se aislaron 31 cepas distintas de 98 pacientes en la institucién [50].
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CAPITULO 1l

JUSTIFICACION

En América Latina, C. difficile NAP1/027 se ha detectado en Costa Rica y mas
recientemente en Chile. En Meéxico, los estudios han demostrado las
caracteristicas clinicas de los pacientes con ICD, mostrando un riesgo
importante a desarrollar ICD tras el uso de bloqueadores H2, una hospitalizacion
previa de 12 semanas, tras estancia en la UCI o usado clindamicina, pero no se
publicado el analisis genético de las cepas y su correlacién clinica.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar la caracterizacidén epidemioldgica molecular de aislamientos clinicos de
Clostridium difficile obtenidos en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio
Gonzalez y determinar su correlacién clinica.

Objetivos particulares

1. Identificar pacientes en riesgo de infeccion por Clostridium difficile

2. Aislar y genotipificar C. difficile en los pacientes de estudio

3. Determinar la relacién clonal de los aislamientos de C. difficile mediante
electroforesis en gel de campos pulsados

4. Correlacionar la expresion clinica de la enfermedad causada por C.
difficile con las caracteristicas genéticas del microorganismo

16



CAPITULO V

HIPOTESIS

Existe correlacién entre las caracteristicas epidemioldgico-moleculares de los
aislamientos clinicos de Clostridium difficile y las caracteristicas clinicas de los
pacientes.
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CAPITULO VI

MATERIALES Y METODOS

Diseino metodoldgico del estudio

Estudio de Cohorte Observacional, Longitudinal, Descriptivo, Prospectivo, No
ciego.

Poblacion del estudio

Pacientes hospitalizados en el hospital universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez
durante el periodo de estudio: Se incluyeron sélo pacientes adultos de las areas
de urgencia/terapia intensiva, cirugia, medicina interna.

Descripcion del diseho

Durante el periodo de estudio se evalu6 diariamente a todos los pacientes en
blusqueda de los criterios de inclusiéon. Una vez identificados de les invitd a
participar en el estudio. Si decidian participar se firmé el consentimiento
informado y se tomaron las muestras. La intervencidn terapéutica quedé a cargo
del equipo médico tratante sin intervencidn por el presente estudio.
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Criterios de inclusion

e Pacientes adultos (16 afnos 0 mayores)

e Hospitalizado por > 48hrs o que tuviera < 48hrs pero que hubiera
sido hospitalizados durante las 12 semanas previas

e Que hubiera desarrollado diarrea durante su hospitalizacién

e Que no hubiera otra explicacion clara del origen de dicha diarrea

e Que su médico tratante hubiera solicitado una determinacién de
toxinas A/B de C. difficile

e Que hubiera aceptado participar en el estudio con firma de
consentimiento informado

Criterios de exclusion

e Muestras tomadas de forma inadecuada

e Que el paciente se rehusara a firmar el consentimiento informado

Criterios de eliminacion

e Casos en los cuales la informacidn concerniente a las
caracteristicas del paciente y resultados de pruebas no estuvieran
disponibles

19



Lugar de referencia y método de reclutamiento

Hospital de tercer nivel de atencién con 450 camas censables y 60 camas no
censables (urgencias y terapias intensivas). Se incluyeron sélo pacientes adultos
de las areas de urgencia/terapia intensiva, cirugia, medicina interna.
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Método de evaluacion de pacientes

Durante el periodo de estudio se evalu6 diariamente a todos los pacientes en
busqueda de los criterios de inclusién. Una vez identificados de les invitdé a
participar en el estudio. Tras informarles las caracteristicas y la firma del
consentimiento informado se tomaron las muestras de heces la cual se
procesaron para determinar la presencia de toxinas de C. difficile por el método
de Immunocard Toxins AB (Meridian RT) ademas de guardar la otra muestra
para posteriormente someterse a cultivo y PCR. Los resultados del
inmunoensayo se hicieron llegar al médico tratante en un periodo <48hrs
posterior a la toma de la muestra.

Deteccion de infeccion

A las muestras de heces colectadas se les realizaron exdmenes para toxinas
utiizando la prueba de ImmunoCard Toxins A&B (Meridian Bioscience,
Cincinnati, OH, USA). A su vez, las muestras una vez obtenidas de los pacientes
fueron con shock de etanol durante 3 horas previas a la inoculacion en agar
Cicloserina Cefoxitina Fructosa (CCFA). La incubacion se logr6 en una
atmdésfera anaerobia utilizando el sistema GasPak EZ pouch anaerdbico (Becton
Dickinson, Sparks, MA, USA) a 37°C durante 48 horas, las colonias anaerdbicas
fueron identificadas por medio del uso de; catalasa, tincion de Gram y el Crystal
|dentification System (Becton Dickinson).

Analisis de aislamientos clinicos

En todos los aislamientos se realizaron multiples PCRs para genotipificar fcdA,
tcdB, cdtA, cdiB, tcdC. A su vez, detectamos el gen regulador negativo tcdC.
Para obtener ADN de los aislamientos clinicos, cinco colonias fueron transferidas
en 200uL de 100 mM Tris-HCI, 150 ug de lisozima fue afadida y la mezcla fue
incubada a 37°C durante una noche. Por ultimo, se extrajo el ADN gendmico
mediante el protocolo estandar de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.
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Metodo

Se resuspendieron colonias de cultivo joven en 200ul de Tris-HCL 100mM y
anadieron 150pul de lisozima con ayuda de un aplicador estéril. Se incubaron a
37°C durante toda la noche. Ahadimos 200ul de TE 1X con SDS al 1% y 6pl de
proteinasa K (10mg/ml). Incubamos a 55°C por 3 horas en bafo de agua.
Agregamos 250ul de fenol saturado y mezclamos por inversidon. Agregamos
250ul de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamilico) y mezclamos por inversion.
Anadimos 100yl de TE 1X. Agitamos vigorosamente durante 5 minutos.
Centrifugamos a 14,000RPM durante 8 minutos, transferimos fase acuosa a un
vial nuevo. Volvimos a extraer con 250ul de fenol saturado y mezclamos por
inversién. Agregamos 250yl de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamilico) vy
mezclamos por inversion. Anadimos 100ul de TE 1X. Agitamos vigorosamente
durante 5 minutos y centrifugamos a 14,000RPM durante 8 minutos. Ainadimos
2.33 volumenes de etanol absoluto, hasta observar la formacién de la hebra de
ADN, dejamos precipitar a -20°C por 1 hora. Centrifugamos a 14,000RPM
durante 5 minutos. Lavamos 2 veces con etanol al 70%. Decantamos el etanol
restante y dejamos secar durante toda la noche. Se suspendieron en 100ul de
TE 1X. Se incubaron en bafo de agua a 65°C durante 15 minutos.
Cuantificamos por espectrofotometria o fluorémetro.
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Cultivo de C. difficile

Para el cultivo de C. difficile, se descongeld un vial de muestra (mantenida a —
70°C) a temperatura ambiente. A un vial de 2mL se agregaron 1mL de etanol
absoluto y con ayuda de un aplicador estéril, mezclamos la muestra y
agregamos aproximadamente 1mL de heces al vial con etanol y se mezclé.
Dejamos reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas, se
centrifugé a 3000 RPM durante 5 minutos. Posteriormente decantamos el etanol
(de preferencia en algoddn dentro de una bolsa plastica desechable) y se
sembré el sedimento de heces en medio CCFA. Incubamos muestra en
condiciones de anaerobiosis a 35 + 2°C durante 5-7 dias.

C. difficile aparece como colonias planas a ligeramente elevadas, amarillas
transparente, con bordes ligeramente filamentosos. En el medio CCFA las
colonias son rodeadas de una zona amarilla. El crecimiento pudo ser examinado
con luz UV para fluorescencia amarilla por hasta 1 hora después de interrumpida
la atmosfera anaerobia. Después de la exposicion al aire ambiental, las colonias
podrian tornarse no viables, lo cual se acompafaria de cambio de color a rosado
y pérdida de la fluorescencia. Posteriormente se realizé la tincion de Gram para
la identificacion de la morfologia de C. difficile, buscamos bacilos Gram positivos.
Es importante la busqueda de esporas ovales sub-terminales. Para la
identificacion se realizé una prueba de tolerancia a oxigeno ambiental. Para este
fin se realiz6 resiembra de los aislamientos en anaerobiosis, al igual que en
ambiente aerobio para diferenciar de organismos no estrictos. C. difficile es
ademas catalasa negativo, por lo cual una sencilla prueba nos ayudé a confirmar
este hecho. Se tomé una colonia del aislamiento a analizar y se sumergioé por
completo dentro de un vial con agua oxigenada; la presencia de una reaccién de
efervescencia significaba que el aislamiento estudiado era catalasa positiva, de
lo contrario se clasific6 como catalasa negativo. Para la identificacion definitiva
se utilizé el kit comercial BBL Crystal TM Identification Systems, Anaerobe ID Kit
(BectonDickinson) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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Analisis de tcdA, tcdB, cdtA y cdiB

Los genes tcdA, tcdB, cdtA y cdiB fueron amplificados utilizando un método
PCR multiplex [51]. El volumen total fue de 25 pL, el cual se constituy6 por 2.5
ML de 10x PCR buffer, 100 ng de ADN, 3mM MgCI2, 200 uM de cada dNTP y1 U
de polimerasa Taq (Bioline, London, UK), y los primers tcdA-F3345, tcdA-R3969,
tcdB-F5670, tcdB-R6079A, tcdB-R6079B, cdtA-F739A, y cdtA-F739B fueron
utilizados (Tabla 1). La condiciones de termociclado fueron las siguientes: 3 min
a 94°C; seguido de 35 ciclos de 50 s a 94°C, 40 s a 56°C, y 50 s a 72°C; y una
extension final de 3 min a 72°C.

Tabla 1. Primers utilizados para tipificacion de C. difficile.

NOMBRE SECUENCIAS (5'3) CONCE(EIAF;AC'ON
tcdA-F3345 | GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA 0.6
tcdA-R3969 | AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 0.6
tcdB-F5670 | CCAAARTGGAGTGTTACAAACAGGTG 0.4
tcdB-R6079A | GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGTA 0.2
tcdB-R6079B | GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA 0.2
CdtA-F739A | GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC 0.05
CdtA-F739B | GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGC 0.05
cdtA-R958 CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA 0.1
cdtB-F617 TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 0.1
cdtB-R878 CGGA TCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 0.3
ci TTAATTAATTTTCTCT ACAGCTATCC 0.3
c2 TCTAATAAAAGGGAGATTGTATTATG 0.3
tcdC-F252 CATGGTTCAAAATGAAAGACGAC 03
tcdC-R415 GGTCATAAGTAATACCAGTATCATATCCTTTC 0.3
NK9 CCACCAGCTGCAGCCATA 0.17
NKV011 TTTTGATCCTATAGAATCTAACTTAGTAAC 0.17
16S GTGCGGCTGGATCACCTCCT 0.2
23S CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC 0.2
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Se utilizé una PCR multiple previamente descrita por Persson y colaboradores
con algunas modificaciones [51]. El volumen total fue de 25ul consistiendo de
2.5ul de 10X PCR buffer (Bioline, Londres, Reino Unido), 100ng de ADN, 3mM
de MgCl, (Bioline, Londres, Reino Unido), 200uM de cada dNTP, 2U de Taq
polimerasa (Bioline, Londres, Reino Unido) y los primers: tcdA-F3345, tcdA-
R3969, tcdB-F5670, tcdB-R6079A, tcdB-R6079B, cdtA- F739A, cdtA-F739B,
cdtA-R958, cdiB-F617, cdtB-R878 con productos y condiciones de termociclado
especificas (Tabla 2 y 3).

Tabla 2. Productos para analisis de tcdA, tcdB, cdtA y cdiB
tcdA 629 pb

tcdB 410 pb

cdtA 221 pb

cdiB 262.........

Tabla 3. Condiciones de termociclado para analisis de tcdA, tcdB, cdtA y cdtB
Inicio 94°C 3 min
94°C 50 seg
35 Ciclos 56°C 40 seg
72°C 50 seg
Extension Final 72°C 3 min
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Analisis de tcdC

Con el fin de amplificar el gen tcdC se realizd PCR de acuerdo al método
utilizado por Spigaglia et al. [52]. El volumen total fue de 25 pL, el cual consistio
de 2.5 pL de 10x PCR buffer, 100 ng de ADN, 3mM MgClI2, 200 yM de cada
dNTP, y 1 U de polimerasa Tag. Los primers utilizados fueron C1 y C2 (Tabla 1).
La condiciones de termociclado fueron las siguientes: 5 min a 94°C; seguido de
30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 50°C, y 1 min a 72°C; concluyendo con una
extension final de 3 min a 72°C. (Tablas 4 y 5).

Tabla 4. Productos para analisis de tcdC
tcdC 718pb

Tabla 5. Condiciones de termociclado para analisis de tcdC

Inicio 94°C 5 min
94°C 1 min
30 Ciclos 50°C 1 min
72°C 1 min
Extensién Final 72°C 1 min
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Analisis de la delecion intra-marco de tcdC

Para realizar el andlisis de la delecion intra-marco de tcdC, se realizd PCR
como descrito por Persson et al. [51]. El volumen total fue de 25 L, el cual
consistié de 2.5 yL de10x PCR buffer, 100 ng de ADN, 3mM MgCI2, 200 pM de
cada dNTP, y 1 U de polimerasa Taq. Los primers usados fueron tcdC-F252 y
tcdC-R415 (Tabla 1). La condiciones de termociclado fueron las siguientes: 3
min a 94°C; seguido de 35 ciclos de 50 s a 94°C, 40 s a 56°C, y 50 s a 72°C;
concluyendo con una extension final de 3 min a 72°C. (Tablas 6 y 7).

Tabla 6. Productos para analisis de delecion tcdC

Delecion interna de 54 pb 108pb
Delecidn interna de 39 pb 126pb
Delecion interna de 18 pb 144pb
Delecion interna de 0 pb 162pb

Tabla 7. Condiciones de termociclado para analisis de delecion tcdC

Inicio 94°C 3 min
94°C 50 seg

37 Ciclos 56°C 40 seg
72°C 15 seg

Extension Final 72°C 3 min
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Analisis de delecion de tcdA 3’-Terminal

Para la realizacion del analisis de delecion de tcdA 3’-terminal, la mezcla reactiva
consistié en 25 pL, el cual contenia 2.5 uL de 10x PCR buffer, 100 ng de ADN,
3mM MgCI2, 200 uM de cada dNTP, 1 U polimerasa Taq y los primers NK9 vy
MNKVO011 [53].

Se realiz6 una PCR de acuerdo al método descrito por Kato y colaboradores [53]
con algunas modificaciones. El volumen total fue de 25ul consistiendo de 2.5ul
de 10X PCR buffer (Bioline, Londres, Reino Unido), 100ng de ADN, 3mM de
MgCl, (Bioline, Londres, Reino Unido), 200uM de cada dNTP, 2U de Taq
polimerasa (Bioline, Londres, Reino Unido) y los primers: NK9 y NKV011 (Tabla
1). El analisis se realizd con productos y condiciones de termociclado especificos
mismas que fueron las siguientes: 6 min a 94°C; seguido de 37 ciclos de 20 s a
94°C, 30 s a 55°C, y 2 min a 60°C; concluyendo con una extension final de 3 min
at 60°C. (Tablas 8 y 9).

Tabla 8. Productos para analisis de delecion de tcdA 3’-Terminal
tcdA 2535 pb

tcdA con delecion T14............

Tabla 9. Condiciones de termociclado para analisis de delecion tcdA 3’-Terminal

Inicio 94°C 6 min
94°C 20 seg
37 Ciclos 55°C 30 seg
60°C 120 seg
Extension Final 60°C 3min
GeneXpert

La prueba Xpert para C. difficile/Epi (Cepheid, CA) fue realizada como se
encuentra descrita por el fabricante. Cada una de las muestras con cultivos
positivos fue colocado en un medio reactivo el cual fue agitado por 10 s, por
medio de una pipeta de Pasteur, la solucion fue pipeteada en el cartucho tras lo
cual éste fue colocado en el instrumento Xpert. La prueba fue realizada
utilizando el programa prueba GeneXpert para C. difficile.
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Ribotipificacion

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas de acuerdo al método descrito
por Bidet et al. [54]. La mezcla reactiva consistio de 25 uL, conformado por 2.5
ML de 10x PCR buffer, 100 ng de ADN, 3mM MgCI2, 200 uM de cada dNTP, 1 U
de polimerasa Taq y los primers 16S y 23S (Tabla 1). La condiciones de
termociclado fueron las siguientes: 6 min a 94°C; seguido de 35 ciclos de 1 min
a 94°C, 1 min a 57°C, y 1 min a 72°C; concluyendo con una extension final de 7
min a 72°C. Los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis a
través de 2.5% de gel de agarosa tefido con bromuro de etidio durante 6 h a 85
V y luego analizados en una mesa ultravioleta con el software LabWorks Image
Acquisition and Analysis Software Version 4.5.00.0 para Windows (UVP, Inc.,
Upland, CA, USA). C. difficile ATCC 9689 y ATCC 9689 fueron usados como
control.

Electroforesis en gel por campos pulsados

PFGE fue realizada de acuerdo al método de Alonso et al. con modificaciones
minimas [55]. Se realizaron tres cultivos bacterianos en agar CCFA previo inicio,
posteriormente se inoculd en un medio tioglicolato liquido (FTM) y se incubd por
24 h a 37 °C. Posteriormente, 2 mL de la mezcla FTM fue centrifugada para
obtener sedimento bacteriano. El sedimento fue lavado una ve con 1mL de
buffer de suspensién celular posteriormente se suspendié de nuevo in 410 uL de
buffer de suspensién celular. A cada suspensién bacteriana se le agregdé 150 uL
de agarosa al 1.5% y se mezclaron completamente. La mezcla se transfirié a la
placa con pocillos (35 uL para cada pocillo) y se dejo solidificar a 4°C por 10-15
min. Los pocillos solidificados fueron incubados en 1 mg mL™" de solucién de
lisozima (100 pL de 25 mg mL™ caldo lisozima mas 2.5 mL de buffer lisozima)
por 2 h a 37°C. Se retir6 la lisozima, y los pocillos fueron enjuagados con
solucién salina. Los pocillos se incubaron con 20 U mL™ solucién proteinasa K
(100 yL de >600 U mL-1 caldo proteinasa K en 2.5 mL de buffer de reaccion de
proteinasa K) a 50°C durante una noche (17 h). Posteriormente, los pocillos
fueron lavados 4 veces con 1x buffer de lavado por 30 min con agitacion a
temperatura ambiente. Como siguiente paso los pocillos fueron incubados por 1
h con 1 mL de 1x buffer enzima de restriccion a temperatura ambiente y
después durante la noche en 300 yL de 1x buffer enzima de restriccion el cual
contenia 30-50 U de la enzima de restriccion Smal a 30°C. Tras digestion, el
buffer con enzima de restriccion fue retirado y los pocillos fueron incubados por
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30 min en 1x buffer de lavado. Los pocillos fueron cargados en gel de agarosa al

1% con

0.5x buffer Tris-borato-EDTA con tiourea (200 pM). Se realizd

electroforesis a 6 V por 22 h con tiempos pulsados iniciando a 1 s y terminando a
35 s usando el CHEF-DR Il Pulsed-Field Electrophoresis System (Bio-Rad,

Hercules,

10.

11.

CA, USA).

. Se sembraron aislamientos en agar CCFA en placa en anaerobiosis

por 24 horas. Si era un aislamiento recién descongelado, se repitio
este paso dos veces mas

. A partir de cultivo anterior inoculamos una asada (una sola colonia) en

5ml de medio liquido tioglicolato
Se incubd hasta fase exponencial (24 horas) a 37°C

. Acomodamos los portaobjetos de las muestras a trabajar y se

expusieron a luz ultravioleta durante 15 minutos

. Pasamos 2ml de cultivo liquido a un vial Eppendorf nuevo y se

centrifug6 por 5 minutos a 14000RPM

Eliminamos todo el sobrenadante sin remover la pastilla

Se afnadié la pastilla 1ml de PIV frio, agitamos en vortex hasta disolver
y centrifugamos por 5 min a 14000RPM

Se eliminé el PIV de cada tubo

Se anadié 410pl de PIV a cada muestra y agitamos en vértex para
disolver la pastilla

Fundimos agarosa al 1.5% en microondas y mantuvimos entre 40-
42°C. (150ul de agarosa por cada muestra)

Colocamos 150ul de agarosa fundida a cada tubo, uno por uno,
agitamos en vértex, hacer una muestra a la vez para evitar que se
solidificara la agarosa

Preparacién de un disco: Se colocaron 35ul de la muestra con agarosa
sobre una superficie de vidrio forrada con papel parafilm (preparamos
entre 5-7 discos por muestra)

Se dejaron enfriar los discos a -20°C por 5 minutos y fueron pasados a
un tubo de 15ml

Se prepararon lisozima, lisostafina y RNAsa a concentraciones de
10mg/ml
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Tabla 10. Preparacion lisozima, lisostafina y RNAsa

Reactivo Volumen Cantidad Para 24rxn Para 31 rxn
Lisozima 10ul 0.1mg /muestra | 0.00249g 0.0031g
RNAsa* 5ul 10ul / muestra 240l 310ul
Lisostafina* 10ul 0.05mg/muestra | 0.0012 0.00155
Volumen Total 23.760mL 30.690mL

*Se encuentra a una concentracion de 5mg/mL

12.Anadimos enzimas al buffer EC que cambi6é a EC-lisis y dejamos a

temperatura ambiente (preparamos 1ml de EC por muestra)

13.Se anadié 1ml de EC-lisis al tubo y se llevé a fondo los discos, no

agitamos mucho para evitar que se rompieran
14.Se incub6 2 horas a 37°C

15.Preparamos solucion ESP, 1ml por muestra: afadimos 1mg de

proteinasa K a 1ml de ES. Se preparé en el momento
16. Decantamos el sobrenadante de EC-lisis con una gasa estéril
17.Anadimos 1ml de solucion ESP e incub6 toda la noche a 50°C (17h)

1. Se filtrd la solucidén con una gasa estéril, anadimos 13ml de TE 1X
2. Agitamos por inversion y realizamos 4 lavados cada 30 minutos

1. Se prepard buffer para restriccion

Tabla 11. Preparacion de buffer de restriccion

Reactivo 12 Reaccion 24 rxn 31 rxn
BSA 4ul o6l 124l
Buffer 4l 96l 124l
Agua 32ul 7684l 992ul
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2. Transferimos con pinzas los discos a un Eppendorf y afnadimos 40pl
de buffer de restriccion (sin enzima), se incubo 1 hora para atemperar.
Se transfirieron algunos discos a un tubo Eppendorf sumergiéndolos a
1ml de buffer TE
3. Preparamos enzima
Tabla 12. Preparacion de enzima
Reactivo 12 Reaccion 24 rxn 31 rxn
BSA 4yl 964l 124l
Buffer 4yl 96yl 124l
Agua 31yl 7444l 961l
Enzima (Smal) 1l 244l 31ul

o

. Se expusieron a la

Se colocaron los discos en las paredes del Eppendorf para poder
sacar los 40yl del buffer de restriccion sin enzima

Anadimos 40ul del buffer de restriccidbn con enzima. Se incub6 toda la
noche a: Smal a 30°C

luz ultravioleta durante 15 minutos los
componentes de la placa para gel de agarosa

. Limpiamos el equipo con agua destilada estéril y una pequena

cantidad de cloro (15ml aproximadamente) y se dejé por 15 minutos,
sacamos el agua y se repitio el procedimiento pero sin cloro

Se sacaron los discos de la incubacién, se colocaron en refrigeracion
Preparamos el equipo, verificamos que no tuviera corriente y
apagamos la bomba

Anadimos los 7L de TBE 0.5X con tiourea (200pM) a la camara y
dejamos que alcanzara los 14°C

Se preparé el gel de agarosa al 1% con TBE 0.5X y tiourea (200uM),
chico (20 muestras) 100ml, grande (30 muestras) 150ml, preparamos
un excedente de 10ml

Se vacio la agarosa a la placa, colocamos el peine, y dejamos 10ml de
agarosa a 50°C

Agregamos los discos de agarosa, el marcador de PM al principio y al
final y las cepas control con un asa desechable sobre un portaobjetos
para introducirlo al gel de agarosa
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9. Cubrimos los pocillos del gel con la agarosa que estaba a 50°C

10.Colocamos el gel en el equipo y programamos las condiciones para C.
difficile: T Inicial 1.0s, T Final 35s, volts 6. Tiempo de corrida 22h,
velocidad de la bomba 70 a 180mA y temperatura de 14°C

7 o |- T
1. Se sacé el gel y se tind con bromuro de etidio 1ug/ml (30ul) por 10
minutos y enjuagando con agua, observando con luz UV y se tomaron
fotos
2. Eliminamos el TBE 0.5X de la cdmara y lavamos 2 veces con agua
destilada con y sin cloro
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Cepa control

La cepa de control utilizada en todas la pruebas fue, Clostridium difficile
toxigénica ATCC BAA-1805.
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CAPITULO VII

CALCULO DE MUESTRA

Basados en una estimacion de 5.04 casos por 1000 egresos (VIDAS AB,
sensibilidad de 65-70%) y un nivel de confiabilidad de 95% con un intervalo de
confianza de 10 calculamos un total de 58.5 casos anuales.
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CAPITULO VIII

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis descriptivo. Utilizamos el test de suma Wilcoxon al
comparar las medias y prueba exacta de Fisher o Chi-cuadrado para la
comparacién de variables dicétomas. Se utilizdé S.P.S.S ver 18.
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CAPITULO IX

DECLARACION BIOETICA

Este estudio se realizé con la aprobacién del Comité de Etica Local de la
Escuela de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (Aprobacion
MB11-007). Se obtuvo consentimiento informado por escrito aprobado por el
Comité de Etica.
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CAPITULO X

RESULTADOS

Datos clinicos y poblacién de estudio

Durante el periodo de 18 meses de vigilancia, se detectaron 106 pacientes con
probable ICD y 36 fueron positivos por prueba de ImmunoCard. A su vez, se
identficaron 22 pacientes con cultivos positivos para C. difficile, 14 de los cuales
tuvieron una prueba positiva por ImmunoCard y 22 resultaron positivos por
GeneXpert. (Figura 1)

36/106 (33.9%)

ImmunoCards
Toxinas A&B
positivas

106 muestras de
heces estudiadas _ ,
22 aislamientos
con multiples

Cultivo CCFA . PCRsY
Positivo ribotipificacion
22/106
(20.7%)

Figura 1. Distribucion de estudios realizados en la poblacién
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De los 22 pacientes con cultivo positivo, 9 fueron mujeres (40.9%) y la edad
mediana fue de 46.5 anos de edad. Los factores de riesgo incluyeron; una
hospitalizacion de 16.1 dias previa a la deteccion de la toxina, un uso de
antibiéticos por 13.5 dias en promedio y el uso de 3 antibiéticos como mediana.
Los antibiéticos més utilizados previa deteccion de toxina fueron cefalosporinas
de tercera generacion (11/22), clindamicina (11/22) y fluoroquinolonas (7/22).
Los pacientes reportaron una mediana de 9 defecaciones al dia. Los niveles
promedio de leucocitos periféricos, albumina y creatinina fue de 22,200
células/mL, 2.0 g/dL y 1.69 mg/dL respetivamente. Se observaron diferencias en
el uso previo de clindamicina y la mortalidad general entre pacientes con cultivos
positivos y cultivos negativos. (Tabla 13)

Tabla 13. Comparacion de caracteristicas clinicas entre pacientes con cultivos
positivos y cultivos negativos

Caracteristicas Cultivo Positivo ICD Cultivo Negativo p
(n=22) (n=84)
Género masculino 14(63.6) 55 (74.1) 0.978
Edad 46.5 (15-89) 45.6 (15-79) 0.035
Mediana de movimientos intestinales
un dia previo a diagnéstico de CDI 9 (4-20) 4310 0.189
Promedio de IMC 23.0 (15.6-27.8) 25.9 (15.5-38.7) 0.997
Albumina g/dL 2.0 (1-32) 2.19 (0.9-3.7) 0.370
Creatinina mg/dL 1.69 (0.3-10.56) 0.95 (0.2-5.9) 0.408
Duracién de estancia hospitalaria 30.8 (7-115) 30.7 (1-77) 0.942
D’ias de uso anltibiético previo a 13.5 (0-49) 13.0 (0-90) 0174
sintomas (mediana)
Cefalosporinas de tercera generacién 1 (50.0) 28 (32.5) 0.203
Clindamicina 1 (50.0) 19 (22.0) 0.019
Fluoroquinolonas 7 (31.8) 28 (32.5) 0.947
Estancia en UCI previa 1(4.5) 3(15.1) 0.336
Cirugia intrabdominal previa 1 (50.0) 41 (48.8) 0.920
Total de mortalidad en 30 dias 6 (27.7) 3 (3.5) 0.002

ICD Infeccion C. Difficile; UCI: Unidad de cuidados intensivos; Valores dados con n(%) o medias *
desviaciones estandar.

El tratamiento fue combinado (vancomicina enteral y metronidazol IV) en 9/22
(40.9%) pacientes y 13/22 (59%) fueron tratados con monoterapia (10
metronidazol, 2 vancomicina y 1 rifaximina). En general la tasa bruta de
mortalidad en 30 dias fue de 8.4% (9/106). Dos pacientes requirieron colectomia
como tratamiento para CDI.
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Aislamientos

Se obtuvieron 22 aislamientos de 22 pacientes (edad media de 51.7 afos; rango
de 20-89 anos; 10 mujeres y 12 hombres). La mayoria de los aislamientos fueron
recolectados en salas médicas, sin embargo algunas fueron obtenidas de salas
de cuidados intensivos y shock trauma. (Tabla 14) Los perfiles genéticos de la
toxina fueron evaluados con base en PCR notandose dos tipos de perfiles. La
mayoria de los aislamientos, 90.9% (20/22), portaban genes codificados para
enterotoxina, citotoxina y las toxinas binarias ( tcdC, tcdA, cdtA 'y cdiB) y estas
cepas portaban el gen regulador tcdC con una delecién 18-bp. Las 20 muestras
de dichos aislamientos fueron positivas para cepa toxigénica NAP1/027: C.
difficile toxigénica positivo/ presuntivamente NAP1/027 positivo.

Tabla 14. Presencia y composicion del locus de toxina citoletal distensora (CDT)
en las cepas de C. difficile estudiadas

Delecién ImmunoCard Fecha de
Aislamiento | tcdA tcdB tcdC tedC cdtA cdtB Toxinas Sala Coleccion | Edad Género
AyB m/d/a
100 + + + 18 + + + IM 11/9/11 84 F
102 + + + 18 + + - IM | 1114111 | 64 F
104 + + + 18 + + - UCI | 11/15/11 [ 40 M
106 + + + 0 = = + UCI | 1222111 | 59 M
108 + + + 18 + + + CG | 11/28/11 | 64 M
111 + + + 18 + + + UR [ 12/2/11 | 52 M
118 + + + 18 + + - CG | 1/6/12 | 57 M
121 + + + 18 + + + ST [ 1/31/12 | 46 M
122 + + + 18 + + + IM | 2/8/12 | 21 F
127 + + + 18 + + - UCI | 3/2/12 | 86 F
128 + + + 18 + + - IM | 3/6/12 | 89 F
131 + + + 18 + + + IM | 2/19/12 | 35 M
135 + + + 18 + + + IM | 4/18/12 | 35 M
139 + + + 18 + + + CG | 4/4/11 60 M
140 + + + 18 + + + CP | 4/24/11 | 75 M
156 + + + 18 + + - IM | 4/17/12 | 75 F
161 + + + 18 + + + ST | 4112 | 20 F
166 + -+ + 18 + + + IM | 4/17/12 | 35 F
169 + + + 18 + + + ST | 5/2/12 | 50 M
176 + + + 18 + + + IM [ 5/9/12 42 F
183 + + + 18 + + - ST [ 5/24/12 | 15 M
186 + + + 0 - - IM | 6/1/12 | 29 F

IM: Medicina Interna; UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; CP: Cirugia Plastica; CG: Cirugia General; ST:
Shock Trauma; M: Masculino; F: Femenino
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El 9.1% (2/22) de los aislamientos restantes fue positivo para tcdB, tcdA 'y tcdC
sin regulador del gen tcdC y negativos para los marcadores de toxina binaria
cdiBy cdtA (Tabla 14).

Las dos muestras de las cuales estos aislamientos obtenidos fueron negativos
para cepa NAP1/027 toxigénica; C. difficile toxigénica positivo/presuntivamente
NAP1/027 negativo.

PFGE fue realizada en 17 aislamientos observandose principalmente un patrén
caracteristico de la cepa NAP1/027. Unicamente dos aislamientos mostraron un
patrén diferente (aislamientos 106 y 186).

Los datos del analisis de ribotipificacién mostraron resultados similares con un

predominante ribotipo caracteristico de la cepa 027 y Unicamente dos
aislamientos mostraron un patron distinto (asilamientos 106 y 186).
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CAPITULO Xl

DISCUSION

C. difficile es un patdogeno nosocomial importante asociado a enfermedad
diarreica. En este escrito presentamos el primer reporte de C. difficile NAP1/027
en México.

Una de las pruebas diagnésticas de ICD es la prueba ImmunoCard. En nuestro
estudio analizamos 106 pacientes con probable ICD y de éstos, 36 resultaron
positivos por ImmunoCard. Interesantemente, de los 22 pacientes con cultivos
positivos para C. difficile solamente 14 fueron positivos por prueba de
ImmunoCard. De acuerdo al fabricante, la prueba ImmunoCard tiene una
sensibilidad de 95.2% y una especificidad de 98.5% con un valor predictivo
negativo de 99%.

Sin embargo, con base en nuestros resultados, el cultivo no fue capaz de
detectar 12 paciente infectado y la prueba de ImmunoCard fallé en la deteccion
de 8 pacientes. Aunque la evaluacion de la prueba diagnéstica no fue parte de
nuestro objetivo, pareciera ser necesaria la realizacion de ambas para lograr
diagnésticos acertados. El PCR directo de las muestras de heces es un examen
diagnéstico ampliamente utilizado en el diagnostico de ICD ya que posee una
alta sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo. Es por esto que PCR se ha recomendado como el estudio diagndstico
preferido para ICD [56].

A pesar de que ningun examen es 100% sensible o especifico en la deteccion de
C. difficile, las pruebas de citotoxigenicidad y citotoxina celular son actualmente
se consideran las pruebas gold standard. Un sesgo en nuestro estudio es que
estas pruebas aun no se encuentran disponibles en nuestro laboratorio para la
confirmacion de los resultados de PCR, ya nos encontramos implementando
esta técnica.
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Trabajos previos han determinado que aproximadamente uno de cada diez
pacientes que se infectan con C. difficile morirdn [57] y que la mortalidad
asociada al ribotipo NAP1/027 incrementa con la edad del paciente. Un estudio
reciente ha demostrado que 44.1% de aquellos pacientes infectados eran
mayores de 65 afnos y que 8.1% de ellos murieron dentro de los 30 dias
siguientes al diagnéstico [58]. En nuestro estudio, 3 de cada 22 pacientes
(13.6%) fallecieron de ICD con una edad promedio de 67.6 afios. Si tomamos en
consideracion que todos los pacientes infectados (n=44) (36 pacientes con
toxinas positivas mas 8 con cultivo positivo y con ImmunoCard negativo),
tuvimos una tasa de mortalidad directamente atribuible a ICD de 6.8% (3/44). En
este estudio no encontramos relacidén epidemiologica directa entre los casos de
ICD NAP1/027.

Las infecciones por C. difficile son también relacionadas con un aumento en el
costo de los cuidados de salud debido a una estancia hospitalaria mas
prolongada [59]. Se ha demostrado que las infecciones nosocomiales de C.
difficile representan una estancia hospitalaria mas prolongada [60]. No obstante,
C. difficile es el agente nosocomial infeccioso mas comun, con pacientes,
trabajadores de salud y el medio ambiente hospitalario como reservorio, aunado
a esto se encuentra como mayor factor de riesgo el tratamiento antibiético dentro
de periodo de 2-3 meses [61]. Los factores de riesgo en nuestros pacientes
fueron; estancia hospitalaria de 16.1 dias previa a la deteccién de la toxina, uso
de antibiético en un promedio de 16.2 dias y una mediana de 3 antibioticos
utilizados.

La tipificacion de los aislamientos de C. difficile se basé principalmente en uno o
mas de los tres esquemas de tipificacion mas comunes, incluyendo andlisis de
enzima de restriccién (la clona epidémica es tipo Bl), PFGE (clona epidémica
tipo NAP1) y/o ribotipificacion por PCR con valores D de 0.843 y 0.688
respectivamente [62]. En este estudio se utilizaron ambas metodologias y ambas
fueron capaces de mostrar la relacion clonal de los aislamientos. Sin embargo, la
ribotipificacién por PCR es mas sencilla de realizar en laboratorio que la PFGE
ya que es menos laboriosa.

Es méas probable que una presentacion mas severa de la enfermedad sea
causada por la cepa con ribotipo NAP1/027 que por cepas no-027 debido a que
las cepas NAP1/027 producen una cantidad excesiva de toxinas A y B como
resultado de la delecion tcdC [44]. En nuestro hospital, la mayoria de los
aislamientos presentaron cepa ribotipo NAP1/027 y se encontraba diseminada
en diversas areas en el hospital, es por tanto que se debe de tener especial
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cuidado de evitar la propagacion de este ribotipo. En resumen, los hallazgos
previamente mencionados representan la diseminacion.

La diseminacién clonal de C. difficile es una gran preocupacion en el ambito de
cuidado de la salud es por tanto que el aislamiento de C. difficile NAP1/027
requiere una continua vigilancia genética para la identificacion temprana de
nuevos casos. Tras los hallazgos de este estudio se reforzaron las politicas
hospitalarias en cuanto al uso de desinfectantes basados en cloro y el
aislamiento temprano de pacientes.

En conclusion, los resultados de este trabajo confirman la aparicién de C. difficile
en México. Se requieren datos de vigilancia para valorar la diseminacién de ésta
en el hospital y establecer factores de riesgo relacionados con la transmision de
la misma en nuestras facilidades. Este es el primer reporte de C. difficile ribotipo
NAP1/027 en México.
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A high consumption of clindamycin was noted in an orthopedics ward with high rates of Qosoridium
difficile infection (CDI). We restricted clindamycin for the entire ward. A reduction of 88% in CDI(1.07 to
0.12 x 1,000 patients-days, P = 056) and 84% for all-cause diarrhea (240 to 0.38 x L000 patients-days,
P 021) was achieved. Qindamycin was reduced 9261% without an increase in other antibiotics, We

identified high consumption of ¢indamyein as a sk factor for CDL
Copyright © 2014 by the Assoclation for Professionals in Infection Control and Epidemiology, Inc.

Published by Elsevier Inc All rights reserved.

Prior exposure to antimicrobial agents has been identified asa
risk factor for Clostridium difficile infection (CDI).! The most com-
mon agents predisposing to CDI have been fluoroquinolones, clin-
damycin, or broad-spectrum cephalosporins 2 Restricting exposure
to antibiotics assodated with increased CDI is an intuitively
attractive approach to reduce CDI rates; however, there are few
studies that demonstrate the successful implementation of antibi-
otic prescribing interventions to decrease these rates.'?4 During
the months of May and June of 2012, we registered a notable in-
aease in CDI in the orthopedics ward and identified a ward-wide
high consumption of clindamycin, The aim of our study was to
assess the effect of clindamycin restriction on CDI rates in an or-
thopedics ward in a university teaching hospital in Mexico.

METHODS

We performed an interventional 23-month study that consisted
of 2 periods: a 7-month baseline period (December 2011 through

* Address correspondence to: Adridn Camacho-Ortiz, MD, Servick de Infectolo-
ga Coordinacidn de Epkemiokogia Hospitalaria Hospital Universitario “Dr. josé
Heuterio Gonzdlez” Universkad Auténoma de Nuevo Ledn. Avenida Francisco 1.
Madero sin. Colonia Mitras Centro, Monterrey NL 64450, Méxko.

E-mall address: acamacho_md@yahoo.com (A Camacho-Oniz)
Conflict of interest: None to report.

June 2012) and a 16-month intervention period (July 2012 through
October 2013). The orthopedics ward unit is a48-bed area(37 adult
beds and 11 pediatric beds) with a mean of 1,200 admissions per
year. This orthopedics ward unit primarily hospitalizes patients
with fractures because of motor vehide accidents, gunshotwounds,
and multiple trauma

The intervention period consisted of 2 pharmacy restriction
of clindamycin for the entire orthopedics ward. Only patients
with a previous infectious disease consult could receive clin-
damycin in their antibiotic scheme. Staff members were
informed of the restriction and were instructed to use alterna-
tive antibiotic schemes during small group and ward academic
meetings. Metronidazole was preferred for use in contaminated
wounds and empiric anaerobic bacteria coverage. Infectious
diseases consultants participated in the treatment of all CDI
cases, and, in other cases, the attending physician actively soli-
cited a consult.

During both periods, the same personnel from the infection
control unit maintained active surveillance for patients with diar-
rhea, defined as passage of 3 or more unformed stools in the pre-
vious 24 hours, fever, and leukocytosis (11,000 white blood cells/
mm?3). [n suspected cases, stool samples were sent for detection of
toxin A/B (ImmunoCard Toxins A&B; Meridian Bioscience, Ing
Cincinnati, OH). If these patients were toxin A/B positive, they were
categorized as CDI; if they were toxin A/B negative, they were

0196-5553/53600 - Copyright © 2014 by the Assodation for Professionals in Infection Control and Epidemiclogy, Inc. Published by Elevier Inc. All rights reserved.
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Tabile 1
Risk factars for C01 of the smedy populaton
Baseline periad,  Intervention periad. P
= G84 n=1,720 wvalus
Mean age,y 35.12 35.08 a3
Tatal antibiotic DD 5,735(838) 993 (5.75) 13
[ par patient)
Length of stay 7.025(1027) 16,507 (9.53) AR
[ per patient) davs
Nunber of sergeries 565 (0.825) 1,415 (0.822) 24
[ per patient)
DD daily dase.

HOTE Walues in parentheses represent maans. The number inside the parenthesis
refers to the average kngth of stay per patient, the number metiide the panenthes
refars (o the wotal length of sty this 2lio applies for the atler variables,

labeled as towin-negatve diarrhea All-cause diarrhea was defined
as the combined group of padents with CDI and with toxin-
negative diarhea We excluded patients with recent use of
lawatives or with an alemative cause for diarchea Prescription
information and pharmacy registy for antbiotic consumption
were analyzed for both periods. A continuous hospital-wide hamd
hygiene program was active throughout the study. Contact pre-
cautions for CDI cases were not modified, and no other actions werg
modified during the study.

RESULTS

In this study, 684 patdents were included during the baseline
and 1,720 during the interventon period. There was no difference
in mean length of hospital stay in either group (10.27 vs 9.59 days,
respactively, P = 483} and there were no differences in 2ge and
gender between the 2 study periods. Risk factors for CDI in both
groups were similar (Table 1)

The mean infection rate was reduced from 1.07 per 1000
haspital-days during the baseline period @ 012 per 1,000 hospital-
days during the intersention period, with 2 decrease of 88.78%

(P =.056). Furthermore, toxi n-negative diarrhea was reduced from
a mean of 135 w 026 (P = .076), and all-cause diarrhea was
reduced from 2 mean of 2.40 per 1,000 hospizl-days o 038 per
1000 hospital-days, with a decrease of §4% (P= 021} (Fig 1.
Defined daily doses (DDD ) of clindamyein per 1,000 pat ent-days
declined from a2 mean 15743 during the baseline period to 1163 in
the intervention period, witha decrease of $2.61% (P = .0002). Use of
cephalasporing declined as well, from 54514 DOD per 1000 patient-
days during the baseline period to 4311 during the intervention
period, with a deaease of 21% (P = 00681), Metronidazole usage
increased from 17.56 DDD per 1,000 patientdays w 143,72
(P=.0002), and fluorcquinolones decreased from 76.77 to 27.31 DODD
per 1,000 patient-days with no sdstcal significance (P=.2101)

DISCUSSION

Clindamyein has been known since the seventies to be a risk
factor For the development of COL* After we identified it s an
important hazard for our orthoped ics ward, the restriction of its use
weas associared with Favorable results, [n other studies as well as in
ours, a revised antibiotic guideline avoiding broad -spectrum anti-
biotics can prompt a significant deaease in CDI cases” By estab-
lishing an effective antibiotic scheme, clindamycin usage was
reduced importantly (157.43 to 11.63 DDD per 1,000 patient-days),
an event that did not prompt an increase in cephalosporin and
fluoroquinolones use but did cause a consequent increment in
metronidazole consumption. Although an alternative antibiotic
scheme was discussed with the medical personnel that included
cephalosporins, we did not observe an increase in their use. This
could represent anly a spurious relation. A similar clindanyecin
restriction in the Hunter Holmes McGuire Veterans Affairs Medical
Center, a 703-bed tertiary care hospital, was performed as a control
measure during an outbreak of CDI associated to 2 clind amycin-
resistant strain A sustained decrease in the number of parients
with CDI after the restriction was observed (11.7 vs 3.33 cases per
maonth after restriction; P < 001} Their use of clindamyein was
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reduced by 87%, offset by an increased use of several other antibi-
otics with antianaerobic activity (imipenem, cefotetan, ticarcilin-
davulanate, piperadilin, and metronidazole}® Pear et al reported
aredudion from an average of 1.7 CDI cases per month to 1.9 cases
per month after clindamycin restriction (P < 007} during an
outhbreak associated to a clindamycin-resistant strain.” We noticed
that, urder similar corditions, the restriction of dindanmycin inour
orthopedics ward prompted a comparable deqease in CDI (107 to
012 per 1.000 inpatient-days) In all of the above-mentioned
studies, standard infection control measures including isolation
precautions amd hand hygiene programs were applied before and
after clindamycin restriction; however, none of these efforts
appeared to alter the frequenay of new cases ! We acknowledge
the fact that other uncontrolled factors could influence CDI rates,
but we consider this unlikely because no other intervention was
implemented during the study.

In conclusion, in the present study clirdamycin restriction
was associated with a reduction in CDI apd probable CDI in
the orthopedics ward without an increase in cephalosporin

use. This proved to be an effective measure for the control of
CDL
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Abstract

Background and Objective

Clostridium gifficiie NAP 1/ribotype 027 Is associated with severe disease and high martality
rates, Ouraim was to determine the prevalence of NAP1/ibotype 027 among C. difficile iso-
lates in a tertiary care hospital, and review the main clinical data.

Methods

Woe Included 106 stool samples fram 108 patients. Samples were tested for A%B toxins and
were cultured on CCFA agar. The genes tedA, tedB, todC, edtd, and catd ware amplified
using PCR Inclinlcal isolates. The tedA 3-end deletion analysis, PCR-ribotyping, and
pulsed-field gel electrophoresls (FFGE) were also peformed. Stool samples that were posl-
thve for eulture were tested by the GenexXpert C. difficile assay. Clinical data were collected.

Results

Thitty-six patients tested positive for A&B toxins; and 22 patients had positive culture for C.
difficife, 14 of which tested positive for the A&B toxins and all 22 patients tested positive by
the GeneXpert C. difficile assay. Risk factors included an average hospital stay of 16.1
days prior to toxdn detection, average artibiotic use for 16.2 days, and a median of 3 antibi-
otics used. The 30-day crude mortality rate was 8.4%. Six of the 22 patients died, and 3 of
those deaths were directly attibuted to C. difficife irfection. The majority of isolates, 90.9%
(20i22), carried genes foadl, fodA, cdid, and edtB; and these strains carried the corre-
sponding downregulator gene todC, with an 18-bp deletion. PFGE was performed an 17
isolates, and one main pattern was observed. Analysis of the ribotyping data showed
similar results.

PLOS OME | DOL10.1371oumal pona 0122657 Apdl 27, 2015
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C. dfficile NAP 1/027 ina Mexican Hospital

Conclusion

The above findings representthe clonal spread of C. difficile in our institution, which mainly
incdludes the NAP1/027 strain. This is the first report of C. difficife ribotype NAP1/027 in
Mexico.

Introduction

Clostridium difficile is a Gram-positive anaerobic bacterium that is able to produce spores. This
bacterial species causes a potentially fatal diarrheal disease due to the production of its princi-
pal virulence factors toxin A and toxin B, which are encoded by their genes tedA and tedB that
are located on a 21-kilobase section of chromosomal DNA known as the pathogenicity locus
(PaLoc). The tedC gene is thought to encode a negative regulator of toxin production. There-
fore, enhanced toxin production, and thus increased virulence, is often derived in strains with
anaberrant tedC genotype. In addition to toxins A and B, some strains also produce a third
toxin known as binary toxin, encoded by ctdA and ctdB, located outside the PaLoc [1]. The
spores of this anaerobic bacterium are widely distributed in hospital environments, and their
ingestion by patients with an altered gut microflora contributes to colonization and disease
(2],

The spectrum of C. difficile infection (CD1) is very wide, starting from asymptomatic car-
riage to severe diarrhea that may progress to pseudomembranous colitis and toxic megacolon,
The epidemiology of C. difficile has changed in the past decade, and a new type has emerged:
polymerase chain reaction (PCR) ribotype (RT) 027/North American Pulsed (NAP)-field type
01. Major outbreaks associated with this strain have been described since 2004, first in Canada
followed by the USA and Europe [1,3-5]. C. difficile NAP1/027 is associated with a severe dis-
ease presentation and high morbidity and mortality rates; therefore, it presents a major clinical
and financial burden [6]. In Latin America, this strain has been found in Costa Rica and more
recently in Chile [Z]. In Mexico, studies have shown the clinical characteristics of patients with
CD1 demonstrating a significant risks of developing CDI following the use of H2 blockers, if
they had a prior hospitalization within 12 weeks of diagnosis, if they had been in theintensive
care unit, prior use of cephalosporin’s, fluoroguinolones [7] and clindamyecin [7] but genetic
analysis of Mexican isolates have not been published. Thus, our aim was to determine the prev-
alence of NAP1/027 among C. difficile isolates in a tertiary care hospital, and review the main
clinical data.

Material and Methods

Ethics Statement

This study was performed with theapproval of the Local Ethics Committee of the School of
Medicine of the Universidad Auténoma de Nuevo Leon (Approval MB11-007), Written in-
formed consent approved by the Ethics Committee was obtained from all patients,

When applied, written informed consent was obtained from caretakers, or guardians on be-
half of the minors enrolled in this study.

Study population and collection of data

From March 2011 through August 2012, 106 stool samples were analyzed from hospitalized
patients aged 16 years or older. We enrolled patients with a hospital stay greater than48 hora
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recent hospitalization (in the previous 12 weeks) who developed diarrhea (3 or more deposi-
tdons in thelast 24h with a Bristol scoreof6 or 7) and in whom there was no obvious explam-
ton of the cause, All subjects agreed to participate in the study by signing an informed
consent,

The demographic and clinical data collected in the study were age, gender, and length of
hospital stay, In addition, the usage and dosage of antibiotics within the past 2 months were in-
vestigated as potential risk factors for CDNL Laboratory tests such as white blood cell (WBC)
count, creatinine, and albumin were performed within 24 h of enrollment.

Detection of infection

The stocl samples collected were tested for toxins using the ImmunoCard toxins A&B assay
(Meridian Bioscience, Cincinnati, OH, USA). Furthermore, fecal samples were collected from
patients and were treated with ethanel shock for 3 h prior to inoculation on cycloserine-cefoxi-
tinn fructose agar (CCFA). Incubation was achieved in an anaercbic atmosphere using a GasPak
EZ anaerobe pouch system (Becton Dickinson, Sparks, MA, USA) at 37°C for 48 by and anaero-
bic colonies were identified using catalase, Gram staining, and the Crystal 1dentification System
(Becton Dickinsorn).

Analysis of clinical isolates

For all isolates, multiple PCR were performed to genotype tedA, tedB, oltd, odtB, twdC. We also
detected thedeletion in the downregulator gene tedC,

Toobtain DNA form clinical isolates, ive colonies were transferred into 200 pL of 100 mdd
Tris-HCl, 150 pg of lysozyme was added, and the mixture was incubated at 37 C overnight. Fi-
nally, genomic DNA was extracted with a standard phenol-chloroform-iscamyl al cohol
protocel,

tedA, tecdB, cdtA, and odfB analysis

The genes tedA, tedB, cdtA, and cdiB were amplified using a multiplex PCR method [8]. The
total volume was 25 uL, consisting of 2.5 pL of 10% PCR buffer, 100 ng of DNA, 3mM MgCls,
200 puM of each dNTP, and 1 U of Tag polymerase (Bioline, London, UK), and the primers

ted A-F3345, ted A-R3969, ted B-F5670, tedB -Re072A, tedB -RE079B, cdtA-F739A, and
cdtA-F739B were used (Table 1). Thermocycler conditions were as follows: 3 min at 94°C; then
35 cycles of 50 sat %4°C, 40 sat 56°C, and 50 s at 72°C; and a final extersion of 3 min at 72°C.

fcdC analysis

PCR was performed toamplify the tedC gene according to the method used by Spigaglia etal,
(2002) [2]. The total volume was 25 pL, consisting of 2.5 pL of 10x PCR buffer, 100 ng of DN A,
3md MgCly, 200 pM ofeach dN'TP, and 1 UofTag polymerase, The primers used were C1
and C2 (Table 1), Thermocycler conditions were as follows: 5 min at %4°C; then 30 cycles of 1
minat94°C, I minat 50°C, and I minat 72°C; and a final extension of 3 min at 72°C,

tedC internal In-frame deletion analysis
For tedC internal in-frame deletion analysis, PCR was performed as described by Persson et al.
(2011} [8]. The total volume was 25 pL, consisting of 2.5 pL of 10x PCR buffer, 100 ng of DN A,

ImM MgCly, 200 pM of each dN'TP, and 1 U of Taq polymerase. The primers used were
tedC-F252 and tedC-R415 (Lable 1), Thermocycler conditions were as follows: 3 min at 948°C;
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Table1. Primers used fortyplng of C. difficie.

Forward and reverse pimers (5'37) Concentration (ph)
kdA-FI345 GCATGATAAGGCAACTICAGTGGTA 0.6
edA-R3060 AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 0.6
td B-FEET0 CCAMARTGGAGTGTTACAAMCAGGTG 0.4
ted B-RG0TAA GCATTTCTCCATTC TCAGCAAAGTA 0.2
e B-RGOT I8 GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA 0.2
el A-F730A GGGAAGCACTATATTAMAGCAGAAGD 0.05
citA-F7 398 GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGT 0.05
ctA-RB58 CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA 0.1
cB-FE1T TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 0.1
cdtB-RE7E CGGATCTCTTGCTTCAGTCTITATAG 0.1
c1 TTAATTAATTTICTCTACAGCTATCC 0.3
c2 TCTAATAAAAGGGAGATTGTATTATG 0.3
dC-F252 CATGGTTCAAAATGAAAGACGAC 0.3
dC-R415 GGTCATAAGTAATACCAGTATCATATCCTTIC 0.3
] CCACCAGCTGCAGCCATA 017
MNKVO11 TTTTGATCCTATAGAATCTAACTTAGTAAC 017
185 GTGCGGCTGGATCACCTCCT 0.2
235 CCCTGCACCCTTAATAACTTIGACC 0.2

a1 LT found pona 01 22827001

then 35 cycles of 50 s at 94°C, 40 sat 56°C, and 505 at 72°Ciand a final extension of 3 minat
TG,

tcdA 3'-end deletion analysis

For tedA3 -end deletion analysis, the reaction mixture consisted of 25 pL, containing 2.5 pL of
10 PCR buffer, 100 ng of DNA, 3mM MgCls, 200 pM of each dNTP, 1 U of Taq polymerase,
and the primers NK9and MNEKVOLL [10]. Thermocycler conditions were as follows: 6 minat
94°C; then 37 cycles of 205 at 94°C, 305 at 55°C, and 2 min at 60°C; and a final extension of

3 min at 60°C.

GeneXpert C. difficile

The Xpert C. difficile/Epi assay (Cepheid, CA) was performed as described by the manufachar-
et. Briefly, each stool sample positive for culture was transferred intoa sample reagent vial. The
vial was vortexed for 10 5, and the solution was pipetted into the cartridge by using a Pasteur
pipette. The cartridge was placed on the Xpert instrument, and the assay was performed using
the GeneXpert C. difficile assay program.

PCR-Ribotyping

Amplification reactions were performed according to the method described by Bidet etal.[11].
The reaction mixture consisted of 25 pL, containing of 2.5 pL of 10x PCR buffer, 100 ng of
DA, 3mM MgCls, 200 pM of each dNTP, 1 U of Taq polymerase, and the primers 165 and
235 (Table 1), Thermocycler conditions were as follows: & minat 94°C; then 35 cycles of 1 min
at94°C, Iminat 57°C,and 1 min at 72°Ciand a final extension of 7 min at 72°C. Amplification
products were subjected to electrophoresis through a 2.5% agarose gel stained with ethidium
bromide for & hat 85 V and then analyzed on an ultraviolet table with the LabWorks Image
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Acquisition and Analysis Software Version 4.5.00.0 for Windows (UVP, Ine, Upland, CA,
USA)L C diffieile ATCC 9689 and ATCC 9689 were used as a control.

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

PFGE was performed according to the method used by Alonso etal. (2002), with minor modifi-
cations [12]. A bacterial culture was grown in CCFA agar three times before starting, and then
it was inoculated into fluid thioglycellate medivm (FI'M) and grown for 24 h at 37°C, Next, 2
mL of the FI'M mixture was taken and centrifuged toobtain the bacterial pellet. The pellet was
washed one time with 1 mL of cell suspension buffer and then resuspended in 410 pL of cell
suspension buffer, Each bacterial suspension was mixed with 150 pL of 1.5% agarose and
mixed thoroughly, The mixture was transferred to plug molds (35 pL for each plug) and al-
lowed to selidify at 4°C for 10-15 min. The selidified plugs were incubated in 1 mg mL™ lyso-
zyme solution (100 pL of 25 mg mL” lysozyme stock plus 2.5 mL of lysozyme buffer) for 2 hat
37°C. The lysozyme was removed, and the plugs were rinsed with sterle water, The plugs were
incubated with 20 U mL? proteinase K solution (100 pL of > 600 UmL” proteinase K stock in
2.5 mLof proteinase K reaction buffer) at 50°C overnight (17 k). Then, the plugs were washed
four times with 1% washing buffer for 30 min at room temperature with agitation, Next, the
plugs were incubated for 1h with I mLof 1% restriction enzyme buffer at room temperature
and then overnight in 300 pl of 1% restriction enzyme buffer containing 30-50 U of the restric-
ton enzyme Smal at 30°C, Atter digestion, the butfer with the restriction enzyme was removed
and the plugs were incubated for 30 min in 1x washing buffer, The plugs were loaded ona 1%
agarose gel with 0,5x Tris-borate- EDTA buffer with thiourea (200 pM), Electrophoresis was
fun at 6 for 22 h with pulse times starting at 1 sand ending at 35 s using the CHEE-DR 111
Pulsed-Field Electrophoresis System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Control strain
Toxigenic strain Clostridizam difficile ATCC BAA-1805 was used as control strain in all assays,

Statistical analysis

Descriptive analysis was performed. We used Wilcoxon sum test when comparing means and
Fisher exact test or Chi square test for comparison of dichotomical variables, 5.P.5.5 ver 18
was used

Results

Clinical data of patients

During the 18-month surveillance period, we screened 106 patients with probable CDI, and 36
tested positive with the ImmuncoCard assay. Furthermore, we found 22 patients with a positive
culture for C. difficile, 14 of which tested positive with the Immune Card assay and all 22 were
positive by the GeneXpert assay, (Eigl)

Of the 22 patients with a positive culture, & were women (40.9%) and the median age was
46.5 years old. Risk factors included an average hospital stay of 16.1 days prior to toxin detec-
ton, average antibiotic use for 13.5 days, and a median of 3 antibiotics used. The most com-
mon antibictics used prior to toxin detection were third-generation cephalosporins (11/22),
clindamycin (11/22), and flourogquinolones (7/22). Patients had a median of 9 stocl movements
per day. The average levels of peripheral leukocytes, albumin, and creatinine were 22,200 cells/
mL, 20 g/dL, and 1.69 mg/dL, respectively. We observed differences in prior use of dindamy-
cinand overall mortality between culture positive and culture negative patients (Table 2}
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ImmunoGar
d toxin A/B
positive
36/M106
(33.9%)

CCFA 22 isolates Multiple-

culture g :
positive ’ PCR and ribotyping
22/106 (see table 2 for

(20.7%) results)
| S

Ag1. Distributlon of tests perfarmed In the study population.
a1 01371 fourmal pena 01 22627 001

Treatment was combined (enteral vancomycin and IV metronidazole) in 9/22 (40.9%) pa-
tients, and 13/22 (59%) had monotherapy (10 metronidazole, 2 vancomycin, and 1 rifaximin).
The overall 30-day crude mortality ratewas 8.4% (9/106). Two patients required colectomies
for weatment of CDL Six of the 22 patients died, and 3 of those deaths were directly attributed
to CDIL

Isolates

Twenty-two isolates were collected from 22 patients (mean age, 51.7 years old; range, 20-89
years old; 10 females, 12 males). Most of these isolates were collected from medical wards, but
other wards such as trauma and intensive care units were also involved (Table 3). Toxin gene
profiles were assessed based on PCR, and two profile types were noted. The majority of isolates,
90.9% (20y22), carried genes encoding enterotoxin, cytotoxin, and the binary toxins ( tedB,
tedA, edtA, and cdtB); and these strains carried the corresponding downregulator gene tedC,

Table 2. Comparlson of clinleal characterstics betwean culture positive and eulture negative patients.

Characteristic Gulture positive GDI {n =22} Gulture negative {n = 84) p

Mala gendar 14 {63 5) 55 (74.1) 0978
Age 465 (15-88) 45,6 (15-79) 0.035
Madian bowsl movameanis on the day prior 1o diagnosis of CDI 9 (4=20) 4 {3-10) 0.189
Average BMI 230 (156-27.8) 25,8 (15.5-38.7) 0.987
Atumin fg'dLy 20(1-32) 218 {0.9-37) 0370
Craatnine (mgadL) 1.68 (0.3-10.56) 0,85 (0.2-5.9) 0408
Length of hospital stay 308 (7-115) 0.7 (1=Th 0942
Days of anthiotic usa bafara symptoms (median) 135 (0-4a) 13.0 (p-aa) 0174
Third gen. caphaksparins 11 {50.0) 28 (32.5) 0203
Clhindamyein 11 (50.0) 18 (22.0) 0.018
Fluoruinalones 7318 28 (325 0947
Prar ICU stay 1(45) 13 {15.1) 0.336
Pravious intrabdaminal surgary 11 (50} 41(45 8) 0820
Ovarall 30 day-morality 6 (27.7) 3 (3.5) 0.002

CDI: Clostridivm aifficile infectan; IGU: Imensiva cars unil Values ara given as n (%) or maean + 5D.

dac 10137 Houma pona 0226279002
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Table 2. Presence and composition of the cytolethal distending taxin {COT) lecusin the C. difficle strains testad.

ksolate fcdA  tedB  fedC

fodC deletlon  odtd  cdtB  ImmunoCard toxins A&B  Ward Collection date {(midy) Age(y) Gender

2
+ + + + * + + +
+ + + + + + + +
* & b ok o  f $

=
b

S S S S S S S S Y

o S S S S S S S S Y

o S S S S S S S S

+ + + M 11481 B4 Famala
+ + - IM 114411 &4 Famala
+ + - (=] 114811 40 Mals
- - + IcU 122211 59 Male
- - + Surgery 112811 64 Male
+ + + ER 12211 52 Male
* + - GS a2 57 hale
+ * + Trauma  1/31/12 46 Male
+* + * LX) 2812 21 Femala
+ + - ey aanz 85 Femala
+ + 1M ez 89 Famala
+ + * X 21812 a5 Kala
+ + + X 41812 35 hala
+ + + GS a1 60 Mala
+ + + PS 424111 75 Mala
+ + - I 41712 75 Femala
+ + + Trauma &1M12 20 Femala
+ + + I 4172 35 Femala
+ + + Trauma &212 o] Wala
+ + + I 5az2 42 Femala
+ + - Trauma &24/12 15 Mala
- - - I &/112 29 Famals

IM: Intemal Madicing; ICU: Intensive Cara Unit PS: Plastic Surgary; GS: Ganeral Surgary

daz1L137 1joumha pona 01 22627 9003

with an 18-bp deletion. The 20 stool samples from which these isolates were obtained tested
positive for the toxdgenic NAPLA027 steain: toxigenic C difficile positive/presumplive NAPL/
027 positive,

The remaining 9.1% (2/22) of the isolates were positive for tedB, tedA, and tedC; had no de-
leton of the downregulator gene tedC; and were negative for the binary toxin marker genes
cdtB and edtA (Table 3),

The 2 stool sumples from which these iselates were obtained tested negative for the toxigen-
ic NAPL/027 strain: toxigenic C, difficile positive/presumptive NAPL/O27 negative,

PFGE was performed on 17 iselates, and one main pattern characteristic of NAPL strain
was observed. Only two isolates showed a different pattern (isolates 106 and 186),

Analysis of the ribotyping data showed similar results with a predominant ribotype charac-
teristic of 027 strains and only two isolates showing a different pattern (isolates 106 and 186),

Discussion

C. difficile is an important nosocomial pathogen associated with diarrheal disease. In this
paper, we present the first report of C. difficile ribotype NAP1/027 from Mexico.

One of the most used tests for the diagnoesis of CD1 is the Immune Card assay. In our study,
we screened 106 patients with probable CD1, and 36 tested positive with the ImmunoCard
assay. Interestingly, among the 22 patients with a positive culture for C. difficile, only 14 were
positive by the ImmunoCard assay. According to the manufacturer, the ImmuneCard assay
has a sensitivity of 95.2%, a specificity of 98.5%, and a negative predictive value of 99%.

PLOS ONE | DOE10.137 1 joumal pona 0122627 Apnl 27, 2015 70

54



@PLOS | OMNE

C. difficile NAP /027 in a Madcan Hospital

However, based on our results, the cullure was not able to detect 12 infected patients and the
ImmunoCard test missed 8 patients. Even though it was not our olyj ective to evaluate the diag-
nostic tests, it seems that it is necessary to perform both for a more accurate diagnosis, Direct
PCR from stool specimens is a widely used test for the diagnosis of CDI because it has high sen-
sitivity, specificity, positive predictive value, and negative predictive value. In fact, PCR has
been recommended as the preferred diagnostic test for CD1[13].

While no test is 100% sensitive and specific for the detection of C. difficile, cell cytotoxigenic
and cytotoxin tests are the current gold standards. A bias of our study is that these tests are not
still available in our laboratory for confirmation of the PCR results, we are already implement-
ing this technigue.

Previous worl has determined that approximately one out of ten patients who acquire C.
difficile will die [14] and that mortality associated with ribotype NAPL027 infection increases
with the patient's age. A recent study has shown that 44.1% of infected patients were older than
65 years and that 8.1% of them died within 30 days after diagnosis [15]. In our study, 3 out of
22 patients (13.6%) died from CDI, with an average age of 67.6 years. 1fwe consider all infected
patients (n = 44) (36 toxin-positive patients plus 8 culiure- positive, ImmunoCard-negative pa-
tients), we had a mortality rate directly attributed to CDI of 6.8% (3/44). In cur study, wedid
not find a direct epidemiclogic link between the CDI NAPL/027 cases.

C. difficile infection is also related with higher health care costs due to longer hospital stays
[1&]. It has been shown that hespital -acquired C. difficile infection significanty extends the du-
ration of a patient’s stay in hospital [17]. Furthermore, C. difficile is most commonly a nosoco-
mial infectious agent, with reservoirs being patients, healtheare workers, and the hospital
environment; and the major risk for CD1is antibiotic exposure within the preceding 2-3
months [18]. The risk factors for our patients werea hospital stay of 161 days prior to toxin de-
tection, average antibiotic use for 16.2 days, and a median of 3 antibiotics used.

Typing of C. difficile isplates is mostly based on one or more of three common typing
schemes, including restriction enzyme analysis (the epidemic clone is type BI}, PFGE (the epi-
demic clone is NAPL), andfor PCR ribotyping (the epidemic clone is ribotype 027). Ithas been
described that PFGE exhibits better discriminatory power than PCR ribotyping, with D-values
of 0,843 and 0.688, respectively [19]. In our study, we used both methodologies and both were
able to show the clonal relationship of the isclates. However, PCR ribotyping is much easier to
perform in the laboratory than PFGE analysis because it is less laborious.

A more severe disease presentation is more likely to be caused by eibotype NAPLO27 strains
than by non-027 strains because ribotype NAPL/027 strains produce excessive amounts of tox-
ins A and B asa resultof wdC deletion [4]. In our hospital, most of the isolates were ribotype
NAPL/027 and were disseminated in several hospital wards; thus, special care should be taken
to avoid the spread of this ribotype. In summary, the above findings represent the clonal spread
of C. difficile in our institution, which mainly includes the ribotype NAPLA27 strain

Clonal spread of C. difficile is a mayor concem in the healthcare environment and thus the
isolation of C. difficile NAP1/027 requires an ongoing genetic surveillance for an early identifi-
cation of new cases. Hospital policies regarding the use of clorine based disinfectants and earli-
er isolation precautions were reinforced after these findings.

These data confirm the emergence of C. Difficile in Mexico, Surveillance data are needed to
assess the dissemination of this strain in the hospital and to establish risk factors related with
the ransmission of this bacterium in our healthcare facilities. This is the fiest report of C. diffi-
cile ribotype NAPL27 in Mexico.
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Intred uction

Clestridiuen difficile infection (CDI) is a serious threat in the
hospital setting and it is now one of the leading causes
of healthcare-associated infection.®? Serious complications
such as sepsis, toxicmegaoolon, needfor colectomy, and death
are associated with CDI especially in those patients infected
by hypervirulent strains

The need of a proper instmament for severity assessment
has been previously studied with various results** For cli-
nicians, a practical bedside tool for severity assessment and
prognosis is a highly desirable unmet medical need. One of the
most practical bedside severity sconng systems is the ATLAS
system that has recently been validated” based upon two
large clinical trials comparing vancomycin and fidaxomicin
(Table 1). We sought to apply the ATLAS score in two Mexican
teaching hospitals and compare some of cur findings to the
published data.

Methods

This prospective study was performed from November 2011
to March 2014. The study was camied out in two teaching
hespitals from the nertheastern region of Mexico: the Uni-
versity Hospital "Dr. José Eleuterio Gonzilez” tertiary care
hospital with 450 beds in Monterrey and Hespital Christus
Muguerza Alta Especialidad a private teaching hospital with
200beds. Patients were included in the study if they were hos-
pitalized for more than 48 hand had mere than three bowel
movernents in the previous 24 h (Bristol scale 6-7), and no
other cause of diarrhea plus a positive C. difficile toxin assay
{mmunocard toxin AB, Meridian Bicscience Inc.); andfer a
colonoscopy showing pseudomembranous colitis. All cases
had to have a positive stool culture for tomigenic C. difficile.
Clinicalcure was defined as the absence of diarrhea or inflam-
matory response at the end of treatment and no recunence
28 days after the endof treatment, For comparison of dichoto-
meus variables we applied Fishers exact test or Chi-Square
test. A p-value of =0.05 was considered statistically signifi-
cant.

Results

A totalof 102 patients were included with a median of 48 years
of age and aslight predominance of males (54%). They had an

Table 1 - The ATLAS scoring system and the number of
points per chamcteristic.

Points
0 1 2
Age (years) =B a0-70 =70
Termnperature (*C) =37.6 37.6-38.5 =38.6
Leumoytes (K/mL) =1& 16-25 =25
Albumin (g/mL) =35 2534 <2.5
Systernic antibiotics Yes - Ho
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average length of hospital stay (LOS) of 24.3 days, 14.6 days of
antibiotictherapy, and 53 days of diarrhea priorto CDI diagno-
sis. Third generation cephalosperins were the antibiotics most
commonly used prior to CDI diagnosis (47.0%) followed by flu-
croquinolones (33.3%) and dindamycin (23.5%). There were
3.9% (4/102 total colectomies and 30-day all-cause mortality
was 17.6% (18/102) (see Table 2).

Metronidazele was the treatment for 58102 patents
(56.8%), cral vancomycin in 7/102 (6.8%), and a combination
of metronidazols PO/IV and vancomycin PO in 37/102 patients
(36.2%). Mortality was statistically different between patients
with a serum albumin of <2.5 g/dL compared with those with
higher alburmin levels [18 (40%) vs. 4 (7.0%) p<0.0001].

The day on which the patients were diagnosed with CDL
the distribution of AT LAS scores among this cohort can beseen
inTable 2. All four patients with ascore of eightor greater died
during the 30 days after the diagnosis of CDI: three of them
as aresult of septic complications of CDI and the remaining
patient because of cancer related complications. There were
four colectomies performed as a therapeutic measure for COI;
o patients with ascore of 5 points each, one with a score of 6
and another with a score of 7 all of whomsurvived. In addition,
nodeaths or colectomies occurred among the patients having
an ATLAS score of 2 points or less.

Thble 2 - Characteristics and outcome of the study
population of CDI patients.

Demographic cha ract ertstics n=102
Mean age 49,79 (15-97)
Male gender EE 53.92%)

Fisk factors
HAwerage BMI 2568
Total LOS (days) 24,38
LOS before CDI diagnosis 11.89
LOS after CDI diagnosis 12,72
Mean number of antibiotics use before COI 235
Ferage antibiatic days before CDI 14.61
Postsurgical diagnosis 46 [45.9%)

Chinical characteristics
Average number of bowe] movements 555
Days with diarrhea before disgnosis of CDI 538
Awerage leukocyte count 13,837
Fever S5 [53.9%)

Cutcome
=28 day mortality 18 (17.6%)
»28 day mertality 5 (4.9%)
Median ATLAS scare 4
Golectomy 4[3.9%)

Prior antibiotics used
Third generation cephalosporing 48 |47 05%)
Fluoroquinolones 34 333%)
Carbapenems 26 [254%)
Clind armycin 24 [2352%)

Antbiotics usedfor the treatment of CDI
Metronidazole o8 [E685%)
Vancamycin 7 (5. 26%)
Me tronidazele + vancomycin 37 3627%)

CDI, Clostridium difficl infection; LOS, length of stay,
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Table 3 - Comparison between colectomy, 28-day mortality and cure mtes using the ATLAS score in 2 different groups.

ATLAS score Mo, patients Colectarmy (n) Mortality mte (n) Cure rate (n=102) Miller et al.® (n =452 i
0 5 0 ap) 100 (5¢5) 957 (56./59) 053
1 5 [i] 0 100 (5/5) 933 (23,25 055
2 11 0 00) 100 (11/11) 927 (63/68) ara
3 19 0 521 a4,7 (18119 89,5 (77/85) 054
4 22 0 22.75) 77.2 (17/22) 211 (43/53) 095
5 13 15.5(2) 30.7 @) 69,2 (9/13) 761 (3546) 088
6 15 B6(1) 53.3 8) 465 (7/15) 257 (18/21) 003
7 B 12,5(1) 12.5(1) B7.5 (1/8) 50,0 (4/8) 028
& 2 0 100 (2) 013 556 (59 052
9 1 0 100 (1) X {s5 1] 333(13) 05

10 d 0 100 (1) 0 10v1) MNA A

& Ref 7.

b Difference in the cure rate between the current study and Miller et al,

Discussion

A sinple bedside scoring systemn for evaluating severity and
prognesis in CDI patients continues to be an important unmet
medical need. The ATLAS score isone of the simplest toclsfor
the predictdonof cure in patients with CDL The score was val-
idated in a large database” that was extrapolated from two
CDI studies? ® comparing vancornyecin and fidaxornicin for the
treatrnent of CDL In the cumrent smdy we applied the ATLAS
scoring system in a cohort of patents diagnosed with CDI
and followed them prospectively. The cure rate was similar
to the previous description” of this scoring system with the
exception of the group with a score of & points, in which
our group had a lower cure rate (Table 3). In this prospec-
tive cbservational study, we did not intervene or alter the
mreatments since those variables were decided by the treat-
ing physician. Although the stmudy did not interfers with the
weatrent decision, the majority of patents with severe dis-
ease recelved vancomycin as suggested by current puidelines
and other studies,'?!! None of the patients were treated with
fidaxomicin since this medication was not available in Mex-
ico at the time of the study. Several severity scores have been
applied in patents with CDI with sensitivities ranging from
63.2% 1o 84,29, and s pecificities ranging from 59.4% to 93,9%.9
The scoring systern used in our study was originally applied
as a predictor of cure but in the current study we additionally
correlated thescore with theneedforcolectomy and mortality
rate, thus enhancing its utility.

The decision for performing a total colectomy was evala-
ated by the treating medical staff and was net contrelle dby our
study imvestigators, In the current study the four patientswith
an ATLAS score of =8 died without a colectomy. This could be
a reflection of their severe clinical condition and the reluc-
tance to refer them for surgery, ora direct consequence of the
presence of fulminant colitis and/or sepsis due to the CDL

Conclusion

Our study evaluated the ATLAS score in a teaching hospi-
tal scenario inding it a useful toeol for routine evaluation of
patients with CDL Those patents with a score of =3 points had
an excellent prognosis while tho sz who had scores between 4

and 7 points had a greater probability of having a colectomy.
Patients with scores =8 had 100% rmortality, but it is unclear if
that was due to the severity of their colitis or because an early
enough colectormny was not performed.

In surnmary, the ATLAS score at the time of CDI diagnosis
in our patient population can be used to predict survival and
the need for consideration of colectomy. Additionally, it can
aid clinicians in choesing which patients to meniter clesely
andto intervene in order to prevent or treat CDI-related com-
plications, morbidity and mortality.
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