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RESUMEN

Antecedentes: La infeccion por Clostridium difficile es la
causa de diarrea més comun en pacientes hospitalizados. El
diagnéstico definitivo se obtiene mediante la demostracion de
la presencia de citotoxinas de Clostridium difficile en heces. El
método de referencia es el test de citotoxicidad de la toxina B
en cultivos celulares; sin embargo, el método més utilizado es
el inmunoanélisis para la toxina A y B. Objetivo: Analizar la
concordancia y grado de acuerdo para diagnéstico de infeccion
por Clostridium difficile entre dos métodos diagnésticos: Film
Array gastrointestinal® y prueba para deteccién de toxinas A
y B. Material y métodos: Estudio transversal retrospectivo
que incluy6 pacientes mayores de 18 anos hospitalizados entre
marzo de 2016 y julio de 2017, diagnosticados con infeccién por
Clostridium difficile con solicitud de ambas pruebas diagnoésticas:
Film Array® gastrointestinal y prueba para deteccién de toxinas
A/B. Resultados: De un total de 66 pacientes, el diagnéstico de
infeccién por Clostridium difficile se realiz6 en 95% por Film
Array®, de los cuales 33% tuvieron deteccién de toxinas A/B
positivas, obteniendo un porcentaje de resultados discordantes
de 68.2%. Se encontr6 que el tratamiento con inhibidor de
bomba de protones es un factor de riesgo independiente de la
presencia de discordancia entre toxinas A/B [OR = 4.8 (IC 95%,
1.4-16.49 p = 0.02)]. Conclusiones: Se observé una importante
discordancia entre ambas pruebas, lo que puede explicarse por la
tendencia a solicitar estas pruebas sin un cuadro clinico sugestivo
o la existencia de factores que provoquen esta discordancia
como el uso de inhibidor de bomba de protones, el ingreso a la
unidad de terapia intensiva y la presencia de una sobreinfeccion
concomitante.
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Degree of concordance between two diagnostic
tests of Clostridium difficile infection

ABSTRACT

Background: Clostridium difficile is the most common cause of
diarrhea in hospitalized patients. Definitive diagnosis is made
by the demonstration of citotoxins in feces. The gold standard is
the citotoxicity test of B toxin in cellular cultures; nevertheless,
the most used test is the toxin A and B immunoassay. Objective:
To analyze the degree of concordance for the diagnosis of
infection by Clostridium difficile between two diagnostic tests:
gastrointestinal Film Array® and toxins A and B test. Material
and methods: Retrospective transversal study that included
patients of 18 years and older hospitalized between from March
2016 and July 2017 diagnosed with infection by Clostridium
difficile and with both diagnostic tests: Gastrointestinal Film
Array® and toxins A and B test. Results: A total of 66 patients
were included, the diagnosis of Clostridium difficile infection
was made in 95% by Film Array® of which only 33% had a
positive A/B toxins test, concluding a percentage of discordant
results of 68.2%. We found that treatment with proton bomb
inhibitors (PBI) was an independent risk factor for the presence
of these discordant results between the tests [OR = 4.8 (IC 95%,
1.4-16.49 p = 0.02)]. Conclusions: We found an important
discordance between the two tests, this could be explained by the
tendency to use them without suggestive manifestations or the
existence of factors that cause the different results, like the use
of PBI, patients in the intensive care unit and the presence of
other infections.
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Abreviaturas:
C. difficile = Clostridium difficile.
PCR = Proteina C reactiva.
IBP = Inhibidor de bomba de protones.
GDH = Glutamato deshidrogenasa.
CCNA = Ensayos de citotoxicidad celular.
ElAs = Enzimoinmunoensayos.
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INTRODUCCION

La infeccion por Clostridium difficile (C. difficile) es
la causa de diarrea més comin en pacientes hospita-
lizados, esta asociada a una mortalidad sustancial y
a un elevado costo financiero. Se trata de un bacilo
gram-positivo anaerobio, formador de esporas toxi-
génicas, causante de una amplia gama de manifes-
taciones.! El resultado de la colonizacion va desde
el portador asintomatico hasta el desarrollo de una
colitis pseudomembranosa.23

La inoculacién ocurre en 5-15% de las personas
sanas y los mismos trabajadores de la salud sue-
len ocasionar la transmisién al contaminarse con
otros pacientes infectados.*® En Estados Unidos se
reporta una incidencia de 1-2% en pacientes hospi-
talizados.® Entre las principales causas que predis-
ponen a infeccidon se encuentran: el uso de antibi6-
ticos, entre los cuales clindamicina, cefalosporinas,
amoxicilina y fluoroquinolonas son los mas relacio-
nados; la edad mayor de 65 anos; la hospitalizaciéon
prolongada y el uso de inhibidores de la bomba de
protones.”

El diagnéstico definitivo se obtiene mediante la
demostraciéon de la presencia de citotoxinas de C.
difficile en muestras de heces. El método de refe-
rencia es el test de citotoxicidad de la toxina B en
cultivos celulares (estandar de oro), con una sensi-
bilidad (94-100%) y una especificidad (99%) eleva-
das. Los principales inconvenientes son la falta de
cultivos celulares, los cuales no estan disponibles en
todos los laboratorios, y el tiempo, pues se precisa
un periodo de incubacién de 48-72 horas. Por rapi-
dez (de dos a seis horas) y menor costo, el método
mas utilizado es el inmunoanalisis para la toxina A
y B que tiene una sensibilidad de 60-94% y una es-
pecificidad de 92-98%.8 Otro método utilizado son
las pruebas de amplificacién de acidos nucleicos
como la prueba de reaccién en cadena de polimera-
sa (PCR), método que se utiliza en el Film Array®
con una sensibilidad de 100% y una especificidad de
96%; sin embargo, es una técnica compleja con alto
costo y tiene la desventaja de ser positiva en porta-
dores asintomaticos.b
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Objetivo

El objetivo principal de este trabajo consiste en ana-
lizar la concordancia entre dos pruebas utilizadas
para el diagnéstico de C. difficile: Film Array gas-
trointestinal® y prueba para deteccién de toxinas Ay
B por inmunoanalisis. Como objetivos secundarios se
evaluara la existencia de factores relacionados con la
discordancia entre estas pruebas.

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio transversal, observacional y
retrospectivo de pacientes con diagndstico de infec-
cién por C. difficile del Centro Médico ABC Campus
Observatorio, Santa Fe y Centro de Cancer entre
marzo de 2016 y julio de 2017. Se incluyeron todos
los pacientes mayores de 18 anos diagnosticados
con infecciéon por C. difficile con solicitud de ambas
pruebas diagndsticas: Film Array gastrointestinal® y
prueba para deteccién de toxinas A/B.

Para clasificar un caso como severo/grave se siguie-
ron los criterios de gravedad propuestos por las guias de
la IDSA: leucocitos > 15,000 cel/mm?, creatinina > 1.5
mg/dL y albtimina < 3.0 g/dL. Se analizaron variables
relacionadas con infeccion por C. difficile como: leuco-
citos > 15,000, presencia de falla renal aguda por crite-
rios de AKI o creatinina >1.5, niveles de albiumina >
3.0 mg/dL, primer cuadro o recurrencia, ingreso a uni-
dad de cuidados intensivos, tratamiento indicado para
C. difficile, presencia de infeccion concomitante, severi-
dad del cuadro, presencia de cancer activo, presencia de
pseudomembranas por colonoscopia y muerte.

Las variables categéricas se analizaron con prueba
de Chi cuadrada (¥2) o prueba exacta de Fisher. Las
variables numéricas se compararon mediante prueba
de t de Student o U de Mann Whitney. La fuerza de
asociacion a estudios longitudinales con calculo de
razones de momios con razones de riesgo y hazard
ratios con intervalos de confianza fue de 95%. El ana-
lisis multivariado incluy6 la construcciéon de modelos
de regresion logistica binaria multivariada, incluyen-
do los desenlaces propuestos como variables depen-
dientes y los items individuales, asi como el puntaje
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total como variables predictivas. Se usé el paquete
estadistico STATA SE v 11.0.

RESULTADOS

Se incluyeron 66 pacientes, 60.6% mujeres y 39.4% hom-
bres, con un promedio de edad de 62 anos. En el cuadro
I se describen los datos demograficos de la poblacion. El
diagnoéstico de infeccién por C. difficile se realizé en 63
sujetos (95%) por Film Array®, de los cuales en 22 (33%)
se observaron toxinas A/B positivas y en un paciente
(1.5%) tinicamente se detectaron pseudomembranas por
colonoscopia con un porcentaje de resultados discordan-
tes de 68.2% (Figura 1).

El grado de acuerdo total alcanzado fue de 34.8%,
estadistico Kappa = -0.04 (IC 95% -0.13-0.04), p = 0.2,
con un porcentaje global de pacientes discordantes de
68%. Los factores asociados a mostrar discordancia
en las pruebas fueron: presencia de infecciéon conco-
mitante que evitara la suspension del antibiético (9.5
versus 33.3% p = 0.039), el uso de inhibidor de bom-
ba de protones (IBP), (86 versus 57%, p = 0.008) y el
ingreso a la unidad de terapia intensiva (4.8 versus
28.9%, p = 0.026). Los pacientes con cuadro grave
(leucocitos > 15,000 cel/mm?, creatinina >1.5 mg/dL
y albimina < 3.0 g/dL) también mostraron una ten-
dencia a esta discordancia (42 versus 64%, p = 0.098).

Adicionalmente, el analisis multivariado revel6
que el tratamiento con IBP es un factor de riesgo in-
dependiente de la presencia de discordancia entre las
pruebas diagnésticas estudiadas [OR = 4.8 (IC 95%,
1.4-16.49 p = 0.02)].

La mortalidad global fue de 4.55% (IC 95% 0.6-9%)
con un tiempo total de exposicién de 885 dias. La dis-
cordancia no tuvo valor predictivo para mortalidad.

Por otra parte, se detectaron factores de riesgo
de otros desenlaces secundarios: IBP como factor de
cuadro severo (OR 8.6, IC 95% 1.7-41.9, p = 0.026),
diarrea crénica y cancer activo o recurrente (OR
11.04, IC 95% 2.2-54.6, p = 0.003; OR 5.5, IC 95%
1.16-26.5, p = 0.032), resultados discordantes de las
pruebas, hipoalbuminemia y elevacién de PCR > 15
mg/dL para ingreso a unidad de cuidados intensivos
(OR 18.5, IC 95% 1.27-2.67, p = 0.032; OR 11, IC
95% 1.5-79.7, p = 0.018; OR 34.3, IC 95% 1.22-25.8,
p =< 0.001) (Cuadro Il y Figura 2).

DISCUSION
La incidencia de la infeccién por C. difficile en el

Centro Médico ABC, como en el resto del mundo, se
ha incrementado en los ultimos afnos.

Dentro de los resultados se observé que la dis-
cordancia entre las dos pruebas diagnésticas que se
realizan en el hospital es alta (68%). La deteccién de
toxinas que se llev6 a cabo en este hospital tiene una
alta sensibilidad (reportada de 88-92%), cercana a la
sensibilidad descrita en Film Array® gastrointestinal
por PCR multiple.?

Cuadro I. Comparacion entre pacientes con resultados discordantes versus
concordantes.

Concordantes Discordantes
(n=21) (n=45) p
Demograficas y antecedentes médicos
Edad, media (DE) 572 (180) 64  (16.9) 0.12
Sexo femenino 15 (714) 25  (556) 0.219
Diabetes 0 (0.0) 6  (13.3) 0.079
Hipertensidn 5 (238 19 (42.2) 0.148
Diarrea crénica 5 (238) 7 (156) 0418
Cancer activo/quimioterapia 3 (143) 14 (311) 0.145
Tratamiento (ltimos seis meses
Glucocorticoides 7 (33 25  (55.6) 0.092
Antibiéticos 19 (905 42  (933) 0683
Inhibidor de bomba 12 (571) 39  (86.7) 0.008
de protones
Estudios de laboratorio al ingreso
Film Array® positivo 20 (952) 43  (95.6) 0.954
Toxinas A/B positivas 20 (%5.2) 2 (4.4) 0.001
Leucocitos > 15,000 cel/mm? 5 (238 18  (40.0) 0.199
Creatinina > 1.5 mg/dL 0 LRA 1 (4.8) 11 (24.4)  0.053
Albimina < 3 g/L 3 (143 1 (24.4) 0347
Manifestaciones clinicas infeccién por Clostridium difficile
Primer cuadro 19 (76.2) 36 (80.0) 0.724
Recurrencias 3 (143 8 (17.8) 0.723
Cuadro grave 9 (429 29 (64.4) 0.098
Dias de estancia, mediana 6 (3-7) 9 (4-21) 049
Ingreso a unidad de terapia 1 48 13 (28.9)  0.026
intensiva
Uso concomitante 5 (714 21 (91.3) 0.176
de carbapenémicos
Uso concomitante de 0 (0.0) 3 (130) 0.314
vancomicina
Suspension de antibidtico 1 (4.8) 1 (22) 0575
de concomitante
Complicaciones
Infeccion concomitante 2 (95 15 (33.3) 0.039
Perforacion 1 (4.8) 2 (44) 0.954
Pseudomembranas 1 (4.8) 2 (44) 0954
Megacolon 1 (4.8) 2 (44) 0954
Muerte 0 (0.0) 3 (6.7) 0.226

* Los datos se presentan como n (%), a menos que se especifique lo contrario.
LRA = Lesion renal aguda, DE = Desviacion estandar.
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Figura 1. Comparacion de caracteristicas clinicas y pacientes con discordancia en prueba diagndstica para Clostridium difficile.

Cuadro II. Factores de riesgo independientes de desenlaces secundarios.

Factores de riesgo independientes OR IC 95% p

Severidad-IBP 8.6 1.7 41.9 0.026
Severidad-PCR > 15 562 1.22 258  <0.001
Recurrencia-diarrea cronica 11.04 22 54.6 0.003
Recurrencia-cancer activo 55 1.163 26,5 0.032
Ingreso UTI-PCR > 15 mg/dL 343 47 2501 <0.001
Ingreso UTl-discordancia PCR/oxinas 185 127 267 0.032
Ingreso UTl-alblmina < 3 mg/dL 110 15 79.7 0.018
Discordancia PCR/toxinas-uso IBP 48 14 16.49 0.011

PCR = Proteina C reactiva, IBP = Inhibidor de bomba de protones, UTI = unidad de terapia
intensiva.

Se presume que uno de los factores que podrian
contribuir a la discordancia observada entre las
pruebas es la presencia de portadores en pacientes
asintomaticos, a los cuales se les solicita la prueba de
manera innecesaria.!0-14

Dentro de los objetivos secundarios, al analizar
las variables con el método de regresion lineal, se en-
contré que el uso de IBP es un factor de riesgo de
discordancia entre las pruebas, algo que no se habia
demostrado en estudios previos.

En el altimo ano se han efectuado varios estudios
en México que analizan los diversos factores aso-

ciados de riesgo de infeccion por C. difficile. En el
estudio realizado por Velarde JA et al. se demuestra
que niveles de albiimina inferiores a 3.3 g/dL se aso-
cian a cuadros mas graves,'? mismo hallazgo que en
nuestro estudio. Dentro de los factores asociados de
riesgo de desarrollar infeccién por C. difficile en po-
blacién mexicana, Camacho et al. mencionan el uso
previo de antibidticos y de IBP;!! en este estudio los
IBP parecen ser la causa de falso negativo en el mé-
todo de deteccion de toxinas A/B. Ante todos estos
hallazgos seria interesante continuar investigando el
uso de IBP como probable factor de riesgo de falso
negativo en el método de deteccién de toxinas A/B
por enzimoinmunoensayo.

CONCLUSION

Nuestro estudio demuestra que en el Centro Médi-
co ABC existe una importante discordancia entre
las pruebas estudiadas para diagnéstico de infeccion
por C. difficile. Es probable que la solicitud de estas
pruebas sin cuadro clinico sugestivo sea un factor
que propicie estos resultados. También se obser-
v6 que el uso de inhibidores de bomba de protones
implica un riesgo significativo de discordancia entre
ambas pruebas. Seria de utilidad continuar buscando
esta probable asociacion en estudios a futuro.
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Figura 2. Desenlaces secundarios en la totalidad de poblacion de pacientes.
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