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hospital

Abstract

Clostridioides difficile infection (CDI) can cause anything from diarrhea
to toxic megacolon. The objectives of this study were: to show the varia-
tion in the number of diagnosed cases of CDI in this center, comparing
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centage of positivity was 13.1% vs. 7,2% and 7.8% during 2019 and 2021, respectively. It is
believed that this may have been due to improvements in clinical suspicion and sample selection
for CDI diagnosis.

Keywords: Clostridioides difficile infection; SARS-CoV-2; Healthcare-associated infection

Diagndstico microbiolégico de infecgédo por Clostridioides difficile em épo-
cas de COVID-19 em um hospital pediatrico de alta complexidade

Resumo

A infeccado por Clostridioides difficile (ICD) pode causar desde diarreia até megacdlon téxico. Os
objetivos desta apresentagdo foram: mostrar a variagdo do numero de casos diagnosticados de
ICD neste laboratdrio, entre 2020 quando comegou a pandemia de COVID-19 e 2019 e 2021 e,
detalhar os casos precedidos pela infec¢do por SARS-CoV-2. Esse estudo foi retrospectivo obser-
vacional e foram registrados: o nimero total de amostras processadas com suspeita de ICD e de
amostras positivas e os antecedentes clinicos daqueles pacientes com diagndstico de ICD até
dois meses apds o diagndstico de COVID 19. Durante 2020, foram processadas menos amostras
do que em 2019 e 2021; no entanto, o percentual de positividade foi de 13,1%, 7,2% e 7,8%,
respectivamente. Isso pode ter sido resultado de melhorias no critério clinico na hora de selecionar
as amostras com suspeita de ICD.
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Introduccién

Clostridioides difficile es una bacteria anaerobia estric-
ta, un bacilo gram positivo esporulado que puede oca-
sionar desde diarrea leve hasta manifestaciones graves
como megacolon, ileo, perforacion intestinal y sepsis (1).
La infeccion por C. difficile (ICD) tiene como principa-
les factores de riesgo el uso de antibioticos e inhibido-
res de las bombas de protones, la enfermedad inflama-
toria intestinal, la inmunosupresion y la hospitalizacion
prolongada (1).

COVID-19 (Coronavirus disease 2019), causada por el
virus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-
CoV-2), generalmente se presenta con sintomas respi-
ratorios, pero también puede tener manifestaciones
gastrointestinales en una considerable proporcién de
pacientes (6-19%) (2). Esto se debe a que la enzima con-
vertidora de angiotensina-2 (ACE-2), receptor necesario
para la entrada del virus a la célula, se encuentra expre-
sada tanto en el pulmén como en el ileon y el colon (3).

En el ano 2020 se vivi6 a nivel mundial la pandemia
ocasionada por SARS-CoV-2. En la Argentina se imple-
mentaron medidas estrictas de aislamiento o cuarentena
de la poblacién y de distanciamiento social preventivo y
obligatorio. La mayoria de las publicaciones reflejan que
durante esa época hubo paralelamente una reducciéon
en el nimero de ICD. Otras reflejan lo opuesto.

Este hospital es un centro de atencion pedidtrica de
alta complejidad. La atencién de ninos con una condi-
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cion de patologia cronica limita las posibilidades de defi-
nir los casos de ICD segun el sitio de adquisicion, como
recomiendan los consensos (1). Sin embargo, un releva-
miento de 6 meses (datos no publicados) mostr6 que la
poblacién con ICD que se atiende en el hospital corres-
ponde mayoritariamente a pacientes con diarrea aso-
ciada a C. difficile intrahospitalaria (ICD-IH) y de inicio
comunitario asociado al ambito sanitario (ICD-IC-AAS);
en tanto s6lo un porcentaje menor, aproximado a 1-2%,
corresponde a pacientes con ICD de inicio comunitario
(ICD-IC). También se observé que las proporciones en-
tre ICD-IH y ICD-IC-AAS son equivalentes entre si.

En el presente trabajo se analizé la prevalencia,
definida como la proporcion de casos de ICD diag-
nosticados en el laboratorio, sobre la base del total de
muestras procesadas en los anos 2019, 2020 y 2021, res-
pectivamente; se puso especial énfasis en las variaciones
entre el ano 2020, de inicio de la pandemia, y los anos
2019 y 2021. También se caracterizaron los casos de in-
feccion por C. difficile precedidos por la infecciéon de
SARS-CoV-2.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo observacional
descriptivo durante el periodo comprendido entre
enero de 2019 y diciembre de 2021 en un centro de
atencion pediatrica de alta complejidad. Se incluyeron



todas las muestras de pacientes con sospecha de ICD
procesadas por el Servicio de Microbiologia en los anos
2019, 2020 y 2021. La poblacion estudiada correspon-
di6 a los pacientes internados con sospecha de ICD-IH
asi como a los derivados de consultas ambulatorias, en
su mayoria con sospecha de ICD-IC-AAS. Siguiendo las
recomendaciones internacionales, se excluyeron todos
los pacientes menores de 1 ano, ya que es alta la preva-
lencia de portadores asintomaticos de cepas toxigéni-
cas de C. difficile en esta poblacion (4). Se incluy6é un
paciente menor de 1 ano con enfermedad de Hirschs-
prung, condiciéon que predispone a ICD en ese grupo
etario (4). El diagnoéstico de ICD fue realizado me-
diante la técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA) (C.
diff QUIK CHEK COMPLETE®, TECHLAB, Virginia,
EE.UU.). Este método permite la deteccion del antige-
no glutamato deshidrogenasa (GDH) y de las toxinas
AB (AB) de C. difficile. Un resultado positivo para GDH
y toxinas directo de la materia fecal fue considerado
como ICD (1). En las muestras con resultados discor-
dantes, GDH(+) /AB(-), se evalu6 la produccion in vitro
de las toxinas mediante el cultivo toxigénico. Para este
procedimiento, un volumen de muestra de materia fe-
cal se someti6 a shock etandlico (relacion 1:1 con etanol
puro) por 30 minutos. Al término, una alicuota de la
mezcla se sembré6 en un medio de cultivo cromogénico,
selectivo y diferencial para C. difficile (CHROMAgar™)
que se incub6 por 48 h a 37 °C en atmosfera anaero-
bia. Las colonias de C. difficile se identificaron por su
fluorescencia azul bajo luz UV (365 nm) segun instruc-
ciones del fabricante. La produccién in vitro de las to-
xinas se verific6 empleando nuevamente la técnica de
ELISA mencionada. Un resultado GDH (+) /AB(+) se
tradujo en un cultivo toxigénico positivo asumiéndose
como un caso de ICD. El analisis estadistico se realizo
mediante el calculo de Chi cuadrado (X?). Se consi-
der6 significativo un- valor de $<0,05. Se registraron
edad, enfermedad de base (EB), exposicion previa a
antibiéticos y evolucion de los pacientes que presen-
taron diagnoéstico de ICD hasta dos meses después de
su diagnostico de infeccion por SARS-CoV-2. Se consi-
derd coinfeccion si ambas determinaciones resultaron
positivas dentro de los 7 dias.

El presente estudio se basé en registros de procedi-
mientos realizados en el trabajo rutinario del laborato-
rio. Los pacientes fueron anonimizados para el uso de
los materiales en este estudio. Por lo tanto, no se necesito
consentimiento informado (Ley Nacional de Protecciéon
de Datos Personales, N°25326-Argentina). Se siguieron
los lineamientos de la declaracion de Helsinki de 2013.

Resultados

Del total de muestras procesadas por ano: 1274
(2019), 979 (2020) y 1230 (2021), 91, 128 y 98 resulta-
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ron positivas respectivamente. Durante el ano 2020 se
recibi6é una cantidad de muestras con sospecha clinica
de ICD mucho menor que en los afos 2019 y 2021. Sin
embargo, el nimero de positivos se duplic6 durante el
primer ano de la pandemia de SARS-CoV-2, comparado
con los otros anos. Estas diferencias fueron significati-
vas ($<0,001). En el ano 2020 se observé una prevalen-
cia del 13,1% wvs. 7,2% y 7,8% en los anos 2019 y 2021
respectivamente.

Entre 2020 y 2021 se detectaron 13 pacientes que
presentaron ICD precedida por una infecciéon por
SARS-CoV-2, de las cuales 5 fueron coinfecciones. La
edad media fue de 4 anos. La mayoria de ellos recibi6
dos o mas antibioticos previo al diagnéstico de ICD. To-
dos excepto uno presentaban enfermedad de base y la
oncologica fue la mas frecuente. La media de dias entre
el diagnoéstico de SARS-CoV-2 positivo y el de ICD fue
de 23. Se registraron 4 recurrencias de ICD. Todos los
pacientes tuvieron una evolucién favorable para su in-
feccion por C. difficile (Tabla I).

Discusion y Conclusiones

Varios estudios han analizado el impacto de la pan-
demia causada por SARS-CoV-2 en la incidencia de ICD
(5). La mayoria de estos trabajos concluyeron que el
numero de casos disminuy6 durante el ano 2020 (6) (7)
(8). Sin embargo, otros autores llegaron a la conclusiéon
opuesta (9) (10) (11).

En el ano 2020, la pandemia ocasionada por SARS-
CoV-2 gener6 muchos cambios en el manejo hospitala-
rio. En opinién de algunos autores, la gran demanda
que signific6 COVID-19, especialmente en la primera
ola de la pandemia, redireccion6 al personal de salud
a la atencién prdacticamente exclusiva de dichos pa-
cientes y limit6 los esfuerzos en las practicas de pre-
vencion de las infecciones asociadas al cuidado de la
salud (IACS) mas habituales (9). Sumado a esto, los
pacientes SARS-CoV-2 positivos internados con neumo-
nia recibieron tratamiento antibiético para evitar in-
fecciones bacterianas secundarias. En consecuencia, se
registr6 mundialmente un aumento en el uso de estos
farmacos, practica que se constituy6 en uno de los prin-
cipales factores de riesgo para el desarrollo de ICD (9)
(12). A lo expuesto se agrega, ademas, el prolongado
periodo de internaciéon que tenian estos pacientes. Fi-
nalmente, la infecciéon por SARS-CoV-2 en si misma es
considerada un factor predisponente para el desarro-
llo de ICD ya que genera una respuesta inflamatoria
sistémica y modifica la microbiota intestinal de manera
similar a la forma en que la modifican los antimicro-
bianos (9).

En contraposicion a lo referido anteriormente, en la
bibliografia se enumeran diversas razones que podrian
explicar el efecto “protector” que tuvo la pandemia so-
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Tabla |. Antecedentes y evolucién de pacientes con diagndstico de infeccion por Clostridioides difficile hasta dos meses
después de su diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2
Afio Fechaccg;,clggéstlco Fecha (::?gnéstlco Tratam:zr;:;ij‘:tllblétlco Evolucién Enfermedad de base Edad

24 de julio 30 de julio - Favorable |Sindrome de Prader Willi 1 afio
26 de agosto 30 de octubre AMI, PTZ, VAN Favorable [Sarcoma de Ewing 13 afios
28 de septiembre |29 de septiembre CRO, PTZ Favorable |Enfermedad de Hirchsprung |9 meses

2020 |14 de julio 17 de septiembre AMI, CIP, MER, PTZ Favorable |Leucemia mieloide aguda 11 afios
5 de junio 2 de julio AMI, MER, PTZ, TMS, VAN |Favorable |Leucemia linfoblastica aguda |5 afios
3 de agosto 25 de agosto PTZ, VAN Favorable |Tumor supraguiasmatico 2 afios
17 de noviembre 23 de diciembre AMI, MER, PTZ Favorable |Histiocitosis 1 afio
12 de enero 14 de enero AMI, MER, PTZ Favorable |Tumor renal 3 afios
14 de marzo 19 de marzo - Favorable |- 4 afios

2021 4 de enero 7 de febrero AMI, PTZ, TMS,VAN Favorable |Leucemia linfoblastica aguda |1 afio
3 de febrero 4 de marzo AMI, PTZ, TMS Favorable |Leucemia linfoblastica aguda |6 afios
25 de mayo 3 de junio CRO Favorable |Hepatoblastoma 3 afios
29 de julio 30 de julio PTZ, TMS Favorable |Leucemia linfoblastica aguda |3 afios

\l:laog?(:ml{?cl\illnl:a amikacina, CIP: ciprofloxacina, CRO: ceftriaxona, MER: meropenem, PTZ: piperacilina/tazobactam, TMS: trimetoprima/sulfametoxazol, VAN:

bre la posibilidad de desarrollar ICD. Si bien hay au-
tores que postulan que el aumento en las ICD pudo
deberse a la falta de foco en la prevencion de las IACS
habituales, cierto es que las practicas médicas se de-
sarrollaron de manera muy controlada. Se puso espe-
cial énfasis en el lavado de manos, el uso correcto de
los elementos de proteccion personal, la limpieza del
ambiente hospitalario y el aislamiento de los pacien-
tes con infecciéon por SARS-CoV-2 (13) (14). Ademas,
al verse restringida la circulacién de visitas dentro del
hospital pudo haberse reducido la introduccion de es-
poras de C. difficile desde la comunidad. Por otro lado,
uno de los antibi6ticos mds utilizados para prevenir las
neumonias bacterianas secundarias fue la azitromici-
na, que tiene poca repercusion en el desarrollo de ICD
(9). Desde otro punto de vista, la disminucién de ICD
pudo deberse a un subdiagnéstico, dado que, tanto la
infeccion por SARS-CoV-2 como la ICD pueden tener
una presentacion clinica similar con solapamiento de
sintomas que dificultaria la sospecha clinica de ICD.
Esto alimenta la creencia de que muchas diarreas que
fueron asociadas a COVID-19 pudieron haberse trata-
do de infecciones por C. difficile (15). Se estima que,
por evitar la manipulacién de materia fecal, se redujo
la toma de muestra frente a los casos sospechosos, per-
diéndose la posibilidad de identificar los verdaderos.
Algunos estudios informaron una disminucién en los
ensayos para efectuar el diagnéstico de ICD (6) al igual
que en este caso.

Si bien la mayoria de las publicaciones reflejaron
una reduccién en el namero de ICD, este hospital for-
ma parte de los centros entre los que el nimero de
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casos nuevos con diagnoéstico microbiolégico de 1CD
aument6 durante el ano de inicio de la pandemia.
Ademas de los numerosos factores mencionados pre-
viamente, que pudieron haber favorecido ese registro,
se considera que durante 2020 también pudo haberse
mejorado el criterio clinico para la selecciéon de mues-
tras con sospecha de ICD. Esto explicaria el aumento
en el porcentaje de positividad de las muestras recibi-
das por el laboratorio.

En la bibliografia se han descripto numerosos casos
de coinfeccion, entre los cuales la media estimada para
el diagnéstico de ICD posterior al de COVID-19 era de
6 dias (6). Se observo que todos los pacientes que pade-
cieron COVID-19 estuvieron expuestos al menos a dos
tipos de antibiéticos antes del diagnéstico de ICD. Sin
embargo, no hubo diferencia significativa en el uso de
antibiéticos entre los pacientes que desarrollaron ICD y
los que no lo hicieron (5). En este centro, todas las ICD
con diagnoéstico previo de SARS-CoV-2 evolucionaron
favorablemente.

En el presente trabajo se muestran los resultados del
diagnoéstico microbiologico de ICD del laboratorio que
acompanaron al ano de inicio de la pandemia y una
variacion numeérica que fue estadisticamente significa-
tiva en relacion a los anos 2019 y 2021. El estudio en
si mismo no pretende adjudicar este fenémeno obser-
vado a la infeccion por SARS-CoV-2, dado que carece
del analisis estadistico de parametros epidemiolégicos
indispensables para evaluar el verdadero impacto de
COVID-19 en la predisposicion, o no, a contraer ICD.
Seran necesarios estudios multicéntricos y multidiscipli-
narios mas concluyentes.
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