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RESUMEN Changes in the epidemiology of Clostridium

Introduccion. Conocer los rasgos epidemioldgicos mas
relevantes de la infeccion por Clostridium difficile (ICD) ocu-
rrida en la provincia de Salamanca (Espana) entre 2005-2014.

Métodos. Estudio descriptivo transversal realizado a par-
tir del archivo informatico del Servicio de Microbiologia del
Complejo Asistencial Universitario de Salamanca. La deteccion
se realizo segun la metodologia habitual.

Resultados. El 2,6% de las muestras de heces analizadas
para deteccion de toxinas de C. difficile (9.103) fueron positi-
vas. La prevalencia media global fue de 6,8 casos por 100.000
habitantes y aflo. La media de edad fue de 65 + 21,4 afios y la
mediana 70 afios. El 59% de los casos se produjo en mayores
de 64 afios, con una prevalencia media anual de 16,5 (4 veces
superior a la del grupo de 15-64). La mayoria de casos (86.4%)
se produjeron en pacientes hospitalizados, siendo el grupo de
mayores de 64 afios el de mayor porcentaje de ICD hospitala-
ria, con un 55%.

Conclusiones. Se observa un incremento significativo del
numero de peticiones y de la prevalencia de ICD a lo largo de
la década estudiada y unas tasas de prevalencia bastante in-
feriores a las de otros estudios. El porcentaje de ICD aumento
de manera significativa tanto en pacientes hospitalizados co-
mo en los comunitarios. La edad y la hospitalizacion fueron
factores de riesgo para desarrollar ICD. Tras la introduccion de
una técnica molecular de deteccién en 2014, la prevalencia
aumento, siendo 2.5 veces superior a la del 2013.
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ABSTRACT

Background. To know the most relevant epidemiological
features of Clostridium difficile infection (CDI) between 2005-
2014 in the province of Salamanca (Spain).

Methods. Descriptive cross-sectional study carried out
through review of the clinical microbiologic records at Com-
plejo Asistencial Universitario de Salamanca. Detection was
performed according to standard methodology.

Results. 2.6% of stool samples analyzed for detection of
C. difficile toxins (9.103) were positive. The average prevalen-
ce was 6.8 cases per 100,000 people per year. The mean age
was 65 + 21.4 years and the median 70 years. 59% of cases
occurred in patients over 64 years, with an average prevalen-
ce of 16.5 (4 times higher than the 15-64 group). Most cases
(86.4%) occurred in hospitalized patients, and the group of
over 64 had the highest percentage of hospital CDI, with 55%.

Conclusions. A significant increase in the number of re-
quests and in the prevalence of CDI over the decade studied is
observed, and prevalence rates were significantly lower than
those of other studies. The percentage of CDI increased signifi-
cantly in both inpatient and community. Age and hospitaliza-
tion were risk factors for developing CDI. After the introduc-
tion of a molecular detection technique in 2014, the prevalen-
ce increased, being 2.5 times higher than 2013.

Keywords: Clostridium difficile, epidemiology, prevalence, diarrhoea,
infection.
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INTRODUCCION

La infeccion por Clostridium difficile (ICD) se considera la
causa infecciosa mas habitual de diarrea asociada a antibidti-
cos en el mundo desarrollado’. La frecuencia ha aumentado
drasticamente siendo, actualmente, la principal causa de dia-
rrea infecciosa nosocomial en los paises desarrollados, aunque
también se han descrito episodios a nivel comunitario®®.

C. difficile forma parte de la flora fecal normal en el 1-3%
de los residentes en la comunidad y en mas del 20% de los
adultos hospitalizados®. El contagio se produce, a menudo, en el
ambiente hospitalario, donde son mas frecuentes los entornos
contaminados por esporas. De esta manera, a mayor duracion
de la hospitalizacion, mayor es el riesgo de infeccion siendo,
mas frecuente, en pacientes hospitalizados de edad avanzada
o inmunodeprimidos que han recibido tratamiento antibiotico.

Puede causar desde una diarrea leve hasta cuadros gra-
ves de colitis pseudomembranosa. La diarrea puede reaparecer
en el 15-30% de los casos tras el primer episodio, pudiendo
manifestarse un cuadro severo asociado a ileo o perforacion
intestinal hasta en el 11% de los casos®. Los pacientes con una
primera recurrencia tienen altas posibilidades (33-60%) de pa-
decer nuevas recurrencias’®. Generalmente las recaidas ocurren
durante el primer mes tras el tratamiento, aunque pueden lle-
gar a producirse hasta 4 meses después’.

En EEUU se ha duplicado el diagndstico de infeccion por C.
difficile (ICD) desde el afo 2000 al 2009°. También ha aumen-
tado drasticamente la tasa de mortalidad por ICD desde 3.000
muertes en el aflo 2000 a 14.000 muertes por afio en el periodo
2006-20072

En Espafia no existe un sistema de vigilancia de ICD, por
lo que los datos de prevalencia e incidencia proceden de di-
ferentes estudios™. Segun informacion del Conjunto minimo
basico de datos (CMBD), la incidencia media de ICD fue de 41,2
caso0s/100.000 altas para el periodo 1997-2005 con tendencia
creciente, aunque seguramente esté subestimada la verdadera
incidencia'. Los estudios de prevalencia que se realizan anual-
mente en Espana (EPINE) muestran un incremento significativo
en la prevalencia de ICD entre el periodo 1999-2007: de 3,9
a 12,2 casos/10.000 pacientes hospitalizados'. La mortalidad
por ICD en Espafa, segln los datos de registro de mortalidad
del Instituto Nacional de Estadistica, aumentd de 0,1 a 0,69
defunciones por millén (con un riesgo cinco veces superior en
mayores de 65 afos) aunque en este registro no se determina
la mortalidad atribuible a la ICD, por lo que se desconoce su
verdadero impacto®™. Con el aumento de la incidencia vy la se-
veridad de la ICD, se espera que la morbilidad y la mortalidad
puedan aumentar alin mas'.

El objetivo principal de este estudio fue conocer los ras-
gos epidemioldgicos descriptivos mas relevantes de la ICD en
el Area de Salud de Salamanca, tanto en el caso de pacientes
hospitalizados como en el de los que son atendidos ambulato-
riamente, con especial atencion al estudio de los mayores de 64
anos. Para ello, se estimd la prevalencia de ICD y su evolucién
en el tiempo y se identifico la poblacion de mayor riesgo de ICD

atendiendo a la edad y al dmbito donde se produce la infeccion
(pacientes ambulatorios u hospitalizados).

MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio descriptivo transversal. El estudio se
llevo a cabo sobre los casos de ICD ocurridos en 10 afos (desde
el ano 2005 al 2014) en el Area de Salud de la provincia de Sa-
lamanca, con una poblacion media de 351.004 habitantes por
ano, seguin el Instituto Nacional de Estadistica (INE)™.

Durante este periodo se registraron las determinaciones de
toxinas realizadas en el Servicio de Microbiologia del Comple-
jo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA) mediante el
programa informatico utilizado en este Servicio (General Labo-
ratory Information Management System (GLIMS), MIPS, Bélgi-
ca). Este laboratorio cubre toda la demanda de analisis del Area
de Salud de la provincia de Salamanca.

Se tuvieron en cuenta las variables de la edad y si estaban
hospitalizados o eran pacientes ambulatorios.

La definicion de caso para la inclusion en el estudio fue la
de paciente con una primera determinacion de toxina positiva
para C. difficile. Se excluyeron, por tanto, los resultados positi-
vos debidos a recidivas.

Desde el afio 2005 al afio 2010, el método empleado para
la deteccion de toxinas de C. difficile fue un enzimoinmunoa-
nalisis (EIA) que detectaba las toxinas A y B directamente de
muestras fecales. A partir del afo 2011 se introdujo un EIA que
detectaba el antigeno de C. difficile glutamato deshidrogenasa
(GDH) vy las toxinas A y B en muestras fecales (C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE®, Alere®). Ademas, a partir de ese afio, se in-
trodujo el cultivo de rutina de C. difficile en agar CDSA (Clostri-
dium difficile Selective Agar, BD BBL™) de todas las muestras a
las que se le solicitaba coprocultivo o que tenian un resultado
positivo para GDH y negativo para toxinas por el EIA. Las placas
se incubaron en estufa a 37°C en condiciones de anaerobiosis
durante 48 horas. En el caso de que el coprocultivo fuese posi-
tivo para C. difficile y no se le hubiese solicitado estudio espe-
cifico de deteccion de toxinas en heces por falta de sospecha
clinica, se realizaba el EIA directamente a la muestra de heces.
Cuando existia un resultado discrepante por el EIA realizado a
partir de muestra directa de heces, se realizaba la deteccion de
toxinas a partir del cultivo en placa mediante el EIA.

En el aflo 2014 se introdujo la deteccién molecular de C.
difficile en las muestras en las que se habian obtenido resul-
tados discrepantes mediante el EIA, es decir, GDH positiva y
toxinas negativas o GDH negativa y toxinas positivas. La técnica
molecular empleada fue la de GenomEra™ C. difficile (Abacus
Diagnostica). La metodologia empleada se realizo siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Para el calculo de la prevalencia de ICD en la provincia
de Salamanca se utilizaron los datos de poblacion publicados
anualmente por el Instituto Nacional de Estadistica (INE)™. La
prevalencia anual de ICD se ha calculado de manera global (ex-
cluyendo menores de 2 afos), en el grupo de 15-64 afios y en
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mayores de 64. Se examino la tendencia durante dicho periodo.

Se realizo un andlisis descriptivo de las variables cuantita-
tivas (media, desviacion tipica y percentil 75) y cualitativas (va-
lor absoluto y/o porcentaje). Para determinar si las diferencias
fueron significativas se realizo la prueba de chi-cuadrado y el
test exacto de Fisher, considerandose resultados significativos
cuando el valor de p fue inferior a 0,05.

El analisis de la tendencia se ha realizado mediante regre-
sion lineal simple, teniendo en cuenta las variables de edad y
hospitalizacion.

El andlisis de los datos se realizd con el paquete estadistico
SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, EEUU).

RESULTADOS

El nimero total de muestras de heces analizadas para de-
teccion de toxinas de C. difficile fue de 9.103. A lo largo del
periodo de estudio se produjo un aumento del nimero de peti-
ciones para deteccion de toxinas de C. difficile estadisticamen-
te significativo (figura 1).

El nimero de toxinas positivas fue de 236 (2,6%). Se apre-
cia un incremento del porcentaje de toxinas positivas entre
2005-2014. Al analizar los datos por periodos, se observa que,
desde el afo 2005 hasta el 2008 se produjo un descenso del
porcentaje de toxinas positivas. Sin embargo, a partir del afo
2009 la tendencia cambio, produciéndose un aumento progre-
sivo estadisticamente significativo (figura 2).

a) Distribucion global de ICD por grupos de edad y
evolucion de los casos y tasas de prevalencia. La media de
edad fue de 65 + 21,4 aflos y la mediana 70 afos; el percentil
75 se situo en los 80 afos, y solo el 14,5% tenia menos de 40
anos.

La prevalencia media global fue de 6,8 casos por 100.000
habitantes y afo.

El grupo de edad de mayores de 64 afos fue el que tuvo el
mayor porcentaje de ICD, con un 59% (140 casos) (figura 3). La
prevalencia media en ese grupo fue de 16,5 casos por 100.000
habitantes y afio. En el grupo de 15-64 afios fue de 3,9.

Sélo en 1 caso (0,4%) no se pudo determinar la edad
(Figura 3). No se registrd ningun caso de ICD en la poblacion
comprendida entre 2 y 4 anos.

Alo largo de la década estudiada, se aprecia un incremen-
to en la prevalencia global de ICD estadisticamente significati-
vo (figura 4).

En los grupos de edad de 15-64 afnos (B= 1,262; SE=
0,301; p= 0,003) y de mayores de 64 afnos (B= 4,504; SE=
1,177; p= 0,005) se observa la misma tendencia.

b) ICD en pacientes hospitalizados y ambulatorios. El
86,4% de los casos de ICD eran pacientes hospitalizados (203),
siendo el grupo con mayor numero de ICD hospitalaria el de
mayores de 64 anos, con 129 casos (55%). Ademas, el 92,1%
de los pacientes pertenecientes a este grupo de edad desarro-
llaron ICD hospitalaria (figura 5).

A lo largo del periodo de estudio, se observa un aumento
estadisticamente significativo del porcentaje de ICD tanto en
pacientes hospitalizados como en los ambulatorios (figura 6).

DISCUSION

En el Area de Salud de Salamanca, la ICD ha aumentado
tanto a nivel comunitario como nosocomial, en parte debido
al uso de técnicas mejores para el diagnostico y en parte por el
aumento de la sospecha clinica. Existen varias técnicas y algo-
ritmos para el diagnostico de la ICD, lo que hace que sea dificil
comparar con exactitud la epidemiologia de la ICD en lugares
y afos diferentes. Ademas, en Espafia, la ICD no es una enfer-
medad de declaracion obligatoria por lo que no existen datos
oficiales acerca de la incidencia de esta infeccion.

En el Servicio de Microbiologia del CAUSA, a partir del afio
2014 comenzo a aplicarse un algoritmo de diagnostico rapido
multipaso para la deteccion de C. difficile toxigénico, consis-
tente en la deteccion, mediante un EIA, de GDH vy toxinas Ay
B v, ante resultados discordantes (GDH+/toxina- o GDH-/toxi-
na+), se confirman mediante técnicas moleculares.

Ao largo de la década estudiada, se aprecia un incremen-
to en la prevalencia de ICD estadisticamente significativo. Al
analizar los datos por periodos, se observa que, durante los
afos 2005-2010 no se produjeron grandes cambios en la pre-
valencia de ICD en el Area de Salud de Salamanca. Sin embargo,
a partir del ano 2011 comienza a aumentar progresivamente
hasta el 2014. La prevalencia global de ICD paso de ser de 0,8
casos/100.000 habitantes en 2005 a 9,9 en 2011. En el grupo
de mayores de 64 afios, paso de 1,2 a 21,2. Este aumento obser-
vado en 2011 se puede explicar por la introduccion de técnicas
rapidas de deteccion de C. difficile toxigénico mas sensibles, al
incorporar la deteccion del antigeno de C. difficile glutamato
deshidrogenasa (GDH) y por la introduccion del cultivo de ruti-
na de C. difficile en agar CDSA de todas las muestras a las que
se le solicitaba coprocultivo o que tenian un resultado discor-
dante por el EIA. En el afio 2013 se observa una disminucion de
la prevalencia global con respecto al afio anterior que podria
explicarse por la utilizacion, en el 2012, de una técnica mole-
cular de deteccion de C. difficile toxigénico durante 3 meses en
pacientes hospitalizados con resultados discrepantes. En 2014,
con la introduccion de nuevo de la técnica molecular, se regis-
traron mas de un tercio de todos los casos ocurridos durante
el periodo de estudio (82 casos de 235) y la prevalencia fue 2,5
veces superior a la del 2013 (23,9 frente a 9,3).

Al comparar los resultados obtenidos el primer afio del es-
tudio con los obtenidos en el ultimo, se puede observar como
en 2005 el numero de peticiones para determinacion de toxina
fue de 235, con un 1,3% de resultados positivos vy, en 2014, se
incrementd hasta 1.404 peticiones, con un 5,8% de positivos.

En un estudio multicéntrico de prevalencia de punto lle-
vado a cabo en nuestro pais por Alcald y et al.” observaron
que dos de cada tres episodios fueron mal diagnosticados o
no diagnosticados por el uso de técnicas de diagnostico poco
sensibles (19,0%) o por la falta de sospecha clinica (47,6%, so-
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Figura 2 Porcentaje de toxinas positivas con respecto al total de peticiones anuales.

bre todo en personas de edad <65 afios o pacientes con diarrea
adquirida en la comunidad).

En otro estudio posterior llevado a cabo en 482 hospitales
europeos (estudio EUCLID) en pacientes hospitalizados durante
los afos 2012 y 2013%, se puso de manifiesto que la ausencia
de sospecha clinica y la utilizacion de métodos de diagndstico
de laboratorio suboptimos se tradujo en una estimacion de que
40.000 pacientes con ICD estdn potencialmente sin diagnosti-
car cada afio en dichos hospitales.

El diagndstico de la ICD tradicionalmente ha sido un pro-
blema debido a la mala sensibilidad de las técnicas mas comun-
mente utilizadas por los Servicios de Microbiologia (EIA para
toxinas A y B). Debido a ello, muchos laboratorios clinicos se

han pasado a técnicas mds sensibles, incluyendo las pruebas
de amplificacion de acidos nucleicos. La mayor sensibilidad de
estas técnicas ha dado lugar a mayores tasas de ICD'9, por
lo que la vigilancia de la incidencia y prevalencia de C. difficile
requiere un ajuste por las técnicas empleadas para su diagnds-
tico.

Hay que tener en cuenta que las técnicas moleculares de-
tectan unicamente el ADN de la cepa toxigénica y no la propia
toxina, por lo que con este método resulta imposible saber si
estamos ante una colonizacion o una verdadera infeccion. La
deteccion de toxinas se debe realizar, Unicamente, en muestras
de heces diarreicas, a menos que el médico sefale que el pa-
ciente tiene ileo®%,
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A pesar del aumento esperado en las tasas con las técnicas
moleculares, algunos autores sugieren que las tasas podrian
caer con el tiempo debido a los beneficios potenciales de estas
técnicas para la prevencion de la infeccion'. Su mayor sensi-
bilidad podria dar lugar a un diagnostico mas preciso y a un
inicio precoz de la adopcion de medidas de control de la in-
feccion y del tratamiento, reduciendo el riesgo de transmision,
con beneficios clinicos potenciales, como disminuir la duracion
de la estancia, los dias de tratamiento empirico, el aislamiento
preventivo y los costes asociados?'.

Se requieren futuros estudios en el Area de Salud de Sala-
manca para poder determinar si, realmente, se esta producien-
do un aumento en la incidencia y prevalencia de C. difficile o
si, por el contrario, se detectan mas casos de ICD como conse-

cuencia, Unicamente, del aumento de la sospecha clinica, de la
mejora en las técnicas diagnosticas y/o de la sobreestimacion
de los casos (mayor deteccién de casos de ICD menos graves o
deteccion de portadores asintomaticos que tienen diarrea por
otra causa, con el consiguiente riesgo para el paciente)?. Este
aumento en la sensibilidad podria dar lugar a un aumento de
tratamiento antimicrobiano innecesario®.

La edad ha sido un factor de riesgo sefalado consistente-
mente para desarrollar ICD?.

El grupo con mayor numero de casos de ICD hospitalaria
en el Area de Salud de Salamanca fue el de mayores de 64
anos, con 129 casos (55%). La prevalencia media anualizada
fue 4 veces mayor en este grupo que en los de 15-64 (16,48
frente a 3,87), observandose que, a mayor edad, mayor es el
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riesgo de desarrollar ICD, sobre todo a partir de 65 afios?>%.
Esta asociacion probablemente sea multifactorial, incluyendo
mayor prevalencia de enfermedades crdnicas subyacentes, ma-
yor exposicion a centros de asistencia sanitaria y a antimicro-
bianos y un descenso en las defensas del huésped relacionado
con la edad™. Para desarrollar ICD es necesario estar expuesto
previamente al microorganismo. Aunque esta exposicion puede
ocurrir en la comunidad, los centros sanitarios estan asociados
con mayor riesgo de adquirir infeccion por C. difficile?.

En un estudio llevado a cabo en Estados Unidos en el afio
2011 por Lessa et al.?®, para determinar la incidencia de la in-
feccion por C. difficile tanto a nivel comunitario como asociado
a la asistencia sanitaria, obtuvieron una incidencia global esti-

Evolucion del porcentaje de ICD en hospitalizados y ambulatorios

mada de 147,2 casos/100.000 habitantesy, en el grupo de edad
de mayores de 64 afos, la incidencia estimada fue de 627,7
caso0s/100.000 habitantes. También observaron que el 65,8% de
las ICD estaban asociadas con la asistencia sanitaria.

Si bien la metodologia es diferente, en el presente estudio,
la frecuencia global, en el afo en que se produjeron las tasas
mas altas (2014), fue de 23,9 casos/100.000 habitantes vy, en
mavyores de 64 afios, de 54,8/100.000 habitantes. El 84% de las
ICD ocurridas en ese afo fueron de origen nosocomial.

Debido a que algunos estudios proporcionan la tasa de ICD
de pacientes hospitalizados por 1.000 altas, otros por 10.000
dias de estancia hospitalaria y otros por 100.000 habitantes,
resulta todavia mas dificil la comparacion de los resultados ob-
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tenidos en las diferentes publicaciones.

Cabe destacar que los resultados obtenidos en la epide-
miologia de la infeccion por C. difficile son similares a los en-
contrados en otros estudios llevados a cabo en muchos paises
industrializados®>*2® a pesar de que las tasas obtenidas en este
estudio son bastante inferiores.
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