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Resumen

En la primera fase del proyecto, se implementd una novedosa técnica llamada RPA
(recombinase polymerase amplification) como un método de diagnostico para C.
difficile, 1a cual resulta ser una técnica de bajo costo, alta sensibilidad y especifici-
dad similar a la observada a la presentada por el PCR en tiempo real, pero sin ne-
cesidad de equipos costosos como termocicladores. En una segunda fase, se plantea
determinar el conocimiento de personal de salud sobre la infeccion causada por C.
difficile en centros de atencion y cuidado a la salud. Para esto, se realizara un estu-
dio observacional de corte transversal con enfoque cuantitativo, para determinar el
conocimiento del personal interviniente con respecto a la practica, la prevencion de
la infeccion por esta bacteria potencialmente patdgena en al menos tres instituciones
hospitalarias y/o tres hogares geriatricos.
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Introduccion

Clostridium difficile es una bacteria
anaerobia, gram-positiva, que en estado
vegetativo puede producir las exotoxinas
Ay B (genes tcdA y tcdB). En los ulti-
mos 10 afios las infecciones por Clostri-
dium han aumentado dramaticamente en
paises desarrollados, especificamente la
cepa hipervirulenta 027/BI/NAP-1 (alta
produccion de toxina B) se ha converti-
do en un importante problema de salud
publica, causando multiples epidemias
en Norte América y Europa (1). C. di-
fficile se transmite a través de esporas
altamente resistentes al medio ambiente,
de manera que pueden persistir en pisos
y paredes por meses (2).

Las esporas de C. difficile se pue-
den aislar de practicamente cualquier
sitio, incluyendo suelo y agua, animales
de granja y domésticos (productos de-
rivados del animal y de materia fecal)
(3-9). En pacientes con alteraciones de
la flora intestinal, esta bacteria produce
multiples sintomatologias que van desde
un simple cuadro de diarrea hasta mani-
festaciones clinicas severas (perforacion
del colon), que pueden poner en peligro
la vida de los individuos infectados (10).
Los estudios epidemiologicos indican
que los factores de riesgo mas importan-
tes para infectarse con C. difficile inclu-
yen ser de edad avanzada (> 65 afios),

utilizacion de antibioticos (<30 dias) y
frecuentar instalaciones de atencion de
salud (11-13). Se ha calculado que el
riesgo de adquirir C. difficile en la po-
blacién vulnerable (> 65 afios y/o uso de
antibioticos) incrementa un 2 % por cada
ano de edad (14). En Estados Unidos se
ha calculado que el riesgo de adquirir C.
difficile a partir de espacios publicos es
del 1,6 %; no obstante, se incrementa a
9,5 % cuando las personas visitan con al-
guna frecuencia ambientes hospitalarios,
llegando hasta un 21 % en pacientes hos-
pitalizados (15).

En Colombia no se dispone de infor-
macion sobre la contaminacion ambien-
tal en centros de atencion basica y de
cuidado al adulto mayor, que permitan
identificar las areas de mayor riesgo de
adquirir C. difficile. Los estudios reali-
zados en Colombia sobre C. difficile se
han limitado a realizar estudios observa-
cionales que reportan la prevalencia en
la consulta gastroenterologica en hos-
pitales de Bogota y Medellin (16, 17).
De otro lado, tampoco se ha estimado
el impacto econdmico de la enfermedad
sobre el sistema de salud y el paciente,
en términos de costo del tratamiento e
incremento de la hospitalizacion. En
Estados Unidos, se ha estimado que un
costo aproximado de 5.000 ddlares (me-
dicamente y gastos de hospitalizacion)
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para curar un episodio de C. difficile (1);
se considera como la segunda infeccion
nosocomial mas comun en los hospitales
y hogares de ancianos (18), obligando a
extender la hospitalizacion por siete dias
adicionales (19).

Segun lo mencionado anteriormen-
te, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: ;Cual es la prevalencia
de cepas potencialmente patogénicas de
Clostridium difficile en centros de aten-
cion en salud de la ciudad de Bogota y
qué conocimiento tiene la comunidad
médica sobre la infeccion causada por
este microorganismo? C. difficile es una
de las principales causas de infeccion
nosocomial y conlleva un incremento del
gasto sanitario en relacion con el aumen-
to de la estancia hospitalaria, con todos
los aspectos diagnoésticos y terapéuticos
que esto implica. Los estudios realiza-
dos en Estados Unidos y Europa indican
que esta enfermedad afecta alrededor de
medio millon de personas en el mundo
ocasionando gastos por cerca 1 billon de
ddlares, y causando alrededor de 20.000
muertes al afio (20, 21).

Segun la informacion provista en las
bases de datos poblacionales de Estados
Unidos, la infeccion de C. difficile ad-
quirida de la comunidad actualmente
representa el 32 % de todos los casos
del pais (22). Asi mismo, este estudio

48

indica que la cuarta parte de estas per-
sonas que han adquirido C. difficile de
fuentes ambientales requieren de tera-
pia y hospitalizacion al cabo de 7 dias
después del diagnoéstico. Estudios rea-
lizados por la Universidad de Houston
(Texas, USA) indican que un 32 % de las
muestras obtenidas de casas (en las que
no habitan personas infectadas) son posi-
tivas para C. difficile. Los zapatos, bafios
y el polvo sobre los muebles son las fuen-
tes de donde se realizaron mas aislados
de C. difficile (23). Todas las cepas ais-
ladas fueron potencialmente toxinogéni-
cas, pues fueron positivas por PCR para
los genes que expresan las toxinas Ay B.
Como se menciond anteriormente,
las esporas de C. difficile pueden perma-
necer viables por meses en las superfi-
cies contaminadas. Multiples estudios
indican que los protocolos de desinfec-
cion ambiental que se utilizan en los hos-
pitales y centro de cuidado son subopti-
mos en la eliminacion de las esporas de
C. difficile (24-26). Si bien se dispone de
métodos idoneos de cultivo en Colombia
para la identificacion de C. difficile, es
necesario combinar las técnicas micro-
biologicas clasicas con la biologia mole-
cular, con el fin de identificar la presen-
cia de genes toxinogénicos.
Recientemente, la Fundacion Uni-
versitaria del Area Andina ha apoyado
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el desarrollo de un nuevo método diag-
noéstico de bajo costo y complejidad, que
permite la deteccion molecular de los ge-
nes toxinogénicos tcdA y tcdB mediante
la amplificacion isotérmica del ADN.
Una de las ventajas de la amplificacion
isotérmica es que no requiere de costo-
sos equipos termocicladores, por lo tan-
to, esta técnica puede utilizarse poten-
cialmente en condiciones de campo o en
hospitales con poca infraestructura. Se
espera que tanto el aislamiento de la bac-
teria, como la confirmacién molecular de
cepas toxinogénicas permitan mejorar la
desinfeccion ambiental al identificar los
reservorios, proporcionar un medio que
permita evaluar la eficacia de la desin-
feccion y, a su vez, permitiria establecer
medidas de control efectivas para evitar

la diseminacion de este organismo.

Desarrollo tedrico

Clostridium difficile es la causa mas
importante de diarrea infecciosa en los
Estados Unidos (1), en las ultimas dos
décadas ha incrementado exponencial-
mente su incidencia en los paises mas
desarrollados. En solo los Estados Uni-
dos se increment6 tanto la cantidad de
pacientes hospitalizados (85.700 en 1993
a 346.800 en 2010), como la mortalidad
(de 10 en 1999 a 48 personas por millon
de habitantes por afio en 2007) por este

patogeno (20, 21). En Europa, los paises
que han incrementado significativamen-
te durante la ultima década son Turquia,
Austria y Espana; solamente el Reino
Unido ha logrado reducir en un 50 % la
cantidad de casos y de muertes asociadas
a este patdgeno, explicado por la imple-
mentacion de un diagnostico y genotifi-
cacion oportuno (27).

Enigmaticamente, en América latina
no se dispone de un sistema de vigilancia
y reporte obligatorio para este patdgeno,
no obstante, los multiples esfuerzos de
difusion sobre el diagndstico y atencion
hospitalaria realizados en la comunidad
médica internacional durante los ultimos
afios. Entre los 25 paises que conforman
la Organizacion Panamericana de Salud
unicamente Brasil, Chile, Argentina,
Pert, Costa Rica, México y Jamaica han
reportado la infeccion por C. difficile en
pacientes con diarrea o anormalidades
gastricas (28). C. difficile hace parte de
un reconocido grupo taxonomico infec-
cioso junto a otras especies que también
originan enfermedades mortales, como:
Clostridium tetani (tétanos), Clostridium
botulinum (botulismo), y Clostridium
perfringens (gangrena gaseosa). Tipi-
camente estas bacterias gram positivas
anaerobias habitan en diferentes tejidos
del hospedero como estadio vegetativo

(forma de barra) que libera toxinas al

Revista Salud Areandina. 46-55. 2015-2 | 49



Gustavo Jaimes Monroy / Diana Milena Quilaguy Ayure Giovane Mendieta / Alex Peniche

tejido, las cuales explican en parte la se-
veridad de la patologia observada en el
tejido u drgano infectado.

Por otra parte, las esporas tienen for-
ma de maraca y son muy resistentes a la
degradacion ambiental (incluso a desin-
fectantes cuaternarios), lo que permite
que la bacteria se disperse a través del
contacto con objetos contaminados, ali-
mentos preparados de animales infecta-
dos (marinos, mamiferos, etc.), del suelo
e incluso fuentes hidricas (acueductos)
(29-32).

Aunque en 1935 se realizo el primer
estudio que demostro la capacidad de C.
difficile de producir diarrea en humanos,
también se ha establecido que puede
representar hasta un 9,5 % del total de
la flora bacteriana intestinal en adultos
sanos de la poblacion general (15). Los
estudios realizados por Bartlett et al en
1978 concluyeron que el uso de antibio-
ticos es un factor de riesgo para producir
diarrea (33). Estudios retrospectivos han
ayudado a explicar el aumento en el nu-
mero de casos desde la década del 70 por
el uso generalizado de los antibidticos
como la clindamicina y los denominados
de “amplio espectro” como la penicilina
y la cefalosporina y, mas recientemente,
las fluoroquinolonas (34-36).

Esasiqueparaddjicamente son losan-
tibidticos, que inhiben o matan bacterias
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patogenas infecciosas, de manera colate-
ral también eliminan bacterias simbion-
tes y/o benéficas al humano, de manera
similar a las pérdidas en batalla por “fue-
go amigo”. Es entonces cuando la inges-
ta de esporas de C. difficile por indivi-
duos expuestos a antibidticos, germinan
en células vegetativas que colonizan y se
multiplican en el tracto gastrointestinal,
penetrando la capa mucosa a través de la
secrecion de proteasas con el fin de ad-
herirse e invadir los enterocitos (37). De
manera que C. difficile toma la oportuni-
dad de llenar el vacio dejado por las bac-
terias “amigas”’; tipicamente en personas
vulnerables que reciben antibioticos por
otros agentes infecciosos, cirugias, tras-
plantes, radio-quimioterapia, muchos de
los cuales ya estan debilitados y se en-
cuentran mal preparados para soportar el
estrés de diarrea y fiebre causado por C.
difficile.

Los métodos disponibles en Colom-
bia para la identificacion de C. difficile
son limitados, costosos o necesitan de
varios dias de incubacion para emitir
resultado diagnoéstico. Un resultado po-
sitivo oportuno puede salvar la vida de
las personas infectadas que presenten la
expresion patologica mas severa como
Colitis pseudomembranosa y Colitis ful-
minante. De manera similar, el diagnosti-

co oportuno en personas bajo terapia con
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antibioticos, en posoperatorio, quimio-
terapia y mayores de 65 anos, que pre-
sentan un alto riesgo de infeccion por C.
difficile, permitiria una eliminacion tem-
prana del patdégeno evitando de esta ma-
nera una futura complicacion patologica.

La Fundacién Universitaria del Area
Andina ha apoyado el desarrollo de un
nuevo método de diagnostico de bajo
costo y complejidad, mediante la detec-
cion de genes de la bacteria utilizando la
Amplificacion mediante la Proteina Re-
combinasa (RPA). Una de las ventajas
de la amplificacion isotérmica es que no
requiere de costosos equipos como ter-
mocicladores, por lo tanto, esta técnica
puede utilizarse potencialmente en con-
diciones de campo o en hospitales con
poca infraestructura. EI RPA ha demos-
trado tener una sensibilidad y especifi-
cidad similar a la observada en la PCR,
ademas esta metodologia puede adap-
tarse facilmente a métodos de deteccion
visual utilizando métodos colorimétricos
en tiras de papel diagnosticas (RPA-La-
teral Flow). En investigaciones recientes
realizadas en la University of Texas me-
dical Branch, se ha demostrado que es
posible detectar eficientemente parasi-
tos intestinales como Cryptosporidium
en muestras fecales utilizando RPA-LF
(38-40) y C. difficile (41).

Metodologia

Se realizara un estudio observacional
de corte transversal con enfoque cuanti-
tativo, para determinar tanto la preva-
lencia de las cepas que tengan potencial
patogénico en sitios factibles de su loca-
lizacion, asi como del conocimiento del
personal médico y de las practicas con
respecto a la prevencion de la infeccion
por esta bacteria potencialmente patoge-
na en al menos tres instituciones hospita-

larias y/o tres hogares geriatricos.

Poblacion de estudio

La poblacion de estudio seran los
médicos, enfermeras y bacteridlogos que
atiendan la poblacion a estudio y que tra-
bajen en centros hospitalarios con aten-
cion de adultos mayores tratados con
terapia antibiotica. De los mismos es-
pacios seran recolectadas muestras para
estimar la presencia de cepas patogéni-
cas de C. difficile en este tipo de areas

hospitalarias y geriatricas.

Muestra

La seleccion de la muestra sera de
tipo no aleatorio consecutivo, calculado
entre la poblacion de médicos y enfer-
meras disponibles en los centros hos-
pitalarios que permitan el analisis. Se

utilizaran como criterios de seleccion un
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nivel de confianza de 95 %, con un error
relativo de 3 % y una P de 50 %.

Muestreo

Se realizaran muestreos al azar de
areas (30 cm) como pasillos, ascensores,
manijas de puertas, piso de los bafios; y
en las superficies altamente manipuladas
como mesas, pasamanos, sillas de los
cuartos. Para recolectar las muestras se
seguira el protocolo aplicado en UTMB
y publicado por Alam (23).

Instrumentos

Se elaborara un cuestionario en don-
de se exploraran aspectos relacionados
con variables orientadas a determinar el
conocimiento de los profesionales fren-
te al manejo del riesgo de este tipo de
infeccion por Clostridium difficile, asi
como sobre su diagnodstico y las acciones
clinicas. Como criterios de su validacion
se tendra en cuenta para su desarrollo
estudios similares, prueba piloto a una
poblacion de 30 encuestados y someti-
miento a juicio de expertos. Cada formu-
lario sera aplicado a los profesionales,

previo consentimiento informado.
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Andlisis de la informacion
Los datos recolectados seran tabula-

dos previa asignacion de puntuacion para
establecer escalas de conocimiento que
seran analizados en software estadistico,
bajo la estructura de analisis bivariado
para las areas de conformacion del cues-
tionario. Se aplicara para todos los casos
las pruebas necesarias para determinar
su validez estadistica y su reproducibili-
dad en consecuencia con la busqueda de
asociaciones entre los conocimientos de
los profesionales y las practicas preven-
tivas frente a C. difficile.

Se realizard analisis bivariado: es
importante recordar que el analisis biva-
riado se dara en funcion de dos variables
a determinar bien sea:

a) Cualitativa — Cuantitativa para esta-
blecer diferencia de medias. Mos-
trando Intervalos de Confianza IC.
Y su analisis estadistico se dara me-
diante la T de estudent o ANOVA.

B) Cualitativa — Cualitativa para esta-
blecer diferencia de proporciones o
razon (Pa/Pb) de proporciones y se
expresa también en IC y su analisis
estadistico es Chi cuadrada.

C) Cuantitativa —Cuantitativa se estable-
cera asociacion entre 2 variables. Se
presenta IC y su analisis estadistico es
T student y Prueba Exacta de Fischer.
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