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I Resumen /Abstrac
Resumen

Clostridioides difficile es un agente etioldgico de diarreas y el uso de antibioticos es uno de los principales factores de riesgo para
la infeccidn. Los antimicrobianos recomendados para el tratamiento son vancomicina (VAN), metronidazol (MET) y fidaxomicina.
No obstante, se han detectado cepas resistentes con diferencias regionales e institucionales.

Objetivos. Determinar la sensibilidad de aislados clinicos de C. difficile frente a antimicrobianos.

Materiales y métodos. Se estudiaron 208 aislados consecutivos, recuperados en siete instituciones hospitalarias entre enero de
2018 y marzo de 2020. Se determiné la CIM por dilucién en agar (CLSI-M100 29ED). Se probaron azitromicina (AZM), clindamicina
(CLI), ertapenem (ETP), imipenem (IMl), levofloxacina (LEV), linezolida (LNZ), meropenem (MER), MET, moxifloxacina (MOX),
piperacilina-tazobactam (PTZ), rifampicina (RFP); rifaximina (RFX), teicoplanina (TEl), tigeciclina (TGC) y VAN. Los resultados se
analizaron con SPSS21.0. Se utilizé chi-cuadrado para comparar los datos y se asign significacion estadistica a p < 0,05.

Resultados. Los porcentajes de sensibilidad fueron los siguientes: VAN, TEl y MET, 100%; TGC, 97,6%; PTZ, 96,2%; LNZ, 95,2%;
MER, 99,5%; ETP, 60,9%; IMI, 42,8%; RFP, 54,8%; RFX, 55,6%; LEV, 48,6%; MOX, 46,1%; CLI, 29,9% y AZM, 17,8%. Se encontraron
diferencias significativas en la resistencia de los aislados entre los centros para: RFX (16,7%-91,7%), CLI (41,2%-86,1%), MOX (22,9-
97,2%), IMI (0-55,6%) y azitromicina (62,5-97,2%). Se detecté multirresistencia en 80 (38,5%) aislados.

Conclusiones. VAN, TEl y MET fueron los antimicrobianos mas activos in vitro frente a los aislados de C. difficile. En el 38,5% de los
aislados se detectd multirresistencia. Las diferencias entre instituciones las cuales podrian reflejar caracteristicas epidemioldgicas
y/o la diseminacién de clones en cada institucion.

Abstract



Clostridioides difficile is an etiological agent of diarrhoea, and the use of antibiotics is one of the main risk factors for infection.
Antimicrobials used for treatment are vancomycin (VAN), metronidazole (MET), and fidaxomicin. Resistant strains have been
detected with regional and institutional differences.

Objectives. To determine the susceptibility profile of C. difficile clinical isolates to antimicrobials.

Materials and methods. A total of 208 consecutive isolates recovered from seven hospital institutions between January 2018 and
March 2020, were studied. The MIC was determined by the agar dilution method (CLSI-M100 29ED). Azithromycin (AZM),
clindamycin (CLI), ertapenem (ETP), imipenem (IMI), levofloxacin (LEV), linezolid (LNZ), meropenem (MER), (MET), moxifloxacin
(MOX), piperacillin-tazobactam (PTZ), rifampicin (RFP), rifaximin (RFX), teicoplanin (TEl), tigecycline (TGC), and VAN, were tested.
The results were analyzed with SPSS21.0. Chi-square was used to compare data, and statistical significance was assigned to p <
0.05.

Results. The susceptibility percentages were as follows: VAN, TEl, and MET, 100%; TGC, 97.6%; PTZ 96.2%; LNZ, 95.2%; MER 99.5%;
ETP, 60.9%; IMI, 42.8%; RFX, 55.6%; LEV, 48.6%; MOX, 46.1%; CLI, 29.9%; and azithromycin, 17.8%. Significant differences in
resistance among centres were found for: RFX (16.7%-91.7%), CLI (41.2%-86.1%), MOX (22.9%-97.2%), IMI (0%-55.6%), and
azithromycin (62.5%-97.2%). Multidrug resistance (MDR) was detected in 80 isolates (38.5%).

Conclusions. VAN, TEI, and MET were the most active antimicrobials in vitro against C. difficile strains. MER was the most active
carbapenem and IMI showed the greatest resistance. MDR was detected in 38.5% of the isolates. We highlight the differences
among institutions that could reflect epidemiological characteristics, and/or the dissemination of clones in each institution.

II.  Introduccion:
a. Planteamiento del Problema (pregunta problema) y su contextualizacidn:



C. difficile causa el 25-30% de las diarreas intranosocomiales. En los Hospitales del GCABA se estimd una tasa de incidencia de
26,48/10.000 pacientes internados. En los Ultimos afios también se describieron casos adquiridos en la comunidad, aunque son escasos
en nuestro medio.

C. difficile presenta un elevado nivel de resistencia antibidtica, por lo cual la administracidn de estas drogas y las internaciones dentro de
los 60 dias previos al episodio, son importantes factores predisponentes. Otros factores de riesgo son la edad mayor a 65 anos, la
administracién de quimioterapeuticos, la infeccién con HIV, la administracién reiterada de enemas, la colocacién de sonda nasogastrica,
las cirugias intestinales, la administracion de antidcidos, la permanencia en instituciones geriatricas y el déficit de la inmunidad.

C. difficile produce un amplio espectro de manifestaciones clinicas que van desde una diarrea leve o moderada con tres a seis
deposiciones diarias, hasta una colitis pseudomembranosa con graves complicaciones y riesgo de vida para el paciente, como megacolon
téxico y perforacién intestinal.

Los factores de virulencia demostrados son la toxina A que es una enterotoxina y la toxina B, una citotoxina. La mayoria de las cepas
patdgenas expresan ambas, aunque se describieron casos y brotes causados por cepas que sélo producen la toxina B.

En brotes estudiados en Canadd, EE.UU. y Europa se detectaron cepas hipervirulentas RT027/BI/NAP1/toxinotipo llI, las cuales producen
cuadros clinicos mas graves, excretan mayor cantidad de toxinas, producen una toxina binaria y son resistentes a moxifloxacina. En
nuestro pais también se describieron aislamientos similares.

El diagndstico rapido y el tratamiento efectivo promueven una pronta mejora del paciente y el consecuente control de la diseminacion
del microorganismo en el medio hospitalario. Los métodos para el diagndstico son el cultivo toxigénico, citotoxicidad sobre lineas
celulares, PCR para amplificar genes codificantes de toxinas y EIA de membrana o policubetas para la deteccién de toxinas y la enzima
GDH. En un estudio comparativo de dichos métodos, realizado por la subcomisidon de Bacterias Anaerobias de SADEBAC-AAM, se
considerd el EIA de membrana como el mas adecuado para el diagnéstico clinico.

El tratamiento de la diarrea por C. difficile consiste en la administracion de vancomicina sola o en combinacién con metronidazol. Otros
antibiodticos con actividad in-vitro son fidaxomicina, tigeciclina, rifaximina, linezolida, ramoplanina, tinidazol, nitazoxanida y daptomicina.
No obstante, se describieron resistencias antibidticas, fallas en el tratamiento y recidivas.

En estudios previos realizados en Argentina se detectd que los agentes mas activos fueron vancomicina, teicoplanina, metronidazol y
tigeciclina, sin embargo, incluyeron un bajo nimero de aislados y se realizaron una década atras.

b. Justificacidn y Relevancia



Cabe preguntarse si los agentes antimicrobianos mantienen su actividad frente a las cepas que circulan en la actualidad. Las pruebas de
sensibilidad in-vitro guian la seleccidn mas apropiada de los tratamientos. Asimismo, el conocimiento de la actividad de fluoroquinolonas
podria alertar sobre la circulacién de cepas hipervirulentas.

c. Objetivos: General y Especifico
Objetivo general:

- Estudiar la sensibibilidad in vitro a diferentes antibiéticos de cepas de C. difficile aisladas de heces diarreicas.
Objetivos especificos:

- Ensayar la actividad de antibiéticos de aplicacién en clinica médica para el tratamiento de la infeccién por C. difficile.

- Detectar B-lactamasas, carbapenemasas

- Evaluar la resistencia a quinolonas fluoradas

d. Marco conceptual

C. difficile causa el 25-30% de las diarreas intranosocomiales. En los Hospitales del GCABA se estimd una tasa de incidencia de 26,48/10.000
pacientes internados. En los ultimos afios también se describieron casos adquiridos en la comunidad, aunque son escasos en nuestro medio.

C. difficile presenta un elevado nivel de resistencia antibidtica, por lo cual la administracion de estas drogas y las internaciones dentro de
los 60 dias previos al episodio, son importantes factores predisponentes. Otros factores de riesgo son la edad mayor a 65 afios, la
administracién de quimioterapeuticos, la infeccién con HIV, la administracion reiterada de enemas, la colocacion de sonda nasogdstrica,
las cirugias intestinales, la administracion de antidcidos, la permanencia en instituciones geriatricas y el déficit de la inmunidad.

C. difficile produce un amplio espectro de manifestaciones clinicas que van desde una diarrea leve o moderada con tres a seis deposiciones
diarias, hasta una colitis pseudomembranosa con graves complicaciones y riesgo de vida para el paciente, como megacolon tdxico y
perforacidn intestinal.

Los factores de virulencia demostrados son la toxina A que es una enterotoxina y la toxina B, una citotoxina. La mayoria de las cepas
patdgenas expresan ambas, aunque se describieron casos y brotes causados por cepas que soélo producen la toxina B.



En brotes estudiados en Canada, EE.UU. y Europa se detectaron cepas hipervirulentas RT027/BI/NAP1/toxinotipo Ill, las cuales producen
cuadros clinicos mds graves, excretan mayor cantidad de toxinas, producen una toxina binaria y son resistentes a moxifloxacina. En nuestro
pais también se describieron aislamientos similares.

El diagndstico rapido y el tratamiento efectivo promueven una pronta mejora del paciente y el consecuente control de la diseminacidn del
microorganismo en el medio hospitalario. Los métodos para el diagndstico son el cultivo toxigénico, citotoxicidad sobre lineas celulares,
PCR para amplificar genes codificantes de toxinas y EIA de membrana o policubetas para la deteccion de toxinas y la enzima GDH. En un
estudio comparativo de dichos métodos, realizado por la subcomisidon de Bacterias Anaerobias de SADEBAC-AAM, se considerd el EIA de
membrana como el mds adecuado para el diagndstico clinico.

El tratamiento de la diarrea por C. difficile consiste en la administracién de vancomicina sola o en combinacién con metronidazol. No
obstante, se describieron resistencias antibidticas, fallas en el tratamiento y recidivas.

Otros antibidticos con actividad in-vitro son fidaxomicina, tigeciclina, rifaximina, linezolida, ramoplanina, tinidazol, nitazoxanida y
daptomicina. En los estudios de sensibilidad realizados en Argentina se detecté que los agentes mas activos fueron vancomicina,
teicoplanina, metronidazol y tigeciclina.

M. Metodologia
a. Tipo de estudio: experimental in-vitro

b. Muestra: 209 aislados consecutivos de C. difficile obtenidos de pacientes con infeccidn asociada a C. difficile.

c. Ambito de estudio: Laboratorio de investigaciones Facultad de Medicina, Fundacién HA Barceld y Laboratorio de Bacteriologia
Htal FJ Mufiz.

d. Fuentes e instrumento de recoleccidon de datos: Los aislados fueron obtenidos segun el procedimiento habitual empleado en
bacteriologia anaerobia en 6 (seis) centros de salud de la Ciudad Autdnoma de Buenos Aires y en 1 (uno) de la provincia de Buenos
Aires. Los resultados de CIM se registraron en planillas confeccionadas para tal fin para cada aislado-antibiético.



e. Procesamiento y Analisis de la informacion.

Los aislados se recibieron en el Laboratorio de Investigaciones de la Facultad de Medicina donde se guardaron en caldo con glicerol
a -20 oC. Para el inicio, srepicaron los 209 aislados conservados y cepas de la coleccién ATCC (Bacteroides fragilis ATCC 23285, C.
difficile ATCC 700057 y Eggerthella lenta ATCC 43055), las cuales se emplearon como controles de calidad. Las pruebas de
sensibilidad antibidtica se realizaron por el método de dilucién en agar, segun las normas del CLSI M100. En cada procedimiento
se probaron 33 cepas clinicas y las 3 cepas ATCC del control de calidad. Los antibidticos probados fueron: azitromicina (AZl),
clindamicina (CLI), ertapenem (ERT), imipenem (IMl), levofloxacina (LEV), linezolida (LIN), meropenem (MER), metronidazol (MTZ),
moxifloxacina (MOX), piperacilina-tazobactama (PTZ), rifampicina (RFP), rifaximina (RFX), teicoplanima (TEl), tigeciclina (TIG) y
vancomicina (VAN). Se registraron los valores de CIM para cada cepa con cada agente probado vy los resultados se exploraron y
analizaron con el programa SPSS. Se calcularon los valores de CIMsg, CIMg y porcentajes de sensibilidad y de resistencia.

Iv. Resultados

Los resultados de los rangos de CMI, CMI50, CMI90 y porcentajes de sensibilidad, intermedio y resistente para cada antibidtico probado se
muestran en la Tabla 1 (anexo). Las distribuciones de los aislamientos seguin los valores de CMI de cada agente se presentan en la Figura 1-14
(anexo). Al comparar la resistencia a antibidticos entre centros, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05),
principalmente, para RFX, CLI, MOX, IMI y AZM (Fig. 15-19, anexo). RFX mostré su comportamiento bimodal, y un perfil similar a MOX. La
resistencia a MOX oscil6 entre 22,9% y 97,2%.

Se detecté MDR en 80 aislamientos (38,5%), 63 (78,7%) fueron resistentes a tres familias de agentes antimicrobianos y 17 (21,3%) fueron
resistentes a cuatro. Las combinaciones mas frecuentes fueron RFX-MOX-CLI, que estuvo presente en 48 (60,0%) aislamientos, y RFX-IMI-
MOX-CLI en 17 (21,3%) aislamientos (Figura 20, anexo).

V. Discusion y Conclusion

C. difficile causa un espectro variable de enfermedades, que va desde diarrea leve hasta inflamacion grave del colon que puede acabar con la
vida del paciente. La mayoria de los pacientes desarrollan diarrea durante o poco después de un ciclo de terapia con antibioticos.



Las cepas de C. difficile pueden ser resistentes a miiltiples antibidticos, lo que es una ventaja para su supervivencia y el desarrollo de diarrea
asociada con el consumo de antibidticos y las hospitalizaciones. Por lo tanto, es esencial realizar una vigilancia periddica de la susceptibilidad
a los antimicrobianos, con analisis regionales e institucionales para orientar el tratamiento adecuado en cada area e institucion. Sin embargo,
las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (AST) no se realizan rutinariamente para C. difficile, y los datos que evaltan las MIC son
limitados.

Vancomicina — Teicoplanina. De acuerdo a los puntos de corte de EUCAST, todos nuestros aislamientos pueden considerarse susceptibles.

Se considero que la VAN era un agente con una actividad alta y uniforme in vitro, y estable a lo largo del tiempo (14,41). En una revision
publicada en 2016, Spigagliad3 sefal6 que la resistencia a la VAN no estaba generalizada entre las cepas de C. difficile, pero cité varias de ellas
con una susceptibilidad reducida (valores de CMI: >2, 4 y 8 ug/ml) en aislamientos de Taiwan, Iran, China e Israel. Sin embargo, Saha et al.40
en una revision sistematica y metaanalisis informaron un aumento significativo de la resistencia a VAN en un 3,6% después de 2012, pero este
hallazgo podria verse afectado por la heterogeneidad significativa en la metodologia de pruebas de susceptibilidad. La tasa mas alta de
resistencia a VAN se observé en las Américas, seguida de Asia. Mientras tanto, no se encontré resistencia a TEI.

En 2016, Fraga et al.17 encontraron valores de CMI50 y CMI90 de 4 pg/ml, con un 58% de los aislamientos no sensibles segtn el valor de corte
epidemioldgico. Esta importante discrepancia con respecto a nuestros resultados podria deberse a diferencias entre las cepas circulantes o al
uso del método de difusion en disco para evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos.

En un estudio paneuropeo de cinco aiios, Freeman et al. encontraron que VAN era altamente activa con muy pocas variaciones a lo largo del
tiempo20. Las cepas con susceptibilidad reducida a VAN fueron escasas. Mientras tanto, en una revision sistematica y metaanalisis, Saha et
al.40 informaron una resistencia agrupada ponderada (WPR) del 8,3% para VAN, que fue significativamente alta entre los RT027 en
comparacion con todos los ribotipos (RT) combinados. Ademas, otros RT que mostraron una susceptibilidad reducida a VAN fueron RT017,
RT078, RT126, RT001/072 y RT35618,34. Sin embargo, la importancia clinica de la susceptibilidad reducida a VAN aun esta por determinar, ya
que después del tratamiento oral, VAN alcanza altas concentraciones en heces (1000 a 3000 pg/ml), superando los valores de MIC mas altos
registrados40,43.



Metronidazol. MET ha demostrado una alta actividad in vitro contra cepas de C. difficile y se consideré un agente de primera eleccion para CDI
leve a moderada, sin embargo, varios estudios enfatizaron fallas del tratamiento y recurrencias después de su uso43. La resistencia sigue
siendo rara pero variablel1,43,44, y dependiendo del punto de corte considerado. Se informé que varia de 0,11 a 18%11, pero atin no se han
registrado cepas resistentes en Argentina28,30,32,38.

En conclusion, este estudio demostré que VAN, TEl y MET son los agentes mas activos in vitro frente a C. difficile aislados en nuestro medio.
Se demostré diferencias significativas en la resistencia para CLI, IMI, MOX, AZM y RFX entre centros. En particular, se destaca las diferencias
institucionales para RFX y MOX cuyas mayores resistencias se detectaron en establecimientos con alta prevalencia de tuberculosis. Las
diferencias podrian reflejar caracteristicas epidemioldgicas y/o diseminacion de clones en cada institucién. Sin embargo, este estudio
deberian complementarse con estudios moleculares que brindarian mayor informacién epidemioldgica.
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Anexos



Table 1. In vitro activity of 15 antimicrobial agents against 208 isolates of Clostridioides difficile

Number of Range MIC50 MIC90 Breakpoint % %

Antimicrobial isolates (ug/ml) (ng/ml) (ug/ml) (S/1/R) (ng/ml) Resistance Intermediate % Susceptible
Vancomycin 208 <0.03-0.5 0.03 0.06 < 2/-/>2 0* - 100
Teicoplanin 207 <0.03-2 0.03 0.03 < 2/-/>2 0* -- 100
Metronidazole 207 <0.12-2 0.5 1 <8/16/232 0 0 100
Tigecycline 208 <0.008-0.50 0.06 0.12 noS>0.25 2.4% -- 97.6
Rifaximin 205 <0.002 ->128 0.25 >128 < 32/-/232 45.37 -- 54.63
[Rifampicin| 208 <0.002->128  0.25 64 <32/-/232 45.61 - 54.39
Linezolid 208 <0.03-8 1 4 <4/-/>4 4.81 -- 95.19

<16/32-

Piperacillin/Tazobactam 208 <0.25-32 4 16 64/>128 0 3.8 96.2
Meropenem 208 <0.12-8 2 4 <4/8/>16 0.5 0 99.5
Imipenem 208 <0.12-32 8 16 <4/8/>16 18.3 38.9 42.8
Ertapenem 207 <£0.12-32 4 16 <4/8/216 10.6 28.5 60.9
Clidamycin 207 <0.12->64 8 >64 <2/4/>8 55.6 14.5 29.9
Azithromycin 208 <0.12->128 64 >128 <2/-/>2 82.21 -- 17.79
Moxifloxacin 208 <0.12-32 8 32 <2/4/>8 50.5 34 46.2
Levofloxacin 208 <0.12->128 16 128 <2/4/>8 63.5 28.8 7.7



Figure 1. Distribution of isolates by vancomycin MIC value.
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Figure 2. Distribution of isolates by teicoplanin MIC value.
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Figure 3. Distribution of isolates by metronidazole MIC value.

Metronidazole MIC distribution

N: 207
PCS:<8

Frecuency

A2 25 50 1,00 2,00 4,00 8,00 16,00 32,00
Metronidazole MIC (ug/ml)

Figure 4. Distribution of isolates by tigecycline MIC value.
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Figure 5. Distribution of isolates by rifaximin MIC value.
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Figure 6. Distribution of isolates by linezolid MIC value.
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Figure 7. Distribution of isolates by piperacillin/tazobactam MIC value.
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Figure 8. Distribution of isolates by meropenem MIC value.
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Figure 9. Distribution of isolates by imipenem MIC value.
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Figure 10. Distribution of isolates by ertapenem MIC value.
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Figure 11. Distribution of isolates by clindamycin MIC value.
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Figure 12. Distribution of isolates by azitrhomycin MIC value.
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Figure 13. Distribution of isolates by moxifloxacin MIC value.
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Figure 14. Distribution of isolates by levofloxacin MIC value.
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Figure 15. Distribution of rifaximin resistant isolates per centre
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Figure 16. Distribution of azithromycin resistant isolates per centre
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Figure 17. Distribution of clindamycin resistant isolates per centre
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Figure 18. Distribution of moxifloxacin resistant isolates per centre
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Figure 19. Distribution of imipenem resistant isolates per centre
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Each letter in the resistance bars denotes a subset of centres whose proportions
do not differ significantly from each other, p < 0.05.

Figure 20. Distribution of multiresistant isolates per centre.
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