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Opinion del tutor

Entre las infecciones asociadas a la atencion en salud en este mundo contemporaneo se
debe resaltar la infeccién por Clostridioides difficile dado que en muchos ambitos es la mas

frecuente con especial repercusion en los pacientes y en las instituciones de salud.

Métodos diagnosticos basados en biologia molecular han demostrado un desempefio
impecable en este contexto especialmente por su rapidez en obtener resultado. Esto permite
tomar medidas terapéuticas y epidemioldgicas de manera acertada.

En ese panorama el estudio de la Dra. Maria Fernanda Gutiérrez destaca por utilizar un
método molecular para detectar pacientes con este tipo de infeccion y lograr asi una
descripcion de caracteristicas clinicas y epidemioldgicas. Puede reconocerse una limitante
del estudio en cuanto al tamafio de la muestra y que probablemente haya tenido repercusion
en no encontrar asociacion con algunos factores ya establecidos en otros estudios. Esa
limitante no debe constituir un obstaculo para reconocer el apego al método cientifico de la

investigadora en todo el proceso que llevo a cabo para obtener sus resultados.

Con lo antes planteado me permito presentar el trabajo de la Dra. Gutiérrez que con toda
seguridad podemos afirmar es el primer estudio sobre infeccién por C. difficile utilizando

una plataforma cerrada de diagnostico molecular (GeneXpert).

Dr. Guillermo Porras Cortés
Tutor



Resumen

La infeccién por Clostridioides difficile es una patologia que en las ultimas décadas a nivel
mundial se ha venido incrementando en el area intrahospitalaria, representando un factor de
mal prondstico para aquellos que concomitan con otras patologias y ha generado a su vez
alto costo para las unidades de salud. El presente estudio describe las caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas de los pacientes a los que se les realizo diagnostico molecular
por la plataforma GeneXpert C. diff en el Hospital Fernando Vélez Paiz. Dentro de la
poblacion estudiada 42.6% fue positivo para la prueba, también fueron positivas a su vez
para la cepa hiperviruenta ribotipo 027. Existen multiples factores asociados, el principal
encontrado en este estudio fue en los pacientes que habian sido sometidos a procedimiento
quirdrgico, previo al inicio de los sintomas, siendo estas cirugias abdominales o de otra

indole.

Dentro de la evaluacién realizada los valores de laboratorio en estos pacientes predomino la
leucocitosis y niveles bajos de albumina, factor que se presenta en la mayoria de paciente
con enfermos. Con respecto a la mortalidad no se encontro diferencia con respecto a los
que no fueron positivos para la prueba diagnostica, se debe tomar en cuenta que la
infeccion por Clostridioides difficile es una entidad que se ha incrementado y viene a

representar una amenaza para el sistema de salud.
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Introduccion

Clostridioides difficile es un bacilo Gram positivo, anaerobio estricto, formador de esporas,
que fue descubierto en 1930 por Hall y O'Toole, en heces de recién nacido. Fue asociado
por primera vez a enfermedades en humanos en 1973, identificado como el principal
causante de diarrea en pacientes hospitalizados y causante de colitis pseudomembranosa,

megacolon toxico, sepsis y alta tasa de mortalidad.

En las ultimas décadas se ha identificado mayor nimero de casos, incluyendo pacientes de
la comunidad, sin embargo, dentro de los factores predisponentes se encuentra el
advenimiento de nuevos antimicrobianos y uso irracional de los mismos, siendo el uso de
estos un factor predisponente para este tipo de infecciones. La colonizacion de la flora
intestinal contribuye a mayores complicaciones y nuevas presentaciones clinicas en
diversas poblaciones, donde no se habian identificado anteriormente. Esto ha permitido que
se posicione dentro de las principales causas de infecciones gastrointestinales de origen
hospitalario a nivel mundial, afectando al 8% de los pacientes hospitalizados. Ante la
necesidad de encontrar posibles soluciones para establecer un diagnostico temprano han
surgido nuevos métodos que han facilitado la identificacion de este microorganismo y de

nuevas cepas hipervilurentas.

Las infecciones por Clostridioides difficile, han venido a representar una carga econémica
para los sistemas de salud, tanto por aquellos casos que han requerido ingreso a una unidad
de cuidados criticos, intervenciones quirdrgicas como en la implementacién de medidas
terapéuticas y secundarias para mejorar el pronéstico de los pacientes, siendo hasta el
momento la identificacion de nuevas cepas mas rapida que la identificacion de alternativas
terapéuticas para su control. Las caracteristicas epidemioldgicas, fisiopatoldgicas y
aspectos diagnosticos se han convertido en necesidades para las diferentes unidades de
salud que se ven afectadas cada dia por estos casos.



Antecedentes

En el afio 2008, Coralith Garcia Apac y Frine Samalvides Cubas, realizaron en el Hospital
Nacional Cayetano Heredia de Lima Per(, un estudio descriptivo sobre diarrea asociada a
Clostridioides difficile, abordando las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, incluyeron
50 casos de diarrea de origen nosocomial, donde la edad promedio fue de 60.6 afios con
predominio del sexo masculino en un 60%. Con respecto al uso previo de antimicrobiano se
utiliz6 como minimo 2.4 farmacos antes del desarrollo de la enfermedad, siendo los mas
utilizados clindamicina en un 76%, ciprofloxacina 52%, Ceftazidima 38% Yy ceftriaxona
36%. Con respecto a las caracteristicas clinicas de los pacientes, la presencia de fiebre fue
un sintoma que se manifesto en el 30% de los casos, dolor abdominal 18%, nauseas 14%,
vomitos 10% y distension abdominal 8%. Concluyendo que el diagnostico de infecciones
por Clostridioides difficile es una condicion infrecuente, la cual se debe sospechar en
pacientes con cuadro enteral que han estado ingresados y que han recibido antimicrobiano

con especial mencién, clindamicina y cefalosporina.

En el afio 2008-2009 en Costa Rica, Manuel Antonio Villalobos Zufiga, Ricardo Boza
Cordero realizaron un estudio publicado en el afio 2012 donde se caracterizd la
epidemiologia, clinica y microbiolégica del brote de diarrea asociado
a Clostridioides difficile, ocurrido en el Hospital San Juan de Dios. Se estudiaron 112
pacientes con respecto al sexo el 56% fueron hombres, con una media de edad de 65.3
afos, de estos el 92% desarrollo la enfermedad al estar ingresado en la unidad de salud. Las
comorbilidades predominaron en mas del 90% de los pacientes concomitaban con diabetes
mellitus e hipertension arterial con un porcentaje de 57.5% y 39.8 % respectivamente. En
los factores de riesgo un 96% de los pacientes habian recibido al menos tres
antimicrobianos previo al inicio de la diarrea. En las caracteristicas clinicas la fiebre se
logré cuantificar en el 72% de los pacientes, la leucocitosis promedio fue 19.803/mmé3, al

finalizar se encontré que la letalidad directa a diarrea por Clostridioides difficile fue de 7%.

En el afio 2012 en Barcelona Espafia, se estudié las infecciones producidas por
Clostridioides difficile, en el servicio de enfermedades infecciosas del Hospital

Universitario Vall d’Hebron, por Dolors Rodriguez Pardoa, Beatriz Mirelis y Ferran



Navarro. Una revision sobre la situacion actual de las infecciones producidas por
Clostridioides difficile, la patogenia, los métodos diagndsticos existentes, tratamientos y las

diferentes medidas de prevencion y control de casos.

Dentro de las caracteristicas clinicas de estos pacientes, prevalecié el consumo reciente de
antibioticos, la edad fue superior a 65 afios, la estancia hospitalaria prolongada, mal control
de las enfermedades de base, el uso de nutricion enteral por sonda nasogéstrica, el padecer
una enfermedad inflamatoria intestinal, el recibir tratamiento con quimioterapia o el haber
presentado un episodio previo de diarrea asociada a Clostridioides difficile. En el 90% de
los casos el cuadro infeccioso aparecio posterior al cumplimiento de antimicrobianos,
clindamicina, ampicilina y cefalosporinas de tercera generacion la diarrea fue el sintoma
fundamental la cual puede preceder o aparecer en cualquier momento previo a la

enfermedad.

El 15 a 30% de los pacientes presentaron recaida, con alto riesgo de complicaciones como
ileo y perforaciones en el 11% de los casos. Con respecto a la mortalidad fue de 6,9% en
los brotes epidémicos recientes y se incrementa de forma progresiva con la edad. En los
casos leve la mortalidad es casi nula, con adecuadas tazas de recuperacion, al tratarse del
manejo quirurgico la mortalidad en este grupo de paciente puede verse incrementada hasta
en un 30% — 50%.

En el afio 2014, Meyer y colaboradores realizaron un estudio de las infecciones
por Clostridioides difficile, en las caracteristicas demograficas de los pacientes destacaron
pacientes mayores de 65 afios, con comorbilidades y la exposicion a antibiéticos, este
ualtimo fue el factor de riesgo mas comun. El tiempo entre la exposicion al antibiotico y el
desarrollo de los sintomas puede ir desde un dia hasta las 10 semanas, la evolucion de la
enfermedad puede conllevar complicaciones, desde peritonitis hasta perforacion colonicas.
La mortalidad asociada a megacolon toxico es alta, llegando incluso al 38%.

Alvarez-Lerma en el 2014 realiz6 un estudio en 173 unidades de medicina intensiva, en las
cuales se documentaron 68 casos de infeccion por Clostridioides difficile. Donde 45 de los
casos eran hombres, con edad media de 63.4 afos, en 44 de los 68 pacientes tenian

patologias cronicas de base. EI 58.8% presentaron sepsis severa. Dentro de los principales



factores de riesgo para el cuadro infeccioso fue la edad mayor de 64 afios en un 57.4% la
hospitalizacion en los tres meses previos 45.6%, uso de antimicrobianos el 83.8%,
inhibidores de bomba en un 54.4%, concluyendo que el ingreso a la unidad de cuidados

criticos es bajo y produce alta gravedad y mortalidad.

Factores epidemioldgicos y clinicos asociados a infeccion por Clostridioides difficile en la
universidad de Sao Paulo, Brasil en el afio 2015 donde se estudiaron 66 paciente mayores
de 18 afos, las caracteristicas demogréaficas de estos pacientes fueron edad media de 64.5
afios, predominando el sexo femenino con el 77.3%. Dentro de las caracteristicas clinicas
las comorbilidades con mayor prevalencia fueron la diabetes mellitus tipo 2, la hipertension
arterial, y la enfermedad renal crénica. Los pacientes clasificados como casos tuvieron un
100% de exposicion previa a terapia antimicrobiana, ninguno de los pacientes en estudio
habian presentado previamente infeccién por Clostridioides difficile.

A Martinez Rodriguez, Lo Estrada-Hernandez, Tomé-Sandoval, J Salazar Salinas En todos
los servicios del Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez Mateos en México, estudiaron
diarrea por Clostridioides difficile en pacientes hospitalizados. Identificando 220 casos, de
los cuales el 48.2% se encontré la presencia de ambas toxinas A, B y se le brindo
seguimiento a 100 pacientes en estudios encontrando una tasa de mortalidad de 25% en
comparacion a los 75% que si logro el egreso hospitalario. Con respecto a los factores de
riesgo el 41.4% previo al inicio del cuadro clinico habian recibido antimicrobianos con

monoterapia y un 58.6% dos 0 mas antibidticos.

El antibiético mas frecuente en los casos de monoterapia fue ceftriaxona en un 50%,
seguido de meropenem 20.6%, dentro de los factores de riesgo tambien se encontré el uso
de inhibidores de bomba de protones en un 70% concluyendo que al identificar de forma
oportuna factores de riesgo, cuadro clinico se puede establecer de forma temprana

diagndstico y conducta terapéutica.



Justificacion

Los reportes cientificos a nivel del mundo estan reflejando un aumento de las tasas de
infeccion por Clostridioides difficile, tanto en el &mbito comunitario como en el ambito
hospitalario. En el &mbito hospitalario cobra especial interés dado que es causa de mayor
morbilidad, estancia prolongada, y mortalidad, en pacientes que ingresaron por otras

condiciones.

La aparicion de la cepa hipervirulenta NAP1/027 también esta correlacionado con el
aumento de la mortalidad, por ende, es necesario que cada institucion logre establecer
diagnosticos oportunos de infeccion por Clostridioides diffile y asi a su vez instaurar

tratamiento de manera adecuada y temprana.

En la era de la biologia molecular, definitivamente las plataformas de este tipo son el mejor
auxilio para este diagnostico. El GeneXpert es una plataforma molecular cerrada que con
el cartucho C. diff logra detectar Clostridioides difficile en un tiempo promedio de 60
minutos. Por eso en el hospital Vélez Paiz se considera de suma importancia caracterizar
los aspectos clinicos y epidemiolégicos de los pacientes con este tipo de cuadro infeccioso.
En el Hospital Fernando Vélez Paiz se cuenta con esta plataforma por lo que se pretende
con este estudio tener la caracterizacion global de los aspectos clinicos, epidemioldgicos y
algunos factores de riesgo que se pudieran asociarse a la infeccion por C. difficile. No hay
duda que este es un estudio necesario para continuar con el desarrollo institucional centrado

en la atencién de los pacientes en procura de los mejores resultados clinicos.
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Planteamiento del problema

¢Cudles son las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, asi como factores asociados a la
infeccion por Clostridioides difficile diagnosticados por GeneXpert en el Hospital Fernando

Vélez Paiz en el periodo septiembre 2019 — diciembre 2020?
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Objetivo general

Describir las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes con infeccién por
Clostridioides difficile diagnosticados por GeneXpert e ingresados en el Hospital Fernando
Vélez Paiz en el periodo septiembre 2019 — diciembre 2020.
Objetivos especificos
1. Determinar los factores sociodemograficos de los pacientes con infeccion por
Clostridioides difficile.
2. Establecer algunas caracteristicas clinicas y de laboratorio en pacientes con
infeccion por Clostridioides difficile.
3. Poner en conocimiento el desenlace clinico de los pacientes con infeccién por

Clostridioides difficile.
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Marco tedrico

Clostridioides difficile aislado en 1935, por Ivan C. Hall y Elizabeth O Toole bacteria Gram
positiva, anaerobia estricta formadora de esporas, perteneciente al Filo Firmicutes y al
género Clostridium, denominado asi, por su morfologia, lento crecimiento y dificultad para

su aislamiento (1).

Los factores de virulencia mas conocidos de esta bacteria, que se asocian al desarrollo de la
enfermedad son las toxinas A y B codificadas por los genes tcdA y tcdB, respectivamente.
También existen dos genes regulatorios (tcdC y tcdD) y un gen porina (tcdE) que forman
el locus de patogenicidad cromosdmica. Las tcdA y tcdB esta regulada de forma positiva
por tcdD y en forma negativa por el gen tcdC. Las alteraciones en latcdC llevan a una
produccion aumentada de las toxinas A y B. También el gen tcdE permite la liberacién de
las toxinas mediante la permeabilizacion de la pared celular de la bacteria (2).

Cabe mencionar que la toxina B, se encuentra en todas las cepas toxigénicas no asi la
toxina A, la cual puede estar o no presente, teniendo mayor protagonismo la toxina B en las

infecciones por Clostridioides difficile (2).

Las toxinas A y B provocan proceso inflamatorio a nivel de intestino grueso, aunque se ha
descrito aumento de la incidencia de inflamacién por Clostridioides difficile en la mucosa
ileal, con formacion de pseudomembranas (2). Las toxinas generan aumento de la
permeabilidad epitelial, produccidn de citoquinas, infiltracion de neutrofilos, produccion de
intermediarios reactivos del oxigeno, activacién de mastocitos, produccion de sustancia P y
dafio directo a la mucosa intestinal tienen la capacidad para alterar las uniones
intercelulares estrechas de la barrera epitelial. La pérdida de integridad del epitelio favorece
la migracion de neutrdfilos al lumen intestinal, lo que contribuye a la formacion de
pseudomembranas. Histologicamente, las pseudomembranas corresponden a neutrofilos,

fibrina, mucina y restos celulares (4).
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La infeccion por Clostridioides difficile, esta asociado a los factores que producen
alteracion de la microbiota intestinal dentro de estos esta el uso de antibidticos siendo los
principales clindamicina, ampicilina y las cefalosporinas de tercera generacion (3). El
tiempo entre la exposicidn al antibiético y el desarrollo de sintomas puede ser de un dia a 8-
10 semanas (2). La hospitalizacion reciente también es un factor de riesgo importante en

este tipo de infeccion (4).

Los adultos mayores en especial mayores de 60 afios, tienen elevado riesgo de una
enfermedad severa y complicaciones (2), los pacientes con comorbilidades que presentan
malignidad, quimioterapia, corticoterapia, trasplante de 6rgano y cirréticos también estan
mayormente predispuestos (4). Los pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal tienen
mayor riesgo de desarrollar una infeccion por Clostridioides difficile, especialmente colitis
ulcerosa; independiente de la exposicion o no a antibidticos, probablemente por la

alteracion que presentan en su microbiota intestinal (2).

Otros factores de riesgo son la cirugia digestiva, sondas nasogastricas, nutricion enteral, uso
de inhibidores de la bomba de protones ya que la supresion de la acidez gastrica aumentaria
el paso de Clostridioides difficile en su forma vegetativa, favoreciendo la llegada de
Clostridium difficile al intestino grueso los antagonistas de receptores de histamina también

se han relacionado (4).
Transmision:

Clostridioides difficile se transmite por via fecal-oral, desde un portador asintomatico o
enfermo a un individuo sano, esta bacteria crea esporas subterminales que es una forma de
resistencia que facilita su transmisién y la supervivencia en el medio ambiente y al

tratamiento (5).

Las esporas, se encuentran en el medio ambiente y ampliamente distribuidas en centros de
atencion médica, transmitidas por contacto con superficies contaminadas. Estas esporas
cuando se encuentran en condiciones favorables, germinan dando lugar a las formas
vegetativas. Considerando a las esporas la forma de transmisién y de iniciacion. En
condiciones normales, la germinacion a nivel intestinal se ve inhibida pues las sales biliares
son degradadas por hidrolasas y metabolizadas por otras especies de la flora intestinal.

Cuando alguno de estos elementos de proteccion se encuentra alterado, esta degradacion no
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ocurre y se produce un aumento de acido colico que junto con la disminucion de bacterias a
nivel de la mucosa intestinal permiten la colonizacion de Clostridioides difficile y la
germinacion de las esporas. Esto explica porque la colonizacion de Clostridioides solo se
da cuando el epitelio intestinal esta alterado y por tanto existen portadores de esporas
asintomaticos. Luego de la germinacion, inicia la colonizacion esta se logra por las
caracteristicas particulares de la bacteria entre ello sus flagelos, adhesinas, proteasas y
luego la proliferacion y produccién de toxinas. Todo esto le permite adherirse a la mucosa
intestinal y penetrar en los enterocitos. Lo que desencadenara multiple mecanismo

inflamatorio hasta producir un dafio directo a la mucosa intestinal. (1)
Manifestaciones clinicas:

La infeccion por Clostridioides difficile, puede ser desde portadores asintomaticas, ya que
puede formar parte de la flora intestinal de los adultos o bien provocar cuadros de diarrea
leve, colitis 0 una colitis pseudomembranosa y megacolon téxico que condiciona riesgo

vital para el paciente (2).

Los cuadros de diarrea se acompafian de sintomas generales como fiebre, leucocitosis,
deshidratacion y dolores abdominales, siendo la diarrea el sintoma caracteristico de las
infecciones por Clostridioides difficile (3). La diarrea por Clostridioides difficile se
caracteriza por ser mocosa, con presencia o no de sangre oculta, la melena y hematoquesia

son manifestaciones muy poco frecuentes, asi como las manifestaciones extra intestinales
(5).

Las complicaciones dependeran de ciertos factores de riesgo tales como la edad patologias
subyacentes, inmunosupresion, hospitalizacion, antecedentes de cirugias digestivas, uso de
antiacidos o empleo de sondas nasogastricas, alimentacion parenteral, el uso de antibidticos
los pacientes con infeccion por Clostridioides difficile sintomatica en su mayoria han
recibido antimicrobianos dentro de los 14 dias previo al inicio de la diarrea. Los sintomas
de la infeccion por Clostridioides difficile generalmente comienzan poco después de la
colonizacién, con una mediana de tiempo hasta el inicio de 2 a 3 dias dentro de las

complicaciones mas frecuentes megacolon, perforacion digestiva, shock séptico (3).

En el aflo 2010 La guia de sociedad Americana de enfermedades infecciosas (IDSA)

publicada en 2010, clasifica la infecciones por Clostridioides difficile como leve-
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moderada, grave y grave — complicada, sin embargo esta ha presentado ciertas limitantes
dentro de sus criterios por lo que el colegio Americano de gastroenterologia en el afio 2013
publico su clasificacion, sin embargo estas y otras clasificaciones orientadas a predecir
complicaciones en las infecciones por Clostridioides difficile no han sido eficazmente

comprobadas (6).

Los cuadros severos se asocian a ileo o perforacion intestinal hasta en el 11% de los casos,
en estos pacientes el ileo adindmico se identifica en las radiografias de abdomen o
tomografia computarizada y produce la interrupcion en la expulsién de heces y esto motiva
que a no se considere la posibilidad de que el paciente presente la infeccidn sin embargo
siempre debe tomarse en cuenta dicha posibilidad. Dentro de la evolucion de la enfermedad
estan las complicaciones tales como perforacion intestinal, megacolon toxico, que puede

evolucionar a sepsis grave y fallecimiento del paciente (3).

El riesgo de recurrencia de la infeccion por Clostridioides difficile aumenta en pacientes
que ya han tenido una recurrencia anterior, siendo un 20% después de un episodio inicial y
aproximadamente un 40% después de una primera recurrencia y a mas del 60% después de
dos o mas recurrencias (7). Generalmente las recaidas ocurren durante el primer mes tras el
tratamiento, aunque pueden observarse hasta 4 meses después. Las recurrencias son mas
frecuentes en pacientes mayores de 65 afios y en aquellos en los que no se interrumpe la

administracion los factores predisponentes. (3).
Diagnostico:

El diagnostico se debe establecer siempre que se disponga de los medios necesarios para
ellos. Esto se sugiere ya que incluso en un ambiente epidémico, no méas de un 30% de los
pacientes hospitalizados con diarrea asociada a los antibidticos serd secundaria a
Clostridioides difficile, establecer un adecuado diagnostico permite la toma de medidas de
aislamiento, limitando el riesgo de un brote nosocomial y crear conductas terapéuticas

oportunas (2).

Los estudios de la citotoxicidad de las heces en cultivo celular, es el método de preferencia
para el diagndstico de infeccion por Clostridioides difficile (5), consiste en inocular un
filtrado de las heces en diferentes lineas celulares, siendo la mas utilizada la de fibroblastos

humanos. Si existe la presencia de citotoxinas principalmente la tipo B a las 48, 72 horas se
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identificara un efecto citopatico en las células (2). Esta es una técnica sensible, aungque poco
especifica, dado que la toxicidad también se puede observar por otros factores no
relacionados con las toxinas de Clostridioides difficile. La especificidad de este efecto
citopatico se incrementara realizando la neutralizacién con antitoxinas especificas. Este
método, si bien es considerado como el de referencia, tiene menor sensibilidad que el

aislamiento de Clostridioides difficile por cultivo (3).

El aislamiento de Clostridioides difficile a partir de heces se puede realizar atraves de
médicos de cultivos selectivos y no selectivos, dentro de los médicos selectivos agar
fructosa-cicloserina-cefoxitina, medios cromogénicos como Chrom IDTM Clostridioides
difficile (bioMérieux) y medios no selectivos (agar Brucella o el agar Schaeldler
enriquecidos con 5% de sangre de carnero, vitamina K y hemina), todos ellos incubados en
anaerobiosis entre 48 y 72 horas, para el incremento de la sensibilidad independiente del
medio utilizado se puede hacer un pretratamiento con alcohol absoluto, homogeneizando
volimenes iguales de muestra durante 30-60 minutos, o0 mediante choque térmico de 10
minutos a 80 °C. Las colonias de Clostridioides difficile tiene caracteristicas particulares,
suelen ser de unos 4 mm de diametro, circulares, generalmente lisas y ademas hacen un

olor muy caracteristico a heces de caballo debido a la produccidn de pcresol (3).

En la tincion de Gram, las colonias de Clostridioides difficile se observan bacilos Gram
positivos que pueden presentar esporas ovales subterminales. Para comprobar se establecen
pruebas bioquimicas como la L-prolina aminopeptidasa o la deteccion de glutamato
deshidrogenasa pese a que el cultivo tiene alta sensibilidad, este posterior a la identificacion
de Clostridioides difficile, para ser especifico amerita un estudio de citotoxicidad para
confirmar si se trata de una cepa toxigenica, al combinar ambos estudios se incrementa la
sensibilidad y la especificidad pero también el tiempo para lograr su deteccion es
aproximadamente mas de 72 horas establecer el diagnostico definitivo y conductas (3). En
los ultimos afios en busca disminuir tiempo en establecer la deteccion y diagndéstico de las
infecciones por Clostridioides difficile, por lo que se han implementado diferentes métodos
inmunoenzimaticos y que evidencian la presencia de estructuras de Clostridioides difficile
0 de sus toxinas (2). La deteccion de secuencias nucleotidicas especificas de Clostridioides

difficile o de los genes que codifican sus toxinas.
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Métodos inmunoenzimaticos:

Hace aproximadamente 25 afios se inicié con la deteccion de la toxina A, sin embargo, al
identificar la toxina B como determinante de toxicidad, se implemento la identificacion de
la toxina B, este método es rentable por su costo y facilidad de realizacion (3). Tiene una
adecuada especificidad, pero sensibilidad bajo no mayor al 60% por lo que no se sugiere
como Unico método diagnostico (2), lo que dio lugar a la identificacion de glutamato
deshidrogenasa enzima de la pared celular de Clostridioides difficile, producida en mayor
cantidad que las toxinas, esto por tanto le confiere un valor predictivo negativo alto, la
glutamato deshidrogenasa no confiere alta especificidad ya que se produce tanto en cepas
toxigénicas como en cepas no toxigénicas al tener un resultado positivo ha de confirmarse

por deteccidn de las toxinas(3).
Técnicas basadas en la deteccion de acidos nucleicos.

La deteccion de los genes que codifican las toxinas de Clostridioides difficile. Son una
técnica molecular con muy buena sensibilidad sin embargo respecto a la especificidad de
estas pruebas como detectan portadores asintomaticos hay autores que sugieren estudios
mediante PCR cuantitativa para correlacionar la carga bacteriana y la produccion de toxina.
Lo que no entra en discusion es que aportan un alto valor predictivo negativo. Como las
pruebas anteriores esta también presenta limitantes siendo esto sin duda el costo, que en
una poblacion con una baja prevalencia de infeccion puede ser elevado, el requerir de
personal especializado para su realizacion y otro es que detectan el gen y no la toxina (3).
Existen varios tipos unos detectan solo el gen tcdA, otros exploran el gen tcdB y el tcdA,
ademas, otros exploran otras toxinas como la binaria y/o alteraciones en la region
reguladora de la expresion de las toxinas, detectar la resistencia a fluoroguinolonas ademas

de precisar la mutacion del tcdC.

Dentro de las complicaciones de la infeccion por Clostridioides difficile, esta la colitis
pseudomenbranosa diagnosticada Unicamente con la visualizacion directa de las
pseudomenbrana por colonoscopia 0 mediante examen histopatolégico (4) la Cual no se
indican de forma rutinaria por el riesgo de perforaciones sin embargo las pseudomembranas
son patoneumanico de las infecciones por Clostridioides difficile visualizadas en el 50—
60% de los pacientes (2).
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Dentro de los estudios de imagen la tomografia de abdomen y pelvis se recomendando en
caso complicados de infeccion por Clostridioides difficile. El hallazgo méas comun y que se
identifica de forma precoz en la tomografia es el engrosamiento parietal del colon, mayor a
cuatro milimetros asociado a edema, ascitis, estriacion de la grasa pericolénica y con menos
frecuencia distension colonica. El valor predictivo positivo de la tomografia para
diagnostico de la colitis por Clostridioides difficile es de hasta 88% (2).
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Material y metodo

e Tipo de estudio: Descriptivo, retrospectivo de corte transversal

e Area de estudio: Hospital Dr. Fernando Vélez Paiz.

e Universo: Total de pacientes ingresados en la Hospital Fernando Vélez Paiz con

diagnostico de infeccion por Clostridioides difficile por la plataforma GeneXpert en

el periodo septiembre 2019 - diciembre 2020.

e Tipo de muestreo: 61 pacientes

e Método técnicas e instrumentos para la correlacion de datos: Revision de base de

datos en el area de bacteriologia del Hospital Fernando Vélez Paiz. Donde se

incluyen el total de los estudios realizados por la plataforma GeneXpert para
Clostridioides difficile.

Criterios de inclusion:

1.

Pacientes ingresados en el Hospital Dr. Fernando Vélez Paiz en el periodo
comprendido septiembre 2019 — diciembre 2020.

Pacientes ingresados a los que se les realizo prueba de GeneXpert para
Clostridioides difficile en el periodo comprendido septiembre 2019 — diciembre
2020.

Pacientes a los que se les realizo la prueba de GeneXpert C. diff y que se
encuentren incluidos en la base de datos del area de bacteriologia en el periodo

comprendido septiembre 2019 — diciembre 2020.

Criterios de exclusion:

1.

Pacientes que fueron ingresados en el Hospital Dr. Fernando Vélez Paiz fuera
del periodo de estudio septiembre 2019 — diciembre 2020.

Pacientes a los que no se les realizo estudio GeneXpert C. diff por medio de la
plataforma GeneXpert del Hospital Fernando Vélez Paiz.

Paciente que no se encuentren incluidos en la base de datos del area de
bacteriologia en el periodo establecido para el estudio.

Exclusion enfermedades inflamatorias intestinales.
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Procedimiento para la recoleccion de datos e informacion:
Para obtener la informacion se realizé la revision de la base de datos de la plataforma

GeneXpert del Hospital Fernando Vélez Paiz, que se encuentra en el area de bacteriologia
donde se lleva a cabo el registro de cada uno de los pacientes, posteriormente con el
sistema Fleming se obtuvieron los datos para realizar el llenado del instrumento de
recoleccion de informacion del paciente y luego se realizd el procesamiento de la

informacion.

El estudio de GeneXpert realizado en el area de bacteriologia de la unidad de salud en
estudio se realiza por medio de maltiples pasos secuenciales por un personal previamente

entrenado para su realizacion:

Se recolecta en un frasco estéril muestra de heces fecales.
Con un medio estéril se extrae una pequefia parte de la muestra.
La muestra que se extrajo se coloca en el reactivo.

Se pasa por el Vontex por un minuto.

o ~ w0 DD

Con la pipeta de Pasteur se trasladan aproximadamente 2 ml al cartucho de prueba
para Clostridioides difficile.

6. Se coloca en el dispositivo de lectura.

7. Se procesa durante 56 minutos para obtener los resultados que describen ya sea
como positiva 0 negativa la prueba y si esta positiva o negativa, la presencia de la

cepa Ribotipo 027.
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Plan de tabulacion y analisis de datos

La informacién obtenida a través de la aplicacion del instrumento se introducird en una
base de datos electronicos computarizada, utilizando el programa SPSS, version 25.0
posteriormente se realizo el analisis descriptivo con medidas de tendencia central y de
dispersion para variables continuas, las variables cualitativas se presentaran como
frecuencia y porcentaje. Las pruebas de hipdtesis utilizadas con las variables cuantitativas
fue t de Student y en las cualitativas y categoricas se utilizd chi cuadrado y p de
probabilidad exacta de Fisher. Finalmente se presentaron los resultados en tablas y graficos

realizados en Microsoft Excel para Windows.
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Hospital Fernando Vélez Paiz
Material de recoleccion de informacion

Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los pacientes con infeccion por
Clostridioides difficile diagnosticados por método molecular e ingresado en el Hospital
Fernando Vélez Paiz en el periodo septiembre 2019 - diciembre 2020.

Datos de filiacion

1. Nombre:

2. Edad:

3. Sexo:

4. Procedencia: Rural Urbana

5. Escolaridad: lletrada primaria secundaria universitario

Antecedentes personales patoldgicos

6. DMtipo2: Si  No

7. HTA: Si No

8. Hospitalizacion previa: SI - No

9. Uso previo de antimicrobiano: Si  No

10. Si su respuesta es si que antimicrobiano utilizo en la Gltima semana:
11. Se ha realizado algin procedimiento quirdrgico en el Gltimo mes:

12. Ha presentado diarrea en las Gltimas 2 semanas:

A SU INGRESO HOSPITALARIO:

13. Leucocitos:

14. Creatinina:

15. Albumina:

16. Lactato:

17. Citologia fecal:

Eritrocitos Si  No
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Leucocitos Si No
Bacterias Si  No
Parasitos Si No
18. Signos vitales
PAM > 65 mm-Hg
PAM < 65 mmHg

19. Requirié en algin momento de vasopresores: Sl NO
20. Requiri6 ingreso a UCI:

21. Signos de irritacion peritoneal Si No

22. Presento alguna alteracion radiografica: Si No

23. Si su respuesta es Si que alteracion fue:

Pancolitis  Megacolon  Perforacion

24. Genexpert C. difficile
Positivo negativo
25. Ribotipo 027
Si No
26. Presento recurrencia Si No
27. Si su respuesta es si que esquema de tratamiento recibid
28. Requiri6 de procedimiento quirdrgico Si No

29. Desenlace final del tratamiento

Curacioén 1ra Recurrencia subsecuente Fallecimiento
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Resultados

Un total de 61 muestras de pacientes con diarrea fueron procesadas por el método de
GeneXpert de las cuales 26 (42.6%) fueron positivas. De las muestras positivas, el 96.2%
fueron del ribotipo 027.

En relacion a las caracteristicas sociodemogréficas, se encontré que la media de edad en los
pacientes con infeccion por C. difficile fue 52.15 +- 14.5 afios y de 48.5 +- 19.1 afios para
pacientes con GeneXpert negativo. Segun el sexo, se encontré que el 46.2% de los
pacientes con infeccion fueron varones y en el grupo de comparacion la proporcién de

varones fue de 54.3%, al respecto no se encontro diferencia significativa (Tabla 1).

Con respecto a la procedencia de los pacientes en estudio el 76.9% de los pacientes con
infeccion por C. difficile provienen del area urbana. El nivel académico que predominé en
ambos grupos fue primaria y secundaria con 46.2% y 42.3% respectivamente en el grupo

con prueba positiva, y de 31.4 % y 48.6% en el grupo sin infeccién (Tabla 1).

Los pacientes con infeccion por C. difficile el 57.7% tenian al menos una comorbilidad.
Las comorbilidades mas frecuentes fueron la diabetes mellitus y la hipertension arterial. En
los controles el 45.7% tenian al menos una comorbilidad con las mismas enfermedades

mencionadas anteriormente como las mas frecuentes (Tabla 2).

El porcentaje de pacientes con casos positivos y negativos que presento niveles de presion
arterial media mayores de 65mm-Hg fue de 76.9% y 71.4% respectivamente no
demostrando significancia estadistica, el 69.2% de los pacientes enfermos por
Clostridioides difficile. No requirié de vasopresores. Con respecto a los datos de irritacion

peritoneal el 15.4% de enfermos los presento y 2.9% del grupo de comparacion (Tabla 3).

De manera significativa se encontrdé que el 57.7% de los pacientes con infeccion se les
habia realizado un procedimiento quirargico en los 30 dias previo al diagndstico de
infeccion por C. difficile mientras que en el grupo de comparacion fue 25.7%, (p=0.01).
También un hallazgo significativo fue la presencia de diarrea en las 2 semanas previas al
procesamiento de la muestra, encontrando esta variable positiva en 96.2% de los que tenia

prueba positiva y 77.1% en los que la prueba fue negativa, (p=0.03) (Tabla 4).
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El 69.2% de los pacientes con infeccion estuvo hospitalizado previamente a presentar la
enfermedad en el grupo de comparacion esta variable estuvo presente en el 57.1%. En
relacion al uso de antibiotico previos, el 42.3% de los pacientes con infeccion habian
utilizado mas de un antimicrobiano previo al inicio de los sintomas, mientras que en el
grupo con resultados negativos para GeneXpert fue el 60%, este hallazgo no fue
significativo en lo estadistico (Tabla 5).

En los exdamenes de laboratorio los rangos de leucocitosis menores de 16,000 predominaron
en los casos negativos para infeccion por Clostridioides difficile. Con un 60% versus 20%
en los positivos, presentando significancia estadistica (p= 0.01). En el grupo de casos
positivos predominaron los valores mayores a 25,000 con 38.5% y 20% en el grupo de

comparacion (Tabla 6).

En relacion a los niveles de albumina el 3.8% de los casos positivos presento valores
mayores o0 iguales a 2.5 g/DI y 25.7% en el grupo de casos negativos mostrando
significancia estadistica para el estudio (p=0.02). La citologia fecal se realizo en un 50% de
los pacientes con prueba de GeneXpert positiva y en el 25.7% del grupo en comparacion,

no mostrando significancia estadistica (Tabla 6).

Del 100% de los pacientes con resultado positivo para GeneXpert C. diff el 96.2%

expresaron la cepa hipervirulenta ribotipo 027 (Tabla 7).

En el desenlace clinico de los pacientes con infeccion por Clostridioides difficile, se
observd que el 84.6% fueron egresados en primera instancia y 80% en el grupo de
comparacion. Un paciente presento recurrencia de la enfermedad. La mortalidad durante el
periodo evaluado fue de 15.4% en los pacientes positivos y 17.1% en el grupo de pacientes
con C. diff negativo (Tabla 7).
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Discusion

La edad promedio de los pacientes del presente estudio es similar a la encontrada en otros

estudios como el de Garcia y el de Villalobo (9).

Existen diferentes comorbilidades asociadas a la infeccion por Clostridium difficile, siendo
diabetes Mellitus tipo 2 e hipertension las que mas frecuentemente se presentaron. Otros
estudios entre los que destaca el de Manuel Antonio también ha encontrado relacién entre
comorbilidad y riesgo de infeccion por C. difficile (9).

Otros factores que se han asociado son los antecedentes de ingreso a unidades hospitalarias
y el uso de antimicrobianos. En los datos aqui presentados no se encontrd diferencia
significativa en esos aspectos pero eso puede ser explicado por un problema muestral (error

tipo Beta).

Una caracteristica en la cual se encontrd una asociacioén significativa fue el antecedente de
procedimiento quirdrgico en los pacientes con GeneXpert C. diff positivo. Diferentes
estudios como el de Dolors Rodriguez Pardoa y colaboradores han encontrado una fuerte

relacion entre antecedente quirargico y el riesgo de desarrollar infeccion por C. difficile.

Diferentes parametros clinicos fueron evaluados, tales como presion arterial media
disminuida, requerimiento de vasopresores, necesidad de ingreso a UCI, presencia de
irritacion peritoneal, presencia de megacolon u otras alteraciones radioldgicas sin embargo

ninguno de ellos se asocié con mayor probabilidad de infeccidn por C. difficile.

Un parametro de laboratorio que se asocié de manera significativa con infeccion por C.
difficile diagnosticada por método molecular fue recuento de leucocitos elevados (mayor o
igual a 16,000/mm3). Hay que recordar que tanto este parametro asi como alblimina y
creatinina son parametros evaluables en la escala de severidad Atlas para establecer el
prondstico. Desafortunadamente en esta investigacion no se pudo establecer el puntaje de
la escala Atlas en todos los pacientes por no contar con los datos en el expediente clinico.
Por ejemplo la hipoalbuminemia tendié a ser un factor asociado a C. difficile pero no
alcanzd un valor estadistico significativo lo cual puede ser por influencia de lo antes

mencionado.
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Hay que destacar que el 96.2% de las cepas de C. difficile identificadas por método
molecular eran del ribotipo 027. Este hallazgo tiene especial relevancia dado que es una
cepa hipervirulenta con mayor chance de gravedad y mortalidad. Las implicaciones para la
epidemiologia hospitalaria son igualmente importantes si recordamos la especial
caracteristica del microorganismo en ser altamente transmisible por manos y fomites de tal
manera que el riesgo de diseminacién de esa cepa a nivel intrahospitalario constituye un

verdadero problema en la perspectiva de salud hospitalaria e incluso publica global.

Probablemente por una muestra pequefia en el estudio no se logré observar diferencias en la
mortalidad entre los pacientes con GeneXpert C. diff positivo de los negativo. Solo un
paciente tuvo recurrencia. Otros estudios ya han demostrado una mayor tasa de mortalidad
en pacientes con infeccion por C. difficile algo que podria explicar los hallazgos del estudio
del Hospital Fernando Vélez Paiz es la probabilidad de que las enfermedades subyacentes
de los pacientes con prueba negativa fueran de tal severidad que produjeron una tasa
comparable de muerte que en los pacientes positivos. Estudios que se realicen
posteriormente deben tomar en cuenta este aspecto para disminuir las chances de este tipo

de sesgo.

El advenimiento del diagndstico molecular es una herramienta Gtil para el diagnostico de
infeccion por C. difficile y al evaluar de manera global el presente estudio se pudo observar
que la deteccidn oportuna de esta enfermedad permite implementar medidas terapéuticas
adecuadas asi como medidas de contencidn hospitalaria para disminuir al maximo posible

el riesgo de brote intra-hospitalario.
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Conclusiones

1.

Poco menos de la mitad muestras de heces de pacientes con diarrea procesadas por
el método GeneXpert fueron positivos para C. difficile.

La gran mayoria de las infecciones por C. difficile fueron producidas por la cepa
hipervirulenta ribotipo 027.

El antecedente de procedimiento quirdrgico previo fue asociado a infeccion por C.
difficile.

Una mayor proporcion de pacientes con infeccion por C. difficile tenian leucocitosis

mayor a 16,000/mma3.

La mortalidad fue alta tanto en el grupo de pacientes con prueba positiva para C.
difficile como los de prueba negativa.
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Recomendaciones

1. Continuar realizando pesquizaje para infeccion por C. difficile en aquellos
pacientes con diarrea de origen intra-hospitalario utilizando el método GeneXpert.

2. El pesquizaje debe ser especialmente activo en pacientes post-quirdrgicos (cirugia,
ortopedia, gineco-obstetricia) dado que es un factor de riesgo establecido en el
presente estudio.

3. Ante la casi absoluta probabilidad de que la cepa de C. difficile circulando se trata
de ribotipo 027 deben instaurarse medidas epidemiologicas de aislamiento y de
lavado de manos de manera temprana y estricta.
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Antecedentes

Diabetes Mellitus (%0)
Hipertension arterial (%)

Hipertension arterial y
Diabetes Mellitus tipo 2 (%0)

Ninguno (%)

GeneXpert positivo
(N =26)
4 (15.4)

2(7.7)

9 (34.6)

11 (42.3)

GeneXpert negativo
(N=35)
3(8.6)

4 (11.4)

9 (25.7)

19 (54.3)

P

0.4

0.35

Caracteristicas

Edad (afios £ DE)

Sexo masculino (%)
Procedencia urbana (%)
Procedencia rural (%)
Escolaridad iletrada (%0)
Escolaridad primaria (%)
Escolaridad secundaria (%0)

Escolaridad universitaria (%)

GeneXpert positivo
(N =26)

52.15+14.5
12 (46.2)
20 (76.9)
6 (23.1)
1(3.8)
12 (46.2)
11 (42.3)
2(1.7)

GeneXpert negativo
(N=35)

485 +-19.1
19 (54.3)
28(80)

7 (20)

2 (5.7)
11 (31.4)
17 (48.6)
5 (14.3)

P

0.41
0.53
0.7
0.7
0.7
0.2
0.6
0.4



Caracteristicas

PAM menor de 65 mm-Hg

Requerimiento de
vasopresores (%o)

No requerimiento de
vasoproserores (%)

Amerité ingreso a UCI
(%)

Present6 signos de
irritacion peritoneal (%)

Alteracién radiografica
(%)

Presencia megacolon

GeneXpert positivo
(N =26)
6 (23.1)

8(30.8)

18 (69.2)

8(30.8)

4 (15.4)

3 (11.5)

3 (11.5)

GeneXpert negativo
(N=35)
10 (28.6)

11 (31.4)

24 (68.6)

13 (37.1)

1(2.9)

P

0.63

0.96

0.96

0.61

0.15

1.0

1.0

Antecedentes

Hospitalizacion previa (%)
Sin Hospitalizacién previa (%)
Procedimiento quirdargico (%)

Sin Procedimiento quirdargico
(%)

GeneXpert positivo
(N =26)
18 (69.2)

8 (30.8)
15 (57.7)

11 (42.3)

GeneXpert negativo
(N=35)
20 (57.1)

15 (42.9)
9 (25.7)

26 (74.3)

P

0.33

0.33

0.01

0.01
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Caracteristicas

Uso previo de antimicrobiano

Cefalosporina (%)

Uso previo de antimicrobiano

fluoroquinolona (%)

Uso previo de antimicrobiano

lincosamida (%)
Uso previo de antimicrobiano otro (%)

Uso previo de antimicrobiano ninguno (%)

Uso previo de antimicrobiano mas de uno
(%)

Diarrea en las Ultimas 2 semanas si (%)

GeneXpert positivo
(N =26)

2 (7.7)

2 (1.7)

1(3.8)

4 (15.4)

6 (23.1)
11 (42.3)

25 (96.2)

GeneXpert negativo
(N=35)

1(2.9)

2 (5.7)

1(2.9)

10 (28.6)
21 (60)

27 (77.1)

P

0.57

1.0

0.4

0.1

0.63
0.17

0.03
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Examenes de laboratorio GeneXpert positivo GeneXpert negativo P
(N =26) (N=35)
Leucocitos >16,000/mm3 (%) 19 (73.1) 14 (40) 0.01
Creatinina > 1.36 mg/dL (%) 5(19.2) 9 (25.7) 0.75
Albumina menor de 2.5 gr/dL* (%) 11 (91.6) 12 (57.1) 0.07
Albumina no realizada gr/dL 14 (53.8) 14 (50) 0.77

* Analisis en base a 12 pacientes con GeneXpert positivo y 9 pacientes con GeneXpert negativo.
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Examen de laboratorio GeneXpert positivo  GeneXpert negativo P
(N =26) (N=35)
Ribotipo 027 positivo (%) 25 (96.2) 0
Ribotipo 027 negativo (%) 1(3.8) 35 (100) 0.42

Conducta Genexpert positivo Genexpert negativo B
(N =26) (N=35)
Alta (%) 22 (84.6) 28 (80) 0.64
Recurrencia (%) 1(3.8) 0 (0) 0.42
Fallecimiento (%0) 4 (15.4) 6 (17.1) 0.86
Abandono (%) 0 (0) 1(2.9) 1.0



Operacionalizacion de variables.

Edad Tiempo Mediana + Cuantitativa
transcurrido en desviacién continua
afnos desde el estandar

nacimiento de

un ser vivo

Sexo Es el conjunto Femenino Cualitativa o
de nominal
caracteristicas Masculino
genotipicas,
fenotipicas
presente en el
sistema
funcional  del
ser humano

Escolaridad Ultimo  nivel lletrada Cualitativa o
académico nominal
aprobado en un AT
centro o8 Secundaria
educacion

Universitario

Procedencia Lugar de origen Rural Cualitativa o
donde  reside nominal
una persona urbano

Comorbilidades Presencia  de Diabetes mellitus Cualitativa o
una 0 mas tipo?2 nominal

enfermedades

. Hipertensién
asociada al P
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Hospitalizacion

Uso de

antibiético

Realizacion de
procedimiento

quirurgico

Hallazgos de

laboratorio

desarrollo

normal de un
ser humano
Dias de

estancia dentro
de una unidad
de salud

El ndmero de
dias en los que
se cumplio con
la dosis de
antibiotico
Procedimiento
quirdrgico
empleado
previo al
desarrollo de la
enfermedad
Presencia  de
hallazgos  de
laboratorio
asociados al
desarrollo de la

enfermedad

arterial

Si

No

Si

No

Si

No

Leucocitosis > Nominal

16,000/ mm3

Hipoalbuminemia
< 2.5 mg/dl

Citologia  fecal
presencia de
eritrocitos

Leucocitos

Bacterias

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativo

nominal

Cualitativa

nominal
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Presion arterial

media

Ingreso
unidad
cuidados

intensivos

Datos
irritacion

peritoneal

Alteraciones

radioldgicas

Estudio
GeneXpert
para C.diff

a
de

de

de

El cociente
entre la presion
2 veces la
presion arterial
diastdlica y la
presion arterial
sistélica entre
tres.

Paciente
cuando
ameritaba por
sus condiciones
el ingreso a la
unidad de
cuidado criticos
Alteraciones
clinicas a nivel
abdominal que
requieren de un
manejo
especifico
Alteraciones
estructurales
identificadas
por estudio de
imagen
Diagnostico
molecular en
una plataforma
cerrada que

realiza la

PAM >

mmHg

PAM >

mmHg

Si

No

Si

No

Pancolitis

Megacolon

Perforacion

Positiva

Negativa

65

65

Cualitativa

nominal

Cualitativo

nominal

Cualitativo

O nominal

Cualitativas

nominal

Cualitativa

nominal

0

0]

0

0]
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amplificacion
de acido
nucleico  por
medio de
cartucho

cerrados
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