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IlífRODUCCION 

En la actualidad. el uso desmedido rfe los ;:rntibióticos hu ocasionado 

el aur.iento de enfcrnedades que antes eran poco conocidn:;. 

La diarrea es una complicación común del uso de antibióticos que, en 

la mayoría de los casos, se presenta como un cuadro benigno y autolir:dtado; 

sin er.Jbargo, en el 10 :; de los afectados puede evolucionar a colit;i.s, que 

puede ser inespecífica o pseudor.lcmbranosa. 

Los cacbios metab61icos sufridos por el desequilibrio microbiano, C.!!_ 

mo el potencial rcdox y el pH, favorecen el sobrecrccil:liento de cicroorg!!. 

nisr.ios potencialmente patógenos que norcaloente forr:ian parte de la flora

intestinal. Estos cnobios se atribuyen a lo pérdida de la flora habitual 

y a que los antibióticos tienen mayor impacto sobre la flora anaerobia, -

que generalmente sobrepasa a la aerobia. 

La mayoría de los casos de diarreas relacionadas con antibi6ticos -

son causadas por las toxinas de Clostridiut1 ~' esto ha lleTado a 

buscar el desarrollo de nuevas técnicas de laboratorio con el objeto de -

hacer un diagnóstico más rápido y acertado de la enfermedad. 

Es importante mencionar que algunas de las técnicas :va son lo sufi

cientemente coníiables y rápidas corno para detectar con seguridad a Clos

~ ~en el padecimiento. 

Por lo anteriormente referido, el objetivo del presente trabajo es -

dar a conocer un panorama coCJpleto de las nuevas técnicas de laboratorio, 



tnnto de aislnoiento, identificaci6n, detección de toxinas, y pruebas epi 

demiológicas para Clostridiur.t diíficile. 



I. - GENERALID,\¡':::: 

a. - TAXONCllIA Y 110RFOl.OGIA. 

a, l TAXONCllIA 

El género CLOSTRIDIUM del latín clostridiu:n ... huso, se encuentra clasifi

cado en la sccci6n trece de la no\'ena edición del Hanual de Bacteriología De

tcrr.iinntiva de Bcrgcy, de ncucrdo ,, su morfología y tinción de Gran. 

El microorganisr.io al cunl se hace referencia en el presente trabajo, ::;e -

clasifica taxonómicaccnte tlc la siguiente oancra: 

farJilia: Bacil laceac 

Género: Clostritlium 

Especie: difficilc 

Hall y O'Toole en 1935 encontraron que Clostridium difficilc formaba par

te de la flora intestinal en el período neonatal y lo denominaron así, debido

ª lo inusual y difícil que era encontrarlo para su aislamiento y estudio (24). 

Estos investigadores notaron que la bacteria producía una "ncuroto:dna", así 

la definieron, porque el sobrenadantc libre de células de cultivos lí4uidos -

eran mortales cuando se inyectaban en cerdos de guinea o en conejos (2). En -

1974 Hafiz observó que el cicroorgnnisao estaba muy difundido en la naturulczJ 

y que la r:iayor!a de las cepas produc!an la toxina antcrior::iente descrita, aun

que había considerables variaciones entre las cepas con respecto a la cantidad 

de toxina producida (2). 



Sin embilrgo, no íué sino hasta 1978 cuando Gcorgc y &rtlett asociaron n

estn bacteria con la colitis secunrlaria a antibióticos en el modelo animnl ex

perimental y en hur:ianos (23). 

a,2 llORFOLOGIA. 

De la misma manera que las otras bacterias pertenecientes a este género,

el microorsanismo en cuesti6n es un bacilo Gram positivo, anaerobio obligado y 

forIJador de esporas; scnernlr.icntc móvil debido a la presencia de flagelos peri 

trie.os, cide aproxiMdamente de 0.5 a 1.9 r.iicras de ancho por 3.0 a 6.9 aicras 

de largo; sus extreaos son redondeados, algunas cepas for::ian cadenas consiste.!!. 

tes de 2 a 6 células alineadas una tras otra, 

Sus esporas son ovales, subterninales, (rara vez terminales), que hin

chan la célula, son altaccnte resistentes a cambios ambientales y a desinfec

tantes cor.mnes; son elicinadas sólo por glutaraldehído alcalino y dióxido de -

cloro, pueden perma.neccr en superficies y fomitcs por largos períodos, lo cual 

ha sido corroborado en r.10biliario hospitalario ( 24). 



b. IllPORTANCIA CLillICA. 

Clostridium difficile es el agente etiolór,ico usual de la colitis pseudo

membranosa y aproximadacente ücl 20 ~ de los casos de di:Jrrea asociada a anti

bióticos (3, 10, 27), 

La colitis pseudoL'lembranosa en humanos es causada por el crecir.tiento cxcR 

sivo del cicroorganismo en el colon, generalmente después de que la flora se -

ha alterado con la terapia anticicrobiana (24). En seneral, los anticicrobia

nos por vía oral causan colitis con r.iiis frecuencia que los administrados por -

vía parenteral, debido a que los antibióticos alcanzan concentraciones sufi

cientes en el colon para inhibir el crecimiento de las bacterias anaerobias en 

general, pero no de CJostridiuo difficile en particular, y son principal.mente 

los que originan el desarrollo excesivo del r:J.icroors<:mismo y, por tanto, nran

des cantidades de toxina (20, 28). 

Un caso rauy similar puede producirse en hamnters y varios otros roedores 

por ad.ministraci6n de antibi6ticos, pero a las ratas y a los ratones no los -

afecta (24). 

Desde la era preantibiótica se C.Jnoce a la colitis pseudomernbrnnosa, pero 

se le había relacionado con cirugía abdor.iinal: sin embargo, a partir de 1950 -

hay pocos casos publicados secundarios a cirus;ia y en cambio cada vez hay más 

infon:12s que la relacionan con los anti:nicrobianos. 

Los primeros antibi6ticos a los que se les atribuyó la producción de la -

enfermedad fueron tetraciclina y clora.mfenicol; sin embar~o, u la r.iayor parte 

de los antimicrobianos se les ha relncionaJo con ella y en la últir.ia década la 

lincomicina 1 la clindamicina, la ar.ipicilina y las ccfalosporinas 1 han sido las 

más frccuentellente mencionadas ( 20). 



la enfemedad se presenta r.uís en adultos que en niños, sobre todo en r.mj~ 

res mayores de 60 años. Se ha reportado la colonización por Clostridiura fil.ti.

~ en neonatos, detectándose a partir de los cinco d!as de vida, el número -

de portadores asintomáticos a esta edad oscila entre el 2 - 52 : (2, 20, 28). 

En adultos el estado de portador varía entre 2 - 6 :. 

El ries¡;o de ser portador, aumenta si existe el antecedente de haber est!!. 

do hospitalizado; en este sentido se refieren porcentajes hasta del 21 % en -

adultos y en niños r.ienores de un año hasta de 71 % (28). 



c. REQUEHIM!F.NTOS NUTR!ClO:>ALES Y MEDIOS DE CULT!l'O. 

c. 1 f1JENfES DE ,\JSLAlllENTO. 

La investigación de varios métodos para el cultivo del microorganismo ha 

hecho posible lo detección de las principales fuentes de aislamiento, entre -

lus cuales encontramos: 

a).- Materia fecal de la mayor parte de los enfermos que padecen la en fer. 

medad, 

b) .- Centros hospitalarios (Mullingan, 1980) (En manos y heces del perso

nal sano del hospital y en el mobiliario del mismo como son: colchones, ropa -

de cama, lavabos, sanitarios, pisos, paredes). 

e).- Estiércol de caballos, camellos y burros (Hafiz y Oakley, 1976). 

d).- Heces de perros, gatos y pájaros domésticos (Borriello, 1983). 

e).- Tracto genital humano (Hafiz, 1975). 

f),- Heces de humano sin diarrea (Viscidi, 1981; Stark y Lee, 1982; Fine-

gold, 1983). 

g).- Sedimento marino (Matchcs y Listan, 1974). 

h) .- Suelo y arena (Hafiz y Oakley, 1976). 

i) .- Raramente en sangre de humanos con infecciones pirogénicas (Smith -

y Kíng, 1962; Alpern y Dowell, 1971; Finegold, 1975; Gorbach y Thadepalli, 

1975 y Lewis, 1980) (2, 24). 

e. 2 TRANSMISIO!l. 

En cuanto a la transmisión, se ha demostrado en modelo animal la adquisi-
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ci6n de Clostridiuro difficile por contacto directo o a partir del medio am

biente contaminado. En centros hospitalarios hay evidencia de transmisión -

de persona a persona o por fomites. 

Se reconocen como factores de riesgo para presentar la enferracdad: 

1) .- Estancia hospitalaria prolongada. 

2).- Haber permnnecido en pabellones quirúrgicos. 

3).- Internamiento en salas con hacinamiento. 

4).- Haber recibido co;:io tratamiento, mGltiples antibióticos de anplio 

espectro. 

5) .- Antecedentes de infección (28), 

c.3 REQUERI:'IIENTOS NUTRICIOllALC:S. 

Para el aislamiento de esta bacteria, n partir de muestras de llllteria

fecal, se requieren en general medios de cultiTo selectivos, a los coalcs -

se les pueden adicionar noinoácidos como: prolina, ácido aspártico, leucina, 

trionina, valina, fenil alanina, metionina, e isolcucina; que se utilizan -

para incrementar su crecimiento. 

Entre los productos de ferl!lentación se encuentran los ácidos acético,

isobut!rico, but!rico, isovalérico, valérico, e isocaproico, asi como isob!!_ 

tnnol y hexanol (24, 28). 

?lo se presenta digestión de la leche ni producci6n de lecitinasa ni de 

lipasa (12). 

Condiciones de Incubación.- La temperatura óptima de crecimiento es de 

30°C a 37°C, aunque también ocurre entre 25°C - 45°C. 



En cuanto al tieopo nás apropiado de incubación es de 48 horas. 

Por ser un microorganisoo anaerobio ohligndo requiere condiciones de -

anaerobiosis para su desarrollo óptico, püra lograr esta ataósfera se requi.!:._ 

re de 90; de "2 y un 10 :';de co2 (3, 6, 12, 13). 

En el laboratorio se pueden utilizar diferentes sistemas de anaerobio-

sis como son: 

a).- Jarra de anaerobiosis. 

b) .- Cámara de guantes anaer6bica.-

c) .- Técnica del tubo rodado. 

a).- Jarra de enaerobiosis. 

Una jorra de anaerobiosis es un recipiente cilíndrico de plástico, vi

drio, o i;:ietal, con tapa metálica o plástica, que cierra hcroéticar.:iente, al

gunas tapas tienen ventanillas o válvulas por donde el aire puede evacuarse 

y se añade una mezcla gaseosa anaerobia. Si se usa generador Gas Pack, la -

válvula no es necesaria. 

En el acrcado existen diferentes tipos de jarras de anacrobiosis, sin 

ecbargo, la más utiliz:ada es la de Gas Pack con generador descartable de -

"2 - co2. 
El fundamento químico es el mismo para todas ellas, consiste en hacer 

reaccionar todo el oxígeno presente con el hidrógeno que se ha adicionado -

al sistema para fornar agua, en presencia de un catalizador (paladio). 
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b) .- Cánara de guantes anaeróbicc. 

Consiste en una cáaara de sas sellada, con puertas en forma de guantes 

una cerradura para la tr:msfcrencia de materiales dentro y fuera de ln e!!_ 

mara. La c.átlara se llena con una me2cla de gases que contiene 85 ~ de N2 , -

10 % de H2 y 5 : de co2, se hace recircular una ataósfera que contiene hi

dr6geno a través del catalizador paladio para quitar el o:dgeno restante del 

interior de la cát\ara. 

l.."l humedad relativa en la cámara deberá ser de 70 a 65 :, que se podrá 

medir con un hidrómetro. Si ésta no fuera la requerida, podrá oantenerse con 

la ayuda de gel desecante de ó1ido de silicio, el cual puede usarse nueva

r.Jente después de calentarlo de 2 a 3 horas de 150° - 200° C, éste es de co

lor azul si está deshidratado. 

e).- Técnica del tubo rodado. 

Este sistema se utiliza más para estudios de inYestigilci6n, debido a -

que se requiere equipo especial poco accesible para un laboratorio de rutina. 

El medio de cultivo utilizada es pre-reducido, se hiene para quitarle 

el o:dgeno disuelto y se guarda en tubos con tapa de caucho butílico bajo -

gas libre de oxígeno. Antes de esterilizarse se le adiciona un agente reduE_ 

tor (clorhidrato de cisteÍnil) · para nantener un b.:Jjo potenciéll de oxido-r~ 

ducción. Ya estéril, se usa un rodillo giratorio para formar una capa delg!!_ 

da sobre la superficie interna del tubo. 

El tubo rodado se convierte en su propia c§t1.nra de cultivo anaer6bico 

y se puede incubar en condiciones normales (12, 13) •. 
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c.4 llEDIOS DF. CULTIVO. 

En la actualidad se encuentran gran variedad de oedios de cultivo para 

Clostridium ~ y esto es gracias a las investigaciones realizadas d~ 

rante varios años ( 8). 

Los que se han utili2ado hasta la fecha satisfactoriamente son: 

1).- Agor Sangre. 

2).- Medio CFA (Cicloserinn-Fructosa-Agar). 

3).- Medio CCFA (Cicloserina-Cefoxitina-Fructosa-Agar). 

4).- Medio TCCFA (Taurocolato de sodio-Cicloserina'-Cefoxitinn-Fructosa 

Asar), 

Estos se han utilizado debido a la selectividad de sus componentes y a 

que su 1ndice de recuperación es alto (3). 

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS. 

Agar Sangre. 

Colonias circulares, de 2 - 5 mm de diámetro, ocasionalmente rizadas,

plnnos o ligeramente convexas, apneas, grisáceas, tienen una superficie sin 

brillo, no heoolíticas 1 complcoentando el cedio con hemina y vitamina K, pr!l_ 

sentnn fluorescencia amarillo verdosa bajo luz ultravioleta después de 48 -

horas de incubaci6n (24). 

Medios CFA, CCFA, TCCFA. 

Colonias de 2 - 3 rcun de diáoetro, circulares de color ru:iarillo, planas, 
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de bordes ligeramente filatientosos, translúcidas, presentan cierta fluores

cencia de color amarillo bajo luz ultravioleta. 

Debido a la presencia de algunos productos cietabólicos, el pH del medio 

se increcicnta y el indicador (rojo neutro) vira, el caohio observado es de 

anaranjado n amarillo. 

El taurocolato de sodio nucenta la espcruleción, en el caso del medio-

TCCFA (3, 28). 
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d. CONSTITIJCIOll A:ITIGl:llIC.1 Y PROPIED.IDES I111IU~lOLOGICAS. 

Después de varios estudios hechos sobre lu estructura antigénica de -

Clostrldiur.i difficilc, se ha dcr.tostr.1do que posee dos carbohidratos que le 

dan especificidad iru:iunológicn. 

Una de ellos se encuentra cm la pared celular y su análisis químico -

demuestra que está formado de glucosa, mnnosa, gillactosamina y f6sforo, es

tando en r.myor proporción la glucosa. 

F..l otro se ha extraído de la ocmbrc:rnn celular y está constituído por 

glucosa, glucosanina, fosfatos y ácidos graso~, encontrándose taabién la gl.!!_ 

cosa en rnayor proporción. 

Al parecer, el f6sforo y los ácidos grasos no fornan parte de las dete;: 

minantes nntisénicas de dichas estructuras, debido a que se han separado del 

resto sin que éstas Cal!Jbicn su poder antigénico (2). 

Rifkin y colaboradores demostraron que nl poner en contacto los carbo

hidratos antes mencionados con suero anti- Clostridiwn ~ reaccionan, 

penslindose que Clostridium difficile y Clostridiur:i sordcllii comparten dcte!. 

minantes antigénicos (2, 19, 23). 

Como se ccnciona n continuación, el microorganisr.io produce dos tipos de 

toxinas, la A y la a. Se ha dcoostrada la presencia de anticuerpos contra -

anbas toxinas, pera en cosos agudos el pocientP. posee mayor cantidad contra 

la toxina B. que contra la A (2, lCJ). 
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e.- FACTORES DE VIRULENCIA. 

Sumándose a estas i.J:lportantes toxinas de Clostridiur.:1 difficile, A y B, 

las cuales representan el r.i.ayor factor de virulencia, se han descrito otro:> 

posibles factores. Estos incluyen fiobrias con la capacidad de asociarse -

con células del intestino y/o Ciucosas, la producción de una cápsula, la se

creción de enzimas hidrolí.tic.as, la producción de otras toxinas (tales co

mo una actin-ADP-ribosiltransferasa específica de algunas cepas) y la co!!. 

trovcrsial posibilidad de la producción de una segunda entcroto:rina (4). 

e,! TOXlUAS A y B. 

Se ha revisada cxhaustiYnmentc la actividad Cisicoquímica y biológica

de estas toxinas. 

Ambas toxinas son cxtrcoadar:ie~:e grandes (20). La toxina A tiene un -

peso molecular en el rango de 400,000 a 600,000, y la toxina B entre 360,000 

y 500,000. En condiciones de dcsnaturalizaci6n, a.abas tienen un peso malee.!. 

lar mayor de 250,000, recientemente se encontr6 que la toxina B contiene -

una subunidad con un peso molecular aproximado de 50,000 (4). 

En publicaciones recientes, Torres y Lonnroth, proponen la existencia 

de dos formas de toxina B, la foreia 1, la cual tiene características de la 

toxina B descrita en la oayoria de los trabajos (28) y la forr.ia 2, que es de 

mucho más bajo peso oolecular ( 4). 

Aunque la toxina A, que es la entcrotoxina y ln toxina B con la activ.!. 

dnd de citotoxina tienen pesos moleculares r.iuy similares (20), difieren en 

cuanto a sus propiedades fisicas 'I acti Ti dad biol6gica. 
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La toxina A es estable en un intervalo Je ter.ipcratura entre -20° y 37°C 

durante 4 secanns, ternolábil, estable en rangos de pii entre 4 y 10, se inaE_ 

tiva a pH cás ácido o en presencia de trip.-::;ina y quicotripsina. 

L-i toxina O no pierde su actividad a teapcratura de -70° C, es termal§_ 

bil, inestable a p!J de 4 y 9, estable a p!I neutro, se inactiva con tripsina, 

quii:iotripsina y amilasa (28). 

La toxin;:1 ü despierta en forro nás temprana la respuesta huooral. Es -

posible cedir niveles de toxina li en heces, pero no de la toxina A. Estas -

toxinas son letales para alóunos roedores que han servido cor.10 codelo expe

ri.J:lental para Clostridium difficile (24). 

e.2.- C:VIDENCIA DE U:IA SEGU:ID.\ El:TEROTOXINA. 

En 1984, &.nno y sus colaboradores describen una proteína inestable P!l 

ra Clostridiuc ~' que era entcrotoxigénica, pero no hemorr6gica. 

Desde entonces han habido otras publicaciones donde reportan cnteroto

xinas sirailares no her.iorrágicas (4). 

Hichell y colaboradores afirnan que una sustancia t6xicn similar a la 

de Banno fué evidente en sus expericcntos, pero solamente estuvo presente 

una vez, después de varios intentos. Más rccicmtcr:iente, Giuliano describe -

una enterotoxina no hemorrác;ica distinta de la toxina A que tiene un peso -

molecular de 45,000 daltones, deter:iinado por el método de PAGE, electrofo

resis en gel de poliacrilacida (21, 22). El análisis de esta proteína por 

crornatog;rafía de liquides (HPLC), dcmucstrn que C!:tñ contar.tinada con otr;15 

proteínas, incluyendo la proteína reactiva en I.3tex (la cual der:iostraron -

que es distinta de lu toxina A y de la R). 
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En un análisis cuis reciente, se filtraron vnrios cultivos de Clostridiur:t 

~y se corrieron por cromatografía de líquidos, las fracciones se -

eluyeron en cloruro de sodio entre 0,42 y 0.63 molor, concentración que fué 

distinta a la de la toxina A, la cual eluye entre 0.27 y 0.35 11101.ar. 

Los puntos de clución bajo esas condiciones cro::iutográficas, demuestran 

que esta proteína es distinta de la uolécula de bajo peso molecular (52,000 

daltones) descrita por P.ihn (4). 

c.3.- OTROS FACTORES TOXIC,E':ICOS. 

Se han descrito últinoaentc otros dos factores toxigénicos. El primero -

es una proteína de alto peso molecular distinta de las toxinas A J B, que -

cnusa cn.cibios en el potencial eléctrico en segmentos aislados del intr.stino 

de conejo. Para detcroinar qué factor juega un papel en este caso, se han -

tenido que examinar un número grande de cepas to.dgénicas y no toxigénicas. 

El segundo factor es una actin ADP-ribosil transferasa específica, de

tectada en una de las 15 cepas exaninaJas. Esta enzima, que tiene un peso -

molecular de 43 Kd, codifica cavalenter.iente a las células productoras de -

enzil!la, de r.ianera similar a la todna c2 de cadena larga de Clastridium bo

tulinW!l. Aunque los productos aislndos de esta enzica fueron de pacientes -

con colitis pseudomembranosa 1 los detalles dados acerca de otras cepas exa

r.i.inadas fueron insuficientes para indicar cualquier relación de la actin -

ADP-ribosil-transferasa específica con la virulencia. Estas observaciones -

preliminares implican que poca~ cepas de Clostridiur.1 difficile producen esta 

enzima (4). 
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e.4.- OTROS FACTORES DE VIRULE!lCIA. 

a.- AD!IESIO!I. 

La adhesi6n a células huésped se conoce por ser ioportantc en la cxpr!_ 

sión de virulencia de cuchas patógenos. El aislaaicnto de Clostridiur:t dU:fi

cile a partir de lavados de tejido intcstin;:il humano se demostr6 por priocra 

vez en 1979 y la asociaci6n con tcj ido cecal de hamstcrs en 1934. 

Desde entonces se ha cor.iparado la capncidad de una cepa avirulenta no 

toxigénica, una cepa altanentc virulenta toxi::;énica y una pobrcncntc viru

lenta toxigénica de Clostridium difficilc para adherirse a diferentes regio

nes del tracto intestinal de har.isters prctratados con clindamicina (4). 

La cepa altamente virulenta toxigénica se adhiere a la r.mcosa inter;tinal 

significativar.ientc mejor que las otras dos. E.s posible valorar el pnpcl de la 

toxina en asociación con la r:tucosa, después de administr.:ir una preparación dr. 

la toxina de una cepa no toxigénica avirulcnta, en forna intracccal a i.mir.m

les. Con los datos obtenidos en los experimentos anteriores, se ha demostra

do que existen diferencias entre las cepas, en la capacidad de asociarse con 

la cmcosa intestinal y en lo capacidad de producción de toxina lE,, ~ (4). 

Se han realizado estudios prelioinarcs sobrc la capaé:idad de Clostridi.un 

~de adherirse.!.!!_~ o células dr. cultivos de líneas celulares de 

adenocarcinoma HT-29 o a cultivos dr. células epiteliales de humanos ( llCEC), -

recuperadas de especír.ienes quirúr;;icos, 1lcr.1ostrn.ndo que no lmbí::i una relación 

significativa a las células llT-l9, pero sí había rl'lnción con hm l!CEC, :lin -

tener en cuenta ln virulencia o el potencial toxigénico lle las c.•pm> (lo). 
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Los cepas 1le f.:..~ ex<minadas no se uJher:í.Jn direcLai:;ente a las 

1:1embranas <le Hl:l::C, pero si nl oaterial cxtrucclular. Estas obscrv;1ciones -

iniciaron la búsqueda de factores específicos del potencial de adhesión. En 

esta búsqueda se descubrió que algunas cepas de f.:..~ poseen fi::ibrias. 

Estas l'liden de '4 - 9 nm de diii::ietro y 6 oicrns de largo, parece ser que co

rnienzan en los polos de la célula. El papel de estas fimbrins en la coloni

zación y subsecuente expresión de virulencia de f.:_~. tm confuso. 

b.- CAPSULA. 

Para muchas hacterias la posesión de una c5psula es un importante fm:.

tor de virulencia. L.:i posibilidad de que Clostridium difficile pueda produ

cir material capsular es intrigante. 

Trabajos recientes han demostrado que S..~ requiere opsoni::a

ci6n para una fagocitosis significativa, esto indica la presencia de un fa.,S 

tor antifagocitico sobre la !mcteria. Algunos procedimientos para eliminar 

carbohidratos de la superficie celular no han tenido éxito sobre la exten

sión de la fagocitosis: este resultado pernitc a los investigadores su&erir 

que una clipsula de polisacáridos puede ser el factor antifogocítico. Hay -

evidencias preliminares de que algunas cep<l~ de f.:..~ producen mate

rial propio ~e una cápsula .!.!!.!!.!:!..2.· que es sir.iilar, en nlgunas considera

ciones, a la recientcoentc descrita pequeiia cñpsula de ílacteroide.s frnqilü;. 

El significado de estas obsen.1ciones necesita determJnarse, especialmente 

por un exBr.".en en el tlicroscopio electrónico, de una cepa toxi31?nica nltnne!!_ 

te virulenta y una todgénica pobre!:lcnte virulenta rle f.:_ difficj le )' dctPc

tar el tulterial capstJl.Jr extracelular (4), 



19 

c.- ENZillAS llIDROLITICAS. 

Sobre este teoa se han realizado pocos trabajos de investigación, Hafiz 

seleccionó 21 cepas para actividad de hialuronidasn 'f encontr6 que todas 

ellas eran positivos, tanbién encontr6 que la producción de hialuronidasa -

variabn de cepa a cepa. Se reconoció que de las seis aisladas solamente cin

co fueron to1.igénicas. Las seis aisladas también se exacinaron para detectar 

la actividad de desoxirribonucleasa y se encontró negativa. En un estudio so

bre enzimas hidrol!ticas de bacterias anaerobias aisladas de infecciones hulll!!.. 

nas, Stcffen y Hentges examinaron un aisla.ciento de f.:_ difficile y encontra

ron que fué positivo para hialuronidasa, condroitin sulíatasa, gelatinasa )" -

colagenasa, pero fué negativa para heparinasa, fibrinolisina, lecitinasa y l.!. 

pasa (4). 

Popoff y Dodin seleccionaron 25 cepas de f.:..~ aisladas de niños 

sanos y de niños con enterocolitis necrosante o colitis hcr.iorrágica, pai:-a e!! 

tudiar la actividad de neuraminidasa y encontraron nueve de ellas positivas. 

En un análisis de tres cepas altaoente virulentas, tres pobreoente viru

lentas y cinco no toxi:;énicas avirulentos, se encontr6 que ocho cepas eran P.2.. 

sitivas para hialuronidasa, 10 positivas para condroitin-4-sulfatasa, 10 paro 

hcparinasa, y· 7 para colagenasa. (ver la siguiente Labla) tabla 1 (4). 



ENZIMAS HIDROLITICAS DE Clostridium difficile. 

CEPA TOXIGENIC!UAD VIRULENCIA HIALURONIDASA CONDROITIN llEPARI- COLAGENASA 

4-SULFATASA NASA 

28 + ALTA + + + 

n-1 + ALTA + + + 

PT + ALTA + + s 

Tra 5/5 + BAJA + + + 

MA + HAJA + + + 

llat + HAJA 

11-1 AVIRULENTA + + + 

Kohn AVIRU!.ENTA + 

r.y AVIRULENTA + + 

p:¡ AVIRULENTA s + 

ws AVIRULENTA + + + s 

"' TABLA l. o 

Nota: S • reacci6n positiva a la semana. 
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lI. ~L\G:;usTl\'.0 D:: LA~Un.\TORIU 

El 1>rotocolo de estudio de los pacientes con colitis pscudomcobrnnosa de

be iniciarse con prucbn!; cono hfü;qucdn de leucocitos en coco fecal y sansre -

oculta en heces, si no hay sangrado 1:1acrosc6pico aparente. 

El tliagn6stico Jcfinitivo de la enfcrr.icdud, se hacía hasta hace poco por 

rcctonigmoidoscopia, en la cual se puede apreciar la mucos,'l edematosa, hipcrc

flin con ulceraciones superficiales y ¡.lacas hl .. mcoru:mrilhmtas de 1 a 5 or.t de 

diñcctro (pseudomcmbranas) adosadas a la membrana, éstos pueden llegar n -

unirse y cubrir grnndcs regiones del intestino (20, 28). 

La rcctosisrnoidoscopia tiene la limitante de que si las lesiones están -

r.iás alHi del recto, no podr~n verse. 

Fakety y colaboradores encontraron que el 5 al 10 '% de los pseudornembra

na::; se localizan más allá de la flexión esplénica (2, 28). 

Actualcentc es conveniente efectuar biopsia rectal para poder observar -

los cambios r.aicroscópicos sufridos por la i::ucosa, éstos van de acuerdo con la 

severidad del padecimiento. 

Al principio de la cnfcrr.:cdad se observan focos de necrosis epitelial, -

con formación de poca cantidad de exudado. La siguiente etapa presenta destru.s, 

ción de las glándulas de ln rJucosa y lo sustitución de las pscudooembrnnas, -

las cuales se componen dt? leucocitos poli.JDorfonuclcares, fibrina y detritus ·c.!:. 

lularcs (20). 

En la última etapa de la enfermedad, que es la i':l.5:5 severa, se encuentro -

destrucción estructural coopleta y la pseudomer:1brnna firrneTJcnte unido n la nu-

cosa. 
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Por otro lado, también es importante realizar estudios de laboratorio 

clínico, y debido a que cada dia es más frecuente la cnfC?rmedad, se han hecho 

un sin núcero de investigaciones, las cuales han dado como resultado una gran 

cantidad de métodos rápidos y r.lás seguros para el 1liagnóstico. 

Estos estudios son de tipo bacteriológico y de tipo iru:iunol6gico; los pr.!. 

meros enfocados a la detección de Clostridium difficile y los segundas o la -

detección de sus toxinas y/o anticuerpos neutralizantes. 

a, - OBTE!ICION DE MUESTRA, 

Lo mismo que para otras bacterias anaerobias, la buena selección, recole~ 

ción y transporte de r.iuestras clínica::; es muy importante para el diagnóstico -

de laboratorio (12, 13), 

Una alternativa para la recolección de muestras actualmente, es tomnr -

ésta directamente del recto con un hisopo estéril y depositarlo en un tubo que 

contenga un ccdio de transporte. Esta alternativa puede usarse en estudios 

epidemiológicos o bien, para facilitar el cultivo de muestras fecales lle to<los 

los pacientes, sin tener en cuenta la disponibilidad. Los hisopos rectales se 

han usado para estudios de vigilancia de otros pat6genos entéricos, pero su -

sensibilidad para pat6genos anaerobios no se había det~minado bien (17). 

Los hisopos rectales son inadecundos para las pruebas de toxinas, porque 

la cantidad de muestra obtenida ez muy pequeña (11, 13). 

Non:ialmente se requiere una muestra fecal reciente parn el cultivo y otra 

para el ensayo de toxinas, si es líquida se requerirán de 25 a SO ml y si 1:!'.S 

formada, alrededor de SO grnraos (11). 
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h.- DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO. 

b. l CULTIVOS PARA AISLAMIENTO. 

Desde que Clostridium ~ se pudo aislar de muestras fecales de in

dividuos sin diarrea, los cultivos para este microorganismo se han hecho un -

factor primario en las investigaciones epidemiológicas. El aislamiento de es

ta bacteria requiere de medios selectivos, como ya se mencionó anteriormente. 

Los medios más frecuentes para su aislamiento son: (cicloserina-fructosa-agar). 

CCFA (cicloserina-cefoxitina-fructosa- agar), TCCFA (taurocolato de sodio-ci

closerina-cefoxitina-fructosa-agar), los cuales deben incubarse a 37°C, bajo 

condiciones de anaerobiosis, durante 48 horas. Estos medios además de servir 

como medios de aislamiento, también son t1edios diferenciales (3, 5, 8, 28). 

Recientemente Bartley y Dowell (8) demostraron que una modificación de

los medios anteriores son cicloserina manito! agar (M-OlA), y ciclos erina -

manito! sangre agar (H-OtBA), fueron superiores en cuanto a la recuperación

del microorganismo a partir de muestras fecales. Sin embargo, otros estudios 

hechos en la Universidad de Nebraska tuvieron mucho más éxito con el medio -

de cicloserina cefoxitina agar, puesto que de 321 muestras clínicas estudia-

das, 37 fueron positivas para _º-.:. ~. de las cuales 34 (91.89 %) desa

rrollaron en M-<:CA, 21 (56. 76 %) en M-OIA y 20 (54.05 %) en M-OIBA. 

En la tabla 2 se ve la concordancia de muestras que desarrollaron en los 

tres medios empleados. 



CO~IPARACION DE MEDIOS PARA LA RECUPERACION DC f.,_ DIFFICILE DB MU~STP.AS FLCALCS. 

CULTIVOS POSI1'I\'OS 

a-CCA M-OIBA tl-C.'IA No, 

+ + + 14 38 

+ 12 32 

+ + 11 

+ + 11 

+ + 

+ 

TABLA 2. 
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Por los datos anteriores se sugiere que el medio cicloserina cefoxitina 

agar es superior a los otros r.iedios en cuanto al aislamiento, además de que 

técnicamente es mucho rnás fácil de preparar, aunque éste no es un medio di

ferenc.ial y no es un medio específico para Clostridiut1 difficile, pocas ba_s 

tcrins pueden crecer fácilmente en él (3) • 

Otra alternativa en cuanto al cultivo del microorganismo en cucstión,

es el uso de hisopos rectales para la toma de nuestra, depositlindola en un 

medio de transporte, se renueve el hisopo del tubo y se pL!.Sn a otro que -

contengo solución salina estéril, se agita y de esta muestra se inoculan -

0.5 ml en tubos Vacutaincr (Bccton Dickinson Vacutaincr Systems, Ruthcrford 

N. J) que contengan 18.5 ml de medio líquido anaerobio pre-rcducido::miplc

mcntado con peptona (Becton Dickinson and Co.), al cual se le adiciona 

nsépticamcnte cefo.1itina (CSP). Este medio se debe incubar de 48 - 72 horas 

n 35° C. De la suspensión remanente se puede inocular un nuevo medio de -

cultivo Agar Difficilc selectivo y se incuba anaer6bicamcntc en una jarra 

de Gas Pack, durante 48 horas a 35° C. El Agar Difficile contiene cicloser!_ 

na 0.25 1'1&/ml, cefo:ütina 16 mg/ml, y una suspensión de eritrocitos al 5::: 

en una infusión de agar base cerebro corazón ( 17). 

b. 2 IDENTIFICACION BIOQUillICA. 

Aunque con el desarrollo obtenido en los r.icdios de cultivo selectivos

podemos realizar una identificaci6n presuntiva del microorgonisroo, por ]as 

características propias de las colonias en cada r.iedio, es necesario realizar 

una serie de pruebas bioquímicos para diferenciar la especie. En las sicuic.!!.. 

tes tablas se encuentra el comportamiento de Clostridium ~ (rente a 
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algunas de ellas. 

J>urante el octabolisma bacteriano se obtienen varios productos de fer

mentación, siendo los principales, los ácidos: acético, propiónico, isobu

tírico, butírico, isovalérico, valérico, isocaproico. Es importante mencio

nar que f:. difficile es una de las pocas especies que producen ácidos valé

rico e isocaproico. 

FERllE.VTACION DE HIDRATOS DE CARBONO. 

GLUCOSA 

llALTOSA 

LACTOSA 

SACAROSA 

llAtiITOL 

FRUCTOSA 

+ 

+ 

+ 

OTRAS PP.l'EBAS BIOQUil!ICAS 

HIDROLISIS DE GELATINA 

HIDROLISIS VE CASEINA 

PRODUCCIOI/ DE Ii:DOL 

LECITI!IASA 

LIPASA 

URE,\SA 

llE.'!OLISIS 

REDUCCIOll DE llITRATOS 

+ 
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e.- DIAGllOSTICO nr.IUllOLOGICO. 

c.1 INHUNOFLUOP.ESCENCIA DIR[GTA. 

Algunos investigadores han edoptodo la técnica de inmunofluorescencin 

directa para. la detección <le Clostridium ~a partir de las muestras 

fecales, haciendo extensiones de éstas, fijándolas con etanol J cubriéndo

las con anticuerpos anti- C.lostridium difficile marcados con isotiocianato 

de fluorcsceinn, se observan las preparaciones en el microscopio de luz -

ultravioleta y s6lo se detectará fluorescencia si el aicroorsanisco está -

presente (29). 

Las técnicas de anticuerpos fluorescentes se basan en la especificidad 

de combinación del antígeno con el anticuerpo cor:-e!ipondiente y en las pro

J?icdadcs fisicoqu!micas de ciertos colorantes que tienen la capacidad de -

absorber luz de pequeña longitud de onda y emitir instantánenmentc una lon

gitud de onda r.myor, a estos colorantes se les l!at1J fluorocromos, Figura 1 

(25). 

Lo. fluorescencia es la emisión de luz de un color (de una longitud de 

onda), mientras una sustanciu es irradiada con luz de un color diferente. 

Los fluorocromos más empleados en los laboratorios clínicos son la rodamina 

y la fluoresceína y de éste, el isotiocianato de fluorcsc:cína, que se fija 

con facilidad a las proteínas l:Jedi<inte enlaces coYalentes a un pJJ alcalino, 

su absorci6n mádoo es n 517 nm donde emite su color Yerd~ característico.

Lo. técnica de la inmunofluorcscenc1n fué introducida por Coons, quien eo-

pleaba beta nntraceno, un compuesto fluorescr.nte de color o.zul, poco des;iués 

su grupo empleó sueros anticspecie conjugados con fluoresceína, la cual emi-
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te una luz Yerde que puede ser diferenciada de ln fluorescencia de color -

azul de cuches tejidos. 

ANTIGEllO 

FIGURA 1 

INllUllOFLUORESCENCIA DIRECTA 

ANTICUERPO 

MARCADO CON 

FLUORESCEINA 

CONPLEJO Ag-Ac 

FLIJORESCENTE 



c.2 ELISA ( i::NZY:i!:LU:.~E~ Ut,lt;~iOSORBE:IT ASSAY ). 

En cstudio!l he?c:hos por Yolken y colaboradores, se demostró que con una 

vnrü1ntc del método de ELISA, era posible detectar Clostridiur.:i difficilc en 

las C'\'ncuncionc.·· de pacientes afcc.tndos {33}, 

Utilizaron placas de policstircno recubiertas de anticuerpos anti~

~~. arlicion.lndolcs una suspensión de las heces, después de -

incubar y 1.:ivar se adicio'lÓ otro anticuerpo contra Clostridium difficile aho

ra preparado en cabra, fínabentc se 3grc¡;ó otro anticuerpo antigacu:i.-'l¡;lobuli::a 

de cabra rorcada con fosfatnsa alcalina y co:no rcvclmlor se utilizó p-nitro

fcnilfosfato. 

Encontraron resultados ::iuy satisfactorios pues obtuvieron que el 100 ~ 

de sus cuestras positivas, comparadas con el cultivo de tejidos para ensa

yar su citotoxicidad, tacbién fueron positivas ( 33). 

En los últimos años los métodos inounocnzimáticos han permitido el diag

nóstico de muchas enfernedades. Se basan prioordialmcnte en el empleo de an

tígenos o anticuerpos r.iarcados con una enzi::ia, cuya actividad cnt<ilíticn so

bre un sustr.o.to específico, facilit.o. l.o. identificación y cuantificación del 

antígeno o anticuerpo en estudio. Una variante utilizada en estos r.iétodos es 

el que se basa en la coopetencia que existe entre un antígeno oarcado y uno 

no r:iarcado, por unirse a una cantidad lioitade de anticuerpo. Pri::iera::ientc se 

lleva a cabo el acoplnoiento físico o quíoico de una determinada cantidad de 

anticuerpo a una fase sólida que puede ser : poliestircno, polipropileno, o 

polivinilo. Después de ser adsorbido el anticuerpo, se n&rega el antígeno -

:..iarcado con la enzima y de canera sioultñne.1 una r.iezcla t!e antígeno marcado 

y la muestra problei.i.a, después de un µcríodo de incubación y dr efectuar el 

lavado correspondiente, se adiciona el sustrato ndccumlo, se incuba nuevamente 
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y se mide la allsorbancia del producto de la reacción enzimática. Se debe 

elaborar una curva patrón en Ja cual se extrapola el valor de las absorbancias 

obtenidas y esto detcrr.iinará la concentración ( 1, 25), 

El iru:iunoensayo ELISA cuestro ser una excelente prome!ia, pero su valor 

práctico para los laboratorios clínicos dependerá del desarrollo comercial y 

de su disponibilidad (1, 11). 
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c.3 DETECCION DE TOXI~lAS En CULTIVO DE TE.J!DOS. 

La detección de la citoto:tinn de Clostridiur:i difficilc en nuestras feca

les de pacientes con diarrea o colitis pseudo::icrnbranosa debe ser rápida para 

el cuidado 6ptimo del paciente. La prueba de citotoxicidad en cultivo de te

jidos es un procC'dir.iiento aceptado para la detección de dicha toxina dentro -

de las 24 horas de inoculación. De cualquier r.ianera, puede haber retraso en -

la prucb., por la llegada tarde de b muc>stra o si no se utiliza el cultivo C,!. 

lular adecuado. Este procedimiento resulta ser considerablemente confiable -

además de ser muy sensible ya que es posible detectar cantidades de hasta 500 

ng de toxina/ml (9, ll+, 16). 

Se han hecho varios estudios para dctcrninar qué tipo de línea celular 

es el nás apropiado para las toxinas de este microorsanisr.io, entre las más -

utilizadas ~stán las constituidas por células ar.mióticas humilnas, células 

He-La (células de cáncer de ccrvix), de riñón de hamster (BHK-21), células -

McCoy, de riñón de conejo, fibroblastos pulmonares hur.ianos (WI-38), de hepat~ 

ma de rata (MHC), células Vero, células de riñón de mono verde africano (AGMK) 

células de rifión de mono rhesus (p.;¡:{) y células MRC-5 (11, l.J). 

Un estudio hecho en el laboratorio provincial Cadham, Canadá. demostr6 -

que las células Vero y las Me.Coy son las cejares para la detecci6n de toxinas 

de Clostridium difficile en filtrador; fecales (16). 

Los culti\'os celulares se hicieron crecer en matraces apropiados, con m~ 

dio F.agle mínimo esencial, al cual se le adicionaron L-glutaJJina, Gentnmicina 

y mycostatin, esta solución se llevó o un pH de 7.2 con bicarbonato de sodio 

y se le agregó suero de corazón fetal bovino inacti vado, se le agrc,;ó tripsina 

y EDTA en nrnortigundor de fosfatos, las cél\lbs vi<.1bles quedaron cor.in Sl!"tilla 
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pilra crecir.iiento. Se utilizaron 30 rauestrns fecales que contenían f.:_ diffici

k' éstas se diluyeron, se filtraron y después se hicieron diluciones conoci

das. Las diluciones se aplicaron en los cultivos que ya previamente tenían de 

18 a 24 horas de incubación, se incluyeron controles positivos y negativos, -

estos problemas se incubaron a 37°c con 5 ,; de co2 y 98 ~ de humedad y después 

de 18 a 24 horas de incubación se examinaron los cacbios sufridos en su morf~ 

login. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla número 5. 



RESULTADOS OBTENIDOS EN PIFERENTES LINEAS CELULARES. 

NUllERO PE TOXINAS POSITIVAS PE FILTRADOS FECALES DETECTA!lOS 
DILUCIONES FINALES POR LAS LINEAS CELULARES 

lle Coy Vero llRC-5 AGMK RllK 

1/50 o o 6 

1/100 - 1/200 9 12 9 6 

1/500 8 

1/1000 - 1/2000 10 11 

1/4000 - 1/8000 o n 

TOTAL DE FILTRADOS 

POSITIVOS 30/30 30/30 22/30 lfi/30 l<l/Jú 

RESULTADOS NEGATIVOS o o 8 14 20 

"' "' 
TABLA 5, 
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c.4 Pr.UI:UA DE CITuTOXIC:lU,\11 E.'1 CULTIVOS DI: TEJIIJOS. 

En apnriencin, la r.myoría de las ccp...is tr.>xi¿:énicas de Clostridiu1:1 diffi-

cilc producen una citotoxino que C&Jusn ciccto5 citopatotóxicos en ciertas cla

ses de cultivos celulares, que pueden neutralizarse con antitoxina en un en-

sayo de neutralización de 13 toxina. E.stc ensayo no es una prueba para la en-

tcrotoxina de f!_ clifficilc, ln cual puede detectarse con un r:iodelo en hamstcr~. 

En gener.il, la prcr,cncia de citotoxina en extractos de heces libres de célu-

las se relaciona con dicho r.iicroorganisr.io r.icdiantc una cnfcn:icdad intestinal. 

Sin embargo, la citotoxina puede dctcctnrsc en heces de individuos sanos, -

particulamcnte en niños o infantes menores de 1 año, a quienes asintomática-

mente los coloniza el cicroorsanis1:10 ( 13). 

Para llevar a cabo esta técnica, las muestras fecales liquidas deberán -

centrifugarse, si son muestras sólidas o ser.iis61idas se les adicionará diluye.!!. 

te de gelatina aoortisuado, pi! 7.0, o at1ortiguador salino de fosfatos (PHS), -

dcj ando la suspenzi6n para que se ex traína durante toda la noche a '•ºe, después 

se centrifuga y se guarda el sobrenadnnte. Este deberá filtrarse a través de 

una membrana de 0.45 micras. Con 0.1 ml de este filtrado, más 0.1 al de dilu-

yente de gelatina ar.zortiguado se inocula el cultivo celular, que para esta 

prueba el cás utilizado es el de fibroblastos pulmonares htltlanos (1H-3B) •. 

Se debe observar el cultivo celular a las 4, 24 y 48 horas de incubación 

a 35°C. La mayoría de las células son positivas r.ntre las 18 y 24 horas de in-

cubaci6n (11, 13). 

Para la prueba de neutralización con antitoxina, se adicionan 0.2 ml de -

antitoxina polivalente de gangrena µascosa (Lcderle Laboratories, Aocrican 

Cyannoid Co., Pearl River, N. Y.), antitoxina de Clostridiwn sordellii (Lcder-
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le or Food ami Drng Adr.iinistrntion Burcau of Biologics, Rockvillc, Nd.), o 

antitoxina de f.:.~ (disponible de T. n. !lilkins, Virginia Polytech

nic Institutc and Stutc Un!vcrsity, Blacksburg) n 0.2 r.al de sobrenadante Í!:_ 

cal libre de células y se r.iezclnn ( 11, 13). 

Posteriormente se deiiu inocular un tubo que contenga cultivo celular -

WI-38 con 0.2 ml de la r.iczcla hecha con anterioridad, se incuba y se observan 

los efectos cítotóxicos. 

Si la toxina ha sido neutralizada, no deberán observarse efectos citotó

xicos, uno de los mtis observados es que las células se vuelven redondas con 

radiaciones citoplásrnicas (también llacndo cambio nctinomórfico) ( 11, 13). 

También puede detercinarsc el titulo de la toxina haciendo varias dilu

ciones del sobrcnadantc en diluyente de gelatina aoortiguado, los resultados 

se relacionan con lo !Jevero de la enfercedad. Este cétodo no se usa mucho en 

los laboratorios de rutina debido al gran trabajo que representa (11). 
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e. 5 CO!ITRAINMUllUELECTROFORESIS ( CIE). 

Revisiones recientes han propuesto el método de contrainmunoelectrofor~ 

sis coco un procedimiento para la identificación y detecci6n de las citoto1! 

nas de Clostridium difficilc ( 11). 

Ryon )' colaboradores utilizaron este método pensando en desarrollar una 

prueba rápida y sensible que pecoiticra detectar las toxinas de f!. ~ 

directa.mente de las evacuaciones de los pacientes. Los resultados que obtu

vieron fueron buenos ya que demostraron que su sensibilic!ad era cor.iparnblc -

con la empleada en el método de cultiTos celulares (23). (TABLA 6). 

Sin eobargo, estudios posteriores han de::iostrado que el 1:1étodo conduce 

a un alto porcentaje, 47 !';, de resultados falsos positivos (32). Esto se de

be a que la antitoxina empleada en el método contiene, o.dem!s de los anticue!. 

pos frente a las toxinas de f.:._~. anticuerpos contra ant{genos de S.!:!, 

perficie del propio microorganismo, de tal manera que aunque no estén presen

tes las toxinas, bastará que existan nntisenos somáticos para que aparezcan 

lineas de precipitaci6n. 

Por otro lado, es it:lportante mencionar que al¡unas especies de Clo.qtri

~. e.amo~~ J f.:_ bifermentans, comparten detcrcinantes antigéni

cas, por lo menos una, con f.:..~. por lo cual reaccionan con la anti

toxina que se usa (2). 
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CO}IPARACIO.': DE LA SE:/SIBILIDAD DE LOS :IETOWS CIE Y PRUEBA 02 CITOTOXICIDAD 

EH CULTIVOS CELULARLS PARA ClostriJiua tliíficJ.te. 

DILUCIO.'I DE TOXIHA co:;TRAI:!i·IUt:OELEC'fP.0- CITOTOXICIDAI> E:l 

FORESIS. CULTIVOS CELULARES. 

Sin diluir + + 

10-l + + 

10-2 + + 

10-3 + + 

10-4 

10-s 

TABLA 6. 
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c.6 PRUEBA DE AGLUTINACIO~ EN LATEX. 

En enero de 1986, Banno y colaboradores desarrollaron una prueba rápida 

de aglutinaci6n en látex para la detección de la toxina A de f.:. difficile -

(CDT Lntex Test) (Marion Laboratories, Kansas City, MO). En marzo del mismo

uño, Lyerly y Wilkins reportaron que el equipo de los laboratorios Narion na 

reaccionaba con la toxina A, aunque era un método más rápido y sencillo que 

los otros. Ahora se sabe que la prueba de látex reacciona con cepas no toxi

génicas de f:. difficile, tan bien como con las que producen toxina A y B (3, 

11). 

Sin embargo, se han seguido haciendo más estudios acerca de este método, 

Peterson y colaboradores reportaron que la prueba de CDT Latex parece ser -

equivalente al ensayo de citotoxinas en cultivo de tejidos (3). 

Para este método, las muestras fecales se mezclan con 0.5 ml de solu

ción amortiguadora y se centrifugan. Dos gotas del sobrenadante se agregan a 

uno de los círculos de la placa de prueba, se agrega una gota del reactivo -

de detección, el CU?l contiene partículas de látex recubiertas con anticuer

pos de conejo, los cuales reaccionarán con el antígeno de f.:.. difficile en -

las muestras, y se mezclan. Se rotan por tres minutos. Si el antígeno de f.:._

difficile está presente en el sobrenadan te fecal, se observará aglutinación 

en las partículas de látex, si no está presente no se observará dicha aglu

tinación, y la suspensión en el círculo de prueba aparecerá lechoso. Deberá 

introducirse en esta prueba también un control negativo, en el cual no debe

rá aparecer aglutinación ( l 1 1 13), 

Al ser la prueba CDT Latex tan nueva, ha permitido la realización de V!!_ 

rios estudios acerca de ella. 
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Hiles y colaboradorc5 ( lCJ) hacen una evaluación de cst;i ¡1rueba utilit.n,!!_ 

do cepas de Clostridi11;;1 <lifficile c.itotoxina positiva, citotoxin.J. negativa, 

y otras bactcria:l que se había publicado daban rencción cruzada en esta pru.s_ 

ba, cono~ sporo~encs, una cepa de ,S_ ~ protcolítica, y Peptostrep-

~ anacrobiun. 

De 739 cepas, que representaban 78 especies de bacterias, 63 fueron ªºª.!!. 

rabias y 15 fueron facultatiVns, 

Las 139 cepas de f.:_~ citotoxina positiva, las 35 citotoxina O_!! 

g,ativa, una cepa de f.:.~ {protcolitica, tipo E), y 25 cepas de f.:_ -

sporogencs dieron reacción positiva para la prueba de CDT Latcx, 

Estos resultado:; se pueden cor.iparar con los tic Lycrly los cuales indican 

que tanto las cepas toltigénicas corno las no toxigénicas de f.:.~ pro

ducen una proteína no toxigénica de aproxinadamente 43,000 daltones, difere!!. 

te de la toxina A, y que dicha proteína reacciona en la prueba de Cl1f Latex. 

También encontr6 que f.!. sporo5enes y f.:.. nnaerobius producen un antígeno que 

contiene una suUunidad de 43,000 daltones que da reacci6n cruzada, es una -

proteína que es bioquíaica e incunológicaraente muy sicilar a la proteína de

f:.. ~ que reacciona en la prueba de CDT Latex (15). 

Kelly y colaboradores ( 10) realizaron otro estudio cooparando la CDT -

Latcx Test, con el ensayo de citotoxina en cultivo celular y cultivo bacte

riológico. F.ncontrnron r¡ue de 40 pacientes que tenían diarrea asociada a 

Clostridiuc, 70 ~ fueron positivas para el ensayo de citotoxina, 78 !! )Jara la 

prueba de aglutinación en látex y 90 Z p.,rn el cultivo bacteriológico. De 53 

pacientes que no tuvieron diarrea asociada a Clostritlium (CAD), 2 3 fueron -

positivas parn el ensayo de citotoxina, 8 ::; para prueba de aglutinación en -

látex y 4 :! para el cultivo bacteriol6gico. 1'ABLA 7. 
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COMPARACION DF. RESULTADOS POR LOS METODOS DE AGLUTINAC!ON EN LATEX DE CITOTO

XINA Y CULTIVO BACTER!OLOGICO PARA PACIENTES CON Y Sill CAD. 

PACIENTES POSITIVOS 

CON CAD SIN CAD 

PRUEBA n=40 

Núm Núm 

CITOTOXINA 28 70 

AGLUTINAC!ON 

EN LATEX 31 78 

CULTIVO 36 90 

TABLA 7. 

Los resultados sugieren que la prueba de aglutinación en látex puede -

usarse para el diagnóstico rápido de CAD, especialmente en laboratorios que 

no pueden realizar con facilidad cultivos celulares. Sin embargo, la detec

ción de CAD se realiza mucho mejor cuando la prueba de látex se usa en comb.!_ 

nación con el cultivo o el ensayo de citotoxinas. 

n=53 

8 
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e, 7 SISTIMAS co:·IEllCIALf.S PARA LA IDE'ITIFIC,\CIOll o:' Clostridiun ~· 

Clostridium difficile puede identificarse ?resuntivnocnte en cuchas ins

tancias, por sus características de cultivo y su morfología celular, pero pa

ra tener una identificación definitiva se requieren pruebas adicionales. En -

la actualidad se han desarrollado varios sistccas cocercialcs para identifiC!!, 

ción de anncrobios, en forma de equipos (kits). 

Hcad y Ratnam (7) cor.iparan el API ZY:I SYS11::'1 con otros métodos como son

API At:-Ident, API 20A, Hinitck Anacrobc 11 y Rap!d-A~:A SYSTEHS. 

El API ZYH SYS'ffi'I (Analytab Products, Plainview, N. Y.) es un m.icrométo

do semicuantitativo que contiene 20 microescavncioncs, las cuales contienen -

sustrato crot:Jogénico deshidratado, para dctccci6n de las actividades enzimá

ticas desarrolladas correspondientes. En la linea de pruebas se inoculan las 

r:iuestras y se incuban anaer6bicacente a 37º C por 4 horas, después se agregan 

los reactivos para el sustrato cro1:1ogénico. Los resultados de las reacciones 

coloridas se indican en form. decreciente de la actividad enzimático. y están

graduadas en una escala de O a 5 en cor1paraci6n con la carta control de color. 

De los otros kits evaluados por los autores mencionados, Rapld-ANA (Innovative 

Diagnostic Systcr.is, Decatur, Ga). A~-Ident y API 20A (Analytab Products), y -

Minitek Anaerobe II (BBL Microbiology Systct!lS, Cockeysville, Hd), los dos pr,!_ 

meros son si.l!lilares a API ZY}I en designaci6n, función y detección de enzimas 

preformadas; en cambio, API 20A y Hinitck usan substrato.s para fcrr.ientación de 

carbohidrntos J detección de enzimas sinilares a las pruebas convencionales -

que requieren de 24 a 48 horas de incubación antes de poder leer los resulta

dos. 

Los resultados obtenidos en este estudio se muestran en la tabla 8. 



COllPAHACION DE SISTEMAS COMERCIALES PARA IDEllTIFICACION DE ANAEllOBIOS GON EL API ZYM SYSl'E:I PARA lilENTIFI

CACIO~l DE Clostridiura difficile. 

SIS'ff.HA DE TIEMPO DE INTE!lPRETACION SUIPLICIDAU DE SENSIBILIDAD REPRUDUCITIILIUAV 

IUl:.1TIFICA- IllCUBACION DE RESULTADOS MAituFACTURA ( % } ( '.; ) 

CION ( h } 

AN-IDEl!T + ++ 77.9 98 .1 

Rapld-AtlA ++ ++++ 88.6 100 

Minitek 48 ++ + 90.9 <JS.2 

API 20A 48 + ++ 95.S <)8 .8 

API ZYll ++++ +++ 100 100 

TABLA B. 

flota: + - pobre, ++ • favorable, +++ a buena, ++++ a mejor. 
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c.8 ?IARCAOORES EPIDJ'}llOLOGICOS DE Clostridium difficile. 

Se han identificada un extenso rango de marcadores epidemiológicos para 

Clostridium difficilc. Estos se basan en las características fenotípicas del 

microorsanismo, tales como resistencia a antibióticos, susceptibilidad n los 

bactericidas o a los bacteri5fagos, patrones de protcinas elcctroforéticas y 

marcadores inmunol6gicas. Los métodos parn determinar los marcadores genéti

cos incluyen plásmidos, análisis de D~IA de restricción de endonucleasa y pa

trones de restricción de RNA ribosomal. Estos r.iétodos se han aplicado a va

rias categorías de estudios c¡>idcmiológicos y han contribuido al mejor ente.!!_ 

dir.iiento de cnfcrcedades asociadas n Clostridium difficile. I..os C'létodos se -

basan, para su desarrollo, en el uso de proteínas marcadas con metionina (S35 ) 

y un mecanisco automatizado de análisis por cooputadora, que hnn hecho posi

ble el reconocimiento de 15 distintos tipos de f.:_ illfu!!!., basados en mej!!_ 

res patrones de proteinas radio""1:tarcndns. Estas proteínas fueron de cepas C!:!. 

pecificas e inmunogénicas, demostradas por an§lisis de inmunotransferencia y 

de DNA de restricción de endonucleasa. Los estudios epidemiol6gicos re'felan 

infecciones cruzados entre pacientes 1 adquisición hospitalaria, y uno rela

ción directa entre sintornns y tipos de f.:_~· 

Los reportes del grupo de casos de colitis asociada a antibióticos y -

los primeros resultados de los estudios en unil:mlcs, sugieren que la contmn,i 

nacil5n del medio ambiente y las infecciones cruzados, han sido ir.lportantcs en 

la etiología de las epideoias, pero aún con pruebas convincentes para las i!!_ 

fccciones hospitalarios éstas no han tenido sentido debido n la ausencia de 

esquemas confiables de tipificación. La introducción de métodos de tipifica-
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ción deberá ser importante en las aplicaciones epidemiológicas y deberá valo

rarse la diferenciación entre el potencial patogénico y cepas no patogénicas 

(26). 

Fué en 1982 cuando Wust usó una variedild de métodos para demostrar que

una epidemia de colitis asociada a antibióticos en un hospital en Zurich fué 

causada por una cepa de f.:. ~1 sus descubrimientos fueron corroborados 

por Hachler y Wust en 1984 con el uso del método de bacteriófago descrito por 

Sell en 1983 (26), 

Durante los cinco años pasados, se introdujeron varios esquemas de tip.!.. 

ficación basados en distintos marcadores epidemiológicos de f:.. difficile. 

PRUEBAS Y llARCAOORES EPIDEMIOLOGICOS. 

a).- Prueba de sensibilidad a antibióticos, 

Los antibiogramas se han usado en la diferenciaci6n entre cepas de .fu. -

~' per~ son de valor limitado en estudios epidemiológicos. Los resu! 

tados .!!!_!!!!:!!.han demostrado que las M!Cs de la •ayoría de los antibióticos 

empleadas para f.:.~. se encuentran dentro de un estrecho rango y que 

las cepas tienen ambas características, altamente sensibles o altamente resi~ 

tentes; sin embargo, algunas cepas tienen resistencia variable. Las cepas que 

son resistentes a eritromicina, rifampicina, cloranfenicol, tetraciclina y -

clindamicina pertenecen a un solo tipo, el W, y las cepas de otra sensibili

dad o resistencia pertenecen a otro tipo diferente (18, 26). 
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b.- Prueba de susceptibilidad a los bactericidas y a los bacteriófagos. 

de cepas de Clostridium ~· 

E.sta técnica fué prioera::icntc desarrollada por Scll y se ha aplicado S.!:!,. 

ccsivamente en estudios epidetdológicos. El núraero de estas marcas de sensi

bilidat.I se ha extendido y se han observado no menos de 40 patrones diferentes 

(26). 

c.- Patrones electroforéticos de proteínas. 

Se han usado varias preparaciones de proteínas celulares 1 superficiales 

de f.:..~ como marcadores epider.Jiol6gicos de acuerdo a las diferentes

proteínas separadas por SDS-PAGE (Sodio-Dodccil-Salfato-Poliacrilamida-Cel

Electroforesis) (18, 21, 22, 27), seguidas de a•torradiograf!a y de proteínas 

radio..,.,,rcadas (26). 

d.- :rarcadores Inmunológicos. 

Los métodos que se usan como marcadores inr:mnolóstcos, son la inrnuno

clcctroforesis cruzada y la inmunotransfcrencia (18, 21). Estos métodos se 

han usado en identificación e indicios de cepas responsables de epidemias, -

pero hasta aqur no hay forna de basarse en esque::las reales de tipificación.

Los métodos de serogrupos se basan en aglutinación de células tratadas con 

fortiol con varios sueros de conejo. 
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En 1985 Dclr.il'e desarrolló un oétodo rápido de aglutin.:1.ci6n basnrfo en -

seis sueros adsorbidos. Algunos serogrupos son hor.iogéncos, pero otros, par

ticularuente el serogrupo ,\, :;on heterogénco!J y consisten en cepas con cenos 

de 12 patrones cdcctroforéticos. La serotipificaci6n se hn aplicado cxtensa

ocnte L'n estudios epidemiológicos. Las resultados inraunoló;;icos de los labo

rntorios en los cuales se usan diferentes sueros, son difkiles de comparar 

debido a que carecen de rcacti vos estandarizados (26), 

e,- :1arcadores Genéticos, 

· Cl an.tilisis de pl5sraidos fué el priocro utilizado por llust (2tJ). Por -

consiguiente, este r:iétodo puede usarse en cepas que contengan patrones de -

p15soidos específicos, pero su aplicación ha sido limitada, debido n que sólo 

del 30 - 60 Z de las cepas de f.:_~ poseen plásmidos (lG, 21). Se ha 

aplicado el oétodo de huellas dactilares (patrón) de rcstrición de cndonu

cleasa (Jl), que aunque es útil y definitivo, es también complicado y con

sume mucho tie.'Ilpo. H5.s recientemente, Wilson y Kuijper aplicaron las pruebas 

de RNA ribosomal a f.:.~ (30), 

f.- Uso de proteínas r:mrcadas con lletionin.'.l (s
35). 

Este método se basa en la incorporación ite ilctionina cs3:J) en las pro

teínas celulares, la separación lle estas proteínas se hace por SDS-PAGZ y 

subsl!cuentemente por autorradiograifo. Por el uso 1Jc este cétodo se han dcteE_ 
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tado nueve tipos distintos de cepas, que se designaron A, B, C, D, E, \1, X, 

Y, Z; cás recientcr.iente se han identificado seis tipos adicionales basados -

en el método de proteínas radio-marcadas (26). 

g.- Inmunotransferencia (:Cl'tU!lOELOTIING). 

Para determinar si las bandas de la prueba anterior eran específicas e 

incunogénicas, se investigaron por inmunotransfercncia determinantes ontigé-

nicas cot::1unes y especificas de las nueve cepas estándar de f.:.~· Se 

consiguieron sueros de conejo contra cada una de las nueve cepas y antígenos 

hom6logos y hetcrólogos de cada una de ellas r contra ClostridiUJJ sordellii 

J Clostridium scpticuo. Los resultado; demostraron la presencia de proteínas 

coarunes (C1 , c2 1 c
3

) entre los nueve tipos estándar con sueros heter61o:;os 

y hoc6logos¡ en suca, hubo respuesta de los tipos específicos con los sueros 

homólogos. Además 1 cuando las proteínas de f.:. ~ marcadas con metían!, 

no {s35), fueron incunotrnnsferidas con sueros hor.tólogos y hl!ter6lo¡;os, ln -

iru:mnotransfcrencia y la autorradiografia demostraron la nisoa respuesta es-

pccí.ficn de cepa {18 1 21, 26). 

h.- Huellas dactilares en D:lA {D~IA fingerprinting). 

El análisis de restricci6n bacteriana de DNA de endonuclensa {Bl!ENDA) de 

~ ~. se usó coco una prueba epideniológica adicional y confirnó las 

distintas observaciones entre varios tipos de cepas. La restricción de cndo-
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nucleasas Ba.oJll, EcoRl, Sal 1 y Sr.la 1 producen bandas insuficientes para di.:!_ 

tinguirlas de las dcniis cepas. Sin embargo, Hind III produce alta resolución 

en fragccntos de restricción de D~A y se seleccionó como la cñs confiable. -

Los result.:uJos dcllucstran que cada tipo de células pueden identificarse por 

proteínas radio-marcadas, pero till!lbién pueden distinguirse únicll!:lentc por -

digestión del patrón de DllA (5, 2ú). 
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III.- PRONOSTICO. 

Los pacientes cás comun:nente afectados son los inmunococpromctidos, la 

gente l!lilyor y aquéllos que sufren una cirugía; aunque al cisco tiempo, hay 

portadores asintomáticos de ClostridiUr.1 difficilc y de sus toxinas entre los 

neonatos y los niños (26). 

También se ha encontrarlo una alta incidencia de f.:_~ en heces de 

niños que al nacer tienen bajo peso, o en los premnturos, que al haber naci

do con un Apsar bajo rcquiricron,cuidados especiales postnatales tales como 

oxigenotcrapia y usa de incu~adora al nacer (6). 

La colitis p5eudomembrilnosa puede ser aorta! si el padecimiento no se -

rL-c.onocc a tiempo y se trata. La enfermedad tiene una mortalidad cercana al 

20 3 en pacientes mayores de 50 años y en enfermos cr6nicos, la cuertc se d.!!_ 

be generalmente a alguna de las cocplicaciones. En los casos benignos y en -

los pacientes jóvenes con trataoiento adecuado, el pronóstico es excelente. 

Fn los niiios ln rnortnlidatl es elevada (30 - 40 :) • A pesar de que el 

cuadro haya sido grave, si el paciente se recupera, no quedan secuelas en el 

colon (20). 
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rv .- orscusro:;. 

Desde la ero preantibi6tica se conoce a la colitis pseudomembranose, ca~ 

sadn por Clostridium difficile, pero se le había relacionado con cirugía abd.!!_ 

minal, y no se le relacionaba con los antimicrobianos como en la actualidad 

se hace. Dicha enfermedad es causada por el crecimiento excesivo del microo!. 

ganismo en el colon, generalmente después de que la flora ha sido alterada -

con terapia antimicrobiana. 

Debido a que en la actualidad se usan los antibióticos indiscriminadame.!!_ 

te, la enfermedad se presenta con más frecuencia y por lo cual un grupo más 

grande de investigadores han enfocado su atención hacia ella. 

ActuaLnente se conocen mejor las características del microorganismo, se 

sabe que posee dos carbohidratos que le dan especificidad inmunológica, que 

comparte determinantes antigénicas con Clostridium sordellii y Clostridium 

bifermentans, que posee aparte de las toxinas A y B ya conocidas, otra ente

roto:d.na que es no hemorrágica además se han descrito otros dos factores -

toxigénicos que son una proteína de alto peso molecular y una actin ADP-rib.2_ 

sil transferasa especifica; y otros factores de virulencia que son adhesión, 

cápsula y enzimas hidrolíticas. 

Lo anterior hace ver que el diagnóstico de laboratorio cada día debe , -

ser más acertado y más rápido debido a la patogenicidad del microorganismo, 

anteriormente el diagn6stico definitivo se hacía por rectosigmoidoscopín, e_! 

ta técnica tenía la limitante de que si las lesiones estaban más allá del -

recto no se podían ver. Hoy en din existen nuevas técnicas que son de bajo 

costo, rápidas y precisas. 
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El diagnóstico de la colitis pseudomembranosa y de la diarrea asociada a 

Clostridium difficile se basan en cultivos del microorganismo y en la detec

ción de las citotoxinas en filtrados de heces. 

Las cultivos para Clostridium diíficile son frecuc'ltemente positivos en 

pacientes con diarrea asociada a antibióticos, pero los microorganismos tam

bién pueden aislarse de individuos normales. 

Entre los medios mayormente usados están CfA, CCFA, TCCFA y recientemente 

los medios de cicloserina-ccfoxitina-agar, y el agar Difficile, los cuales -

han demostrado ser tan buenos como los primeros en cuanto al aislamiento y -

selectividad. 

Sin embargo, los métodos inmunológicos han demostrado· ser más adecuados 

para el diagnóstico de esta enfermedad. Se han utilizado métodos como la in

munofluorescencia directa en la cual se detecta fluorescencia si el microor

ganismo está presente. Este es un método bueno, pero es costoso y no todos -

los laboratorios pueden tenerlo como una técnica de rutina, 

Se ha utilizado también el método de ELISA en el cual es posible detec

tar a Clostridium difficile en las evacuaciones de los pacientes afectados,

éste puede ser un excelente método, pero su valor práctico dependerá del de

sarrollo comercial y de su disponibilidad. 

El método de detección de toxinas en cultivos de tejidos es el método más 

confiable, además de ser mu}' sensible ya que es posible detectar cantidades 

de hasta 500 ng de toxina/ml, sin embargo es un método muy laborioso y no -

todos los laboratorios tienen la posibilidad de tener un cultivo celular. 

Otra técnica utilizada es la contrainmunoelectroforcsis, es un método -

bueno, pero que todavía da resultados falsos positivos, debido a las dcterm.!_ 
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nantes antígenicas Que comparte f.:. difficile y por lo cual el suero debe 

ser adsorbido antes de utilizarse. 

Una de las técnicas más recientes es el prueba de aglutinación en látex 

la cual puede utilizarse para el diagnóstico rápido de colitis asociada a -

Clostridium, especialmente en laboratorios que no pueden realizar con faci-

lidad cultivos celulares. Sin embargo es mucho mejor diagnóstico cuando se 

utiliza 1n prueba de látex en combinación con el cultivo celular o el ensayo 

de citotoxinas. 

Por otro lado es importante mencionar, que debido a que la enfermedad -

se está detectando con más frecuencia, se han hecho una serie de pruebas a -

las cuales se les ha nombrado marcadores cpidemiólogicos, con ellos se ha -

podido hacer una tipificación de Clostridium difficile y se han podido obte-

ner diferentes tipos como son; A, B, C, D, E, W, X, Y, Z. Sin embargo, estos 

métodos son aún demasiado sofisticados por lo que únicamente se utilizan en 

laboratorios de investigación y aú.n no es posible utilizarlos como métodos -

de rutina. 

Estas pruebas incluyen , prueba de sensibilidad a antibióticos, la cual 

es de valor limitado en estudios epidemiólogicos debido a que varias cepas de 

Clostridium ~son altamente sensibles o altamente resistentes Y algu

nas son de resistencia variable; prueba de susceptibilidad a los bactericidas 

y 
0 

los bacteriófagos, patrones clectroforéticos de proteínas, marcadores in

munológicos, marcadores genéticos, uso de proteínas marcadas con metionina 

(535). inmunotransferencia y huellas dactilares en DNA. 



53 

V. - COllCLUSIOSES. 

1.- En relación con el aislamiento e identificación de Clostridium difficilc: 

- existen varias fuentes de aisla:.1icnto siendo la cás ir.iportante, la ma

teria fecal de los cnfcroos que padecen la cnfemcdad. 

- nctualccntc cxi!iten ocdios comerciales en forr:u:t de kits, que sirven -

para la idcntific.ación de ,S_ ~. siendo el r.tás confiable el 

API ZYJI SYS'ffll. 

2.- En cuanto a las toxinas: 

- ellas son las responsables de la patogcnicidad del r.iicroorganisrn.o. 

- la toxina ,\ que es la entcrotoxina, la toxina B que tiene actividad de 

citotoxina y ne demuestra la evidencia de una cntcrotoxina que es no -

hccorrágica y de peso r:iolecular de 45,000 daltoncs. 

- son antigénicamcnte diferentes. 

3.- Por lo que respecta a factores toxigénicos y de virulencia: 

- se han descrito últilJar.lcntc dos factores toxióénicos r.1ás, el primero es 

una proteína de alto peso r.iolccular distinta de las to1.inas A y B, que 

causa cambios en el potencial isoeléctrico de segmentos aislados del -

intestino de conejo, y el segundo es uníl actin-ribosil transferilsa es

pecífica, que codifica covalentemcntc il lils células, de manera similar 

a la toxina c2 de S..~· 

- los factores de virulcnciil descritos últiaamente para f.:..~ son: 

adhesi6n, cápsula y cnzicw.s hidrolíticas. 
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4.- C.On referencia al diagn6stico de laboratorio: 

- ln detccci6n de Clostridiun difficile se logra mediante culth•o, pruc-

bas bioquímicas, pruebas inmunolósicas e inmunoenzioáticas. 

- la introducción de aétodos inmunoló~icos ha reducido notablcr.mntc el 

tict:1po para determinar el diagnóstico. 

- la detección de to1inas en cultivos celulares es uno de los oétodos más 

confiables, pero poco accesible para la mayoría de los laboratorios. 

- lo contrainmunoelectroforcsis es una técnica reciente con la cual se 

pueden poner de manifiesto las toxinas del microorganisr.10 1 pero hay 

que adsorber el suero para elioinar los resultados fnlsos positivos. 

- la técnic~ de aglutinación en látex es una técnica nueva, muy confia

ble, de bajo costo y que reduce en gran fonnn. el tiempo del dia~nóstico. 

- los pruebas llanadas marcadores epidemi6logicos han permitido ln idC"n

tif icaci6n de nueve tipos de cepas de~~· Estas son pruebas 

muy sofisticadas que se hacen 6nicamente a ni.,el de inYestigación. 

5.- Por lo que toca al pronóstico: 

- los pacientes r:iás afectados son los adultos, los inmunocomprometidos, 

las personas que sufren alguna cirugía, los neonatos que al nacer tie

nen bajo peso y los preiaaturos. 

- la ciortolidad es cercana al 20 ~~ en personas mayores de 50 aiios, y en 

enferoos cr6nicos. 
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