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T. rNTílO!JllCC: l ON 

D u r n n t. f' l ;1 .0:1 t r P ~1 ú l t i ni, 1 -'~ d /.e ad ; 1 ~i • 1~ J d i n 11 Ji o d (' s i ~--

t~xi.t.o que, 11ct11<1lm1.·n1(' 1 n(i ~i'.~>f () ;.;1, cu< 1 ntu Cllfl rnr~jot'< 1 ~::; -

mi.croorgnn ifrntti~~ ;1n,-11· roli i o~;, 

dPs h11rnanaB 1 .V·• •/LH' s11 .1islnm:i<'n1.o " pal'ti.J· dt' todo l i-

po dt~ rnue~-ltr·,:¡.-; el lnic.i.c; l""~~ cl!d;1 vez mf1s frp(:uentP. 

<~.··Jtl."thlccrn c];ir .. 1mc::nlt: q11P L1;:¡ b:tcterin.~~ ll1tt\r~r·ohiílR .~;on, 

tliidn su e] evncl1i inc.idPnl' ld, im¡1orr.ant<~!-1 ;i~ente:1 r:t. í.oló-

y pul111nnarPfl, p(•r.it.011·it._1:1, :-:inittii.ti~· crún·ic;1~ t~lc .. Sin 

11 n1.1PVi\f1 11 t'nfermt.:.!dLtde.~:: <:··I liol.ul ir1mo \11J'.:n1til y la col i-

ti~• psPudomemh1·.-lltO!"Jil~ Pst .i Úl ( in1<.1 P~; ]_;¡ que ocup" ,. f 

pn~scnte t:rnha,jo, Su ;i¡.;enl.l' P!:.ioló,rz,ico, Clo11t1·idium di-

'.:!:~'.::~!'.:'.• pro<luce do.'l pott~nte.'l i.xotoxinilH que, S<',u;Ull in-

las m<1n.if·1·~1tac io1lf!H ,v;1·avefl drd packcjmiento en cuei<t iín1; 

pero Hin duda lo m!t.9 r·rdevanl.f\ dnl cri.cH>, eR q11e el mi--

croor,u;anism<J es un comerrnal habitual del int:e1d"ino humn 



., - ~ 

mr~d·idn di.: aut.ibi/}( icos altc·r.1 not<1h'll!tnPnte t 1 l <~quili-~ ... 

nif.icati\'"O.S q111• :~t· !1.-t or"i,v,in.:1dn 1nu1 Sf'I"it• d{• inve.';t i.l.!íl-

t.¡¡n¡ i.n.\t: iéJ!l Lí1ulu t•!Jdfi·~;('.!tn~; rumo r•xél.~~r·n;t.~~ 1 l;!.'-i me• to 1.lo l n-

1t1h(Jt'íltortr, 1 1u(· ~;e· <~mplr·¡iu r>n c·J d·i<\~nt)~;t.!.co do sJ.n(1ro-

Por· tndo 1u :1nf.Pciunlll}tl.te re11~ritlo, c:·l obj('tJ\~o --

del prt:!i(~nte trahttjo (·s dl~sr1·ibi1· l~\S CílT'llCtPt·Istic;tt~ -

dP una enff!J'l!H~d;\d 11 1111,~vn. 11 ~ de- tnl forint\ r¡ue constituyn 

11na basu i;Ólirla p;ira lo.~rn1· HU comprensión y, con ello, 

Hu control. 
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TI. GENEHALJDADES 

L<J colitis pseudomembrnnona s" rcconoci.é> inicial-­

mente en 18G7 1 pl'ro no rué sino l1asta 1H93 cuando Fi- -

nncy la report(J por pz~·j mera v·l'?. como ttt~ntl-it· i ti.~ ulcera­

t ivn con forrrn:tc.ihn dP mrrnbrnnns par.:c-idas d la;.: q1H1. ítp~ 

recen en 1<1 ilif't1'1·ia 11 (pn·l.r>1'0<'.<dilifi dift.1'ric.i)(llG). 

de loH 50 1 .Y y principios dP los 60'~J demostr¡¡r·on qll<> t'l 

ueo de agenteH nntimicrohinnus t<Jleu como ln tetrncicli 

na y el clorurnfPnicnl se P11conf r;illa11 impl.icadoEJ en e11t.p 

tipo de dai!o (r;). 

D u r· rir1 te 1 11 nli ~""ª dí~ e ad a de los G O ' s , Pro h os k ¡¡ y e ~ 

laborndorc.'i sugirieron que el posibl1~ agente cilusal rf,, 

la colitis pscudomembranosa ern ~~~!:'.~:'."!~::.'.;~:;,~~ '..'.'.:'.::~~~ 1 

basándose Pn cult:i\'o:< y tincio11e;1 oht.cnidni< '' partir dL' 

las evacUQcioHe[i dt~ pncinnt:es aft~Gi o:Hios y, princ._ip¿iJmc~ 

te, en la detección ele' una eutnrotoxina producida por -

dicho p11tó.<1;ono, No ohstonte lo ant"s PsL1blecirlo, ¡il,a:u­

noa invest i¡¡;11dores no se mostraron de acuerdo con la hi 

pótesiH de que ese n1icroorganismo fuer.:. el n¡~ent•: etio­

lógico d1>l p11d!!cimi<•11t.o (:; 1[l() 1 ! J 1J). 

Por 11u parte Smnll 1 a fl.nn los do la r1(>cucla de los 

6o•a, continu6 los estudios roferente9 o Ln rolaci6n -­

existente ont.rr> ol uso de antimi.crobinnos (específica--



sión 'ilcoct·c¡1l r~n h:uuntt~r~_). Los t'f'.c;ult.~\d1J'.-: dt'\ .'iU~; i.nv·(~.s 

t:igncionet:i rno.sti·aron tJlll' ta arJministt·.:\•· :1)::1 d:· do.s.1!..~ qur: 

OSCilabüll !'[)(!'<! 10 y /¡()¡) mg (Ü; linCOllllCillil [H)J' )¡~ de p:; 

so p1·ovocab;i en 1 os ari-ini:1 lt~!1 d:i.nrrea~ ~!norc.:·c ia,. h.ipote~ 

UlÍll y, f:i.11n-lmt1 rttf~, ]a tn!\1•1'1 ~· C'll HU iatt~)"·;;1Jo ij(• ~l ;;, ) -

días <lcHplt{•:--; dt~ HUtnlrtintz·ddn e] nnt.lb.i<~}ticd: ;1.•1imi.smo, 

lu (~V;-:,Juación ldstolÚr;it·;-1 do lus rP!~ioa<~!1 intf!t1tinalns 

afectadas l"P\'l'lÓ un procé·~n inf'ln111.1torio 1:11 e.1 .Ílf.>on, 

cic~·o y colL1n, carrtc Leri:~~a1lo por congt·r:.t itJn Vi.l~~ru.1ar, 

crlcn1n, .infi 1 traci.iin c•;lu.li11· y ruptura dPl rq1it.elio in--

te.stinal ... Sin 1nnbarvo .. L':l t'u1: f·ntn11cef .. <:.~'tos resnltndoB 

c11mcnto~1 ('>, 71¡ ,llll 1 !O), 1 J(;). 

No fu{, sino hatit1, \'l perí.odu comprcnrlido entre loa 

años ele 1977 v 197/l c11dwlü vnri.0:1 r,r11poB de im•eat:igud~ 

res: Ilartlett (9, 1::), Gt'<:>r!J;" (l¡r¡,!¡¡;), L;trson y Price 

(62,63), Ond•'rdo11k {¡li\) v Hifkin (r¡[\), entre otros esta 

blccicron c011 runrl;1nwntn.'-' convincl•11tPt1 P-l papnl Pliolri­

gico de 111111 tox:i.un prnducida por ~!~~~~::~~~~¡~ <~~~~~~~~= 

(micronrgnnismo daocritn por primera vez en 19J5 por -­

Hall y 0'1'ocdP (ílll)). Lüs razones principales que cond~ 

jeron n concl\lir que ln c1llis1111te dirt)cta de la enferme­

dad era una toxina, tuvieron origen en las si¡¡uientes -
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O b [·H~ T"V iH i U i l t.' S : 

l. - F:l padecimiento puPde transfPrirse a íln imc1.l.fif1 ~Hluos~ 

.inyecUindoleB intracecnlmc11t.e t'l cont,,,1ido cP1:aJ dr' 

otros que padecen i11flamaci.ón lw11101·1·úv,icil cit'l. cie.v;o, 

o bi.en fi.] trado:'l r!l' evacllilcionr,t1 d<~ pacientl'" con -

colitis pf50.lldomemhrrtnoi-in .. 

2.- EJ cultivo de l;ls ('\~11cll.:\cio11e.s df•l. aninid1 Pnfnrmo, 

empleando los 1r1edio;1 adect1acloc., produce el dc•::iar-ro-

llo de C.lo:n.1·idi.11rn diífici l<• en ('ilntidadeEi <Jllt' .se -

encuentran en función rlirrecta con L1 sevreridild del 

padecimiento. 

producen una cnf•~rn1edi!cf :id[,nt.ic;\ ;.1 111 que• '"·' ob:;er·-

vn cunndo ne ud111.i.ni.st.r;111 ar1!:.il.Jiót:ico~1 en co11ct'nt:r11-

e iones elevada~ n í111ima.le!1 no inot..:!ulaclos, 1·ncordnn-

do n la vez la colitis psPudomernbrnnosa qiw se ob--

serva en humanos. 

tos citotóxicoa 9obrP difcrcnteH líneas cclulnres: 

modifica ]a permeabilidad de 1;1 1ucmbr11nn celulnr y 

provoca la l i.•Jis d<) la célu] n ( 71¡). 

5.- Los efecto¿¡ de la toxina un diforcntüs cultivos ce-

lularos pueden ser nü11trnllz11doH con la antitoxina 

inducida por la exotoxina de ~!~~~~!~!~~ ~~~~~!!!! 
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(cuya toxi.nn compart.P determinant"s <1ntigbnicils con 

ln toxina de Clostrid i.um d iffid l" ( '.!. 8 , 7 I¡) l ; ns i mi~ 
----------- ---------

mo la inmunil;ación d<' h;rnist.<•rs cun esta antitoxina, 

antes de ser sometidos u la administración de anti-

bióticos previene el desarrollo df' cecitis hemnrrá-

gica en estos ani.mnlf-~!-.l ( 1). 

Estudios posteriores realizndns durante 1980 y 19~. 

han demostrado que no es ~an sólo unn toxina la que to-

mu parte en el desarrollo de lu colitis pscudomembrano-

sn (como inici¡¡lmentc Be ppngaba), sino que iion dos las 

responsables de las manifestaciones clínicas de la en--

fermednd. Las evidencies poro esto conclusión tuvieron 

origen on los trabajo9 realizados por U¡¡rtlett (13) y -

Taylor ( 116, 117), quifmes lo,<r,raron detect:¡¡r que ~~~~~!:!-

~!~~ ~!!f!~!!~ produce una uogundn toxina que tambiin -

tiene efectos citopiiticou sobre cultivos celulares y --

que, cuando se aplica intracnculmente u hamuterR, causo 

daños considerablemente miin neveros q•H' los que provoca 

la primera toxina implicada en el padecimiento, 

a. TAXONOMIA Y MORFOLOGIA. 

a, 1. TAXONOMIA. 

Las bacterias anaerobias incluyen, microorganismos 
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Gram, morfología C<!lular y/o t0Ji;1·ilr1t·L1 ii1 (JX:Íg<•no. 

El microoqi;.-1nismo de1<e1".i to l'Tl •'I prPs<'nt.•· tral¡¡·,.1r, 

se encuent1·¡o cl<1'1if.ic11d.i rn L1 P;i1·t.-· .!~;,J.-, cu¡¡l ost./1 -

ctestinaflil p¡¡r·;¡ b:ici. lo~; y cocn,; rorrn.-idorrR d" rndorspo--

rns 1 que ¿¡ su vnz .'3e agrupan en una fami1 in y cinco gé-

ncroB, a saber; 

Fomilio: Bnrillnceae 

G&neros: l. ilacillus 

II. ~~~~~~~~!~~~~~~~~~ 

III. Clostridium 

IV. Desulfotomacolum 

De acuerdo n lo anterior, puede establecerse que -

la clasificaci6n tnxonbmica del microorganismo en estu-

dio es la si~uientc: 

Familia: Dncillacoao 

G&nero: Clostridium 

Especie: C. difficile 
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,, • ~. NüHFOLOG TA CELlJLAH. 

Al .i¡i;11nl .¡ue los 111.ic1·oor.u;ani>1mos pPrtr.neciente5 n 

'iP b;1c.i lo!~ t~r;tm po:-;J L ivus quP 110 p1~1:se11t.an .i.~rupación -

caract(~l'Í~1t ic<t y mldt'll t1P?'ü:,imad.-un~n,_(~ "titrt· 1 .:1 y J • ¡)Ji 
/ 

dP 11nclio por 'J., l ;1 {J.·
1
1 JJ, tl'~ J ;·1r~~n; .1 ·: 1 ~.l.i L'Xt!'<.'mO!~ .(_1ori r·e­

/ 

dondt·<1clos, fil f!~c·uLan ""'f''ll"~' nv;ilP.'l 1 !J11bt.f.'nll:ÍJ111l<:,;, son 

mrJVllPS dribido i1 J;i Jll'PSl;flCia fi<' flél"Cl.08 l'''l'Ítr:Í.C08 y 

b, CULTIVO. 

b, 1. FUENTES DE AISLAMIENTO. 

El desart·nJ.lo de mDtodos c',pt imorl para lo¡z;rnr el --

cu] ti.vo dP micronr_Q;ttnismo!; <:1naeroh.i.0B, hit perrn:i.tido de-

lils cualü~J s« ptH'tl<.- n1c11pPrar Closlrj•Ji.urn diffícile; 

] dS princ.ip<t] 1~:J .1...~oH: 

(a) ~bteria f<'cat d•• lit mayorÍOJ (9Fl~(,} de 10~1 pacientes 

<¡tH' padr-c•in co.l i f. is p.<i1.,¡1tfomPrnhrnnosa, 

(b) Evac1111cinn•'s do clifr:rrent.es <'Apecie¡¡ 11nimnlel'l sannB 

{g¡¡tos 1 perro~¡, Citballos, vncna, monos, hamaters) 

(20). 

(e) Aren.« :int.r<1h(Jt,pi.t;1l;ir·ia!l (superficie de pia<H1 y p;1-
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t'(ldt:~ d<: 1 as hahi ( itC í onc•.':i) y 0})_1e i.os j 11.11Li.111tldus - -

(colclioneH 1 ropa rlc cdrn:i, (•xc11f<arlo:; y lavabos) <Jlll' 

hiln sir!') ut il i;~ados por pac i.entü~< ;1f<!clilflos; L1m- -

<frl pPrAonal ruÍ•dico que• .1tí.endí! a óstos (/10,l1!,'i7,-

7B,79). 

( rl) Su e lo ( '-' s t i (,re o 1 , lodo , :1r· f' n ;1" ) ( r; 2) • 

(n) Evacuacione.q de ad1llt:os y niños Hanos ('iJ,81,B2,1!2). 

Cabf! seüt1l;tr 11u<~ fiP hnn ~'llcontrndo J'f~S(~rvorios Jl1 

e!lte mic1·oorp;"nisnw en ,,1 tr<1cto ur·of!:t~ni tal de rnuj1•1·p~ 

con eufcrrnn<J;¡dr•,q vt•nórr!as y Pll la orinl\ d0 hombrP.s qu<' 

p<1dcceu llret1 j t. i.s ine11pecífic;1;i¡ esto do11 o J!ll'~ r·l"ill Lu-­

gai· a <llfria t:iene s:ingul¡¡r intl'r¡;s tle.sd!' ot1·n ¡11n1(0 de -

vista diferente <1.1. que ocupa Pl prer;•~nt<' tr;1ha.io, f11Í' -

obtenirlo por· Hafiz (ri1), r¡uinn ;111alizó a 1111 i:otal dP --

1i1B p1~r.'!011;1t;, de L1~1 cual. e~1 1011 eran mujen,é< ron dit'e-·· 

y tricornonia,gü;) y 1¡2 hornbn.'fl cou ur«tr:itif1 inespecíf':i.­

cas. Los resultado~1 r1., c!.lt.c tr¡¡lti\,jo 111twfltr1111 q11e CloH-­

~~!~!~~ ~!!!!~!!~ esti\hil presente en las secrnrioneA v~ 

ginaleR del 72% <fr las rnujernll estudiadatt y t•n el 100% 

de los exudadofl uretrales de los hombre.'! involucrados -

en el estudio. 
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h.2. MEDIOS DE CULTIVO. 

Existen diferentes medios rlc cultivo pura lo~rar -

c1 aislnrniento y c11J.Livo de Clostrirh11m di.f'Cicile; sin 

1~mbar,Q."0 1 ln:-1 <J!H.' }¡;¡n prnpnrcjoni\dc1 ]o~ mr,ío:·<'7~ rr:·s11lla-

dos, Hl~~ún Hafiz ('.)2) qui.en 10~1·c) íti.slnr nl microor~a--

ninmo de rec:i(•n Ht\cjdos, G(•or,1J:<• (!19) qu(~ cnrnpilr<'.'.) ln l!--

t'ecti\'icii1d dP di.rer••11t,.~; lll"~liuE' d•! c11ltivo p;11·¡¡ llegar 

rno fuente de ai.~L1rnicnl:o 11111c:slr;is fecnlcH dr' pacientes 

con colitis p:JPUdomernhrnn0.sn y otros padecjmi t~nLo~ gnR-

trointüstinn1<'s (rliiu-rr:;.1,J cróni c<1s, r•nt:erocol.i t:is necr'.? 

t:izante 1 colii:i H ulcerativ¡,) y Wil:rnn ( 127, 121l) quien -

invüstigó al efecto del taurocolato de sodio en la gar-

rninación rle <•,1pon1.'1 v vi¡¡bi.lirlcHl de formas vegetativas 

(1) Agar clostrtsel reforzado. 

(J) Medio CFA (cicloserina-fructosa-yema de ·11uevo-agnr). 

(4) Medio CCFA (cicloserina-cafoxitina-fructoso-yema do 

huevo-u¡>;ar). 

(r;) Medto 'l'CCFA (taurocolato do sodto-cicloserinarcefo-

xitina-fructosn-ngnr}. 

Debido n ln eeloctividad de sus componentes, los -

medios CFA, CCFA y TCCFA se considernn los m&s apropin-

dos en lo nctunlidnd, yn que su índice do recuperocibn 
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J11•tfi,'4, ~1 i t-if.! f'JlCUP1lt·rn 0Tl rir·opOl'C jÓ11 igU.íll O mnyor de -

l un mi e 1·0.-J r~;t.ln.i ~auo:-;/ :-!. • 

(Pnrci l"'"fl<1rac iéin y cornposi c.i éin dP los medios cte cul ti-

vo consuJ lil!.~ An,~xo I). 

li,:l. CONDICTONES OPTnlAS !\E INCUl3ACION. 

b, 3. 1. TE~lPE!lATTJitA. 

La tcrnperntura 6ptimn df' crecimiento pnrn ~!2~~~!­

dl um difficilP vnrln Pntrf' JOº y 37°c, desnrrollfindose 

acoptublem0nte en el intpr·vnlo de 25° o 45°c. 

b. '.l. 2. TJE1.\PO DE T:\CllBAC TO'í. 

El liPmpo de incubaci6n neccenrio pnrn obtnner un 

desnrrollo sntisfnctorio do Clostridium difficiln es de 

l¡fl hor¡¡s. 

b.J.J. REQIJEHlMENTOS DE OXTCE~O. 

Una ele las c;irnct.Prísticus más importantes del mi-

croorgnnismn en estudio es su incnpacidncl, no s6ln parn 

utilizar rl oxignno, sino para tolPrnrlo¡ por consi-

guiente, sn hace nncesnrio crear condlciones do nnaero-

biosis pnrn logrnr su 6ptimo dH9nrrollo. Ln ntm6sfnra -

necesaria pnra cstoA fines se compone etc una mezcla gn-
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pur SlljHl1)st :1, dr! ut I'íl."' b~1cter.i¿1;4 :1, r-oh in s .. 

t.<· 111 ·e llu , ~·nz 11111\f! t.ilt·~~ CUlilU 

1 il Cil ta 1;,,., pr:;:·ox j <]¡¡ S(\ y SllfH~l'OX l ' ·' -d l Slllll t.i\S,i : f~ !~to 1 . 
1.l !} pc<•s1~n1.: 1" d¡, ,,;.; Í ,e; f'tlO p;,1·mj le .lCllllllllitC.i lin i. n1. r·ac e 

nll~nte re¡\cti\''¡) llamado Stl[lf!rÓxido ((1_,-) que nor·nh1lrnPnte 

11·.~ rf·.t~\11:.1:1 let;1J.Ps. Esto no RUcl.'··~-;.1 en microorgan.ismon 

1•nzitnns. 

La sccuc·nc:in do rL•acc.ioncrn f"'''' destruir P!<tos me-

ti1hol:itns tbxicns es la ~1.ign i.ont e: 

S LlfH't'ÓX i e:.'· -

+ _rl.iyn1_11 t.ií.o'.:'--¡¡o. O 
2 + 

+ 

SlSTEMJ\S 'E"PLEADOS PAH,\ EL Clll,'1'1\'0 '.:'E BACTERIAS ANAEHO-

ll !AS. 

Estudios comparativos han ct1'r.hi~trndo que los sist; 

TIH\!i que Sfl aH'ncionnn a continuacil)n son satisfactor.1.os 

pa1·a '~l culttvo de bacterias anaer,'\hias comúnmcntn oso-



!) -

t. "ind;ts ~1 dit.'erPnLt•t1 pddt)cjmientos: 

.1. ~L:lrra dt? llrlíll!t"ohtü:;i:-; .. 

2. C(1m~1rn ananrobi.n. 

J. Tubos p;i.rat.01·ior; co•1 mer!-io pre-reducido. 

1. .JAHHA UE ANAEIWUJOSIS. 

ExlstPu d.if1~r·ellt:P.13 tipo.•J de• j.'.lrrns pn1·n lo~;r;1r t~·i 

cultivo d(! bí1Cff.•1·i;1::1 ;111t1c1·0/Jid~-i: J•11·ra nn¡1('i-obia dn 1Jr1~ 

wcr, Bai1· 'l\1llo«k, .'fe lnstosli-Fic,]df!s, Torb,•l y G;1s Pnk; 

s:i.n crnb;irp.;o, el prjnciplo quírnico pnra 1;; ('} imi.nac'i.Ón -

dt?l oxí~t~no en todas Pllns '~~, (•l tni.!-lmo; con.si .. lJLt.• Pn h;1M· 

cer reaccionar todo 1~1 ox·í.gr.•no present1: con ül hidrÓ,q_;P­

no que se ha nd.i.c ionado al si!:"' t PfTli), en rn·0s·~ncia de un 

catalizador (p,1.l;1dio) pit1·n fo1·m;)r agun .. 

En J.¡1 nctualiclad lr1 jarra ilflt1(1 1·óbica (l,1!3 Pnk es lri 

lnÚ.9 ns(1dn f~Yl lnH ll1hor·;1for1nn I](' ~1icrobiologí_a, dildit .let 

facilicLid dn ~u ílli1llt?jo; c~,·3tr_~ si.st.Pmt1 no ticnu conPxio-·~ 

ne~ cxtPriore~, pue.'1 no l'l'<JllÍ<~!'(1. bornb¡\~J dP v.:ie.Ío 1 1:;1n-­

qun de p;aH, n:i manómetro: f\tnplP.:1 tnn :H'llo pt1r¡uotP.s d<~s~ 

Chilbles ¡¡;Pnerndor·es do 11:~ y C0'.
2 1 y ll11 Cil (a 1 i Zildnr Cjll<' -

funciona il tf!1t1pPr<1turn <lnihient<' (co11 lo cu;il se Pvit<1 -

la neceuidnd de concx:irin PlÍ•ctri.cn pilril Cil.lcnl'i1r el ca­

talizador como sucede en sistcmn9 lnles como la jurru -

de BrPwed. 

Ln jarra nnaer6bica Gns Pnk est6 constituida osen­

cinlmentc por un recipiente de vidrio cuyn tnpa cierra 
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h ~ · nn /~ t i. e; l llJ Pu t L' ; P n ~u i. ~ l t t: r i o 1· .!.1 e e o 1 o e ;t n l ci s m P r1 i o .ct d ~· 

den· de Ji~ y (()~·: CiJ?'t.ddO 1:n tJrt:t ch• ~:u~3 pt1lllí\S y llll :indl-

cndor illlí·1e1·¿blco (,•,u111ci.l'~11 do ¡¡z:u.1 .jp n11~ti.lí'no, gl11cosa 

r.iot·, sr~ :idic:ioH;111 dl .~: 1 ··~)l'e lU ml d1· ap:1L· d1•f;t.:i1nd~1 y .... 

!'iP cnl.OCil l;i ittpd tli·I f'l:cipiPHLf.'> <Jll'-~ ít su \"t'Z c.:.onf.ieJH~ 

f.~l cnlaliz;l<ior (bu·l i l.u~; dr> ;,1úmin;1 -A·1:~0~1 - c11bi.nrt;\s -­

corl pr • .1."ldio) (~rt lltl<i c.-lmt1;·;t r~s¡11 1 c·inL .. 

IJ idrÓgt'flO: 

c
1

11r:O(COOH) ~ 
• J ' 

ñci. cítrico 

+ 

+ 

c-ilr;1io d0 
tJod io 

Po8Leriorm<'nt0, l!l hidrógeno renc-ciona con el oxi-

geno forrnúndosf~ a~na, produc iéndotif.! rJe e~ta manr~ra una 

atmósfera anaerobia (libre dr o
2
): 

+ 

Cunn<lo ae hu conseguido este ambiente, el agua se 

condensa nparnciendo una nPbl111a viflible en lna paredes 

del recipientn y habr5 asimismo un cambio grndunl en In 
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coloracirH1 dP ln soluci<)n in.J icador;:i, ck n<,ul a incolo-

1·a. 

2, CAMARA ANA~ROBIA. 

}~ste 1i,i:;tem;i emplt•a c(1m111·<1s f;:ibricadaB con pliísti­

co claro {fiyx:ib]P o rfgido) provistnB de 11na compuerta 

de entrndn, pc1ra J.it transf•'rfn1cia d•' mntf~1-i<dPB cl1•nlro 

y fuera, y KttnntP!.i parn mnn i pul.1r dentro {}1: r.:l l.1~1; ;idc-

mírn, contiE'1W todo Pl equipo necesario ( inc l uye11do incu 

bndora) ¡1í11·n llevnr n cnbo li1!1 t.6c11J.cnt1 mi.crr>l>iolb~·icaB 

convencionnleR y lograr el aislamiento e idPnlificaci6n 

de hacterins ana~robins en un nmbiente tot<1lmente libre 

de oxí.geno. 

Cornerc.ia l.rncnte tH~ vendt:n f~?l dos Lamn.i'ins: J.;\ cam;tra 

tipo A que Liene una bolRa de l()'i crn ele ;1ncl10 por ll1 cm 

de largo y -10~?. cm df-~ nltn con un pnr de m;111:.::;·~s y p;uan-­

tes 1 y la ciu11;1rn t,i,pr> lJ qtH' consta dn lllli! bolsa grand•" 

de 21J cm de ancho por /lo cm de largo y 10'.2 cm d<' ¡11.tu-

Para s11 uso, las cf1maras ne llenan con una mezcln 

gaseosa compllC[l ta por 10% de f!
2

, 'j 11 107(. de C();,l y /lQ a 

857~ de N
2

; <>1 oxI¡i;eno l'<'lll<llwnti~ o 1~1 quo pur!inr;1 i.nl:ro­

ducirs<.! Pll f··t ~iritf~mn sP e1i1wina por la nr:cil1n catíllizn 

do1·11 d•"l paladio. La h11mcdad relativa d1•ntro dr, P11to1i -

dispositivos debe mantenerse en 70 y 8s%; si ~stn exce­

de los valor<•ii perm.ilidos S•! dü1minllyf! mocliante el u.<10 
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de 11n ,u;•~l r!PsPc;1nre (i'ixirlo de silicio). No ohstantr> la 

efectividad de estas ci1111ar·<1s, rt·~rnlta costosa su adqui­

sición. 

J. runos GJH,\l'(JHJOS coc; ~!í:IJJO !'l<E-HELllJCllJ1J. 

En esh' súitt·m;1 st• ntiliziln mcdioH d(e cultivo pre­

reducidos r¡uc "" pr<'p;n·,,n en tubos con tapón df' hule y 

atm6sfcrn 0xe11t;, rJr! oxigt!rlo~ Al rt1crJio, ger1f~r·;tlme11te ~6-

lido1 se le adi.cí.rrn;1 un ;1p;0nle reductor (L-cist:e.ína HCl) 

nntes de et-Jterilizucso, parn ayudar n rnantr:ner un bajo 

pot encLll dr· óx i do-r,,ducc i ó11 y preYt'll ir camb ioN nxidilt i 

vos dent1·0 d·•l sistema. Unil vez eHt:eril.iZ;!do l~l 1u<>dio 1 

se us,1 un rod 1 l l_n gira torio pur1t formnr una delg,1dc1 ca-

pil rle ~1gar subrP 1.:i supel'i'ic.i(: inten1a del tubo, queda:: 

do con esto lis to pilra !Jl'l' .inoculado. El medio fH' llliill-·· 

t icn[~ librf~ dP o:x 1. ~u~no duran 1: (~ J.n i no cu lílc i ón, ya st1 a -

porque és la sP reil 1 ice con n¡¿ujil a travós ckl tap,)n ( i.~ 

permeable nl ox.í.¡;r•r10) o bi<'n, por p.1.q;1je de un11 r:nrrí!'i:; 

te suavt::~ dP ,~t1~• 1 i hrP dr~ oxí ,q;eno hac i.a el tubo por· 1J11•-­

dio de una ciínula '""tóril; d<' e~ite modo carla tubo posoe 

una at111Ósf.,1·n nn¡¡<.•robia propia, pudtlmrlo con Pl lo incu­

barSf! P.n conriicion 1;f-i E~~t:1nd;:1r y ger ob~1(~rvr1do en cua]--

quier momento !1ir1 l;:, exposición indPaeabl" de los anae­

robios al. oxÍ¡i;euo utmosférico, Esto 11istoma presenta L1 

rlcsvcntnja dP rnquerir equipo ei.¡;ecial poco accesible. 
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L,1.l; p1·incit1,¡l1~~' e;11·;1ct.r·r·í:-:tic;i_q mnrfol(,t~ica~1 dn _ .... 

l;i~~ co.!r1nit1,l~ 1·11 ln:• mPdio.•_:; de c11lti\'O r1nt.es mnncionndofl, 

¡11·1·Vt(1s l;;H llut-il::. dt· inculJilcil>n, si· descrJlH_1 n a co11tin11n 

e i ón: 

<>ELOSA SA3íiHE. 

Colon j aR IS t' i .(: {1 e r~n H 1 e i re.u la r1~ s dr~ nprr)x i.m11dnmr:n te_ 

l¿. 5 mnr d<~ rliúmc- tro, borcl<:s <\n t:t~1~0:-), poco convf.•xc1~•, con 

.sup1.•1·f.icic sin bri l Lo, no h!·mnl í.ticns y q1.11! pr<'SL'Jlt<lll -

c.iet·t.;1 i'l 11ort~:~i""'t•ric i !l a111,1r i"l 1 o vr·1·dosa o V{ 1 rde p[1l ido --

AGAR CLOST!HSl·:L llEI OHZADO. 

L«~' C:('Jl<IS <i<' (.:~'.2~~~~~~~11_1 ~~~~·~~~~~ q11e o<'snrTollan 

nn f~td:c 111Pd111 prodtJc(:n cnlonit1!:; g-ri.~1f1ce;1s qu0 miden c1-·­

proxi.mad;1rn<~llt•' 1·ntr") :.· ·> mtn de dii1m<'t.1·0, d(: bo1·cle.<J -­

que puPd1•n i 1· el•' mi·l Lulo!< il r·11tPro.~, pli1n;1~J y di' super-

MEDlOS CFA, cu: A i' TCCVA. 

Colon i.;1.~ e i 1'c11l <trPR c!P ct'>1 nr amar i.1 ln que miden n­

proximarl;im1!11( p 7.r; mm de diiímntro, (fp l>orrtcs li,11,·Prmnen-

t<! fi.lamenlo!H>;i;, t·on i!pariPttcic:i l:r·an!"llÚcida, supPrficic 

lisa y lig<.~r<1mt•nte urnbiJ:ictida.q¡ Hf~ oh~H~rva Hrlr!niií~J quo -

di cha.'! colon i.a" el e flp i.d ''11 una e :i <'r ta f l uoreiic<!nc: .iit 11rnari 

11.o oro (princip<llnwnte 1~11 el medio 1'CCFA) qu" pen1iste 
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t~n1te Httbt'i1Yl1r qu<' t'Xistl· una i1Jt.,r.-1riúu e11 \ 1 ·1 t:olor o-

ri¡;in;1i dPl nwdio 1 d!'l1i_,¡,, "<JUl' ]<1 pr·<•s<'n1 i.1 d1• c:i<•1·tos 

productos m1•Lti1'11.L<.:t>s in1·11·1111·nt.1 .,¡¡di dr· Í·~d,· 1 pr·ovo-­

cnndo c!·I ,~11·n d1-~l i1Hljc;tdE11· q111· cnnti(:tll' (ro,j1) nPuLro) ¡ 

P.f camtdo t!!~ d<' n<it';\I1j;', .i .1tn;1r· i l !11 y si! ob~•<'t'Vii <'1proxi-

1T1íldc1mente ~~ .-1 J n11n ;1.1r·1·rlc··lnr d(• ·¡d coluTJl;-1 dP.'1<\f't'of ir1d¡1 

Se ha obsnrvatfo (l¡'l) <ftll' J;¡ cic.lo.<J"t'illil y cef'oxi.t.i. 

na (antibiót.ico11 cont<•n:ido-'3 ·~n Jno; (1·P~• mc·rf i.o.'l cte. cuft.j 

vo) provocan uni:i a.lter;1('i/'n1 ,··n lil 11101·Jolo~·:Í<t ct~l_uJar --

corrPspondil'nl.r!H íl .111t1 (:o:lo11i¡1!1 d1 1 .stlr1·ol.líl<lílS 0.H P] me ..... 

dio CFA se til:HH'l'\'<t un '1lllllPni'o •'n L1 ·1ongit11d "" Lt cf:lu 

la br1ct.c1·iana y una di!~fTli.nttcii)n e11 t:i1 nl"1rnero 1lt• P~iporí\P. 9 

<Dl e ompilríl e i ón a ln ma 11 l. f (' .s l;td o en ln t-i p rrq1n.1·,\ e i orH~ .~J f•.­

f e ct unr!nt< a pnrtir de cultivos obt:Pn.idos "ll F:"los;1 !iilll-

En cuanto ,,¡_ rncd io CCri\, Jos eólrnhi on sufr·.irto'J en -

ln morfología ~oluJn1· t1on aún ntilyore.9: la elon.o~ación -­

dr~l baci1o 0s todav.ía m/1s marcada y tH~ obfterVi\ un núme­

ro mucho tn(~nor dP t~~~pora::1,. ~~;in t~mb,11·JJ;o, ~i. .':3P r'Cítlizcirt 

pnRfHl sucr,sivns en ¡¡;clo,1;1 sa11¡¡;rn ln morfolo¡¡;ía celular 

vuclvn a 11cr la ckscrit:11 nnicri.ormP11te. 

Por otra Jlitrtr, inve~ti~;tci<111es rnci_(?nt(!R l1an sefin 
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f11do IJUP l.;1 pr~·:..:(\ucid de: l.:iur·ncoldlo dP snd·in Pn t-.l mP-

,¡Jo TCCI·':\ 1'ii\'Or"Cf' dlllfll i.::t1TJPn1 e> 1'1 p1·oceso .~P1·rnin,1tivo -

Jé1r111entP ÚtiJ t•11 t'"I .1if~lltnJir-11L11 riel microor,1.1,:111isrno a 

fJ\\t'tir dl~ ~1quf' 1.1;1: ... m1u.·~1t.1'.1:-J 1'Pc11li..1.'" 1·n d1Hldf~, por no 

el nÚnH~ro d(' fnr111¿1!-:; Ví'.~Ptr1tiv<1~_; viilbl<•s. En li.-1.~fl n t~s--

iílS evjdpncins y Lom.1ndo (~n cott~1·id1.'r·nc.i<~1n qllt"', en si tlH\ 

e iones 11onn<1 I "~i ·1;1s ·"·t1P:i h.i l.i:irP:..: qllf' no :i;on ttbsorbj--

das en el ÍIPon (parti' f<'rmin;.1i dPl intr>~•ti110 d<>lp;cido) 

9011 mc~tabol..i.z¿1d,·1s por· ,1 l.~11110.Y mi~·mbr·o.'i df• li1 CJora in--

en un rnornt·nto d;1rlr>, 11n mee<tn·ismP n;1ttlf't1l qut~ contribuyn 

a impndi1· ];i colo11i,-.;ici{1n dPl int1>.'1lino por Clnstridimll 

rhft'ic:i.le (t:~7,1:~1l). 

A s .i m i ~· m o , .'• P ha d t~ t (~ c. t ad o q u 0 4_1 l tt :~o d P l i s o z i m a -

ori.~ina 1111 incr·,~rnPnt·o f•n ni. pr'P1."P.~o di! conversic)n espo-

ril-forma ve¡¡;eli11:jvil (8l); por c1n1siguie11t", la ndición 

df' i~stP rnmron•.'ntP a los mndinE• d(' c11lt:lvo cornu CF¡\ y 

CCFA lo.<i h0b.ilit:1 como 10;1 111(1,; apr0pii1dos pnr·a lograr 

aislar al rnicroor11:iJni smo " pnt't i 1· d•' anih.i<'nlc3 ho.<ipi t.;1-

lario!i Pn tlondP ~1'~ 011ct1t'nt,ra pr·incip.ilmentc 0n forrnn (~~ 

por·ulnda. Cnbe dr~Htítcnr gue relacionndo con fll gé'nero -



UH~tll<.' fOl'111éDrdo ll!l :·~Pdi.mc•nt1) dt• t Lpo ,v;l.dlll<·t,11·; 1oH m!l~l ... 

cnrebn> co1·;i,_c'rn (11!<!) y !!,l<tco:-;;i r:nrnc· co<:i·l-< ('l,110). 

b.'i. PHIJELIAS IN\'llll:CHAllA~; irn L\ Tllf.NTIFIC..~CION DE C1os-

tri<li.11m difrici.1<>. 

d~ cultivo ~·-·1Pct·1vo;-; 11yud;1 n l'l''<1ljz11r trnn i~IPntifJcn--

Ulli\ sPrir· dP p1·u1_~b,•,:.: hioqnímie.is .. A continun.ción se pr~ 

sPnt<ln tablas ,··11 dnn1l(• !-1e indic:.:in "tofl cornpnt t:1.miPntoa -

t 1·id i.um: 
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1.i. l•. FUNDi\~1EN1'0S flE LA~~ PH 1 :¡;¡¡,\,'; fl 1 OQUTM fCAS EMPLEADAS -

EN LA IDE'.'<TIFJCAClnN fll' CJ,,st1'.iditm1 dift'icilr~. 

b.fí.1. FEl~~!ENl'ACJO'l DE Ci\HHOl!lfi[IATOS. 

Et>ti\ J1l't1<:h.1 111;1nii'i<'c1L:1 l<t c,'1p:icichd dC' lo.'l mi.croot' 

cjfiC'o cnn lti ('¡Jn~;1~~11ie111.P prodUct:i/>n d(' 1)c.ido(s) n - -

la fermentnci.Ún de Ci1rbohid1'illn~1, iil .i¡;11al q1w lo•J pro-

grupos microbidtlo!; dr-pendiendn di· lon .~LstPm,n·1 (~nzimílt.i 

clP cnrboh i dra tos qu" pll,'cÍ<'n .'H't'Vi l' corno ;;us tre1 t oH ri;r--

menta ble"' incluye po 'l i "' ;1 e:, r id ns ( ;i lmülfin, e el 111 os a) 1 

trisac/'\r1doFJ {rafinc1~1.:t), di.s:act,1·icio~J ( ·inctosa, tualto~:'í\, 

fl'\l:aro!i;a), azúc.·¡1'(~~-ilc idor~ ({tcido y;lucóuico, p:lueuróni-

e o ) , p o 1 i. h i rl ro x i <1 l e oh o 1 n ¿; ( d 11 l e i t o .l , man i to l , g o t' h .i ( o l) 

y monosacárldo!l (p;luco~1;l, fructot~n, ~alé,ctoHn 1 arabino-

sn, xilo.cin, rjbo~1il); ít!-{imismot Jn~ p1·ot111cLo~l finc\lr~R e:! 

pren<len lon ~ciclos ac6tico, lActlco, f~rmico, propi6ni-

co, Rllc.clni.co, acctoacético, hntírico P hidroxi.hutírico 1 

et::inol, butanol 1 iHOp!'OpilllOl, butanodlo] 1 C0
2 

y 11
2

• 



¡;· 
-· .... ¡ 

e o r b oh id r· a t ns 

( d Í.Sil cnr idos, tr j, ''"ciÍri dos, pn l i sacúridos) 

i 
C(,!112.0(i 

¡;lucos;1 l H11ta Ernbdf'll-M!'Yf'rhof-Parn;u; 

CIJ,JCOCOOH 

>1oocc11
2 

c11
2 
coo11 11~~ f "'''¡¡c() _____ T __ ,l CH {Jto1rcoo11 

(1 e • su e e .Í ni e o ..i--.J j ¡ -P. it e • l i1 et i e o 

i (',,'):'. 1 1 Cll.,Clf,,COO!f + _ 
, -

,'1c. pro¡dó--

1 

nico 
-~---lJ.. fic. ac{!-

tico 

+ l!COO!! 

/le. fór-· 
rn i e o 

1 
'I' 

co:, + Ji 

C.l!fOCHOIJCl!J + CO.., ·~__J 
;:cet·i lmPt.i l­
e ilrli i.no l 

~ 
c.¡¡ ,

1
CHOHC!llJf!C11, 

) ) 
:o , ·¡ _ b 11t:i1 e ti)-': l i e o l 

( IJ IJ t il Jl <Hl i O J) 

Cl!,JCOCJJJ + C0
2 

ncetona 

~ 
Cil{JIO!ICJIJ 

"tcnl1nl i.so­
p1·opÍ lico 
( ii<opropanol) 

~-----> CH3CHO + co2 

ncet11Jd¡\hÍdo 

Cll/.C!Oll ... 

¡ 
Cll{llzO!! 

nlcl)hol etílico 
( "t.mol) 

ilc. acético 

Cll J CHOl!C !! 
2 

COOH 

Íl:· .~ .. hidroxibu­
t ll'lCO 

CH J Cll 2 CH 2 COOf! 

ne. butírico 

i 
CH J Cll

2
Cll 2 C11 :.!01 ! 

nlcohol butll.i­
co 

(butano!) 



La fPrmPnlllción p111_1 d(' detPct.ar!:\(~ f;Jci lrnentn J?J(!di.:1~ 

te rd empleo de medio~ rlu c11ltivc1 liq11ido". e• "Ólirlos a-

Cl.lüntre f'Tl tUl'llO) y dP llll ind iCíldOI' ftc idu-1'.1.-ir• .. f}¡~ f•~t.i\ 

o e u r r ·j 1 · /l un a '~ 1 t (~ r a e i t} n e .s p Pe 1 f i l~; \ t' n t' .1 e n l o l · o r j g L n n 1 

fin;tlcs dci1 proceso .. Los indicc:uJnr·p:-; rn/1!; crnple~1dos con 

esta finillidad y !'!!Is rf'specti.vos comportnndentos sf~ ci-

tan en J;1 T,1bla 2. 1¡. 

Entn• lo;i carbol1idraton ferm('lltitdori por ~~~~~~~- -

dium d:iffjcile (T;11JJ,1 '.~.·3), exi~1l•' ttllo f'll pa1·t icul_¡u· --· 

qu{~, segú11 1n1 e.:; t:ud tu t"'-'ii 1 izado pn1~ N\lktinHlr(! ~: colnbor·•l 

dore!< (1311) 1 su dep;rad,1ciéin se Pnc11('nt.1·;¡ ttlll)' rel.1cionadn 

con la toxi~t(1 ni.ci.dad d1:l mi croorp;dn"i ~mo; dicho i ritbil,JO 

üstabl(~C<.' qui· la cu.in~idencia t'ntr·e 1d!-> cí1 JLl!.l capace~ -

de fermentar el sorbtlol y la capacidud para 0lnborar -

toxinas os del 85% (Tabla 2.5). 
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Tabla 2.~.- Cnrncteristicns de los indicndore~ 

usndos en los medios do cultivo. 

---------y:--------¡-----1-----¡-----r---¡ 
íNOlCAWHí 1 ! ' ¡' pH i 1 1 ¡_ ___________________ _¡_ ____________________ __,____ ___________________ _ 

y }{¡\\"(;(> 1 '; ; ¡; 7 /.~ 1 
-------------!---:-- ·----- -----.-------~----------¡·---------------

Rojo d(: !fl('_¡ 1 l/ di , 1: 

tilo 

1

, 1 • 

' 1 
1
1.

1
1 - 6.0 i-ojb---, - ;im;n-jll 1 
----------¡---:----'---¡-- ,------- -------< 

: :1 1 1 

Púrpur .. ·ic' 1 1 / 
• j t 1 

!Jromocrr'.'h'li: ! r--L----~/ 

Azul d.-, -- ~ brornot1mol 

, -~-. · l ·----"f "':~'2.'.'. ,-=--=-'=J_,.r,, 
Rojo de f r 1 /

1 

\ 

nol 
1 ' 1 --

1 6. B - f). I; 
1
1 l am.i1 r i l Jo l 1 - ---]I¡------¡------r----·-

l 1 ' • 

::!i" _ ":'.:~ L __ L~ -· ---~1m_a_r_1_1_1_"_ 
r 
: In medio grmeralmente 11c- ajnstn n es"l:o pH. 
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Tnbla 2,5.- Relnci6n ontre ln fcrmentoci6n de 

sorbitol y In toxigcnicidnd de 

Clostridium difficile. 

b.6.2. PRODUCCION DE INDOL. 

El principio de estn prucbn rndica en la cnpacidod 

que poaccn s6lo ciertos grupos bacterianoR para produ--

cir indol n pnrtir de triptofnno, n trav~s de la tript~ 

fanasa; esta enzima cntnliza ln desaminaci6n del tript~ 

fano deslignndo y descomponiendo ~nicnmante ln cadena -

lateral de ln mol6culn del nmino6cido; de esta manera, 

el anillo orom5tico queda intacto: 

WCil2 -Tll-COOH 

NH
2 

' 

H 

Triptofano 
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El indol fcir·m;1<lo se det.!":L1 haciendo r·1•acciorwr es 

to prod11ctn con N,N-dimf'til<1mino!H'nzaldoh.Ído en rneclio -

úcido; f~l I'(~Hult<tdt) dP P!;tn cornhin<1C'iÓn es la formi\ci.Ón 

de un compl<'jo de color r·ojo que pPrmito 1n v.i.~u1d.izn--

ci<)n dir'<·c(.1 clu la utilizncihn del tl'.iptofnno por el m~ 

croorµ;ani.srno f.~Il ef!tudio. Ln rPacción qur: .("H~ f'fcct:úa t!n 

la delf'ccirlll del indol 1 ~ie ind.ica a cont inunción: 

+ 

Indol N,N-dimc-­
tilamino-­
bcnz11ld1~hí 
do -

Complejo de color 
rojo 

Los medios de cultivo apropiados para detectar la 

producci6n de indol dcber~n estar adicionados de pepto-

na!l que contengan una elevarla concentraci6n de triptof~ 

no, (como lo son Al medio SJM o el caldo triptofnno) y 

carecnr de glucosa, ya que nl parecer, bsto inhibe ln -

producci6n de indol. 

b.6.J. PHODUCCION DE 11
2

5 (SULFURO DE HIDHOGENO). 

En la pruebo de produccibn do H
2

S, ne investiga la 

cupncidnd de nlgunna especiea bncterianns pnrn liberar, 

en formo de sulfuro (s=), el azufre presente en ciertos 



'ji.) ., 

,_¡¡ ... II,,~; n JJttrt i.r de COnlp!f;·~{t 1:; :JJ .• ~./111.lcos qu•.' coJ!lt i t:nf'll -

itzllf1·<~ 1 .9e dPbe 11 l<i :1cc-iún ¡fe• };1 '-'llzin1a ci~Jl.t!Ína-de- -

ci.<it1~Ít1H presr·Hle PTl ];1~1 pPptoJl<:\.r; qu'! comtÍnment.(! ::ie r!d:i 

e tonan t1 lo.e: l!lf'><fin~ d(• cul1 i\~o dpt·opi~tdo~1 par•1 üstc' 

como sigue: 

CH
2

-SH 

1 

CH-Nll,., 
1 ~ 

COO!i 

cistelna 

+ 

, , CH 
ciste1:na- I J 
de ~1!.l.U.u..s!r .. 11 s ª-t>- e=<) 

1 
COO!! 

+ NI! 

líe. pirúvico 

J + 

Por otro ludo, entre lus fuentes inorglínicus de --

nzufre que con el rninmo fin ne adicionan " los medios -

de cultivo, se cncur,ntra el tionulfnto d" soclio (Na
2
s

2
o

1
); 

so supon1• que la producción de f!,/i n partii· de oste com 
.:. 

puet4tO S(~ dclJr. n lln rnt•cnn.if"ílno di.fereut.<.~ dl. qlH· fH: poBt~ 

tiosulfato (s
2
o

3
""), .,,, reLluci.do ¡1 frnlfuro (S

00
) por nc-­

ci6n de una tiosulfoto reductnsa en presencia de un - -

agente reductor que nclÚil co111u donador rlr~ electrones: 

t io:c<ul fato 

+ 
reduc taclit . 

-- --- -·- - --· =---->,>- so J + 



L¡1 dt•t1~cción del ll
11

S, \'it ~.iPc'.1 que se haya obtenido 

¡¡partir dt• cnrup11Pstos nr',<!/1nico~ o ifl.l)t·.~.:'1nicon, ~(:Jo--

11~!"'4 cnmn, (;u"lf.110 ff•rr·n~•o, <111lf:1to dP hi<!T't'O y ,-irnonio, 

í1cPtnt:0 rl1· p"fnmn~ ~~11Jfif.o df' bi~0111lc} y cit.r..-1to dr~ llic--

r·ro y ¡¡mnnio; dt>. 1·:·;~.i llldJH.•ra f-'lP. to1·111~1H 1fi.<l fl1tlf'uror.i co ... 

tarlos .insolulJlP~1 C<)lor lJ('_i{,J"O), p1•1·mitc· 1.n ~)f~Jlt' i_ ll rl y r.:1 
. -

¡ddn i.dentit'icaciln1 dn mi.c.roorganisrno~ productc,rPE-1 de -

fl., s. 

+ lFc.·',...'+ 

Ph2+ 

n . '!+ 
"l 

(precipiturlos ne-......... PbS~ ~r~o8 insolubles) 

Entrt~ ln~ m<!dins de cul t..ivn qu11 corn1Ínment.o se em--

plt~;1n pari"t i11v1~stip;;tr e.9t.it prop'i.0d.:-uI, ~Jt: encuf!ntran los 

lit.r;d:o, ;ig;ir· "'' hiP1To .v "liHina, "·~"r de hierro de Kli 

glí•r 1 ng;ir de h i <'!To y tr ipl" ;i1,lic<1r y m0d-Lo SIM. 

b. 6. l¡. PHOIJllCC ION DE TJHE/\S/\. 

Est.-1 JH'll"ha ,9., f11ndamer1t¡1 en L1 cnpacidarl que tic-

nPn cil!rtos ¡.;rnpo!l lrncter·iilnos d<• hidrolizilr la urea --

poi· acciéin ele L1 enzima ureaB1.1, de acuerdo con la ai- -

,u; 11 i (~ n te r Pile e 'i ó n: 



- )2 -

Nll,,.;.C~NH,, + 
'-: 11' ~ 

o 
pH 6.8 pi! 11. l 

El ;1moníaco re~ntltantP rlf, la hidrólisis re<1ccionil 

en solución pa1·a formar como producto fina l. cnrliorw to -

de amonio; es t0 úU.irno orig.iniJr!i qut> la mezclil df' rP1.1c-

c.ión ¡;(, lonH ,1JcnJ.i na incri~ment&ndosc el pl! do 6.ll 11 -

I]. 1 • 

Lil detección de microorgnnismoe productores dP 

cultivo, yo SDilll sólidos o llquidos (agar urea, caldo -

urP.n), qut~ Ct)ntPn,1;11n n.1 sust._rilt:o (uren) y cuyo indi.ca--

dor 6c:ido-ba.qp 0xlli.bn unéi var·inc i_Ón Pnpecífica cf1~ntro -

del ran,P;o mPncionndo; usu1tlmentP se ernp.loa rojo dí.~ f,~--

nol, dado que \"irn de narcm.1;1 (pllc:6.B) 11 rojo int·en;;o o 

liln (pl!=íl.1). 

h.6.5. LICUEFACCION DE GELATINA. 

Ln licuef<1cc:ió11 de In p;elat.ina "ª una prueba que -

permite detectn1· la octividild prntcoliticn de las bncte 

rlns. Esta propiPdad est6 determinada por ln cnpncidnd 

11<'1 microorp;ani;;mo en e11tudio para prorltlc:ir protP./l~lil!lj 

C'l cntnholitimo d•~ ln p;elntina por P.Bt.as enzimas et< 1111 •• 

procc~o que ae efcct6a en dos etnpns y flll producto fi--

nnl es una mezrln de amino5cidos: 



,<i; e 1nt.i11:1 l'.1~-'~!-''.'..'...12.''..::.,,.. po] ip óp t id os 
( prnt.c• í na) 

Ji:.';t.e prncH~:iiJ ~-;e lo.~n·c:l d(~tectí)r 1t1<'di;1ntr: la observn 

ciún d•,; Li li.c1ud'c1rciún rlt•l mrerlio d<• cul(ivo r¡u<e conti'.;'. 

nt~ Pl su.st1·\1to prol1~íco ;1n.i Pf>Z tr·:1nscu1·ridn í~l tit!mpo 

íl p t'Op iíHiO de j ru:: UfJd l.: ·L c~JJl .. 

b.(i.G. HEDllCCION IJJ·: NrI'lli\'l'OS (N0
0 

•• }. 

) 

Lt1 r·Pd11cci/,n rle nitr;1l:o,q eH Ulli.\ p1·opiedad que !ln -

por tnf~d.iaci.c)n dt! ln t~n:-~'i.11111 ni.t:rato-rPducLi\!lilí 11\ rene--· 

2e + 21(~-

n 1 r. r·n t 0-

_X..<:'.<11_1.s: __ r __ ~t~;_,_1~. NO -
:2 + 

La prPHenc in d1· !I i Lr:i to!J (NO.,-) ••n ü l. !TIP<l io de cul 

tlvo so <lr>tect:.:-\ rnr~di.t1tlft 1 Jn ndi.c·i{1u dP /:C'·i.do Slt.lfílnili-

coy o(-nafti.lnm:in<1; <'11 r;f;!c c11.'H> 1 ioR n.itr'i.tof1 y el¡;_ 

e i.do sulfanil len rí:;1ccint1an formftndo~~e unrt !tfl l í\C di azo 

nio que, a su vez, Ht.• combina eon o<_-naftilamina pro<lu-

ciendo 1111 azocompuesto d<' color rojo de acuerdo con las 

!1igtti<~llt'Jfl rea.ce] ones: 



NH,, 

t1 N0
2 

fl+ + + 

y 
ác. 

ó + 

so
3

11 

úc. sulfan1-
lico diazoa­
do 

so
3
H 

sulfanílico 

~-naft ilamina 

,.. 
¡.r + 
l·2 f ~ 'l + tt

2
o 

~ so
3
H 

ác. sulfaníli 
co diazondo 

p-sulfobenccneazo­
naft ilamina (azo -
compuesto color ro 
jo) 

En algunos casos suelen obtenerse resultados ful--

sos negativos debido a quo Dl microo~gnnismo en estudio 

roducc el NOJ - a otroli productog CO!!lG rm:1 • N2' NO o N20 

no existiendo entonces No
2

- que reaccione con el 6cido 
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1,:in 1.·llo lllL1 11~;1cc1é)n n<·.::n11."'::t ''t•1·d;}r)('r<l, 

,-,; ;1;Jicií>ll,~r¡,~ ii•· l,J .. !',·:: 1if· 1,:·~!(JF 11 \)1•r11Jrn.in;1•J·• 1:;~.1~l<1-nitr<1to~ 

h.{J./., PIWDfJCCTO': !J!: !<C'.r;Jlll'!E!JLUdWl.NOL (ACFTOTNA). 

(PHUEl\,\ ilF VO(~i':S i'Hlk;LA\il:I() 

t.()f:\ si• 1!HCUP11t.1·.-1 l.-1 l.111t;lnodié1lic;1 1 PJl J,;1 cual Sr' forma 

:2,J-but.ilnodio1 ;¡. pilrlit· df• g.lucos;1 1 conforme a lns si--

,Q;uinntcn r·eacci.0n~s: 

glucosa 
1 

i 
't'f 

2 CH,
3 
C?COO!i 

• 1., 

; ·--·-~~co :: 
\' 

[1c. pirúvico 

'"e. <·<-a ce(: o lúe tic o 

ncctilmetilcnrbinol 
(acetoínu) 

2 1 J-butanorl:iol 

Con frecuencia a nst.e tipo d" fermnntnc1ón también 

se 1.f~ ctenominn ac(~to Ínicn, debido a quo !:H~ ha encontrc:l-

do que ln formación rlP ncct.o.ina (acetilrnctilcnr·binol) y 



e i ón; 

Cl!,
1 
CllO!·ICOClí. 

' l 

rr·rl tlc e : ·iJ t 

(díi,Cf~tí·~-re·d1t1.'t1u·.,;l) 
~;_;~::::-::::::·: .. ···- ... :::~ :::l':: C1i J ( ClfOH) 

2 
Cl!'J 

OXldr1C 1 ,_'1;-! 

ncetilmetilcnrbi (2,J-huLnnodiol-<leH- ~~. )-1Jutanodiol 
no.I hidrogen;wa ~' 

Pnrn detnctar ,,Btr• procc~no gcncrnlmentc se ernpl.cEt 

la prueba de Vogcs Pr·oskauer, que se hnsa en poner de -

m:.ulific.'Jto nl prectll'.'IOr del 2,J-hutnnodiol: el acctilm~ 

tilcarbinol; lil ir.lentifi.cnción dp 1'ste ¡,rnrlucto sr' lo--

gra mediante la adiciént d" hidróxido dr! potasio (KOH) y 

º'· -naftol :tl /ll(!d:io ele pn1chn (comúnment" Cil Ido MH/VP), 

Lit rirc!ienc:i.a del KO!! y ·><:-naftol implic;:t l<1 conv·ersi0n -

rl1~·t ncet.iJ.rnr:t:i.J~.:;~1·b.inoJ a r!it"\1"'1..•t i Jo 1 por tL~;i.d~cl.ón ·~_, .. 

¡;¡¡ el mndio de cu:lti''" p<1ra fonna!' un complejo rosa <) -

r·ojizo. Las rt!Etccioncs involttcrncJns ~n la <Jctecci611 del 

acetilmeti.lcarbinol !lOn las siguic11tc¡1: 

011 
1 

CH -C -
J 1 

JI 

o 
11 
C-.Cll J 

o,, 
--·~ 

KOI! 

acetilmctilcnrhinol dincetilo 

o o 
1: 11 

CH -C-C-Cli 
J .1 

(l:i.nc('t llo 

+ 

/1';112 

e' :: NH 

'"-Nll-R 

_.:::_:;_:::rJaf_tg_l.¡,. complejo -
Posa o ro­
j :i.Zo 

núcleo gua­
nid ino 



: .. ii. PHODtiCCJO\i fJE LECJ l'lNASI\. 

Est;1 prt.lí!boi st' f1.tnd;1ment;1 en la facultz1d que pn- -

~;Pf'll t1l..1.~11n¡¡~1 P.SiH'l'·iuH bnct.c."rinua!=i de hid1·ol.i .... «\I' lf~citi-

nn por acc.iflll d(~ f.zt [~117..im;l lec j t inasa, conformr. r.t Ln si 

guil•ntP t'e(lccióu: 

l!,,COOCH 
-¡ 

n•cooyH ~ 
C-0-P-OCII,,C!I N+(Cll ) ~ 

1 ~ '.2 J .) 
o-

lecitinil 

i\{OOCH 

.. l-'-'._<',J_t~;tn.J,~'--1it- l!¿oocn ' 
+ H20 !!'.!COI! 

Jiglicéri.do 

+ 

fosfntiJilcolinn 

Ln prueba par.• detcclar ]_:1 prod11cciÍ>11 de lecitina-

fin usualmente fH' r<'nl Lza inocuL1ndo <'.1 111icroorfr,illlismo -

en estudio en 1111 rn<'rl-io sólido al qtll' SP hil in1·orpor¡¡rlo 

cnbación corr<•.YpnndiPJJtP, 'fa rn·1·~1enc·i¡\ dti 11nn :!',nníl cla·H 

ra alredc!rlor d(• ]d.8 C'o.lon.i~1.l_i d1.~~a1·1·0/l;1dati indica lJtlf~ -

el microory;arl"i.smo Pt:t cnpilZ dP p1·nduc.i1· f•fit...i (1 rtzJ111;1,. Se 

ha propuesto qu0 1'1 ll!PCilT1it1mn rpw ocnninn« e.1 <1clarn- -

niirnto lll! l;\ zc>nn ci1·ct1r1d;i11tt~ il 1;1 color1in se debe a la 

combirlilci<)n de tr!'s t'act.or<',1: 



hidcoliz.nda la lecit:ina. 

despnés d•' octnT.id;i ta hidrólisi:; ,. 

{ c) Lns prot•d.nas no 1: idrosolt1b] <'S d" l.a ycmn de· htH!Vo 

(vitt~linn y vitc·lenina), que precipitan con las gr:_: 

llfl8 libres. 

b.6.9. PRODUCCION DE LIPASA. 

La hidrólisis de lns gras¡1s es una pruebn que per-

mite inveBtignr la nctividnd lipolíticn de algunas osp~ 

ciea microbianas; su fundamento rndlce en la capacidad 

que poseen dichas especies pnrn convertir lns grusns 

neutrns ( trip;licür·idofJ) en glicerol y iictdo!l .v,rusos, 

por acción de la enzimn lipnsn: 

CII,.,OOCR 1 1 w 

CHOOCR
2 

1 
CH

2
00CR

3 

grasas neutras 

+ 

Cll,,011 
1 .. 

li_~_l!_¡i- CHO!! 

1 
CH,,Ol! 

'-

glicerol 

R
1

COOH 

R
2

COOH 

R
3

COOH 

ñcidoR grrt.S0-9 

Pnra detPctnr la presencin de microorgnn1smos lip~ 

líticos, usunlmente se emplean medios bnsuloA nriicion&-

dos dr materic1l l.ipí.di.cri como i\co·ite rJ(! Hlg;odói: 1 <:ce:.:.t.0 

flllos~ la produc..:c.i.Ó:-! dP lt1 ''!1A',ir~Jn f1C dP 111os!.r:1r in. 



1110 s11st.1·;¡ 1 n 1 i p í d i e o. 

b.G. 10. lll!JllOL!'; f S ¡¡¡.: CASE.J,\JA. 

E~,: t.¡ 1 es un 11 p t 1t1 • h, i q 1 t P n P lJ n f1 n <~ n 1 n e a p ~e id n d que 

~je.Ín<t (compouPHl.t~ p1·ot.P ícn di• .1a leche) por ¿¡cción de -

cnzirr1;1s pr·r>teoJít._ic:;,s: 

casPina.sa 

caseína <r•rolen~ul . • . 
-· .. ------·----• pol 1pPpt 1.dos 

c<1.seinns:.1 

_(Er~n t_i:;_¿i,c¡;_i):..... ilrn i no,'1cid os 

El l"(!8Ultndo dt~ ,.,._~f"íl /1ctividn(1 proteolítici\ se de.:.. 

tPetn emp11~nndcJ medi(1.'-: de c11tLi\'t) .r.·Dlid;)~ itdi.cionados -

o !Jj,~n polvo dP l"cl!P dr:snal:i1r!a; ('11 éstos, li! hicl1·óli--

sls de la proteína se ¡iondrú d<' nwnifie:•t.0 por el acl.il-

rami<'nto qtw pr1-.•;rntP ''l mr•din de culti\'O nln;rlr:dor de 

laB colonia.s de los microorg.1ni.smos con <~sta propiedad. 

(Parn composici6n y prcparuci6n de los m<'dioa de culti-

vo empleados en lns pruebas bioquimicns consultar Anrxo 

I). 



- !¡() -

e. PHOD!JCTOS EXTHAL'.ELLLAHE:i. 

c.t. PRODUCTOS EXfllACLLl'LJ\HICS QUí~ OHTGINAll/ LA PATOGENJ-

CIDJ\D DB Cln·•t 1·idi11m di ff'i1-íl"• 

pr:incipalnl(!Htt• l'l1 ::lll c:1pl1c11lnd pdl°él producir dot1 poten-

totoxina), q1u.• ¡1111h¡t11~ IH>8f't:ll pC'HO.Y molPc11la1·ns similn--

reB di fit.•rc~n r:n ,,:ltilllLo a ,t)li!l pro1)iPdi1d1.."".::; t'Ísicits, ;1cLi.-

viciad hi.oló:~ic,1 y f'~1peci.ficid.1d <1nt.i.,11:"11:ic¡¡ (1JJ,117). 

l,;¡3 pr:i11c.ip.1le~1 fl1ent.!'~; di; obtención d•! amhns toxi 

tí>l ¡H1curlomembr·;1nosci, rn;il.<>r'iil f'<~cill 1]f' !Jamsters con - -

i.leoceciti.« inducida con ilnt ibí6ticof1 v cultivos puros 

dP Clostridi11m .JiCficile ('.2°;), 

c.1.1. PffilIFICACTON DE LAS TOXINAS. 

Loe est11dins corrc~pondientes dieron inicio en - -

1979 con la purificación dr la citot.oxirm. Entre los --

primer os i n t: en t o ~i p ;u· ;1 1 o g 1 · n r· 1 a p u r i. f i e a e i ó n d '~ l a e i -

totoxinu, dnst~cun lns truhnjoH renlizudos por Tnylor y 

ílnrtlett ( 1 JI¡) ql1ieneH, ('mpleando un e¡<qllPmn de purifi-

cnción C]Uf! involuc1·ahn pr·ocf'dimif!nt.011 ti•• ultrafiltrn- -

ción, precipitación con (Nll1 ),,so 1 , filtrnción en gel y 
1 ~ 1 



,·t·o:n;ii_o,c,:r;ifÍd di• intnrf;truhi.n 1Óni.cn, Pnt·i'.ti.:1~'~Hl qu•· l·~ 

l) p ~j ¡'¡ mn l (•t_.t( j,1\' rle •· " r d 1 !)X Íllll r· re\ "" .111(),(;()(; dí1 ! ln!lf~. 

¡¡., l. ,í.~ 11 íl l m,1 tlt'~· :, o H(l i i " \' 1· ., ne\~ol.d ( l(JíJ) j J¡ ! i-!i"! ·: ;¡ l'l>?~ 

lil!~; ¡.1,11·:. ln·~·-·i:1',~ ~!ll ¡:r·c>¡1L)·-;11.o lJS;\r<111 t~! :n-j.<:~n,; (',o.;11t~< 1 !1tí1 

d¡· pur·.iiJCí!t~i(·~n illlí' '!.':\yJ,}~' y B;trf.Jr_,l:i. (·1¡/!)~ ¡1r:ro :.. 1 btt1-

vi<?t'Ot! 1tn Jlr'odur:.o dt.· p1!SO mulr:cu}.:i-:-· di:. r,~l(J,()·~)tJ tl·tltnri.~;.., 

A.swr!11 y cn.l<1bn!·;1rlorf1 ~~ ('J), }Jf)!' sn p;11·r.c: ~~mpl(\;1ron 

para la purjf'·ic;1cif1n d~· lit ci.totoxina llil nsq111.>m.J d~_f'p_ .... 

rc~nto que· i.ncll!Í..: -l;-1 u1.trnrl.ttr•~c:ión, í'.iltr;1r-iÍ>J1 1·11 ~~el 

y precip·it.;1cifn1 r.c)n (~:!i 11 )'.2SCr:i tJ:·:;·d t~:-ít:os -irtv<•stir:.1d(J ... "' 

re .8 
1 

1 ;1 e i. L f> l o}~-¡ n;, r:.11u1.l:tintP tcnÍd lll! íH'Sn molcc:u]l!r .... 

de 600, OOIJ d n 1 r. ,,¡¡.,,. 

Humprn·py 

r1•ci./.is .lnr111ci.1i l con nncjh·L/)l.'icot;~ (•] ~~sq11Prt1t1 ... jp pnr-·i.f~ 

c.c1ciÓr.1 elr~~i.d0 1•n f':,Yte C'd.c.10-: B<~ i11tr-~;~~rt't poi~ prot:.e(I·ím-i,~r1 

tn~j df' u] tracf'nt r·!.Cugc,c: Lón, ultrni'i ll:r·nción, 1Jrecip.it.a·· 

ción con {Nll 11 }:~SO!, y f'iltr¡¡ci(1n on p;!!l y el pe"º molPc~ 

l11r estimado pitt-<1 el pn.>•l1.1cto puri.fi.c;1dn fné d• .. 107,000 

di1lton.'i. 

Durante 1980 y 1981 1 vnrios inVP9t1gndoreR entre -

!')), T;1ylor (1t(i,117} y Su11.i;'an (113), 



i ! L '.) :;. i r1;-, , , ; 

.V.\ 1 j, (~ 11 t ('. :;~ p l' () C (> d l 'i!l i. en t •) ·, , tJ Í. l ·e 1: f l .i T. 1 ;! C ~ ,) l l ¡ 

~~t~1., croniítlo~T,r~fÍ¡1 df· inte1·ct1tnbi.fJ il>nico (cqn (·Juciún -

PJl 1,radiente do concr~r-ii.rllción) y pre e ipj tnción cnn -

(N11 1 ),.,SO¡, '-"' CfI')COOfl,. !._·¡ peno n1olf!Ct1'fnr t~.citi.mc1do pnr.:1 í!fi 
1 ... ' 

c.1.2. PROPIEDADES DE LAS TOXINAS. 

TOXINA A. 

De esta toxina ee conoce poco debido o que su ha--

llazgo es prácticamcnr.e m11y reciente; sin embargo, a lu 

fecha se han logrado establecer l~& siguientes prupiedu 

des (11J,11í'): 

dciltonr; 

y J7°C durante 

e) Es termolábil; pierde un 99% de eu actividad cuando 

se le expont• a una t<:rnperatura de 56°c durante 6 mi-

nutos. 

d) Es estable en l'HO<l;0'1 de pH entrr· 4 y 10. 

e) E~1 inactivo ll pll de 2. 

r) !.' ~s innctivada cuando se trata con tripsina y quimo--
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n) CuucPnCraci.ón rnltt:imtt par~t caus;-1r cecitts l'n htunstr.~rs: 

Estn toxinn hn sido mfis nmplinmonte osludindn¡ lns 

propi<.~dítdn.s qnn dl~ e 1-ln ~e conocen Sf! cru11nr-ran n con ti-

n11nción (~7,!00,il'J,ll?): 

d;1ltons (d1· ,1cuPnlo al csqucm;i de purific¡¡c'ión em- -

b) Nn pie1·de su act.iv·idt1d cuando se mantiene a una tem-

pcratura de -70uC; a temperatura mnhi.cntc (20-25°c) 

do 1¡ sern<inatJ y 10 dÍiJ.'1 respcctivamentl' (F:igurn 2.1). 

'tl r.: 
r.: u 

"O •M 
•.-l )-: 

> 'º ·rl +> 
+> o 
u +> < . ..¡ 

u 

I¡ 6 

-.-.-,-?oºc 

--, J?ºC 

8 1 o l 2 ¡ I¡ 1 G Hl 
scnwn.1H <Ir.• t:rntarniento 

I~igura 2.1.- Efecto de diferentes ternrH~1·aturns en la -

nclividad do la citotnxinn. 
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¡-,·¡,. ,, pfl 11•'llfl' '·· 

trip~iína y .:trn.i 1 ;¡S.\ 1.· no s'' Vf~ af~ct.,)dt1 cuando Sl' tra 

i·alezn qul.mic.:i 1~!' g l :i coprnt.t~ í ca ... 

fottfoli{H\Síl L, ,"\'-'l<\t:iri.1~1i1,, ca~~ein;Lc:ta, acPt ilco]int~!J-

ejemplo c1-i.lmercuri.•_.;<tlic·i}ato, o .i..~J.1tconilto i'<'rrcH•n~ 

pr.i.ncipalmcnt (~, ;.1 q1.H· en el (~nlacl~ (~ntrE! e~_;taf; ~:11s-~· 

tnncias y ]a lo:·:in;, pc11·ticipan lo:' rrupo.« :HJ.lfhidt"i .. 

lo de e.stn ú l t. irui:t .. Ln ·i.nt1 et ivr1ci ón p\H~de pl'f~V(· rf-:e ._ ... _ 

t1dicionanrlo ci.::·;tcina 1 pnl'sto qnP t:(Jrl <~1 ln l;\ rr-n~- ... 

ción se veri fi1:<1r(1 c:nn los p;rupos .sulí'hirlr.i.lo de• la 

ciAteina y r.Hcasnmente con los de ln toxina. 

i) Lr.Ltlidad r.n ratnne!i ( 1(1 h df!!JfHJÓr; de <1rl111in:irit:n1da -

ln toxinil pot" VÍil i.ntr<1¡rnd.tone;1l): Ll\:;o " 1¡.l¡J'-"· 

J) Concentrac U1n ndn.i•w para causar cccilis en hamsters: 

1:!5.0 ,µrr,. 
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, , • ). !IEqUEHlMrnN'l'OS Nll'l'l'lClO~AlA~S !'AH.\ I,A PHODUCCl()'; 

DE LA CTTOTOXTNA. 

Se han ii1v.,!d:jgad1) v;1rios nwrlio!; de cultivo con el 

f'in de <i<'tP1·mir!iu· <><Jl!t'llrJS que por tin co111po8ición, etiti 

mnJnn llllil m;1yor ¡ir·od1tccíi"in d<• ln ci.totoxi11;i; loR re~1ul-

(¡)d()S olJt.( 1 nldoH i.Hdlc;\H qur-· l~~ HPcesi1r·iu l¡1 1n·<~~~f~nC'·ia -

dP pf~ptido:-: d(· bajn p1:.1:-{o molPcular parí: ~~u pt·nducci.ón. 

AninLi.smo, ~ti ha nbs0rv,1do qi1e li"\ omi .. ·~i.ún de gl11c0:-H1 y -

.¡.- vitam1ni1ii <!el con1plcjo lJ en los medio,s de cultivo, •. 

1«'d11ce entre• <lofl y cuntro veces la cantidad º" toxinn -

prorlucidn ( 100). 

Entr(• lo.'l modio~1 ele cq.J t1vo de los que se hnn rc-­

portndo los mejores rcsultndos, se cuentan lo,s culdos -

infusión cer(~bro cornzón y glucosu carnü cocida 1 as:l. e~ 

ll!O un medio sint{,ticn ·id<•il<lo pr¡1· \'¡¡i·<'l y llryrmt ndi.cio­

nado de pr•pton<1C< (T(thla 2.(;); no 01J.•1h1nt.e que log tres 

nport;in b\lcn;1s co11dicio11t!S ¡rnrn ln producción de :In ci­

totnxina, el m[1>1 11t:ilizndo e:i el cnldo infusión cerebro 

coraz6n, por el hecho de ser el menos complejo y m6s ac 

cesible (3 1 100,122). 
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Ttihln 2.G.- ProduccjJ,n d" la citot:oxin;i el•' Clo,;­

t r id .i um ti i f f i e i l" e u di re 1· ,, 11 t: es 1111• - -

dios de cultivo. 

-----·-------- ------ ----1 T .Í tt.1. lo d f! e i to ~1 
M e rl i o toxini1ª 

-·----·--------···--------··-·---·------·-r-·--------.-------------
Glucos~· c<1n1e coc id;i ll1 'l2* -----------.. ---- - - ···---- -----·-·- --------------- ---·----·------- - ·-·-·------------· 
Pepton.-. proteo.'!<1 f/) + ext:1-;1cl:o dP 1(;- ¡' 

v11d111·;i ! 10~'1 
-----------------·~ ·- --- -----f·---- ~-----·-----------

Pe p t: o n ;i prott'n,ic1 p·¡ + g1ucot1il + ex- - ¡' 

t r·;ci e lo ilP lPv;iritffil . l¡l)í)(Í 
-------------------------·---·-·--------··-----··---------- ----·--------/ 
l n r u ~1 i ó u el\ l' t: 1i r n e n r· a i" ú n B 1 9 2 .... 

1'ioglicoln f:o 
-------------····----------------+--------------

Tioglicolnto + glucoRn 

Medio de 
Vnrel y 
Brynnt -
adiciona 
do de: 

1?~ dP bac to-pep t. on;·1 

O .. 5% de pl~ploní\ pro teo!;n _, 

f/3 

l¡()C)(í 

S12 

-)jG ·;¡;; [i-ép-t ;;;~;:,-·¡;r~>te ~;~~ ·¡/J--T--819~-­

'--------J.. ~;::.-~~:.E;:·!1~''.:~: _ _1~~~,_t_,, .. ~,.'.:J1_i~J=---1i~~:) z----~--

a Título dn ci.t.otoxinil: 1·Pc:Ípr-oco de la m;Íximil d.iluci<Ín 

de toxina C]Uf~ cantJll lln•l itl lt.·r~\ci.Óu cnrnp.JPta ün la mor 

fologla d•~ un cultivo do c6l11l.1s •1111nié>tic-a!l humanas. 

b No se de te et ó a e U vid n d e i to l. ó x i e a. 

• Medios do cultivo en 10!1 que es mayor ln producción -

de citotox.ina. 
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c.1.4. EFECTOS CITOPATICOS DE LA CITOTOXI~A DE Clostri-

dium dif'fíc.il<•. 

El tleHctllJ1·imiPnto d1! Jo.--: f•fc~ct.os cii npftticos (·n --

cultivo do ti!jid,,:_; es probablPmf•ntP <~l. 1:,\1 lttz.v;o mús im-

!~· Curi.of_iilllll!HLt1 1 1.i d(:tc•cc i /1:1 dP ~·~-1 tnr; •.'f"i--ctos H'~ 111.·-

gia a principios dr~ 1977 (()1), ctt¿indo tj(' S1HlJf~L ir:rou - -

r11nestri1.~ fPcal.".'' ,¡,. p;icienh•s con cul.i.ti;' p;J<•udnm('lílÍH'il-

nosn (conf'irm;11J:1 poi· si:i;moidnscopi.il) a m8todo;1 rutina--

rios p¡¡r;i el ai,.;L1mi,.·ntn ti<· ent1.Tn\·i.1·us (debido" r¡1H· -

se obtuvic~rou rP.'-t!llt.;id<J!-1 llf',t~ativo!~ tiJntn dt• r:ult.ivo~1 f'1~ 

cal<!S como P·lt'd i:,1 -l,1¡1llt1z,1.~o rJ;_• pt1r,~1sit o~··) .. Se oh!iervó -

qnn ]¿1 inoc11lari(1n d1· cu}t·i\'1}:~ c<~111l_.ir·p~• con dilucio- -

ncs creclentP!.~ de :-;11~;;pen:?i.ont'.S fPCé\ le!~ dt: r·sro~J pilci.cn-

les oc;rnionali;1 un.1 di.sminueié111 ••n J;i acti1•1•.IC1d citop!1t~ 

en; por 1.o t;H1tn, t:iP prnpn~·c-. cn111n ~·xpl i.cal'if111 nlternat~ 

va la pt'PSencln dp una taxi na corno Ja t'\'Spon~able de --

los camh.ioi; nb:it'l'V.1do~J l!tl lo" cul tiv1rn c.-.lul11rn1< <'mpl<•:; 

rlo8. 

llnil ve?, qt11• ,,p estahl1•ci.Ó <¡ll'' ] a l.oxi.nn que cn<Hln-

bil los fenómenoR citopfiticoR era producida por Cloi;tri-

rndores ( J2) cRt udiilrnn detal.ladarnentP PstoH efectos em 
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¡deilndo ¡>ill"il ,,11" cultivos dé· ct,1uL1~< amniót.ic"s hu111a-­

tlí1!-;; 6.'itotJ fur~1·on i.nocul.:1dot1 con cilnLoxin.·1 nbt<~nida 1lP 

t~v~1cuac.i.onPH de hatn.8 te1·~; ( p1·Pv i•nnr·n .,ro trnt ti:loH con el i t1 

dnmic ina) e i.nc11harlo~; pnr ·1.ip!-:0:·1 df• 1, :: , ·~, !¡, S, ~~!¡ y ltf\ -

llot'aH. La~~ p1·i111Pr:t.<; nl l.f!t'i\CÍ01v•!-l en la 11101·folo.~~Ín celu-

Cdfl./,ftlldo !-111 rn/tx Ínlo d<·~-lp11Í·s d(• !1a llor·as el(~ 1 t«ttHmit~nlo -

con Jo. c:i totoxj na; .~J.- qhse>rvó qu(~ pnr,:, f'nt 011cetJ li1::1 cú-

1 u J. as H P hab .Í .tl\ r<•d oud (\ndo v H Ppa r;1do d f' 1 n :; upP 1· f ·i e it~ 

a l i:\ q un e !"i t ;1 b í\ n ad h ( ~ t' j d ll s • 

El nn(tl i.:i i ~l ef1~ctuado con ayuda (kl micr<rncopio 

t~lcctrónico l't''VP]Ó qtH! la!-; c•Slulas prPsent ttl)an rtli\l'C<Hios 

cambio~J Pn J.:1 HLifH!J'fici\~ de la~ rninll1íl1-i, quP i.nclu.Í1t ·1ci 

formación de 11 mic1·oconl.ill<,ra,1 11 o cildl'nas .!1:lolH1.l;11·1•!J --

quí~ condujeron a 1a 1·,~t.i·¡1cLiÓ11 dn líl mi·ntlJrana c1~·1nlar M­

y, finalmente 1 i\ lu. linis dt) Ja c{!lula .. Líl citad11 de.~e­

neracic)n cif:ol1.tict1 ~;1~ n:1~~p1·vó í1proxim.Hlan11~11tL· una hora 

después de que ~•e h;ihL1n c•xpue,ito L1!1 céluL'1s a la ;1c-­

ció11 de ln toxina, debido prob11blem•!n1.c· a q11e ln lo:xina 

provoca la modif'i.caci.Ón tlt' la membrana cP111L1r (princi­

pal efecto lP!.<ivo qu¡, '"' lP reconoce n ''sta tox:ina), 

A partir 11" e'itos hallaz.o;os 1 ne ha rlado p;wn a la 

investigaci1Ín de las bnscs quÍmicnH quo gcner;111 la in-­

teracción entre 111 citotnxina y la membrana celular. En 

los trabajo!! que se han dcsnrrollndo nl rc:;pecto, Be em 



l,,>xiri<•-rn"illllf'<\Tl.i ""l11/<cr Y, .:uliS<.'Cll<~llLPllH'nt:c, dc·dur:i.r li: 

:nd.tc,1H 11u~~ Pl![f'(' 1.o:, C1)rnpt11•~:t·r):·- que 11n inh.Lli(!Jr l.l 11ni<~n 

:.í~\, mi111ns;1 í ,t:,alnc losa, ~-i'.1CPtil~lucosti111i11a 1 N-acnt::i lµ;(l ... 

1.acLosamina, N-.. .:tcet.iJ maHos,unin{\, [,e ido N-;1r: t•t.i lnr•11r·,1mí­

nico, lactosa, s.:1cí1rosn, laetulo0a, uc~uramirl"idasn, ~;ap~ 

ni.na y t.Hnitnladina y, por {)t:ra p;,rtP, lo~; 'JU'~ :1Í. inter-­

t':i.t!rPn 011 PI. (~Si"tihler: iml<'Il'. (1 dPl cinlí\CP ~nn 10~1 estPro-

do" biliares, los f1cido." dP:;oxicéil.ico, cólico, quenode­

soxicólico y litocólico (Tabla 2.7). Estos dntos sugie­

rt>u q11P "l t'Pceptor celular es posiblemente de origen -

lipí.dico ( :.!9). 
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J Com¡~;~-;~-t-o- ·--·-··--- -- ;¡;;;·-~-~~~;; ¡ 

t-·-:-·-·:::·-.-:-:------·----·-----~~--¡ 
1 Coll .,\u e 1 O.w > [ 

¡ Co¡.a·o~-;ir·r·t): n .. :· ... -i ; 

1 '¡ s ·j l os 1 \ 1 r· r) J n .. ¡ :~~ 

Ac ~ (f1•:¡r):·· i r·()"j i ('·_) 1: u t)"~ 1 

1 
Ac .. có.Licri Ci.()(i 1 

¡ f'u,. (jlll tJOdC:~h)X!Cfli_ lL(' 0.0J 1 

i Ac. lllücéd u·" O.~;~{i 1 

L-----~---------------------::_j 

c,1.5. ACTIVIDAD ílIOLOGlCA DE LAS TOXINAS. 

La actividad bioléigica 11<, l<1s toxinas se hn inves-

1.i.gado emplt'i\lltln di.fP! .. 1~ntr~:.~ nHirna lcs de QXperimentllctón~ 

:::ep;mentos do Í.leon (ilS<I li,Q;ada) 1 tnifmt.1·as c¡11e la ]) no -

prouuce alteración alg1.11H1, :1i'm r:uandn L1 cantidad de to 

xi.na em¡:.:Jendí\ :3<'it rn/1.s ri I t.d qttr~ l.ct f¡llP ~'P llii lop;rad() d1.:-

domnmhranotiil 0 Jl.l'OCt~c it1!;, r<.~:-;pnctlvan11~nte .. Ln rf!!JpU<.!~ 

ta poni.tivn consistf-! (!Tl ln 1tc1u1111Jnci<'>n dn un fluido vis 

coso hcrnorr~gico en los segmentos do intestino inyecta-

dos con lo toxina A, ~11e sn rtctacto por al crecimiento 
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riel asa liga<ln (Tabla 2.8) (ti8). 

Tabla 2.8.- RespUPfltil obtenid;1 i1l ef!'ctunr la 

iny1~cción rle toxirwfl A y LI de - -

Clostridium dif'ficile en asa lig~ 

da de conejo. 

He Lile i ón 
Volumen/\ on,i;i tud (ml/cm) n 

Toxina A 

Toxina B 
' . t. b Control posL ivo 

Control negativoc 

1. 7 1 :: o .112 

O. l¡ I¡ :: O.:; 2 

1. I¡ I¡ ·~ O. l 1 

0.0.1 :: O.O) 

n He.l;ición entre el volumen <le fluido acumulado y la -­

longitud del scguwnto inte11t:i.11al C'rtf·l•tyarlo 1 cn un t:iem 

po detcrmir1;1do. So cor1siclc1·{l <:01110 r•'S[Jll~st¡\ positivn 

aquella cuyo coci•n1te LH~a rn<1yor de 1,0 

b Control pordt.ivo: toxinil de Vi.brio cholerae. 

c Control negativo: solución salina nmortigunda con fos 

fatos (pll==?.11) 

Por otra parte, cuando cualquiera de lne toxinas -

se administra intrad6rm:icamentc a conejos, aparecen le-

sioncs eritcmato3as y/o hemorr&glcnB en la zona de ino-

culnción y, ul ~ismo tiempo Be obnervu un incremento en 

la permenbilidnd vuBcnlur¡ c~te 6ltirno •fccto se logrn 

detectar mc<liunt~ la inyecclbn lnlrnvenoaa de un colo--

rante (n:r.ul de Ev~n1'1) 1 tra111'1curridn1.1 18 hornn de ln ino 

culaci6n intrud&r~ica de lul'I toxinul'I; ya que el pal'lo de 
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d :icho co lnrílll te il t 1·11 v{•.'-; rJ t.' 1 d s pn rPdP ,..., \'d ~-..,e d Ja r~ s e tln 

permenbilidad illlf!H•ntadi1 pPnnite P\'aluar el daño t:élllSitdO 

de acuerdo ¡¡l di;:Í11Jf'tro de la zona que ilpilr<'C" teiiid;i. 

Los resultados dr- e~;ta~ pr 1_1Pba!-l rn'Jstr;n·o11 que llt11b;ts r(~S 

puestas s0n mfis spvcras cuando se emplea lil toxina A 

(Figura 2,2) (6B). 

(i h post-inoculación 

(A) 

(B) 

(e) 
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toxi~ 
,,--

/ 
// -------

/ --------------/- tox·i na B 

h post-inoculación 

,.--· 

-----~xina A 

/------
~/toxina B 

o. 1 1. o 10.0 100,0 Dosis (ng) 

toxin;~ 

~. 
O. l 1,0 10.0 100.0 Dosis (ng) 

Figura 2.2,- Respuestas obtenidos tras la aplicación de 

las toxinas A y O. L¡¡s gr6ficns (A) y (D) 

corresponden n la producción de lesiones -

eritematosn-'l y/1i hernorrúµ;ica~1 y lri (C) al 

incremento en la pcrmeubilidad vascular. 
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Cuufor·me tt l->~' i·e ... ,uJ t .idu!:. nh:;,·rv~idnti eu las ~r!1fi­

cas Sí.' pPllSdt'Í1t qttP } ,-¡ t OXilli.t f3 f'S tTJ(1 UO!; } p~; i.Vél qttt~ la 

A, .lo cnal no coin\'. i1IP con lo esl¡¡IJJ<:cido, Pil c11¡-.¡nt.o a 

q11C1 111 toxiutJ Jl t's 1 1 000 v"c.n.s nii"'1~:; c.ilotDxicd qr.1~ líl A 

(llJ); posilil(·tlJPllt" ];¡ •·xp.Lic;icifin d•: ,.,.1:,. ii1•c)1r; ntdi.cil 

Por lo qut.' ,.1,. 1·crir·r·e " l c1 ul'.j1 'izilcjÓn d>' ratones 

rr-ci[·n n;\c·idos, ~t) ha ohs{~rvi·Hlo que cu.rindo 8(' }(•n adm.i­

nJ~;¡t1·í1 i.ntr.:1.Q;tÍstric;1mP11t.0 toxina A fit:~ p1'ndt1cr• 11na i~es-­

puer; ta por• i t. i vn q1ll' con~; "i.s tf~ r·n Unil ,t.;rtJn ;1c umn lí.t e i{~n de 

fluidos; 9 l n embilr.l':o, n't s11r] t~:i dp] ic;H.lf.l ];, to:{ j nd fl 

r,or 1<1 mi.:..:..:nin ví.n n~) .GP obLi ... ~nc ni.n,l~'ln.-i ~1lt1.'r.1cif)n .:.;i~r,n.i 

ficntÍ\'tt en cui1H!u ;1 r1cunn1!;1ei./1n dP f1uido~:., p(•ro (!ll -­

CHUJbio de:i<"'ncndPtlí1 f;1 forrnaci.fH1 de lPsionDg hemorrf1.gi--

e: a s ~1 e Y f' r a :·1 que t' (~ ::; u l t ; in 1 P 1 a l. t:"\ .s p r1 r- d e~ t os a n L mu l es - -

(Gil). 

1.izado Pn l1<1m«t.Pr.~ (67) y lo!! resulti.1dos obtenidos de--

mt.H~st rnn q1H· ;il ~H'r1t•s :1pliciuL-\ la toxinu. A intrnc.~c.al-

mnnt.1', r·l LH!1<11]0 rl1•l CÍPf\O 1dc;1Jl'l.i1 ,,¡ rlnhl<~ dP lo nor--

111;11. y cu.indo ólf• l"s ;idmini<itrn J¡¡ JJ, el ciego no aufre 

n.lt:e1·acio11efl. 

Adcm~s de este efecto, se detect6 qun el ciego de 

los nnimnlea inyectnrln!! con toxinn A en preaentnhn mode 



radamente hc~morr·{1g.icn y eon acumulacjÓ11 de l.Í.quidos, en 

tilnto cpH; los traL1do.« con toxinH H oiólo se m•Jslr;ilJilll -

IJ es de L' l 11 un t. o -J - \.. L ~; t d l i i s to 1 (, ~·, i e 1) 1 l :> ;3 e:_; L u J "i os 

corr~~spourlient('S mu~~tran q!lt', (~n ilmb~,~· ca9og (con toxi 

na A y fl), L1 l.Ps.i..Sn prcdnminant<• P!l l..i necro.'l.i~• 111111 ti­

focal d<:l epl•.·-·li.o ~1up1:rf'ici;iJ. rln !;1 rn11co.~a i.nt.l'slin<1l 

con (~xten.~J.ÍÓn hzlCií1 .1ít submucosa {C)7) .. 

Todas 1ns ob~eri..~acionf's cit..:id.1s ~ug.ier·f!!l CJUf~ la e~ 

pacidnd dP la toxina A para producir t,, les 1·..,apuest.as -

en los animal.e~ estudiados, lil lJ¡¡e<m muy p1·obahlement(' 

la pr inc i pal r(• ·' porw ¡1 ble d ,1 lo.<i C. Uildro B d ia rr <: .i e OH ob-­

ser\"ad o B en 1'1 cDJ.i.tis pst•ttdomembr.,ncn•;i y, lJll" aniba!'l -­

(tanto la A como la O) pod1·ían e!;l.;1r <Jsoci<1das (,,n lllil-­

yor o rnenor grc1do) con loB d;il1os c;ius¡¡dofl nl epitf,lio -

colónico. 

c.1.6, MECANISMO DE ACCTON DE LAS TOXINAS. 

Hasta el monH•nto es poco lo <¡ne 11e conoce acerc;1 -

del mecnnismo de acción dn Cildil una de las toxinas pro-

d11cidns por ~~~~~::::~~~~~ ~~~~~:~~~· 

In ve.9 ti ~.i e ioi!l' ii re e i l'll t" 1• s rr_'il li zacl1w por Huglws - -

( 51¡) df'm•1<!rd ran que e 1 extrae to crurio df' amhan tox inau 

mozcladan f!stin1uL1 la secreción de clo1·111·0,. y rnduce la 

a.bsor·ción rle sodio i\ tr·avés dP la mucoBa intentinc1l¡ r-s 

ta alternción flll t'l trarwporte iÓnico l!t' ve suprimida -



cuando se eliminn íd. calcio del medio. 

Por otr<l parle, se ha logrado Pstablecer c¡1w las -

toxina!'! no l i_Pnen influencia .sobre la act:iv:idarl de la -

adPn.ila1.o cic],;fla y, consec1wntPm0nte, tan1poco Jncrcn1e~ 

l:;m la cantidad di; AMP c.Íclico intracelular {J'1,)l1). 

Lo que ha:-1 ta ahor·n !-!f. acepta, e~.; que unn o ílmbaB -

toxina~ ac tivnn pr jrnPrn un procflSO sf~cret ori o it!ltf!s de 

1•jercer un dailo aI qiit.e1io colÓni.co¡ etit<i hipé.tesis --

ptu~de explica1· el cuad1·0 e lfnj co <JI!<.' apnr(•ce frecuente-

mente en la coli t-i s pseudomembr;1nosa ¡ '-'S decir, primero 

la nparición de~ cuadros d.iarreico~.1 y, postcriormc~ntc, -

ln presencin de graves lesiones l1emorr6gicas en el co--

lon. 

c.2. PRODUCTOS EXTHACELULAHES QUE AYUDAN A LA IDENTIFI-

CACION DE Clostridium difficile. 

Los producto!1 extracelulare.•1 r¡lle nctualmente se --

consideran 6tilos en In detecci6n e identificación de -

~!~~!~!~!~~ ~!!!!~!!~• son primordialmente el p-cresol 

y el ácido cn¡11·oico, pllPSto que se hn dnmo111:rado que su 

produccif>n <'A una cnractPriEitlcn común dP li1r; cepas do 

este microorgnn:iomo (íl~,91 1 93). 

En el nüo de 1976, Elsden y colnborndorea (J8) re-

portaron c¡ue ~!~~!~!~!~~ ~~~~!~!!~ elnboro p-crcHol co-

mo producto finnl del metnbolismo de ln tirosinn; post~ 
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l'iormente, Phillip:; y Ho!(<'rs (<)J), b;rnfrnuosc <m esL1 ob 

scrvación, clisPiíaron un mbto:lo que permite 111111 identif~ 

bnsn An ü] liso :le 'ltl mí1 din d" c·11lt·ivn RPlQctivn (consul 

tar Anexo 1) <tclicionildo di' i1cido p-hiclrnxif'eni.lacúti.co 

ndc1·oorgan.i.~tn,.> y l;-1 prod11ccif)n d1~ p-crPRol; pste (1ltjmo 

compuesto üs <kspL11!s identificado por nwdio ele cromato-

¡¡;rafia gas-liq11ido (Fi¡i;ura 2,J) (Consulti1r Anexo II). 

Figura 2.J.- Cromatogramo de: 

- A: solución estñnrl[1r de~ p-cr<);rnl ( 10 _µmol/l). 

- B: medio de cultivo cst6ril. 

- C: producción de p-c1·e;1ol por Clostridium diffici------------ -------
le despu(,!'l d•; 21~ horas d<! incuba e ifn1. 

- D: prod11cción rjp p-·crer:nl pr1r Clo!1 t: riel i.um di ffici------------ -------
le despur~~~ de /1 ll 110 l'íJ!j de incubacif>n. 



din rl<! c11ltiv1) (l:t.ldo NT) qui' Ji(i~· :;11 c:1!!lpn:3icilÍll (cnn--

.~H1l"I f-;i.nn t;1111hi1.•n d{; /'1cidn Cc\p1·01co fJ'J! el rnjc1·oot·~11ni~1 

flll)~ t·~:;to 11<1 f;1cil i.l.11dn ·1i1 idr•ntific<11.'i/1n dt~ C{r)~{tt·idium 

i] i f'f i (' i 1 (' t•)t bii:-\(1 (1 

ti)(} (ílc;). 

d11 ln.s c11.J.t.ivos, y;1 .~i<'.\ co11 (~ter 1) clnrnforrno y í~'l poR-

turior dnú1·i:ii~ d1~ Jo:; (~xt1·¡1ct.o:; m0d.i~~nte croruillo,~r;,f"Ín 

,l',Clfl-l'Í<¡ni.•lo ( consul t¿il' An<'Xfl rn. 

AdPm{1!1 dl~ los proriuctor:1 nH'ncíon;~do.li 1 t:xí.Ytfln C(~Pi\.G 

unn ~í~rie dr~ ÍH·idot.; org[nLicos (uno, dos o todon i1 .la 

Vf'Z), cuyo i1n!il isiH cr·nt11¡\to~~1:.ífi(n p111:rfe .~•er de ut.ili--

tos, Re incluyen lo.Y f1cido~1 acético, hut:Í.l'ico, i.<Jobutí-

rico, isocaproico, propi.Ónico y vali"rico (85,93). 
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: . HES L!'EN(L\ A LO~ A\T l'fTC/HlflTA'JOS. 

1·f~t111.'Jll.-\dí> i-.011:-Jidt>t'd!.il<·rnr·nte¡ sln emb;1r,c~n., 10~1 1111tibi.é•-

f 1co:~ rn,'1> 1'1·j_•c11Pnt·r'rn··ntt> i.11vo111c1·¿¡dt1:-1 .'ion: el indamic·i11a, 

.tincornicin;i, P·~nici1jn;i <~, 11111píc.i1iu1-1, o;t;¡H~iI.i11fl.1 flll-·-

e 1 o x n e i l i : l n , e (· fil 1 o.-;;; ! q l 1 • i 11; 1 fi 1 t P t r ·a e 1 e l .i 11 a ·r 1 • r- .i t t ·o m j e .in a, 

rif¡¡mpi..:.in.t y mr·Lronid.-1z1Jl (!1,)i1,l17). 

A cont.inudci.f>11 t-'P mencion~tn a·1.11,unot1 1·1'St11.f:ddo~~ ob-

liZill' L1 st1>ic<'ptibilídad de Cl0!;tr·idi<Hn dil'fic·il" ro los 

ontimicrobianoe. 

CLISDA~ICINA Y LINCOMICINA. 

Geor;~f' y colaborrHIOt'P~i (lt7), renljznron pruebas 

in vi.tro el•' la sensibilidad cln Clo!d:ridium difficile a 

estos medicnmentos r loR resultndos ohtPnidoA moRtraron 

qun pndecPn coliti.'i psPlH1omembranosa :'lon rcsj~1te11tP.H: -

la concentrución mínim;1 h1hibitoria <'IJtilblec.ida P•< rle -

1, 0211 ¡;g/ml. 

Lil re3i!-1tenci<1 ohtH•rvnda sugiere qur. ln enf'ermi:dnd 

pucde tnnt>r ori.ti;Pn, t'1nto en hum<1nos como en animaletJ -

de laboratorio C:<Jil!Hln lP11 11on admini 11f:rarto" Pst.os ant·i-

bióticos en do,qlc.; <¡lH' no ulr:ancen Ju concentración m1,n-
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1·ion<1da Pn el in!.eslino. Se ha demostrndo quP cum1rlo S!' 

;1drninisi1-.111 clindmnicin;i y lincomlcina por v.Ía oral, 

r,~.~pnctiv.:llnent<: 1 1. l)uc1.~HLl'ítt:ionPs quP se üncltcnl1·¡u1 por 

i\bojo clt\ L1 co11t;id1.•1ddtt comn mínlrnil inhjbit.nr.L:1 pa1·a --

las cPpas 1·esj,9f,pnt''" rlt> P.'lte microorgani.«mo (10,117 1 50). 

PE~ICILINAS. 

No olrntante quP D7,ink {JG), Geor¡;e (117) y Shuttle-

worth ( 107) han reportado qur,• 1<1 mayoría de L1s cepns -

de Clostridium diff'icil." (80-'.)0?(,) ;1isL1rlaf! rle pacientes 

con col i t. is pSf!lldOtnt:mhrano.(Ja, !;of'l ,•ieHs ibles -it concentra 

cioneH ip:11ale!.< o mPnor·,.s di: 1¡ /l!i;/1111 1 L•nt.o rle peni cil~ 

la ruisma pcnicilin:l (i y dP nmpicili.n;t, t1ino que, en gP.-

uernl, d0 otros t-jpo~i de penicilina; entr·e eHtos últi-·-· 

mos se incluyen: clXi1cilini1, d.icloxaci.lina, carbenicili-

na y fluclnxaci]ina (24,4J 1 76,B7,J04). 

CEFALOSPOHINAS. 

Este grupo de antibióticos ae encuentra asociado a 

un número recl11ci<lo tic caHoR de colitis pscudornembranosa; 

rli.fficilc ha retiultarlo srr relativnmcnt" rcsit1tentr! a -
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la mayorí.n dt• las cef;1lospo1 .. inns l'nsayadils ~~ viL10 (11, 

l¡ 7) ; en es te grupo ele' ;111 l i b i(1 ti co~, :w t; i<•ll"ll cl;d: os de 

que la cPi'alotina ('1(, 1 117) 1 c<:t'illPxina (107) \' cf'f'oxiti-

or,v;nnismo n conce11t1·;1cionl's de (i!¡ a 12B ,/' g/1111 1 128 n 

256 ~q.?;/ml y ()!¡ " 1:2H /Mg/ml, respectivnrnent.í'. 

TETHAC ICLINA ., 

Los rcsultndos de los estudios realizados por Dzi~c 

(J6) y Shutt:l<•worth ( 107) 1 muestran que el BT~ de lns -

cepns ni.sladns n p.1rtjr de pi1CÍP11te:1 que padPCPll coli--

tis pseuclomPmb1·;1110><<1 :•on. sen,;iblP:. ;1 concPnt1·;,eio11cs --

iguales o menoreH dr ,Av;/m l • 

En un trabnjo t?fc~ct:uarlo por N<1kam11ra y colaborildo·· 

la sensibilidad qtrn m11e:;lrn CJ.ostrid.ium diff'icile n ln ----------- ---------
tctrilcicli.na y ln toxi,Q;l'n.i.ci.dud dt'l m:isrnn¡ los rPr11.llt:a-

dos obtenidoB en esta inverit i,11;aC' ión indicaron que li:l --

(70%) de 60 copno eeneiblns a cstr mcdicnmcnto (MTC ~; 

1.'.i6 /<g/ml) mo9t.raron flcr altamente cit.ot:óx:icaH 1 m.ien­

trns que sÍ>lo 1 ('i~;) de 111~1 19 cep11H r!!eistPnl"cs (MIC = 

100 __ µg/ml) ro1rnlt6 s1'r citotóxici1 •~n ¡¡;railo Pquivalente 

al observado en las cepas 9cnsiblee (Tablo 2.9). 
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1 
\ •;) 

1 11:.' (7¡¡) j 

tt lJnid;\d c:i.1.otfix.it·;., C11/)0 ¡<J: 1·1.'L·.lp1 ucu 1lr1 J,¡_ rn;\:.:i111r"\ di 
/ 

1ucii)n de fj.lrl'<iil 1 (t-uxinil) q11t• Cdll:·;.:t que, J,·1.~1 Cf~·lu].·1s 

CLOIL\:.tFE'< ! COL. 

L fl s (',e; t u d i () ::, !' p ¡ 1 'J j '}', il do ~/ e o n p .'I t· (• tn (:' d i e tHll t·~ ll t (J ( 3 (1 ) 

ffJc_i lP ohi:1.~nid<1:..; :'!~: pítC ir~nt'~~-! q1tt1 pndct·(·n l'nlit i.:.i p~-:eu -------

cir)n dr- c~si.<' ~;ni il,it11 ico t'f!~lu.lt0ron .«l'r' s1•11,•1ih1f~:-! <i una 

concPnl.t';Jr::it)TJ dP (,!! /l;.,/ml,. F.:~tP :1ntimicl·ohití.llO ini.cial 
/ 



EH! l'il0'1 ! C l NA. 

L,.,, p1-11<'IJ<1s d<' !H'n~ibilid;11l in vilro pn1·" e:st1: <111-

r (·ptt!' ai~:·lrld:l~i <11 1 ¡111_: j_{'!l11::-: t¡!ll' :--:!Jl' 1·n t:D]ili!·l pt·:c1tdoM··· 

n1Ptnbrnnos;\ r.·:-; sc•usibl·.· ;\ ( nucc•11t1·;1cione5 ígua·1(~:3 o 1Til~n~1 

t'(·:-:.i de 2 ;.:.p;/rnl., mi(•nt:r·ds q1Ji~ ¡')l ~_::;·x, 1·P.~11.;1nt <: t:n rt•.c; i.s 

(•ri.tromlrina por vln nr';\1 ~~,, 1)ll't1nZ<\H niveJt~a ft~Ci111:.'1 -

(J l 11 ~ V í1 r Í i\ rl (: Il t r •.' r} () i) }~ ~-~ , ';' () () l Y-,¡'-~~ d f~ h P C P S ., !i (' J 1 i1 n J"' t' ·• ·• 

!L~ioci.n et terapint1 [ll'PV.in.'J co!l dicho dlltibiót ico ( ltll)" 

n lF'A:-lP1 e l'l\'A. 

qJi( "nidas dr.: piir:.ientes nfectadoB por coli.tiH p~1cudo111P111-

hr.lno.s;1 1 :-.lOll :Jcnr-1.ihlP!l n cn11cPni:racionP~1 nH~nnr,~H o ·iv,n,1 

ler;" l/µ.g/ml (!¡7,(1·¡); a Jll.~!lilr de c.<J!.f.• ri~:21ult.ndo v;1 ¡i;, 

han r·eportado ca~iü.'.1 en ln!i que el two de ente antibiÍ>t . .i 

to ha ind11cidr1 Pl dPn;irrollo de Ja cnfer111edarl (21 1 '?'J), 

IJACITHACJNA. 

Para la hac.i.tracinn HP hn reportado una nenfl.ihili-
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d;tS de la:--: t~V<tCllac'ion(·s de~ pac.il'nt.es que r;ufrcn colitis 

pseudo111P1r1lq·~1n0Ra; s11 c·nnce11trnc.ión m:í.nirn.t inh:ibl toria -

oscila <'lltre 'l:2 y f,I¡ u.<r/ml (117). 

METHO:'I' l IJAZOL. 

Lo~ t'sttt•!ios tfn ,;C'n~1.ihilirlnd in vitro pítt'tt esle m~ 

dium difficil•· ;;pn .<<ensibl;~s '' conc•.>ntracione.'i ip;u;1lcs 

o menorr~s a i1.fl .. \',/ml ('!lí,117,!Uí"). E!ile lll!!rlic;in1,.11tc1 ini--

cientes han mo~;L1·ado qu" el melronitluzo] puede tambilin 

;1sociarsP a c;;;;o;1 rlc 1<1 Pnforml'dild ('1:2, 105, 1:20). 

VANCOMICTNA. 

Los re!-iulL1dos rl€' l;1s prueba!l 1·eali¡>;adits in ~~~!:~• 

indican que C'lnstrirliurrr dif'ficilr> os ;11.tarnente sensible 

rl'ii de l¡j'.'1:/nd (117,ll·i,107). También hny q1w hacPr noLJr 

que el nivt~l feca1 quP .•;p fl lcr1nza cuando ~JP t1dmini.'ttra 

p o t' v í." o r- n 1 "'-' t" "n t i h ii'> t i_ e o , "!• de '.J , 1 O O ,t< g / !-\ rlto he - -
/ 

C'f'tJ; valor que <·~1 7?S VPt:c~·¡ tné\ynt· que la rni1ximr1 concen-

trilción a Ja cual fl!' inhibP el desarrollo dr-l microorg:; 

nismo ( 1¡7). l'or L1l r·;1¡>;Ón y dcli:irln " los r'""u l lflrloH oh-



~·c·rvado!-l in vivo (tanto Pn humano!:! como eH nIIitnl1les de 

•'XfH!r' imcnt.;1c ifln), SP ha e 1 Pgido a l.a vancorni cinn como -

n. CONSTITUCJON ANTTGENICA. 

Los resultadng dP los estudios enfocados n la in--

v•,sti¡z;ación dt~ In estructura ani:igE>nica do ~~~~~~~~~~~ 

ca (9l1,9ti); UllO dP Pllos ha sidc' nxtrai rlo dP lil ¡,ared -

celuL1r <>mplc~ando :1;101! O.'i M y su a11,'1li:;i:1 •¡uímlco mue::;_ 

tra que P~JtÚ constituido por· g;Jt1con11 7 rnnno.~a, ~;:<tlacto!1~ 

mi.nr1 y f'Ó:iforo en propo1·r.ifrn lll•lLtt' '.1. 0.6'i : l : o.f;J, 

minando el fósf'oro dt' t'st.e pol í.mero (medLrntn tr;1tamie:: 

to onzi1tlt1tico), sus propif~rladP~~ a11tigf~nica~1 no se VPtl 

de dich;i dotermin..r1te ant i¡i;[,nica. 

El otro ant.igeno, >H' logr{, exl1·;1<'r de la membrana 

celular 111edi;1nte Pl uso rl" ff!nol .11 /lo';,:,¡ lol• rc!1ultados 

dnl nnálisüi químico cor1·eupo11<liPt1l!! 1 eid.ableci<>ron ln 

si~uicnte compoHici6n: glucosa, glucosamlna, fosfntos y 

i1c.ido.Y grasos nn propol'c.i6n molar :~ : 1. 6 : 0.011, -

l'P.Ypectivam<'ntc. El lrntamJento <le n9te snKUndo antlge-



nu L\Jil lllld ~.;uluci;>n .11l_l:alin<1 (pll 11.~r-,) libet'íl 1n por- -

1 ¡1nte se compr.n·t;1 i11m11nn.J():~"icí111lt'rtlt 1 i ~~ndl qui:· l.t r·,~truc 

r1!:1ccion<1ll c11;1ndo .",1· ]P.~J pon( 1 t·n co11t.ac:f:(1 cuH ~-itH:ro nn-

dif'f"ici.!1~ ·y Clo.c;(.1'i.di1rn1 :;o¡·dpJJ..ii comprt1't.<'Il d1:f.<'rminan-

tes r'nt:if':{~ni..c,:1s y que ld r•laboraciórt di' un s·i.!-;t'1.'míl Rero 

ffici ·1 P !:illf.1f11Hlr~í.<1 ·L1 ·inc lu:;i.Ón dP ~illP:·o.·-: adsorbidos con ... ___ ,, .. __ 

r. INMUNTDAD. 

La inmttnidnil que se ob:ierva en ln colitiR ps•:udo--

mcmbrnncrna es primot·d"ialmente do tipo nnti.t.óxico y no ·-

antibact.r•ri<rno; experimentos re11l izadon en h;imst:enJ (67) 

hnn dcmo~1trario qu<~ l.:i inrt111ni~~aci(1u ;1c.l"ivn d<~ 1~~1tos ani-· 

rnLtlc,s con toxoirle A o bir'n <'nn iox.nidt' 11, provoca la 

producción de alto~ Lít111ofl dn nnticuí!rpos contra la to 

xirw corrcspondient.c• (Ti!hla 2. 10). 



Tabla 2.10.- Título rl<• ant icuel'fJ0.9 •lf> !1;wrnte1·s 

i nm1uliz;1doH con toxo ide A y ll. 

r----,.-·---- ------·-----·-·---- ---·-·-·-·---·-- -· -----------~------·--~ 
1 T1tulo ;Tít11J.i r!P ;1nl.i.cw•1¡10:.ii.1 rlP fq:i h;irnHt."1'H inrnuni 
J jz¡-\d0!-1C0l1: -
\ e o n t r a :------·--· .. ----------·----··--·····------ ----·-----------------------¡ 
l Tr)\":UidP i-.. 1 ·roxqi_Lfp n : 
r--·--:---· --··--··---·--- ·---- ---·-·----------r·------- ----·-··--;--------·----] 
\Toxina ,\ 1 10,:2!¡(l - :W,1¡¡\(J Nu , 

i 
\J i '") l¡ /l(• 1 

-·-·J------··----~---·-··l-~-------~-~-·-~-·---~-----------------
/Toxin<> fl, 
L....------·--'----------

a Título l•Xpr.,.9ndo como i!·¡ r-Pcíproc.o d1' L1 rn{1xi.rna diJu .. 

ción dn :011en) qu,-. llPlllraliza la activi1L1rl r.ilotóxic:¡ 

de l~t Loxjn;, c.nrrt~spond"ienLt~ en uu c11lti\~o dP cól.u];1~~ 

Cl!O-KI (del u 1 '''' o\'.'ir·ica.9 d<• harn:•ter chin:Ji. 

Ct.1 de la toxin.·1 corrriHpondiPntP~ 

Sj.n i~mb ;irgo' _I; r_'. hd 1) h.·~ CrVit d l} ( () 7) q11r_~ no ob ~J tan t t' 

distintamente con c11;1Jq1iie1'i1 dt• los t.ixo.idec•: A o U) no 

hnce suponer que un~J proteccié'n1 f~f'P.eti"":a it:!p1 icnrin la 

con amba:i toxina,; (tn:rnido AH). E.9tudi.os rt>ali'.l:a!lns al 

respecto ((;7), h<1n mnst.rado que hamHters i.nrnunizados --

con toxoidr, Afl 'lll<'rl<in comp 1 Ptam••td:e prote¡r,idoH rle las -

cousPcunncir1~ 1Pt nl'~~J qu0 oca~iona la presenc:ia de am--



bas toxinas. 

Asimismo, se hn pr.1cticndo la inm11ni.zación p.1sivn 

de ratones con lns nntitoxinns correspondientes y, en -

tal caso, los rr,sultnd11s obtenidos muesr:1·.:in r¡uc los rn­

toncs imnnnizndos co11 anlJtoxinn ¡\ qnedan prote¡ddos -­

tan sólo contra L1 a<Ct. i \'idad dí! ln toxinil A pPro no - -

frente n la accjfn1 l<'«ivn rlt• l¡i loxin.i fl y viceversa, 

demostr6ndose con ello que nmbns toxinas son .:intig6nic~ 

mente diferentes (Gb). 

Por lo qne loen ;¡ la respue!'lta inm•1noló,¡;icn obser­

vada en pacientes con colitis pseudomembranosn, estu- -

dios recienteti (2, 12:J), hnn demostrado lit presencia de 

anticuerpos contra il!nbn:J tox:in;i>; 1 a11nque en los Cil:'IOS .. 

agudos de lfl 1?nft>rmcdnd el paciente! posee un t.ítulo ma.­

yor de anticuP.qHH; contr;i ln toxina l3 que contra ln A. 

Además 1 sr> detecté' que• d11rnntr~ <'l pcrlodo de convalecen 

cía no HÓlo pers i .'lt" •'l pn.>rlomjnio de los ilnticucrpos -

contra la toxina a, Aino que 011 titulo se incrementa -­

cuatro vece9 o m6H con rcnpecto al determinado en las -

fases iniciales dol padccimlento. Aronsson y colaborad~ 

res (2) suginren que el hallazgo <le títulos menores de 

nnticucrpoM frente n ln toxina A podrla atribuirse a -­

una menor producción de toJCina A, u una baja absorción 

de la misma a trav6o del intestino, o bien a que la to 

xina A posee una inmunogenicida<l inferior a la do la B. 
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Es importonte hacer notar, que a6n no se hn estn-­

blecido si los anticuerpos formndos descmpcünn un pnpel 

importante en lu protecci6n contra posibles reinfeccio­

nes. 
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III, DIAGNOSTICO DE LABORATORIO 

El diogn6stico de lo colitis pseudomembrnnoso en -

el laboratorio n·qui (!J"t• <IP <'t>tudios histológicos y bac-

teriológicos; los primeros (~fttún encí1t11iuatto!:> a pt'n1er de 

manifiesto las lesiones cnrocterlsti~ns de ln enfermo--

dad mediante el empleo dr. la proctosigmoicloscopia y 1 --

los segundos, se enfocan e!wncialmente n ln detección -

de Clostridium difficile y/o de sus toxinos on las evo-

cuaciones del paciente, 

«. DIAGNOSTICO HIS'l'OLOGICO •. 

En general, las lesiones que se presentan en la co 

litis pReudomembranosn muestran las siguientes carncte-

rísticas: 

- Mncrosc6picnmenle, se observan como móltiples --

placas (pseudomembrnnn8) grises, blancas o amarillentas 

de 2 a 5 ctn ele difimetro 1 arllwrida!1 n 1n muco!lil delco--

lon; en etnpnH nvnnzndnH dn la enfermedad, dichas pla--

cas pueden J.lr!gilr a uni.rsn y cubrir ¡.;-rand•!El regiones --

del intest i.no g:-ue:~o ( 5, 71¡). 

- Microscópicamente, exhiben unn variedad do cnm--

bios que 1 de acuerdo con ln nevcridnd del padecimiento, 

se han clasificado dentro de treo grupos (97): 

1. El primero comprende aquella~ lesiones que se -
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presentan nl principio de ln enfermedad y consiste en -

necrosis focnl del epitelio intestinnl, con la prcsen--

c.i¿¡ de un pequeíio cxudi!<lo f'n la Límina p1·opin. 

2. EJ :-:0.~uud·.i ~t· Céll'é1ct.0riza pnr ld de~;trucción de 

glándulns propja!~ de ln 11111cosn y la HUFilituciÓn <IH és--

tns por p~icudo111en1br1111;i~; cornpuns tas por fibrina 1 mucinn 

y lPucoci tos po] .i.1110rfonuc 1 <':ll'cs. 

J. En e:l i.e1·cero (la forma mii.'l av<111-.ada do la en--

fermednd} 1 los cambios que so oh.'Jerv•m 11011 mfi.s severos; 

existe necrosis estrnctill'al co111pleta de ln l¡1müw pro--

pin y la presencia de uno pseudomembrnna firmemente uni 

da. 

En ningún tipo de lesión se hall encontrado evicten-

ciua de invasión bacteriana de la mucoua i.ntnstinal ni 

se ha detectado la preecncin df! f!structura microbiana -

alguna en la!J ¡rneudo111e111brana11 ( 71¡). 

b. DIAGNOSTICO HACTERIOLOGICO. 

b.1. METODOS PilllA LA DETECCION DE Clostridium difficile 

EN MUESTHAS FECALES. 

b.1.1. CULTIVO. 

El m&todo m&s prActico para aislar n ~!2~!~!~!2~ -
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~!!~!~!!: a pa1·tir J(: las evacuncioncs tic los pncicnles 

afectados, es aquél en el que di.chas muestras se inocu­

lan directamente "n lus rncdios de cullivo Helnctivos nn 

tes menci.onndos (CFA, CCl•'A y TCCFA); la incubnciún se -

lleva n cnbo ()TI condic-ionl'~J de i\lli1C1·obiosis, a J7°C y -

durante l¡[l horas (711). L;i i.denlif'icac ión ¡iouterior del 

microorgn11isn10 se r1~;\J í.zit consi.dnr·nndo litS caractf~rí~ti 

cas bioquímicas y/o scrol6gicuu mencionadas en el capí­

tulo anterior (figura J.1). 

Por otro lado, se ha propuesto el uso de etanol ah 

soluto como agente selectivo en el aislamiento de ~!~~­

!!:!~!~~ ~~!~!~~!'.: a partir ele materia fecal ( 19 1 130); 

dentro de esta metodologl11 1 en Lugar de los modios de -

cultivo selectivos antes citados se t1lilizn ngar infu-­

sión cerebro cornzón ndicionndo de hemina, v:itaminn K
1

, 

cisteínn y sangre desf ibrinada r!e caballo ( l<J). En este 

caso, el pnuo inicial conAiste en mezclar dflucionee de 

la muestra fecal con etanol absoluto (esterilizndo por 

tindalización) a 1ma concentrac iÓn fi.nnl del 50%, y de­

jnr reposar d11rnnte 1 hora n t.empern tura ambiente; pos-

terior a este tratamiento, ln muestra ae inoculo en el 

medio de cultivo y ae procesa bajo loo condiciones de -

incubación ya sefinladas (19). (Para detalles en la meto 

dologin consultar Anexo II). 



D 
Muestra 
fecnl 

Siembrn en 
medio8 s6-

~1~, i=· d~o~s __ ._ 

CFA 

CCFA 

TCCFA 

Incubar ,.,.. 

1. 37ºc 

2. 118 h 

3. Annero­
bioais 

o 
CFA 

p 
,~J 

CCFA 

o . . . . . 
TCCFA 

Figuro J.1.- M6todo do nislnmionto o iden­

tificoci6n do Clnstridium di-

fficilo " pnrtir de n11H,str11s 

Identificaci6n 
del microorga­
nismo: 

- Tinción rlo -
Gr a ni 

- Morfolo.d.a -
colonial 

- Pruebas bio­
químicas 

- Cromato¡1;ra-­
fía g¡¡s-.1 :í.-­
quido do pro 
duetos fina: 
les del metn 
bolismo mi-­
crobinno 
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b.1.2. INMUNOFLl!ORESCENCIA DIRECTA. 

El fundnmenlo b5sico del que dependen lns t6cnicas 

que emplean ant icu<'r·poH fluoresceut:es, es la cRpec.ific! 

dad de lil cornhi.llaci(>11 del <1JllÍ.g<'l1<J con el ¡¡nl.icul'rpo e~ 

rrespondienlP y dP la'.< propi..,<lad"s fisicoquí.mica!J espc-

ciale8 de c.ierLoH col n1·1u1Le:4 cono e idon como fluorocro ... -

IUOA; estos Úl tirnon l.·i enen J.¡1 Cílpncidad cfp abtH>rLer luz. 

de pequeña lon,¡r,iturl "" ondil ~· emitir irwtnntfrneamcnt.e -

lllli\ luz de lon<•;i tud de onda tnnyor. Lo•; fl uor·ocromo~• que 

habitualmente ~•P empl.Pilll p<.tr<1 111arc<11· (co11j11g;11·) anti- -

cuerpos 11011 f.luore~1ceÍ.11;1 y 1·odamiua (¡;;encralnwnte bajo 

la forma de Uwt:J.oc.i.anncn!J) 1 producierulo llllil fluore1ic.:~ 

cia umarillo venlo;ia y rojo na1·a11j,1 r""f"~c t:lvamc·nt.e ( F! 

guril J. 2) ¡ no obslant e qt1<• ambo.•¡ ofrocon bnono,; rP.•iulta 

d(rn, el isotioci.annto dP fJunre!JCPITlil tie1ie dos venta-­

jas importantes sobre L• 1·odmnir1r1: (a) el ojo humano es 

m5s sensible a ln fluorosconcin amarillo verdosa y (b) 

es más común observar nutorluoro~1cenci.a <le tono rojizo 

que amurillo verdosa. 

La elecci6n de ln t6cnica depende en gran porto de 

la informaci6n que ne desea obtener; en KDneral, se usa 

la técnica directa p;1ra ident.ificnr un antígeno desean~ 

ci.do y ln indirecta cunn<lo Be intenta l.11 detecci6n de -

anticuerpos. 

Para efectuar la tócni.ca directa (Figura J.J) 1 lae 
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extensiones del rnate1·i<1l problema se cubren con el nnti 

cuerpo eepecíflco marcado con fluorceccinn y se dejn -­

que reaccione con ol a11t:ígo110 nn ctrnstión¡ tramicurrido 

el tiempo apropiarlo, r'I. ¡¡n(icuei-¡10 que 110 se cornbi.nó se 

elimina nrnd.ianto !.av<1dcrn y, poeterior111<~11tP, !H~ procede 

n exnrn.illi1r la preparación nl microscopio de luz IJV pnrn 

determinar la prr:'.q<•11cl.a o atL'<t'nciii del nnt.íge110 corres-

pendiente. 

Ln técnic;i inrli.recta (Figura '.J.l¡) se re¡tliza en -­

dos etapas: en Ja p1·imer;1 SP hace reaccionar el ;1ntigi;­

no con su nnti.cu<'rpo y, en Ja se!i;unrla, s<' adiciona un -

segundo anti.cuerpo, una anti¡¡;arnmagl.obulina marcudi1 con 

fluorüsceina, que perrnitir!t vi~Hl<1l.iz<1r l¡¡ reacción rmt:!. 

geno-anticuerpo inicinl y, con ello, detectar la prese~ 

cin del antígeno o anticuerpo en estudio. 
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Eiguia J.2.- Espectros de absorción y emisi6n: 

A) Isotiocianato de fluoresceina conjugado. 

B) Isotiocinnato de totrametilrodnmina con 

j ugaclo. 
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+ J{ -»\ 
1 

Anticuerpo 
marcado con 
fluoresceínn 

Complejo Ag - Ac 
fluorescente 

Figura J.J.- Inmunofluorescencia directa. 

Primera etapa: 

O+V 
Antígeno Anticuerpo 

Segunda etapa: 
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cl~l( -~ -Qi-

\~ !¡\ 
Anti-IgG 
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Co111plejo A!-Ac 

Complejo Ag - Ac 

..: 1 / 

'\ _ __;¡)J~ 
~\:Py---1, 

/¡ \ 
1 

---..; / 
---..; 

/ 1\ 
Co•plejo fluorencente 

Figur~ J.,.- Innunofluorcncencin indirecta. 
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Wilson y col«h0rnd0rDs ( 129) ;id;ipt.-1ron la técni en 

directa p¡¡ra detectnr a Clo.qtl'idiurn difficil1., directa--

monto en lafl evnct1i1cio1ies del paciente; ('ll c>stp caso, -

mentf' fijadil!-l con "l.ilnnl, "" culi1·0n con cinf.icuerpos an-

ti-Clo.«tridium diCfic.i \p marcarlos con i<iotiocLl!l;ito dD 

fJ.uorescefna y ;iJ oh'.1t:rv<ir di.ch<1:1 pr<·paracitHl''S Ptl el -

microscopio de luz UV sP detectar5 fluorescencia s6lo -

si el microorganismo ast5 presente en la muestra exami-

nada. (Para dntnlles nn l;i rnetodoln~ln consultor Anexo 

II} • 

Un total de 158 pacientes ofect;idos fu6 inv0etiga-

do mediante esta t6cnicn, cultivo y nn&liHis dP toxici-

dad en lineas celulares (129) y los resultndos obteni--

dos revelaron unn coinddtoncia del 9]?~, le> cunl indica 

c¡ue el empleo de antic111•1·po1J fl11ot·esce11tes ptu•de const~ 

tuir un buen recurso purn dingnostic;ir r~pidn y confia-

blemente la colitis pseudornembranosa en el laboratorio. 

b.1.3. EL IS A. 

Durante los 6ltimos aíloR el desarrollo de m6todos 

inmunoenzim5ticof! hu permitido adaptarlos como instru--

montos importnntes en el dingn6stico de diversas enfer-

mudados. Eetos Ar basan en el empleo dn antígenos o an-

ticuerp<Js marcados con una enzima, cuya actividild cata-

litica sobre un riustrato especifico, facilita ln identi 
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ficaci.ón y cuantificnci.Ón del antip;eno o nnticuerpo en 

estudio. Las 1•nzimas que ~enernlment.e se utilizan pa1·u 

este propósito !JO:l: fo,ifatasa alc11lina y p"rox:id;1sa. 

D(~llt1~0 de los UH~t orlos CJIH~ hílCüll IVJO dP PnZitnn9 CO-

mo marc;idon•fJ se <'nct1t•ntra el dcnomin<11!0 ELISA (llnzyme­

linked inmnmo,.1orbr"1t ,·1.'isny) q111• l"'rrnit<' detectar rliver­

~os nntí~~Pno:9 y ;1111 ictt1!rpns. 

PHJNClPIOS DE LAS VAHL\NTE:i J.rn ELISA cmtUNMENTE E~! 

PLEA!lAS EN EL !lT:\GNOSTICO; 

o) DETECCION DE ANTIGENOS UTILIZANDO ANTIGENOS MARCADOS. 

Las pruehil!J que utilizan esta Vitriiinle se bMrnn en 

la competencia que .~t' e;itablecf' entr" un <tnti.p;eno marc~ 

do y uno no marcado, por unir.'Je a una cnnlidad Iimi.lnda 

de anticuerpo. En e1;te tipo de prueba, la primern oper~ 

ci6n que so re;\lizi1 cB el ncopJ.n1nirnto f'Í!iico o q11imico 

de ln cnntiditd npropi.<HL1 de i1lllicu1·q.1n " una f;1sc sóli­

da (placns de poliestireno, polipropileno o polivinilo). 

Unn vez nc!~rnrbi.do el a11t:icuerpo, se adiciona i!Dpnrada-­

mcnto pero de mannrn ~imult5nen, e] antlgnno mnrcndo -­

con ln enzima y \lllil tnl'zcla constituid11 por ;111tígeno ma~ 

cado y m11Ptitra en la c¡uo se flot;pech11 que exi.fite el ant! 

geno en eiitudio; despu6s rlr, un l""·iodo rJ¡, i.ncuhnci.ón d~ 

terminarlo y do qun sP ha !lfectuado el lavado c.orrespon­

diente1 se agrega el r<ustrnto ndocundo y, previa incub~ 

ción, so mide la abeorbancia del producto de la reac- -

ción enzim5ticn tanto en las placas en donde sólo so --
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<1dicion6 ¡;nt.igcno marcndo 1 como en aquellas en las que 

se colocó la mezcla. Ln concentraci6n del antígeno en -

las muestras probl<'rn<1, se obtiene nxtrapolando en una -

curva patrón rl vnlor de la d.ifet·eucia de absorbancias 

determinadas en ambos casos (Figura J.51. 

1. Adsorci6n del anticuerpo especifico a la fase 
sólida. 

2. Adición del antígeno marcado (2A) y del antí­
geno marcado + muestra problema (2B) en forma 
separada. Incubnción. 

2n 

J. Incubnc i.ón, una vez adicionado ol sustrnto ro 
volador y medición de la absorbancin del pro: 
dueto de reacción. 

'JA JB 

Conc. del Ag en la muestra problema AbsJA Ab11JB 

Figura J.5.- ELISA competitivo para la detección de -

antígenos. 
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b) OETECCION DE ANT!GE~US UT[LIZANDO ANTICUERPOS MARCA­

DOS {METOOO DEL DOBLE /\NTICUEHPO). 

En esta prueb<1, 1•l <1ntÍ¡>:Pno contenido f'll 111 mues--

tra, reacciona con 1111 1~xceso de anti.cuerpo adHorbido a 

ln fase ~1é>lida, prevjn i.ncubac:i.ón; pnsteriormPnte, He -

luvn arlücuad.:-unent n y HL' dd.iciona 1111 se,l.!;t1ndo anticuerpo 

dirigido contr·il el ;intí1,eno liiljo invPstígac ión pero ah~ 

rn marcado con la ~'.11z.íma y 11 n conti11ttítcil1u (pt'(~vJo lnv~ 

do) 1 se agt'cga eJ Sll•;Lrato espnc.ífi.co pnril cunnt:ificar 

el producto dü reacción, En e,qte caso, 1.1 conc<•ntración 

del producto de li1 reacc i.cln enzim;Ílica es directamente 

proporcional a la concentración del antÍKano presente -

en la mucstrn problema (fi~urn J.61, 

1, Adsorci&n del anticuerpo especifico a la 
fase sé>lida. 

l . ¡··· 
~~ 

Incubación con la muestra problema. 

12~~1 
J. Incubación con el segundo nnticuerpo mar 

cado con la enzima. 

LU 
4. Incubación con el uustrato revelador, 

llf 
Figura J.6.- ELISA: mótodo dol doble anticuerpo parn la 

detección de antígenos. 
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e) UETECCION DE ANTICVEHPOS. 

l~n el c;1.qo de quP se efectúen invcst.i.gacioncs i.n--

versas pa1·;1 dii1.o;nosticc1r la Pnfermedar.I, el proccdimicn-

to que ,ll;<'neralnwntf' ~1.· Prnplr~a p;1ra la detección y cunn-

t l r i e a e .i é>r1 d n rt n t. i e u e r pos e 8 , en e 8 e~ ne i a , n 1 s i p; u ion t e : 

e] l1nt.1.µ-eno, q11e e!l c1.'.101·¡1 la part .ícula acop:It1d;l a la fa 

se ~JÓ.lid.:1 1 es inr:ubddtl con una dilución ele\·oda cl<:l suc 

ro problema; de.~qH11~s de] .ldv<1do correspondiento, lo~ a~ 

t.icuerpo_,., unidori a la f,1.•1c ~•Ól ilL1 (ant:í.v;c•10) se dct:cc--

l<Jn incubando P] com¡1l•'.io forrnad0 con un ('XCf'S') de anti 

gamrnngl.obuli.n<.1 human.> m;1rcada con cnz,ima. Una vez tran!l 

c11rrido Pl tiempo ad(•,:u;1do y efe et t1;1<io el lav;1do corres 

pondicnte, se ad ic.i.e>rLi el sustrato indicado, el cual s~ 

r~ convertido por la enzima para formar un producto de 

reacción colorido (Figura 3.7). 

nnti-IgG rnnrcnda 
¡ con lil enzima 

~ 
anticuerpo (pro­

·-- vcnicnt.c del su~ 
ro problern,1) 

~ntígeno ndsorbi 
do a la fa.•H 1 t1Ó: 
lid a 

Figura J.7.- Secuencio de unibn ontígeno-nntl-­

cuerpo en la detccci6n de anticuar 

pos por ELISA. 
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Yolken y cnlabot'ador<•s ( 1J2) nrlilíJtnron 11na ,¡,.. ].¡1~ 

en lns evncuacion0s el(· ·1os pacientes af1,ct11do!l¡ éste em 

plen plnca.~ de poliest.irenn rec11hir•rt11f< rl<' anti.cuerpos 

unn su.spen:-;j(Ju d(' 111~-i PVt1cuacioneH problemn (suspensi6n 

nl 10% en soluci(in .c1¡¡l.i11:i ilílHH'tiF;u<1di1 con fosf11to~i) ¡ --

tras un pt~río..Jo d1.1 incub~·,ci<Ín, Rí' lavii y, ll continua- -

ción, se ad icionil un c<f'.L;lllldo nnt.icuerpo contra ~~~~!:_:~-

que este último quPdÓ unido revcl11 que el microorgnnis-

rno Sf' cncU<!ntra en Ja rnat.••ria feca.l y, por tanto, que -

es el probab]e ;1¡;;P11tP f'tiol.Ó.((:ico del p¿¡decimi1•nto¡ pnru 

logrnrlo, se ilgrega llll terc<!r ;rnticuerpo ahora ant:i.gn--

mmnglobuliHél dn Cílht·n marcada con fo.~ifatu~1a alcitli.nn --

(previa incubacii'J!l y li1vado) y p-n:itrofcnilfosfato corno 

sustrato revelador (Figura J.íl). 

Los resul tnrloB out en.idos a·¡ <>rnplear e!l te método --

han sido satis:L1ctorio8 1 pues el 100~:, de las m•H~strn.'l -

qne resulti1ron po~dt i.vafJ con é8te, tambi(,n lo fueron al 

ensaynr su citotoxicidad en c11Jtivo de tejidos. Estos -

dntos muestritn por lo Lint:o 1 qu•~ esta rnetodolo¡r,L1 ofre-

ce otrn nltcrnativa pnra la dntecci6n ripida de ~!2~!~!-

dlum difficile directamente en las evncuociones de los 

pncientes nfuc t. ad os ( 132). 



- BJ -

1, Adsorci6n del primer anticuerpo 11nti­
Clostriclium difficile (pnJpnrndo en -
~ ;;;~ J ~ s ¡-~ -1 ~ - f.~ s ~ -~ 7, lid il. 

l :-

1 1 

l~_M_MLI 
2, Incubuci6n con ln muestra problema -­

(suspensi6n de lns evncuuciones dol -
paciente afectado). 

), Incubación con el segundo nnticuerpo 
anti-~!~~~titli~m diffiEi!g (preparado 
en cab1·aJ. 

I¡, Incubación con un tercer anticuerpo: 
antigammaglobulinn de cabrn marcada 
con la enzima (fosfntnso alcalina). 

5,, Adici6n tlel sustrato revelador (p-ni­
trofenilfoafato) 

-l·:.· .·~·-· : i;;-.". . '.E',· 

~- -~ n . f:4 ... L 

Figura ).8.- Deteccibn de ~!2~~~!~!~~ ~!!!!~!!~ me­
diante ELISA, 



- 84 -

b.2. METOOOS PARA LA DETECCION DE LAS TOXINAS PRODUCI--

DAS POR Clost.1·itlium difficilc. 

b.2.1. CITOTOXICTDAD F.N CUl/f'JVO DE Tf,.JfDOS. 

La dctr;cc:ión de lils toxinas prnducid<rn por ~~~~!::~-

res11Jta un proc''"º no s(d.o cuiw i.den1blemeut e cnr1t'iahlí! 1 

,qi_no ademc'lf; 11111y .~P11sible par11 e1 dia¡z;nÓ.'lt·icn <.In la coli. 

lis psoudorncmhr<rnn~•a ('j 1 G,7,·7t¡): e!• pon.i.h1•• detectar 

cantidade.<J do h:i.YL1 )00 ng; ele toxina/rril. ((,<¡). 

Pnra llevar n c:nbo e~1ta técnica, eH necf~sario efcc 

tuar la centrif'ug:1ción de 1<111 muotitra.Y fecnles por :In--

vestigar (si 6~1 tas no ,!-=1ou l_tquidaA, .YO dt1 berf1 prlq.inrar 

un extrncto acuoso do la!J nriHmns); el sobrenadante así 

obtenido flf• mezcla eon 1m;1 !inri.e de antihif,t ico11 ( peni.-

cilina, estrepto1ni.cini1, poJimi.x:ina, neom.i.c Lna, nnfoter! 

cina B) para evitar cont.-1minacioues pos ter i.on~s, o hi.en, 

sn filtran trnv6s ele una mcmbrnnn con porn de 0,45 ~l-

de di~metro. Postcriormante, so inoculan ulicuotuH de -

estas preparaciones en el correspondiente e11ltivo celu-

lar y 11e incuban hi1~Jtn obn,.,rvar al¡¡;Ún cnmhio l'Il la mor-

folo,a;Íi.1 de lns céluLw (5 1 71¡): el t.iernpo <'ll ol qL1e apa-

recen los efectos citophtlcoA es inversnmnnte proporci~ 

nal u ln cantidad de toxina pre~rnntc. Cuando existen a~ 

taa concentraciones de toxina, los cambios pueden apar2 
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ccr ni. final de la primera hora de incubación; rm situn 

ción conlrarin se les podr6 ubsorvnr sólo dospu¿s de 24 

o 48 horns (27). 

En cuanto a los L i ¡1•)H de cúluli,.s quc se pueden em­

plear, se hn obser·v1Hlo que la gran m¡¡yorL1 suele ser -­

susceptible nl efecto de ambas toxinas (J~); entre los 

cultivos ccl•1lr1r<':'! 'l"" con lllilyo1· ¡,xi.to sP han utilizado 

se cuentan lo!J con!il.it.11idos por cf,J.uL1ll ;i11mi.Ótic<1.'1 hum~ 

nas, de riííón d¡) hnmstt:r (fll!K-21), l!r:La, d() riíión de co 

nejo, f.i.brrJblnst.os p1d-:10nares humano" (Wl--Jll), dc célu­

las de ovarl.o de h;1111st<:r chino (CliO), de hcp<1tomn de ra 

ta (MHC) o de tumor<!S adrenal<'!o< dr: ratón (YI) ( 31 1 J)}, 

No obst:ant<, r¡uc en t:odcw r•llos 11111bi1s toxinas inducen --

cambios morfol6gico!1 ~j_mililrcs, se 11;~ detectado que ln 

Des J,OOO veces ruAs citotóxica que ln A (Tabla J.1)(35 1 

113). 
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Tnbla J.1.- Efecto citot6xico je las toxinas A 

y íl de ~!~~!~!~!~~ ~!~~!~!!~ en di 
ferentes cultivos cPlulnros, 

¡------ ----------··- --···. /Cambios m •:·f" ló '." i cos. ~ur-r-id~>-;;-:-~ 

1 Toxinn Cono.ro t. rnoi6n" f ~º~~ d i1 ":"~,';;'- tip~;¿:_'"~~~ ,b 

f------ ----------- -- -----·-: ·------·····--· --· ----- ---·· -- --· ---------
A 20,00 /"g.'/ml 1 ++ .._+ ++ ++ 

'j • ()Q ,D;C(/1111 ++ ++ + ++ 
1. 2'> >·~/m1 1 ++ + ++ 
O. 11 /<p;/ml ++ + 
o.nB ,F·g/ml + 

' 0,02 /<!!;/1111 1 

¡---· ---··--··--··-·- -·· ··----·· ¡ 
B 20, Oll n,i,;/mJ 

5,00 n¡;/rnl 
1.2) ng/mJ 
O. J 1 ng/ml 

--~: ~~L ___ ;~~-~ i __ 

++ 
++ 
++ 
++ 
++ 

+ 

++ 
+ 

++ 
++ 
++ 
++ 

+ 

++ 
++ 
++ 
++ 

+ 

-------------·-· --··--------------· 

n Concentración fin<1l d•' toxinn en el cultivo celular. 

b ++, la totalidad do lns c61uln~ redondendns; +, la mn 

yoría pero no torlaB las célula!• redonden<1ns; - 1 célu­

lus sin cambio morfológico despu~~ da 18 horas de in-

cubación. 

YI - Cultivo rI t~ cf<Luli1'1 do tumor«~ '.ldronales de rnlón. 

CHO Cul ti \"o de cí: lul <rn ovf1rica2 •: ~? h:1m~ t:o1· chino. 

lle La- Cultivo de cÓlULIH de ca reine~;\ de c6rvix, 

MIIC - Cultivo clP cf•lul as do hep;lto~.1 de riltn. 



- 87 -

Una vnrianto complernont;:iri;1 que incrementa 111 re--· 

prosentntivi<lilrl de ostn rnntodologí:i, es la demostración 

do gue los efPctos citop.1ticos pueden ser ne11tralizadoa 

mediflnte la ,int.it.ox.i.11<1 ;1propiarln¡ psto n::f.iultn neces<1-­

rio parn dar ('specifi ciclad a la pn1Phi1, dado cpw en el 

cnso di! algunos d<!~1Órdr,ne.~ gastroint '-'fllinal.es y aún en 

per.'lonns <1parc•nte1nenlt• s,i11n'1 puede11 t>xistir: otros <1gen­

tes inclusivn de cnr~cter toxig~nico, que p1·ovocnn cam­

bios en ln mo1·fologin celulnr (5,6): estudios realiza-­

dos por Bart l•'t:t ( ó), indican qtl" en las evacuacionllH -

de aproxirnadnm~nte 11n 15~ rle pacientes con diversilS en­

fermedades gastrointC'st.i.nale~1 no r<~lacionadas nl empleo 

de antimicrobianor; 1 !Je encuentran toxinas citopi1ticns -

de diforent<• nnt:nraJez<1. 

En cunnto n la metodología, la neutraliznci6n se -

efectuaba ant Prio1·111cntc i.ncubilndo fil trndos de las eva­

cunciones d<' los pc1cienl:es con ant.it·oxina inducida por 

la exotoxina de ~!~~~~!~!~~ ~~~~~!!!! durante un perio­

do <le tiempo dPtnrmi.nado y, a cont.inllncióu 1 ndicionando 

esta mezcla al cultivo cc•lulnr elo!l;i.do para la pruebo -

(28). ActunJ.111.,nte, nllll<jlll' s11 '1igu11 casi el mismo proce­

dimiento, ya no se Pmplen dicha antitoxina, pues nhora 

on cuentn con 9ueroo que contienen anticuerpo~ fronte -

n lnH dos toxinas nluborndn8 por ~!~~~~!~!~~ ~!!~!~!!~¡ 

co11 ello ne lln logrado incrementar la P!!pecificidnd de 

nstn m6to<lo dingn6.'ltico (J?,66). (Pnro detalles nn ln -
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rnctodologín consuJ ta1· An''Xo II). 

b. 2. 2. CONTHAINMUNOELECTHOFOHESIS (CIE). 

Esta técnica s-.~ hasil en i;J. corrimiento electroforé 

tico del antígeno y el anticuerpo que han sido coloca--

dos en pozos pr·acti.cridos en 11n ¡r,cl di' <l,r¡;ar, dispuestoB 

uno frente ul otro¡ al efcct.11<1nH• la reacción corrr~f!po;: 

diento, en la zona de equivalencia "" forrnilrfin bandas -

de precipi.t;ición qui; intli.cari1n ho111olor,in. Este mótorlo -

puede emplearse par¡1 muchc>11 wistem;1s d:istlnt:crn pero re-

quiera que 109 ant{genoe migren hacia el 6nodo 1 porque 

generalmente los anti.cuerpos so dirigen hncin el cátodo. 

(Figura J.9). 

O:~l:i:::O 

º _,_....·-.. ---o 
,..__~ ..,_ ..,_ 40-

0 _ ... -1--... ~ 
·- ~ "4--- ,.._ 

------Anodo + 

Anticuerpos Antígeno 

lineas de 
precipitación 

Cátodo 

Figura J.9.- Principios de la contra-­

inmunoelectroforesia (CIE). 
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Hasta hace pocos aííos la contrainmunoclcctroforc--

sis fu6 propuesta como instrumento para el diagn6stico 

de 111 colitit• pseudomemhranosil (101,l~'.!i,lJl)¡ lns Jffim~ 

ros intentos por r1plica1·L1 fueron rPa 1. i.zados por h'elch 

y colnboradtl!'f'.9 ( 121¡j, qujc•nc:i la l'r.1plenron 1.•n L> iden-

Ir•. Por otro L1d<') 1 H'litll y asoc:i.ado:; ( 1\J'l) hi.cif'1·011 uso 

do t!lla par;: dt'Sarrollar una prul'ha ¡·{q>i<lél y .Sf'nsible -

que permJtierL1 detectar las toxiu;ts d1~ Clostrí.diurn di--

fficile di.rt.:'ctamente r-n lns evncuac:ionef' dí~ los pacicn-

tes afectado.~ (para rl<,L1lll';1 •~n la mc,toclología consul--

Lar Anexo II); este pano J'ué imp,)rt.nntP dado que ilastn 

ese momento, la!::i toxinnH de· e81:P. t11i.croorgan:i.t1mo solame~ 

Le podían id1'ntificarse utilizando el anf1lü;is de toxi-

ciclad en cultivo,q celuL11'P[< ( 10'J). 

Los rpsnltarlos obtenidos con d [ello m(d.odo fueron -

satisfactorios, yn que st· dcmotitró quP su sensibilidad 

era comparnble a ln c!P la prueba •~n Jn q1w tJH emplenn -

cultivos c0lulares (Tabla ·1.2) ( !OJ). 

Ademns de lo nnleti mencionado, la contrninmunoelec 

troforcsis ofrece las vcnfajns de ser un m6todo senci--

llo, específico, reliltivnmentc cco11Óm'ico y ri1pido (el -

tiempo req111'rirlo para l.lavr1rflfl a Ci1bo, incluyendo ln 

preparaci6n dn lns muestras fecales, oBclla entre 75 y 

90 minutos), por lo que p11r1~cía hnhcr!ie •~ncontrndo una 

prueba 9ficn7. para el cl.i.agnÓBticn de lit colitis pseudo-
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1t1Pmbrnnr¡s<1 (I0},12',); sin emb.-.rgo, Pst11dios postcrio1·Ps 

(';G,60,C5, 106, 12)) h.-.n dPmostrado qnc el UBo el<' la con-

trninmunoclcctroforesis conduce n un nlto porcentaje de 

retlllltarJos fnlsos-p:Jsi.tiv.is (Tabl;1 ·i.1). 

Poxton y llyn10 (9r;) hnn establecido que la .iparcn-

te falt<i de <'Sp<'cif'icidad se d0bc n quP la 0111.il!Jxinn -

comúnmf~nte Pt11plPari·1 en r~ste rn{~todo coni.iunc 1 adPrnlÍ.!:i de 

nnticucrpos frente n la, toxinas de Clostridium diffici-

! :: t a n t i e u o r pos e o n !.. r a a n t í. .~ ü no s de n u¡ H~ l' r J 1: i e cl<l l pro -

pio microor¡~nnismn; dP L>l formn <¡llP aunq111' 110 •'st(•11 --

t i e o B par H q u P él p ü r '! z e a n l i"l ~J l i 11 na B de pre e .i. pita e i ó n .. 

kins ( 125) corrobor,,ron c,d;e hecho <>l domos tr<1r qtlC - -

cuando se emplean como nnt.Ír~Pno :-Jnlirc11adanl1~s de culti-

parecen handns de prcc.ip.itación rlr• car;1ct.cr·í.9ticas simi 

lares a las obtenidas f'll presencia de toxina. 

Es irnport;111te ~eíi;1L11· qtH' L1 fr·ec1ient:,, prescnci<1 -

de Clostridium sorrlrdli.i y· Clostrirlium b.ifermentnns en 

lus evacuacione~1 hu:nun;.1.~, puesto c¡ue fnrmcin parte de la 

flora intestinal, cr.intribuye a la obtención de resnlta-

dos falsos-poBitivo,.¡ 1 yu qllf' ,,stii co111prob<1rlo CJlH' C>8tus 

dolJ especies comparten al nie11of1 un;1 clf>i:r•rrninantc 11nt:ig~ 
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con la antitoxina que"'-' s•iel.1.' usar (Go,9 11,9), 1211). 

Considerando ]o antes expU<'sto res11ltnría conve- -

niente ovaluar 1111Pvarr1ent.<' '";te método pero a!Jorn utili­

zanrto •n1a illll i toxina itdl'c11adi!mPnt.1· pu1·i fic:irl.1 (que sólo 

co11tt1n¡;;; anticur~rpo:o fr<'nl•~ a ambas toxin<1s) 1 para esta 

blecer la ut. i.1 id<HI de la contra inmunoelt>ct roforesis en 

el diagnóstico de la enfermedad). 
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Tabla J.2.- Comparaci6n de ln sensibilidad de 

ln CIE y la prueba de citotoxici­

dad en cultivos celulares cunndo 

se np1 ic;1n Pn ln 1f<~tr~cción dP lllS 

taxi.nas <fo CJost.rirlium d.if'ficile 

ílesult;1<1n con 1 <t di lnciÍin cun·esponrJientc 
de toxi.n•• control:" 

celnlnrcs 1 

Contrninmuno- ¡ l_ : 
elcctrofore-- + + + ' + -

L~~--!--~~~ ____ J____________ ---- ____ __] __ 
n Toxina control: sobrenadnnte del cultivo de una cepa 

toxig&nica de ~!~~!~!~!~~ ~!!!!~!!~ 

Tabla J.J.- Porcentaje de resultados falsos -

positivos en diferentes estudios, 

Referencia % de falsos-positivos 
!---------· ---------------------

Jarvis 
56 15% 
6" Levine J 2ii% 

Sands 
106 

'*7% 
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IV. Tfl.i\TAMTENTO 

Considerando el cuadro clínico característico de -

la colitis pseudomcrnb1-¡¡11osa (diarrea abundante -do 10 a 

20 nvncuncionP!-J al dÍi\- a veces con moco y !:1<.1n¿¡;re, cóli 

cos nht.Jom:ina] es, 111,úseas, vl>mito, fiebr1~, leucoc;it:osls 

r· hipo;1l!Jum.inernii1) L1n rn1'dida:1 tnrapi.Úlic;10. i1t111edialas 

que nyudan a rnejoi·ar 111 condición dPl pncient:e incluyen 

( I¡ 3' 7 t¡' 10 9' 1 19, 1 :~G) : 

a. La supresión del o 1k los antibióticos que desencade 

nnron el proceso. 

b. La adrninistrnci6n por . 
V1c'.l endovenosa de soluciones -

que mantcn¡z;an el eqtiilibrio eleclrolÍtjco y prevengan -

la dcshidrataci6n del paciente. 

c. Ln eliminación da a¡z;entes nntiperist6lticos (atropi-

nu. 1 belladonn o di.f1'11oxi lato), con o] objeto de ayudar 

a disminuir el tiempo de contacto de las toxinns con ln 

mucosa intestinal y, por consiguiente, el dnfio causado 

a éata. 

Adem5s de estas medidas, la parte esencial del tr~ 

tamiento radica en el empleo de agcnten antimicrobianoR 

para la erradicación del microorg.•n.isrno¡ el nntibiótico 

que hasta el monwnto 1l;1 darlo los mejores re!l11ltnd0s es 

lo vancoruicln11. La adrnlnintración de este medicamento -

DEI por vía ornl y l'll dosis que oscilan,. según la ncveri 



c.lad del padecimiento, cnlrc 0.5 y 2.0 g/dÍ.• du1·t1111P 

anti.hiot.icot t'l'i\["JÍtl. •. .\:;i.11lismu, .<;J(! ha dcl.t~nni11.:\<lo que• li\ 

concentr:ición df~ lan toxina.9 Pll lng 1:vnc11aciorlf~S cli.Hmi-

nuye dc8p11Úr1 de l1·nu~ic1.11·ridos li 2 d ÍaH dt~ tratamiento 

( 1 5 , J 9 , 11 B , 7 '_i , 'J ') , 1 o B , 1 o' i ) • 

No o b:J tan t e loH hucnr);; re su 1 til do!r ob t:t'ni rlo:i con e 1 

uso de lu vancomicint\, en ..:\l_i;;uno~i ett.90H Bt~ ha presf'nta-

do el problPrnn di.' t'PCílÍcla.s, dÍé\s dP~ipUÓH (aproxiruadnme:: 

te entre 11 y 21) el•~ concluirla La lPrap L1 con 1licllo rnedi 

camento; 8in cmbHr?;o, t~e ha olHH~rvado que la nd111init1tra 

ción de vancomicjna n11cv¡11n<!!li:e r".'JllPlve la !iintomntolo-

gÍa dcfin:itivnmente (Jl¡ 1 l1;~,7:o,J:~G). Al re,qH•cto se han 

propueHtn do!~ po!-iible~ii mec.-1ni.'J1110.s que expJicnn e"l ori--

gen do Lrn i·cca:ÍrL1:1, El primero de eJlos e!'ltablPce que 

existe una rt,inft•cciún del íl!Pdio amhicntP cuaudo toda--

ví.n la flora normnl rlr•l intPstinn no Pt1t<Í perfectamente 

rcstnblecidn para prPvcnir la prolif1,racién1 de ~~'.::'.!~~-

dium d:ifficile ( 111,J<J) y, el ~wgundo, postilla que Clos-

trillium difficilP pll1'd•' !Jobrevivir al t:rntnmirnto en --

forma csporulnrlil, r·ecolon-Lzilnrlo nu•~Vnmontc el intei;tino 

cunndo se .'3uprimc 1•l nnUbiótico ( 111,B•J). 

Dado el alto coiil.o dr; ln vancomicina, 11e ha pro- -

puesto el uso do lil bacitracina como nlterniltivn en el 
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lrillilmiento '.le lil Pnf'ernwdad; las expcriencins que se -

tienen con rste nntibiót.i.co indican que .~u <tdminüitrn--

ción por vi.a or·a1 PTJ •losis <lf• 100,01)() U/día •l11rante 7 u 

10 días 1·e.Y11elve s;irisfactoriamente las manifestaciones 

clínicas qtw so p1·PsPntau ( ·w, t 11J). 

Adr~m/'ls de l.i tPr,;1pja ettcnminada <l li:1 t.~rradicnción 

de las toxinas; estn ~lLimil se loK1·a mcdiilnle la adrni--

ni.'ltraci<Ín oral dt' n·sinas d1~ intercnmll"io nni(inico en -

dosis dl! 1Ci g/clín duranle 2 a '.í dÍélS,. Las rf~sjnafl que -

rcp;ularn1enLe se usan con c!JtP fin son cole~1Liramina y -

colestipnl, ;\rnbi1s so11 c~rincE~R de u11irse n ln~i toxinr1s -

de Clostri.di.um <lifficile tanto in vivo como in v:itro 

( 1¡ 8 , :; 9 , 1 1 5 ) • 

De.'Jafortunadanwnt", e~ita terapia no ha roportado -

buenos resultu<lns puesto que tan s6lo se beneficio nl -

paciente mientras existen las resinas a nivel :intesti--

nal; de tal m1.1nur;1 1 que al flllprimirgc t'-~1tas se prcsen--

ton nuevamcntf., los s íntoma!J ( l¡fl, 59). Para q1ie el <'tnpleo 

de estas resinas 1·e.<J11lle efica:r., fHl hn s11gorido su com-

binación con dosis nlevadns de vnncomicinn (2 g/din), 

de tal forma que il 1.a ve:r, que Be innct.h'l' 11 latt toxinfl1l 

existontett, AD elimine nl microorganismo productor de -

las, mismas ( 115). 

En un intento por encontrar nuevos m6todos de tra-
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lmnicnto 1 se ha ensayado el 1·csL1bl<!ci111ic11lo dL' la flo-

rn normal medinntc~ nnema8 r,~cales; esta medida ternpeú-

tica se basa en el ht>cil<) rle que 'la p1·<'sPncL1 de 11na f]~ 

l"(). innlt:(~!'íl1l,1 con~;tit•.::\·p 1•1 ITJ(•jor- ntPcani.~irnn dp rl<~fpn[!íl 

del huúspcd para inh:ibit· t>l PSl.;il1lecimient.o y rks;11·1·0--

llo de tn.icroorgan.i smn~ pttlÓp;4lllCJ~~ .. l.d)8 enf.'llh'l!J !;C rH'Ppa-­

ran con muest 1·;\n fpc;1lt·:~ de~ indlvi.dttn.<~ s;1nu~;, a~10p;urf,n­

d o !; e que l! s t a !1 '~ !i t {~ n l i lJ re~.; d r~ vi rus , p iJ r f.t s i. l os y ha e t P. 

ria~3 pntóp;nn<J!.~; aplic1~111(IO~(· a] flt\ciP11t.1~ dos V(1 ces al 

día. Hasta el mcir1wnl.o ''"'-" m{•lodo se ha empl.cildo sólo -

en pacientcA que no responden il la ternpia comímmcntc -

accptadil, obteniér1clotH' re;i11ltados positivo!J en un flo~G .• 

de 1011 ca;ios alt~ndi.dn~1 con est" tipo de tratamiento. La 

recuperación de estos pacientee fu(' rf1pidn, ya que el -

tiempo requerido para ello o9cilb entre 5 y 12 dios (22 1 

1¡8). 

Finalmente, ec recomienda la cirugía para aquellos 

casos en los que, por no haber respuestn n ningún tipo 

de tratamiento, la enfermedad evoluciona hasta el grado 

de presentarse perforaciones en el colon (48). 
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V. PHE\'ENCION 

La medida mi1s recomernl<tble para prevenir el dcsa--

rrollo no s6lo de Jit colitis pseudomembrnnosn, sino de 

muchas otras enferm1>d;1de!1 intestinales de orlp;r,n bacte-

riano, es evitar el mal uso ele los antimicr·ol.liano8. Sin 

f:mhar~o, actual11H~nt:P sr~ f'.fit:udian otro::T recurno~~ nn o:ni.i~· 

ma1t\fi de nxporiment.ar:ión que puedeu nprtrecf~r po~;tc1·:i.01"-

mf>11t:e como opcione!'l 11ceptablt>1c1; uno de ellos 1'!! La admi 

nJstración oral de preparacJone.~i bact(!t·J.anns elnborad¿\8 

con ciertns cspecic:-i microbianns integrantes de la flo-

rn normal del inte~·ttino que, fi('?;Úrt !l~ ha d~mostrt1<10, _..., 

son capnces rle inhjbir el rl<>!rn1-rollo dt> C.lostridium di-

bre todo ít p¡1cie11le.<-1 quP P.(;t;\n o ~1er/1n sontcl.ido~J a trn-

tamientos t1nt irnicrob ii1nos rrol on¡;ndo.'j ( l¡IJ), L1l'; r•sp<'- -

~2~~~!~~!~~ !~~~~!!~y~~~!~~~~~~~~!~~~~~~~~ (71,101, 

102). 

Elltudio~J realizado.'• "ll hnmstera hnn rlemoatrado c¡uc 

111 odministracl6n do LACTINEX (prepuroci6n comercial de 
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previene el desn1·r0Jlo de ilencecitis inducido por el -

trntnmiunto con antihi6ticos (~8). 

Otrn medida profiLírt ic;i que 1rn ha su,1.•;r•rido, es la 

a p 1 i c n ció n de] to x o i d <' p ¡· P p ;1 r·" d n e o n a rn h ,1 g to xi n i1 s ( t. o -

xoide AI3); los rP,1111 L1<los olll.L•n.idoH Pll PHtP ca8o, mues­

tran que lus a11inií1:Iet5 ,1sí tr.:1tado~! quedétll comp]r,tnmünte 

protegidos del <'fcct.o ]..,si\•o dc• li18 toxinas ((j?). 

No obtJL1nte que ];1,,; rnc•di.úaB ci L1d<Pl p11dicr<111 resul 

tnr nplicnblce en ln prevención dP ln colitis ptlPlldome~ 

brnnosa, calH~ 1l<'ii;d ar que l.i1mbión es impo1·taute tornar -

lus s:i.guiente.« prec;1ucion1':1 parn cviti'lr la posible trnns 

misi6n del padecimiento (~íl): 

(1) El aislnmienio de 1011 paci.entes afectados. 

(2) La descontaminación de L1~i habitaciones ocupadas 

por los mi.smoH, 

(J) La estcrilizaci6n del instrumental empleado en el -

exnmen de los pacientes (sigmoidoscopio y proctosc2 

pio). 
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VI. CO~CLUSIONES 

1, En lo que se refiere nl nislnmicnto de ~!~!!~!~!~~ -
difficile: 

- la fuente primordial es la mnteria fecal de los pa 

ciente& nfectados. 

- los medios CFA, CCFA y TCCFA se consideran los de 

elección, aunque se hn comprobado que el 6ltimo da 

los mejores ra5ultados. 

- el uso de t.aurocolato de sodio y lisozima en di- -

chos medios favorece en gran medido la recupera- -

ci6n del microorganismo en forma esporulado. 

2, Por lo que reapccta u las toxinas: 

en elL:is radie<> la pat:ogenicid<>d del microorganis-

mo. 

- el efecto principal de ln toxina A es la acumula--

ción de fluidoR, por lo que sP 1<' considern la re! 

ponsahle de los cuadros diarreicos observados en -

la colitis psaudomr>mbrnnoHa, 

- la nctividad da ln toxina R es primordinlmente ci-

totóxicn: modificn Ja permeabilidnd de la membrana 

celulnr; poeee ncción eelectiva sobre c~lulns del 

epitelio colónico. 

- el mecnnü1010 de acción de cada una ele ellnn ':!l; des 

conoce. 
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- son nntig~nicnmente diferentes. 

J. Por lo que toen n ln ncci6n de los nntimicrobinnos -

frente nl microoq.(arlismo: 

- es a l L11n '~ n t. " n~ s i s t "n t c> n : e l i n rl a m i c in" , l in c o m i e ; 

na, cefnlotinn, cc>fnlexinn y cefoxitinn. 

- es sensibl•' ;i: penicili11;1 Ci, ;;mpicilina, tetraci--

cl.ina, cloramft~11ic1>l, f~ritrorni.ci.IJil, rJfampicina, -

bncitrncinn, metronidnzol y vancomicinn. 

4. En relnci6n cor1 ln estructura nntig6nicn, ~!~~~~!~!~~ 

difficile: 

- posee dou carbohidrato8 qué le confioren espccifi-

cidad inmunol6gicn: uno de ollas presente en la p~ 

red celular y el otro en la membrana citopl6srnicn. 

- comparte determinantes nntigfinicns con Clostridium 

5. En cuanto n In inmunidad que se observa en ln coli--

tis pseudomcmbrnnoea: 

- ea primordialmente de tipo nntit6xico y no nntibac 

teriano. 

- en los casos ngudos de la enfermedad y n6n en los 

períodos de convnlecen~ia, el paciente posee un tí 

tulo mayor de anticuerpon contra 111 tox:inn B r¡ue -

contra la A. 

- no se hu establecido todnvin si los anticuerpos --

formarloR tienen un papel importante en la protec--
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ci6n del individuo contra posibles rcinfecciones. 

6. En lo que se refiere ol dingn6stico da laboratorio -

de la colitis pHeudomembranosa: 

- el definitivo t<c P'd :ib"I ccC' cuando ademf1s de obser-

vur las lesiones caracterislicas 1ic lo enfermedad, 

se dernue1Jtra J.;¡ p1·L·scncia r.k las Lox inn~1 y/o el m! 

croorganiHmo en lii mal:..rin fecal d" 1011 paci_cntos 

afectados. 

- la dctccci6n de Clnstrid.ium difficilo en las evn--

cuncioncs drd p<1cicnte se lo,u;ra mediante: cultivo, 

inmunofluor<!r1cencin dirnctn o métodos inmunocnzimá 

ticos (ELISJ\}. 

- ln introducción do métodos inmunol6gicos para de--

tectnr al microorganismo directamente de los mues-

tras fecales, trae consigo una reducci6n en el - -

tiempo requerido pnra establecer c•l di.i1gnóstico. 

- en algunos cnsos l.n r¡¡pfdez r.n r.1 rlingnóst leo es -

decisivo pnrn el paciente por lo oeveridnd del do-

ño cnusndo. 

- los toxinas producidnH por ~!~~~~!~!~~ ~!~f!~!!~ -
se ponen de manifiesto mediante ln investigación -

de su c:itotoxicidad en c11ltivo11 celulnrr.s y a lra-

vfis de t6cnicas de contrninmunoelectroforesis. 

- el empleo de cultivos celulnrea en ln detección de 

loa toxinas se considero hasta el momento el rccur 
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so m6s confinble y scnsihle. 

- si no sn adoorbe el suero empleado en la contrnin-

rnunoelectn>foresis r'S ine.qp!!clficn pues conduco n 

un alto porc1>nt<1 je dP 1·ps11l l:"rlos fal.sofi-positivos. 

7. Por lo que respecta al tr¡1tarni ento ele l.a ·~nfermeclad: 

- inicialmente incluye 1:1 "t1pre,1iiin cl;,l " de lon an-

tirnic1-obia11o>i qne de.qp¡¡cad1•naron el proc1~so y Li -

ndmin:istrnc.ión intrnve110~«1 rle olectr·ol ilos. 

el antibiótico de elección es la vancomicina. 

- el dirip;i do it 1.a inncti\"aci ón rln Lis toxinas no ha 

reportado buenoo resultados. 

- en algunos casos el uso de enemue fecales resulta 

satisfactorio. 

B. Por lo que toca a lus medidas que ayudan n prevenir 

lu cnli t is pE!PlldornPmlirrinosa: 

- ln princip.:il r11dic;1 en nvitill' el uso indiscriminn-

do de los 1111timicrobia11os, 

- se estudia la pc~dble administración orul de prep~ 

rnciones b;icteriilnail c¡ue inltiben la proliforución 

de Clostridium difficile, 

- se inveotign la ef~ctividad de 111 aplicación de to 

xoide prep<irndo con nmbas toxinas (toxoide All), 

9. Con respecto nl desarrollo de ln enfermedad: 

- el mecunismo que lo induce radien en el desequili-

brio que sufre la flora normal del inte~tino por -
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el uso desmedido de nnt1mic1·o~innos yn que dicho -

cambio fnvorec•' L1 m111 li pl icacifrn de Ct'pi1H toxigb-

nicüs rle ClcH<t1·id]ll111 diff.icile resistentes al o --

1 ns ¡¡ 11 L l !J .i tÍ t. i e os ad 111 i 11 i 3 t r d dos • 

- los ant i.nl"i e1·ohi;1110>1 'lil" con mayor frecuencia se --

asocian a la colitis p~1Pudomen1branosa son: el.inda-

micinn, lineor11icin<1 y ;1111pi.cili.na 1 i.IU!HJUe ya se ha 

comprobado qlle Pxisten otros, 

- se presenta primordialmente en personas adultas. 
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ANEXO I 

COMPOSICION Y PHEPAHACJON DE MEDIOS DE CULTIVO 

AGAR CLOSTRISEL HEFOHZADO 

Modio clriscri to p;ir·a usarse Pn el cultivo ele m.icroorga--

nismos nnnorobloH rsporog6nicos; recientemente se hn re 

perlado eu utilidad en el aislamiento do Clostridium di-

fficile. 

Composición: 

rórmnla en grumos por litro de agua destilada: 

Extracto de levadura J.O 

Extrae to de· c:1rne de res .......... . 10.0 

Pcpton1> Trypt i.catH' •••••••••••••••• 10.0 

D!•xtros a • .. • • • • • • • • • • • • • • • • • .. • • • • 5. O 

NaCl ••••••••••••• , •••••• , • • • • • • • • • 5.0 

AcctElto de ~1odio •••••••••••••••••• ].O 

Almidón soluble ••••••••••••••••••• 1.0 

Cisteína ............. ., . . • • . .. • • • • • • • • 0.5 

Agnr ~-······•••••••••••••••••••••• 1).5 

pH final 6,8 : 

Preparación: 

Hacer una suspensión de 51 g del medio del!lhidrntado en 

un litro de nguu destilada. Mezclar totalmente y calen-

tar agitando frecuentemente. Hervir durnnte un minuto. 
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lliRtribuir y esterilizar en autoclave n 115°c (10 li- -

b1·us de presión) durante 15 minutos. 

MEDIO CFA (CICLOSEH !NA-FHUCTOSA-YE~IA DE I!IJEVO-AGAH) 

Medio ideado pitt"il <'mpl Parse en el aislamiento de Clos-

t.ridi11m diffi.ci.le. 

Composición: 

Fórmlllil en ¡¡;ramos por litro de ngua destilndn: 

Proteosa peptona ••••••••••••••••• 40.0 

N¡,
2

HP0 1f • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 5.0 

Kil
2

PO l¡ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1. O 

N...-\Cl .......................... ,. • • • • • 2.0 

MgSOl¡ nnhidro •••••••••••••••••••• 0.1 

l"ructosa • • • • • • • • .. • • . • • • • • • • • • • • • 6.o 

Agar 20.0 

Sol. rie rojo ne11ti·o al 1% en etanol ••• •• J.O ml 

pH final 6.B ~ 

Preparación: 

Mezclar bien todos los componentes. Hervir durante un -

minuto y esterilizar a (no mfíH de 15 libras de .. 
presión) ~urnnte 15 minutos. Enfriar aproximndamente o 

50°C y n~adir ~onpM/ml de ctcloserina y finalmente ad! 

cionar 5 ml de una suspenHiÓn al 50% en solución salina 

est6ril dn yema de huevo; se a¡¡;ila vigorosamente y se -

reparte en cnjas Petri enl~rilen en cantidndeB de npro-
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xim;1dnnw11te 17 a 20 ml. 

~!EDIO CCF A ( CICLOSERINA-CEFOXITINA-FRUCTOSA-YEMA DE HUE 

VO-MAíl) 

Medio idr.a<lo paL1 ntiliznrse en el aislnmiento ele Clos-

tridiu111 dif'ficile, 

Co111pns ic i.cJll: 

Fórmula "n grnmos por litro de agua destilada: 

P1·oteos;' peptoni1 ·····~··········· 4o.o 

Nn 2 HPO~ •••••••••••••••••••••••••• 5.0 

KII
2

P01i • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1.0 

NnCl . ........... ,, • . . • • • • • . • • • • • . • • • • 2.0 

~fgS0 11 unhidro •••••• , •••••••••• , • • 0, 1 

Fr11c to!-.la ........................... " 6.o 

A¡r,;ir 20.0 

Sol. de rojo neutro al 1% en etanol ••••• J.O ml 

pi! fi.nnl G.il ~ 

Prc>pnrnción: 

Ln prc>pnrnción es ln mismo que en el medio CFA, la dif~ 

rencin radica solamente en qne n1 momento de agregar ln 

ciclose1·.inil !Je ap·eg" t.amhién la cefoxitina en concen--

tración de 16 ¡-ig/ml. 
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MEDIO TCCFA (TAUROCOLATO DE SODIO-CICLOSERINA-CEFOXITI-

NA-FHTJCTOSA-AGAH) 

Medio doHcri f.o p111·11 11s1u-sn cm el ni!il;:-imienlo do Cl ost1·i-

dlum diff'ici.IP¡ lil pres<'1u.:ia de tnurocolal.o de sod.io en ---------
Ó!:it-.e fav·ort•c1~ t~.SpPc:iíllment.P la germ:inacién1 de Jns espo-

rnH de dicho microorgnniHmo. 

Composición: 

Fórmula en g1·amos por litro de nguu destilado: 

Prot:c~osa peptona .................. 110.0 

N<.t
2

1IP0
11 

•••••••••••••••••••••••• .,. 5.0 

KH
2

P0
11 

• , •••••••••••••••••• ••••••, 1,0 

NnCl ........... , • • • • •• • • • • • • • • • • • 2,0 

MgS0 11 nnhidr·o • • • • • • • .. • • • • • • .. • • • 0, 1 

Fr·uctosa • • • • • • • .. • • • .. • • • • • • • • • • • • • 6.o 

'l'aurocolnto dP sodio •••••• , •• , • • • 1.0 

Agnr 20,0 

Snl. de T'ojo neutro al 1~;; en otanol • , ••• J.O ml 

pi! final 6.B ~ 

Preparación: 

Mezclar bi~n todos los componentea. Hervir durante un -

111ln11to y esterilizn1· n 12J°C (no mils df' IS librns de 

pr·f•nión) duranto 15 mtnut.os. Enfrinr nproximarinmunte 11 

SOºC y aiíadir 'iO~g/ml do ciclorrnrinn y 16 _,Ag/ml de ce 

foxitina. Se mezcla pnrfectnmuntn y HP reparte en cnjnB 

Petri estfirilcs on cnntidndcH do nproximndnmente 17 n -
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20 ml. 

GELOSA SANGRE 

Medio empleado puro el cultivo y propagación de ~!2~~~~ 

dium difficile. 

Composición: 

Fbrmulu en grumoa por litro de agua destilada: 

Peptona Trypticase ••••••••••••••• 15.0 

Peptona Phytone •••••••••••••••••• 5.0 

NaCl 5,0 

Agur 15.0 

pH final 7.J + 

Preparución: 

Se suspenden 40 g de polvo en un litro de agua destila-

da. So mezcla bien y qe calienta agitando frecuentemen-

to. Se hiervo durante un minuto, se diatribuye y eater! 

liza a 121°c (no 111iin de 15 libras de pre1Ji.ém) durante -

15 minutos, Una vez outerilizudo, se deja· enfriar apro-

ximudumente a 40 - 45°C y ue agrega un 5 o 10% del vol~ 

men total do sangre de carnero desfibrinadn. Se vuela -

en ln:i pli1cn!l con·ospond i.ente¡¡. 

BASE DE AGAJ! HOJO DE FENOL 

Medio aólido apropiado pnro usarse en las pruebas de --

fermentación de cnrbohidratos indicadas pura la identi-
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ficnción de Clostridium difficile. 

Composición: 

Fórmula en gramos por litro de agua destilada: 

Peptona 1'1·ypt:i.case ••••••••••••• , 10.000 

NaCl 

A,«,ar 

Hojo dr fe11ol. a••················ 
pH final 7,I¡ '!: 

Preparación: 

).000 

15.000 

0.018 

Se suspenden JO g del polvo en un litro de agua destila 

da y se ogregan 5 a 10 g/l del carbohidrato que se de--

sea estudiar, Si estP produce baja de pH, reujú.stelo. -

Se calienta ngitant!o frecuentemente y sP hic>rvP durante 

un minuto. Se düitl'ibuye y estf!riliza a 118°c (12 li- -

bras de prcsi()n) dur;1nt:e 1S minulos. 

RASE DE CALDO ROJO DE FENOL 

Medio líquido a l. que ~10 le pueden agregar carbohidratos 

para determinar con exactitud las diferentes reacciones 

de fermcntaciéin qur son útilea en la identificación de 

ClM1t1·irli11m difficile. 

Compoaicié>n: 

F6rmula en gramos por litro de agua destilada: 

Peptona Trypticose •••••••••••••• 10.000 
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NaCl 

Hoja de fenol ................... . 

pH final 7. l¡ ~ 

Preparación: 

5.000 

0.018 

Se disuelven 15 g del polvo en un litro de agun ctest!l~ 

da, ngregAnctole de 5 n 10 g/1 del carbohidrato que se -

dntica estudiar. Parél i11\·e~t.ignr la fo1·maci.ón de gases -

se pueden cmp Le<1r los tl1bo~1 de Dl1rl1,1m. Cunnrlo el medio 

se va a destina1· íll cu.1 t ivo de microor.~ani.::imos nnoero--

bias se le puPdc·n i1p;rP,11:<1r 0.5 n 1.0 :;; de agar o bien --

0.5 g de L-cistPÍllil llCl. El mt~dio Y" preparado se diH--

tribuye en los tubos cor1·c9pondientcs y se esteriliza a 

116 - 11Bºc (no mi1s de 12 librat1 dc> pre.~ión) durante 15 

minutos. 

CALDO TRIPTOVANO 

Medio emplendo para identificar a Clostridium difficile 

en base a In producción de indol a partir de triptofano. 

Composición: 

Fórmula en grnmou por litro de agua destilada: 

'l'riptona •••.••••••••••••••••••••• 10.0 

Preparación: 

Disolver por calentamiento, repartir en tubos porciones 

de 5 ml y esterilizar n 121°c (no m~s do 15 libras de -

presión) durnnte 15 nJ'inuto.'.1, 
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MEDIO SDI 

Medio semis6lido que se usa on la identificaci6n de - -

~!~~!~!~!~~ ~!~~!~!!~· bns6ndose en la producci6n do --

sulfuro de hidr6geno y formaci6n de indol. 

Composici6n: 

Fbrm11ln en ¡.;ramos por litro de agua destilada: 

Peptona Trypticnse •••••••••••••• 20.0 

Peptona Thione •••••••••••••••••• 6.1 

Sulfato de hierro y amonio •••••• 0.2 

Agar ···················••11•••••• J.5 

pll f'inal 7. J ·~ 

Preparación: 

Se suspenden JO g del material seco en un litro de agua 

<lcstilndn. Mezclar bien y cuando se obtenga la suspen--

si6n uniforme, calentar frecuentemente y hervir durante 

un minuto. Dist1·ibuir y estl'rilizar en autoclave a 121°c 

(15 librL1s de presión) d111·a11le 15 minutos. 

AGAH DE HIERRO DE KLIGLEH 

Medio que se utiliza para idontificar a Clostridium di-

fficile en base a la producción de sulfuro de hidrógeno 

y fermentación de glucosa y lactosa. 

Composición: 

F6rmuln en gramos por litro de agua destilada: 
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Pcptonn Poly¡H}'ptonr~ •••••••••••••• 20.000 

Lactosn 10.000 

Dextrosn • • •• • • • • ••• •• ••• •• • • • •• •• 1.000 

NnCl •• • • • • • • • •• • • • . • •• •• • • • • • . • • • 'i.000 

Citrato tle hierro y amonio ••••••• 0.500 

Na 2 s2o
3 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O. 500 

Agar 1:;.000 

Hoja de fc11ol •.•••.••••••••••.••• 0.025 

pi[ f inn l 7. 1¡ ~ 

Preparación: 

Se suRpcnJen 52 g Jel medio deshidratado en un litro de 

agua destilada. Me~clar bien y cnlentar agitando fre- -

ctientemenl:e. llervir durante un minuto 1 distribuir en t~ 

b o:; y e .s t (' r"i l i zar n 1 2 1 ° C ( 1 ') libra;; de pres i ó n) d u r n n-

te 15 minutos. Se de ja r·111'rL1r en po~iici Ón inc 1.inadn, -

de manPrn de obtener extremos prolon.~ndos. Paril mayor -

e x a e t i t 11 d , e 1 il .<r," 1· r le> h i P r ro d e K l i g l e r s e d e be u s ar e 1 

mismo <lía de .s11 preparación o fundirse y solidificarse 

nntes de usarlo. 

AGAR 08 III8T!HO Y LISINA 

Medio empleado en ln identificaci6n de Clostridium di--

!~~~~!~• bns5ndoRe en la producci6n de sulfuro de hidr6 

geno. 

Composición: 



- 11 '.l -

F ó t·mula t•n grnrnos por .litro de a gua u estilada: 

Peptona Gelysat:e •••••••••••••..•• s.oo 

Sxtracto J.00 

Dext.ros.-1 1. 00 

L-lisi.nn 10.00 

Citrato de hierro y amonio ••••••• 0.50 

J\:¿125203 ........................... . 0.011 

Plirpnra de brornocresol .. • . • • • • • • • • 0.02 

Agar ............. º ................. 13.50 

plí final 6.7 ~ 

Preparación: 

Hacer una suspensión de J3 g del material seco en un 1! 

tro de agua destilada. Calentar agitando frecuentemente 

y hervir dur.-inte nn minuto. Düitribuir en tubos, de pr: 

ferencia co11 Lipa de rosc;1. E:;tcrilizar en a11tocluve n 

121°C durante 12 minutos. Enfriar en posición inclinada 

para fonnar extremos profundos. Ccrrnr firmamento las -

tapns pnrn evitar evaporación dnrante el nlmacenamiento, 

AGAR DE HIEHHO Y 1'H TPLE AZUCAH ( AGAH TS I) 

Medio usado pa1·.-1 idontific;1r ;1 C1ostridi11m difficiln en 

base a la formnción do irnlfuro de hidrógeno y fermenta-

ción de lactosa, ¡>;1 ucosn y sacnro.'la. 

Compos:ic:ión: 

Fórmula en ,a;rr1mos por litro de agua dostilnda: 



Pcptono Polypeptone •••••••••••••• 20.000 

NnCl 5.000 

Lnc lo11a ••••••••••••••••••• , •• , ••• 10.000 

10.000 

Dex t t'ot<a 1 • 000 

df' 11 i.(~rro y nrnonio ........ . 0.200 

Na
2
s

2
o

3 
0.200 

Rojo de funol ••·•·••••••••••••··· 0.025 

Agnr 13.000 

pi! finol 7.1 ~ 

Preparación: 

Para preparar el medio hago una suspensi6n con 59.4 g -

del material deshidratado en un litro de ngun destilada, 

Mezcle totnlment<' y después calientf' a~itnndo frecuente 

mente, Hierva durante un mi.nulo, v:i.n1·tn C>n ti1bof1 llcnán 

dolos m!l.s o m0nos n un t{~rcio cll~ BU c.:1pacirlrHl, y e!~teri 

lice un autoclave il no m;Ís de 1 lfl
11 C dur<111te 1'1 minutos. 

Los tubos deben enfriarse en posici6n inclinado pura --

quo se formen declives con fondo profundo. 

AGAR SULFITO DE BTSMtJTO 

Medio empleado nn la identificación de Clostridium di--

~~!~!!!• basándose un la producción de sulfuro de hidró 

geno. 

Composición: 
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Fónnnla en µ;ramos por litro de agua destiladr1: 

Peptonn Polypept.one •••••••••••••• 10.000 

Extracto de en rne ••••••••••.••.•• 5.000 

Dextrosn 'j.000 

Na 2In>01i •et••····················· .. 4.ooo 

FeS0 11 ••••••••••••••••••••••••• , • • O. JOO 

Indicador de sulfito de bismuto •• 8.000 

Verde brillante •••••••••••••••••• 0.025 

Agnr ••••••••A•••••••••••••••••••• 20.000 

pi! finnl 7.5 ~ 

Preparación: 

Haga una suspensión con 52 g del polvo en un litro de -

1.1g11a destilada. Mezcle bien y cuando se logre una sus--

pensión uniforme caliente agitando frPc11c1itement0. !Iic~ 

va durante un minuto, d{:j•."'la (•nfriur íi uuoH l1'3°C. Agite 

se ol precipitado y vil•rt<1 'm placas usando 1111os 20 rnl 

cii1lmnnte hasL1 r¡ue se l"Cque la superficie> del medio. 

El medio en las placas debe usarse el mismo día de su 

prepnrnción. 

AGAI! DE SULFUHO Y CITRATO 

Medio que se utiliza para idcntificor o Clostridtum di-

~~~~~~~ en base a la producción de sulfuro de hidrógeno. 
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Composición: 

Féi1·muln en ¡¡;1·nmos por litro de ag1111 destilada: 

Cilralo dl~ Hod io ••••••••••••••••• J.000 

Ih_.x t rusí1 0.200 

Extr;iclo (ll~ levndtu·a ••••••••••••. 0.500 

Cist ina 0.100 

Citrato dt' hierro y illlHlnio ••••••• 0.1100 

KJP0 11 •••••••••••••••• , • • • • • • • • • • • 1.000 

N~Cl ••••••••••••••••••••••••••••• 5.000 

Na
2
s

2
o

3 
•••••••••••••••••••••• , •• , 0,080 

Rojo de fenol •••••••••••••••••••• 0.012 

Agnr 111.000 

pi! final 6. 7 :!: 

Prr,pa rn c ión: 

IL1,t<;<1 un<1 suspensión con 211 g del polvo en un litro dP -

ngua destilndn. Mezcle y caliente agitando frecuenteme~ 

Le, hierva clur;inte un minuto. Distribuya en tubos para 

cu.lti_vos irh~]inadofl con h.:istnnte fondo. Esterilice en -

nutoclnve de 118 n 1~1°C (12 a 15 .librns de presión) du 

rnntn 15 minutos. 

MiAH UHEA 

Medio que se usa en la identificación de Clostridium d~ 

~~~=~~:• basnndoso en ln utilización de urea. 

Composición: 
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Féirmula en g1·;1mos por litni de agua destilnda: 

PPptonn Gelysatr' •• , •••••••••• , ••• l,000 

lll'xtrosa ••••••••••••••••••••••••• 1. 000 

• '> 1Cl •••••••••• , ••• , ••••••• , •• , ••• '.i. 000 

KII,,P0 1 •••••• , •••••••••••••••••••• 
•• 1 

2.000 

20.000 

Hojo d(' f'e11ol •••••••••••••••••••• 0.012 

plf final 6.B -;: 

Preparación: 

Se disuelven 29 g del polvo en 100 ml de agua destilada. 

Se esteriliza por filtración. Se disuelven por ebulli--

ción 15 g dr agnr en 900 ml de agua destilada. Esterili 

ce en autoclave n 12!°C (!')libras c!P prr,sión durante: -

1') minutos, cnfr:í.c a ('i0°C y a:.;rn).';l!P " l<>s 100 ml de la 

ticanu.~ntci en lnbos estbril1'.<J 1 dt~jP t 1 nd11r'·~er (1 1 medio -

en posición inclinitda df' lllil!IPrn de obtenc,,· fondo~• pro--

fundos. A un pll d!' (í,B n ?.O el medio 8olidificndr1 d•:be 

tener un color amari.llo rosa•jo ligero, No vuelva a fun-

dir el agnr inclinado. 

CALDO UREA 

Medio empleado para identificar n Clostridium difficile 
---~------- ---------

en bese a la producción de urenaa. 

Composición: 



- 118 -

I•'órmula cin :~raruu.s poi· litro dP n~rJa rfpst i lnda: 

lJ1·pa ••••••••••••••••••••••••••••• 20.00 

KJI
2

P0 11 ••••••••••••••••••••••••••• 9.10 

Na,,llP0 1 • • • • • • • •• • • • • • • • • • • • • • • • • • 9.so 
~ 1 

Ext:rncto dr> ]e\'.-idu1·a • • • • • • • • • • • • • 0.10 

H ojo el,. f" no 1 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O. O 1 

pi! final G.ll ~ 

Preparar: icín: 

Se usan J.B7 g parn cada 100 ml de agua destilada. Cuan 

do rl polvo se hnya disuelto, se pasa a trnvfis de un --

filtro hacteriol6~ico est6ril, por ejemplo Seitz o de -

bujL>. Se t!is1Tibuye ¡•n porciones df' o.r, .i :2 rnl en tu--

bos pequeiío.CJ c~:;t['riloM. SJ. st~ de!H!a., !-!P p11Pc!<~n emplear 

cnnt ida des rn/is g l'i\ nd f' s, pP 1·0 la t> re~ ac e i onr: EJ fH)n rn:1t1 lon 

tns. Si. no es posib]í! cr)nSP?uir un filt.rn, t·l mnd:io ~~c1 

puede 0sterilizar <'n attLoc 1<l\'<' 1 si_r,mpre qtt" los t:11hos -

no !iP coloquen m11}~ .-ip~·i·tadtls, llevando la prP~.;if>n cittrnn 

te "1 a 10 minutos a ) libras o a B l i.bras d111·rmte 20 mi 

n11toe. Este medio gencrnlmentn da bunnoe rcsultudns sin 

esterilizar, si se prepara y se inoculn inmerlintnmente. 

GELATINA NUTHTTIVA 

Mndio que se usa en la identificación de Clostridium d~ 

~!!~~!~• bns&ndose en la licuofacci6n do lo gelatinn. 

Composjción: 
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F6rmuln en gramos por litro de nguu destilndu: 

Peptona Gclysnte ••••••• , • • • • • • • • 5.0 

Extracto de carne ele.~ res •••• "... J.O 

Gclntitlil •••••••••••••••••••••••• 120.0 

pH fina 1 G. fl "!: 

Prepi1ri1c.ión: 

Se sus¡H'ltden 128 .«, del medio deshidratado en un litro -

de aguo clestilndn. Cali6ntese a 50°c !insta que el medio 

est6 bien disuollo. Se distribuye y esteriliza n 121ºc 

( 15 libras de presión) durante l'i minutos. 

MEDIO THIOGEL 

Medio tioglicolndo que se emplea en la investigación de 

rnc.turísticn 6til en su identificaci6n. 

Composi'ción: 

Fórmula en gramcrn p¡ir litro de ngun dflstilndn: 

Peptona Tryptlcase •••••••••••••• 18.00 

Peptona Phytonc ••••••••••••••••• J.OO 

Dextros¿' •••••••••••••••••••••••• 6.oo 

NitCl ••• ••• •• ••• •• ••• •• ••• ••• • • •• 2.50 

Tioglicolato de sodio ••••••••••• 0.50 

Agur • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O. 70 
' . 

L-cistina ·•·····•••••••••••••••• 0.25 

Na 2so 3 •••••••••••••••••••••••••• 0.10 
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Gelatina 50.00 

pfl final 7.0 :!: 

Preparación: 

Se suspenden Bo g del material deshidnitado en un litro 

de 11,<i;ua destilada, preferiblemente precnlentada. Mezcle 

y deje reposar durante 'i minnt.os. Di.'!tri.b11y<1 <:'n tubos -

de ensayo Je 1 r, x 200 o do 1 ') x 150 lli:n/rndolos hasta -

Limitad, Estl'rj]ice a t18°C du1·<1ntP l'.) minutos. El me­

dio Thiogel debe gunrdn1·sn a temperatura ambiente, y si 

est;Í en tubos L1u;1dos con torunda de algodón, se puede 

usar hasta tret< semana11 de11tJ•1Ós dt> !lU (H'fJJlill'ilcUin. Si -

se hn pt1esto t!n tuboH cc1·rnd~s, ~e ¡1uerlc consorvnr por 

mayor tiempo. Los mejores resultados se obtienen si an­

tes de us<1rse se hierve durante dos minutos y se enfría 

a temper<1tura ambiente. 

CALDO NITRA TO 

Medio empleado para identificar a ~!~!!!!~!~~ ~!!!!~!!!• 

bus~ndose en lu reducci6n de nitratos. 

Compo13ición: 

Vórrnulu en grumos por litro de ngua destilada: 

Peptona Trypticus~ ••••••••••••••• 20.0 

Na 2IIP0 1! ••••••••••••••••• "........ 2 .O 

f)extroBa .. • • • • • • • • • • • • • • .. • • • • • • • • • 1.0 

1\gnr • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1.0 
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K!-10 J • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 • O 

pH final 7.2 ! 

Preparación: 

Se agregan 25 g del polvo en un litro de agua destilada 

mezcLindo bien has tn su dispersión. Se calienta ugitan-

do frecllP!lternent:e ¡>ilril que hiei·va d111·nnte uu m:inuto y -

::;e distribuye l·n tnho~3 de ensnyo t'P,fl,UlorP!'°{, llenfnulolos 

hasta la mitad. Se est('riliza" 11B0 o 1:~1ºc d1irM1tc l'i 

minutos. Si fd medio ha sido prepi1r<1do hacP rniís de dos 

t!Íils 1 se debe hervir durante dos minutos y enfriar an--

tes de usarlo. 

CALDO }!R/VP (MEDIO DE CLARK Y LTJDS) 

Medio que se usa en la identificación de Clostridium di-

fficile en base a la producción de i1Cetilmctilcarbinol. 

CompoRiciún: 

fdrmula en gramos por litro de agua destilada: 

Peptona Polypept.one •• , •••••• , •••• 7.0 

Uextro9a ··~··•••••••••••••••••••• 5.0 

K
2

HP0 11 .............................. 5.0 

pH final 6.9 ! 

Prepari\ción: 

So suspenden 17 g del polvo en un litro de agua destil~ 

da y se mezcln bien, si es necesario, colióntese un po-

co hostn disolverlo. Se distribuye y e~toriliza entre -
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118 y 121ºc (no mAs de 15 libras de presi6n) durante --

!'j minutos. 

J\l\AR YEMA DE IIU EVO 

Modio empleado pnra identificar a ~!~~!~!~!~~ ~!!!!~!!~• 

bae~ndose en ln µroducci6n de lecitinaso y lipasa. 

Co111posic:ió11: 

Fórmula en gramos por litro de agua destilada: 

Pcpto11n Tr·ypticase •••••••v••••••• 5.00 

Extrncto de levadura • • • • • • • • • • .. • 5.00 

N<1Cl ••• , ••••••••• , •••• , • • • • • • • • • • 2.50 

Na
2

so
1 

•• , • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 0.10 

L-triptofano v•••••••••••••••••••• 0.20 

Vitnmina K
1 

.................. , • • • • • • 0,01 

Glucosa 2.00 

Na.,llPO 1 
'• j 

5.00 

MgS0 11 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O.O 1 

J, - e is ti na ..•..••••....... , •.• , , . . O. l-1: O 

tlctnina •• , , ............ , .• , • * •••• ,. 0,01 

Ag:ar •• , .•• , •••••• , •• , •••• , ••••••• 20.00 

pi! final 7.11 ·~ 

Preparación: 

Se mezclnn todos los componentes en un litro de agua --

destilada a eKcepción de la L-cistina y hemina; estos -

componentes sn disuelven previamente en 5 ml de NnOH 1N 
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nntes de afiadirse nl medio. Unu vez intcgrndns todos -­

los componentes, caliente agitando f'rec11<'11temé,ntc hasta 

disolver el n¡i;m·. Est<,ri.licP l'll autoclave ,1 121°C ( 15 -

libras de presión) dllri111tP l'j minuto;1. Jle~1p11és de cst:e-

1·ilizada la base, !-l(~ Pnfr1ll a ilprox i111ad.-rn1c.•nte 55 - Goºc 

y ne le ;idicLon<t lllli1 ><11'<pc•11;tiJ>n de Y<'lllil ,ir, h11evo (100 ml 

poi· lit:1·0 r!e bas1•); finalmenh• !H' di..~ti·ibuyP "11 las pl~ 

Ci\S e orr n 8pond i.en te .8 usando L 7 a 20 ml de rnell io parn ca 

da tina de nllaH. 

AGAR DE AZUL ALCOHOL 

Medio ernplE!IHio pill'a iclentific<'.lr a ~~~~!::~~~~~ ~~~~~:~~~· 

bas[rndose en la producción de l.i.pasu. 

Composición: 

Fórmu.L1 en gramos por litro de ngua destilada: 

A:,rnl il l.cnbo] 0.15 

Peplonn Trypt icase ••••••••••••••• 10.00 

Extr.>cto r!e levadura • • • • • • • • • • • • • 5.00 

Ag;\t" ••••••••••••••••••••••••••••• 17.00 

pi! f' i na l 7. O '!: 

Pr<~paración: 

lln¡>:<1 unu suspensión con J3 g del material seco en un l~ 

tro de aguu destilada. Caliento agitando frecuentemente 

hnstn que se disuelva el agnr. Afiadn 25 a JO ml de ncei 

to do algodón n de aceite de olivo u otrn emulsión lip! 



dicn. Mezcle y distribuy;i. Esterilice a 121ºc (1'.i libras 

de presión) durante 15 minutos. 

AGAH THillUTIHTNA 

basándo~rn en la producción de lipasa. 

Composicióu: 

Fórmula en g1·nmos por litro de agun destilada: 

Peptona 5.0 

Extracto de levadura J.O 

Gliceril tr.i.bulirato 10.0 

A.~at~ ................................. 20.0 

pH final 7.'.i ~ 

Prepnración: 

Disuelva los componentes en un litro de agua destilada 

y caliente agitando frccnentemente hasta disol\rer el --

ngar. Distribuya y esterilice a 121°C (15 libras de pr! 

sión) durante Fi m:i nutos. 

AGAR CASETNATO Of. SODIO 

Medio utilizarlo <'n Ja identificación de Clostridiurn di-

fficile en hase n ln pro1lucción de enzimas r¡ue actuan -

sohre la CUSE!Ína. 

Composición: 

Fórmula en gramos por litro de agua destilada: 
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C",;" inat.o de sodio ••••••••••••••• 

Dcxtrosit ····••••••••••••••··~·••• 

K/Ot¡ 

Mgso,
1 

Fcso 11 

2.00 

1.00 

0.20 

0,20 

o. o 1 

Agar ••••••••••••••••••••••••••••• 16.00 

pll final fí.H ~ 

Preparación: 

ll<1ga una suspensión con 19.I¡ g del polvo en un litro rle 

agua destilada. Mezcle bien y caliente durante un min11-

to. Distribuya y esterilice en autoclave a 121ºc (15 li 

bras de pre11ión) dlH"<rnte J') minutos. 

AGAR LECHE DESNATADA 

~edio que se emplea para identificar a Clostridium di--

~~~~~~~, b;1súndose en la hidrólisi.9 cnzimútica de la --

ca::ie1.na. 

Heconstituir cualquiera el<' los np;ares nntritivos dcshi-

drntndos con ln mitad del volumen de ngua recomendado, 

calentar hasta la disolución del ap;ar y dejar enfriar -

ll s5ºc. Aliiuiir p"I m.i~·i!JlO volumen rlt: lec!lf' df:~n1atadn DHte 

riliznrla (prefcribl.,nH'lltP d·iali.zada), vertiendo 1w,'(nidn 

mente a ] ª" ¡il<1ca8. Se puede ut i l i znr 1 ''"h" de vaca - -

fresca clcscremndn, est:eri.lizatla por t.:inrlali7.nción (va--

por fluente durnnte 'JO min11to11 Pn J rlÍnfl tit1cPsivo11), o 
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f'll autocli1ve con unn pr·1·s.ión dl' 10 libr;is durante 10 111i 

n11t:os. Tnmbiún resulta convnnientr; la leche dP.snatnda -

deshidratada q1ip SP obtiene \~U el comercio; é.stn ~e usa 

~11 10% en •1.•<11;1 desliJ.1da, utiliz¡¡nrJo el rnisr111> procf'<l-i--

111lt'nto dü estPrilizncic'Jn mencionado. 

CALDO NT (CALDO ~OHLEUCTNA-TJHOSJ:'\A) 

Ned.io que p1.!l·mite <'1 de8i\1Tollo de ~~~~~~~~~~':! ~~~~~~~­

~~ y fnvorece la producción de p-cre.~ol y iÍcido caproi­

co, productos (•Xt raCf•lulares de gran 11t i l:idad en la - -

identificación dPl 111icroorganisnw. 

Composición: 

Fór11111la en :<;ramo;; por litro de ugua destilada: 

Tripti~a:1eí.na • • • • • •• • • • • • • • • • • • • • 5.0 

Extrae to de levad11r;1 • • • • • • • • • • • • • 5 .O 

N;1Cl • • . • • .. . • • • . • . • • • .. • • • . • .. • • • • • • 2.5 

Na
2
so

3 
••••••••••••••••••••••••••• 0.1 

L-norleucina • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2.0 

Tirosim1 2.0 

Solución dn sales VPI •••••••••••• 40.0 ml 

pll f'i n;1 l 7 J, -~ 

Solución fl e sales VPI: 

CaC1:_~ 0.2 g 

MgS0 11 (). 2 g 

K
2

HPO 11 •••• , , 1. o g 
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K11
0
P0 1 •••••• 1.0 g 

- 'I 

Pr<>pélraci.'in: 

De ln solución de sales VPI: 

~le:r.cl1.1r bi<·n el CaC1
2 

y ~t.11;50 11 en :no ml de agua destil~ 

da. Cuando est~n disueltos ngr<>gnr 500 ml m6s de aguo -

t<> ngregar ;~oo ml de agu;1 dc.'ltilad.'l, Con~1erv11r n l1°c. 

Del medio de cultivo: 

Se disuelven los componentes, se distribuyen en tubos -

de 16 x 12~ y se enteriliznn n 121~C (no m5s de 15 li--

brns de presi6n). 

MEDIO CCFA MODIFICADO 

Medio que permite el desarrollo de Clostriclium diffici-

!~ y favorece ln producción de p-cresol 1 producto extr~ 

celular ~til en ln identificnci6n del microorganismo. 

Composición: 

Fórmula <:tt gr'1mof! por litro de agua destilada: 

Prot.nc>sn pt~ptona ••.•••••••••••••• ~o.o 

Na.,JIP0 1 , ••••• , ••••••••••••••••• , • S.O 
- 1 

KlJ 2 P0 11 •••••••••••••••••••••"'••••• 1.0 

NaCl ••••• : ••••••••••••••••••••••• ::!.O 

MgS0 11 anhidro ••••••••••••• , • • • • • • 0.1 

Jl1·uctosa ••••••••••••••••••••••••• 6.0 



- 128 -

A.~ar .............................. 2í).0 

Sol. de rojo neutro al 1% en etanol ••••• J,0 ml 

pi! finnl ti.B :!: 

!>1:cparnción: 

~lezclar bien todos los componentes. Hervir durante un -

minuto pnrn disoluci6n del agnr. Esteriliznr n 121°c 

(no miÍ.s <iP 1) J.ibra:J dP pr<'sión) durante 1') mirrntos, En 

f'rinr np1«1xi111;Hl;imP11lP :1 )</le y aliad.ir 250;i,g/ml de ci-­

closnrin'1, H,)'-,:r,/ml d" cefoxitirw, ) ml di: una suspen- -

sión nl 5t1':ó en solución ;.1a lina pstéri.l dr.> YPITiil de huevo; 

B<! agit~ vi~oroH~rnent0 y, finnln1ente, se ndlcion~ una -

solución estéril dP iÍ.ci<lo p-hidroxifenilncélico n una -

concentrnción final de 0.1% (p/v). Se distribuye en ca-

jas Petri estériles usando 17 a 20 ml pnra cada una. 
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AXEXO IT 

METO DOS 

CROMATOGRAFIA GAS - LIQUIDO. 

La cromatogrof [s gnA-lÍquido (CGL) es uno t6cnica 

que permite ~;epar.-n· y c11nntificar sustnneias que tienen 

la propiedad de ser vol&tiles o bien formar derivados -

que también lo ue;111. 

INSTRUMENTOS 

En la figura que a continuaci6n se presenta se en~ 

cuentran los componentes esenciales de un cromat6grofo 

gas-liquido. 

e 

~--r E 

u 

1 F 

[G 
__________ J 

Componentes b&sicos de un cromat6grafo gas-lí­

quido: (A) registrador de grúfica de tira, (O) 

electrómetro, (C) detect.or 1 (D) entrada rle la 

muestra, (E) entrada dC'l p;a!1 portarlor, (F) co­

lumna 1 (G) eHtufa rcp;uladn y (JI) programador -

para controlar 111 tcmpernturn de la estufa. 
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PEGTSTHADOH: 

El r1~gistrador es :;implemente nn disposit i.vo electrome­

cánico qne mide ln enlida del-voltaje del elcctr6metro 

y li1 present.i1 en una griífica de tira qur> posteriormente 

se annliznrií para poder hacer ln interprctnci6n adecua-

dél. 

ELECTROMETHO: 

Biísicnmente, el electr6metro es un instrumento eloctr6-

nico que puede medir corrientes muy pequehas y amplifi­

carlos linealmente. La sehal amplificada alimenta ento~ 

ces el dispositivo de lectura, que de ordinario es un -

registrador de gr5ficn de tiro. 

DETEC1'0H: 

Los detectores de los cromat6grnfoe gas-liquido son en 

general de tres tipos: de llama de hidr6geno 1 de condu~ 

tividad t.{~rrnica y de c;1ptura tle t~lPctrorrns; de éstos el 

de uso más común f?S el. primero y con~;i~;tc en una peque-

ña nsa de platino monl:ndít a ~~ .. '.) cm aprox-imndamente por 

encima del portillo de .'lnlitln de Ja columnu¡ Hobre este 

portillo va mnntada una boquilla de nietal, por la cunl 

se introduce el hülr6,o;<'no y nn clone!(• r"' mezclan üBte 

gns y el efluyente di' la columna. !Jn cst.11 manera los 

iones formados por ln comhtwlión df.'l efluyente en la 

llama ser!in reco!'i.clos por el nna de platino y produci-­

r6n una pequeíln corrJentn entre ln hoq11illa y el anillo 
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dn platino; esta corriente es detectada y amplificada -

por el electrómetro y enviada ul re,gistrndor. 

GAS POHI'J\DOH: 

El gas portador se introduce cercn de la parte superior 

d<' la columna y del punto en donde lia de inyectarse la 

muestra, siendo generalmente un gas inerte como helio o 

argón, qun fluye a velocidad constnnLe por la columna. 

COLUMNA: 

La columna ns usualmente de vidrio o de acero inoxida-­

ble empaquet:ndn con 1111 soporte sólido inerte, como tic-

rrn de di.ntomen.s, que !H! rt~viste de una finn capa de f~ 

se líquida que "nli.narjnmnnte es nlgún compuesto de s~­

licio que no sen vol~til y que no reaccione con lo sus-

tnncia que int~r0sav 

PHOGHJ\MJ\DOH: 

El programador· es una combinación de controles electró­

nicos, cuya función b&sicn es procurar el control de la 

temperatura de la estufa de la columna. Lo estufo ae re 

gula 1,enernlmente d<•ntro do una vnrinción de 0.1°C y 

puede cnmbiaree a velocidad linnnl y conetuntn desde 

1ºc por minuto i\ soºc por m:inut:o. E.Yl•: Cillllhio rlf' tempe­

ratura durante una UH'dic LÓn ayuda 11 producir '1epnrncio­

n1•1J de su~d.nncins que lrnn entrado en 111 fa11e liquida; -

ele estn mancrn ll ttlClli(li1 qt1c Cf\ml1in ln tempcrntt1rn, vnn 

s:iendq eluidos Helectivnmentn do la columna loa compo--
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nent<'S respectivos rl0 L1 mnegtrn, conforme a sus dife-­

rencias de volntilidnrl. 

PRINCIPIOS DE FUSCIONAMTENTO 

Par11 ll<'\'ill- '' cabo la investigación de la sustnn-­

cia que intPre.'1a, inicinlmcnle dc~hürÍl i.nyectnrse una --

muestra de ·1 a misma l'll C' l port. il lo de entrildn de la co­

lur111w d•:J cro111;itó~r·afo; una vez introducirla la m11estra 1 

inmediatnmcntt' r,_,; vol;1tilizada y tra11f1portncJn poi· el -­

gas portndo1· a la fase líquida del soporte sólido que -

90. encuentra en r, 1 interior de ln columna; ln scp;ira- -

ción ocurre entonces como rcsultndo de la solubilid;id y 

veloci•Jad de difusiéin difer<'1Üc11 de cnda nno de lo~J corn 

ponentes dP la mucstr;i gasificada, nl entrnr en contnc­

to con la fnse liquido. AHÍ, lne diversas fruccionee de 

ln muestru gi1seo~El li.e11d0r1 il p¿19n1· flor ln co]_t1mn~ a ve-

locidndes dislintau y, po¡· co11Hig11iente, n npnrecer en 

el detector n tiempos diferenten. Cnnndo son eluidns de 

1.1 colum"Jn rstas b;i1i-!;1s (por nl p;as port11clor) haci.11 111 

llama del detector .'JB p1·ocluce nn;1 irrupción de ic)Jles, 

lle provoca .:-011 ello 1111 aumento <'ll la corriente del dc-­

tector. Esh' lncr.;111.--,nto <'fl drd.ect:Hcln y ·•mp'Jifi.cndo por 

el elP.ctrómet:ro y envindo nl regifltrndor en donde 111 se 

líal CH trnnst:orméldn, apareciendo impres<.t <)n 11na grÍ1ficn 

de tira; de cstn mancrn 1 n modidn qu.--, coda unn dr 1118 -

ban<lnil es eln.ida de la columnn van surgiendo picos suce 
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sivos en ln Kr~flca del registrador. El tiempo que tnr­

dn eu .:1 p;1 re ccr C<Hf 11 un11 de los p i.co s <HI ln .<J;•·iÍ f ica del 

registrador desde el momento en que se inyectó la mues­

tra es nl tiPmpo d•.> i·Pf Pncirlll, m<1'1'nitud que PS caracte­

rística de cada sustancia. Si se consigue buena resol.u-

ción en el cromat.S~~r;tfo y Jo!J pico~ formado.y .-~n ln gril-

fica son cJ;iro;i, sr: puPde l'slci!J]l~cor r¡11t• ]¡¡ ;1ltura del 

pico eB propo1·ci Oll<l l a ] <1 eonc.cntrnciún. 

PROCEDI~IENTO GE~EnAL PARA LA IDEXTfFICACIO~ DE ACIDOS 

GHASOS VOI-A'l'JLES POH CHmlA1'0GHAFIA <;AS-LIQIIIDO. 

Bt1te p1·oced·imi••nto sP ll'1<t par;1 .L1 id1>nt:if'icación -

de ácidos grilsOé• volf1til'"' dn cadena corta qun f!Oll sol~ 

bles en 6tnr¡ entre 69tos se incluyell los ~cidos nc6ti­

co, butírico, caproico, lsobutlrico, lsocnproico, isova 

16rico, propi6nico y vnl~rico. 

Los pasos a seguir son los 9iguientos: 

1,- Inocular 7 u 8 ml da caldo pnptona-nxtracto de le­

vadura-¡i;lucosa (o bic>n ¡,¡medio de cultivo indica­

do para el microlH'g;n1.i~1mo en e.<itudin) con O.()':; a -

0, 1 ml de un cultivo dPl rnicroorgnnü1mo. 

2.- Incubar en nnaerohiosi9 durante ~B horas n J?ºC o 

hn~ta obtener daHarrollo. 

J,- Transferir 2.0 ml. dnl cultivo 11 un tubo con tapón 

de rosca limpio (si se trata de desarrollo en me-­

dio sólido, remover las colonias sospechosas y el 
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&rea circundante de lns mismns y seguir el mismo -

procedimiento), acidificar éste n pH de 2 ndicio--

nando 0.2 ml de H
2
so 11 nl 50% (v/v). 

4.- Afiadir 1 ml de 6trr etllico, cerrar el tubo y mez-

clnr por inversi6n del tubo aproximadamente 20 ve-

ces. 

).- Centl'ifugar a 1';00 - 2000 rpn1 hasta romper la emul 

si6n 6ter-cullivo. 

6.- Colo~ar la mezcla éter-cultivo a -20°C o en un ba-

fio de hielo con alcohol hasta que la porci6n acuo-

sa se congele. 

7.- Rbpidamante sepnrar le capa et6rea y colocar~a en 

un tubo con tapón de rosca limpio. Si se considera 

necesorio, ndicionnr CnC1
2 

anhidro al ex~rncto et& 

reo para eliminnr el agua residual. 

8.- Inyectar 11; p.l del extracto on ln columna de un -­
/ 

cromatógrafo gas-liquido. 

9.- Identificar los ~cidos grnuoH vol~tiles por campa-

raci6n de los tiempos de eluci6n (retención) de --

los productos en los extractos con uno mezclo cono 

cido de &cidos tratada bajo las mismas condiciones 

y el mismo dla. 
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AISLAMIENTO DE Clostridium difficile A PAHTIH DE MUES--

THAS FECALES THATADAS CON ETANOL ABSOLUTO. 

Procedimiento: 

1 • - Preparar Jilucio1H~t.; flt1 serie 
. -1 -7) 

de 10 ( 10 n 10 -

de la m1ie!.1ti·,-. prohl<'mn con Caldo Infus:l.ón Cerebro 

Cornzón (ll!II). 

2.- De la primern diluci6n tomar O.~ ml y mezclarlos -

con un volumen :i gnal dP eLrnol absoluto ( crnterili-

zado por t.indal·iznciéln) y dejnr r<'po:'!nr durante --

1 hora a tcmper-;1 t:ura ambiente. Proceder de igual -

manera con la9 dem~s dilucione9. 

J.- Tomar 0.1 ml de cndn rnt-7.cla " inocul111· en Agar In-

fusi6n Cerebro Coraz6n uuplementndo con hemina, v! 

tamina K 11 cis1 e.í.nci y Bangre de:Jf.i.brinnda de caba­

llo (almacenado a tempcrnturn ambiente y en condi-

ciones de anuerobiosis nl menoe dos dias antes de 

su uso). 

4.- Incubar n J7°C durante 48 horas en condiciones de 

anaerobios is. 

5.- Identificar ul microorgnnismo nislndo de acuerdo n 

los siguientes critPrios: morfología cultural, - -

reacciones bioquirnicns y cromutogrnfíu gas-liquido 

de productos extracclnlures, 
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DETECCION DE C1ostdctium difficile EN MUESTRAS FECALES 

POR IIDIUNOFLUORl~SCE'.'íCIA DIHECTA. 

Procedimiento: 

1.- Inmuniznci6n de conejos con cepas toxigénicas de -

~!~~~::~~~~~ ~!~~!~!!~ pnrn ln ohtenci6n del suero 

corrcspondiontl' (suero nnti-~~Z~~::!~~~r~ ~?;~~!::~!~). 

2.- Selección df!l suero p<1rn c:onJu.c:;ació11: 

(a) Hncer frotiB de la.'! cepos ut:ilL-,ildn:i en la inmuni-

zoci6n de los conejos y fijar·lon con etanol nbsoln 

to duranl" ') minuto.'!. 

(b) Lnvar con soluci6n salino amortiguado con fosfatos 

(PDS) pi! " {.:; 

(e) Cubrir los frotis con los ,;neros oht:cnidos después 

de concluido el esquema de inmunizaci6n e incubar-

los durante 1 horo o 25°c y 100% de humedad relati 

va. 

(d) Lavor con PBS (pH = 7.2). 

(e) Cubrir nuevnmente los frotig pero ohoro con anti--

gammoglobulina dP conejo morcada con isotiocinnato 

de fluoresceina e incubnr durante 1 hora a 25°c y 

100% de humedad relativo. 

( f) Lavar con PllS (pi! " 7. 2) y sl'cnr. 

(g) Examinar con micro11copio ele luz UV eligiendo aque-

llos s11erot1 que 111uentren mnyor fluorescencia. 

J.- Prepnroci6n del conjugado fluorescente: 
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(a) Sepnrar la frncci~n glnbulinica de los sueros se--

leccionados medL1nte precipitación con solución sa 

turndn de (Nll1 ).,so,. 
1 ~ ¡ 

(b) Determinar L1 "'"":r.,1!1'i1ci0n de> prot.eiria obtenida -

usando el m6Lodo de Biurct. 

(e) Adicionar isuliocinnnto de fluorcsccina en lo si--

guient" p1·opo1·ci6n: JO m:; d<' fluonicromo/g de pr·o-

te.ina. 

(d) Incubar durante 2.5 horas n temperatura ambiente, 

(e) Eliminar el exceso de isotiocinnnto de fluorcsceí-

na con di<Ílisis repetitivas en PBS (pH = 9.0) a --

4°c. 

(f) Agregar 0.1% de azida de sodio al conjugado y con­

servnrlo a l1°C protegido rle la luz. 

4.- Procesamiento de la muestra: 

(a) Realizar exte1w:iones de las muo9trns fecales en ca 

tudio sobre un portaobjetos y fijarlas con etanol 

absoluto durante l'j m.i1111loR. 

(b) Lavar con PBS (pi! co í'.2). 

(e) Cubrir las prepnrncionee con el conjugado fluorea-

cente (diluido 1:20) durnnte JO minutos a 25ºC y -

100% de humednrl reL1tivn, 

(d) Lavar la prepnrnci6n con PBS (pH = 7.2) y cubrir -

con la misma soluci6n durante 10 minutos. 

(e) Secar y examinar con microscopio de luz UV r<!por--
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L5ndosc con cruces ln intensidad de ln fluorcsccn-

cia observado (O n ++++). Considerar como resultn-

do positivo nquclln fluorescrncin mayor de ++ y co 

mo negativn la mr•nor de ++ .. 

(f) Montnr un control powitivo, ernp1r,;nH.lo las cepas de 

Clostddium dif'l'icile uti.lizacl11s en la inm1miz11ción 

dü los conejos. 
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DETECCJ07\ DE LAS TOXT'.'IAS DE Clostridium difficile EM- -

PLEt,1\00 Ct:LTIV OS CELFLARES. 

Procedimiento: 

1.- Cent~ifugar lns evncunciones problema a 10,000 rpm 

en 1mn centrífug;<1 refrigüradn ( l1°c) durnnto JO rni-

nutos ¡ si éstas no ~;on liquidas se prc~para un ex--

tracto acuoso de los mismas, ndlcionondo el mismo 

volumen de solución onlina amortiguada con fosfa--

tos (PBS) pH = 7.2 

2.- Separar y filtrar el oJObrenadnntn n través de un -

filtro Millipore (membrana con poro de O.lt5 jLde -

dihmetro) o bien separar y mezclar el uobrenadante 

con 10!1 siguientes nnt.ibióticoa: perd.cilinn G 

100 U/ml, estr»ptomicina 50¡:.1,g/1111, polimi:x:inn 

100,1-.ii;/ml, ncomicinn 

23/Llg/rnl. 

100 µg/rnl y anfoterid.na B -·· 
/ 

J.- Tripsinisnr el monoestrato celular elegido para --

llevar n caho la pruebü con mm suspensión de triE 

sina al 25% y reHuspender con medio condicionad6 -

para su desarrollo. 

4.- Ajustar la concentración celular n aproximadamente 

75,000 células/rnl de s11npensión. 

5.- Colocar en cncta pozo de ln plncn para microtitula-

ción 1 ml de la suapcnei6n celular e incubar a - -

J7°C bajo atmósfera que contenga 5 a 10% de co
2 

du 
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rnnte 211 horas. 

6.- Preporor diluciones en serie de 10 de los filtra--

,. . -

dos de los evncuaciones con PílS (pH = 7.2) e inoc~ 

lnr nllc11otns de r;o 1d. de cada 11nn de ellas en los 

pozos correspondientes dn las plncas previomente -

prep<1rad:is. 

Incubar ·1...,0,...... n J ¡ ,_, en ntmósfer·n qul' cont.engn 5 n 10% 

de co2 durnnte 48 horas, examinnndo los cultivos -

cada hora durante los primeras 8 horns y despuós a 

las 24 y ~U horas, con el fin de detectar cualquier 

cambio en 1<1 morfo lo.<_~í.;, celuL1r" 

8,- Como control positivo deber5n emplearse diluciones 

del sobrenudnnte del cultivo dt• una cepa toxigóni-

en de Clostrjdium clifficilC> v como negativo, solu-

ción PBS, 

Todos los filtrados que muestren evidencias de ci-

~otoxicidnd riebr!r·~n ~1o?netn1·sc ~~ i1ct1t1~nliZ;\ci6n con la -

antitoxina espf'cÍfica; para tul efpcto, se repite f!l 

mismo proced.imienco HÓlo que ahora antf!'l de inocular 

lne ulicuotus del filtrndo os nocc~ario la incubación -

previa de pnrtcY iguales de 6stns v ctc la antitoxina di 

luida 1:2~ durant'! 1 horn n temp<~r,1tura ainbiPnto. Una -

vez trnrtscurrirto f!l tie1nµo de ·Lr1cubnci6r1 s~~ ¡1roceclc en 

ln mioma formo que ne hn indicado. Ln antitoxina emple! 

dn en este cano esth prcpnrndn en conejos y contiene nn 
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DETECCJ07\ DE LAS TOXT'.'IAS DE Clostridium difficile EM- -

PLEAl\00 Ct:LTIVOS Cl::LFLARES. 

Procedimiento: 

1.- Cent~ifugar lns evncunciones problema a 10,000 rpm 

en 1mn centrífug;<1 refrigüradn ( l1°c) durnnto JO rni-

nutos ¡ si éstas no ~;on liquidas se prc~para un ex--

tracto acuoso de los mismas, ndlcionondo el mismo 

volumen de solución onlina amortiguada con fosfa--

tos (PBS) pH = 7.2 

2.- Separar y filtrar el oJObrenadnntn n través de un -

filtro Millipore (membrana con poro de O.lt5 jLde -

dihmetro) o bien separar y mezclar el uobrenadante 

con 10!1 siguientes nnt.ibióticoa: perd.cilinn G 

100 U/ml, estr»ptomicina 50¡:.ig/ml, polimi:x:inn 

100,1-.¡¡/ml, ncomicinn 

2'3/ag/ml. 

100 ,U-g/rnl y anfotericina B .,. 
/ 

J.- Tripsinisnr el monoestrato celular elegido para --

llevar n caho la pruebü con una suspensión de triE 

sina al 25% y reHuspender con medio condicionad6 -

para su desarrollo. 

4.- Ajustar la concentración celular n aproximadamente 

75,000 células/ml de s11npensión. 

5.- Colocar en cncta pozo de ln plncn para microtitula-

ción 1 ml de la suapcnei6n celular e incubar a - -

J7°C bajo atmósfera que contenga 5 a 10% de co
2 

du 
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rnnte 211 horas. 

6.- Preporor diluciones en serie de 10 de los filtra--

,. . -

dos de los evncuaciones con PílS (pH = 7.2) e inocu 

lnr ollc11otas d1' r;o 1d. de cada una de ellils en los 

pozos correspondientes dn lils places previomente -

prepDrad:is. 

Incubnr n 37°C en ntmósfer·n quca cont.engn 5 n 10% 

de co~ durnnte 48 boros, ex:iminnndo los cultivos -

coda hora durante las primerns 8 horns y despuós a 

los 24 y ~U horns, con el fin de detectar cualquier 

cambio en l;, morfo 10.<_~Í.<1 celuL1r" 

8,- Como control positivo deber5n emplearse diluciones 

del sobrenndante del cultivo dt• unn cepa toxigóni-

en de Clostrjdium difficilP v como negativo, solu-

ción PBS, 

Todos los filtrados que muestren evidencias de ci-

~otoxicidnd riebr!r·An ~1o•netn1·sc ~~ i1ct1L1~nliz;\ci6n con la -

antitoxina espf'clfica; para tnl efpcto, se repite f!l 

mismo proced.imienco sólo qu" ahora antf!'l de :inocular 

lne nlicuotus del filtrodo os nocc~nrio la incubación -

previo de pnrtcY .iguales de 6stos v de la antitoxina di 

luida 1:2~ durant'! 1 horn n temp<~r,1tura ambit-nto. Una -

voz trnrtscurrirto f!l tie1nµo de ·Lr1cubnci6r1 s~~ ¡1roceclc en 

la mioma formo que ne ha indicado. La antitoxina emple! 

dn en este cano esth preparada en conejos y contiene nn 
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t icuerpos frente a lns dos toxinas de c10~1tridium diffi-

cilP (A y B). 

Se considr!J'illl pos i.tivos aquellos filtrados que ar!: 

más de provocar r•f!~ctos cit.opiíticos en el 100% de las -

cé•l11la8 tn1tadas sr.1111 11eutralizados con ]a nnt:itoxina -

í!spec í fic". 

Se con~;ideran n••gativos nquellos filtrarlo:-; que alll:! 

q11•~ :induzcan cambjos en la morfología cr.Julnr no sean -

neut:i·alizados con la antitoxina espf!cÍfica. 



ll!~TECCJO.\' OE LAS TOXJ.\,\S DE Clost1·idiut11 di.l't'icile EN --

MUESTRAS FECALES POH COiliTHA INMlJNOELECTHOFOHES IS. 

Proc<'dirni<~nto: 

l. - Si L,,,; u111t•st !'ilS son ,_;Óli.das, diluü· 1: 2 con solu--

ción saJ.in;1 a111ortiµ;11;1da r;on J'o!ifatos (PílS) pll=?.2 

y cr·ntril'u~~;1r n 10,000 rp111 durant<' ~¡o rni1111Lo11; si 

éstas son l.Íqujda.(i ~;{1lo cPnLrifu~ar a ln mit-Jntíl v<~-

locidad y t·iempo, no llac1·1· dil11ci.'m, 

2.- Filtrar a trav0s de un fi]t1·0 Millipore (memhrnna 

con poro clP 0.'1'>_)' d" dU1mPLro) y mantener en re-­

frigcración el filtrado hasta cl'nctunr ln pruebo. 

3.- Preparar las plac<i'J de .o;•<l de il,!?;nr·o.'!il ( 10 x 7 cm) 

practjcando en ellas pozo!! de ~J mm de dif1mntro con 

una separac·ión .ie 10 mm <'ntrP cada 11no. 

~'.:'. y de filtrado en .lon pc>?os q11e corrl',,ponden nl 

ánodo y cútodo c·r:.9p!'rtivamentc. 

5.- Llevar a cabo la electroforesis empleando el siste 

nrn de l'llfrL1m.i •'ll lo adecctadn. 

6.- Condicione!• par.1 la cler.trnforeHis: 

a. Amortip;u.1dor: diPl.il-barbitu!'ato acetato p11=8.2 

( fucrzn ióni C'.n~O.ll';). 

b. Voltnje: 100 V 

c. IntensicL1rl de la c[1rnaro: J5 u 40 mA 

d. Tiempo de corrimiento: ~5 u 60 minutos 



7.- Incluir control positivo y nep;ativo: 

Posili.vo: sobr·enaclautc~ ctt}l cHltivo ele una ce¡Jil to-

xip;énicil <!•! ~~~'.:~~~~~'.!'~ ~~~~~~~~~· 

Nep;alivo: Solución snlinn amortip;undn con fosfatos 

(pfl ~' 7.2). 

B.- Observar si existe la formación de bandas de prec! 

pitnción. 
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