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INTRODUCCION:

ANTECEDENTES HISTORICOS

La colitis inducida por antiﬁiéticos se recénociéléomo una
complicacién iatrogénica desde 1950 y se puede maﬁifest#r
en forma benigna o en forma gravé,_ poténqia{mente letal,
conocida como colitis pseudomembfanosél(CﬁM)23f70;

Desde 1880 se reconpdié a la CPM como una entidad clinica
grave, aun antes del descubrimiento de los antibidticos,
asocidndose su etiologia a factores tales como uremia,
fractura espinal, intoxicacidén por metales pesados © como
complicacidén de laparotomia exploradora y obstruccidn in-
testinal: estos dos (ltimos eventos fueron considerados co-

- 9
mo las causas mas frecuentess’2 .

El uso de tetraciclina y cloranfenicel fue la primera aso-

ciacibn descrita relacionada con la CPM38. Staphylococcus

aureus fue el 'primer microcrganismo al cual se atribuyd la
etiologia de la diarrea o enterocolitis qgue se presentaba
con la terapia antimicrobiana. Diversos factores, entre
ellos los reportes esporddicos de la enfermedad, influye-
ron para gue durante algin tiempo esta patologlia permane-—

ciera olvidada. La introduccién de la lincomicina y clin-
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damicina favorecid el aumento de casos de CPM renaciendo el

interéds por conocer el mecanismo de patogenicidad relacio-

29,38

nado con su produccidn . A este respecto Larson y cols

{1977), encohtraron Que al probar el sciirenadante de las

r

heces de un paciente con CPM sobre c&lulas Hela (carcinoma

de cérvix) y células de rifidn de mono Rhesus sé-pcasionaba’ ..
. Sy e ‘ a

efecto citopatico sobre éstasdo. - $;;-m;;jj T

Small (1968), observd gue al administrar lincomicina en.

hamsters Sirio favorecia el desarrollo de una ileocecitis®?. '

Postericrmente Barttlet y cols (1977) encontraron que al_aa—j
ministrar en forma seriada contenido cecal de hamsters &on
ileocecitis a hamsters sanos, les producia la misma enferme-
dad, lo mismo se observé cuando el contenido cecal era fil-
trado, lo gue sugeria que el factor desencadenante era toxi-
nas. Fekety ¥ cols probaron filtrados de heces de dos pa-
cientes gue habian desarrollado CPM, secundaria al uso de
antibidticos, encontrando que se producia efecto citopitico
cuando fue probado sobre fibroblastos humanoszl; asimismo,
observaron que el efecto era neutralizado, cuando se adicio-
naba a una antitoxina cleostridial (mezcla de an&itoxinas
clostridiales) y especificamente con la antitoxina de c.

.21,63

sordelli Barttlet y cols (1978) reprodujercn estos

resultados; observaron ademdas gue se presentaba sobrecreci-



miento de C. difficile, tanto en el contenido cecal de los
hamsters tratados con clindamicina como en las muestras de
pacientes con diarrea asociada a antibiéticos7. Estos fil-
trados libres de cé&lulas obtenidos de las heces de los pa-
clientes, causaban efecto citotdxico en cultivos celulares y
enterocolitis en hamsters. Ambos efectos podian ser neu-—
tralizados con antitoxina clostridial4'7. Estas observa-
ciones confirmaron que €. difficile y su citotoxina eran
responsables de la colitis inducida por antibidticos. La
neutralizacidn de- la toxina de C. difficile por antitoxiﬁa
de C. sordelli se debe a un efecto de cruzamiente inmuno-'
'1égico4l'63.

Actualmente se considera que C. difficile puede estar im-
plicado en mas del 90% de los casos de CPM; la toxina se
detecta en el 98% de estos casos y el bacile se ha recupe-
rado en el 20 a 25% de los casos de diarrea y colitis aso-

ciados al uso de antihidticos en adult0526’27.

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS Y TOXIGENICAS DE Clostri-

dium difficile,. ot

METODOS DE LABORATORIO PARA SU IDENTIFICACION.

Clostridium difficile es un bacilo Gram positivo, anae o2~

bio estricto, esporulado y mdvil; presenta actividad bio-



quimica fermentando los carbohidratos con prddudcién de
acido v gasz, se diferencia de las otras especieé'de Eié§¥
tridum por presentar espora subterminal y por no elaborar
lipasa y fosfolipasa ademids de tener un perfil Gnico de. -
cromatografia de gases: a partir de glucosa produce'écidd
aci@tico, propidnico, isobutirico, isovalérico y un'piéo al-

. . R s ~ .54
to de Aacido isocaproico como productos finales™ .

c. difficiie elabora'dos ‘toxinas: una es la toxina A que es
una ehtérotoxiﬁa 4 otra la toxina B que es una citotoxinal®.
Las diferencias descritas para las dos, se basan en las pro-
piedades observadas después de su separacién; utilizando so-
brenadantes de cultivos de €. difficile, &stos son filtra-
dos, concentrados y absorbidos a una columna de cromatogra-
fia de intercambio iénice (DEAE - sepharosa o DEAE sepha-

dex)72. La toxina A eluye con solucidén de NaCl 0.1-0.2 M vy

la toxina B con NaCl 0.3-0.5 M3‘44.

La toxina A ha sido pu-
rificada a homogeneidad utilizando diferentes métodos: a)
precipitacién'de la toxina con regulador de acetatos pH5.5,
b) cromatografia de afinidad sobre gel de agarosa y elu-
Eién de la toxina con galactosa, <¢) electroferesis prepa-

rativa en un sistema discontinuo de reguladoreszs.

La toxina B sdlo ha sido purificada parcialmente y el uso

de los métodos convencionales para purificacién de protei-



nas han s;dc Lnutlles.f Los metodos probadOS 1nc1uyen pre-

c1p1tac10n con sulfato de amonlo. precipitacidén con dcido

acetlco,.flltraCLOn en gel, cromatografia de intercambio

'1on1co, cromatografla de adsorc1on con h1drox1lapat1ta25’72.

S T : Y o
Las;dos-toxxnas~presentan diferencias ant;gen;cas.q, bio-

.qﬁimi&ééa prlnc1pa1mente, blologlcas74 Las toxinas A
y ‘B también- tlenen algunas similitudes por ejemplo: son

proteinas termoldbiles, sensibles a la accidn de las pro-
teasas como quimiotripsina, resistentes a la accidn de 1la

amilasa y lipasa3'25, tienen un contenido semejante de ami-~

nodcidos y ambas son de naturaleza hidrofébicazs. Estas
diferencias y similitudes estdn marcadas en las tablas 1 y

2.

La toxina A es una enterotoxina gue presenta actividad ci-
totdxica con una potencia mil veces menor gue la texina B,
y da positiva la prueba de asa ligada de conejo con acumu-
lacidn de liquidos y apariencia hemorrigica del tejido46’74.
Esta toxina tiene un pesoc molecular de 440 000 a 600 000 d,

es resistente a valores extremos de pH (4 y 9) y no se inac-

tiva por ADNasa ni ARNasazs.

La toxina B, tiene un peso molecular de 107 000 a 550 000

Yy se ha demostrado que una preparacidn homogé&nea de la ci-



totoxina contiene cinco unidades proteicas citotdxicas re-
lacionadas, con pesos mo;eéﬁiéfes estimados en 70 000,

160 000, 250 000, 280 0090 yi540 000. Es sensible a valo-
res extremos de pH (4 y 9), no es inactivada por ARNasa ni

ADNasa, pero si‘por;hetalééfpesadoszs.

La toxina B es una’citotoxina muy potente, cantidades del

‘causan arredondamiento de los cultivos

orden de 0.08'n

y produce la ‘muerté-en’ ratdn inoculado por via intraperito-
onejo por via intradé&rmica le causa una

heal; inoculada’al’
coe T T 20,25

lesidén eritematosa y hemorrigica

El aislamiento de C. difficile se hace con apoyo de varios
medios selectivos y diferenciales, el mis utilizado es el

medio desarrollado por George y cols (1979), suplementado

con cicloserina 500 mg/l, cefoxitina 16 mg/1l, fructaosa 6

ml/l y rojo neutro como indicador de pH 1 g/1, en forma

abreviada se concce com¢ medio CCFAzB. Willey y col (1979}

modificaron este medioc, ellos emplearon cicloserina 250 mg/l

Yy 10 mg de cefoxitina con mejores resultadosaq; en este me-

dio se pueden seleccionar a partir de heces desde 100 UFC/g
¥ en los pacientes con CPHM se han determinado cuentas de

5 28

109 a 10° urc/g de heces?8.

Las esporas bacterianas son resistentes al calor y al al-



cohol, ¢éEa'caraéteristica constituye una alternativa (au-
nadé‘al_uﬁo:dgl'medio selectivo) y mediante el chogque con
etanolfé-C6ﬁ calor, a partir de las muestras de heces, se
elimiﬁan;las formas vegetativas y permanecen viables las
esporas.l Las muestras se hratan durante 30 minutos y pos-
teriormehte se inoculan en medio de gelosa sahgre ¢ en me-
dios selectivosq3. El uso de medios de enriquecimiento gque
incremeﬁtan la proporcidon de C. difficile en muestras cii—c
nicas.o.bién la;adicién_de taurocolato de sodic que estimuo-

la la germinacidn de esporas, favorecen el aislamieﬁtoqs.

Las placas se incuban en condiciones de anaerobiosis, por
un periodo de 24 a 48 h. a 379C; después de este tiempo las
colonias de C. difficile, en el medic CCFA, se observan de
un tamafio de 4 a 8 mm de diametro, color amarillo cremoso
con apariencia de vidrio molido, circulares, con bordes li-
geramente filamentosos y poco umbonadasza; la presencia del
bacilo se confirma con la tincidn de Gram y la ausencia de
crecimiento de aerobiocsis. Ademds, las colonias de C. di-
fficile tienen la caracteristica de presentar un color ama-
rillo fluorescente bajo una lampara de luz ultravioleta

(longitud de onda 360 nm) en gelosa sangre y CCFAqZ.

La identificacidn confirmante de C. difficile puede hacerse

utilizando pruebas bioquimicas y/o cromatografia de gases.



Actualmente resulta mds sensible el método de cromatografia
gas-liquido de captura de electrones y existe buena corre-
lacidn entre la presencia de &cido isocaproico y la presen-—
cia de C. difficile en muestras de heces de pacientes con
CPH, pero tiene la desventaja de ser un sistema con el gque

cuentan pocos 1aborator10513.

La identificacidn final de C. difficile puede hacerse sin
cromatografia de gases empleando pruebas biogquimicas, pero
este procedimiento involucra mas tiempo y material de labd—_
ratorioz._ La tabla 3 permite diferenciar a C. difficile de

otras especies de Clostridium aisladas de muestras clinicas.

El porcentaje de reconocimiento de la presencia de C. di-
fficile es mejor si se busca la presencia de la toxina ade-

mas del cultive para recuperar el microorganismo45.

IDENTIFICACION DE LAS TOXRINAS DE C. difficile.

La prueba de cdultivo de tejidos ha sido extensamente emplea-
da para la deteccidn de la citotoxina de C. difficile direc-
tamente de las muestras de heces, la presencia'de esta toxi-
na en heces de adultos puede considerarse como un indicador

de infeecidn por C. Aifficiled’

Hasta ahora todas las lineas celulares de mamifero probadas



: . . . 2
han mostrado ser sensibles a la accidn de las toxinas 5.

Para realizar esta prueba se utiliza un filtrado estéril
de las heces, se inocula sobre una capa confluente de las
células elegidas y se incuban a 37°C, los resultados de la
prueba generalmente se tienen en 18 a 24 h, las muestras
con titulos altos pueden mostrar cambios en 4 h. LOs re-
sultados pueden cuantificarse utilizando diluciones seria-
das de las muestras de heces y se hace la prueba confirma-
toria midiendo el efecto citopitico sobre el cultivo me-
diante la neutralizacidn del efecto con antitoxina de C.

difficile o C. sordel1i®3,

Se ha reportado poca o ninguna correlacidn entre los titu-
los de toxina y la severidad de la enfermedad. Bartlett
(1984) reportd los titulos medios de toxina de 10° (l:
1000) para pacientes con colitis pseudomembranosa, diarrea
asociada a antibidticos, o personas con tratamiento anti-
microbiano pere sin diarrea y en neonatos sanos y el mismo
autor sugiere'que la utilidad de la prueba es determinar
un resultado positive o negativos.

La contrainmunoelectroforesis (CIE) es otra técnica que se
ha empleadeo para detectar la presencia de la citotoxina en
muestras de heces de pacientes con CPM; tiene la ventaja

de ser un método rapido y facil de realizar, peroc su uso
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ha venide a menes porque se han observado reacciones cru-
o 82 : I L

zadas con otros Clestridium o reaccidn positiva con an-

tigenos del mismo C. difficile diferentes de la citotoxi-

na83

. Renie y cols (1984) compararon la CIE con la prue-
ba de citotoxicidad pava el diagndstico de la diarrea aso-
ciada a antibibdticos ¥y la CPM, observaron gue coh una es-
tandarizacidn cuidadosa de la prueba ésta puede usarse en
los laboratorios de diagndstico para bisqueda de C., diffi-
cile toxigénico y es tan especifica como la prueba de ci-
totoxicidad en cultivo de tejidos, ademis es una prueba
rapida gue se realiza en un promedio de dos horaseo. La
cantidad de toxina necesaria para dar banda de precipita-
cidn es de 10 a 100 ng indicando gue cantidades de mcg/g
de muestra son necesarios y muchas muestras de pacientes

R . 45
con CPM no alcanzan estas cohncentraciones de toxina .

Se han desarrollado variaciones del ensayo inmunoenzima-
tico (ELISA) para identificar las toxinas A y B, este ti-

po de prucbhas-estdn basadas en deteccidn de las toxinas

con anticuerpos especificos anti-A o anti—B48. Lyerly y

cols (1983), describieron una técnica inmunoenzimldtica es-

pecifica para la identificacidn de la toxina A gue no re-
quiere de una separacidén inicial de la toxina y actualmen-
te resulta muy ventajoso el uso de esta té&cnica para su

detecci6n48.
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Actualmente las técnicas de cultivos celulares son mas sen-
sibles que ELISA para la deteccidn de la toxina B, pero
ELISA resulta una técnica muy sensible para la deteccidn

de toxina A (detecta de 0.1 a 1 ng} ademds el tiempo re-
gquerido para realizarla es corto, 5 a 6 horas, por lo gue
por el momento se emplea ELISA para la deteccidn de la

toxina Aqs.

i
4




TABLA 1

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS TOXINAS A ¥ B DE
Clostridium difficile

TOXINA A

TOXINA B

Peso molecular
Inactivacidn por:
Calor

Proteasas

Lipasa

Amilasa
oxidacidn

pH 4 ¥y 9

Presencia de:
Aminoacidos
Altas cantidades
Bajas cantidades
Hexosa/pentosa
Amincaziicares

Fésforo

440-600 000

asp,glu,gly
his Jmet:CYS

340~500 000

asp,glu,gly
his,met,cys

Naturaleza hidrofdbhica + +
Punto isoeléctrico 5.5 3.8

asp = acido aspartico glu = acido glutimico gly = glicina
his = histidina met = metionina cys = cisteina
Tomadeo de: Florin I. Intoxication of cultured mammalis

cells with Clostridium difficile toxin B.

Doctor Thesis

25



TABLA 2

EFECTOS BIQLOGICCS DE LAS TOXINAS A Y B DE
Clostridium difficile

13

TOXINA -A

TOXINA

Prueba de asa ligada de conejo

Acumulacién de liguidos de ra-

toén lactante
Citotoxicidad
Permeabilidad vascular
{piel de conejo)
Letalidad en ratdn (I.P.)

Letalidad en hamster (l.C.}

A+t

i3

intraperitonealmente

I.C. = intracecalmente

I.P.

Tomade de: Florin I. Intoxication of culturetl mammalis
cells with Clostridium difficile toxin B.

Doctor Thesiszs.
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CARACTERISTICAS DE LA COLITIS PSEUDOMEMBRANOSA.

El cuadro cliniceo puede presentarse como diarrea leve, co-
litis moderada ¢ colitis con la formacidn de pseudomembra-
nas. Los sintomas pueden aparecer de 4 a 5 dias después
de haber iniciado la ingestidén del antimicrobianoc o hasta
tres semanas después de haber terminad023'26. La sintoma-
tologia puede persistir de 10 a 14 dias, cuando no se da
tratamiento especifico; asimismo, como en otras enfermeda-
des diarreicas, hay un desbalance de electrolitos, hipoal-

buminemia ¥ choque pudiendo llegar a la muertez'zl.

La CPM se considera una enfermedad iatrogénica, estd ca-
racterizada por la presencia de placas inflamatorias sobre
la mucosa del colon; éstas son elevadas, edematosas, hi=-
perémicas, mayores de 20 mm de diimetro, éstas tienden a
alargarse, para dar lugar a las pseudomembranas, las cua-
les estan formadas por células necrdticas del epitelio,
leucocitos, fibrina y moco. Al microscopio la necrosis de
lamina propia, es vista con infiltracidén de células poli-
morfonucleares, sin embarge, no se ha ohservado invasidn

del bacilo a la mucosa o pseudomembranasZI’SS:

Los antimicrobiancos m3s frecuentemente asociados a la CBM
son: clindamicina, ampicilina y las cefalosporinas, aun-

que actualmente se considera que la mayoria de los antimi-
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crobianos y algunas drogas antineopldsicas como: 5-fluora-

cilo, metrotexato, adrimicina y otros, pueden inducir la

cp?,

El tratamientoc del padecimiento consiste en la administra-
cidn de vancomicina, metronidazol o bacitracina, cuando la

enfermedad no ha cedido después de suprimir los antimicro-

bian056’76.

No se conocen en forma definitiva los mecanismos indicados
en la patogénesis de la enfermedad. Se ha observade que
ademds del papel que juega C. difficile Yy sus toxinas,
otro factor de riesgo importante para el desarrollo de la
enfermedad lo es la alteracidn de la microecologia intes-
tinallo. Se ha llegado a esta conclusidn por el heche de
gue C. difficile puede estar celonizando el intestino de
una persona sana sin causar dafio, necesitindose en algunos
casos de un factor desencadenante como la terapia antimi-=
crobiana para’que se observe. Sin embargoe algunos casos

se presentan sin este facroris33:53,
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EPIDEMICLOGIA DE LA INFECCION POR Clostridium difficile.

Clostridium difficile fue aislado inicialmente por Hall y

Otoole (1935), de las heces de nifios sanes, recién naci-
dos. [Estos investigadores lo denominaron originalmente
Bacillus dificilisreflejando las dificultades gue tuvie-

. . 32
ron en su aislamiento™ .

A pesar de que el conocimiento de este organismo data de
hace mucho tiempe, existe escasa informacidn acerca de su
epidemiclogia; por ejemplo, se desconoce cuidles son las
fuentes de adquisicidn del bacilo ¥ sus mecanismos de di-

seminacidn.

La frecuencia con gue este microorganismo se aisla es muy
variable y depende en gran parte de la poblacidn que se

esté analizando. Los estudieos realizados con adultos sa-
nos norteamericanos, eurcpecs y mexicanos han indicado gque
C. difficile es poco comiin en esta poblacidn y se reportan
27,50'

cifras de 0 a 2% en cambio en trabajadores japoneses

se ha encontrado el micreorganismo con una frecuencia de

52 . Lo
11.437%., Algunos autores consideran gque esto puede indi-
car variaciones entre grupos étnicos © bien puede ser el
reflejo de las variaciones que existen en.las té&cnicas de

: X . : 27
aislamiento del microorganismo®’,
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Se menciona gue 15 a 70% de los neonatos y 30 a 65% de los
nifios menores de un aflo de edad estin colonizados y se sa-

be que C. difficile puede formar parte de su flora normal

27,39

intestinal Una de las observaciones mas interesantes

con C. difficile es gue los nifios pueden tener cepas de C.

difficile toxigénicas con altos titulos de toxinas Ay B

19,79

en =us heces y ser asintomaticos este fendmeno tam-

bién ha sido observado en hamsters lactantes, la razdn de

esto se desconoce hasta ahoraa.

Se ha calculado cque el 50% o mds de los nifios son coloniza-

dos con C. difficile toxigénico y son asintométicos45'62,

aungue C. difficile en la poblacién pedidtrica no siempre

49 ;= .
se comporta como comensal ~. La proteccidn en los nifios

puede deberse a varios factores entre los que se cuenta el

calostro el cual contiene substancias, quizas anticuerpos

. : 27
secretores, los cuales neutralizan las toxinas A y B" ', es-

tos ayudarian a proteger al nifio del efecto de las toxinas,

aungue esto no ocurriria en los nifios alimentados por £6r-

mula17: otra hipbtesis es que los nifios pueden carecer de

receptores para las toxinas en su intestinoda. Actualmen-

te el conocimiento de los mecanismos que hacen refractario
al nifio a la accidn de las toxinas de C. difficile es una

de las lineas de investigacidn gue mas se trabaja en diver-

sos laboratorios.
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La frecuencia de colonlzacién por este microorganisme pue-
de modificarse bajo ciertas condiciones; por ejemplo, en
los adultos hospitalizados y sometidos a tratamiento anti-
microblano la frecuencia de C. difficile aumenta sin que se
presenten complicacicones gastrointestinales en un 10 a 20%
de los casoss; an cambio, en los nifos los antibidticos no
parecen modificar la frecuencia de colonizacién79. En la

tabla No. 4 se presentan las frecuencias de colonizacidn

para diferentes poblaciones y grupos de edad.

Se ha considerado gue C. difficile puede causar aproximada-
mente 25% de los casos de diarrea asociada a antibidticos;:
ademas de su papel en enfermedades gastrointestinales ha
habido reportes de su aislamiento en material clinico dife-~
rente de heces, Smith y King (1962) reportaron el aisla-
miento del bacilo de heridas infectadas de la pierna de un

70

soldado’ ", Rampling y cols (1985) recuperaron a C. diffi-

- cile junto con Bacteroides sp y otros organismos entéricos
de hemocultivé de pacientes con leucemiasg. Se ha reporta-
do el aislamiento del microorganismo de algunos casos de
osteomielitis, pleuritis, peritonitis, septicemia e infec-
ciones del tracto urogenital, pero estos son raros45. A
pesar de numerosoé estudios para definir las fuentes de
contaminacidn de C. difficile permanece la duda de si ég-

ta es de origen enddgeno o exbgeno o bien si ambas fuentes



TABLA

4

FRECUENCIA DE COLONIZACION INTESTINAL PCR
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Clostridium difficile EN POBLACION DE DIFERENTES EDADES

POBLACION ESTUDIADA

FRECUENCTIA DE AISLAMIENTO

DE C. difficile

Necnatos sanos

Necnatos en la Unidad
de Cuidados Intensivaos

Nifios menores de un afto
de edad

Adultos sanos

Poblacidn geriétrica

15-70%

21-59%

27-65%
0~11.4%

12%

41,81

89

32,34,81
30,52,58

50
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son importantes en la adquisicidn del baciloso. Los estu-

dios iniciales indicaban que el neonato podia adguirir a

. - R . 34,50
C. difficile de su propia madre durante el nacimiento™ "'"",
pero los trabajos ulteriores no apoyan este concepto. Lar-

son y cols (1982) tomaron muestras vaginales y de heces a
17 madres de nifios colonizados con el cbjeto de aislar a

C. difficile y obtuvieron resultados negativos en todas

las madres estudiadas; sin embargo leos niiics aparecian co-
lonizados lo gue indica una adguisicién nosocomial del ba-
ciloBg. Otra evidencia para esta adguisicidn intrahospita-
laria de C. difficile es el hecho de que la proporcidn de
aislamiento del bacilo no disminuye en nifios nacidos por
ceséreasg. El estudio de Hafiz ¥y cols (1975) sugiere que
el tracto urogenital podria ser una fuente de transmisidn
del bacilo, aislareon a C. difficile en 72% de 108 muestras
vaginales de mujeres asistiendo a una clinica de enfermeda-
des venéreas y en el 100% de 42 cultivos uretrales3l, desa~
fortunadamente .otros autores han fallado para detectar a C.
difficile del tracto genitourinario de hombres o mujeres

con hijos colonizadosl, asi, la posibilidad de identificar

esta via como reservorio del bacileoc no ha sido-cenfirmada.

Los estudios epidemioldgicos indican que C. difficile puede
adquirirse de fuentes ambientales. Kim y cols (1981l) ais-

laron a €. difficile en 85 de 910 {9.3%) muestras de pisos,
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barios, camas, cabeceras, roéa de cama.y lavabds de areas
cercanas a pacientes con diarrea y en 13 de 497 (2.6%) de
dreas de pacientes sin diarrea, ademis aislaron el bacilo
de manos ¥y heces de personal hospitalario asintométi0037,
los estudios de otros autores han obtenido resultados se-~
mejantes y también apoyan la adquisicidn nosocomial del ba-
cilo. Ha habido evidencias de la transmisidon del bacilo

de persona a persona y de la diseminacidn del microorganis-
mo de una fuente comﬁnt, le cual ha sido comprobado con la
aparicién de brotes de CPM asociada a una sola cepal4.
Trabajos con modelos animales han mostrado que C. difficile

. . . s . . 24
facilmente puede adquirirse de un ambiente contaminado™ .

La contaminacidén de dreas y la diseminacidn del bacilo por
pacientes o personal contaminado se ven ayudadas por'la
larga sobrevida de las esporas de C, difficile, va que han
sido recuperadas de superficies contaminadas a propdsito

después de 5 mese537.

Otras fuentes exdgenas del bacile han sido descritas, y se
ha recuperado a C. difficile de: tierra, lodo, arena y de
materia fecal de perros, gatos y aves. Es posible gue una
persona susceptible a adguirir el patdgeno en tratamiento
antimicrobiano podria infectarse después del contacto con

algunos de estos animales reservorios, sin embargo, la
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. = . N i = .12
transmisidn animal-hombre reguiere de mas estudio™".

Otra posible fuente de adguisicidén del bacilo es la inges-

tidn de alimentos contaminados con esporas. El trabajo de

Gurian y cols (1982} sugiere la adgquisicidn de C. difficile

de salmdén contaminado, pero los intentos de aislar a €. di-

fficile de alimentos han sido infructuosos30.

Con los conocimientos gue se tienen hasta ahora no es posi-
ble determinar qué fuentes enddgena, exdgena o ambas son
importantes en la adquisicidén de C. difficile. Un sistema
de tipificacidn para diferenciar cepas especificas de C.
difficile seria una herramienta Gtil para resolver muchas
de las dudas que existen hasta ahora; por ejemplo, se es~-
clareceria, durante un brote intrahossitalario de infeccidn
asociada a C. difficile, la posible fuente de diseminacidn
del bacilo o establecer si existe diseminacidn cruzada en-
tre los pacientes, tambilén se podria diferenciar en pacien-
tes con recidfvas si esto ocurre por reinfeccidn enddgena

o exbdgena, lo que permitiria un mejor manejo del paciente.
Se ha propuesto una variedad de métodos para tipificar las
cepas de €. difficile y algunos aitn se encuentran en fase
de investigacidn. Wust y cols (1982), con el objeto de de-

finir el origen enddgeno o exGgeno de 16 cepas de C. diffi-




cile aisladas durante un brote de diarrea en una &rea qui-
rlirgica emplearon 5 técnicés utiiizadas con otros géneros
bacterianos: electroforesis en gel de agarosa para detec-
.cidn de plasmides, inmuncelectroforesis cruzada para detec-
cidn de antigenos extracelulares, electroforesis en gel de
poliacrilamida para analisis de proteinas solubles, pruebas
para citotoxicidad y sensibilidad a antibidticos. En doce
de las cepas aisladas se demostrd que probablemente eran la
misma cepa y se detectaron por electroforesis cuatro perfi-
les de plasmidos diferentes, trece de los aislamientdgs tenian
perfiles idénticos. Ademas investigaron 35 aislamientos de
C. difficile de diferentes Areas geograficas y observaron
gue 24 cepas no tenian plasmidos detectables y 11 presen-
taban patrén de plismidos diferentes a los encontrados a
las cepas del brote®®. Sell y cols (1983) describieron el
aislamiento de fagos y bacteriocinas de C. difficile y su
uso en la tipificacidn de cepas de este género bacteriano.
De 254 cepas probadas, la sensibilidad a fagos mostrd nueve
grupos diferentes, la tipificacidén de fagos junto con bac-
teriocinas incrementd el nimeroc de cepas tipificables en un
50%, muchos de los aislamientos no pudieron tipificarse.

En los aislamientos de diferentes ciudades se observaron

una gran variedad de patronesss.
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Tabagchali y cols (1984) utilizaron electroforesis de pro-
teinas marcadas con azufre 35; lografon diferenciar el 98%
de 250 cepas integrandolas en 9 grupos diferentes denomi-
nados con las letras A,B,C,D,E,W,X,Y v Z. Los grupos X vy
E se aislaron de brotes de colitis asociada a antibidticos
en las areas de oncologila y ortopedia respectivamente, se
aislaren de pacientes y del ambiente lo que probd la in-
feccidn cruzada entre pacientes y la adquisicidn intrahos-
pitalaria de C. difficile’>. Delmee vy cols (1985) desa-
rrollaron un esquema de tipificacidn basados en la sero-
agrupacidén por aglutinacién en placa de las cepas tratadas
con formol ¥y antisuero de conejo, las cepas obtenidas en
un brote mostraron el mismo patrdén de aglutinacién, co-
rrespondieron al serogrupo C, fermentaron sorbitol y pro-
dujeron citotoxina lo que les permitid diferenciarlas del
resto de las cepas de otras areas hospitalariasla. Mulii-
gan y cols (1986} lograron diferenciar un grupo de cepas
de C. difficile usando aglutinacidn en placa y electrofo-
resis en gel de poliacrilamida, obtuvieron titulos de
aglutinacién altos con cepas homdlogas (cepas aisladas del
mismo paciente o del ambiente). Los dos métodos probados
mostraron buena correlacion y pueden emplearse como un sis-
_tema para diferenciar cepas y realizar estudios epidemio-
1

légicos5 . Los resultados obtenidos con los diferentes

métodos de tipificacidn empleados han coincidido en apoyar
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la adquisicidn nosocomial de C. difficile, la existencia
de diseminacidn cruzada entre pacientes y la existencia de

" . 14,18
Areas contaminadas por una sola cepa” ! .

Los sistemas de tipificacidn se encuentran en fase de in-
vestigacidén y se espera que un sistema de tipificacidn
practico pueda ayudar a contestar ﬁreguntas acerca de la
epidemiologia de C. difficile, sus fuentes de diseminacidn,
forma de transmisidn y el fendmeno de recaidas o reinfec-
cidén. El sistema de tipificacidn con fagos es de los mé-
todos que cofrecen mas esperanzas como un sistema aceptable
para tipificaciénlz. La investigacidn de mayor nimero de
fagos por varios laboratorios debe ser prioritaria en aque-

llos interesados en este campo, e€sto incrementaria el niG-

mero de cepas que pueden tipificarse.

PATOGENICIDAD DE Clostridium difficile

La patogenicidad de C. difficile se atribuye por lo menos
— -~

a la presencia de dos toxinas: 1la toxina A y la toxina 53,4.

Un factor que altera la motilidad intestinal36 pesiblemente

también sea importante como otro factor de virulencia asi

como la capacidad de adherirse a las célulag de huésped.

La adherencia es ﬁn pasoc crucial para muchos patdgenos en-

P = ; .= 87
téricos en la produccién de la infeccidn pero este meca-

nismo en C. difficile alin estd en fase de estudio. Wood
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Helie y cols (l1986) observaron la capacidad de adherencia

a placas de poliestireno, células intestinales de embridn
humano ¥ células de colon de adulto. Tedas las cepas pro-
badas presentaron adherencia en ambas lineas celulares aun-
que los porcentajes de organismos adheridos variaron, sus
resultados sugirieron gque la hidrofobicidad podia ser un
factor de virulencia en C. difficile y esta atraccidn no
especifica era sequida por una adherencia mds especifica.
Ambhos procesos probablemente contribuyen a la colonizacidn

intestinal por este baci1087.

Se ha observado que cuando se cultiva en medio liquido C.
difficile se produce la concentracidn maxima de ambas toxi-~
nas durante la fase de lisis celular. No se sabe hasta
ahora lo gue pasa "in vivo", pero con los estudios reali-
zados en modelo animal se observd que las dos toxinas son
esenciales en la patogénesis de la colitis asociada a anti-
bidticos, Al retar hamsters vacunades con una de las toxi-
nas o con ninguna, éstos morian, en cambio los animales

gque habian sido vacunados con ambhos toxoides sobrevivian

al reto con las toxinas44. Lyerly y cols (198§) notaren
que al administrar intraglstricamente a animales de labo-
ratorio cantidades altas de toxina B, no se observaba nin-
guna respuesta significativa en el animal a menos que se

administrara una mezcla de las toxinas A y B, o bien que
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al dar al hamster la toxina B, éste tuviera ligeramente da-
fiadae el ciego. Estos resultados sugieren que ambas toxinas
actian sinérgicamente ¥ dque la accion de la toxina B se pre-
senta después del)l dafio celular causado al tejido por la
toxina A47. En general podemos decir que los mecanismos

qﬁe permiten el sobrecrecimiento de C. difficile en el trac-
to gastrointestinal de nifos y adultos son poco claros y la
enfermedad se presenta cuando se altera algin factor en la
ecologia intestin3127. Se considera gue la flora intestinal
representa una barrera natural gue interfiere con el esta-
blecimiente de bacterias patégenasﬁ5: no obstance C. diffi-~
cile se asocia o se propicia su actividad patdgena en los
siguientes cuadros: terapia antimicrobiana, guimioterapia
de cancer, enfermedad isquémica intestinal, terapia con cor-
ticoesteroides y enfermedad de Hirschprung, hay reportes ra-
ros de enfermedad sin ninguna terapia o factor predisponen~
te ¥y no se ohserva ningdn factor comin en todos los casos
anteriores comoc nho sea el compromiso del hospedero.

Los estudios de animales tratados con antimicrebianos con-
firman que para €. difficile hay un factor protector cono-
cido como resistencia a la colonizacidn de la flora intes-
tinal normalss. Rolfe ¥y cols (19B1) observaron el efecto
inhibidor de 23 géneros bacterianos de flora fecal anaero-

bia contra €. difficile. El mayor efecto antagonista se
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observd con Lactobacillus y Streptococcus grupo D; otros au-

tores confirmaron ademi&s la inhibicidn de C. difficile por

algunas E. coli, Candida spp vy anaerchios de los géneros

Bacteroides spp y Clostridium spp entre otros ', los meca-
nismos por los que se ejerce esta inhibicidn son descono-
cidos ailn, pero se¢ ha observado que cepas de C. difficile no
toxigénicas pueden interferir con el establecimiento de C.

difficile toxigénicassﬁ.

Rolfe (1984) observd gque la presencia de &cidos grasos vola-
tiles producia "in vitro" inhibicidn del crecimiento de C.
difficile®?,

Existen numerosos reportes acerca de la frecuencia de colo-
nizacion en menores de 1 afic de edadl2 ¥y estd bien documen-
tada la resistencia a la enfermedad en este grupo. La fre-
cuencia de colonizacidn en adulteos también estd bien documen-
tada y sabemos la importancia de C. difficile en complica-
ciones intestinales en este grupo. Sin embargo, la pobla-
cidén intermedia (> 1 a 1 5 afios} ha sido poco estudiada;
desconocemos la frecuencia de colonizacidn tanto sintomdti-
ca como asintomatica, por lo gue es convenlente analizar gqué
caracteristicas presentan las cepas que colonizan a estos
nifies hospitalizados. éAdquieren el bacilo dentro o fuera

del hospital?, tes patdgeno para los nifios mayores de 1 afio
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HIPOTESIS

En pacientes hospitalizados de 2 a 15 afios de edad, la
frecuencia de colonizacidn por C. difficile es similar a

la ohservada en poblacidn adulta hospitalizada.

En pacientes hospitalizados predominan ciertas cepas de C.
difficile con caracteristicas diferentes a las de cepas

gue colonizan pacientes fuera del hospital.

OBJETIVOS

Determinar la frecuencia de coleonizacidén por Clostridium
difficile en nifios hospitalizadeos menores de 15 ajios de

edad.

Caracterizar las cepas de C. difficile aisladas para de-

terminar similitudes y diferencias entre ellas.
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MATERIAL

Mate:ial_para_el aislamiento e identificacidn de C.

difficile:

a} .Mediolseleqtivo de CCPFA: proteosa peptona 40 g,
Na2H904 1l g. MgSO4, anhidro 0.1 g, fructosa (Sigma)
6g, NaCl 2 g, rojo neutro al 1% 3 ml, cicloserina
(sigma) 250 mg, Cefoxitina (Merck) 10 mg, agar bacte-

riolégico 20 g, en 1000 ml de agua destiladazs.

b) Gelosa sangre {Bioxon)} de carnero al 5%.

c) Medio de carne (Difco) para conservacion de las
cepa533.

d) Las pruebas biogquimicas se realizaron de acuerdo
2

a las pruebas recomendadas por Lennett EH™ {(Tabla 3).
e} Cepas tipo de C. difficile S2723 y 10463 (amable-
mente donadas por el Dr. T. Wilkins del Instituto Po-
litécnico de Virginia). Utilizadas como controles
positivos para medios de cultiveo y pruebas diferen-

ciales.

Material y reactivos para cultivos celulares:
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a) Linea de células CHO (células de ovario de hams-

ter chino) propagadas en hotellas de 25 cm2 {Nunc}.

b} Medios empleados: Medio F 12 (In Vitro, S.A.)
adicionado de suero fetcal de ternera (Sigma) al 10%
para crecimiento, al 3% para mantenimiento y medio
minimo esencial (MEM) (In Vitro, S. A.} al 5% de sue-

. . . 20
ro para realizar los ensayos de citotoxicidad™ .

c¢) Reactivos empleados: Tripsina (Difco) al 0.025%
utilizada para desprender las células y solucidn de
bicarbonato de sodio al 7.5% para ajustar el pH de

los medios.

d)} Cepa de C. difficile IV-8 aislada de un nifio sano
Yy toxigénica79, utilizada como centrol positivo en

las pruebas de citotoxicidad.

e) Antitoxina de C. sordelli (Bureau of Biologic,
FDA Bethesda, Maryland 20205}, se utilizé para reali-

zar las pruebas de neutralizaciénsa.

Material y reactivos para caracterizar las cepas por

su sensibilidad antimicrobiana:

a) Medio de agar Brucella {Difco) con -sangre de car-
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nero al 5% para las pruebas de sensibhilidad antimicro-
33

biana™".

b} Amikacina Mead Johnson de México, S. A.

c) Cefoxitin Eli Lilly y Cifa. de México, S.A.
d) Cicloserina Sigma, EUA.

e) Cloranfenicol Lakeside, 5. A. México.

f) Clindamicina Up John, 5. A. México.

g} Gentamicina Sheramex, S. A. México.

h) Kanamicina Bristel de México, S. A.

i) Metronidazol Laboraterios Zapata, 5. A. México.
3} Peniecilina Lakeside, S. A. México.

k) Tetraciclina Lederle Cynamic de México, 5. A.

1) Trimetroprim-

sulfametoxasol Roche, 5. A. México.

Medios y reactivos empleados para las pruebas de sen-

sibilidad a fagos vy baCteriocinasﬁs.

a) Caldo de infusidn cerebro corazén (BHI) suplemen-

tado: Adicionar Ca*t0.136 mM Y Mg++0.03_mM.

Preparacién: Pesar un gramo de Mgcl2 y adicionarle
50 ml de agua desionizada y usar 2.25
ml por litro. Pesar un gramo de CaCl2
y adicionar 75 ml de agua desionizada

y usar 5.5 ml por litro.

4
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b) Agar blando: Caldo BHI con agar bacteriolégico
al 5%.

¢) 9 cepas indicadoras para fagos Cl1d 2,6,7,9,11,13,
16,17,19. Nueve cepas productoras de fages: Cld 2,
6,7,8,11,13,16,17,19. Doce cepas productoras de bac-
teriocinas B 33A, 83,810,1700,1537,1481,778,809,1995,
806,1811,1320. {Estas cepas fueron amablemente dona-
das por el Dr. Fekety de la Universidad de Michigan,

EUA) .

Material y reactivos empleados en la caracterizacidén

de las cepas por su perfil de plésmidos77.

&) Agar e infusidén cerebro corazdn (BBL) prerreduci-

do por ebullicidn en bafio maria33.

b) Regulador TES (Tris) (Sigma) 0.5 M, &cido etile-
neaminoctetracétice (Sigma) 0.05 M, NaCl (Merck) 0.05M

pH 8.

c¢) Sacarosa al 25% en regulador TES. .

- d) Lisozima (Sigma) al 1.5% en regulador TES.

e€) Solucidén de &cido etilendiaminotetracético {Sigma)



35

al 20% en regulador TES.

£) Solucidn de RNAasa (Sigma) 5 mg/ml en regulador

TES.

g} Solucidn de lauril sulfato de sodic (Sigma) al

20% en regulader TES.
h) Solucidn de NaCl (Merck) 5M.
i} Fenol (Merck) destilado,.

i) Solucidn de cloroformo alcohol isocamilico (Merck)

en proporcién 24:1.
k) Acetato de sodic (Sigmal} 3M pH 8.6.

1) Etanecl absoluto {(Merck).

m) Agarosa tipo II (Sigma} del 0.8% al 1ls.

.

"n} Agua desionizada.

o} Cepas control: Escherichia g¢eli PRD C60¢, Esche~

richia coli R 100, Bacillus subtilis 168 ‘TRC2 THR33.
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Estas cepas fueron amablemente donadas por el Dr. EVg-_
rardo Curiel de la Escuela Nacional de Ci?ncias‘Biqf,:*

lb6gicas.

METODO

POBLACION ESTUDIADA:

En este trabajo se estudiaron 273 nifios hospitalizades en
la sala de Infectologia del Hospital de Pediatria del Cen-
tro Médico Nacional, de diferentes edades (desde recién
nacidos hasta quince afios de edad), sin impeortar su estado
clinico, tipo de tratamiento, estado nutricional, o tiempo
de estancia en la sala. De cada uno de los nifios se obtu-
vo por lo menos una muestra de heces, de B2 de ellos mas

de una, dando un total de 416 muestras.

Las muestras de heces se colectaron durante el periodo de
agosto de 1985 a julio de 1986, fueron procesadas inmedia-~-
tamente o conservadas a -70°C hasta su estudio. Se lle-
vé un registro de cada paciente en relacidn a su edad.
sexo, talla, consistencia de la muestra y presencia o nd

de diarrea (ver hoja de recoleccidn de datos).

El estado nutricional de los nifios se establecid conside-
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rande 1la relacidn, talla y peso ideal para la_edad. compa-

rada con los centiles de las tablas de Ramos Galvdn en ni-

fios de la ciudad de M&xica®l.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE C. difficile2’28'34.

El mismo dia que se tomaron las muestras, se hicieron di-
luciones de las heces 1:20 y 1:200 en solucién reguladora
de fosfatos pH 7.4 y se inoculd 0.1 ml de cada dilucidn
en el media selectivo CCFA, se incubaron a 37°C por 48 h
en anaerobiosis (80% N, 10% ca, 10% Hz), escta atmdsfera se

obtuve al inyectar la mezcla de los gases en una estufa de

anaerobjosis (Diagrama Na. 1).

La bisgueda de colonias sospechosas se hizo a las 48 h de
incubacidon, ayudades por una lampara de luz ultravioleta

y por la morfologia coleonial caracteristica de C. diffi-
cile. Se seleccionaron colonias color blanco amarillento,
de 2 a 5 mm dé diametro, ligeramente umbonadas, bordes fi~-
lamentosos con apariencia de vidrio molide, ademas en el
medico el indicador de pH vira en presencia de icido prove-
niente de la fermentacidn de la fructosa, estas colonias
fluorescen bajo la luz de una lampara de luz ultravioleta

42

con un celeor amarillo verdosp ©. Las colonias sospechosas

se resembraron en gelosa sangre por duplicado y se incuba-
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ron una en atmdsfera aerobia y otra anaerobia a 37°C por
48 h. Las colonias que crecieron en anerobiosis pero nho
en aerobiosis y con caracteristicas morfoldgicas de €. di-
fficile, se pasaron a caldo tioglicolate prerreducido y se
incubaron nuevamente en anaercblosis a 37°C durante 48 h.
Estos cultivos se utilizaron para inocular las pruebas
bioquimicas: produccidn de &cido de glucosa, manosa, ma-
nitol, xilosa, sacarosa, lactosa; ademds produccidn de un-
dol, reduccidn de nitratos, hidrdlisis de esculina, com-
peortamiento en leche tornasolada (Tabla 3). Estas pruebas
fueron incubhadas en las condiciones descritas antes e in-

terpretadas a las 48 h de incubaciénz. %

ENSAYO PARA LA TOXICIDAD

Las diluciones 1:20 de las muestras de heces de los pacien-
tes se centrifugaron a 5000 rpm por 20 minutos, el sobrena-

dante se esterilizé por filtracidn con filtros Millipore de

0.45 U, )

Se utilizaron cultivos de cé&lulas CHO, las cuales se propa-
garon en botellas de 25 cm2 con mediec F12, haéta confluen-
cia total, posteriormente fueron desprendidas con tripsina
0.025%, se les adiciond 20 ml de medio MEM con 5% de suero
fetal de ternera y de esta suspensidn celular se deposita-

ron 200 micrelitros en cada peozo de una microplaca; la placa
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se incubd a 37°C en camara himeda (5% de Co, ¥y 85% de hume-
dad relativa)zo hasta su confluencia total. Las micropla-
cas presentaron un crecimiento célular uniforme, se inocu-
laron con 20 microlitros de dos diferentes diluciones de
las muestras de heces {una dilucidn 1:20 y la otra una di-
lucidn 1:200), Las dos diluciones fueron probadas por du-
plicado y las placas se incubaron de la misma forma antes
descrita. Se realizaron observaciones a las 24y 48 h y se
consideraban positivas cuando se presentaba un arredonda-
miento por efecto citopdtico en mas del 50% de las células.
El testigo positivo fue la cepa IV-8, una cepa altamente
toxigénica. El titulo de la toxina se expresd como la in-
versa de la méxima dilucidn en la que aCin se cbservaba mas
del 50% de las c@lulas con efecto citopitico. Para demos-
trar que el efecto era especifico de la citotoxina de C.
difficile, las muestras positivas, se probaron nuevamente,
adicionando 50 microlitros de la antitoxina de C. sordelli
diluida 1:1063; si se observaba neutralizacién del efecto
citopatico, ;e consideraba positiva la presencia de la ci-~
totoxina de C. difficile.

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE Clostridium difficile.

La tipificacidn de las cepas se hizo de acuerdo a su capa-
cidad para producir citotoxina "in vitro", sensibilidad

antimicrobiana, sensibilidad a fagos y bacteriocinas y a
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DIAGRAMA No. 1

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Clostridium difficile

Y S50 CITOTOXINA

MUESTRAS DE HECES

Diluir en solucidn regu-
ladora de fosfatos

1:20 ¥
1:2 ! 1:200
Centrifugar la muestra a Inocular sobre medio CCFA,
5000 rpm, por 20', obte- 0.1 ml
ner el sobrenadante y es
terilizarle por filtra-
c;?g 32“0 ﬁé{aros Milli- Incubar en anaerobiosis
p 42 M- (10% i, 10% CO, 80% N,)
48 h
Determinar la presencia
de la citotoxina por su Aislar cepas con morfolo-
efecto citopdtico sobre gia caracteristica de (.
células CHO y comprobar diffiecile en gelosa san-
la especificidad neutra- gre e incubar en anaero-
lizando con antitoxina biosis a 37° C, 48 h

de C. sordelli.

Observar las colonias sos
pechosas bajo una lampara
de luz ultravioleta.

Identificar a C. diffici-
le con priebas bioguimi-
cas.
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su perfil de plasmidos.

a. Produccidén de citotoxina "in vitreo". {Diagrama No. 2).

Las cepas se aislaron en gelosa sangre, posteriormente se
inocularon en caldo BHI prerreducido y se incubaron a 37°C

por 48 horas en anaerobiosis (BO%N2 10% €O, 10% H2).

Los cultivos ya crecidos se centrifugaron a 5000 rpm duran-
te 20' y el sobrenadante obtenido se esterilizd por filtra-
cidn a través de una membrana Millipore de 0.45 M. Se pre-
pard una microplaca con células CHO en forma semejante a la
utilizada para el ensayo de ciltotoxicidad, en cada pozo de
la microplaca se inocularon 20 microlitros de los sobrena=
dantes y todas las cepas se trabajaron por duplicado. Aque-
llas cepas que daban positivao el efecto citopitico, con mis
del 50% de arredondamiento del cultivo celular, se les hi-
20 prueba de neutralizacidn con antitoxina de . sordelli

Y se cuantificd la produccidn de citotoxinalhaciendo dilu-

ciones seriadas al doble de cada uno de los sobrenadantes



DIAGRAMA No. 2

PRODUCCION DE CITQTOXINA IN VITRO

Cepas de C. difficile

l

Aislar las cepas en gelosa sangre e incu-
bar en anaerobiosis (80% N2 lO%CO2 10%H2)

|

Inocular en caldo BHI prerreducido e in-
cubar en anaerobiosis, 37°C, 48 h

Centrifugar a 5000 rpm, 20' y filtrar con
filtros Millipore de (.45 4

A
Depositar 20 Ul del sobrenadante sobre un
cultivo confluente de cé&lulas CHO, incu-
bar a 37°C, 24 h con 5% de 002

W
Observar efecto citopitico sobre las cé-
lulas (arredondamiento} y hacer neutrali-
zacidn con antisuero de C. sordelli.

42
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positivgs. El titulo reportado correspondid a la inversa
del titulo miximo en gqgue aln se observaba efecto citopdti-

co en mas del 50% de las células.
h. Sensibilidad a los antimicrobianos.

Se determind la sensibilidad a los antimicrobianes a las
50 cepas de C. difficile identificadas empleando la técni-
ca de dilucidn seriada en placa, siguiendo las recomenda-
ciones dadas por el Instituto Polité&cnico de Virginia33.
S5e utilizd como medio base agar brucella adicionado de 5%
de sangre de carnerc. El indculo bacteriano se prepard
creciendo las cepas en caldo BHI prerreducido incubando en
anaerobiosis por 24 horas a 37"C. Se utilizdé el replica-
dor de Steers para depositar en la superficie del agar los
indculos bacterianosz. Las concentraciones empleadas de
cada antimicrobiano fueron descde 0.25 a 128 ug/ml. Los re-

sultados se expresaron como la concentracidn minima inhibi-

toria (CMI) en ug/ml.
c¢. Sensibilidad a fagos66 {Diagrama No. 3},
1. Obtencidn del lisado: Las cepas tipo de C. diffi-

cile se crecieron en caldo BHI durante 24 h a 37°C, en

anaerohiosis, después de este tiempo se adiciond mitomi-
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cina C a una concentracién final de 3 ug/ml. Se in-
cubaron nuevamente por 24 h a 37°C, se centrifugaron
a 5000 rpm por 1l0' v el scbrenadante obtenide se es-

terilizd por filtracién a través de una membrana Mi-

llipore de 0.45 u.

2. Purificacidon del fago: Para obtener el fago pu-
ro, la cepa indicadora se crecid en caldo BHI duran-
te toda la noche, se mezcld con 2 ml de agar blando
(45°C), se depositd en una caja petri conteniendo
agar BHI y se aplicaron tres gotas del lisado obteni-
do en el paso anterior, se homogenizaron sobre la su-

perficie del agar y se incubaroh en anaerocbiosis a

37°C por 24 horas.

Las placas liticas que se produjeron, se picaron con
una pipeta Pasteur, se transfirieron a un tubo con
agar hlando y se depositaron en una placa de agar BHI
previamente inoculada con la cepa indicadora. Se in-
cubaron toda la noche y se observd la presencia de
placas liticas, este pasc se repitid dos veces mas
antes de tener la cosecha final. Para cosechar la
placa de BHI con los fagos se cubrid con 5 ml de cal-
do BHI, se dejd 60' y se raspd con un abatelenguas,

el material obtenido se depositd en un tubo estéril



SENSIBILIDAD A FAGOS DE C.

OBTENCION DEL LISADO

Crecer las cepas portadoras
de C. difficile en caldo BlI

Incubar a 37

L3

Adicionar mitomicina C a una
tracién final de 3 ug/ml

Incubar a 37

Centrifugar a 5000 rpm, 10°*
rilizar por filtracién con
Millipore de 0.45 U

de fagos

°C, 24 h

concen-—

°eC, 24 h

y este-
filtros

DIAGRAMA No.

3

difficile

PROPAGACION DEL FAGO

Crecer las cepas indicadoras en caldo
BHI toda la noche

Mezclar con agar BHI blando, dejar ge-
lificar y depositar en la superficie 3
gotas del lisado

Incuhar en anaerobio-
sis a 37¢C, 24 h

Picar con pipeta Pasteur las placas 11
ticas formadas, transferir a un tubo
con BHI blando ¢ inocular nuevamente
la cepa indicadora

Incubar en anaerobio-
sis toda la noche

Cubrir la placa con caldo BHI y el so-
brenadante obtenido centrifugarle a

5000 rpm, 20' y esterilizarlo por fil-
tracidn

Mezclar con la c¢epa indiecadora, en una
proporcidn fago/bacteria 1/1000

Incubar toda la noche
a 37°C

Obtener el sobrenadante y esterilizar-
lo por filtracidn. Aplicar este fil-
trado sobre la superficie de agar de
cada una de las cepas problema de C.

difficile e incubar en anaerobiosis.

St
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se centrifugd a 5000 rpm durante 20' y el scobrenadan-
te se esterilizd por filtracidn con un filtro Milli=-

pore de 0.45 u. El filtrado obtenide se guardd a 4°C.

3. Propagacidn del fago: E! filtrado obtenido en el
paso anterior se titula, una vez tituladeo se mezcld
con la cepa indicadora en caldo BHI suplementado en
una proporcidn fago/bacteria 1/1000, se incubd toda
la noche a 37°C. Se centrifugd y se ohtuvo el sobre-

nadante, se esteriliz® por filtracidn y se guardd a

49C.

4, Tipificacidn de las cepas problema: Se cbtuvo un
cultivo confluente de cada una de las cepas problema,
a 8stos se les aplicd unas gotas del filtradeo de los
fagos, se incubd a 37°C por 24 horas y se observd la
formacidn de placas liticas. Todas las incubaciones

se realizaron en anaerobiosis.

Sensibilidad a bacteriocinas de Clostridium diffici-

1e°°. .
l.: Obtencidn de las bacteriocinas: Se obtuvo un cul-

tivo de tcda la noche de la cepa portadora de bacte-

riocina en caldo BHI suplementado, se descartd el so-
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brenadante, el precipitade se resuspendid en 100 ml
de caldo BHI suplementado, se adiciond mitomicina C
a una concentracién final de 3 ug/ml, se incubd toda
la noche, se centrifugqd a 5000 rpm, durante 20', el
sobrenadante se depositd sobre una botella limpia ¥y
se adicionaron 28 g de sulfato de amonio por cada 100
ml de sohrenadante, se dejd toda la noche a 4°C agi-
tando ligeramente y se centrifugd a 15000 rpm durante
20, nuevamente se retuvo el precipitado el cual se
resuspendid en 10 ml de caldo BHI suplementacdo. Se
filtrd con filtros Millipore de 0.45 ua y se conservd

congelado a -70°C,

2. Tipificacién de las cepas problema: Las cepas se
creclieron toda la noche en agar BHI, y sobre el cre-
cimiento homogéneo se depositaron varias gotas del
filtrado obtenido en el paso anterior, se incubd to-
da la noche Yy se observd la formacidn de placas de
inhibicidn del crecimiento. Todas las incubaciones

se@ realizaron en anaerobiosis.

-

Perfil de plasmidos. 'Técnica de Smith y cols’t,

l. Las cepas se crecieron durante toda la noche en

25 ml de caldo BHI prerreducido. De este crecimien--
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to se 6btuV? ellpaqpéte‘celulér, por centrifugaciéﬁ;
serlavéféaﬁ;fégﬁléadf jESf? éé'cent:ifugé nuevamente:
el_éeﬁémeﬁtélséhfasuspéndié en 0.2 ml de solucidn de
éacéf@éé a1725§ y se adicionaron 50 ul de solucién de
lisozima al 1.5%. Se mantuvo a 37°C durante 30°', pos-

teriormente se dejd por 10' en bafio de hielo.

2. Se adicionaron 80 ul de EDTA 0.25 M y después de
15' se agregd ARN asa (5 mg/ml)}, se dejd a temperatu-
ra ambiente por 15' y se adiciond 20 wul de lauril
sulfato de sodio al 20% y 100 ul de NaCl 54, la mez-

cla se guardd a 0°C toda la noche.

3. Después de que transcurrid este tiempo, se centri-
fugd a 10600 rpm, a 4°C durante 20', el lisado obteni-
do se transfiridé a un tubo de plastico y se hicieron
extracciones repetidas con fenol (vol/vol) a tempera-
tﬁra ambiente, la fase acuosa se retuvo después de
centrifﬁgar nuevamente. Este procedimiento se repi-

tidé varias veces hasta eliminar el fenol.

4, El1 ADN se precipitd con la adicidn de 0.1 volumen
de acetato de sodio 3M y dos veolimenes de etanol.
Esta mezcla se dejd a -70°C por dos horas y se cen-

trifugd a 15000 rpm a -20°C por 20', se elimind el
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etanol y el ADN precipitado se resuspendidé en 60 ul

de agua desionizada.

5. Las preparaciones de ADN se analizaron por elec-
troforesis horizontal en gel de agarosa al 0.8%. El1
corrimiento del gel se hizo con regulador de acetatos
pPH 7.9 a 100 volts durante aproximadamente 2 horas v
media. Las cepas control y las cepas problema fueron
sometidas al mismo proceso de lisis y corrimiento en

el gel.
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RESULTADOS :

En las tablas 5 y 6 se observa la frecuencia de coloniza-
cidén por C. difficjile notdndose semejanza entre las fre-
cuencias de colonizacién de los nifics de 1 a 12 meses y

los de 13 meses a 5 afios y observamos que esta frecuencia

tiende a disminuir al aumentar la edad, de 8.3% a 4.2%

(tabla 8).

En la tabla 7 se presentan los factores asociados y la fre-
cuencia de colonizacidén encontrindose gue aproximadamente
10% de log nifics eutrdficos menores de un afio fueron colo-
nizados por C. difficile en cambio en nifios desnutridos
esta cifra fue sdlo de 5%, En los nifios mayores de un ano
las frecuencias de aislamiento son semejantes de 5.9% y

8.3% entre nifios eutrdficos y desnutridos, respectivamente.

El tratamiento antimicrobiano presentd cifras significati-
vas observandose que aquellos nifios que no recibieron tra-
tamiento antimicrobiane tenian una frecuencia de coloniza-
cidn de 21.7% contra una de 5.2% en aquellos hiﬁos que re-
cibieron antibidticos; sin embargc no se encontrdé ninguna
asociacidén con diarrea intrahospitalaria con excepcidén de

un nifio del grupo de mayores de un afflo. En el grupo sin

diarrea la frecuencia de colonizacidn fue muy semejante a
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la observada cuando se agruparcn los nifos en relacidn con
él tratamiento antimicrobiano, es decir, se ohservdé una
diferencia significativa que indica mayor colonizaciéﬁ en .
el grupo gue no habia recibido antimicrobianos (5.9% en

el grupo con antimicrobianos contra 22.7% en el grupo sin

antimicrobianos)}.

En la tabla 8 se presenta la relacidn entre el tiempo de
estancia héspitalaria y la frecuencia de colonizacidn con
C. difficile observandose que 8.B% de los nifios ingresaron
al hospital colonizados con C. difficile, notindose que
los nifios con una estancia hospitalaria mayor de 30 dias

presentan la mayor frecuencia de coleonizacién (14.7%).

En la tabla 9 observamos la frecuencia de aislamiento de
C. difficile y la presencia de diarrea en nifios mayores y
menores de un ajio de edad. La frecuencia de aislamiento
de C. difficile en el grupo de nifics menores de un afio con
diarrea v sin diarrea presentd similitud (13.3 y 10.1%)
respectivamente. En los nifios con diarrea la toxina se
encontrd en una frecuencia de 10% a diferencia de los ni-
flogs sin diarrea donde sdlo se detectd en 3.3%. En los ni-

filos mayores de un afflo s6lo se aisld el bhacilo en-nifies sin

diarrea (aproximadamente 10%).
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Las 50 cepag alsladas en este estudio se& caracterizaron
por: produccidn de citotoxina "in vitro", sensibilidad
antimicrobiana, sensibilidad a fagos y bacteriocinas y

perfil de plasmidos.

Estas cepas se distribuyeron en:

23 cepas de origen intrahospitalario: Las cepas alsladas
de pacientes hospitalizados con mds de 72 h que habian da-
do negativo el cultivo para bisgueda de C. difficile al
ingreso al hospital.

6 cepas de origen ex:trahospitalario: Las cepas aisladas
de pacientes en las primeras 72 h de hospitalizacién.

21 cepas de origen no clasificable: Las cepas aisladas de
pacientes con una estancia hospitalaria mayor de 72 h y

sin cultivo previo para biasqueda de C. difficile.

En la tabla 10 se presentan los titulos de produccidn de
citotoxina de las 50 cepas de C. difficile observindese

gue un porceétaje considerable de cepas fueron no citotdxi-
cas (62%). Sclamente dos cepas de origen no clasificable

presentaron tituleo de 4096. La mayor proporcidn de cepas

citotdxicas fue encontrada en cepas extrahospitalarias.

En la tabla 1l se presentan los resultados de concentracidn

inhibitoria minima (CIM) de las cincuenta cepas a los doce
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antimicrobianos probados, observindose que el 100% de las
cepas fue sensible a éoﬁcentraciones menores de 0.5 ug/ml
de metronidazol. Las CIi obtenidas con tetraciclina, pe-
nicilina y clindamicina nos permitid agrupar las cepas

dentro de 12 resistotipos (tabla 12). Para el caso de

la tetraciclina se encontrd gran variabilidad en las CIH,
obgervandose cepas sensibles a concentraciones menores de

0.25 ug/ml y a concentraciones mayores de 128 ug/ml.

Para la penicilina se encontrd una CIM de B ug/ml para el
98% de las cepas; para clindamicina la CIM encontrada fue
mayor de 128 ug/ml para el 80% de las cepas. Las cepas se
consideraron tetraciclina sensibles cuando tuvieron una
CIM menor de 2 ug/ml, intermedia cuando tuvieron una CIM
de 4 a 16 ug/ml y resistentes mayor de 32. Penicilina
sensibles con CIM menor de 4 ug/ml, intermedios de 8 a 16
ug/ml, resistentes mayor de 32. Clindamicina sensibles
menos de 4 ug/ml, intermedia 8 a 16 ug/ml y resistentes

mayor de 32,

En la tabla 13 se¢ presenta la descripcidn de la sensibili-
dad a fagos y bacteriocinas asignando una letra mayiscula

a cada uno de los diferentes patrones obtenidos.

En las tablas 14 y 15 se observa la sensibilidad a fagos y
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bacteriocinas respectivamente. Es notable el hecho de que
aproximadamente 37% de las'cepas no fueron sensibles a los
fagos y bacteriocinas probados, el 21% de las cepas fueren

sensibles al fago Cl1 7 y el 26% fue sensible a la bacterio-

cina Bl81l1l.

En la tabla 16 se presenta la caracterizacidn de las 50
cepas y observamos gque en cepas intrahospitalarias el re-
sistotipo V, el tipo fagobacteriocinico B ¥ no citotoxicas,
fueron los mas abundantes; en cepas extrahospitalarias el
resistotipo VII, los tipos fagobacteriocinicos A y B y qi—
totdxicas fueron mas comunes; en cepas no clasificables el
resistotipo V, el tipo fagobacteriocinico E y no citotdxi-

cas fueron los mas abundantes.

Observamos gue los resistotipos VII y X se presentan en el
50% de las cepas y en las tres procedencias estudiadas, en
cambio el resistotipo II solamente se presentd en una ce-
pa de origen’ intrahospitalario y el resistotipo I sélo se
encontrd en uha cepa de origen no clasificable.

En la tabla 17 se muestra la colonizacidn de 16 pacientes
con C. difficile y se observa gue 8 pacientes estaban co-
lonizados con 2 cepas de patrdn fagobacteriocina o cito-

toxicidad diferente, 1o gue nos permitid caracterizarlas



como cepas distintas y 8 pacientes se colonizaron con 2

cepas iguales.
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TABLA

5

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE Clostridium difficile v/0 CITOTOXINA

EN MUESTRAS DE HECES DE 273 NINOS lIIOSPITALIZADOS

PACITENTES COPROCULTIVOS AISLAMIENTO DE c. difficile
. GRUPOS DE EDAD HNo. CULTIVO TOXINA
No. (%)

0-30 dias 29 ——— 1(3.4)
31 dias-12 meses 176 15( 8.5) 7{3.9)
13 meses-5 afios 112 12{(10.7) 5(4.5)
6 - 15 aflos 9% 5( 5.0) 3(3.0}
TOTAL 116 z( 7.7) 16(3.8)

95



T A B L A

o

FRECUENCTA DE COLONIZACTON INTESTINAL POR Clostridium difficile

EN NINOS HOSPITALIZADOS RE ACUERDO A SU EDAD

\ No. DE NIfRoS No. y (%) DE NINOS HOSPITALIZADOS
GRUPOS  ETARIOS ESTUDIADOS COLTIVO TOXINA CULTIVO y/0 TOXINA
0-30 dias 16 o (o) 0 (0) o {(0)
1-12 meses 103 8(7.7) 3(3.0) 10(9.7)
13 meses-5 afios 84 5(6.0) 2(2.3) 7(8.3)
6 - 15 afios 70 1(1.4) 2(2.8) 3(4.2)
TOTAL 273 14(5.1) 7(2.6) 20(7.4)

p> 6.05 entre todos los

grupos etarios.




TABLA 7

FACTORES ESTUDIADOS POR 5U POSIBLE ASOCIACTON CON LA COLONIZACION INTESTINAL POR
C. difficile EN NINOS HOSPITALIZADOS

FRECUENCIA DE COLONIZACION

No. DE NINOS ESTUDIADOS POR €. difficile T O T A L
FACTORES - . < 1 ARoO > 1 ANo
< 1 ANO =1 ANO No. (%) No. (%) No. (% )
Estado Nutricional
-Eutr&ficos y desnu-
tridos de ler.grado 74 118 7 { 9.4) 7 ( 5.9) 14 { 7.2}
-Desnutridos TI, IIT 39 24 2 ( 5.1) 2 ( 8.3) 49 { 6.3)
Antimicrochiancs
-Con antimicrobiano 96 109 5 ( 5.2)* 8 ( 7.3) 13 ( 6.3)
~Sin antimicrobiano 23 45 (21.7)* 2 { 4.4) 7 (10.2)
Diarrea
-Can antimicrebiano 12 6 ¢ ( 0.0) 0 ( 0.0) 0 ({ 0.0)
~Sin antimicrobiano 1 7 o ( 0.0) 1 (13.2) 1 (12.5)
Sin diarrea ‘
-Con antimicrobiano 84 103 5 ( 5.9)~* 8 (7.7} 13 { 6.9)
-8in antimicrobiano 22 38 5 (22.7)* 1 { 2.06) 6 {10.0}

* p< 0.05
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TABILA 8

RELACION DEL TIEMPO DE ESTANCIA Y COLONIZACION INTESTINAL

POR C. difficile EN NINOS HOSPITALIZADOS

No. DE MUESTRAS No. y (%) CULTIVO y/o TOXINA o
DIAS DE ESTANCIA NINOS NINOS NINOS NINQOS y
< 1 Ao >1 ARO « 1 ARO > 1 ARO (¥ ACUMULADQ)
-3 37 43 3 (8.1) 4 (9.3) 2 ( 8.8)
-7 a4 73 5 (11.3) 6 (8.2) 18 (18.2)
- 15 50 47 5 (10.0) 4 (8.5) 27 (27.4)
16 ~ 30 30 39 1 ( 3.5) 3 (7.6) 31 (33.2)
- 30 16 18 4 (25.0) 1 (5.5) 36 (47.9)
TOTAL 177 220 18 (10.2) 18 (8.2) 36 (47.9)

p >0.005 entre todos los periodos analizados.
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AISLAMIENTO DE Clostridium difficile Y SU CITOTOXINA DE NINOS MAYORES Y MENORES DE 1 aNO

T A BL A

9

DE EDAD, CON O SIN DIARREA.

No.

de Pacientes

MENORES DE UN ANO:

- Con diarrea

- 8in diarrea

MAYORES DE UN ARoO:

- Con .diarrea

- S5in diarrea

]

30
89

13
141

c. difficile
No. %

a (13.3)
10 (10.1)
14 (9.9)

CITOTOXINA
No. %
3 (10)
3 {3.3)
1 (7.7)
17 (12)

09
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TADBTLA 10

RELACION DE LA FRECUENCIA DE PRODUCCTION DE CITOTOXTINA IN VITRO DE 50 CEPAS

DE Clostridium difficile.

ORIGEN No. TOTAL DE TTTULO DE TOXTNA
CEPAS 4096 256 128 64 32 16 No citotdxicas
No. (%)

INTRAHOSPTITA-

LARTIAS 23 4(17.3) 1{4.3) 18(78.2)
EXTRAHOSPITA-

LARIAS 6 1(16.6} 1(16.6) 1(16.6) 1{16.G) 2{33.6)

NO

CLASTFICABLE 21 2(9.6) 3(14.2) 3{14.2) 1( 4.7) 1(4.7} 11(52.3)
TOTATL 50 2{4.0) 8 (106) 1{ 2.0} 4( 8.0) 3( 6.0} 1(2.0) 31(62.0)

19



T A BTLA 11

SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DE 50 CEPAS*DE Clostridium difficile.

AGENTE ANTIMICROBIANO % ACUMULADO DE CMT (ug/ml)

0.25 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 128
THMP/SMX 2 20 100
KANAMICINA 4 16 100
CEFOXITIN 24 24 100
CICLOSERINA 2 2 2 100
CLINDAMICINA 2 4 12 18 100
AMIKACINA 4 16 48 100 100
GENTAMICINA 6 24 46 60 . 100
CLORANFENICOL 2 8 50 78 96 100 100 100 100
PENTCILINA . 18 G2 92 98 98 98 98 98 100
AMPICTLINA 6 22 72 98 100 100 100 100 100 100
TETRACICLINA 10 10 16 20 28 42 42 52 76 82 82 100
METRONIDAZOL 54 78 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

* De las 50 cepas: 23 de origen intrahospitalario, 6 extrahospitalarios y 21 no c¢lasifi-
cables.

4



TABLA 12

DESCRIPCION DE LOS RESISTOTIPOS

PATRON DE SENSIBILIDAD TIPC ASIGNADO

L I
¢t pS 11
™ cf  pF III
et pS Iv
Tr Cr PS v
ol pF VI
T ef  pS viz'
™ cf  pf VIII
% ¢S5 pF IX
% ¢t p® X
S ¢t pS XI
et ot Tt XII
T. Tetraciclina €. clindamicina  P. Penicilina

r. resistente i. intermedio 8, sensible



TABLA 13

DESCRIPCION DE LA CARACTERIZACION CON FAGOS Y BACTERIOCINAS

PATRON DE SENSIRBILIDAD A

FAGOS® Y/0 BACTERIOCINASb TIPO ASIGNADOC
No tipificables A
Cl 7; B 1537 B
B83;778, 809,1995,33A,806 c
B1811,810,1481,1320,1700 D
Ccl2(13);B1811,810,1481,1320,1700 E
ciz2,6,9,11,13,16,17,19; B1811,810,
1481,1320,1700,1537 F
cl 16, 19; B1Bl1l1l, 810, 1481 G
cl 14,15,16,17,19,20,21; B1537 H
cl 11,13,14,15,16,20,21,22; B1537 I
Crecimiento pobrec J

a) C1 es fagos
b) B es bacteriocina

c) Crecimiento pobre fue cuando no hubo confluencia en &1.
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TADBILA 14

RELACION DE LA SENSIBILTDAD A FAGOS DE 42 CEPAS DE C. difficile SELECCIONADAS

No. (%)
ORIGEN No. de Cepas FAGOTILPO N O
c12 Cc12,6 Cl12,13 17 ¢l 11,13 c1 14,15 VIPIFICABLES®
INTRAHOSPITALARIAS 18 2(11.1) 1( 5.5) 4(22.2) 1(5.5) 10(55.5)
EXTRAHOSP ITALARIAS 6 1(16.6) 2(33.3) 3(50.0)
NO CLASIFICABLES 18 3(16.6) 4(22.2) 3(16.6) 3(16.6) 2(11.1) 3{16.6)
TOTAL 12 6(14.2) 4( 9.5) 4( 9.5) 9(21.5) 1(2.3) 2( 4.6) 16(38.0)

*Cepas no sensibles a

los fagos probados,

59

o o e e e T 40T




T A B L A 15

RELACION DE LA SENSIBILIDAD A BACTERIQCINAS DE 42 CEPAS DE C. difficile SELECCIONADAS

ORIGEN No. de Cepas BACTERIOCTINAS

8 83 B1811 Bl811,1537 B1537 TIPIF?gABLES*
No. {%)
INTRAHOSPITALARIAS 18 1(5.5) 4(22.2) 4(22.2) 9 (50.0)
EXTRAINIOSPITALARIAS 6 1(16.6) 1(16.6) 2(33.3) 2 (33.3)
NO CLASIFICADAS 18 1( 5.5) 6(33.3) 4(22.,2) 3(16.6) 4 (22.2)
TOTAL 42 3( 7.1) 11{(26.1} 4{ 9.5) 9(21.4) 15 (35.7)

*Cepas no sensibles a las bacteriocinas probadas.
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TABL A

16

CARACTERIZACION DE 50 CEPAS DE C. difficile SELECCIONADAS DEL, ESTUDIO DE 273 N1fi0§ HOSPITALIZADOS

No., TOTAL CTTOTOXINA RESISTOTIPO TTPO FAGORACTERIOCINICO
PROCEDENCTA DE CEPAS TITULO No. (%) tio. £3) o, 9]
INTRAIIOSPITALARTA 23 No citotdxicas  18(78.2) I1 1( 4.3) A 7 (41.7)

256 4{17.3} v 13{47.8) B 4 (23.5}
32 1{ 4.3) VIIL  5(26.0) c 1 ( 5.8)
bid 4(21.7) D 1 ( 5.8)
B 3 (17.6)
T 1 { 5.8)
EXTRANOSPITALARTA [ No citotbxicas 2(33.3) VIT  3(49.,9) A 2 (33.3)
256 1(16.6) pd 3(33.3) B 2 (33.3)
128 1{16.6) C 1 (16.6)
64 1{16.6) i 1 {16.6)
32 1(16.6)
NO CLASTFICABLE 21 No citotoxicas 11{52.3) T 1{ 4.8) A 2 {10.5)
4096 2{ 9.5} v 10(52.3) B 3 {16.0}
256 3 1.2) VIIT  A4(23.8) c 1 ( 5.3)
. 64 3(14.2) X G{19.0) ] 7 {36.8)
32 1( 4.8) r 4 (21.0)
16 1( 4.8) £ 2 (10.5)

Solamente se identificd material extracromosomal en dos cepas de origen intrahospitalario.

L9

i a— "




TABLA 17

COLONTZACION DE PACIENTES CON UNO O DOS TIPQOS DE CEPAS DE C. difficile

CLASIFICACION DE PACIENTES

CARACTERISTICAS DE LAS

CEPAS AISLADAS

Pacientes colonizados con
dos diferentes cepas:

Pacientes colonizados con
dos cepas similares:

1. A,
2. C,
3. E,

WU
e s e
ognn

=

No

Tox
Tox
Tox
Tox
No

Tox
ToOX

Tox/
/
I
/
/
Tox/
/
/

3,
A,
Ay
A,
L,
J,
E,
B,

No Tox
No Tox
Tox

No Tox
WNo Tox
No Tox
No Tox
NO TOX

TOTAL: 16 CEPAS DIFERENTES

=R -4

[N W PUNEIE U g
e e a e s

mE>

-~ =

No
No
No
No
No
Tox
No
Tox

Tox/
Tox/
Tox/
Tox/
Tox/

/
Tox/

/

No Tox
No Tox
No Tox
No Tox
No Tox
TOox

NO Tox
Tox

TOTAL: 16 CEPAS SIMILARES

Nimero de pacientes = 16

Letras maylisculas: Patrdén fagobacteriocinico,

Tox: Toxigénico.
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DISCUSION:

Durante la década pasada se reconocid a C. difficile como
el agente etioldgico de la celitis y ceolitis pseudbmembra~
nosa asociadas al uso de antibidricos, su papel patogénico
en la edad pediitrica es aln motivo de controversia, mu-
chos de los lactantes son asintomaticos, aungue tengan el
bacilo ¥y la citotoxina en heces, sin embargo algunos lac-~

tantes han desarrollado colitis pseudomembranosa22’35.

Existen numerosos reportes donde se informa que C. diffi-
cile coloniza el intestino de necnatos con una frecuencia

de 2 a 52% (Larson y cols 1982°7, Viscidi y cols 1982%%).

En el presente trabajo (tablas 5 y 6] la frecuencia de co-
lonizacidn por C. difficile presentd semejanza entre los
nifios de 1 a 12 meses y los de 13 meses a 5 aiios ¥ obser~-
vamos que esta frecuencia disminuyd al aumentar la edad,

el grupo de nifios mayores de 6 afios presentd la coloniza-
cidn mas baja'observéndose una frecuencia de 4.2%. Es in-
teresante hacer notar gque el grupo de nifios de 1 a 5 afios
de edad presentan frecuencias de colonizacldn-semejantes

& las de los nifios menores de 1 afio de edad (9.7% vs 8.3%).
Se conocen pocos trabajes en los que se estudiaran nifios

mayores de 1 afic de edad, el de Viscidi y cols (1981)81. a

semejanza de nosctros reparta una frecuencia de coloniza-



cidén de 9% en nifos menores de 2 afios de edad, a diferen-
cia de nosotros Holst y cols (198l) informan una frecuen-
cia de 64% en nifios menores de 8 meses y 4% en nifios mayo-
re534.

El reducido grupo de recién nacidos no presentd coloniza-
cidén por C. difficile, resultados diferentes a lo reporta-
do por Cooperstock y cols (1933)17, &l informa de 33% de
frecuencia en la identificacidon del antigeno en nifics me-
nores de 4 semanas de edad, pero €1 utilizd el métpdo de
contrainmunoelectroforesis para identificar al bacilo, mé-
todo muy discutido actualmente por dar resultados falsos
pogitivcsBJ. Las explicacicnes a este hecho pueden ser
varias; como la falta de exposicidn al bacilo, ya ha sido
demostrada la necesidad de un ambiente contaminadeo para
colonizarseso, aungue esto es poco probable porque en las
‘mismas salas donde estaban hospitalizados los recién naci-
dos habla otros pacientes colonizados.

En general podemos decir que la frecuencia de colonizacidn
de los nifios menores de un afic de edad en la Poblacién es-
tudiada por nosotros es menor a la referida por otros au-
1:0::&534'8:IL ¥ los resultados obtenidos en el mismo hospital
en otro trabajo, donde Torres y cols (1984} reportan 23.4%

de colonizacién79. Larson vy cols observaron variaciones
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de 2% a 52% en las frecuencias de colonizacidn por C. di-
fficile en tres diferentes salas de un mismo h05pita141,
otros autecres consideran que las frecuencias de coloniza-

cidén observadas dependen de la poblacidn estudiadaso.

En la tabla 7 se observa gue el estado nutricional de los
nifios parece influir en la frecuencia de colonizacidén por
C. difficile observandese que los menores de un afio no
desnutridos presentan un 9.4% a diferencia de los nifos
desnutridos que presentaron una frecuencia de coloniza-
cidn de 5.1%, esta diferencia es menos marcada en los ni-
flos mayores de 1 afio. Estudios realizados con modelos
animales han revelado gue aquellos animales con una dieta
rica en proteinas disminuyen el tiempo de muerte debida a
cecitis por C. difficile, despu@s de la administracidn de

cefazolines_

La influencia de los antibidticos en la frecuencia de co-
leonizacidn (tabla 7), fue un fendmeno dependiente de la
edad. En los nifios menores de un afic el uso de antibidti-
cos disminuyd significativamente, la frecuencia de coloni-
zacidén fue 21.7% sin antimicrobiano a 5.2% con antimicro-
biano. Este efecto inhibitorio de los antibidticos sobre
la frecuencia de colonizacidn en los lactantes ya habia

sido notado por Holts y cols (198l) y otros autore534'79,
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mientras que en los nifios mayores de uniaﬁo_de_edad la fre-
cuencia observada por nosotros_fue‘liggrémente_mayor en los
nifios recibiendo antibidticos qué énqié\pobiacién sin este
tratamiento (7.3% vs 4.4%8), efecto similar al observado en

adult0523.

LLa diarrea asociada al uso de antibidticos no parece afec-
tar la colonizacién en ninguno de los nifios estudiados asi

como el uso o nd de antibidticos (tabla 7).

Es interesante sehalar que en los nifios mayores de un afio,
sin diarrea se observd una ceolonizacidn mayor (7.7%) cuan-
do estos niiios estaban recibiendo antibidticos gue en au-
sencia de ellos (2.6%), fendmeno semejante a lo gue ocurre
en adultos, grupeo al que el uso de antimicrobianos es un
factor de riesgo ya que disminuye la resistencia a la colo-
nizacién y puede llevar a una colitis o colitis pseudomem-~

branosa49.

Otro de los factores analizados fue el tiempo de estancia

hospitalaria (tabla 8) y nuestros resultados Foinciden con

lo sefialado por Sheretz ¥y col {1982) al sefialar que una es-~

tancia hospitalaria prolongada incrementa el riesgo de co-
71

lonizacidn por C. difficile’™. El ambiente hospitalario

es una posible fuente de adguisicidn del bacilo ya que se
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han recuperado esporar de las superficies y con supervi-

, . 24 : .
vencia hasta de cinco meses” , sin embargo es importante
sefialar que 8.8% de los nifios llegaron colonizados al hos-~

pital, esto sugiere que C. difficile estdi distribuido tam-

bién en el medio ambiente como por ejemplo el suele, ani-

males, etc.37.

Los nifios menores de un afio de edad presentaron menor re-
sistencia a la colonizacidén, en poco tiempo (menocs de 15
dias) su frecuencia de colonizacidn fue mayor gue la obser-

vada en nifios mayores de 1 affo, 11.3% y 8.2% respectivamen-

te {(tabla 8).

Los nifios con una estancia hospitalaria mayor de 30 dias
presentaron las frecuencias de colanizacidn mis alias, es-
to fue m&s notoric en el grupc de nifios menores de 1 aifio
{25%) vs 5.5% en los mayores, hecho mencionado antes, al
sefialar que los niifios menores de un afio de edad parecen
presentar una resistencia menor a la colonizacidn respecto
a los nifios mayores de un afio; 25% ¥ 5.5% respectivamente,
en una estancia mayor de’ 30 dias. Sheretz y col (1982)
aislaron C. difficile de 22 de 37 neonatos y esta alta pre-
valencia neonatal la atribuyeron a la diseminacidn nosoco-~
mial y sugieren que C. difficile sirve como marcador para

. . - . : . a7
infeccidn cruzada en las unidades de cuidados neonatales .
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Para definir con mayor precisidn el origen de las cepas es

necesario contar con un sistema de tipificacidn adecuado,

que permitiria la identificacidn de cepas aisladas de fo-
.

mites, personal portador asintomidtico, los mecanismos de

diseminacidn del bacilo y definir si la enfermedad asocia-

LY PN
da a C, difficile resulta de la multiplicacidn de bacilos

endbdgenous o exdgenos por la adquisicién de cepas del am-

biente hospitalario.

En nuestro estudic la clasificacidn de las cepas de C. di-
fficile de origen intrahospitalario o extrahospitalario,

no pudo realizarse en todos los casos porgue no siempre

fue posible contar con una muestra de heces al ingreso del
paciente, de esta forma, las cepas gue no reuniercen los
requisitos senalados en el capitule de Material y Métodos,
fueron consideradas ¢omo no clasificables. Del total de
cepas estudiadas 23 se consideraron como de adquisicién in-

trahospitalaria, 6 extrahospitalarias y 21 no clasifica-

bles. '

En la tabla 10 observamos la frecuencia de produccién de
toxina "in vitro" de las cepas probadas, notando que el

62% de éstas fueron no citotdxicas. En las cepas de ori-
gen intrahospitalario el 78% fueron no citotdxicas a di-

ferencia de las cepas de origen extrahospitalario (33.3%),
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esto podria indicarnos qgue las cepas distribuidas en el
ambiente hospitalarie, la mayoria son no citotdxicas, la-

mentablemente no pudimcs tomar muestras del ambiente y

confirmar esto.

En las tablas 14 y 15 observamos la sensibilidad de las
cepas a los fFagos probados y & las bacteriocinas respecti-
vamente. Estos métodos son considerados sencillos y iti-
les en la tipificacidn de C. difficile y existen varios
trapajos preliminares de la utilidad para clasificar a es-
te bacilo®?. En nuestro estudio més del 30% de las cepas
fueron no sensibles a los fagos y bacteriocinas probadeos y
esto se observd en cepas de diferente origen, esto fue mis

evidente con las cepas intrahospitalarias las cuales pre-

sentaron 55 y 50% de cepas no tipificables con fagos y

bacteriocinas probados. El resto de las cepas presentd
sensibhilidad a los fagos y bacteriocinas en frecuencias

semejantes entre cepas de los diferentes origenes probados

{tablas 14 y 15).

En la tabla 16 se presenta la caracterizacidén.de las 50
cepas y observamos que los patrones de sensibilidad anti-
bidtica VII y X se encuentran en cepas de origen intrahas-
pitalario, extrahospitalario y ne clasificable, el patrén

I1 sdlo se encontrd en una cepa de origen intrahospitala-
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rio (4.3%). En cepas de C. difficile estudiadas pro Wust
Yy colsas, se observd gue las CIM de muchos de los antibid-
ticos probados tuvieron una clasificacidén limitada y mu-
chos de los antibidticos probados fueron de poca utilidad
para propositos de tipificacidn de las cepas, estos resul-
tados fueron semejantes a lo observado por nosotros (tabla
11). B5e encontraron patrones de sensibilidad semejantes
entre 7 de los antibidticos probados y solamente tetraci-
clina, clindamicina y penicilina sirviercon para determinar
resistotipos (tabla 12). Es evidente gque los antibiogra-
mas solos no permiten diferenciar a las cepas, por lo gque

€s necesario recurrir a otros métodos para lograr una me-

jor diferenciacidn de las cepas.

Observamos que las cepas probadas presentaron sensibilidad
semejante a los fagos ¥y bacteriocinas probados {tablas 14

¥y 15) y tenemos que 27 cepas fueron sensibles a las bacte-
riocinas ¥ 26 sensibles a fagos, cuando se determind el pa-
trdon fago y el tipo bacteriocinico, se incrementd el nime-

ro de cepas caracterizadas por este método a 31 cepas (ta-

bla 16). .

El 22% de las cepas 11/50 se clasificaron con el patrdn A
que corresponde a las no sensibles a fagos y bactériocinas

probados y este efecto también se observdé en las cepas de
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los otros origenes. Las cepas de patrones D e I sdlo se

observaron en cepas de origen intrahospitalario (2 cepas).
mientras que los patrones F v H s5lo se observaronh en ce-—

pas de origen no clasificable {4 y 2 cepas respectivamen-

te). Las cepas de los grupes A, B, C, E se encontraron en

los tres grupos estudiades (tabla 16). Es convenlente se-
flalar gue las cepas estudiadas no fueron el resultade de

un brote de infeccidn hospitalaria, sino un estudio de in-

cidencia a través de un afio, por lo que los patrones de

sensibilidad a fagos y bacteriocinas y los otros marcado-

res biolégicos probados estédn indicando una dinamica com-

pleja de diseminacidn y una prevalencia elevada de las ce~ 4
pas en la sala de Infectologia del Hospital, En un estu- 3
dio realizade en el mismo Hospital 2 arfos antes gue el J
nuestro, se encontxrd también una proporcidn mas alta de
cepas no toxigénicas que toxigénicas. Muchas de las ce-
pas aisladas en este estudio tuvieron los tipos fagobac-
teriocinico A y B, los cuales tampién fueron los mas fre-
cuentes en nuestro etudio. La persistencia de las cepas
con tipos A y B por casi cuatro ajics nos habla de una con-

. = . 1
taminacidén continua con estas cepas 5. Estos resultados
proveen evidencia de la importancia de C. difficile como
fuente de infeccidn intrahospitalaria v se sugiere gque al-

gunas cepas pueden permanecer por afios en el ambiente.




78

Zeed ¥y cols (1984) confirmaron la adgquisicidn nosocomial
de C. difficile ya que encontraron que el 97% de las ce-
pas aisladas presentaban el mismo tipe y confirmaron esto

por la ausencia del bacilo de madres e hijos en el partoag.

Otros estudios con sistemas de tipificacldn diferentes
confirman la adquisicién intrahospitalaria de C. diffici-

- . . ;= 4
le vy ademads la diseminacidén de una sola cepa en brotesl .

El 38.2% de las cepas (19/50) (tabla 16) fuerecn producto-

ras de toxina y se presentaron en cualquiera de los resis-
totipos o de los patrones de sensibilidad a fagos o bacte-
riocinas. En las cepas extrahospitalarias sdle hubo una

cepa con titulo de 128 y entre las cepas de los otros ori-~
genes no Se encontrd ninguna con este tituleo, sin embargo
el porcentaje tal alto de cepas no toxig&nicas (62%) difi-

culta diferenciar las cepas por este método.

La heterogeneidad de las cepas se manifestd claramente al
observar que 8 pacientes estaban colonizados por cepas di-
ferentes simultanesamente {tabla 17}, esta dif?rencia se es~
tablecid en base a patrones fagicos y tipes bacteriocinicos

¥ a su capacidad de producir toxina.

Se sabe que las cepas ho toxigénicas pueden inhibir el es-
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tablecimiento de cepas toxigénicas, pdsiblemente el porcen-
taje tan alto de cepas no toxigénicéé observado por noso-
tros tenga relacidn con la falta de sintomatologia en la
poblacidn estudiada (tabla 9) y ochservamos gque las fre-
cuencias de colonizacidn entre los nifics con diarrea y sin
diarrea son semejantes (13.3 vs 10.1) respectivamente, en
nifios menores de un afic de edad mientras gue en los maya-
res de 1 afie {(9.9%) es observado en los nifios sin diarrea,
la presencia de la citotoxina fue mayor en los nifios con
diarrea menores de 1 afio (10%) que en los nifios sin dia-
rrea (3.3%), pero esta diferencia no fue significativa.

Los reportes de que C. difficile y su citotoxina pueden
estar presentes en nifios asintomaticos son varioslg'79,
sin embargo también se han reportado casos de diarrea aso-

ciados a este baciloa7.

Es posible que la falta de relacidn entre C. difficile y

enfermedad cbedezca a la presencia de mayor nimero de ce-
pas no toxigénicas entre la poblacidn estudiada, la pre-

sencia de la citotoxina es una mejor prueba diagnéstica43.
Adem&s la presencia del bacilo o la toxina no es suficien-
te para causar enfermedad en nifios, posiblemente el estu-
dio de los receptores de la toxina, factores de adherencia
del bacilo o el papel de la flora normal como barrera para

el establecimiento de C. difficile puedan dar respuesta

ESTA TESIS NO DEBE
SRR 2 LA [EASUUTECA
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para resolver esta contradiccion,

El patron de plasmidos es un métodc gue ha resultado ser
dtil con algunos géneros bacteriancs, pero en nuestro es-
tudio solamente pudimos ver la presencia de plismidos en

dos cepas de origen intrahospitalario.

wust v c01588 mostraron cuatreo perfiles de pliasmidos co-

rrespondientes a 16 cepas de C. difficile aisladas de un

brote. Ademis observaron que 24/35 cepas aisladas de
fuentes geograficamente diferentes no tuvieron pldsmidos
¥y las 11 cepas restantes tenian patrones de plasmidos di~
ferentes a las cepas alsladas del brote. 8Sin embargo en
la experiencia de otros autores cobhservaron que 30 - 60%
de los aislamientos de C. difficile podian carecer de
plésmidos y esto podia deberse a la falta de material ex-

tracromosomal o por fallas en el método usado para revelar

.16
su presenclal .

Dependiendo del métode usade se han encontrado plésmidos
en 1B a 80% de las cepas de C. difficile aisladas., lo que

indica gran variabilidad en los resultadoslﬁ.

En conclusién podemos decir gue la frecuencia de coloniza-

cibn por C. difficile va a depender de la edad del pacien-
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te, siendo mayor en los nifios de 1 mes a 12 meses (9.7%)
y la frecuencia disminuye a 4.2% en mayores de 6 afios de

edad, frecuencia semejante a la de adultos.

Los ninos de 1 a 5 aiios presentan semejanzas de coloniza-

cidn con la poblacidn de menores de 1 afio.

El estado nutricicnal vy la presencia de diarrea no pare-
cen influir en la colonizacidn notandose un ligero incre-
mentc en los nifios eutrdfices menores de 1 afio y mayores

de 1 aifio aungue esto no fue estadisticamente significati-

vo .

Los antibidticos influyeron de manera negativa, ya que los

nifios sin tratamiento presentaron frecuencias de coloniza-

cidn mayores.

En la caracterizacion de las cepas se obtuvieron mejoras
resultados con el método de sensibilidad a fagos y bacte-
riocinas, pero seria conveniente aumentar el nitmero de
cepas productoras de los mismos para poder caracterizar un

nimeroc mayor de cepas.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS. Clostridium difficile,

SALA I SALA TE-
NOMBRE : 19 11 24 21
CEDULA: EDAD: 9 12 23 22
SEXO: PESO: __ TALLA: 4 5 16 L7
FECHA DE INGRESO: 3 6 15 13
FECHA DE ESTUDIO: 2 7 14 19
DIAS ESTANCIA: 1 8 13 20
DIAGNOSTICCO PRINCIPAL:
TRATAMIENTO:

ANTIBIOTICOS F. DE INICIO F., DE SUSPENS, DOSIS VIA

LA DIARREA APARECIO ANTES DEL TRATAMIENTO: _  DURANTE: DESPUES:

No. DE DIAS EN QUE APARECIC LA DIARREA A PARTIR DEL INICIO DEL ANTIBIOTICO:

No. DE EVACUACIONES EN 24 H.: DURACION DIAS: LIQUIDA:

SEMILIQUIDA: _ MOCOC: SANGRE: FIEBRE:

COMPLICACTONES:

CITOLOGIA FECAL: LEUCOS: X CAMPO PMN: MON:__ ERITROCITOS:
i COCPROCULTIVO: -

. CULTIVO DE C. difficile:

EFECTO CITCPATICO: NEUTRALIZACION:

- TOXINA A: PH:

RECTOSIGMOIDOSCOPIA:
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RESUMEN::

Con el objeto de conocer la frecuencia de colonizacidn por
C. difficile en nifios hospitalizados y caracterizar las ce-
pas aisladas, durante 11 meses se tomaron semanalmente mues-
tras de heces a nifios hospitalizados en la sala de infecto-~
logia del Hospital de Pediatria del Centro HMédico Nacional.
En total se colectaron 416 muestras de 273 nifios, desde re-
cién nacidos hasta 15 ailes de edad. Se aislé C. difficile
utilizando el medio selective de CCFA (cicloserina, cefoxi-
tin, fructosa, agar) y se detectd la presencia de la cito-

toxina por su efecto citopatico en células CHO.

Se observd gque la frecuencia de colonizacidn por C. diffi-
cile fue mayor en el grupo de nifios de 1 a 12 meses de edad
(9.7%): los ninos mayores, de 1 a 5 afos, se colonigzaron
con una frecuencia ligeramente menor a la del grupo de me-
nores (B8.3%);:; al aumentar la edad esta frecuencia de colo-
nizacidén disminuyd a 4.2% en el grupo de 6 a 15 afos de
edad, frecuencia que se aproxima a la reportada en adultos.

La frecuencia de colonizacidn no parece estar influida por
la condicidn nutricional o la presencia de diarrea; sin em-
bargo, los antibidticos ejercieron una influencia negativa
en el grupo de nifios menores de un afio; asi,la frecuencia
de colonizacidn fue mayor en aguellos gque no tuvieron tra-

tamiento antimicrobiano (22.7% / 5.2%).

Las cincuenta cepas aisladas del estudioc se clasificaron,
de acuerdo a su procedencia, en: 23 de origen hospitala-
rio, 6 extrahospitalarias y 21 no definidas. Todas las ce-
pas fueron caracterizadas por su produccidn de citotoxina
in vitro, su resistencia a antibibtices y su sensibilidad a
faygos y bacteriocinas.
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En las tres procedencias estudiadas observamos gue el 50% de
las cepas fueron no citotdxicas; solamente se encontraron
dos cepas gque produjeron toxina en un titulo de 4096 y ambas
correspondieron a la clasificacidén de no definidas; el titu-
lo de 64 sdlo se encontrd en una cepa extrahospitalaria.
Respecto a los resistotipos, los mas frecuentes fueron el V
{23/50 cepas), el X (13/50 cepas) y el VII (12/50 cepas},

identificados en los tres origenes estudiados.

Con la sensibilidad a fagos y bacteriocinas encontramos gque
el tipo B fue el mé&s frecucntemente observado en cepas de
los tres origenes. Los tipos D e I sdlo se presentaron en
dos cepas intrahospitalarias. El1 22% de las cepas no mos-
traron sensibilidad a los fagos y bacteriocinas empleadas.
La aplicacidn conjunta del tipo fagobacteriocinico con la
produccidn de citotoxina, nos permitid observar que 8 de
los pacientes estudiados estaban colonizados simultdneamen-

te por dos cepas distintas.

Los resultados obtenidos de este estudio nes dan a conocer
las frecuencias de colonizacidn en nifios hospitalizados,
menores de 15 afios de edad, poblacién gue en nuestro pals
no habia sido objeto de investigacidn hasta la fecha. La
caracterizacidn de las cepas nos permitid confirmar la ad-
quisicidn hospitalaria de C. difficile asi como la persis-
tencia por varios afios de algunos tipos de cepas dentro del

ambiente hospitalario.
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