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INTf<ODUCCION: 

ANTECEDENTES f!ISTORICOS 

La colitis inducida por antibióticos se reconoció como una 

complicación iatrogénica desde 1950 y ~e puede manifestar 

en forma 

conocida 

benigna o en forma grave, potencialmente 

como colitis pseudomembranosa {CP.M-)
231

' ?O. 

letal, 

Desde 1880 se reconoció a la CPM como una entidad clínica 

grave, aun antes del descubrimiento de los antibióticos, 

asociándose su etiología a factores tales como uremia, 

fractura espinal, intoxicación por metales pesados o como 

complicación de laparotomía exploradora y obstrucción in-

testinal; estos dos últimos eventos fueron considerados co­

mo las causas más frecuentes 5129 . 

El uso de te~raciclina y cloranfenicol fue la primera aso-

ciación descrita relacionada con la CPM 38 . Staphylococcus 

aureus fue el'pr.imer microorganismo al cual se atribuyó la 

etiología de la diarrea o enterocolitis que se presentaba 

con la terapia antimicrobiana. Diversos factores, entre 

ellos los reportes esporádicos de la enfermedad, influye-

ron para que durante algún tiempo esta patología permane-

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

interés por conocer el mecanismo de patogenicidad relacio-

nado C·~:1 su producción29 ' 38 A este ~especto Larson y cols 

{1977), encontraron que al probar~el sob.;r:enadante de las 

heces de un paciente con CPM sobre células ·1;lela (carcinoma 

de cérvix) y células de riñón de mono Rhesus S'k --i;:>casionaba-· 
'"-. -

efecto citopático sobre éstas40 • -1:-_,:,--
·l::.· 

- ~ .. 
Small (1968), observ? que al administrar lincomicina en 

. ' ,- ""'· 
hamsters Sirio favorecía el desarrollo de una ileoceCitis 69 . ···=, .. :.-....., ... 1 r-. 

Posteriormente Barttlet y cols (1977) encontraron que al ad-

ministrar en forma seriada contenido cecal de hamsters con 

ileocecitis a hamsters sanos, les producía la misma enferme-

dad, lo mismo se observó cuando el contenido cecal era fil-

trado, lo q~e sugería que el factor desencadenante era toxi-

8 na . Fekety y cols probaron filtrados de heces de dos pa-

cientes que habían desarrollado CPM, secundaria al uso de 

antibióticos, encontrando que se producía efecto citopático 

cuando fue probado sobre fibroblastos humanos 21 : asimismo, 

observaron que el efecto era neutralizado, cuando se adicio-

naba a una antitoxina clostridial (mezcla de antitoxinas 

clostridiales) y específicamente con la antitoxina de f· 
sordelli 21163 • Barttlet y cols (1978) reprodujeron estos 

resultados; observaron además que se presentaba sobrecreci-
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miento de f· difficile, tanto en el contenido cecal de los 

hamsters tratados con clindamicina como en las muestras de 

pacientes con diarrea asociada a antibióticos 7 • Estos fil-

trados libres de células obtenidos de las heces de los pa-

cientes, causaban efecto citotóxico en cultivos celulares y 

enterocolitis en hamsters. Ambos efectos podían ser neu-

tralizados con arytitoxina clostridial 4 ' 7 . Estas observa-

clones confirmaron que C. difficile y su citotoxina eran 

responsables de la colitis inducida por antibióticos. La 

neutralización de· la toxina de f · difficile por antitoxina 

de ~· sordelli se debe a un efecto de cruzamiento inmunó­

·16gico41163 

Actualmente se considera que ~· difficile puede estar im­

plicado en más del 90% de los casos de CPM; la toxina se 

detecta en el 98% de estos casos y el bacilo se ha recupe-

r.ado en el 20 a 25% de los casos de diarrea y colitis aso­

ciados al uso de antihi6ticos en adultos 26 • 27 • 

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS Y TOXIGENICAS DE Clostri-

dium difficile. 

METODOS DE LABORATORIO PARA SU IDENTIFICACION. 

Clostridium difficile es un bacilo Gram positivo, anae ·J-

bio estricto, esporulado y m6vil; presenta actividad bio-
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química fermentando los carbohidratos con producción de 

ácido y gas 2 , se diferencia de las otras especies de Clos-' ~~ 

tridum por presentar espora subterminal y por no elaborar 

lipasa y fosfolipasa además de tener un perfil único de 

cromatografía de gases: a partir de glucosa produce ácido 

acético, propiónico, isobutírico, isovalérico- y un pico al­

to de ácido isocaproico como productos· finales 54 • 

f· difficile elabora dos ~oxinas: una es la toxin~ A que es 

una enterotoxina y otra la toxina B que es un~ c1totoxina46 • 

Las diferencias descritas para las dos, se basan en las pro-

piedades observadas después de su separación; utilizando so-

brenadantes de cultivos de f· difficile, éstos son filtra-

dos, concentrado~ y absorbidos a una columna de cromatogra-

fía de intercambio iónico (DEAE - sepharosa o DEAE sepha-

72 dex) • La toxina A eluye con solución de NaCl 0.1-0.2 M y 

la toxina B con NaCl 0.3-0.5 M3144 • La toxina A ha sido pu-

rific~da a homogeneidad utilizando diferentes métodos: a) 

precipit~ción de la toxina con regulador de acetatos pHS.5, 

b) cromatografía de afinidad sobre gel de agarosa y elu­

ción de la toxina con galactosa, c) electroforesis prepa­

rativa en un sistema discontinuo de reguladores25 

La toxina B sólo ha sido purificada parcialmente y el uso 

de los métodos convencionales para purificación de proteí-
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nas han sido inútiles •. ·L~s. nlétodos probados incluyen pre­

cipitaci6n:-c-~~·-sulfata· de amonio, precipitación con ácido 

acético,·, filt..ra:ciÓn· en gel, cromatografía de intercambio 

i'ónico,: -~):·~~-~t.-09~-af í·~ de· adsorción con hidroxilapatita25 ' 72 • 

Las dos:. to·x·i~-as_. p~esentan diferenciaS antigénicas44 bio­

qu:ímiéa~.3 .. _'y,., pri_ncipalmente, biológicas 74 Las toxinas A 

y B también tienen ··algunas similitudes por ejemplo: son 

proteínas termolábiles, sensibles· a la acción de las pro-

teasas como quimiotripsina, resistentes a la acción de la 

amilasa y lipasa3125 , tienen un contenido semejante de ami-

noácidos y ambas son de naturaleza hldrofóbica25 Estas 

diferencias y similitudes están marcadns en las tablas 1 y 

2. 

La toxina A es una enterotoxina que presenta actividad ci-

totóxica con una potencia mil veces menor que la toxina B, 

y da positiva la prueba de asa ligada de conejo con acumu­

lación de líqÚidos y apariencia hemorrágica del tejido46174 

Esta toxina tiene un peso 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 ARNasa 25 . 

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

y se ha demostrado que una preparación homogénea de la ci-
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totoxina contiene cinco unidades proteicas citotóxicas re-

lacionadas, con pesos moleculares estimados en 70 000, 

160 000, 250 000, 280 000 y ·340 000. Es sensible a valo-

res extremos de pH (4 y 9), no es inactivada por ARNasa ni 

ADNasa, pero sí ·por ffietaleS pesados25 

La toxina B -~s- _ún.a·:·_c~t_·at.oxina muy potente, cantidades del 

orden de o-.~s- _n,9-/ml:_'CaUSan- arredondamiento de los cultivos 

y produce _l;i ~iúie·~t~::_e~ .. _:r~t_ón inoculado por vía intraperito­

neal: · ¡ri~~ti'l~i~~·~-'-~'i. -conejo por vía in tradérmica le causa una 

lesión eritematosa y hemorrágica20125 

El aislamiento de ~· difficile se hace con apoyo de varios 

medios selectivos y diferenciales, el más utilizado es el 

medio desarrollado por George y cols (1979), suplementado 

con cicloserina 500 mg/l, cefoxitina 16 mg/l, fructosa 6 

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

abreviada se conoce como medio CCFA28 • ~'1il1ey y col (1979) 

modificaron este medio, ellos emplearon cicloserina 250 mg/l 

y 10 mg de cefoxitina con mejores resultados 84 ; en este me-

dio se pueden seleccionar a partir de heces desde 100 UFC/g 

y en los pacientes con CPM se han determinado cuentas de 

10 4 a io 5 UFC/g de heces28 . 

Las esporas bacterianas son resistentes al calor y al al-



7 

cohol, esta característica constituye una alternativa (au-

nada al. uso del medio selectivo) y mediante el choque con 

etanol o con calor, a partir de las muestras de heces, se 

eliminan las formas vegetativas y permanecen viables las 

esporas. Las muestras se tratan durante 30 minutos y pos­

teriormente se inoculan en medio de gelosa sangre o en me­

dios selectivos43 . El uso de medios de enriquecimiento que 

incrementan la proporción de ~· difficile en muestras clí­

nicas o bien la adición de taurocolato de sodio que estimu­

la la germinación de esporas, favorecen el aislamierito~S. 

Las Placas se incuban en condiciones de anaerobiosis, por 

un período de 24 a 48 h. a 37°C: después de este tiempo las 

colonias de c. difficile, en el medio CCFA, se observan de 

un tamaño de 4 a 8 mm de diámetro, color amarillo cremoso 

con upariencia de vidrio molido, circulares, con bordes li­

geramente filamentosos y poco umbonadas 28 ; la presencia del 

bacilo se confirma con la tinción de Gram y la ausencia de 

crecimiento <le aerobiosis. Además, las colonias de f· di­

fficile tienen la característica de presentar un color ama-

rillo fluorescente bajo una l~mpara de luz ultravioleta 

(longitud d~ onda 360 nm) en gelosa sangre y CCFA42 • 

La identificación confirmante de ~· diff icile puede hacerse 

utilizando pruebas bioquímicas y/o cromatografía de gases. 
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Actualmente resulta más sensible el método de cromatografía 

gas-líquido de captura de electrones y existe buena corre­

lación entre la presencia de ácido isocaproico y la presen­

cia de c. difficile en muestras de heces de pacientes con 

CPM, pero tiene la desventaja de ser un sistema con el que 

cuentan pocos laboratorios13 . 

La identificación final de E· difficile puede hacerse sin 

cromatografía de gases empleando pruebas bioquímicas, pero 

este procedimiento involucra más tiempo y material de labo­

ratorlo2. La tabla 3 permite diferenciar a E· difficile de 

otras especies de Clostridium aisladas de muestras clínicas. 

El porcentaje de reconocimiento de la presencia de C. di­

fficile es mejor si se busca la presencia de la toxina ade­

más del cultivo para recuperar el microorganismo4 5. 

IDENTIFICACION DE LAS TOXINAS DE ~· difficile. 

La prueba de éultivo de tejidos ha sido extensamente emplea­

da para la detección de la citotoxina de f. Uifficile direc-

tamente de las muestras de heces, la presenci~ de esta toxi­

na en heces de adultos puede considerarse como un indicador 

de infección por C. difficile45. 

Hasta ahora todas las líneas celulares de mamífero probadas 



9 

han mostrado ser sensibles a la acción de las toxinas25 • 

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 títulos 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 citopático sobre el cultivo me­

diante la neutralización del efecto con antitoxina de C. 

difficile o C. sordelli 63 . 

Se ha reportado poca o ninguna correlación entre los títu­

los de toxina y la severidad de la enfermedad. Bartlett 

(1984) reportó los títulos medios de toxina de 10 3 (1: 

1000) para pacientes con colitis pseudomernbranosa, diarrea 

asociada a antibióticos, o personas con tratamiento anti-

microbiano pero sin diarrea y en neonatos sanos y el mismo 

autor sugiere"que la utilidad de la prueba es determinar 

un resultado positivo o negativo5 

La contrainmunoelectroforesis (CIE) es otra técnica que se 

ha empleado para detectar la presencia de la citotoxina en 

muestras de heces de pacientes con CPM; tiene la ventaja 

de ser un método rápido y fácil de realizar, pero su uso 
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ha venido a menos porque se han observado reacciones cru­

zadas con otros Clostridium82 o reacción po.si.tiVa ~en an-

tígenos del mismo f · diff icile diferentes de la citotoxi­

na83 Renie y cols (1984) compararon la CIE con la prue-

ba de citotoxicidad para el diagnóstico de la diarrea aso-

ciada a antibióticos y la CPM, observaron que con una es-

tandarj.zación cuidado~a de la prueba Asta puede usarse en 

los laboratorios de diagnóstico para búsqueda de f· diff i­

cile toxigénico y es tan especifica corno la prueba de ci­

totoxicidad en cultivo de tejidos, además es una prueba 

rápida que se realiza en un promedio de dos horas 60 . La 

cantidad de toxina necesaria para dar banda de precipita-

ción es de 10 a 100 ng indicando que cantidades de mcg/g 

de muestra son necesarios y muchas muestras de pacientes 

con CPM no alcanzan estas concentraciones de toxina45 . 

Se han desarrollado variaciones del ensayo inmunoenzimá-

tico (ELISA) para identificar las toxinas A y B, este ti-

pode pruebas•están basadas en detección de las toxinas 

con anticuerpos específicos anti-A o anti-a48 . Lyerly y 

cols (1983), describieron una técnica inmunoenzimática es-

pecífica para la identificación de la toxina A que no re-

quiere de una separación inicial de la toxina y actualmen-

te resulta muy ventajoso el uso de esta técnica para su 

detección48 • 
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Actualmente las técnicas de cultivos celulares son más sen-

sibles que ELISA para la detección de la toxina B, pero 

ELISA resulta una técnica muy sensible para la detección 

de toxina A (detecta de O.l a l ng) además el tiemp4J re­

querido para realizarla es corto, 5 a 6 horas, por lo que 

por el momento se emplea ELISA para la detección de la 

toxina A45 . 

' 



TABLA 1 

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS TOXINAS A Y B DE 

Clostridium difficile 

Peso molecular 

Inactivaci6n por: 

Calor 

Proteasas 

Lipasa 

Ami lasa 

Oxidación 

pll 4 y 9 

Presencia de: 

Aminoácidos 

Altas cantidades 

Bajas cantidades 

Hexosa/pentosa 

Aminoazúcares 

Fósforo 

Naturaleza hidrofóbica 

Punto isoeléctrico 

asp = ácido aspártico 
his = histidina 

TOXINA A 

440-600 000 

+ 

+ 

+ 

asp,glu,gly 

his,met,cys 

+ 
5.5 

glu = ácido glutámico 
met = metionina 

TOXINA B 

34 0-500 000 

+ 

+ 

+ 
+ 

asp,glu,gly 

his,rnet,cys 

+ 

3.8 

gly = glicina 
cys = cisteina 

Tomado de: Florín r. Intoxication of cultured mammalis 
cells with Clostridiurn difficile toxin B. 

Doctor Thesis 25 • 



TABLA 2 

EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS TOXINAS A Y B D~ 

Clostridium difficile 

13 

TOXINA A TOXINA B 

Prueba de asa ligada de conejo 

Acumulación de líquidos de ra-

tón lactante 

Ci totoxicidad 

Permeabilidad vascular 

(piel de conejo) 

Letalidad en ratón (I.P.} 

Letalidad en hamster (I.C.) 

I.P. ~ intraperitonealmente 

r.c. ~ intracecalmente 

+ 

+ 

+ +++ 

+ + 

+ + 

+ + 

Tomado de: Flor in I. Intax:icat.ion of culturetl marnmalis 
cells with Clostridium difficile toxin B. 

Doctor Thesis25 • 
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CARACTERISTICAS DE LA COLITIS PSEUDOMEMBRANOSA. 

El cuadro clínico puede presentarse como diarrea leve, co­

litis moderada o colitis con la formación de pseudomembra-

nas. Los síntomas pueden aparecer de 4 a 5 días después 

de haber iniciado la ingestión del antimicr.obiano o hasta 

tres semanas después de haber terminado23 , 26 • La sintoma-

tologia puede persistir de 10 a 14 días, cuando no se da 

tratamiento específico; asimismo, como en otras enfermeda-

des diarreicas, hay un desbalance de electrolitos, hipoal­

buminemia y choque pudiendo llegar a la muerte 2 • 21
8 

La CPM se considera una enfermedad iatrogénica, está c~­

racterizada por la presencia de placas inflamatorias sobre 

la mucosa del colon; éstas son elAvadas, edematosas, hi-

perémicas, mayores de 20 mm de diámetro, éstas tienden a 

alargarse, para dar lugar a las pseudomembranas, las cua­

les están formadas por células necróticas del epitelio, 

leucocitos, fibrina y moco. Al microscopio la necrosis de 

lámina propia, es vista con infiltración de células poli-

morfonucleares, sin embargo, no se ha observado invasión 

del bacilo a la mucosa o pseudomembranas21155 : 

Los antimicrobianos más frecuentemente ñSociados a la CPM 

son: clindamicina, ampicilina y las cefalosporinas, aun­

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

cilo, metrotexato, adrimicina y otros, pueden inducir la 

CPM27 • 

El tratamiento del padecimiento consiste en la administra-

ción de vancomicina, metronidazol o bacitracina, cuando la 

enfermedad no ha cedido después de suprimir los antímicro­

bianos6176. 

No se conocen en forma definitiva los mecanismos indicados 

en la patogénesis de la enfermedad. Se ha observado que 

además del papel que juega ~· difficile y sus toxinas, 

otro factor de riesgo importante par.a el desarrollo de la 

enfermedad lo es la alteración de la microecología intes­

tinai 10. Se ha lle9ado a esta conclusión por el hecho de 

que f• difficile puede estar colonizando el intestino de 

una persona sana sin causar daño, necesitándose en algunos 

casos de un factor desencadenante como la terapia antimi­

crobiana para· que se observe. Sin embargo algunos casos 

se presentan sin este factor4 ,JS,SJ. 
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EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR Clostridium difficile. 

Clostridium difficile fue aislado inicialmente por Hall y 

Otoole (1935), de las heces de niños sanos, recién nací-

dos. Estos investigadores lo denominaron originalmente 

Bacillus dificilis reflejando las dificultades que tuvie­

ron en su aislamiento32 • 

A pesar de que el conocimiento de este organismo data de 

hace mucho tiempo, existe escasa información acerca de su 

epidemiología; por ejemplo, se desconoce cuáles son las 

fuentes de adquisición del bacilo y sus mecanismos de di-

seminación. 

La frecuencia con que este microorganismo se aisla es muy 

variable y depende en gran parte de la población que se 

esté analizando. Los estudios realizados con adultos sa-

nos norteamericanos, europeos y mexicanos han indicado que 

~· diff icile es poco común en esta población y se reportan 

cifras de O a 3% 27150 , en cambio en trabajadores japoneses 

se ha encontrado el microorganismo con una frecuenciQ de 

11.4% 52 • Algunos autores consideran que esto puede indi-

car variaciones entre grupos étnicos o bien puede ser el 

reflejo de las variaciones que existen en .. las técnicas de 

aislamiento del microorganismo27 . 
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Se menciona que 15 a 70% de los neonatos y 30 a 65% de los 

niños menores de un año de edad están colonizados y se sa-

be que f· difficile puede formar parte de su flora normal 

intestina1 27139 • Una de las observaciones más interesantes 

con c. difficile es que los niños pueden tener cepas de C. 

diff icile toxigénicas con altos títulos de toxinas A y B 

en ~us heces y ser asintomáticos19179 , este fenómeno tam-

biin ha sido observado en hamsters lactantes, la razón de 

esto se desconoce hasta ahora 8 • 

Se ha calculado que el 50% o más de los niños son coloniza­

dos con f· dífficile toxigénico y son asintomáticos45162 , 

aunque f· difficile en la población pediátrica no siempre 

49 se comporta como comensal La protección en los niños 

puede deberse a varios factores entre los que se cuenta el 

calostro el cual contiene substancias, quizás anticuerpos 

secretores, los cuales neutralizan las toxinas A y a
27

, es-

tos ayudarían a proteger al niño del efecto de las toxinas, 

aunque esto no ocurriría en los niños alimentados por fór­

mula17; otra hipótesis es que los niños pueden carecer de 

receptores para las toxinas en su intestino43 • Actualmen-

te el conocimiento de los mecanismos que hacen refractario 

al niño a la acción de las toxinas de c. difficilt es una 

de las líneas de investigación que más se trabaja en diver-

sos laboratorios. 
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La frecuencia de colonización por este microorganismo pue-

de modificarse bajo ciertas condiciones; por ejemplo, en 

los adultos hospitalizados y sometidos a tratamiento anti-

microbiano la frecuencia de C. difficile aumenta sin que se 

presenten complicaciones gastrointestinales en un 10 a 20% 

de los casos 5 ; en cambio, en los niños los antibióticos no 

parecen modificar la frecuencia de colonizaci6n79 . En la 

tabla No. 4 se presentan las frecuencias de colonización 

para diferentes poblaciones y grupos de edad. 

Se ha considerado que ~- difficile puede causar aproximada-

mente 25% de los casos de diarrea asociada a antibióticos~ 

además de su papel en enfermedades gastrointestinales ha 

habido reportes de su aislamiento en material clínico dife-

rente de heces, Smith y King (1962) reportaron el aisla-

miento del bacilo de heridas infectadas de la pierna de un 

soldado70 , Rampling y cols (1985) recuperaron a f· E!!ff.!.-

cile junto con Bacteroides E_E y otros organismos entéricos 

de hemocultivo de pacientes con leucemia59 • 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 raros 45 . A 

pesar de numerosos estudios para definir las fuentes de 

contaminación de f· difficile permanece la duda de si és-

ta es de origen endógeno o exógeno o bien si ambas fuentes 
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T.\BLA 4 

FRECUENCIA DE COLONIZACION INTESTINAL POR 

Clostridium diff icile EN POBLACION DE DIFERENTES EDADES 

POBLACION ESTUDIADA 

Neonatos sanos 

Neonatos en la Unidad 
de Cuidados Intensivos 

Niños menores de un año 
de edad 

Adultos sanos 

Población geriátrica 

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO 
DE c. difficile 

15-70%41,Bl 

21-59% 89 

27 _ 65 %32,34,Bl 

0-11.4%30,52,58 

12%50 
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. l d .. ·- d lb "l so son importantes en a a quis1c1on e aci o Los estu-

dios iniciales indicaban que el neonato podía adquirir a 

f· difficile de su propia madre durante el nacimiento34 ' 5º, 
pero los trabajos ulteriores no apoyan este concepto. Lar-

son y cols (1982) tomaron muestras vaginales y de heces a 

17 madres de niños colonizudos con el objeto de aislar a 

c. difficile y obtuvieron resultados negativos en todas 

las madres estudiadas; sin embargo los niños aparecían co-

lenizados lo que indica una adquisición nosocomial del ba­

cilo39. Otra evidencia para esta adquisición intrahospita-

!aria de c. difficile es el hecho de que la proporción de 

aislamiento del bacilo no disminuye en niños nacidos por 

- 89 cesa.rea . El estudio de Ilafiz y cols (1975) sugiere que 

el tracto urogenital podría ser una fuente de transmisión 

del bacilo, aislaron a f· difficile en 72% de lOB muestras 

vaginales de mujeres asistiendo a una clínica de enfermeda­

des venéreas y en el 100% de 42 cultivos uretrales 31 , desa-

fortunadamente.otros autores han fallado para detectar a f· 
difficile del tracto genitourinario de hombres o mujeres 

con hijos colonizados1 , así, la posibilidad de identificar 

esta vía como reservorio del bacilo no ha sido·confirmada. 

Los estudios epidemiológicos indican que f· difficile puede 

adquirirse de fuentes ambientales. Kim y cols (1981) ais-

laron a c. difficile en 85 de 910 {9.3%) muestras de pisos, 
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baños, camas, cabeceras, ropa de cama y lavabos de áreas 

cercanas a pacientes con diarrea y en 13 de 497 (2.6%) de 

áreas de pacientes sin diarrea, además aislaron el bacilo 

de manos y heces de personal hospitalario asintomático37 

los estudios de otros autores han obtenido resultados se-

mejantes y también apoyan la adquisición nosocomial del ba-

cilo. Ha habido evidencias de la transmisión del bacilo 

de persona a persona y de la diseminación del microorganis­

mo de una fuente común39 , lo cual ha sido comprobado con la 

aparición de brotes de CPM asociada a una sola cepa 14 

Trabajos con modelos animales han mostrado que c. difficile 

fácilmente puede adquirirse de un ambiente contaminacto24 . 

La contaminación de áreas y la diseminación del bacilo por 

pacientes o personal contaminado se ven ayudadas por.la 

larga sobrevida de las esporas de ~- difficile, ya que han 

sido recuperadas de superficies contaminadas a propósito 

37 después de 5 meses • 

Otras fuentes exógenas del bacilo han sido descritas, y se 

ha recuperad~ a C. difficile de: tierra, lodo, arena y de 

materia fecal de perros, gatos y aves. Es posible que una 

p~rsona susceptible a adquirir el patógeno en tratamiento 

antimicrobiano podría infectarse después del contacto con 

algunos de estos animales reservorios, sin embargo, la 
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transmisión animal-hombre requiere de más estudio12 • 

Otra posible fuente de adquisición del bacilo es la inges-

tión de alimentos contaminados con espor.as. El trabajo de 

Gurian y cols {1982) sugiere la adquisición de f· difficile 

de salmón contaminado, pero los intentos de aislar a C. di­

fficile de alimentos han sido infructuosos 30 • 

Con los conocimientos que se tienen hasta ahora no es posi-

ble determinar qué fuentes endógena, exógena o ambas son 

importantes en la adquisición de f· difficile. Un sistema 

de tipificación para diferenciar cepas específicas de C. 

difficile sería una herramienta útil para resolver muchas 

de las dudas que existen hasta ahora; por ejemplo, se es-

clarecería, durante un brote intrahos?italario de infección 

asociada a ~· difficile, la posible fuente de diseminación 

del bacilo o establecer si existe diseminación cruzada en-

tre los pacientes, también se podría diferenciar en pacien-

tes con recidivas si esto ocurre por reinfección endógena 

o exógena, lo que permitiría un mejor manejo del paciente. 

Se ha propuesto una variedad de métodos para tipificar las 

cepas de f· difficile y algunos aún se encuentran en fase 

de investigación. Wust y cols (1982), con el objeto de de­

finir el origen endógeno o exógeno de 16 cepas de ~- diffi-



cile aisladas durante un brote de diarrea en una área qui­

rúrgica emplearon 5 técnicas utilizadas con otros géneros 

bacterianos: electroforesis en gel de agarosa para detec­

ción de plásmidos, inmunoelectroforesis cruzada para detec­

ción de antígenos extracelulares, electroforesis en gel de 

poliacrilamida para análisis de proteínas solubles, pruebas 

para citotoxicidad y sensibilidad a antibióticos. En doce 

de las cepas aisladas se demostró que probablemente eran la 

misma cepa y se detectaron por electroforesis cuatro perfi-

les de plásmidos diferentes, trece de los aislamientos tenían 

perfiles idénticos. Adem~s investigaron 35 aislamientos de 

C. difficile de diferentes áreas geográficas y observaron 

que 24 cepas no tenían plásmidos detectables y 11 presen­

taban patrón de pl5smidos diferentes ~ los encontrados a 

las cepas del brote 88 Sel! y cols (1983) describieron el 

aislamiento de fagos y bacteriocinas de c. difficile y su 

uso en la tipificación de cepas de este género bacteriano. 

De 254 cepas probadas, la sensibilidad a fagos mostró nueve 

grupos diferentes, la tipificación de fagos junto con bac­

teriocinas incrementó el número de cepas tipificables en un 

50%, muchos de los aislamientos no pudieron t.ipif icarse. 

En los aislamientos de diferentes ciudades se observaron 

una gran variedad de patrones 66 



24 

Tabaqchali y cols (1984) utilizaron electroforesis de pro-

teínas marcadas con azufre 35; lograron diferenciar el 98% 

de 250 cepas integrándolas en 9 grupos diferentes denomi-

nadas con las letras A,B,C,D,E,W,X,Y y Z. Los grupos X y 

E se aislaron de brotes de colitis asociada a antibióticos 

en las 5reas de oncología y ortopedia respectiv~mente, se 

aislaron de pacientes y del ambiente lo qu~ probó la in­

fección cruzada entre pacientes y la adquisición intrahos­

pi talaria de C. difficile 73 • Delmee y cols (1985) desa-

rrollaron un esquema de tipificación basados en la sero­

agrupación por aglutinación en placa de las cepas tratadas 

con formol y antisuero de conejo, las cepas obtenidas en 

un brote mostraron el mismo patrón de aglutin~ción, co-

rrespondieron al serogrupo e, fermentaron sorbitol y pro­

dujeron citotoxina lo que les permitió diferenciarlas del 

resto de las cepas de otras áreas hospitalarias 18 Mulli-

gan y cols (1986) lograron diferenciar un grupo de cepas 

de C. difficile usando aglutinación en placa y electrofo­

resis en gel de poliacrilamida, obtuvieron títulos de 

aglutinación altos con cepas homólogas (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

lógicos51. Los resultados obtenidos con los diferentes 

métodos de tipificación empleados han coincidido en apoyar 
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la adquisición nosocomial de f · difficile, la existencia 

de diseminación cruzada entre pacientes y la existencia de 

áreas contaminadas por una sola cepa14118 . 

Los sistemas de tipificación se encuentran en fase de in-

vestigación y se espera que un sistema de tipificación 

práctico pueda ayudar a contestar preguntas acerca de la 

epidemiología de ~· difficile, sus fuentes de diseminación, 

forma de transmisión y el fenómeno de recaídas o reinfec-

ción. El sistema de tipificación con fagos es de los rné-

todos que ofrecen más esperanzas como un sistema aceptable 

para tipificación 12 La investigación de mayor número de 

f~gos por varios laboratorios debe ser prioritaria en ague-

llos interesados en este campo, esto incrementaría el nú-

mero de cepas que pueden tipificarse. 

PATOGENIC!DAO DE Clostridium dif f icile 

La patogenici?ad de ~· difficile se atribuye pqr lo menos 
' 

a la presencia de dos toxinas: la toxina A y la toxina s 3 ' 4 • 

Un factor que altera la motilidad intestina1 36 posiblemente 

también sea importante como otro factor de virulencia así 

como la capacidad de adherirse a las células de huésped. 

La adherencia es un paso crucial para muchos patógenos en­

téricos en la producción de la infección87 pero este meca-

nismo en c. difficile aún está en fase de estudio. Wood 
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Helie y cols (1986) observaron la capacidad de adherencia 

a placas de poliestireno, células intestinales de embrión 

humano y células de colon de adulto. Todas las cepas pro­

badas presentaron adherencia en ambas líneas celulares aun-

que los porcentajes de organismos adheridos variaron, sus 

resultados sugirieron que la hidrofobicidad podía ser un 

factor de virulencia en C. diff.icile y esta atracción no 

específica era seguida por una adherencia más específica. 

Ambos procesos probablemente contribuyen a la colonización 

intestinal por este bacila87 . 

Se ha observado que cuando se cultiva en medio líquido E· 
difficíle se produce la concentración máxima de ambas toxi­

nas durante la fase de lisis celula=. No se sabe hasta 

ahora lo que pasa ''in vivo'', pero con los estudios reali­

zados en modelo animal se observó que las dos toxinas son 

esenciales en la patogénesis de la colitis asociada a anti-

bióticos. Al retar hamsters vacunados con una de las toxi-

nas o con ninguna, éstos morían, en cambio los animales 

que habían sido vacunados con ambos toxoides sobrevivían 

al reto con las toxinas44 • Lyerly y cols (198~) notaron 

que al administrar intragástricamente 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

ñado el ciego. Estos resultados sugieren que ambus toxinas 

actfian sinicgicamante y que la acción de la toxina B se pre­

senta después del daño celular causado al tejido por la 

toxina A47 • En general podemos decir que los mecanismos 

que permiten el sobrecrec:irniento de f· difficile en el trac­

to gastrointestinal de niños y adultos son poco claros y la 

enfermedad se presenta cuando se altera algún factor en la 

ecología intestina1 27 • Se considera que la flora intestinal 

representa una barrera natural que interfiere con el esta­

blecimiento de bacterias patógenas 65 : no obstance C. diffi­

cile se asocia o se propicia su actividad patógena en los 

siguientes cuadros: terapia antimicrobiana, quimioterapia 

de cáncer, 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 observa ningún factor común en todos los casos 

anteriores como no sea el compromiso del hospedero. 

Los estudios de animales tratados con antimicrobianos con-

firman que para f · difficile hay un factor pro~ector cono­

cido como resistencia a la colonización de la flora intes­

tinal norma1 65 • Rolfe y cols (1961) observaron el efecto 

inhibidor de 23 géneros bacterianos de flora fecal anaero­

bia contra c. difficile. El mayor efecto antagonista se 
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observó con Lactobacillus y Streptococcus grupo D; otros au­

tores confirmaron además la inhibición de c. difficile por 

algunas~· coli, Candída spp y anaerobios de los géneros 

Bacteroides spp y ~lostridium spp entre otros77 , los mee~-

nismos por los que se ejerce es~a inhibición son descono-

cides aún, pero se ha observado que cepas de C. difficíle no 

toxigénicas pueden interferir con el establecimiento de C. 

difficile toxigénicas 86 

Rolfe (1984) observó que la presencia de ácidos grasos volá-

tiles producia ''in vitre'' inhibición del crecimiento de c. 

difficile 64 • 

Existen numerosos reportes acerca de la frecuencia de colo­

nización en menores de 1 afio de edact 12 y est& bien documen-

tada la resistencia a la enfermedad en este grupo. La fre-

cuencia de colonización en adultos también está bien documen-

tada y sabemos la importancia de ~· difficile en complica­

ciones intestinales en este grupo. Sin embargo, la pobla-

ción intermedia {> 1 a 1 5 años) ha sido poco estudiada; 

desconocemos la frecuencia de colonización tan~o sintomáti-

ca como asintomática, por lo que es conveniente analizar qué 

características presentan las cepas que colonizan a estos 

niños hospitalizados. ¿Adquieren el bacilo dentro o fuera 

del hospital?, ¿es patógeno para los niños mayores de l año 
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HIPOTESIS 

En pacientes hospitalizados ae 2 a 15 años de edad, la 

frecuencia de colonización por f · dif f icilc es similar a 

la observada en población adulta hospitalizada. 

En pacientes hospitalizados predominan ciertas cepas de C. 

difficile con características diferentes a las de cepas 

que colonizan pacientes fuera del hospital. 

OB.JETIVOS 

Determinar la frecuencia de colonización por Clostridium 

difficile en niños hospitalizados menores de 15 años de 

edad. 

Caracterizar 1as cepas de C. difficile aisladas para de­

terminar similitudes y diferencias entre ellas. 
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MATERIAL 

l. Mate~ial. para el aislamiento e identificación de f· 
diffiCile: 

a) Medio selectivo de CCFA: proteosa peptona 40 g, 

Na2 HP04 1 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

riológico 20 g, en 1000 ml de agua destilada28 . 

b) Gelosa sangre (Bioxon) de carnero al 5%. 

e) Medio de carne (Difco) para conservación de las 

cepas33 

d) Las pruebas bioquímicas se realizaron de acuerdo 

a las pruebas recomendadas por Lennett EH 2 {Tabla 3). 

e} Cepas tipo de c. difficile 52723 y 10463 (amable­

mente donadas por el Dr. T. Wilkins del Instituto Po-

litécnico de Virginia). Utilizadas como controles 

positivos para medios de cultivo y pruebas diferen­

ciales . 

. 2. Material y reactivos para cultivos celulares: 
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a) Línea de células CHO {células de ovario de hams­

ter chino) propagadas en botellas de 25 cm2 (Nunc). 

b) Medios empleados: Medio F 12 (In Vitre, S.A.) 

adicionado de suero fetal de ternera (Sigma) al 10% 

para crecimiento, al 3% par.a mantenimiento y medio 

mínimo esencial (MEM) (In Vitre, S. A.) al 5% de sue-

1 . l d . . . d d 2º ro para rea izar os ensayos e c1totox1c1 a • 

e) Reactivos empleados: Tripsina (Difco) al 0.025% 

utilizada para desprender las células y solución de 

bicarbonato de sodio al 7.5% para ajustar el pH de 

los medios. 

d) Cepa de f· difficile rv-a aislada de un niño sano 

y toxigénica 79 , utilizada corno control positivo en 

las pruebas de citotoxicidad. 

e) Antitoxina de E· sordelli (Bureau of Biologic, 

FDA Bethesda, Maryland 20205), se utilizó para reali­

zar las pruebas de neutralización63 • 

3. Material y reactivos para caracterizar las cepas por 

su sensibilidad antimicrobiana: 

a) Media de agar Brucella (Oifco) con .sangre de car-

' 1 

1 
j 
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nero al 5% para las pruebas de sensibilidad antimicro­

biana33. 

b) Amikacina 

e) Cefoxitin 

d) Cicloserina 

e) Cloranfenicol 

f) Clindamic inn 

g) Gentamicina 

h) Kanamicina 

i) Metronidazol 

j) Penicilina 

k) Tetraciclina 

1) Trimetroprim-

sulfametoxasol 

Mead Johnson de México, S. A. 

Eli Lilly y Cía. de México, S.A. 

Sigmn, EUA. 

Lakeside, s. A. México. 

Up John, S. A. M~xico. 

Sheramex, s. A. México. 

Bristol de México, S. A. 

Laboratorios Zapata, S. A. México. 

Lakeside, S. A. México. 

Lederle Cynamic de México, S. A. 

Roche, S. A. México. 

4. Medios y reactivos empleados para las pruebas de sen­

sibilidad a fagos y bacteriocinas 66 • 

a) Caldo de infusión cerebro corazñn (BHI) suplemen­

tado: Adicionar ca++0.136 mM y Mg++o.oJ.mM. 

Preparación: Pesar un gramo de MgC1 2 y adicionarle 

50 ml de agua desionizada y usar 2.25 

ml por litro. Pesar un gramo de Cacl 2 

y adicionar 75 ml de agua desionizada 

y usar 5.5 ml por litro. 
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b) Agar blando: Caldo BHI con agar bacteriológico 

al 5%. 

e) 9 cepas indicadoras para fagos Cld 2,6,7,9,11,13, 

16,17,19. Nueve cepas productoras de fagos: 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). 

S. Material y reactivos empleados en la caracterización 

de las cepas por su perfil de plásmidos 77 

a) Agar e infusión cerebro corazón (BBL) prerreduci­

do por ebullición en baño maría 33 . 

b) Regulador TES (Tris) (Sigma) 0.5 M, ácido etile­

neaminotetracitico (Sigma} O.OS M, NaCl (Merck) O.OSM 

pH 8. 

e) Sacarosa al 25% en regulador TES. 

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

e) Solución de ácido etilendiaminotetracético (Sigma) 
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al 20% en regulador TSS. 

fl Solución de.RNAasa (Sigma) 5 mg/ml en regulador 

TSS. 

g} Solución de lauril sulfato de sodio (Sigma) al 

20% en regulador TES. 

hl Solución de NaCl (Merck) 5M. 

i) Fenal (Merck) destilado .. 

j) Solución de cloroformo alcohol isoamílico (Merck} 

en proporción 24:1. 

k) Acetato de sodio (Sigma) JM pH 8.6. 

l) Etanol absoluto (Merck). 

m) Agarosa tipo II (Sigma) del D.8% al 1%. 

n} Agua desionizada. 

o) Cepas control: Escherichia coli PRO CGOO, ~­

richia colí R 100, Bacillus subtilis 168 TRC2 THB33 .. 
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Estas cepas fueron amablemente donadas por.el Dr. Eve­

rardo Curiel de la Escuela Nacional de CienciaS Bio­

lógicas. 

METO DO 

POBLACION ESTUDIADA: 

En este trabajo se estudiaron 273 niños hospitalizados en 

la sala de Infectología del Hospital de Pediatría del Cen­

tro Médico Nacional, de diferentes edades (desde recién 

nacidos hasta quince años de edad), sin importar su estado 

clínico, tipo de tratamiento, estado nutricional, o tiempo 

de estancia en la sala. De cada uno de los niños se obtu­

vo por lo menos una muestra de heces, de 82 de ellos más 

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

vó un registro de cada paciente en relación a su edad, 

sexo, talla, consistencia de la muestra y presencia o nó 

de diarrea (ver hoja de recolección de datos). 

El estado nutricional de los niños se estableció conside-
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rando la relación, talla y peso ideal para la edad, compa­

rada con los centiles de las tablas de Ramos Galván en ni­

ños de la ciudad de Méxica 61 • 

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE c. difficile2 • 28 • 34 • 

El mismo día que se tomaron las muestr~s, se hicieron di-

luciones de las heces 1:20 y 1:200 en solución reguladora 

de fosfatos pH 7.4 y se inoculó 0.1 ml de cada dilución 

en el medio selectivo CCFA, se incubaron a J7°C por 48 h 

en anaerobiosis (80% N2 ioi co2 10% H2 ), esta atmósfe~a se 

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

anaerobiosis (Diagrama Na. l}. 

La búsqueda de colonias sospechosas se hizo a las 48 h de 

incubación, ayudados por una lámpara de luz ultravioleta 

y por la morfología colonial característica de f · diffi-

cile. Se seleccionaron colonias color blanco amarillento, 

de 2 a 5 mm de diámetro, ligeramente urnbonadas, bordes fi­

lamentosos con apariencia de vidrio molido, además en el 

medio el indicador de pH vira en presencia de.ácido prove­

niente de la fermentación de la fructosa, estas colonias 

fluorescen bajo la luz de una lámpara de luz ultravioleta 

con un color amarillo verdoso42 • Las colonias sospechosas 

se resembraron en gelosa sangre por duplicado y se incuba-
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ron una en atmósfera aerobia y otra anaerobia a 37°C por 

48 h. Las colonias que crecieron en anerobiosis pero no 

en aerobiosis y con características morfológicas de f · di­

f ficile, se pasaron a caldo tioglicolato prerreducido y se 

incubaron nuevamente en anaerobiosis a 37°C durante 48 h. 

Estos cultivos se utilizaron para inocular las pruebas 

bioquímicas: producción de ácido de glucosa, manosa, ma­

nito!, xilosa, sacarosa, lactosa; además producción de un-

dol, reducción de nitratos, hidrólisis de esculina, com-

portamiento en leche tornasolada (Tabla 3). Estas pruebas 

fueron incubadas en las condiciones descritas antes e in­

terpretadas a las 48 h de incubación2 • 

ENSAYO PARA LA TOXICIDAD 

Las diluciones 1:20 de las muestras de heces de los pacien-

tes se centrifugaron u 5000 rpm por 20 minutos, el sobrena-

dante se esterilizó por filtración con filtros Millipore de 

0.45 .u. 

Se utilizaron cultivos de células CHO, las cuales se propa­

garon en botellas de 25 cm2 con medio Fl2, hasta confluen-

cia total, posteriormente fueron desprendidas con tripsina 

0.025%, se les adicionó 20 rnl de medio 1"1EM con 5% de suero 

fetal de ternera y de esta suspensión celular se deposita-

ron 200 rnicrolitros en cada pozo de una rnicroplaca; la placa 

. , 
·' 

•I 
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se incubó a 37°C en cámara húmeda (5% de co2 y 85% de hume­

dad relativa> 2º hasta su confluencia total. Las micropla-

cas presentaron un crecimiento celular unifor.me, se inocu-

!aron con 20 microlitros de dos diferentes diluciones de 

las muestras de heces {una dilución 1:20 y la otra una di-

lución 1:200). Las ñas diluciones fueron probadas por du-

plicado y las placas se incubar.en de la misma forma antes 

descrita. Se realizaron observaciones a las 24 y48 h y se 

consideraban positivas cuan~o se presentaba un arredonda-

miento por efecto citop5tico en más del 50% de las células. 

El testigo positivo fue la cepa IV-8, una cepa altamente 

toxigénica. El título de la toxina se expresó como la in-

versa de la máxima dilución en la que aún se observaba más 

del 50% de las células con efecto citopStico. Para demos-

trar que el efecto era específico de la citotoxina de f · 

difficile, las muestras positivas, se probaron nuevamente, 

adicionando 50 microlitros de la antitoxina de c. sordelli 

diluida 1:10 63 ; si se observaba neutralización del efecto 

citopático, se consideraba positiva la presencia de la ci-

totoxina de C. difficile. 

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE Clostridium difficile. 

La tipificación de las cepas se hizo de acuerdo a su capa-

cidad para producir citotoxina "in vitre'', sensibilidad 

antimicrobiana, sensibilidad a fagos y bacteriocinas y a 
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Dil\GRl\MI\ No. l 

AISLAMIENTO E IOENTIFICACION DE Clostridium difficile 

Y SU CITOTOlCINA 

MUESTRAS DE HECES 

Diluir en solución regu­
ladora de fosfatos 

l: 2 o y 
1:2~~~~~~~~~~~~~~~~~~.1:200 

l l 
Centrifugar la muestra a Inocular sobre 

ner el sobrenadante y es 
terilizarlo por filtra= 

medio CCFA, 
5000 rpm, por 20', obte- 0.1 ml 1 
ci6n con filtros Milli- rn·cubar · pare de o 45 ~ en anaerob1osis · l · !~º: u2 10%

1 
co2 BO% N2 l 

Determinar la presencia 
de la citotoxina por su Aislar cepas con morfolo-
efecto citopático sobre gía característica de c. 
células CHO y comprobar difficile en gelosa san-
la especificidad neutra- gre e incubar en anaero-
lizando con antitoxina biosis a 37° e 48 h 
de c. sordelli. l ' 

Observar las colonias sos 
pechosas bajo una lámpara 
de luz ult1avioleta. 

Identificar a C. diffici­
le con prúebas-bioqu1mi-
cas. 
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su perfil de plásmidos. 

a. Producción de citotoxina ''in vitre''. (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 (80%N2 10% co2 10% H2 ). 

Los cultivos ya crecidos se centrifugaron a 5000 rpm duran­

te 20' y el sobrenadante obtenido se esterilizó por filtra­

ción a través de una membrana Millipore de 0.45 ,u. Se pre­

paró una microplaca con células CHO en forma semejante a la 

utilizada para el ensayo de citotoxicidad, en cada pozo de 

la microplaca se inocularon 20 microlltros de los sobrena­

dantes y todas las cepas se trabajar.en por duplicado. Aque­

llas cepas que daban positivo el efecto citopático, con más 

del 50% de arredondamiento del cultivo celular, se les hi­

zo prueba de neutralización con antitoxina de ~· sordelli 

y se cuantificó la producción de citotoxina haciendo dilu­

ciones seriadas al doble de cada uno de los sobrenadantes 



DIAGRAMA No. 2 

PRODUCCION DE CITOTOXINA IN VITRO 

Cepas de c. difficile 

1 
Aislar 
bar en 

las cepas en gelosa sangre e incu­
anaerobiosis 1 (80% N2 l0%CD2 10%H2 ) 

Inocular 
cubar en 

en caldo BHI prerreducido 
anaerobiosis, 37°C, 48 h 

e in-

Centrifugar a 5000 rpm, 20 1 y filtrar con 
filtros Millipore de 0.45 .U 

Depositar 20 Ul dellsobrenadante sobre un 
cultivo confluente de células CHO, incu­
bar a.37°C, 24 h cor 5% de C02 

Observar efecto citopático sobre las cé­
lulas (arredondamiento} y hacer neutrali­
zación con antisuero de ~- sordelli. 
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positivos. El título reportado correspondió a la inversa 

del título máximo en que aún se observaba efecto citopáti-

co en más del 50% de las células. 

b. Sensibilidad a los antimicrobianos. 

Se determinó la sensibilidad a los antimicrobianos a las 

50 cepas de f· diff icile identificadas empleando la técni­

ca de dilución seriada en placa, siguiendo las recomenda­

ciones dadas por el Instituto Politécnico de Virginia 33 

Se utilizó como medio base agar brucella adicionado de 5% 

de sangre de carnero. El inóculo bacteriano se preparó 

creciendo las cepas en caldo BHI prerreducido incubando en 

anaerobiosis por 24 horas a 37nc. Se utilizó el replica-

dor de Steers para depositar en la superficie del agar los 

inóculos bacterianos2 . Las concentraciones empleadas de 

cada antimicrobiano fueron desde 0.25 a 128 ug/ml. Los re­

sultados se expresaron como la concentración mínima inhibi-

toria (CMI) e'n ug/ml. 

c. Sensibilidad a fagos 66 (Diagrama No. 3). 

l. Obtención del lisado: Las cepas tipo de f· diffi­

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

anaerobiosis, después de este tiempo se adicionó mitomi-
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cina e a una concentración final de 3 ug/ml. Se in-

cubaron nuevamente por 24 h a 37°C, se centrifugaron 

a 5000 rpm por 10 1 y el sobrenadunte obtenido se es­

terilizó por filtración a tr.;:ivés de una membrana Mi­

llipore de 0.45 u. 

2. Purificación del fago: Para obtener el fago pu-

ro, la cepa indicadora se creció en caldo BHI duran­

te toda la noche, se mezcló con 2 ml de agar blando 

(45°C), se depositó 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 incubaron en anaerobiosis a 

37°C por 24 horas. 

Las placas líticas que se produjeron, se picaron con 

una pipeta Pasteur, se transfirieron a un tubo con 

agar blando y se depositaron en una placa de agar BHI 

previamehte inoculada con la cepa indicadora. Se in­

cubaron toda la noche y se observó la presencia de 

placas líticas, este paso se repitió dos.veces más 

antes de tener la cosecha final. Para cosechar la 

placa de BifI con los _fagos se cubrió con 5 ml de cal­

do BUI, se dejó 60' y se raspó con un abatelenguas, 

el material obtenido se depositó en un tubo estéril 



• - - - - - - - - - - - - - - - - -DlAGHAMA No. 3 

SENSIBTI.IDJ\D A FAGOS DE C. diffi.c.i le 

OBTENCION DEL LISADO 

Crecer las cepas portadoras de fagos 
de C. difficile en caldo BllI 

¡'"""""" ' ,,.,, '' " 
Adicionar mitomicina e a una concen­
tración final de 3 ug/ml 

Incubar a 37°C, 24 h 

Centrifugar a 5000 rpm, 10' y este­
rilizar por filtración con filtros 
Millipore de 0.45 U 

PROPAGACION DEL PAGO 

Crecer las cepas indicadoras en caldo 
BllI toda la noche 

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

l Incubar en a11aerobio­
sis a 37°C, 24 h 

Picar con pipeta Pasteur las placas li 
ticas for1nadas, transferir a un tubo -
con 13111 blando e inocular nuevamente 
la cepa i11dicadora 

l Inc11bar en anaerobio­
s is toda la noche 

Cubrir la placa con caldo BllI y el so­
brenadantc obte11itlo centrifugarlo a 
5000 rpm, 20 1 y esterilizarlo por fil­
tración l 
Mezclar con la cepa indicadora, en una 
proporci6n fago/bacteria 1/1000 

l Incubar toda la noche 
a 37°C 

Obtener el sobrenadante y esterilizar­
lo por filtraci6n. Aplicar este fil­
trado sobre la superficie de agar de 
cada una de las cepas problema de C. 
difficile e incubar en anaerobiosis~ 

-
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se centrifugó a 5000 rpm durante 20' y el 8obrenadan­

te se esterilizó por filtración con un filtro Milli­

pore de 0.45 ~- El filtrado obtenido se guard5 a 4~c. 

3. Propagación del fago: El filtrado obtenido en el 

paso anterior se titula, unu vez titulado se mezcló 

con la cepa indicadora en caldo BHI suplementado en 

una proporción fago/bacteria 1/1000, se incubó toda 

la noche a 37°C. Se centrifugó y se obtuvo el sobre­

nadante, se esterilizó por filtración y se guardó a 

4 ºC. 

4. Tipificación de las cepas problema: Se obtuvo un 

cultivo confluente de cada una de las cepas problema, 

a éstos se les aplicó unas gotas del filtrado de los 

fagos, se incubó a 37°C por 24 horas y se observó la 

formación de placas líticas. Todas las incubaciones 

se realizaron en anaerobiosis. 

d. Sensibilidad a bacteriocinas de Clostridium diffici­

le66. 

l. Obtención de las bacteriocinas: Se obtuvo un cul­

tivo de toda la noche de la cepa portadora de bacte­

riocina en caldo BHI suplementado, se descartó el so-
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brenadante, el precipitado se resuspendió en 100 ml 

de caldo BHI suplementado, se adicionó mitomicina C 

a una concentración final de 3 ug/ml, se incubó toda 

la noche, se centrifugó a 5000 rpm, durante 20', el 

sobrenadante se depositó sobre una botella limpia y 

se adicionaron 28 g de sulfato de amonio por cada 100 

ml de sobrenadante, se dejó torla la noche a 4°C agi-

tanda ligeramente y se centrifugó a 15000 rpm durante 

20', nuevamente se retuvo el precipitado el cual se 

resuspendió en 10 ml de caldo BHI suplementado. Se 

filtró con filtros Millipore de 0.45 .u y se conservó 

congelado a -70°C. 

2. Tipificación de las cepas problema: Las cepas se 

crecieron toda la noche en agar BHI, y sobre el ere-

cimiento homogéneo se depositaron varias gotas del 

filtrado obtenido en el paso anterior, se incubó to-

da la noche y se observó la formación de placas de 

inhibiciOn del crecimiento. Todas las incubaciones 

se realizaron en anaerobiosis. 

e. Perfil de plásmidos. Técnica de Smith y cols 71 • 

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 obtuvo el paquete celular, por centrifugación, 

se lavó cori: __ ·r.~gulador ,TES. Y se centrifugó nuevamente: 

el sedimento.se resuspendió en 0.2 ml de solución de 

sacarosa al 25% y se adicionaron 50 ul de solución de 

lisozima al 1.5%. Se mantuvo u 37°C durante 30', pos-

teriormente se dejó por 10' en baño de hielo. 

2. Se adicionaron 80 ul de EOTA 0.25 M y después de 

15' se agregó ARN asu (5 mg/ml), se dejó a temperatu-

ra ambiente por 15' y se adicionó 20 ~l de lauril 

sulfato de sodio al 20% y 100 ul de NaCl SM, la mez-

cla se guardó a OºC toda la noche. 

3. Después de que transcurrió este tiempo, se centri-

fugó a 1000 rpm, a 4ºC durante 20', el lisado obteni-

do se transfirió a un tubo de pl5stico y se hicieron 

extracciones repetidas con fenal (vol/vol) a tempera-

tura ambiente, la fase acuosa se retuvo después de 

centrifugar nuevamente. Este procedimiento se repi-

tió varias veces hasta eliminar el fenal. 

4. El ADN Se precipitó con la adición de 0.1 volumen 

de acetato de sodio 3M y dos volúmenes de etanol. 

Esta mezcla se dejó a -70°C por dos horas y se cen-

trifugó a 15000 rpm a -20°C por 20 1
, se eliminó el 



etanol y el ADN precipitado se resuspendió en 60 ~l 

de agua desionizada. 

S. Las preparaciones de ADN se analizaron por elec­

troforesis horizontal en gel de agarosa al 0.81. El 

corrimiento del gel se hizo con regulador de acetatos 

pH 7.9 a 100 volts durante aproximadamente 2 horas y 

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

ción por C. difficile notindose semejanza entre las fre­

cuencias de colonización de los niños de l a 12 meses y 

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

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

(tablaB). 

50 

En la tabla 7 se presentan los factores asociados y la fre­

cuencia de colonización encontrándose que aproximadamente 

10% de los niños eutróf icos menores de un año fueron colo­

nizados por ~· difficile en cambio en niños desnutridos 

esta cifra fue sólo de 5%. En los niños mayores de un año 

las frecuencias de aislamiento son semejantes de 5.9% y 

8.3% entre niños eutróficos y desnutridos, respectivamente. 

El tratamiento antimicrobiano presentó cifras significati­

vas observándose que aquellos niños que no recibieron tra­

tamiento antimicrobiano tenían una frecuencia de coloniza­

ción de 21.7% contra una de 5.2% en aquellos niños que re­

cibieron antibióticos; sin embargo no se encontró ninguna 

asociación con diarrea intrahospitalaria con excepción de 

un niño del grupo de mayores de un año. En el grupo sin 

diarrea la frecuencia de colonización fue muy semejante a 



51 

la observada cuando se agruparon los niños en relación con 

el tratamiento antimicrobiano, es decir, se observó una 

diferencia significativa que indica mayor colonización en 

el grupo que no había recibido antimicrobianos {5.9% en 

el grupo con antimicrobianos contra 22.7% en el grupo sin 

antimicrobianos). 

En la tabla 8 se presenta la relación entre el tiempo de 

estancia hospitalaria y la frecuencia de colonización con 

C. difficile observándose que 8.8% de los niños ingresaron 

al hospital colonizados con ~· difficile, notándose que 

los niños con una estancia hospitalaria mayor de 30 días 

presentan la mayor frecuencia de colonización (14.7%). 

En la tabla 9 observamos la frecuencia de aislamiento de 

c. difficile y la presencia de diarrea en niños mayores y 

menores de un año de edad. La frecuencia de aislamiento 

de f· diff icile en el grupo de niños menores de un año con 

diarrea y siñ diarrea presentó similitud (13.3 y 10.1%) 

respectivamente. En los niños con diarrea la toxina se 

encontró en una frecuencia de 10% a diferenc\a de los ni-

ños sin diarrea donde sólo se detectó en 3.3~. En los ni-

ños mayores de un año sólo se aisló el bacilo en·niños sin 

diarrea (aproximadamente 10%). 



Las 50 cepas aisladas en este estudio se caracterizaron 

por: producci6n de citotoxina ''in vitre'', sensibilidad 

antimicrobiana, sensibilidad a fagos y bacteriocinas y 

perfil de plásmidos. 

Estas cepas se distribuyeron en: 
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23 cepas de origen intrahospitalario: Las cepas aisladas 

de pacientes hospitalizados con más de 72 h que habían da­

do negativo el cultivo para búsqueda de c. difficile al 

ingreso al hospital. 

6 cepas de origen ex~rahospitalario: Las cepas aisladas 

de pacientes en las primeras 72 h de hospJ.talizaci6n. 

21 cepas de origen no clasificable: Las cepas aisladas de 

pacientes con una estancia hospitalaria mayor de 72 h y 

sin cultivo previo para búsqueda de f· difficile. 

En la tabla 10 se presentan los títulos de producción de 

citotoxina de las 50 cepas de ~· diffi.cile observindose 

que un porcentaje consideruble de cepas fueron no citotóxi­

cas (62%). Solamente dos cepas de origen no clasificable 

presentaron título de 4096. La mayor proporc1ón de cepas 

citotóxicas fue encontrada en cepas extrahospitalarias. 

En la tabla 11 se presentan los resultados de concentración 

inhibitoria mínima (CIM) de las cincuenta cepas a los doce 



antimicrobianos probados, observándose que el 100% de las 

cepas fue sensible a concentraciones menores de 0.5 ug/ml 

de metronidazol. Las CIM' obtenidas con tetraciclina, pe­

nicilina y clindamicina nos permitió agrupar las cepas 

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

la tetraciclina se encontró gran variabilidad en las CIM, 

observándose cepas sensibles a concentraciones menores de 

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

Para la penicilina se encontró una CIM de 8 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 descripción de la sensibili­

dad a fagos y bacteriocinas asignando una letra mayúscula 

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 próbados, el 21% de las cepas fueron 

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

cina BlBll. 

En la tabla 16 se presenta la caracterización de las 50 

cepas y observamos que en cepas intrahospitalarias el re­

sistotipo V, el tipo fagobacteriocínico B y no citotóxicas, 

fueron los m~s abundantes; en cepas extrahospitalarias el 

resistotipo VII, los tipos fagobacteriocínicos A y By ci­

totóxicas fueron más comunes; en cepas no clasificables el 

resistotipo V, el tipo fagobacteriocínico E y no citotóxi­

cas fueron los más abundantes. 

Observamos que los resistotipos VII y X se presentan en el 

50% de las cepas y en las tres procedencias estudiadas, en 

cambio el resistotipo rr solamente se presentó en una ce­

pa de origen' intrahospitalario y el resistotipo I s6lo se 

encontró en una cepa de origen no clasificable. 

En la tabla 17 se muestra la colonizaci6n de 16 pacientes 

con Eª difficile y se observa que B pacientes estaban co­

lonizados con 2 cepas de patrón fagobacteriocina o cito­

toxicidad diferente, lo que nos permitió caracterizarlas 



como cepas distintas y B pacientes se coloniz.aron con 2 

cepas iguales. 

55 



TABLA 5 

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE Clostridium difficilc Y/O CtTOTOXINA 

EN MUESTRAS DE HECES DE 273 NIÑOS llOSPI'fALIZADOS 

PACIENTES COPROCULTIVOS 11 ISl,l\MIENTO DE C, difficile 
GRUPOS DE EDAD No. CUL'fIVO ~'OXINll 

No. ( % ) 

0-30 <lías 29 1(3.4) 

31 días-12 meses 176 15 ( 8. 5) 7(3.9) 

13 meses-5 años 112 12(10.7) 5(4.5) 

6 - 15 años 99 5 ( 5.0) 3(3.0) 

T O T A L 416 32( 7. 7) 16(3.8) 

"' "' 



TABJ,A 6 

FRECUENCtA DE COLONIZACT.ON TN'l'ES'rINAL POR Clost:r..idium difficile 

EN NIÑOS HOSPITALIZADOS DE ACUERDO A SU EDAD 

No. DE NTÑOS No. y ( i) DE NIÑOS JIOSPI'l'ALI ZADOS 
ESTUDIADOS CULTIVO 'l'OXINA CUL~'IVO y/o ~·oxINA GRUPOS ETARIOS 

0-30 días 16 o (O l o (o) o (o) 

1-12 meses l 03 8(7.7) 3(3.0) 10(9.7) 

13 meses-5 años 84 5(6.0) 2 ( 2. 3) 7(8.3) 

6 - 15 años 70 l(l.4) 2 ( 2. 8) 3 ( 4. 2) 

TOTAL 273 14 ( 5 .1) 7(2.6) 20(7.4) 

p> O.OS entre todos los grupos etarios. 



TABLA 7 

FACTORES ESTUDIADOS POR SU POSIBLE ASOCIACION CON LA COLONIZACTON INTES'rINAL POH 

C. difficile EN NIÑOS JIOSPITALIZADOS 

FRECUENCIA DE cor.ONIZACION 
No. DE NIÑOS ES1'UDIADOS POR c. difficilc T 

FACTORES <: 1 AÑO > 1 AÑO 
<: l AÑO :>l AÑO No. ( % ) No. ( % ) No. 

Estado Nutricional 

-Eutróf icos y desnu-
tridos de ler.grado 74 118 7 9. 4) 7 5. 9) 14 

-Desnutridos II, III 39 24 2 5 .1) 2 8. 3) 4 

Antimicrobianos 

-Con antimic.cobiano 96 109 5 ( 5.2)* 8 7. 3) 13 
-Sin antimicrobiano 23 45 (21.7)* 2 4 • 4) 7 

Di.arrea 

-Con antimicr.obiano 12 6 o o. o) o ( O.O) o 
-Sin antimicrobiano 1 7 o O.O) 1 ( 14. 2) 1 

Sin diarrea 

-Con antimicrobiano 84 103 5 ( 5. 9) * 8 7.7) 13 
-Sin antimicrobiano 22 38 5 (22.7)* 1 2. 6) 6 

* p<: o.os 
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TABLA 8 

RELACION DEL TIEMPO DE ESTANCIA Y COLONIZACION IN'rESTINAL 

POR C. difficile EN NIÑOS HOSPITALIZADOS 

No. DE MUESTRAS 
DIAS DE ESTANCIA NIN OS NIN OS 

<: l AÑO :>l AÑO 

No. y (%) 
NINOS 

<: l AÑO 

CUL~'IVO y/o TOXINA 
NINOS 

:> l AÑO 

No. 
(% ACUMULADO) 



TABLA 9 

AISLAMIENTO DE Clostridium diffi.cilc Y SU Ct'rOTOXItlA DE NIÑOS MAYORES Y MENORES DE l AÑO 

DE EDAD, CON O SIN DIAHREll. 

c. dif f icile CITO~'OXINA 

No. de Pacientes No. % No. % 

MENOHES DE UN AÑO: 

- Con diarrea 30 4 (13.3) 3 ( 10) 

- Sin diarrea 09 10 (10.l) 3 ( 3. 3 ) 

MAYORES DE UN llÑO: 

- Con.diarrea 13 1 ( 7. 7 ) 

- Sin diarr~a 141 14 (9.9) 17 ( 12) 

"' o 



TADI,A 10 

RELACION DE LA FRECUENCIA DE PRODUCC10N DE CITOTOXINA IN VI1'1lO DE 50 CEPAS 

DE Clostridium difficile. 

ORIGEN 
No. TOTAL DE '1'11'tn,O DE TOXTNA 

CEPAS 4096 256 128 64 32 l6 No citotóxica.s 

No. (%) 

1NTRJ\llOSP1TA-
Ll\RIAS 23 4(17.3) 1(4.3) 18(78.2) 

EXTRllllOSPITA-
Ll\RIAS 6 1(16.6) 1(16.6) 1(16.6) 1(16.6) 2(33.6) 

NO 
CLASIFIC!\BLE 21 2(9.6) 3(14.2) 3(14.2) 1( 4. 7) 1(4.7) 11(52.3) 

TOTAL 50 2(4.0) 8 (16) 1( 2.0) 4 ( 8.0) 3( 6.0) 1(2.0) 31(62.0) 



T/\BJ,/\ 11 

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

/\GENTE /\NTIMICnOBI/\NO % /\CUMUL/\00 DE CM1 (u9/ml) 

0.25 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 128 

TMP/SMX 2 20 100 

l<ANAMICIN/\ 4 16 100 

CEFOXITIN 24 24 100 

CICLOSERIN/\ 2 2 2 100 

CLIND/\MICIN/\ 2 4 12 18 100 

/\MIK/\CIN/\ 4 16 48 100 100 

GENT/\MICIN/\ 6 24 46 GO 100 

CLORl\NFENICOL 2 B 50 78 96 100 100 100 100 

PENICILINA 18 62 92 98 98 98 9B 98 100 

/\MPICILIN/\ 6 22 72 98 100 100 100 100 100 100 

TETRllCICLIN/\ 10 10 16 20 28 42 42 52 76 82 82 100 

METRONID/\ZOL 54 78 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

• De las ~o cepas: 23 de origen intrahospitalario, 6 extrahospjtalarios y 21 no clasifi- "' "' cables. 



TABLA 12 

DESCRIPCION DE LOS RESISTOTIPOS 

PATRON DE SENSIBILIDAD 

Tr cr Pr 

Ti ci Ps 

Ts cr Pr 

Tr ci Ps 

Tr cr Ps 

Tr ci Pr 

Ti cr Ps 

Ti cr Pr 

Ts es Pr 

Ts cr Ps 

Ts ci Ps 

Ti ci Pr 

T. Tetraciclina 

r. resistente 

c. Clindamicina 

i. intermedio 

TIPO ASIGNADO 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX 

X 

XI 

XII 

P. Penicilina 

s. sensible 

63 



TABLA 13 

DESCRIPCION DE LA CARACTERIZACION CON FAGOS Y BACTERIOCINAS 

PATRON DE SENSIBILIDAD A 

FAGOSª Y/O BACTERIOCINASb 

No tipif icables 

Cl 7; B 1537 

B83;778, 809,1995,33A,806 

Bl811,810,1481,1320,1700 

Cl2(13);Bl8ll,810,1481,l320,1700 

Cl2,6,9,ll,13,16,17,19; Bl811,810, 

1481,1320,1700,1537 

Cl 16, 19; Bl8ll, 810, 1481 

Cl 14,15,16,17,19,20,21; 81537 

Cl ll,13,14,15,Í6,20,21,22; Bl537 

Crecimiento pobrec 

a) Cl es fagos 

b) B es bacteriocina 

TIPO ASIGNADO 

A 

B 

e 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

e) Crecimiento pobre fue cuando no hubo confluencia en él. 
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T A B L A 14 

RELACIDN DE LA SENSIBILIDAD A FAGOS DE 4 2 CEPAS DE e. diE f i.cile SF.LECCIDNADAS 

No. ( % ) 
ORIGEN No. de Cepas F A G O T I p o N O 

Cl2 Cl2, G Cl2,13 Cl7 Cl 11, 13 Cl 14, 15 'l'IPIPICABLES* 

Im'RAllOSPITALARIAS 18 2 ( 11.1) 1 ( 5. 5) 4 (22.2) 1(5.5) 10(55.5) 

EXTRAllOSPI'fALARIAS G 1(16.G) 2(33.3) 3(50.0) ¡ 

1 
NO CI,ASIFICABLES 18 3(16.G) 4(22.2) 3(16.6) 3(16.6) 2(11.1) 3(16.G) ' 

1 

T O T A L 42 6(14.2) 4 ( 9.5) 4 ( 9. 5) 9(21.5) 1(2.3) 2 ( 4. G) 16(38.0) 1 
! 

*Cepas no sensibles a los fagos probados. 



T A B L A 15 

RELl\CION DE Lll SENSIBILIDAD 11 Bl\CTERIOCINllS DE 42 CEPl\S DE C. difficile SELECCIONl\DllS 

ORIGEN No. de Cepas Bl\C'!'ERIOCJ NllS NO 
B 83 Bl811 Bl811,1537 01537 'l'IP I l'ICllBLES* 

No. ( % ) 

INTRllHOSPITllLllRil\S 18 1 ( 5. 5) 4 (22.2) 4 (22.2) 9 (50.0) 

EX'l'RllIJOSPI TllLl\R I l\S 6 1(16.6) 1(16.6) 2(33.3) 2 (33.3) 

NO CT,l\SI!'ICllDl\S 16 1 ( 5.5) 6(33.3) 4 ( 2 2. 2) 3(16.6) 4 (22.2) 

TOTllL 42 3 ( 7 .1) 11(26.1) 4 ( 9.5) 9(21.4) 15 (35.7) 

*Cepas no sensibles a las bacteriocinas probadas. 

"' "' 



TABLA ló 

CJ\RACI'ERIZACION DE 50 CEPAS DE~- difficile SELECCIONADAS DE!, ESfilDIO DE 273 NlÑOS llOSPI'rALIZAOOS 

PROCEDENCIA 

Im'Rl\llOSPITALARIA 

EXTRJlllOSPI'r/\LAR1A 

NO CJ,J\SIFIC/\BLE 

No, TOl'AL 
DE CEPAS 

23 

6 

21 

C1TOl'OXtNA 
•rITULO No. (%) 

No ci totóxicas 18(78.2) 
256 4(17 .3) 

32 1( 4 .3) 

No citotóxicas 2(33.3) 
256 1(16.6) 
128 1(16.6) 

64 1(16.6) 
32 1(16.6) 

No cit:otóxicas 11(52.3) 
4096 2( 9.5) 

256 3( 1.2) 
64 3(14.2) 
32 1( 4.8) 
16 1( 4 .B) 

RESISl'OJ'IPO 
No, (~) 

II 1 ( 4 .3) 
V 13(47 .B) 
VII 5(26.0) 
)( 4(21.7) 

vn 3(49.9) 
)( 3(33.3) 

I 1 ( 4 .B) 
V 10(52.3) 
VII 4 (23 .B) 
X 6(19.0) 

Solamente se identificó material extracranosanal en dos cepas de origen intrahospitalilrio. 

'l'IPO Fl\GOBl\CTERIOCINICO 
No. (%) 

/\ 7 (41.7) 
B 4 (23.5) 
e 1 ( 5.8) 
D 1 ( 5.8) 
E 3 (17.6) 
1 1 ( 5.8) 

/\ 2 (33.3) 
ll 2 (33.3) 
e 1 (16.6) 
I~ l (16.6) 

/\ 2 (10.5) 
ll 3 (16.0) 
c 1 ( 5.3) 
E 7 (36.8) 
F 4 (21.0) 
11 2 (10.5) 

i 
\ 
1 

1 

l 
' 1 
' ' 
1 

"' ... 



TABLA 17 

COLONIZACION DE PACIENTES CON UNO O DOS 'rIPOS DE CEPAS DE C. dif fic i le 

CLASIFICACION DE PACIENTES CARACTERIS~'ICAS DE LAS CEPAS AISLADAS 

Pacientes colonizados con l. A, No Tox/ B, No Tox 
dos diferentes cepas: 2. c, Tox / A, No Tox 

3. E, 'l'OX I A, 'l'ox 
4 • c, 'l'ox / A, No 'l'ox 
5. c, •rox / E, No ·rox 
6. D, No Tox/ J, No 'l'ox 
7. E, ·rox / E, No Tox 
8. B, 'l'OX / 13, No •rox 

'I'O'l'AI.: 16 CEPAS DIFERENTES 

Pacientes colonizados con 
dos cepas si.mi lares: l. A, No Tox/ A, No Tox 

2. F, No Tox/ F, No Tox 
3. A, No 'l'ox/ A, No 'rox 
4. B, No 'l'ox/ B, No 'I'ox 
5. A, No Tox/ A, No 'l'OX 

6. E, 'l'ox / E, Tox 
7. B, No Tox/ B, No Tox 
8. 11, 'l'ox / H, •rox 

TO'rAJ,: 16 CEPAS SIMILARES 

Número de pacientes = 16 
Letras mayúsculas: Patrón fagobactcriocfnico. 
Tox: Toxigénico. "' O) 
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OISCUSION: 

Durante la década pasada se reconoció a ~· diff icile como 

el agente etiológico de la colitis y colitis pseudornembra-

nosa asociadas al uso de antibióticos, su papel patogénico 

en la edad pediátrica es aün motivo de controversia, mu-

chas de los lactantes son asintomáticos, aunque tengan el 

bacilo y la citotoxina en heces, sin embargo algunos lac­

tantes han desarrollado colitis pseudomernbranosa22 , 35 • 

Existen numerosos reportes donde se informa que ~· diff i­

cile coloniza el intestino de neonatos con una frecuencia 

de 4 a 52% (Larson y cols 198239 , Viscidi y cols 1981 81 J. 

En el presente trabajo (tablas 5 y 6) la frecuencia de co-

Ionización por C. difficile presentó semejanza entre los 

niños de 1 a 12 meses y los de 13 meses a 5 años y obser-

vamos que esta frecuencia disminuyó al aumentar la edad, 

el grupo de niños mayores de 6 años presentó la coloniza­

ción más baja observándose una frecuencia de 4.2%. Es in-

teresante hacer notar que el grupo de niños de 1 a S años 

de edad presentan frecuencias de colcnización·semejantes 

a las de los niños menores de l año de edad (9.7% vs 8.3%). 

Se conocen pocos trabajos en los que se estudiaran niños 

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

semejanza de nosotros reporta una frecuencia de coloniza-



ción de 9% en niños menores de 2 años de edad, a diferen-

cia de nosotros Holst y cols (1981) informan una frecuen-

cia de 64% en niños menores de B meses y 4% en niños mayo­

res34 

El reducido grupo de recién nacidos no presentó coloniza-

ción por E· difficile, resultados diferentes a lo reporta­

do por Cooperstock y cols (1933) 17 , él informa de 33% de 

frecuencia en la identificación del antígeno en niños me-

nares de 4 semanas de edad, pero él utilizó el método de 

contrainmunoelectroforesis para identificar al bacilo, mé-

todo muy discutido actualmente por dar resultados falsos 

positivos83 Las explicaciones a este hecho pueden ser 

varias; como la falta de exposición al bacilo, ya ha sido 

demostrada la necesidad de un ambiente contaminado para 

colonizarse80 , aunque esto es poco probable porque en las 

'mismas salas donde estaban hospitalizados los recién naci-

dos había otros pacientes colonizados. 

En general podemos decir que la frecuencia de colonización 

de los niños menores de un año de edad en la población es-

tudiada por nosotros es menor a la referida por otros au­

tores34181 y los resultados obtenidos en el mismo hospital 

en otro trabajo, donde Torres y cols (1984) reportan 23.4% 

de colonización 79 • Larson y cols observaron variaciones 
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de 2% a 52% en las frecuencias de colonización por ~- di­

fficile en tres diferentes salas de un mismo hospita1 41 , 

otros autores consideran que las frecuencias de coloniza-

.. d d d l bl . - . so cien observa as <lepen en e a po acion estudiada . 

En la tabla 7 se observa que el estado nutricional de los 

niños parece influir en la frecuencia de colonización por 

c. difficile observándose que los menores de un año no 

desnutridos presentan un 9.4% a diferencia de los niños 

desnutridos que presentaron una frecuencia de coloniza-

ción de 5.1%, esta diferencia es menos marcada en los ni-

ñas mayores de 1 año. Estudios realizados con modelos 

animales han revelado que aquellos animales con una dieta 

rica en proteínas disminuyen el tiempo de muerte debida a 

cecitis por ~- difficile, después de la administración de 

cefazolin6B. 

La influencia de los antibióticos en la frecuencia de ca-

lonización {tabla 7), fue un fenómeno dependiente de la 

edad. En los niños menores de un año el uso de antibióti-

cos disminuyó significativamente, la frecuencia de coloni-

zación fue 21.7% sin antimicrobiano a S.2% con antimicro-

biano. Este efecto inhibitorio de los antibióticos sobre 

la frecuencia de colonización en los lactantes ya había 

34 79 sido notado por Holts y cols (1981} y otros autores ' , 
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mientras que en los niños mayores de un año de edad la fre­

cuencia observada por nosotros fue ligeramente mayor en los 

niños recibiendo antibióticos que en la población sin este 

tratamiento (7.3% vs 4.4%), efecto similar al observado en 

adultos 23 • 

La diarrea asociada al uso de antibióticos no parece afec­

tar la colonización en ninguno de los niños estudiados así 

como el uso o nó de antibióticos (tabla 7). 

Es interesante señalar que en los niños mayores de un año, 

sin diarrea se observó una colonización mayor (7.7%) cuan­

do estos niños estaban recibiendo antibióticos que en au­

sencia de ellos (2.6%), fenómeno semejante a lo que ocurre 

en adultos, grupo al que el uso de antimicrobianos es un 

factor de riesgo ya que disminuye la resistencia a la colo­

nización 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 ~oinciden con 

lo señalado por Sheretz y col {1982) al señalar que una es-

tancia hospitalaria prolongada incrementa el .riesgo de co­

lonización por C. difficile 71 • El ambiente hospitalario 

es una posible fuente de adquisición del bacilo ya que se 
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han recuperado esperar de las superficies y con supervi­

vencia hasta de cinco meses 24 , sin embargo es importante 

señalar que 8.8% de los niños llegaron colonizados al has-

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

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

37 males, etc. . 

Los niños menores de un año de edad presentaron menor re-

sistencia a la colonización, en poco tiempo (menos de 15 

días) su frecuencia de colonización fue mayor que la obser-

vada en niños mayores de l año, 11.3% y 8.2% respectivamen-

te (tabla 8). 

Los niños con una estancia hospitalaria mayor de 30 días 

presentaron las frecuencias de colonización más altas, es-

to fue más notorio en el grupo de niños menores de 1 año 

(25%) vs 5.5%.en los mayores, hecho mencionado antes, al 

señalar que los niños menores de un año de edad parecen 

presentar una resistencia menor a la colonización respecto 

a los niños mayores de un año; 25% y 5.5% respectivamente, 

en una estancia mayor de' JO dias. Sheretz y ~ol (1982) 

aislaron f · difficile de 22 de 37 neonatos y esta alta pre-

valencia neonatal la atribuyeron a la diseminación nosoco-

mial y sugieren que f· difficile sirve como marcador para 

infección cruzada en las unidades
0 

de cuidados neonatales 67 • 
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Para definir con mayor precisión el origen de las cepas es 

necesario contar con un sistema de tipificación adecuado, 

que permitiría la identificación de cepas aisladas de fo-

mites, personal portador asintomático, los mecanismos de 

diseminación del bacilo y definir si la enfermedad asocia-
-... . ... 

da a c. difficile resulta de la multiplicación de bacilos 

endógenos o exógenos por la adquisición de cepas del am-

biente hospitalario. 

En nuestro estudio la clasificación de las cepas de f· di­

fficile de origen intrahospitalario o extrahospitalario, 

no pudo realizarse en todos los casos porque no siempre 

fue posible contar con una muestra de heces al ingreso del 

paciente, de esta forma, las cepas que no reunieron los 

requisitos señalados en el capítulo de Material y Métodos, 

fueron consideradas como no clasificables. Del total de 

cepas estudiadas 23 se consideraron como de adquisición in-

trahospitalaria, 6 extrahospitalarias y 21 no clasifica-

bles. 

En la tabla 10 observamos la frecuencia de pr9ducción de 

toxina 11 in vitre" de las cepas probadas, notando que el 

62% de éstas fueron no citotóxicas. En las cepas de ori-

gen intrahospitalario el 78% fueron no citotóxicas a di-

ferencia de las cepas de origen extrahospitalario (33.3%), 
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esto podría indicarnos que las cepas distribuidas en el 

ambiente hospitalario, la mayoría son no citotóxicas, la-

rnentablemente no pudimos tomar muestras del ambiente y 

confirmar esto. 

En las tablas 14 y 15 observamos la sensibilidad de las 

cepas a los fagos probados y a las bacteriocinas respecti­

vamente. Estos métodos son considerados sencillos y úti­

les en la tipificaci6n de f· difficile y existen varios 

trabajos preliminares de la utilidad para clasificar a es­

te bacilo89 . En nuestro estudio más del 30% de l~s cepas 

fueron no sensibles a los fagos y bacteriocinas probados y 

esto se observó en cepas de diferente origen, esto fue más 

evidente con las cepas intrahospitalarias las cuales pre-

sentaron 55 y 50% de cepas no tipif icables con fagos y 

bactericcinas probados. El resto de las cepas presentó 

sensibilidad a los fagos y bacteriocinas en frecuencias 

semejantes entre cepas de los diferentes orígenes probados 

(tablas 14 y 15). 

En la tabla 16 se presenta la caracterización.de las 50 

cepas y observamos que los patrones de sensibilidad anti­

biótica V11 y X se encuentran en cepas de origen intrahos-

pitalario, extrahospitalario y no clasificable, el patrón 

II sólo se encontró en una cepa de origen intrahospitala-
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ria (4.3%). En cepas de f· difficile estudiadas pro wust 

y cols 88 , se observó que las CIM de muchos de los antibi6-

tices probados tuvieron una clasificación limitada y mu-

chas de los antibióticos probados fueron de poca utilidad 

para propósitos de tipificación de las cepas, estos resul-

tactos fueron semejantes a lo observado por nosotros (tabla 

11). Se encontraron patrones de sensibilidad semejantes 

entre 7 de los antibióticos probados y solamente tetruci-

clina, clindamicina y penicilina sirvieron para determinar 

resistotipos (tabla 12). Es evidente que los antibiogra-

mas solos no permiten diferenciar a las cepas, por lo que 

es necesario recurrir a otros métodos para lograr una me-

jor diferenciación 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 y 26 sensibles a fagos, cuando se determinó el pa-

trón fago y el tipo bacteriocínico, se incrementó el núme-

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

bla 16). 

El 22% de las cepas 11/50 se clasificaron con el patrón A 

que corresponde a las no sensibles a fagos y bactériocinas 

probados y este efecto también se observó en las cepas de 
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los otros orígenes. Las cepas de patrones O e I sólo se 

observaron en cepas de origen intrahospítalario (2 cepas), 

mientras que los patrones F y H sólo se observaron en ce-

pas de origen no clasif icable {4 y 2 cepas respectivamen-

te). Las cepas de los g~upos A, B, C, E se encontraron en 

los tres grupas estudiados (tabla 16). Es conveniente se-

ñalar que las cepas estudiadas no fueron el resultado de 

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

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

sensibilidad a fagos y bacteriocinas y los otros marcado­

res biológicos probados están indicando una dinámica com-

plejade diseminación y una prevalencia elevada de las ce-

pas en la sala de Infectologia del Hospital. En un estu-

dio realizado en el mismo Hospital 2 años antes que el 

nuestro, se encontró también una proporci6n mis illta de 

cepas no toxigénicas que toxigénicas. Muchas de las ce-

pas aisladas en este estudio tuvieron los tipos fagobac-

teriocínico A y B 1 los cuales también fueron los más fre-

cuentes en nuestro etudio~ La persistencia de las cepas 

con tipos A y B por casi cuatro años nos habla de una con­

taminación continua con estas cepas 15 • Estos resultados 

proveen evidencia de la importancia de f· difficile como 

fuente de infección intrahospitalaria y se sugiere que al-

gunas cepas pueden permanecer por años en el ambiente. 
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Zeed y cols (1984) confirmaron la adquisición nosocomial 

de f· difficile ya que encontraron que el 97% de las ce-

pas aisladas presentaban el mismo tipo y confirmaron esto 

por la ausencia del bacilo de madres e hijos en el parto89 

Otros estudios con sistemas de tipificación diferentes 

confirman la adquisición intrahospitalaria de ~· diffici­

le y además la diseminación de una sola cepa en brotes 14 • 

El 38,2% de las cepas (19/50) (tabla 16) fueron 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 sólo hubo una 

cepa con título de 128 y entre las cepas de los otros orí-

genes no se encontró ninguna con este título, sin embargo 

el porcentaje tal alto de cepas no toxigénicas (62%) difi-

culta diferenciar las cepas por este método. 

La heterogeneidad de las cepas se manifestó claramente al 

observar que 8 pacientes estaban colonizados por cepas di-

ferentes simultáneamente (tabla 17), esta diferencia se es-

tableció en base a patrones fágicos y tipos bacteriocínicos 

y a su capacidad de producir toxina. 

Se sabe que las cepas no toxigénicas pueden inhibir el es-
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tablecimiento de cepas toxigénicas, posiblemente el porcen-

taje tan alto de cepas no toxigénicas observado por naso-

tras tenga relación con la falta de sintomatología en la 

población estudiada {tabla 9) y observamos que las fre-

cuencias de colonización entre los niños con diarrea y sin 

diarrea son semejantes (13.3 vs 10.1) respectivamente, en 

niños menores de un año de edad mientras que en los may·:>-

res de l año (9.9%) es observado en los niños sin diarrea, 

la presencia de la citotoxina fue mayor en los niños con 

diarrea menores del año (10%) que en los niños sin día-

rrea (3.3%), pero esta diferencia no fue significativa. 

Los reportes de que E· difficile y su citotoxina pueden 

estar presentes en niños asintomáticos son varios 19179 , 

sin embargo también se han reportado casos de diarrea aso­

ciados a este bacilo37 • 

Es posible que la falta de relación entre E· difficile y 

enfermedad obedezca a la presencia de mayor número de ce-

pas no toxigénicas entre la población estudiada, la pre­

sencia de la citotoxina es una mejor prueba diagnóstica43 • 

Además la presencia del bacilo o la toxina no es suf icien-

te para causar enfermedad en niños, 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 
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para resolver esta contradicción. 

El patrón de plásmidos es un método que ha resultado ser 

útil con algunos géneros bacterianos, pero en nuestro es-

tudio solamente pudimos ver la presencia de plásmidos en 

dos cepas de origen íntrahospit~l~rio~ 

wust y cols 88 mostraron cuatro perfiles de plásmidos co-

rrespondientes a 16 cepas de c. difficile aisladas de un 

brote. Además observaron que 24/35 cepas aisladas de 

fuentes geográficamente diferentes no tuvieron plásmidos 

y las 11 cepas restantes tenían patrones de plásmidos di-

ferentes a las cepas aisladas del brote. Sin embargo en 

la experiencia de otros autores observaron que 30 - 60% 

de los aislamientos de ~· diff icile podían carecer de 

plásmidos y esto podía deberse a la falta de material ex-

tracrcmosomal o por fallas en el método usado para revelar 

su presencia16 

Dependiendo del método usado se han encontrado plásmidos 

en 18 a 80% de las cepas de ~· dífficile aisl~das, lo que 

indica gran variabilidad en los resultados 16 • 

En conclusión podemos decir que la frecuencia de coloniza-

ción por ~· difficile va a depender de la edad del pacien-

¡ 
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te, siendo mayor en los niños del mes a 12 meses (9.7%) 

y la frecuencia disminuye a 4.2% en mayores de 6 años de 

edad, frecuencia semejante a la de adultos. 

Los niños de l a 5 años presentan semejanzas de coloniza­

ción con la población de menores de l año. 

El estado nutricional y la presencia de diarrea no pare­

cen influir en la colonización notándose un ligero incre­

mento en los niños eutróficos menores de l año y mayores 

de l año aunque esto no fue estadísticamente significati­

vo. 

Los antibióticos influyeron de manera negativa, ya que los 

niños sin tratamiento presentaron frecuencias de coloniza­

ción mayores. 

En la caracterización de las cepas se obtuvieron mejores 

resultados con el método de sensibilidad a fagos y bacte­

riocinas, pero sería conveniente aumentar el número de 

cepas productoras de los mismos para poder cqracterizar un 

número mayor de cepas. 
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS. Clostridium difficile. 

... SALA I SALA II . 

NOMBRE: 10 11 24 21 
~ CEDULA: EDAD: 9 12 23 22 

SEXO: PESO: TALLA: 4 5 16 17 - FECHA DE INGRESO: 3 6 15 13 

- FECHA DE ESTUDIO: 2 7 14 19 

DIAS ESTANCIA: l 8 13 20 

·~ DIAGNOSTICO PRINCIPAL: 

TRATAMIENTO: 

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

... ; 

-. 

,~.J 

LA DIARREA APARECIO ANTES DEL TRATAMIENTO: DURANTE: DESPUES: 

_, No. DE DIAS EN QUE APARECIO LA DIARREA A PARTIR DEL INICIO DEL ANTIBiarICO: -----

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

SEMILIQUIDA: MOCO: SANGRE: FIEBRE: 

COMPLICACIONES: 

CITOLOGIA FECAL: LEUCOS: X CAMPO PMN: MON: ERITROCITOS: 
.. , 
; COPROCULTIVO: 

CULTIVO DE c. difficile: 

EFECTO CITOPATICO: NEUTRALIZACION: 

TOXINA A: PH: 

RECTOSIGMOIDOSCOPIA: 

,J 
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RESUMEN: 

Con el objeto de conocer la frecuencia de colonización por 

f· difficile en niños hospitalizados y caracterizar las ce­

pas aisladas, durante 11 meses se tomaron semanalmente mues­

tras de heces a niños hospitalizados en la sala de infecto­

logía del Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacional. 

En total se colectaron 416 muestras de 273 niños, desde re­

cién nacidos hasta 15 años de edad. Se aisló f· diffícile 

utilizando el medio selectivo de CCFA (cicloserina, cefoxí­

tin, fructosa, agar) y se detectó la presencia de la cito­

toxina por su efecto citop&tico en cilulas CHO. 

Se observó que la frecuencia de colonización por f· diffi­

cile fue mayor en el grupo de niños de 1 a 12 meses de edad 

(9.7%)~ los niños mayores, de 1 a 5 años, se colonizaron 

con una frecuencia ligeramente menor a la del grupo de me­

nores (8.3%); al aumentar la edad esta frecuencia de colo­

nización disminuyó a 4.2% en el grupo de 6 a 15 años de 

edad, frecuencia que se aproxima a la reportada en adultos. 

La frecuencia de colonización no parece estar influida por 

la condición nutricional o la presencia de diarrea; sin em­

bargo, los antibióticos ejercieron una influencia negativa 

en el grupo de niños menores de un afio; así, la f~ecuencia 

de colonización fue mayo~ en aquellos que no tuvieron tra­

tamiento antimicrobiano (22.7% / 5.2%). 

Las cincuenta cepas aisladas del estudio 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 producción de citotoxina 

in vitre, su resistencia a antibióticos y su sensibilidad a 

fagos y bacteriocinas. 
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En las tres procedencias estudiadas observamos que el 50% de 

las cepas fueron no citotóxicas: solamente se encontraron 

dos cepas que produjeron toxina en un título de 4096 y ambas 

correspondieron a la clasificación de no definidas; el títu­

lo de 64 sólo se encontró en una cepa extrahospitalaria. 

Respecto a los resistotipos, los más frecuentes fueron el V 

(23/50 cepas), el X (13/50 cepas) y el VII (12/50 cepas), 

identificados en los tres orígenes estudiados. 

Con la sensibilidad a fagos y bacteriocinas encontramos que 

el tipo B fue el más frecuentemente observado en cepas de 

los tres orígenes. Los tipos D e I sólo se presentaron en 

dos cepas intrahospitalarias. El 22% de las cepas no mos-

traron sensibilidad a los fagos y bacteriocinas empleadas. 

La aplicación conjunta del tipo fagobacteriocinico con la 

producción de citotoxina, nos permitió observar que 8 de 

los pacientes estudiados estaban colonizados simultáneamen­

te por dos cepas distintas. 

Los resultados obtenidos de este estudio nos dan a conocer 

las frecuencias de colonización en niños hospitalizados, 

menores de 15 años de edad, población que en nuestro país 

no había sido objeto de investigación hasta la fecha. La 

caracterización de las cepas nos permitió confirmar la ad­

quisición hospitalaria de ~· difficile así como la persis­

tencia por varios años de algunos tipos de cepas dentro del 

ambiente hospitalario. 
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