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1. RESUMEN
Clostridium difficile (C. difficile) origina enfermedades gastrointestinales asociadas a
antibioticos que comprende desde una diarrea relativamente benigna y de resolucion

espontanea hasta una colitis pseudomembranosa grave que pone en peligro la vida.

C. difficile es productora de una enterotoxina (toxina A) y una citotoxina (toxina B) La
enterotoxina es quimiotactica para los neutrdfilos, con infiltracién de polimorfonucleares
en el ileon, lo que da lugar a la liberacion de citosinas. Asimismo, la toxina A ejerce un
efecto citopatico que altera la union intercelular estrecha e incrementa la permeabilidad
de la pared intestinal. La citotoxina provoca la despolimerizacion de la actina, con
posterior destruccion del citoesqueleto celular tanto en condiciones in vivo como in
vitro, también es productora de una tercera toxina, la toxina binaria, la cual esta
relacionada con la inhibicion de la motilidad intestinal; en los ultimos afios ha habido un

incremento de la toxina binaria por lo que se busca la identificacién de esta ultima.”

En este trabajo se analizé la sensibilidad a diferentes antibiéticos en las cepas de C.
difficile aisladas de pacientes con diarrea nosocomial para, de esta manera, buscar su
mejor tratamiento y dado que es el principal agente etioldgico relacionado con el uso
desmedido de algunos antibioticos, es importante conocer también cuales presentan

resistencia.

Se aislaron las muestras de heces de pacientes que presentaban diarrea nosocomial
de dos hospitales de especializacion en la ciudad de México, identificando las tres
toxinas (toxina A, toxina B y toxina binaria) en 11 de 44 aislados clinicos, observando

que en el caso de los nifios no hubo ningun caso en donde la toxina B o la binaria se



encontrara presente. A las muestras se les realizaron pruebas de sensibilidad de
antibidticos, encontrando que la vancomicina y el metronidazol son el mejor tratamiento

para la Infeccién por C. difficile.



2. Introduccion

C. difficile es el principal agente etiolégico responsable de la diarrea intrahospitalaria,
relacionado con el uso prolongado de antibiéticos. Esta bacteria esta asociada con un
espectro amplio de enfermedades, que van desde una diarrea leve, colitis, colitis
pseudomembranosa y puede llegar hasta megacolon téxico y sepsis fulminante. C.
difficile produce tres toxinas que son responsables de la patogénesis de la bacteria, la
toxina A (TcdA), la toxina B (TcdB), y la toxina binaria (CDT). Estas toxinas son
codificadas en dos locus de patogenicidad integrados por genes que codifican para las

toxinas y genes reguladores.

Recientemente se ha reportado un incremento importante en el niumero de casos
relacionados con esta bacteria, principalmente por la aparicion de cepas

hipervirulentas, con las siguientes caracteristicas genéticas:

a) Ausencia del gen tcdC, cuya funcion es la regulacién en la producciéon de TcdA y

TcdB.

b) Produccion de toxinas TcdA, TcdBy CDT

c) Resistencia a Fluoroquinolonas

A estas cepas se les ha denominado NAP1 (Electroforesis de campo pulsado
Norteamericano de tipo 1 por sus siglas en inglés)) y ha mostrado una rapida

diseminacién en Estados Unidos y Canada.

En México apenas se conoce la prevalencia de este tipo de cepas, ademas de no

conocer su resistencia a los antibioticos mas usados en el tratamiento de la



enfermedad por lo que el objetivo de este trabajo fue conocer los antibidticos mas
recomendados para la infeccion con C. difficile y con qué frecuencia se pueden

encontrar las toxinas A, B y binaria.



3. Marco teodrico

3.1 Caracteristicas microbiolégicas de la bacteria

El aislamiento de C. difficile se reporté desde 1935, por Hall y O’toole., estos
investigadores observaron que este organismo producia una toxina que era altamente
letal para el ratén, siendo solamente de 10-100 veces menos toxica que la toxina
botulinica. Casi 40 afnos después, hubo un incremento en los casos de Colitis
Pseudomembranosa (CPM) relacionado con el uso de antibidticos. La especie
conocida ahora como C. difficile fue identificada como el agente etiolégico de la CPM

relacionada con el uso de los antibiéticos .2

C. difficile es un bacilo Gram positivo, anaerobio, capaz de producir tres toxinas: TcdA,
TcdB y CDT. Se diferencia de las otras especies de Clostridium por presentar espora
subterminal y por no elaborar lipasa y fosfolipasa, a partir de glucosa produce acido
acético; propionico, isobutirico, isovalérico y un pico alto de acido isocaprioico como

productos finales.>

Este bacilo mide aproximadamente 0.5 ym de ancho por 3-6 um de largo, es anaerobio
estricto. Algunas cepas son méviles por la presencia de flagelos peritricos. En algunas
ocasiones, las células vegetativas se unen por los extremos formando pequefas
cadenas de 2 a 6 bacilos. El unico compuesto quimico capaz de eliminar las esporas

ha sido el hipoclorito de sodio concentrado.*

Las colonias de C. difficile en agar sangre tienen un diametro de 2-5 mm, siendo
circulares o rizoides, entre planas y poco convexas, de color grisaceo y superficie mate

o algo satinada y no hemoliticas.’



Posee un olor caracteristico a “establo de caballos”, que se desprende debido a las
sustancias volatiles que sintetizan, como el p-cresol aunque también se ha llegado a

afirmar que huelen a “fruto dulce”.®

El tamafno de su genoma es de 4’4 Mb aproximadamente y presenta un bajo contenido
de Guanina-Citocina (G-C) del 28%. Debido a esta caracteristica se le clasifica como
perteneciente al Phylum Firmicute pseudobacterias Gram positivas con bajo contenido

en G-C.’
3.2 Cuadro clinico

La infeccion con C. difficile (ICD), se presenta por la alteracion de la microbiota

después del tratamiento antimicrobiano.?

La colitis por C. difficile debe sospecharse especialmente en pacientes que comienzan
con diarrea (a menudo asociada con dolor o malestar abdominal, fiebre y leucocitosis),
después de un tratamiento con antibidticos y especialmente en pacientes

hospitalizados.®

La presentacion clinica puede variar desde una diarrea leve, colitis sin
pseudomembranas, una colitis pseudomembranosa o una colitis fulminante con riesgo
para la vida del paciente. La diarrea por C. difficile puede ser asociada con la
evacuacion de mucosa o sangre oculta en las heces, pero la melena (heces negras) o
la hematoquecia (sangre en las heces) son poco comunes. La fiebre, los calambres, las
molestias abdominales y la leucocitosis periférica son comunes pero se encuentran en
menos de la mitad de los pacientes. Las manifestaciones extraintestinales, como la
bacteriemia, son poco comunes. La ileitis (inflamacion del ileon) por C. difficile también
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ha sido reconocida rara vez en pacientes que se han sometido anteriormente a una
colectomia total, por ICD complicada o alguna otra indicacién. Las formas leves se
suelen acompanar de dolor abdominal crénico pero puede haber ausencia de sintomas
sistémicos o de hallazgos relevantes en la exploracion fisica. La colitis moderada-grave
suele manifestarse como diarrea profusa, con dolor y distencion abdominal y en
algunos casos hemorragia digestiva oculta. Los pacientes con afectacion predominante
del ciego y el colon derecho pueden tener leucocitosis y dolor abdominal pero diarrea
minima o ausencia de diarrea. Las complicaciones de colitis severa por C. difficile
incluyen deshidratacion, trastornos en los electrolitos, hipoalbuminemia, megacolon
téxico, perforacidon de los intestinos, hipotension, insuficiencia renal, sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica, sepsis y muerte. ™

Una definicion de caso para la presentacion usual de ICD incluye los siguientes
hallazgos: (1) la presencia de diarrea, definida como 3 evacuaciones o mas de heces
no formadas en 48 horas consecutivas; (2) una prueba de heces con resultado positivo
para la presencia de C. difficile toxigénico o sus téxinas o hallazgos colonoscoépicos o
histopatologicos que demuestren colitis pseudomembranosa. En la mayoria de los
pacientes existen antecedentes de tratamientos con agentes antimicrobianos o

antineoplasicos dentro de las 8 semanas previas al tratamiento."

En el analisis de sangre, suele haber leucocitosis (a veces muy llamativa), aumento de
la proteina C reactiva y disminucion de la albumina sérica. Puede aparecer dilataciéon
del colon en las placas simples de abdomen y en la tomografia computarizada (TC)
abdominal. En un 1-3% de los pacientes puede haber colitis fulminante, con ileo,

megacolon téxico e incluso perforacion.'?



Casi todos los antibidticos han sido implicados con infeccion por C. difficile; sin
embargo el riesgo de desarrollar la enfermedad es particularmente alto con:
clindamicina, cefalosporinas, amoxicilina y recientemente fluoroquinolonas de amplio
espectro tales como levofloxacina, moxifloxacina, y gatifloxacina® (Cuadro 1). Los
antibioticos mas utilizados para el tratamiento de ICD son metronidazol y vancomicina,
pero ya hay reportes en Estados Unidos y Canada, de la presencia de cepas
resistentes a estos antimicrobianos'. En individuos mexicanos, se desconoce el patrén

de resistencia a estos antibidticos de las cepas de C. difficile infectantes.

Cuadro 1. Antibidticos relacionados a la infeccion por C. difficile™

Muy frecuentes Frecuentes Poco frecuentes
Ampicilina Quinolonas Vancomicina
Amoxicilina Macrdlidos Metronidazol

Cefalosporina Tetraciclinas Aminoglucosidos
Clindamicina Cloranfenicol Rinfampicina
Trimetroprim Teicoplanina

Se ha informado que el 96% de los pacientes con infeccion de C. difficile sintomatica
han recibido antimicrobianos dentro de los 14 dias previos a la aparicién de la diarrea
en donde todos recibieron un antimicrobiano dentro de los 3 meses anteriores a sus
sintomas'®. Los sintomas de ICD por lo general comienzan poco después de la

colonizacion, con un tiempo promedio de iniciode 2a 3 dias.®



3.3 Patogénesis

La mayoria de las formas vegetativas de C. difficile ingeridos, son eliminados en el
estémago y solo un 1% del inéculo llega al intestino delgado. Sin embargo, las esporas
de C. difficile son resistentes a la acidez del estdbmago y pueden germinar en el
intestino delgado con la exposicién a las sales biliares, reactivandose a su forma
vegetativa. Cuando estas formas vegetativas llegan al ambiente anaerobio del ciego y
colon en un hospedero susceptible, proliferan y colonizan la mucosa intestinal. La
alteracion de la microbiota intestinal normal permite que las células en su forma

vegetativa penetren la mucosa y se adhieran a la superficie del epitelio.17
3.4 Virulencia

Todas las cepas de C. difficile toxigénico presentan un locus de patogenicidad (PalLoc)
que mide aproximadamente 19,6 kb. Este locus esta formado por 5 genes (tcdA, tcdB,
tcdD, tcdE y tcdC). Los genes tcdA y tcdB codifican 2 toxinas TcdA y TcdB (toxina Ay
B respectivamente). La expresién de tcdA y tcdB esta regulada en forma positiva por
tcdD y en forma negativa por el gen tcdC'®. Los polimorfismos o deleciones parciales
de tcdC pueden llevar una produccion aumentada de las toxinas A y B. El gen tcdE
codifica una holina que se encargara de hacer poros en la membrana citoplasmatica
que permite la liberacién de las toxinas. Tanto TcdA como TcdB son citotoxinas con
actividad de glucosiltranferasa, causando la interrupcion de las fibras de actina del
citoesqueleto que resulta en una disminucién de la resistencia transepitelial, la

acumulacion de liquido y la destruccidn del epitelio intestinal’®. En afios recientes se ha



encontrado que las cepas TcdA negativas y TcdB positivas, estan asociadas a brotes

de diarrea y a CPM fatal en individuos hospitalizados.?*?’

TcdA o enterotoxina: es quimiotactica para los neutrofilos y provoca infiltracion de
leucocitos polimorfonucleares en el ileon, con liberacion de citosinas, hipersecrecion de
liquido y necrosis hemorragica. TcdB o citotoxina: causa despolimerizacion de la actina

con destruccién del citoesqueleto celular tanto in vivo como in vitro. 22

La toxina binaria (homodloga a la de Clostridium perfringens) formada por dos
subunidades codificadas por cdtA y cdtB, donde la subunidad CdtB es responsable de
la union y translocacion, facilitada por ciclofilina A y Hsp90, hacia el citoplasma de
células epiteliales del intestino. La subunidad CdtA produce la ADP-ribosilacion de la
actina, desorganiza el citoesqueleto con el consecuente aumento de la adherencia de
C. difficile al epitelio intestinal. Tiene actividad entero-toxica in vitro, sin embargo,
estudios en animales han demostrado que esta toxina por si sola no es suficiente para

producir infecciones. %

Otros factores de virulencia conocidos, son los siguientes: su adherencia en la que se
une especificamente (in vitro) a las células del colon humano, la hialuronidasa; que
posee actividad hidrolitica, degrada la matriz extracelular permitiendo la colonizacién
del microorganismo, formacion de esporas, en la que permite la supervivencia durante
meses en el ambiente intrahospitalario (en presencia de oxigeno y gran cantidad de
antibidticos). Este ultimo factor tiene suma importancia en la conservacion del
microorganismo, ya que las esporas ademas son muy resistentes a la mayoria de los

desinfectantes usados en los hospitales. Si es necesario limpiar y desinfectar
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instrumental para luego usarlo en otro paciente, se encuentra indicado el uso de
glutaraldehido alcalino e hipoclorito de sodio, y posiblemente también de desinfectantes

yodados.?*

Cuadro 2. Factores de virulencia asociados a C. difficile®®

Factor de virulencia Actividad biolégica

Enterotoxina (Toxina A) Produce quimiotaxis, induce la produc
de citosinas con hipersecrecion de fluig

produce necrosis hemorragica.

Citotoxina (Toxina B) Induce la despolimerizacion de la actina

la pérdida del citoesqueleto celular.

Toxina binaria Inhibe la motilidad intestinal.

Factor de adhesion Interviene en la union a las células colon
humanas

Hialuronidasa Produce actividad hidrolitica

Formacion de esporas Permite la supervivencia del microorganis

durante meses en el medio hospitalario.

11



3.5 Factores de riesgo

La edad avanzada, el tiempo de hospitalizacion de los pacientes y la exposicion a
agentes microbianos son los factores de riesgo mas importantes para la ICD. El riesgo
relativo del tratamiento con un agente antimicrobiano dado y su asociacion con la ICD
depende de la prevalencia local de las cepas que son altamente resistentes al agente
antimicrobiano en particular. La administracion de agentes antimicrobianos aumenta el
riesgo de ICD debido a que suprime la flora intestinal normal, proporcionando por lo

tanto un “nicho” para que florezca C. difficile. °

La quimioterapia contra el cancer es otro factor de riesgo para la ICD, mediada por la
actividad antimicrobiana de varios agentes quimioterapéuticos. Pruebas recientes
sugieren que C. difficile se ha convertido en el patdgeno mas importante que causa
diarrea bacteriana en pacientes en EUA infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), lo que sugiere que estos pacientes corren un riesgo especifico mayor
debido a su inmunosupresion subyacente, exposicion a agentes antimicrobianos,

exposicion a entornos de cuidado de la salud o alguna combinacion de estos factores.?’

Otros factores de riesgo incluyen: la cirugia gastrointestinal o la manipulacion del tracto
gastrointestinal, incluyendo la alimentacion parenteral o el uso de sondas
nasogastricas, ademas del uso de medicamentos de supresién del acido, como los

bloqueadores de histamina 2 y los inhibidores de bomba de protones.28
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3.6 Epidemiologia

Durante la ultima década se han presentado brotes intrahospitalarios graves en
Canada y Estados Unidos. En Estados Unidos la incidencia de diarrea por C. difficile en
pacientes adultos hospitalizados se duplicé de 5.5 casos por 10,000 habitantes a 11, 2
por 10,000 habitantes en 2005 ?°. La tasa de hospitalizacion por C. difficile aumentd
aproximadamente un 23% por ano entre 2000 y 2005, destacando un incremento entre
las personas mayores de 65 afos, con una incidencia 5 veces mas alta en
comparacion a personas entre 45 y 64 anos. Los agentes etioldégicos en los brotes de
Quebec y en varios hospitales de Estados Unidos, asi como paises de Europa, tales
como: Austria, Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Francia, Luxemburgo, Holanda, Suiza,
Inglaterra, Espana, fueron cepas hipervirulentas de C. difficile (Cuadro 3), conocidas
como ribotipo 027, NAP1 (North American pulsed-field gel electrophoresis type1). Esta
cepa presenta una variacién en el gen represor tcdC lo que se manifiesta en la

hiperproduccion de toxinas Ay B. *’

Cuadro 3 Caracteristicas de cepa hipervirulenta de C. difficile®

e Ribotipo: 027

e Toxinotipo Il

¢ Productora de grandes cantidades de toxinas Ay B
e Deleccion del gen tcdC de 18 pb en posicién 117

¢ Productora de toxina binaria

e PFGE: Tipo NAP1

o Cepa resistente a fluoroquinolonas

13



3.6 Diagnéstico

Las pruebas diagndsticas en los casos de sospecha de enfermedad asociada con C.
difficile deben realizarse en el laboratorio mediante la demostracion de la citotoxina, por
el aislamiento y la identificacion de toxinas producidas por C. difficile a partir de heces,
por realizacion de una prueba de aglutinacion del latex o un enzimoinmunoanalisis
(EIA) para la glutamato deshidrogenasa de C. difficile, por una prueba EIA para la
enterotoxina o citotoxina producidas por el microorganismo en las heces o por una

combinacion de métodos, los cuales se describen mas adelante.
3.7. Métodos de identificacion
Métodos microbiolégicos

Cultivo: La muestra de materia fecal se cultiva en el medio selectivo CCFA (cicloserina,
cefoxitin, fructosa, agar). Previo a la siembra, se puede hacer un choque con alcohol
para permitir una mejor recuperacion de C. difficile, ya que sus esporas son resistentes
al alcohol, es recomendable pre-reducir los medios que se van a utilizar, los medios
liquidos se reducen por “bano Maria” en ebullicion y los medios solidos poniendo en
anaerobiosis un dia previo al cultivo, con lo que se obtiene un mayor rendimiento de
recuperacion de aislados. En el crecimiento in vitro en medios de cultivo, crecen tanto
las cepas toxigénicas de C. difficile como las no toxigénicas, y tienen la misma
morfologia colonial. La adicién de taurocolato de sodio o lisozima puede mejorar la
recuperaciéon de C. difficile, probablemente debido a un aumento de la germinacion de
las esporas®?. Los resultados éptimos requieren que las placas de cultivo se reduzcan

en un ambiente anaerdbico antes de su uso. Las cepas producen colonias planas,
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amarillas, de aspecto vitreo esmerilado con una aureola amarilla rodeando el medio.
Las colonias tienen un olor tipico y muestran fluorescencia con lampara de luz UV.
Ademas, una tincion Gram debe mostrar una morfologia tipica (bacilos Gram positivo o
Gram variable). Las cepas aisladas que no cumplan estos criterios pueden ser

identificadas posteriormente por métodos bioquimicos o por cromatografia de gases.33

Cultivo celular: Esta técnica se considera el estandar de oro para la identificacion de C.
difficile toxigénico, en el cuadro 4 se comparan la sensibilidad y especificidad de esta
prueba con las demas. El ensayo in vitro de citotoxicidad, producida por la TcdB, en
cultivos celulares, que puede realizarse directamente de un filtrado de heces o de un
aislado de C. difficile de heces. El resultado se considerara positivo cuando el efecto

citopatico es neutralizado con la antitoxina de C. difficile.>*

Cuadro 4. Métodos de deteccién de C. difficile y sus toxinas®®

Prueba Sensibilidad (%) Especificidad (%)

Andlisis de citotoxicidad 92.7-100 99-100
celular

Cultivo tisular 96.4 99.1

Elisa para toxina A + B 66-96.2 93.5-100
Elisa para toxina A 65.4-88.3 65.4-100

Reaccién en cadena de | 87-91.5 96-100
polimerasa

Aunque el cultivo de heces no es practico desde el punto de vista clinico debido a al
tiempo necesario para la obtencion de resultados, la sensibilidad y especificidad del

cultivo de heces seguido por la identificacion de las cepas aislada toxigénicas (cultivo
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toxigénico), realizado por el laboratorio proporciona el estandar contra el cual deben

compararse los resultados de otras pruebas clinicas.
Métodos Moleculares

Deteccion de toxinas de C. difficile, mediante amplificacion de acidos nucleicos (AAN)

empleando diferentes métodos:

Ensayos moleculares por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
identificacién del gen tcdB que codifica la TcdB. Se ha planteado que es el método mas
sensible y especifico para la deteccidén de C. difficile, siendo actualmente recomendado
como método de diagnostico. Se realiza directamente de DNA de heces o de los

bacilos aislados.>®

Ensayo de PCR multiplex. Se realiza con iniciadores especificos para las toxina TcdA,

TcdB, CDT y un gen conservado de C. difficile (tpi).*’
3.8 Pruebas de sensibilidad a antibiéticos

Para determinar la sensibilidad a los antibidticos, se utilizan diferentes métodos de
laboratorio, los cuales tienen como objetivo evaluar la respuesta de los
microorganismos contra uno o varios antimicrobianos Existen dos métodos, que son:
las técnicas de difusion y las técnicas de dilucion. Dentro de las técnicas de difusion, el
método mas utilizado por su facilidad y rapidez es el método de Kirby-Bauer, en el que,
se emplean discos de papel filtro impregnados con una concentracién conocida de
antibiéticos. Tan pronto como el disco impregnado de antibiético se pone en contacto

con la superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde al agar
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Mueller-Hinton. El antibidtico difunde radialmente a través del agar a partir del disco
formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion
los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicidn. La concentracion de
antibidtico en la interface entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce
como concentracion critica y se aproxima a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
obtenida por métodos de dilucién. Sin embargo los métodos de discos en placa no
permiten una lectura directa del valor de CMI*®. El diametro obtenido del halo de
inhibicion de las bacterias por la difusion del antibiético al agar y la sensibilidad de cada
cepa bacteriana permiten clasificar a las bacterias en sensibles, intermedias o
resistentes a cada uno de los antibiéticos probados. En la literatura existen tablas con
las que se comparan los diametros de los halos de inhibicidn para clasificarlas como

sensibles, intermedias o resistentes.

Los métodos de dilucion se basan en la determinacion del crecimiento del
microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se

encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o agar). Estos son:

Dilucién en agar. En estos métodos se incorpora el antimicrobiano a evaluar a un
medio con agar. El antimicrobiano se anade cuando el medio aun esta fundido. Para
lograr el rango de dilucién deseado se prepara una serie de placas, cada una con una
determinada concentracion de antimicrobiano. Las placas se inoculan con un replicador
una vez que se haya solidificado el medio de cultivo. En la mayoria de los casos, el
medio de cultivo a emplear es agar Mueller-Hinton, pero en funcién de los
microorganismos y de sus necesidades nutritivas puede ser adecuado o necesario

afiadir alguin suplemento a este medio, o emplear un medio diferente.*
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Dilucion en caldo: el medio recomendado es Mueller-Hinton. Existen dos modalidades
de los métodos de dilucion, en las que se utilizan tubos (macrométodo) o placas de
microtitulacion (micrométodo). En el método de macrodilucion se emplea por cada
combinacion microorganismo/antimicrobiano una bateria de tubos. Habitualmente se
prepara la bateria de tubos con 1mL de medio estéril sin antimicrobiano. Al primero de
ellos se aflade 1 mL de la solucién inicial del tubo de antimicrobiano hasta conseguir la
concentracion mas alta a estudiar (teniendo en cuenta que este primer paso supone la
dilucion a la mitad de la solucién madre, y que una vez inoculados los tubos, con 1 mL
de indculo, se diluird nuevamente la concentracion de antimicrobiano a la mitad). Tras
mezclar adecuadamente, se pasa 1 mL al siguiente tubo; el proceso se repite tantas
veces como diluciones se quieran estudiar, eliminando del ultimo tubo de la serie 1 mL
de medio con antimicrobiano, con objeto de mantener el volumen final de 1 mL. En el
método de microdilucién cada una de los pocillos de la placa de microtitulacién con
pocillos de fondo en “U” representa uno de los tubos del método de macrodilucion. El
volumen final de cada pocillo es habitualmente de 100 uL, por lo que antes de la
inoculacion de la placa, cada pocillo debe contener 100 pyL de caldo con antimicrobiano
(volumen de in6culo menor de 10 pyL) o 50 uL (si se van a usar también 50 pL para
inocular la placa) 0" El indculo en los métodos de dilucion en caldo se prepara a partir
de suspensiones del 0.5 de la escala de MacFarland, empleando cualquiera de los dos
métodos (crecimiento o suspension directa). En el método de macrodilucion se hara
una dilucion 1:100 de forma que al afiadir 1 mL a los tubos con 1 mL de medio con
antimicrobiano queden 106 CFU en 2 mL, es decir 5 x105 CFU/mL. De forma analoga,

en el caso de la microdilucién se hara una diluciéon 1:10 (en el caso de emplear un
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indculo de 5 pl) o 1:100 (en el caso de emplear un inéculo de 50uL*". En el cuadro 5 se

comparan las ventajas de los métodos de dilucion en caldo y agar.

Cuadro 5. Ventajas de los métodos de dilucién en caldo y en agar.25

Caldo (microdilucién) Agar

10-12 antibidticos diferentes 32-36 microorganismos

Mas microorganismos a menos antibioticos | Barata

Pipetas multicanal Automatizacion

Lectura automatizada (resultado en 4 horas) | Placas comerciales

3.9 Tratamiento

En el caso de ICD leve a moderada, muchas veces basta con la suspension del
antimicrobiano prescrito. De no ceder con esta medida, el tratamiento de eleccion es
metronidazol oral a una dosis de 250-500 mg cada 8 horas por 10 a 14 dias. En el caso
de ICD grave, se puede administrar vancomicina oral a una dosis de 125mg cada 6
horas por 10 dias. La recurrencia es similar tanto si se ha usado metronidazol como
vancomicina. Se recomienda tratar la primera recaida igual que si se tratara de un
primer episodio. En caso de una segunda recaida y subsecuentes; se puede
administrar 125 mg de vancomicina oral cada 6 horas por al menos 10 dias y
considerar dosis decrecientes durante 6-8 semanas (vancomicina se puede sustituir por

100mg de teicoplanina oral cada 12 horas).*?

Un numero pequefo de pacientes con infeccién por C. difficile puede desarrollar una

colitis fulminante y algunos de ellos requeriran una colectomia, urgente (procedimiento
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quirurgico en el que se saca un extremo del intestino grueso a través de una abertura
hecha en la pared abdominal). La colitis fulminante por C. difficile puede pasar
inadvertida en sus estudios iniciales porque no presenta cuadro clinico especifico
pudiendo alcanzar una mortalidad en torno al 80%. El procedimiento quirurgico de
eleccion es la colectomia abdominal subtotal con ileostomia terminal. La colectomia
debe hacerse en las siguientes situaciones: perforacion del colén, megacolon téxico o
ileo grave con deterioro del paciente que no responda a tratamiento médico. La
mortalidad postoperatoria descrita es de 35%- 80%. Esta alta mortalidad se debe
principalmente al retraso de la intervencion quirurgica y a la falta de consenso en
relacion a la seleccidon del paciente adecuado. Actualmente se ha empleado con éxito
la rifaximida, para el tratamiento de la infeccion ya que la mayoria de las cepas son

sensibles a este antibiotico.*®
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Cuadro 6. Tratamiento de la infeccién por C. difficile**

Primer episodio Tratamiento de la infeccion por C. difficile

Infeccion leve a Metronidazol 500 mg 3 veces al dia VO por 10 dias

moderada

Infeccidn severa Vancomicina 125-500mg 4 veces al dia VO por 14 dias o Fidaxomicina 200
mg 2 veces al dia VO por 10 dias

Infeccion severa Vancomicina 125-500mg 4 veces al dia VO o por sonda nasoenteral o
omplicada 500mg en 500mL de suero fisiolégico 4 veces al dia rectal como enema de
retencion en caso de ileo con distensiéon abdominal significativa junto

con Metronidazol 500mg 3 veces al dia EV por 14 dias.

Primera recurrencia Mismo esquema que primer episodio, estratificando al paciente segun
severidad de la diarrea.

Segunda recurrencia Vancomicina 125 mg 4 veces al dia VO por 14 dias, seguido de 125 mg dos
veces al dia VO por 7 dias, seguido de 125 mg cada 48 horas VO por

7 dias, seguido de 125 mg cada 72 horas al dia VO por 14 dias, o
Vancomicina 125 mg cuatro veces al dia VO por 10 dias seguido por
pulsos de Vancomicina 125 mg cada 3 dias por 10 veces.

Tercera o mas Transplantes de microbiota fecal.

recurrencias

VO: via oral; EV: endovenosa.

Numerosos antibiéticos se han vinculado con la CPM, pero los mas frecuentes son
ampicilina y clindamicina y, mas recientemente, fluoroquinolonas. El tratamiento de
esta enfermedad consiste en interrumpir el antibiético causal y administrar por via oral

metronidazol o vancomicina.*®
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4. Planteamiento del problema

A nivel global se ha observado un incremento de la ICD en pacientes hospitalizados,
sometidos a tratamiento antimicrobiano, también se ha observado la seleccion de
cepas de C. difficile mas virulentas y resistentes a los antibiéticos mas utilizados para el
tratamiento de la enfermedad. Sin embargo, en nuestro pais los estudios son escasos.

Por lo que se plantean las siguientes preguntas de investigacion:
1.- ¢ Cual es la frecuencia de C. difficile en pacientes con diarrea nosocomial?
2.- 4 Cudles son las caracteristicas toxigénicas de las cepas de C. difficile aisladas?

3. ¢Cual es la sensibilidad a los antibioticos que se utilizan en el tratamiento de la ICD

de las cepas de C. difficile aisladas?
5. Hipotesis

De acuerdo con la informacion teédrica-cientifica disponible, suponemos que las cepas
de C.difficile aisladas de la Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional (CMN) Siglo XXI-IMSS y de la UMAE
Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI-IMSS, seran productoras TcdA, TcdB y la CDT; y
considerando los mecanismo de accion de los farmacos sobre la bacteria suponemos

que seran resistentes a los antibiéticos: clindamicina, rifaximina y fluoroquinolonas.
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6. Objetivos

Objetivo general

e Analizar la sensibilidad a antibioticos y determinar la produccién de toxina B de

cepas de Clostridium difficile aisladas de pacientes con diarrea nosocomial.
Objetivos particulares

e 1. Determinar la frecuencia de aislamiento de C. difficile en pacientes

hospitalizados y que presenten diarrea nosocomial

e 2. Determinar la frecuencia de la produccion de las toxina A, B y binaria en las

muestras aisladas de C. difficile.
7. Materiales y Métodos

7.1. Diseno experimental
Tipo de estudio: Observacional, transversal, prolectivo, descriptivo.

Poblacion de estudio: Pacientes adultos de la UMAE Hospital de Especialidades del
CMN Siglo XXI.IMSS y pacientes, nifios de 3 a 18 afios de la UMAE Hospital de

Pediatria CMN Siglo XXI, IMSS,
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7.2 Criterios de Inclusién y Exclusion.

Inclusion: Pacientes mayores de 18 anos de la UMAE Hospital de Especialidades del
CMN Siglo XXI.IMSS que presenten diarrea nosocomial y proporcionen una muestra de
heces para el diagndstico de ICD; asi como nifios mayores de tres afios hasta 18 afos
de edad provenientes de la de la UMAE Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI, IMSS

que presenten diarrea nosocomial

Exclusion: Pacientes que dieron negativo para toxina B de C. difficile en cultivo celular.

7.3 Material Biolégico

Muestras de heces de pacientes adultos con diarrea nosocomial, hospitalizados en la
UMAE. Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI. IMSS, muestras de heces de
ninos con diarrea nosocomial hospitalizados en la UMAE Hospital de Pediatria CMN
Siglo XXI. IMSS. Los materiales utilizados en esta seccion fueron proporcionados por el
laboratorio de Bacteriologia de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI-

IMSS.

Aislamiento e identificacion de C. difficile.

A las muestras de heces, se les dio un tratamiento con etanol al 70%, por 15 minutos,
posteriormente se sembraron en agar CCFA, se incubaron en jarras en las que se
generd la atmosfera anaerdbica (10% CO2, 10% H2, 80% N2) mediante el equipo

Anoxomat que permite controlar la atmosfera de anaerobiosis, durante 48 horas, a

24



37°C. Las colonias de C. difficile se identificaron, por su morfologia colonial, tincion de

Gram y por su color amarillo fosforescente en luz UV.

Para la correcta identificacién de C. difficile las muestras en agar CCFA se observaban

bajo luz ultravioleta, como se observa en la figura 1.

Figura 1. Identificacion de las cepas de C. difficile por su morfologia, tincion Gram vy el

brillo bajo luz ultravioleta

Extraccion de DNA.

Las colonias ya crecidas en gelosa sangre de carnero, se inocularon en caldo Brucella,
posteriormente se centrifugaron en microtubos conteniendo 500uL de PBS 1x estéril.,
se agregaron 500uL de lisozima a una concentracién de 2 mg/mL, manteniéndolos a
37° C de 30 a 50min. Se centrifugd 2min a 12 000rpm, posteriormente se decanté y a la
pastilla se le agregaron 500uL de Regulador de lisis (GnCl 6M). Se realiz6 lisis por
choque térmico (3 ciclos): revco -70° C 10 min y 65° C 10 min. Se le agregaron 500 uL

de fenol:.cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1. Se centrifugd 5 min a 12000 rpm,
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posteriormente se extrajo la fase superior acuosa (aprox 500 uL) y se transfirio a un
tubo de 1.5mL estéril. Se agregaron 500uL de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1. Se
centrifugé 5 min a 12 000rpm. Se extrajo la fase superior acuosa (aprox 500uL) y se
transfirio a un microtubo de 1.5mL. Se afadié 1 mL de etanol absoluto frio, agitando y
en vortex. Se centrifugd 10 min a 13 000 rpm. Se decanto y se lavo afadiendo 500 pL
de etanol al 70%. Se centrifugd 2 min a 10 000rpm. El boton de DNA se seco al vacio.
Se resuspendié con 50uL de H20 mQ estéril. Se cuantifico en Nanodrop (marca

Thermo Scientific) y se determind la pureza A260/280.
Pruebas de sensibilidad a antibiéticos.
Método de Kirby Bauer.

Inoculo bacteriano. Las cepas de C. difficile se crecieron en caldo Brucella durante 48
h, a 37°C, en anaerobiosis, posteriormente se ajusté el inoculo con el estandar de Mac

Farland 0-5. Equivalente a 1.5x10° Bacterias.

Medio de cultivo para Kirby Bauer. Se prepararon placas de agar Muller-Hinton con
sangre de carnero al 5%, con 60mL de agar en cada placa, se dejé gelificar, se inoculd
masivamente una cepa en cada placa, con un hisopo impregnado con el caldo del
cultivo, para obtener un inoculo bacteriano uniforme. Se colocaron en la superficie
impregnada con la bacteria los discos de antibioticos, separados entre si. Se incubaron
las placas en anaerobiosis, a 37°C durante 24 h. Se revisaron y se midieron los halos
de inhibicion. Se compararon con el cuadro 7 para determinar si las cepas fueron

sensibles, resistentes o intermedias a los antibidticos probados.
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Cuadro 7. Medidas estandar de los halos de inhibicion a los antibioticos utilizados.*®

Antibiético Sensible i Resistente

( mm) (mm)

Vancomicina
Clindamicina
Ciprofloxacina
Levofloxacino

Metronidazol

PCR

Para la realizacion de la PCR se us6 la master mix GoTaq® Green Master Mix
(Promega) la cual contiene TagDNA polimerasa; dNTPs, MgCI2 y reaciones buffer,

ademas de usar los inciadores mostrados en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Secuencias de los Iniciadores utilizados en la PCR para identificar genes de

C. difficile®’.

Secuencia (5' -3) Tamaino del
producto ( pb)
e ._

Toxina A F AATGATGTTACCTAATGCTCCTTC:

R: AGTAAGTTCCTCCTGCTCCATC

Toxina B

Toxina binaria F:GGAAGCACTATATTAAAAGCAGAAGC

R: TCTGGGTTAGGATTATTTACTGGAC'

A la mezcla maestra se le adicionaron los iniciadores correspondientes para cada una
de las toxinas y se colocaron en el termociclador AXYGEN, MAXYGENE con los
siguientes tiempos: 45seg a 94° C, 1 min a 50° C, minuto veinte a 72° C durante 30

ciclos. Observando el resultado mediante electroforesis.

Los datos se analizaron por medio de estadistica descriptiva con el paquete de

Microsoft Excell 2010.



8. RESULTADOS

8.1 Frecuencia de aislamiento de C. difficile e identificacion de las toxinas. En
este trabajo, se procesaron 200 muestras fecales, y se aislé C. difficile de 44 muestras
(una frecuencia del 22%). De los 44 aislados, 22 procedian de hombre y 22 de mujeres.
De esas 44 muestras, 10 fueron de nifios en donde 5 eran del sexo femenino y 5 del

sexo masculino (Cuadro 9).

Cuadro 9. Poblacién de los aislados.

Sexo Nifos n=10( 22.7%) Adultos n=34 (77.27%)
Mujer 5 (50%) 17 (50%)
Hombre 5 (50%) 17 (50%)

Se obtuvo la frecuencia del Hospital de Especialidades de un 20.2% de aislados de C.
difficile, mientras que la frecuencia del Hospital de Pediatria fue del 31.25% de
aislados. La media de edad de los adultos fue de 61.6 afios y la mediana de 70 afios,

en cuanto a los nifios, la media fue de 8.5 afos y la mediana fue de 13 afios.

8.2 Sensibilidad antimicrobiana de C. diifficile por Kirby Bauer. En el cuadro 10 ,
se observa que de las 44 cepas analizadas: 30 cepas fueron resistentes a clindamicina,
16 cepas fueron resistentes a levofloxacina y ciprofloxacina, 33 fueron resistentes a
rifaximina, 8 mostraron resistencia a metronidazol y 1 fue resistente a vancomicina,
algunas cepas mostraron sensibilidad intermedia a clindamicina(7%), levofloxacina y

ciprofloxacina (2%).
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Vancomicina y metronidazol que son los antibidticos usados en el tratamiento de la ICD

muestran ser sensible en 43 (98%) y 36 (82%) muestras respectivamente.

Cuadro 10. Sensibilidad antimicrobiana

Sensible Intermedio Resistente

Clindamicina 11 (25%)

30 (68%)

Levofloxacina 27 (62%) 1(2%) 16 (36%)

Ciprofloxacina 27 (62%) 1 (2%) 16 (36%)

Vancomicina 43 (98%) 0 1 (2%)

Rifaximina 11 (23%) 0 33 (77%)

Metronidazol 36 (82%) 0 8 (18%)
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Figura 2. Porcentaje sensibilidad antimicrobiana de las cepas de C. difficile (poblacién

total)
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Figura 3. Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana de cepas de C. difficile de

pacientes del sexo femenino, masculino y nifios.
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Las caracteristicas toxigénicas de las 44 cepas de C. difficile aisladas fueron las
siguientes: se identificé Tcd A en 10 Cepas (23% ) , TcdB en 10( 23%) y, CDT en 6
(13.6%)cepas. En las figuras 4 y 5 se observan las toxinas obtenidas mediante PCR en

una electroforesis.

—oEE

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa para la identificacion de la toxina cdt

subunidad A, 219 pb, y para la subunidad b, 609pb.

Figura 5. Electroforesis de la

toxina B (432pb), de la toxina A (311pb) y para el gen tpi (236), mostradas en ese

orden.
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Cuadro 11. Resultado de Toxinas

Toxina A(TcdA) | Toxina B(TcdB) | Binaria (cdt) TcdA+
No(%) No(%) No(%) Tcdb+
cdt+
No(%)
Nifos 1(10) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Adultos 12 (35.3) 11 (32.35) 11 (32.35) 11 (32.35)
Total 13 (29.54) 11 (25) 11 (25) 11 (32.25%)

Cuadro 12. Distribucion de la resistencia a antibidticos entre las cepas toxigénicas de

C. difficile

Grupo de resistencia

Clindamicina
Levofloxacina
Ciprofloxacina
Vancomicina
Rifaximina

Metronidazol

No(%) de aislados

Tcd A
positivos
8 (18.8%)
6 (13.6%)
7 (15.9%)
1(2.27%)

4(9%)

2(4.54%)

Tcd B
positivos
8 (18.8%)
6 (13.6%)
7(15.9%)
1(2.27%)

4(9%)

2(4.54%)

cdt
positivos
5 (11.36%)
3(6.8%)
3(6.8%)
1(2.27%)
3(6.8%)

1(2.27%)

TcdA TcdB,cdt
positivos
5 (11.36%)
3 (6.8%)
3(6.8%)
1(2.27%)
3(6.8%)

1(2.27%)
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9. Discusion

Frecuencia de C. difficile en pacientes hospitalizados y que presenten diarrea

nosocomial

C. difficile es el principal agente etiolégico relacionado con las diarreas asociadas al
uso de antibidticos, aunque se puede encontrar en un 3% de la poblacion de adultos
sanos. En el Hospital de Especialidades se observé una frecuencia del 20.2% de
aislados de C. difficile, mientras que la frecuencia del Hospital de Pediatria fue del
31.25% de aislados, la diferencia entre estos hospitales fue de que, a pesar de
observarse una mayor frecuencia en el Hospital de Pediatria, las cepas de los aislados
no presentaban citotoxicidad ni presencia de la toxina binaria, por lo que, aunque las
esporas juegan un papel importante en la transmision, iniciacidon y persistencia de la
ICD, estos brotes tienen mayor respuesta a la terapia antimicrobiana que aquellas
cepas que provienen del Hospital de Especialidades.. Al inicio de la investigacion, no
existian datos recientes de prevalencia de C. difficile en México, pero recientemente se
realizé un estudio en Monterrey-Nuevo Leodn, con adultos hospitalizados en el que, de
106 muestras analizadas, se lograron aislar 22 cepas de C. difficile, lo cual equivale al
20.7%; estas correspondieron a 40.9% en mujeres y 59.1% en hombres. El estudio
data de abril de este afio®®. Por lo que al comparar este resultado con el obtenido en
este estudio en el hospital de especialidades, se observa una frecuencia similar, con

una diferencia unicamente del 0.5%.

En Iran se realiz6 otro estudio en donde, se observa que se aislaron 75 de 350

muestras fecales de pacientes con ICD, con una frecuencia de 21.4%, de los cuales
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52% hombres y 48% mujeres 48,*° datos muy similares con los obtenidos en este

estudio: de 20.2% de aislados en adultos.

Todas las cepas que presentaron toxina B, también presentaron toxina Binaria,
causante de una mayor virulencia. Ninguna cepa fue toxina A (-) Toxina B (+); las
cepas que dieron negativo para toxina B, también lo fueron para la toxina A, con lo que,
en base a lo expuesto anteriormente sobre la virulencia de C. difficile, en estas cepas
no hay mutaciones de la Toxina A, que pudiera causar hipervirulencia. Esta relacion
que presenta la toxina A con la toxina B, se basa en que TcdA se adhiere eficazmente
a la superficie apical del epitelio colénico, provocando la liberacién de varias citosinas
pro-inflamatorias y una vez que las uniones estrechas son alteradas, TcdB cruza hacia
el lado basolateral de las células y se adhiere a un receptor provocando la citotoxicidad

en la célula.

En el estudio realizado en Nuevo Ledn, de las 22 muestras, 90.9%, fueron positivas a
la enterotoxina, citotoxina y la toxina binaria, el restante 9.1% fueron positivas para

tcdB, tcdA y tcdC pero negativas para cdtA y cdtB.*®

En el trabajo realizado en Irdn se reportd resistencia de C. difficile del 5.3% a
metronidazol, mientras que en este trabajo se encontré que 8 cepas (18%) fueron
resistentes a metronidazol. En el mismo reporte se publicé que todos las cepas de C.
difficile incluidas en el estudio fueron sensibles a vancomicina,48 en nuestro estudio

tuvimos una unica cepa resistente a este antibidtico.
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Sensibilidad antimicrobiana de las cepas de C. difficile aisladas

La razon, principalmente, de que las cepas mexicanas muestren mayor resistencia a
metronidazol que a vancomicina puede ser por el uso indiscriminado en el tratamiento
de ICD, ya que es el tratamiento de primera linea recomendado por la Sociedad
Americana de Enfermedades Infecciosas®’. Aunque, es importante mencionar que a
pesar de que la resistencia al metronidazol es gradualmente incrementada aun sigue

siendo una droga efectiva para el tratamiento de ICD.

La clindamicina, fue el antibidtico que presenté mayor resistencia (68%), comparandolo
con los otros antibidticos analizados. En estudios anteriores se observa que el 89.3%
de la poblacién muestra una relacion con la formacién de colitis pseudomembranosa®® |
este antibidtico y la produccién de las toxinas liberadas por C.difficile, por 1o que no es
de extranar la superior resistencia comparandola con el resto de los antibiéticos. Otros
estudios también han publicado porcentajes importantes de resistencia a
clindamicina®, reportan que solo 16% de los aislados fueron sensibles a este
antibidtico. Debido a que éste antibidtico en la circulacién enterohepatica, junto con sus
metabolitos, determinan una presencia duradera del farmaco en las heces. En
consecuencia los cambios de la flora intestinal pueden persistir 2 semanas después
que se interrumpe la medicacién, lo que se asocia con la colitis por C. difficile vy
alterando la microflora intestinal generara las condiciones para que ésta bacteria

germine y asi pueda secretar toxinas.

La rifaximina es un derivado de la rifamicina dirigido contra las baterias anaerobias

Gram positivas que alcanzan altas concentraciones en el tracto gastrointestinal,
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mientras que su absorcion es minima. Al ser un nuevo antibiotico no esta definido en la
normativa de la NCCLS pero se puede hablar de cepas resistentes de manera
cualitativa por la inexistencia del halo de inhibicion, mostrando una resistencia del 75%.
Podria deberse a que la sal pura del antibiético utilizado fue la que se utiliza con los
pacientes en su presentacién inyectable, ya que no fue posible conseguir los discos de

marca comercial para realizar el ensayo de Kirby Bauer.

En el caso de ciprofloxacina y levofloxacina son de la misma familia; de las
fluoroquinolonas, conocidas por actuar frente a Gram positivos, y actualmente son
antibidticos que cada vez tienen mayor auge para el tratamiento, por lo que hay un
mayor el numero de cepas sensibles (62%) que resistentes (36%), con sélo un 2% de

cepas definidas como intermedias.

De las 44 muestras analizadas, 4 cepas presentaron colonias dentro del halo de
inhibicién, para descartar que se trataran de contaminantes se realizé de nuevo el
ensayo Yy al observar el mismo resultado se penso en la posibilidad de que sean clonas

resistentes junto con clonas sensibles.

Se compararon los resultados de sensibilidad entre hombres y mujeres observando que
no existen diferencias significativas en cuanto a la respuesta que tenga el antibiético a
C. difficile. Lo cual era de esperarse debido a que el sexo del paciente no influye en la

respuesta que tenga a los farmacos, ni al mecanismo de accidén del mismo.

Este estudio es de gran trascendencia debido a que los resultados muestran que existe
una sensibilidad a la vacomicina (98%) mayor que la del metronidazol (82%) y este

ultimo muestra mayor resistencia (18%) en comparacion con la vancomicina (2%) dado
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que actualmente se utiliza el metronidazol como primer tratamiento. En cuanto a la
clindamicina, al estar relacionada con la aparicion de la CPM, se esperaba una mayor
resistencia, observandose en este estudio una resistencia del 68%, menor a la
rifaximina (77%); lo cual es de gran importancia porque actualmente se utiliza la
rifaximina cuando existe resistencia a la vancomicina, contra el tratamiento de la ICD.

Lo cual debe considerarse en el tratamiento de los pacientes mexicanos.
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10. Conclusiones

En pacientes mexicanos la frecuencia de C. difficile fue del 22% en aquellos

pacientes con diarrea nosocomial.

La vancomicina, es el mejor tratamiento para la ICD, porque aunque se utiliza de
la misma manera que el metronidazol, se empieza a observar una cierta

resistencia a este ultimo.

Existe una mayor preponderancia a las toxinas A (cdtA) y la toxina B (cdtB)
identificadas mediante PCR y en menor medida la toxina binaria, la cual ha

resultado estar involucrada en la hipervirulencia de C. difficile.

El Hospital de Pediatria presenta una mayor frecuencia de cepas aisladas, pero

el Hospital de Especialidades presentan cepas mas toxicas.
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