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RESUMEN

Introduccion. La diarrea nosocomial es producida,
entre otras causas, por el uso de antibidticos que
distorsionan la microbiota indigena y favorecen
la colonizacién de patégenos. Clostridium
difficile, una bacteria Gram positiva, anaerobia
y esporulada, es considerada agente etioldgico
frecuente; recientemente se ha implicado
a C. perfringens, en ocasiones sinérgicamente
con C. difficile. Con este estudio se pretende
determinar el papel de estas bacterias en diarreas
de nifios, poblacién altamente susceptible de
infeccién nosocomial y cuyo manejo terapéutico
debe ser cada vez mas preciso.

Material y Métodos. Se procesaron 39 muestras
de diarreas nosocomiales asociadas a antibiéticos,
de un hospital de nifios de Costa Rica. Se deter-
miné la presencia de toxina A de C. difficile y de
enterotoxina de C. perfringens. Se realizaron ais-
lamientos bacterianos en agar CCFA y OPSPy se
determind su sensibilidad a los antibidticos.
Resultados. Se detect6 la enterotoxina de C.
perfringens en 3 (7.7%) muestras y se aislaron
8 (20.5%) cepas de C. perfringens, ninguna
enterotoxigénica. Todos los aislamientos fueron
sensibles a nueve antibidticos y hubo resistencia a
otros cuatro. La toxina de C. difficile se detect6
en 6 (15.4%) muestras y el aislamiento bacteriano
en 5 (12.8%). Ninguno de éstos fue sensible a

cefoxitina; hubo resistencia a cuatro antibidticos
mas. En 3 (7.7%) muestras se aislé C. difficile y
C. perfringens, sin deteccion simultdnea de ambas
toxinas.

Discusion. El 23.1% de las diarreas nosocomiales
fueron causadas por C. difficile o C. perfringens,
patdégenos cuya deteccién no estd incluida
en la rutina bacteriolégica de los hospitales
costarricenses; los resultados demuestran la
importancia de implementar técnicas para
su deteccion. Las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana revelan cierto grado de resistencia,
que deberia considerarse para brindar un
tratamiento adecuado. Es necesario ampliar estos
estudios, a fin de corroborar esa resistencia.

Palabras clave: diarrea asociada a antibidticos,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
toxina A, enterotoxina.

SUMMARY

Clostridium perfringens and Clostridium difficile
as etiological agents of antibiotic associated
diarrhea in Costa Rican children
Introduction. Nosocomial diarrhea may be caused
by the use of antibiotics that alter the indigenous
microbiota and favor the colonization
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of pathogens. Clostridium difficile, a Gram positive
spore-forming anaerobe, is considered a frequent
etiological agent; recently, C. perfringens has
also been implicated and may act, synergically
with C. difficile. The present study describes the
prevalence of these bacteria in a group of children
with nosocomial diarrhea, an entity that requires
precise therapeutic management.

Material and methods. Of the samples of
nosocomial diarrheic feces associated to antibiotics
from children in a Costa Rican hospital 39 were
processed. The presence of toxin A of C. difficile
and enterotoxin of C. perfringens was determined.
Bacterial isolates were obtained from CCFA and
OPSP agar and their antibiotic susceptibility
pattern was determined.

Results. Enterotoxin of C. perfringens was
detected in 3 (7.7%) and C. perfringens was
isolated from 8 (20.5%) of the samples, none was
enterotoxigenic. All of the isolates were sensitive
to nine antibiotics and resistant to four. C. difficile
toxin was detected in 6 (15.4%) samples and the
bacterium was isolated in 5 (12.8%). None of
the isolates was sensitive to cefoxitin, and some
presented resistance to other four antibiotics.
In 3 (7.7%) of the samples, C. difficile and C.
perfringens were simultaneously isolated, but
none was positive for both toxins.

Discussion. Of the nosocomial diarrheas analyzed
23.1% were caused by C. difficile or C. perfringens,
anaerobic pathogens that are not included in Costa
Rican hospitals as bacteriological routines. These
results reveal the importance of implementing
techniques for their detection. The antimicrobial
sensitivity tests reveal certain degree of resistance
that should be considered for accurate treatment.
Further studies shall be performed in order to
confirm this resistance.

Key words: antibiotic associated diarrhea,

Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
toxin A, enterotoxin.
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INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales se desarrollan
en el centro hospitalario y son adquiridas por
los pacientes, personal médico o de suministros,
durante su estancia en el mismo. La diarrea
nosocomial es un ejemplo de dichas infecciones
y puede ser producida, entre otros factores, por el
uso de antibidticos que distorsionan la microbiota
indigena y favorecen la colonizacién de patégenos
(1), asi como por agentes antineoplasicos, drogas
citotoxicas, antiacidos o laxantes. La edad
avanzada (paciente mayor de 60 afios), cirugia
intestinal, enemas, fallo renal crénico, exposicion
a procedimientos invasivos de cualquier tipo y el
estado de inmunosupresion, son también factores
predisponentes (2-4).

Clostridium difficile, una bacteria anaerobia,
Gram positiva y esporulada, es considerada como
la causa mas comun de diarrea nosocomial asociada
a antibidticos (2). Esta bacteria posee dos toxinas:
la A, que es tanto enterotoxina como citotoxina
y la B, la cual es una potente citotoxina sin
actividad enterotoxica (2,4-8). Mas recientemente
se ha demostrado que C. perfringens (productor
de enterotoxina), puede causar alrededor del
15% de todos los casos de diarreas asociadas a
antibidticos, al parecer, en algunos casos, actuando
sinérgicamente con C. difficile (9).

Un estudio previo hecho en Costa Rica en
muestras diarreicas provenientes de pacientes
adultos, demostré que C. difficile fue el agente
etioldgico de la diarrea asociada a antibidticos en
el 25% de los casos (10) y C. perfringens en el
6.9% (11). Con el presente estudio se pretende
determinar el papel de estas dos bacterias en
cuadros diarreicos en nifios, poblacién altamente
susceptible de infeccién nosocomial y cuyo
manejo terapéutico debe ser cada vez mds preciso
en beneficio del paciente.

MATERIAL Y METODOS

Se procesaron 39 muestras de heces diarreicas
obtenidas durante un periodo de 15 meses,
provenientes de pacientes internados en un
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hospital de nifios de Costa Rica, y cuyas edades
fueron las siguientes: 10 con 12 meses o menos, 15
entre 13 meses y 4 afios y 14 mayores de 5 afos.
Las muestras fueron seleccionadas por el centro
hospitalario como nosocomiales y asociadas a
antibidticos, si provenian de pacientes con terapia
antimicrobiana, que presentaron diarrea al menos
48 horas después del internamiento.

Se determiné la presencia de toxina A de
Clostridium difficile y de la enterotoxina de C.
perfringens en las heces. Ademads, se realizaron
aislamientos bacterianos a partir de las heces, a
los cuales se les determiné la sensibilidad a los
antibidticos; se analiz6 también la producciéon
de enterotoxina en los aislamientos de C.
perfringens.

Para el aislamiento de C. perfringens se
inocul6, en ambiente anaerobio, aproximadamente
1 g de heces de cada muestra en tubos con 5 mL
de caldo infusion cerebro y corazén (CICC)
prerreducido y se incubaron a 44°C por 24 horas,
con el propdsito de preenriquecer las muestras.
A partir de los tubos que presentaron turbiedad
y produccién de gas, se estriaron cajas de agar
oleandomicina polimixina sulfadiazina perfringens
(OPSP) que se incubaron en jarra de anaerobiosis
a 44°C por 24 horas. Las colonias aisladas, ya
fuesen blancas o negras, fueron inoculadas en
tubos con medio CICC prerreducidos e incubados
durante 4 horas en bafio-maria a 44°C. Los tubos
que presentaron turbiedad y produccion de gas
se consideraron positivos y fueron inoculados en
agar sangre (AS) e incubados a 44°C durante 24
horas (12). A las colonias con doble hemdlisis se
les realizo tincidén de Gram, con el fin de verificar
pureza y morfologia de bacilos Gram positivos;
se les realizé ademds una prueba de tolerancia
al oxigeno, que consistié en la incubacion de
estriados de cajas de AS en jarras con vela y
en jarras de anaerobiosis por 24 horas a 44°C.
Se identificaron presuntivamente como C.
perfringens aquellos aislamientos que ademas,
crecieran exclusivamente o mejor bajo condiciones
anaerobias. Estos se inocularon en CICC y se

incubaron por 2 a 4 horas a 44°C para verificar
que no fueran mdviles. Luego se inocularon en
agar yema de huevo, que se incubé en anaerobiosis
para evidenciar la produccién de lecitinasa. Para
completar la identificacion definitiva se realizaron
pruebas de hidrdlisis de gelatina, produccién de
indol, fermentacién de lactosa y salicina (12).

La enterotoxina de C. perfringens se detectd
directamente en las muestras de heces y en los
aislamientos, mediante la prueba de aglutinacién
reversa pasiva con latex (Oxo0id®), siguiendo la
recomendaciones de la casa fabricante, excepto
que el crecimiento bacteriano se realizé en
anaerobiosis y el medio de esporulacion empleado
fue Duncan modificado (12).

Para el aislamiento de C. difficile se mezclé una
asada (aproximadamente 0.5 g) de heces con 0.5
mL de alcohol absoluto, se homogeneizé y se dejo
a temperatura ambiente por una hora. Transcurrido
el tiempo, se inoculd una asada de la mezcla en agar
cicloserina cefoxitina fructosa (CCFA) y se incub6
a 35°C por 72 horas en jarra de anaerobiosis. Al
mismo tiempo, se realizé un enriquecimiento de
0.5 mL en CICC, que fue utilizado en caso de que
la muestra tratada con alcohol fuese negativa; el
CICC fue incubado anaerébicamente por 3 dias a
35°C, para luego inocular una placa de agar CCFA
(13). Las colonias rizoides, irregulares, grises y
opacas, caracteristicas de C. difficile, se estriaron
en AS y se les realizé tincién de Gram y prueba
de wuorescencia. Las colonias de bacilos Gram
positivos, con uorescencia amarillo verdosa, se
identificaron presuntivamente como C. difficile
(13). La confirmacion de los aislamientos se realizo
con sistemas miniaturizados de identificacién
Rapid ID32A (bioMérieux®). Para la deteccion
de la toxina A de C. difficile en las muestras de
heces, se utilizé la prueba de inmunocromatografia
“C. difficile toxin A test” (Ox0id®) y se siguieron
las recomendaciones de la casa fabricante.

A todos los aislamientos identificados como
C. difficile o C. perfringens se les realizé un
antibiograma, utilizando sistemas miniaturizados
ATB ANA (bioMérieux®), siguiendo las
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recomendaciones de la casa fabricante.

RESULTADOS

Se detect6 la enterotoxina de C. perfringens
en 3 (7.7%) de las 39 muestras analizadas y se
aislaron 8 (20.5%) cepas de esta bacteria, ninguna
de las cuales fue positiva en la determinacion de
enterotoxina. Por lo tanto, es posible que C.
perfringens fuera el agente etioldgico de al menos
3 (7.7%) de los 39 casos de diarrea nosocomial
estudiados.

Conrespecto alasusceptibilidad a antibiéticos,
todas las cepas de C. perfringens fueron sensibles
a nueve antibidticos: penicilina G, amoxicilina,
amoxicilina con 4cido clavulanico, piperacilina,
piperacilina con tazobactam, ticarcilina, ticarcilina
con acido clavuladnico, imipenem y cloranfenicol.
Un aislamiento fue resistente a cefotetdn y
metronidazol, otro a clindamicina y uno present6
sensibilidad intermedia a cefoxitina.

En cuanto a C. difficile, se detect6 la toxina
A en 6 (15.4%) de las 39 muestras y se aislo la
bacteria en 5 (12.8%). Por lo tanto, es posible
que C. difficile fuera el agente etioldgico de 6
(15,4%) de los 39 casos de diarrea nosocomial
estudiados.

En 3 (7.7%) de las muestras analizadas se aislo
tanto C. difficile como C. perfringens, mientras que
en ninguna de éstas se detectd simultdneamente
ambas toxinas.

Conrespecto a la susceptibilidad a antibiéticos
de C. difficile, se puede resaltar que ninguno de
los cinco aislamientos fue sensible a cefoxitina
y solamente uno fue sensible a penicilina. Dos
cepas fueron resistentes a cefotetan y clindamicina,
una de las cuales, ademas, present6 sensibilidad
intermedia a imipenem. No hubo cepas resistentes
a ninguno de los demads antibiéticos probados.

DISCUSION

Clostridium perfringens es un agente
infeccioso muy conocido, entre otros, por su
asociacion con toxicoinfeccion alimentaria (9,
12); sin embargo, su papel en la produccién de
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diarreas nosocomiales no estd muy estudiado y por
ende, no es tomado en cuenta como posible agente
etioldgico a la hora de establecer el diagnéstico.

A pesar de que C. perfringens fue aislado
en 8 de las muestras (20.5%), en ninguno de
los aislamientos fue detectada la enterotoxina.
De la misma forma, Pituch y colaboradores (14)
aislaron C. perfringens en 13% de los pacientes
que estudiaron sin detectar la presencia de la
enterotoxina. Para poder afirmar que C. perfringens
es el agente etioldgico de diarrea, es necesario
no so6lo aislar el microorganismo, sino también
detectar la presencia de su enterotoxina, ya que
esta bacteria puede estar presente en el intestino
del ser humano como parte dela ora normal (12).
Por esta razon, C. perfringens se consideré como
agente etiolégico de la diarrea tinicamente en
aquellos casos en los que se detectd su enterotoxina
(7.7% de las muestras). Este porcentaje es
similar al 7% determinado en poblaciéon adulta
costarricense por Espinoza y Camacho (11) y al
10% que encontraron Brett y colaboradores (15)
en pacientes mayores de sesenta afios. Aun no
esta claro si la exposicion a antibidticos permite
la proliferacion del C. perfringens que se encuentra
como oranormal o si, por el contrario, permite su
adquisicion y establecimiento posterior (16). Los
estudios de Carney y colaboradores (17), quienes
obtuvieron s6lo un 1.6% de muestras positivas por
C. perfringens en pacientes hospitalizados de todas
las edades, parecen apoyar esta ultima hipdtesis,
si se considera que en ese centro hospitalario
(a diferencia del hospital en este estudio) no se
encuentra la bacteria en altas cantidades.

Es interesante observar que la enterotoxina de
C. perfringens s6lo pudo ser detectada directamente
en las muestras de heces y no en ninguna cepa
aislada. Esto puede deberse a que no todas las
cepas de C. perfringens son enterotoxigénicas,
por lo que en los aislamientos realizados pudieran
presentarse a la vez, tanto cepas enterotoxigénicas
como no enterotoxigénicas (18); de alli que seria
importante evaluar varias colonias a partir de
una misma muestra y de esta manera aumentar
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la posibilidad de detectar una cepa productora
de enterotoxina (19). Otro factor a considerar es
que la produccién maxima de enterotoxina de C.
perfringens ocurre durante la esporulacion y es
sumamente dificil lograr que esta bacteria esporule
in vitro (19). Finalmente, las cepas pueden perder
el gen de la enterotoxina al subcultivarlas en el
laboratorio (16).

El hallazgo de un 7.7% de muestras positivas
por C. perfringens en este estudio es importante,
pues dicho agente puede ser fundamental como
agente causal de diarrea en nifios (16, 20). Ademas,
contribuye a completar el conocimiento de la
etiologia de la diarrea nosocomial, al considerar
un agente no tradicional.

Conrespecto alasusceptibilidad a antibiéticos,
C. perfringens ha sido descrito como susceptible
a la mayoria de los antibidticos analizados (11,
21-23). Sin embargo, la resistencia a clindamicina
y a cefalosporinas que se encontrd en la presente
investigacion ya ha sido descrita (24, 25). Aunque
la resistencia a metronidazol no es frecuente (21),
su hallazgo podria explicarse por el amplio uso que
se le da en nuestro pais a dicho antimicrobiano,
al ser un tratamiento antiparasitario y de eleccion
contra bacterias anaerobias.

Con respecto a C. difficile, considerando el
aislamiento y la deteccioén de la enterotoxina, se
puede afirmar que C. difficile es el agente etiol6gico
de 6 (15.4%) casos de diarrea nosocomial. Este
porcentaje es similar al sefialado por Gogate y
colaboradores (26), quienes detectaron la toxina
de C. difficile en 18% de las muestras de nifios
que estudiaron. Sin embargo, es mas bajo que el
informado por otros autores (2, 8, 27), quienes
describen una frecuencia de aproximadamente
25-30% en poblaciéon general con diarrea
nosocomial.

El aislamiento negativo en una muestra
enterotoxigénica podria explicarse por ser C.
difficile una bacteria exigente, dificil de cultivar
como lore ejael nombre de la especie, que puede
haber muerto por exposicion al oxigeno, o bien,
que fue inhibida por la presencia de otras bacterias

de la ora normal.

En 3 (7.7%) de las muestras analizadas se
aislo tanto C. difficile como C. perfringens, lo
que correlaciona con los hallazgos hechos por
Vaishnavi y colaboradores (9), quienes afirman
que estas bacterias en algunos casos pueden actuar
sinérgicamente para producir la diarrea asociada a
antibioticos. En nuestro caso, se logré demostrar la
toxina de C. difficile en dos de las tres muestras.

Con respecto a la sensibilidad a antibi6ticos,
se puede notar que existe una resistencia elevada
de las cepas de C. difficile a la cefoxitina (ninguna
cepa sensible), datos esperados, pues es uno de
los antibidticos que tiene el agar CCFA que se
utilizé para su aislamiento; ademds, concuerdan
con los encontrados por otros autores (28-29). Los
hallazgos referentes a la penicilina G (s6lo uno
de los aislamientos sensible), son concordantes
con los trabajos de Tyrrell y colaboradores (30),
quienes sefialan que son necesarias dosis altas de
penicilina para que este antibidtico sea efectivo
contra C. difficile. Por otra parte, la resistencia a
clindamicina, cloranfenicol e imipenem ya ha sido
informada previamente (30-31). Aunque el niimero
de aislamientos es bajo para sacar conclusiones
definitivas, los datos que se presentan deben
tomarse en cuenta en futuras investigaciones
con un mayor nimero de cepas, para evaluar si
procede o no un nuevo planteamiento de la terapia
antimicrobiana de eleccidn en estos casos.

En este estudio, sin embargo, ninguno de los
pacientes se encontraba recibiendo ni clindamicina
ni imipenem, sino que la terapia estuvo basada en
uno o mas de los siguientes antibiéticos: oxacilina,
cefotaxime, ampicilina, gentamicina, vancomicina
y anfotericina. Debido a que el tratamiento de los
pacientes no fue el mismo para todos, ni tuvo la
misma duracién y a que el nimero de muestras
es bajo, no es posible establecer una relacion
entre las drogas suministradas y el hallazgo de C.
perfringens o C. difficile.

En resumen, en el presente estudio se
determiné que al menos el 23.1% de las diarreas
nosocomiales analizadas fueron causadas por
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alguno de los dos agentes estudiados, que por
ser patdgenos anaerobios, no son considerados
rutinariamente en los hospitales costarricenses.
De alli la importancia de implementar en los
hospitales técnicas rdpidas para la deteccién
no solo de la toxina A de C. difficile, sino de la
enterotoxina de C. perfringens, ya que su deteccidn
podria disminuir el nimero de casos en el que se
desconoce el agente causal de la diarrea y, en el
caso de C. difficile, se puede abordar al paciente
con un tratamiento especifico que pueda mejorar
su condicién.

Aunque con frecuencia las diarreas de
moderada intensidad asociadas a antibidticos se
resuelven al eliminar la terapia antimicrobiana,
el conocimiento del perfil de susceptibilidad
de C. perfringens y C. difficile que se deriva
de esta investigacion es importante y debe
ser tomado en cuenta para poder brindar un
tratamiento adecuado o cambiar los que no sean
efectivos en casos de diarrea severa. Ademas,
este conocimiento contribuye a conocer el perfil
de susceptibilidad antimicrobiana de bacterias
anaerobias en un hospital costarricense de nifios,
hallazgos que pueden ser de utilidad en futuros
estudios epidemioldgicos. Es necesario que se
amplien estos estudios, con una mayor cantidad de
aislamientos, con el fin de corroborar los hallazgos
de esta investigacion.
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