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Introducción. C. difficile y C. perfringens 
son importantes agentes causales de diarrea 
asociada a antibióticos en adultos y niños en el 
mundo, incluyendo Costa Rica. Con este estudio, 
pretendemos ampliar las investigaciones en 
pacientes hospitalizados mayores de 60 años, 
quienes tienen más factores de riesgo y presentan 
cuadros de mayor severidad.
Materiales y Métodos. La presencia de C. 
difficile y de C. perfringens y sus enterotoxinas 
se determinó en 51 muestras de heces diarreicas 
durante 18 meses. Todos los aislamientos fueron 
estudiados por producción de toxinas y sensibilidad 
a los antibióticos.
Resultados. Se detectó la toxina A de C. 
difficile en 12 muestras (24%) y la enterotoxina 
de C. perfringens en 10 (20%). Se aisló C. 
difficile a partir de seis muestras (12%) y C. 
perfringens de 16 (31%). Todos los aislamientos 
de C. difficile fueron toxigénicos, pero sólo 
dos de C. perfringens lo fueron; en dos de las 
muestras se aislaron ambos agentes. Todas 
las cepas de C.difficile fueron sensibles a beta 
lactámicos, cloranfenicol y metronidazol, y 
la mayoría resistentes contra clindamicina. 
Un alto porcentaje de C. perfringens mostró 
resistencia contra beta lactámicos, cloranfenicol 
y metronidazol y, al igual que C. difficile, también 
contra clindamicina.

Conclusiones. De acuerdo con la detección de 
toxinas en heces, C. difficile y C. perfringens fue-
ron los agentes etiológicos de 44% de los casos; 
lo que refuerza la necesidad de considerarlos en el 
diagnóstico de diarreas de adultos mayores hospi-
talizados. Es de interés resaltar la resistencia contra 
clindamicina en los aislamientos, puesto que se ha 
implicado como un factor de riesgo para el desa-
rrollo de la diarrea. Además, el uso de metronida-
zol para el tratamiento de estas diarreas puede no 
ser adecuado si el agentes es C. perfringens, pues 
el 25% fue resistente contra esta droga. 

Palabras clave: diarrea nosocomial, antibióticos, 
C. perfringens, C. difficile, B. fragilis, enterotoxina, 
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AbStRACt
Anaerobic etiology of nosocomial antibiotic 
associated diarrhea in elderly patients.
Introduction. C. difficile and C. perfringens are 
important etiological agents of antibiotic associated 
diarrhea in adults and children worldwide, 
including Costa Rica. We intend to expand on 
previous research by including hospitalized 
patients over 60 years, to evaluate their additional 
factors and more severe illnesses. 
Materials and Methods. Over an 18 month 
period 51 samples of diarrheic feces were screened 
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and cultured for C. difficile and C. perfringens 
enterotoxins. Every isolate was evaluated for toxin 
production and antibiotic susceptibility.
Results. C. difficile toxin A was detected in 12 
samples (24%) and C. perfringens enterotoxin in 
10 (20%). C. difficile was isolated from 6 samples 
(12%) and C. perfringens from 16 (31%).  All 
C. difficile isolates and only two C. perfringens 
were toxigenic, but both agents were isolated 
from two samples. Every C. difficile isolate 
was sensitive to beta-lactam, chloramphenicol 
and metronidazole, but most were resistant to 
clindamycin. A high percentage of C. perfringens 
strains showed resistance to beta lactam antibiotics, 
chloramphenicol and metronidazole and like C. 
difficile,  also clindamycin. 
Conclusions. According to toxin detection in 
feces, C. difficile and C. perfringens were the 
etiological agents in 44% of the diarrhea cases, 
reinforcing the need to consider both agents 
for diagnosis of diarrhea in hospitalized elderly 
patients. Clindamycin resistance shown by 
many isolates should be noted, since it has been 
implicated as a risk factor for the development 
of diarrhea. Metronidazole may not be the best 
choice, since 25% of C. perfringens strains were 
also resistant to this drug.

Key words: nosocomial diarrhea, antibiotics, C. 
perfringens, C. difficile, B. fragilis, enterotoxin, 
elderly

INtRodUCCIóN
La aparición de diarreas nosocomiales, 

contraídas por los pacientes que reciben antibióticos, 
constituye un problema de salud a nivel mundial al 
ser causa importante de morbilidad y mortalidad 
(1). Se producen por distorsión de la flora intestinal 
normal al ingerir esos medicamentos, lo que 
favorece el establecimiento de patógenos o la 
proliferación de microorganismos ya existentes 
y, con ello, el desarrollo del cuadro diarreico 
conocido como diarrea asociada a los antibióticos 
(DAA) (2-4). Concomitantemente con la terapia 

antimicrobiana, la edad avanzada de los pacientes 
(mayores de 60 años), cirugías intestinales, enemas, 
insuficiencia renal crónica, exposición a agentes 
antineoplásicos, antiácidos, procedimientos 
invasivos o el estado de inmunosupresión y la 
estancia hospitalaria prolongada son factores 
predisponentes (3,5,6).

Varios agentes anaerobios son considerados 
agentes etiológicos de DAA, destacándose como 
el más frecuente Clostridium difficile, que se ha 
relacionado con cuadros leves hasta muy severos, 
con colitis seudomembranosa o megacolon tóxico 
(3,7). Esta bacteria es anaerobia, Gram positiva, 
esporulada, capaz de producir dos toxinas, 
denominadas A y B, y, en algunos casos, una 
toxina binaria (2), relacionadas con la producción 
de la diarrea. Aunque mucho menos estudiado, 
también C. perfringens ha sido implicado en esta 
patología (8); pero, a diferencia de C. difficile, los 
cuadros diarreicos que produce son menos severos, 
autolimitados en la mayoría de los casos y sin 
formación de seudomembranas (9). Es también 
una bacteria anaerobia, Gram positiva y esporulada, 
que puede producir una enterotoxina durante el 
proceso de esporulación (10). Más recientemente, 
se informó que algunas cepas enterotoxigénicas 
de Bacteroides fragilis, bacteria anaerobia, Gram 
negativa, también son causantes de diarreas, 
aunque en porcentajes mucho menores que los 
referidos para los dos agentes anteriores (11).

Estudios previos realizados en Costa Rica, 
a partir de muestras diarreicas provenientes de 
adultos y niños, demostraron que C. difficile fue el 
agente etiológico de DAA en 30% de las muestras 
de adultos (12) y en 15% de las muestras de niños 
(13), en tanto que C. perfringens lo fue en 3% de 
las muestras de adultos (14) y en 7% de las de 
niños (13). No se han realizados estudios locales 
respecto a B. fragilis.

Pretendemos, con este estudio, ampliar 
las investigaciones en pacientes mayores de 60 
años, población que tiene más factores de riesgo 
para desarrollar DAA y cuyos casos pueden 
llegar a ser de mayor severidad (15). Con ello, 
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esperamos contribuir al conocimiento, diagnóstico 
y tratamiento de las diarreas nosocomiales en una 
población altamente susceptible a las diarreas. 
Dado que el diagnóstico de cuadros clínicos que 
involucran bacterias anaerobias no es usual en 
nuestro medio, los datos tendrán una especial 
relevancia para el manejo terapéutico de estos 
pacientes.

MAtERIAlES y MétodoS
Se investigaron 51 muestras de heces 

diarreicas obtenidas durante un período de 18 
meses, provenientes de pacientes mayores de 60 
años internados en un hospital nacional geriátrico 
de Costa Rica. Las muestras fueron consideradas 
por el centro hospitalario como nosocomiales y 
asociadas a antibióticos si provenían de pacientes 
con terapia antimicrobiana, que presentaron el 
cuadro diarreico, al menos, 72 horas después 
del internamiento. El 18% de los pacientes ya 
no estaba recibiendo terapia antimicrobiana 
al momento de la toma de muestra; el resto 
recibía uno o una combinación de los siguientes 
antibióticos: metronidazol (31%), quinolonas 
(25%), cefalosporinas (24%), amikacina (12%), 
clindamicina (8%), imipenem, trimetoprim-sulfa y 
vancomicina (6% c/u), gentamicina, claritromicina, 
penicilina y nitrofurantoína (4% c/u). El análisis de 
los expedientes no permitió detectar ningún patrón 
de prescripción en los pacientes estudiados.

Tan pronto como fue posible y antes de 
una hora, cada muestra se congeló a -80ºC y 
se mantuvo así hasta su envío, en hielo seco, al 
Laboratorio de Investigación en Bacteriología 
Anaerobia (LIBA) en la Universidad de Costa 
Rica; sólo se descongelaron antes de su uso.

Se determinó la presencia de toxinas 
directamente en las heces: toxina A de C. 
difficile mediante la utilización de la prueba de 
inmunocromatografía para toxina A (Oxoid®) 
y enterotoxina de C. perfringens mediante la 
prueba de aglutinación reversa pasiva con látex 
(Oxoid®), siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. 

Para el aislamiento de C. difficile, se mezcló 
0.5 g de heces con 0.5 mL de alcohol absoluto, se 
homogeneizó y se dejó a temperatura ambiente por 
una hora. Transcurrido el tiempo, se inoculó una 
asada de la mezcla en agar fructosa cicloserina-
cefoxitina (CCFA), que se incubó a 35ºC por 72 
horas en jarra de anaerobiosis. Simultáneamente, 
se realizó un enriquecimiento de 0.5 g de muestra 
en caldo infusión cerebro y corazón, prerreducido 
(CICC-PRAS), con cicloserina (250 mg/mL) y 
cefoxitina (8 mg/mL), incubado en anaerobiosis 
por 72 horas (12,13); éste se utilizó sólo si la 
muestra tratada con alcohol no mostró crecimiento, 
para lo cual se inoculó un nuevo plato de CCFA 
como se describió antes. Las colonias de bacilos 
Gram positivos, rizoides, irregulares, con aspecto 
de vidrio molido y gris opacas, se crecieron en agar 
sangre suplementado con vitamina K y hemina 
(ASS) para verificar la pureza y la presencia de 
fluorescencia amarillo verdosa y así identificarlas 
presuntivamente como C. difficile (16). La 
identificación definitiva se realizó con el sistema 
miniaturizado rapid ID32A (bioMérieux®), 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Para el aislamiento de C. perfringens, se 
inoculó 1 g de heces en un tubo con 5 mL de 
CICC-PRAS, que se incubó a 44ºC por 24 h. Los 
tubos con turbiedad y gas se inocularon en placas 
de agar oleandomicina polimixina sulfadiazina 
perfringens (OPSP), con sobrecapa de agar, y 
se incubaron a 44ºC por 24 horas en jarras de 
anaerobiosis. Las colonias negras, características 
de C. perfringens, así como aquellas blancas con 
centro negro, se inocularon en CICC-PRAS y 
fueron incubados a 44ºC hasta por 4 horas, para 
determinar la producción de gas. Los aislamientos 
que correspondieron a bacilos Gram positivos, 
no móviles, productores de gas en menos de 4 
horas, se identificaron presuntivamente como C. 
perfringens (14,16). La identificación definitiva 
se realizó mediante la determinación de doble 
hemólisis en ASS, producción de lecitinasa en agar 
yema de huevo, producción de gelatinasa, indol y 
fermentación de lactosa y salicina (16).
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Para el aislamiento de Bacteroides fragilis, 
se inoculó una asada de las heces en placas de 
agar Bacteroides bilis esculina (BBE) y en agar 
sangre lisada kanamicina vancomicina (LKV), 
que se incubaron a 37ºC por 48 horas en jarras de 
anaerobiosis. Las colonias circulares, convexas, 
de borde entero y de más de 1 mm, de color 
café oscuro en BBE o amarillentas en LKV, 
características del grupo B. fragilis (16), fueron 
analizadas por tinción de Gram e identificadas con 
el sistema rapid ID32A (bioMérieux®), como se 
indicó antes. 

A todos los aislamientos identificados 
como C. difficile o C. perfringens se les realizó 
la determinación de toxina, como se describió 
antes, y un antibiograma, utilizando el sistema 
miniaturizado ATB ANA (bioMérieux®).

En todas las determinaciones, se utilizaron 
como controles las cepas C. difficile ATCC 
700057, C. perfringens ATCC 13124 y LIBA-89 
y B. fragilis ATCC 25285. Se solicitó y se obtuvo 
la aprobación del Comité de Ética institucional 
para la realización del estudio.

RESUltAdoS
Se detectó la toxina A de C. difficile en 12 de 

las 51 muestras analizadas (24%) y la enterotoxina 
de C. perfringens en 10 (20%). Se aisló C. difficile 
a partir de seis muestras (12%) y C. perfringens 
de 16 (31%). Todos los aislamientos de C. difficile 
fueron productores de toxina A y sólo dos cepas de 
C. perfringens produjeron enterotoxina. En dos de 
las muestras se aislaron ambos agentes. En ninguna 
de las muestras se aisló B. fragilis.

Todas las cepas de C. difficile (n=6) fu-
eron sensibles a penicilina, amoxicilina con y 
sin clavulanato, piperacilina con y sin tazobac-
tán, ticarcilina con y sin clavulanato, cefotetán, 
imipenem, cloranfenicol y metronidazol. Única-
mente se encontró resistencia contra la cefoxi-
tina y contra la clindamicina (6 y 4 aislamientos 
resistentes, respectivamente). Las cepas de C. 
perfringens mostraron mayor resistencia contra 
algunos antibióticos, como los beta lactámicos, el 

cloranfenicol y el metronidazol; incluso, tres de los 
cuatro aislamientos resistentes contra metronidazol 
provenían de pacientes tratados con esta droga. Al 
igual que C. difficile, un porcentaje considerable 
de los aislamientos de C. perfringens fue resistente 
contra clindamicina (Cuadro 1).

dISCUSIóN
La DAA se ha convertido en un problema 

de salud de creciente severidad, especialmente en 
pacientes mayores de 60 años, quienes usualmente 
tienen otros factores predisponentes que aumentan 
su estancia hospitalaria y favorecen la severidad 
del cuadro (3,5,15). Aunque el papel de C. 
difficile, C. perfringens y B. fragilis como agentes 
etiológicos de esta patología es bien conocido, a 
menudo el diagnóstico de laboratorio sólo incluye 
a C. difficile.

La presencia de las toxinas de C. difficile y 
C. perfringens en heces fue el criterio para consi-
derar que la DAA fuera causada por estos agentes. 
Así, C. difficile fue responsable de 24% de los ca-
sos y C. perfringens de, al menos, un 20%. Esto se 
debe a que el aislamiento de C. difficile es difícil 
de lograr en todos los casos y hay aislamientos 
de C. perfringens que pueden ser parte de la flora 
normal. Así, se aislaron sólo 6 cepas de C. difficile 
y hubo 12 muestras toxigénicas; por otro lado, se 
aislaron 16 cepas de C. perfringens de las cuales 
sólo dos fueron enterotoxigénicas, mientras que la 
enterotoxina se detectó en 10 muestras de heces. 

La baja detección de la enterotoxina en los 
aislamientos también podría explicarse debido 
a las dificultades técnicas para determinarla. 
Es sabido que, aproximadamente, la mitad de 
las muestras que contienen cepas cpe-positivas 
también contienen cpe-negativas (17); de tal forma 
que pudieron haberse aislado estas últimas, ya que 
son más fáciles de recuperar (10,14). Además, la 
enterotoxina se produce durante la esporulación y 
C. perfringens no esporula fácilmente (6).

El hallazgo de un 24% de muestras positivas 
para toxina A de C. difficile está acorde con varios 
estudios, que lo señalan como agente etiológico de  
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13% a 38% de los casos de DAA (6,18,19). Como 
se mencionó antes, en Costa Rica este agente ha 
sido reportado en 30% de los casos de DAA en 
pacientes adultos (12) y en 15% de las muestras 
de niños (13). 

Ese valor de 24% es mayor que el 5.5% 
informado por Cánovas Domínguez (20) en 
pacientes mayores de 80 años con DAA, pero está 
acorde con quienes señalan a C. difficile como 
la causa más importante de diarrea infecciosa en 
ancianos (15). La prevalencia de enterotoxina de C. 
perfringens en pacientes con DAA ha sido menor 
(entre 2 y 16%) que la de C. difficile, según varios 
estudios (17), incluyendo las investigaciones en 
Costa Rica: 7.7% en niños y 3% en adultos 
(13,14). Sin embargo, es importante mencionar 
que con métodos moleculares más sensibles, se 
han descrito porcentajes hasta de 41% (10). Los 
hallazgos de esta investigación (20% de muestras 
positivas para enterotoxina de C. perfringens) 
indican que ese porcentaje podría ser más alto en 
la población de adultos mayores costarricenses 

que en poblaciones de niños, adultos, o adultos 
mayores de otras latitudes (10%) (21). 

Considerando ambos agentes, en este 
estudio se pudo demostrar la etiología de la 
DAA en 44% de los casos. Estos hallazgos 
refuerzan la idea de considerar ambos agentes 
como posibles causas de DAA, en estancias 
hospitalarias prolongadas y, especialmente, en 
pacientes de edad avanzada (6,17). Algunos 
estudios han demostrado frecuencias similares 
en la detección de enterotoxinas de C. difficile 
y C. perfringens en heces (8,10), poniendo en 
evidencia la importancia de incluir ambos agentes 
en la metodología diagnóstica de la DAA. En dos 
de las 51 muestras (4%), se logró el aislamiento 
de ambos agentes, como también ha sido descrito 
por otros investigadores (6,10,13,17).

Aunque en ninguna de las muestras se aisló 
B. fragilis, sí se aislaron otras especies del grupo, 
así como la cepa control inoculada en muestras 
simuladas. Una posible causa es que las muestras 
hayan tenido sobreexposición al oxígeno, durante 
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Cuadro 1
Patrón de susceptibilidad antimicrobiana de C. perfringens provenientes

de muestras de pacientes con dAA (n=16)

Antimicrobiano CMI (R)* 
(mg/l) Resistente (%) Intermedio (%) Sensible (%)

penicilina 2 13 13 74

amoxicilina 16 6 6 88

amoxicilina + clavulanato 8/4 0 6 94

piperacilina 64 6 0 94

piperacilina + tazobactam 64/2 0 0 100

ticarcilina 64 6 0 94

ticarcilina + clavulanato 64/2 0 0 100

cefoxitina 32 25 0 75

cefotetán 32 25 0 75

imipenem 8 0 0 100

clindamicina 4 25 13 62

cloranfenicol 16 6 6 88

metronidazol 16 25 0 75
* : Concentración Mínima Inhibitoria utilizada como punto de corte de resistencia

Anaerobios y diarrea nosocomial en adultos mayores
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el tiempo de permanencia de las muestras desde 
que fueron tomadas hasta su congelación a -80ºC. 
Otra posibilidad es que el método de cultivo 
empleado no haya sido suficientemente sensible 
para su detección. Al respecto, se ha informado 
que la detección de B. fragilis enterotoxigénico 
(ETBF) en heces es dependiente no sólo de la 
sensibilidad del ensayo, sino de la cantidad y la 
estabilidad de la toxina, la cual es susceptible 
a la degradación por proteasas (22). Así, varios 
estudios demuestran porcentajes muy variables 
respecto a su presencia en muestras diarreicas en 
diferentes grupos de edad: 23% en pacientes en 
general (23), 8.4% en niños menores de dos años 
y 11.1% en niños menores de un año (24), 2% en 
niños de 0 a 12 años (25), 25% en niños menores 
de 5 años, 3.5% en niños de 6 a 16 años y 9% en 
pacientes mayores de 60 años (26).

La sensibilidad a los antimicrobianos de 
los aislamientos de C. difficile fue mayor que 
la de C. perfringens, pues sólo hubo resistencia 
contra dos de los antibióticos probados, uno de 
los cuales (cefoxitina) era de esperar, puesto que 
se usa como agente selectivo en su aislamiento. El 
otro antibiótico (clindamicina) es de amplio uso en 
nuestro medio, lo que favorece, no sólo el hallazgo 
de resistencia como ya ha sido reportado (13,27), 
sino la aparición de casos de DAA por C. difficile, 
al ser considerado un factor de riesgo (6).

Aunque la resistencia contra antibióticos 
de C. perfringens no es usual (14,28), ya ha sido 
reportada en varias investigaciones (29), incluyendo 
aislamientos costarricenses provenientes de niños 
(13). Es de interés resaltar no sólo la resistencia 
contra clindamicina, que también se observó en 
C. difficile, sino también la resistencia contra 
metronidazol (25%), puesto que es la droga de 
elección en el tratamiento de la DAA por C. 
difficile (30). Al respecto, es importante destacar 
que tres de los cuatro aislamientos resistentes 
contra metronidazol provenían de pacientes 
que recibían esta droga, lo que podría inducir a 
fracasos terapéuticos. También, cabe subrayar que 
Pituch y colaboradores (10) ya habían informado 

sensibilidades disminuidas al metronidazol en 
aislamientos de C. prefringens. Dado que esta 
bacteria es habitante normal de la microbiota 
humana, es de esperar que se haya favorecido la 
selección de cepas resistentes en pacientes de edad 
avanzada, que probablemente han recibido terapia 
antimicrobiana en múltiples condiciones.

Es bien reconocido el hecho de que el 
desarrollo de DAA puede ser reducido sustituyendo 
la administración de drogas de amplio espectro, 
como cefalosporinas, quinolonas y clindamicina 
(5) por otras. El conocimiento de la sensibilidad a 
los antimicrobianos de bacterias involucradas en 
estos cuadros contribuye a un uso más racional 
de los antibióticos y alerta en cuanto al empleo de 
metronidazol en aquellos casos en que la DAA sea 
debida a C. perfringens y no a C. difficile.

El hallazgo de aislamientos de C. difficile 
más virulentos en algunos países, incluido Costa 
Rica (2,31), conocidos como variantes NAP 1 o 
ribotipos 027, hace cada vez más necesario un 
manejo agresivo y oportuno de los casos de DAA, 
especialmente en una población tan vulnerable 
como los ancianos.
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