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RESUMEN GENERAL 

Clostridium difficile es un enteropatógeno con amplia distribución geográfica e 

importancia a nivel clínico; su virulencia y resistencia a los antimicrobianos son actual objeto 

de estudio a nivel internacional. En animales, C. difficile puede causar diarrea y lesiones a 

nivel de tracto gastrointestinal en diversas especies domésticas. En cerdos, los principalmente 

afectados son los lechones, cuyas tasas de colonización y su aparente predisposición 

fisiológica les convierten en posibles reservorios, causando en algunos casos diarrea y 

lesiones patogénicas severas. Ciertos genotipos de C. difficile ha sido detectados y descritos 

indistintamente en animales y humanos. En Costa Rica, C. difficile ha sido reportado como 

causante de brotes hospitalarios, comunitarios y se ha detectado en productos cárnicos de 

consumo. Se analizaron veinte (20) aislamientos, obtenidos a partir de muestreos en cuatro 

fincas de producción públicas y privadas. Se detectaron tres genotipos: RT078/NAP7 (20%), 

RTFLI-CR1/SmaI 1148 “RT014/5” (30%) y RT596 (50%), siendo A+B+CDT+, A+B+CDT- y 

A-B-CDT-, respectivamente. Adicionalmente se detectaron diez perfiles MLVA y tres grupos 

clonales correspondientes con los genotipos detectados, con los cuales se construyó un árbol 

de expansión mínima (MST) que mostró que los aislamientos analizados poseen 

intravariabilidad mínima y conservada dentro de los grupos clonales resultantes (SLV ≤2 y 

<10). Se concluye que C. difficile se encuentra presente en lechones de Costa Rica, 

colonizando el tejido gastrointestinal de los mismos. De los genotipos encontrados, 

RT078/NAP7 ha sido previamente detectado en un caso clínico humano; FLI-CR1/SmaI 

1148 (RT014/5), probablemente pertenece al mismo linaje de RT014/NAP4, detectado en 

aislamientos previamente caracterizados. Ambos, RT078/NAP7 y RT014/NAP4, son de alta 

importancia epidemiológica en Europa y América, y han sido detectados a nivel hospitalario 



 

V 
 

nacional; por lo tanto, podrían ser elementos de riesgo considerable en la evolución y 

dinámica de C. difficile a nivel comunitario en el país. 

En los humanos se ha reportado la asociación entre el uso de fármacos como 

fluoroquinolonas y clindamicina como factores de riesgo para la infección (CDI) En animales 

de producción, la actividad in vitro de los antibióticos ha sido estudiada con mucho menos 

amplitud que en aislamientos clínicos, y no existen puntos de corte para determinar la 

resistencia de bacterias anaerobias de origen veterinario y en humanos aún están en constante 

revisión y cambio por los organismos de referencia CLSI y EUCAST. Existe un creciente 

número de reportes de solapamiento entre especies y hospederos de genotipos virulentos de 

C. difficile, así como de perfiles de resistencia y multiresistencia a los antibióticos. En Costa 

Rica, se han caracterizado aislamientos clínicos hipervirulentos y ampliamente 

multiresistentes a un importante número de clases de antibióticos. En el presente trabajo, se 

analizaron veinte aislamientos toxigénicos y no toxigénicos de C. difficile y al ser tipificados 

molecularmente presentaron los genotipos RT078/NAP7, RT-FLI-CR1 y RT596), 

provenientes de fuentes porcinas, aparentemente sanas y se determinó la concentración 

mínima inhibitoria (MIC) para diecisiete (17) antibióticos pertenecientes a diversas 

categorías o clases (en la epidemiología de las infecciones de C. difficile, CDI) por medio del 

método epsilométrico ETEST®. Todos los aislamientos registraron MIC por sobre los puntos 

de corte establecidos (resistencia), en al menos tres clases diferentes de antibióticos 

(multiresistencia). Con esto se consigue generar los primeros datos de resistencia en la región 

de Centro América y México en aislamientos de C. difficile de origen veterinario productivo 

y detectar posibles reservorios de multiresistencia a los antimicrobianos en cepas con alto 

potencial epidémico mundial como RT078/NAP7. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

Clostridium difficile, es un patógeno de marcada importancia en humanos, con reportes 

de severidad y resistencia a antibióticos en aumento a nivel mundial (Smits et al., 2016; 

Martin et al., 2016; Clements et al., 2010). En medicina veterinaria, C. difficile ha sido 

estudiado en diversas especies; en animales de producción como: porcinos y bovinos, se ha 

reportado su presencia; su importancia como reservorio y posible fuente de infección 

zoonótica, continúan aún en estudio (Rodriguez-Palacios et al., 2013; Rodriguez et al., 2012; 

Keessen et al., 2011b). C. difficile ha sido también reportado en especies domesticas (Silva 

et al., 2013a; Silva et al., 2013b). En lechones, se ha reportado un incremento en los casos 

de diarrea neonatal, pérdida de peso y patologías relacionadas (Songer y Uzal, 2005); C. 

difficile puede colonizar porcinos de forma sub-clínica, lo que podría constituir un posible 

factor de riesgo para los humanos y perdidas económicas para los productores (Songer, 

2010). C. difficile ha sido también aislado a partir de alimentos para consumo humano como: 

ensaladas (Bakri et al., 2009), pescado (Metcalf et al., 2011) y carne (Harvey et al., 2011). 

Las prevalencias reportadas de C. difficile varían considerablemente debido a diversos 

factores tales como: tamaño y disponibilidad de la muestra, metodología utilizada y manejo 

apropiado de las muestras (Blanco et al., 2013); los factores anteriores aunados a las 

características del patógeno convierten a C. difficile en un microorganismo difícil de estudiar 

y manipular (Songer, 2010). Diversas metodologías de tipificación son utilizadas para su 

estudio (Knetsch et al., 2013); siendo el ribotipo uno de los más utilizados, donde se detectan 

diferencias en los patrones generados posteriores a la amplificación de espaciadores 

intragénicos específicos, dentro de las regiones codificantes del ADN para unidades 

ribosomales 16S/23S, en geles de agarosa o electroforesis capilar (Janezic y Rupnik, 2010). 



 

XIV 
 

Sin embargo, en lechones, algunos estudios reportan frecuencias de hallazgo variables, entre 

el 52 y 95% de los casos, con una predominancia del ribotipo 078/NAP7 (Dubberke et al., 

2011). En Europa, el ribotipo 078/NAP7, que ha sido tradicionalmente reportado o aislado 

en porcinos y bovinos, se ha convertido en el tercer genotipo de importancia en salud pública 

y ha sido asociado a brotes en humanos (Goorhuis et al., 2008), con características de 

hipervirulencia y amplia distribución (Bauer et al., 2011). Linajes relacionados con el 

ribotipo 078/NAP7, han sido también descritos en Estados Unidos y Asia; su cercana 

homología al ribotipo 078/NAP7, aunado al aparente solapamiento entre cepas humanas y 

animales, supone un posible riesgo zoonótico y un importante elemento de estudio (Wu et 

al., 2016; Marsh y Harrison, 2015). 

CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS Y FENOTÍPICAS 

Clostridium difficile es una bacteria Gram-positiva, formadora de esporas ovales y sub-

terminales, anaerobia estricta que produce colonias rizoides no hemolíticas en agar sangre. 

En agar CCFA (Cicloserina-Cefoxitina-Fructosa-Agar) la morfología colonial típica, 

después de 48 horas de incubación en anaerobiosis es: colonias planas o ligeramente 

elevadas, rizoides, de color amarillento opalescente, con 4 milímetros de largo 

aproximadamente y con un fuerte olor a caballeriza o desechos de caballo. Estas colonias 

emiten una fluorescencia amarillo-verdosas bajo luz U.V. (Avbersek et al., 2011; Delmée et 

al., 2005) C. difficile es una especie móvil; catalasa, indol, ureasa, lipasa y lecitinasa negativa 

(Dubberke et al., 2011), pero es positiva para la prueba de prolina-β-naftilamida (RapID™ 

ANA II System).  
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BIOLOGÍA Y PATOLOGÍA 

Para Clostridium difficile, las endo-esporas constituyen la principal vía de 

diseminación y contagio para los hospederos, brindándole además un mecanismo de 

protección y supervivencia (Paredes-Sabja et al., 2014). Las lesiones en la mucosa son 

características y conllevan a la descompensación electrolítica del hospedero (Carroll y 

Bartlett, 2011). Modelos animales han permitido el estudio de los mecanismos de virulencia, 

patogenias, patologías y perfiles de resistencia o susceptibilidad a fármacos (Hutton et al., 

2014).  

Las infecciones por C. difficile en lechones, generalmente, producen lesiones tópicas 

en la región cecal, con cuadros de colitis entérica necrotizante, edema mesocolónico, ascitis, 

hidrotórax, tiflocolítis, diarrea con liberación de exudado inflamatorio, edema submucoso 

extenso, proliferación mucosa, inflamación celular y daño epitelial generalizado. (Steele et 

al., 2010; Álvarez-Pérez et al., 2009b). En un estudio comparativo entre hatos de modelos 

porcinos, la fisiopatología predominante es la enteritis ulcerada proliferativa, necrosis 

epitelial superficial y la liberación de exudado inflamatorio (Kongsted et al., 2013). Todos 

estos hallazgos obedecen a ciertos factores predisponentes, tales como microbiota intestinal 

alterada o inexistente como producto del uso indiscriminado o prolongado de antibióticos, 

estado de salud del hospedero y la cepa que esté causando la infección, aunado a la presencia 

de las toxinas TcdA, TcdB y CDT (Songer et al., 2000).  

En síntesis, la patogenia de C. difficile en el hospedero estará constituida por la evasión 

del sistema inmune innato, la adherencia a la mucosa del epitelio intestinal y la multiplicación 

de las células vegetativas, que en algunas ocasiones podrá estar adicionalmente mediada por 
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componentes bioquímicos secretados por la bacteria, tales como enzimas proteolíticas, y la 

producción y secreción de toxinas (Janoir, 2015). 

FACTORES DE VIRULENCIA 

El principal factor de virulencia de C. difficile es la producción de las toxinas TcdA 

TcdAy TcdB (Toxinas A y B, respectivamente), siendo TcdB a quien se le atribuye mayor 

patogenicidad (Burke y Lamont, 2014), las cuales se encuentran estrechamente relacionadas 

(Carter et al., 2012). Las toxinas, TcdA TcdAy TcdBTcdB, son principal y generalmente 

responsables de la enfermedad, mediante la inactivación por glucosilación de GTP-asas como 

Rho, Rac y Cdc42 (Di Bella et al., 2016; Liu et al., 2011), influyendo en la morfología, la  

división celular y el trafico membranal, y eventualmente la muerte celular.  

Algunas cepas producen también una tercera toxina conocida como toxina binaria 

(CDT) (Houser et al., 2012). El aporte patogénico de CDT no es tan claro aún; CDT es una 

toxina ADP-ribosilante que causa disrupción del cito esqueleto celular, provocando la 

perdida abundante de fluidos intracelulares, redondeamiento y eventual muerte celular y ha 

sido encontrada en casos severos de infecciones por C. difficile (Gerding et al., 2014).  

ECO-EPIDEMIOLOGÍA Y DISTRIBUCIÓN 

En los últimos años se ha visto un incrementado interés por el estudio de C. difficile 

(Bassetti et al., 2012). C. difficile, es una bacteria versátil, puede estar presente en diversos 

ambientes, sean estos hospitalarios o domésticos; adicionalmente, se ha reportado la 

presencia o portaje de cepas toxigénicas y no toxigénicas en perros, gatos y otros animales 

de compañía. La posibilidad de intercambio entre hospederos, así como la variabilidad 
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genética en el locus de patogenicidad, suponen un riesgo latente para la salud humana y 

animal (Silva et al., 2013b; Schneeberg et al., 2012; Weese et al., 2010a).   

La diseminación aérea, así como el transporte e intervención antropogénica, 

involucradas en su distribución, constituyen nuevos elementos de estudio; se encontró que 

las esporas de C. difficile pueden encontrarse a distancias de hasta 20 metros, desde las 

granjas y criaderos porcinos; así mismo, la variabilidad del viento y las características 

ecológicas de los terrenos y áreas circundantes pueden, de hecho, intervenir en la distribución 

y abundancia de las mismas, donde las acciones antropogénicas en el desarrollo de las 

actividades de cría y mantenimiento de los establecimientos, coinciden con el incremento en 

la presencia de esporas de C. difficile (Keessen et al., 2011a).  

Las vías y mecanismos de transmisión son ampliamente estudiados; se ha demostrado, 

por ejemplo, que los lechones pueden infectarse con C. difficile una hora después de haber 

nacido y que la transmisión vertical no es factible (Hopman et al., 2011). La susceptibilidad 

del hospedero varia con la edad del mismo, se ha demostrado que los lechones < 7 días poseen 

tasas de infección y colonización altas y que a medida crecen (posterior a los 30 días) la 

prevalencia de las mismas decae considerablemente (Arruda, 2014; Weese et al., 2010b).  

Así mismo, la naturaleza del estudio y las metodologías utilizadas, pueden influenciar 

en los resultados obtenidos, suponiendo esto una probable fuente de subestimación en las 

tasas de prevalencia reportadas (Blanco et al., 2013). La tipificación de los aislamientos y 

cepas es ampliamente utilizada con fines epidemiológicos, el ribotipo es el método más usado 

en diversos países (Janezic et al., 2014a). Los genotipos predominantes en muestras de origen 

porcino, según diversos autores, son los RT078/NAP7 y RT029, donde se han descrito brotes 

asociados al genotipo virulento RT078/NAP7; este último, encontrado nativamente en 
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porcinos, lo que podría representar un interesante traslape entre hospederos (Keessen et al., 

2011b; Goorhuis et al., 2008).  

La genotipificación en el estudio de C. difficile, es utilizada para la investigación 

epidemiológica de brotes, la clasificación y distribución de cepas a nivel regional (Smits, 

2013; Sabat et al., 2013); los diversos mecanismos descritos permiten a su vez ubicar y 

rastrear cepas, analizando a la vez sus interacciones y la posible relación y transmisión entre 

animales y humanos (Knetsch et al., 2013). Existen diversas técnicas para la genotipificación, 

tales como: pulsotipificación, ribotipificación y secuenciación completa del genoma, entre 

otras; siendo los principales obstáculos para su implementación generalizada: la falta de 

consenso entre laboratorios para su comparabilidad y la variedad de metodologías aplicadas 

(Dingle y MacCannell, 2015). Estas metodologías pueden utilizar enzimas de restricción o 

cebadores y realizar identificación de regiones específicas y conservadas de genoma, donde 

patrones en bandas o algoritmos complejos como el desarrollado en secuenciación de genoma 

completo (WGS), son utilizados para su interpretación y clasificación (Sachse y Moebius, 

2009; Kuijper et al., 2009).  

En Europa se han descrito diversos ribotipos de C. difficile, entre ellos el RT027, 

RT078, RT017, RT 18, RT014, RT001 y RT002, como responsables de los brotes reportados 

y como potenciales fuentes de infección para distintas poblaciones, tanto humanas como 

veterinarias, siendo el genotipotipo RT078/NAP7, el de mayor importancia en América y 

Europa para porcinos y bovinos, y emergente para humanos (Aboutaleb et al., 2014; 

Schneeberg et al., 2013; Bauer et al., 2011; Freeman et al., 2010).  

Se llevó a cabo un estudio en Australia con aislados provenientes de hospederos 

porcinos, en 52% de las muestras, fue posible el aislamiento de C. difficile y el 87% de los 

mismo era de tipo toxigénico; un 23% de los aislamientos corresponde al hallazgo del 
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genotipo RT014/NAP4, causante de infecciones por C. difficile en humanos. Lo anterior nos 

demuestra la gran versatilidad del patógeno y la necesidad de estudios prospectivos para 

esclarecer su posible participación en infecciones de tipo zoonóticas en regiones donde nunca 

se ha estudiado (Knight et al., 2015; Knight et al., 2013). 

 Recientemente se ha reportado la implicación del genotipo 127/linaje RT078, como 

agente causal de CDI en Asia, encontrándose también en aislamientos humanos y 

veterinarios, lo que brinda mayor información y evidencia, desde luego cuestionable, sobre 

el posible rol zoonótico de C. difficile, y que, a la vez, contribuye en el análisis de su dinámica 

en las poblaciones (Wu et al., 2016). La gran cantidad de reportes asociados con brotes y 

cuadros patológicos en poblaciones humanas y animales susceptibles sigue en aumento 

(Moono et al., 2016).  

El genotipo RT027/NAP1, asociado también a brotes humanos especialmente en Norte 

América, ha sido reportado a partir de lechones, animales domésticos, bovinos y productos 

cárnicos (Janezic et al., 2014a; Dubberke et al., 2011; Gould y Limbago, 2010). C. difficile 

genotipos RT078/NAP7 y RT027/NAP1, han sido reportados en muestras de aguas 

residuales y compuestos orgánicos de abono (Changyun, 2015); el genotipo RT078/NAP7 

fue aislado a partir de diversas superficies dentro de instalaciones de producción porcina 

(Keessen et al., 2011a), y en aguas y ríos diversos ribotipos fueron recuperados, siendo el 

RT014 el de mayor frecuencia y que ha sido previamente aislado a partir de muestras clínicas 

de humanos y animales (Zidaric et al., 2010). C. difficile ha sido estudiado en muestras de 

origen veterinario, con el fin de caracterizar su presencia en diversas especies, varios 

ribotipos han sido determinados, demostrando así su versatilidad y complejo dinamismo 

(Janezic et al., 2014b).  
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En Costa Rica se han reportado brotes y casos comunitarios en humanos (Quesada-

Gómez et al., 2012), donde han sido descritos los genotipos RT027/NAP1, RT001/NAP2, 

RT014/020/NAP4, RT002/NAP6, RT017/NAP9, y RT012/NAPCR1 (Quesada-Gómez et al., 

2015), observándose una marcada hipervirulencia en los genotipos RT027/NAP1 y 

RT012/NAPCR1 (Quesada-Gómez et al., 2015; Quesada-Gómez et al., 2010). C. difficile 

RT029/NAPCR, toxigénico y observada en casos clínicos, también ha sido aislado a partir de 

productos cárnicos para consumo humano (Quesada-Gómez et al., 2013). 

 

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A INFECCIÓN POR C. difficile EN 

ANIMALES  

El uso y abuso de antibióticos de amplio espectro, que provocan un efecto de barrido 

en la microbiota intestinal, constituye uno de los principales factores que facilitan la 

colonización y la enfermedad por C. difficile en porcinos (Keessen et al., 2013). 

adicionalmente se ha encontrado que el pobre desarrollo de microbiota intestinal, la edad y 

dosis bacteriana, contribuyen con la colonización exitosa del patógeno y que en altas 

concentraciones su patogenicidad puede aumentar (Arruda, 2014). Otro estudio intento 

determinar si existen factores ambientales o características del sistema de producción y 

explotación que pueden contribuir con la infección; no se ha encontrado asociación entre el 

tipo de explotación (sistema de producción, tamaño, grado de tecnificación) que puedan 

contribuir con la presencia o heterogeneidad de los genotipos presentes (Keessen et al., 

2011d).  

Adicionalmente el hallazgo y caracterización de C. difficile en animales de compañía 

supone una posible vía de contaminación para los humanos, así como la manipulación y 
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consumo de productos cárnicos infectados y el desarrollo exponencial de actividades de 

explotación no reguladas (Silva et al., 2013a; Keessen et al., 2011b; Dubberke et al., 2011). 

 

DIAGNÓSTICO DE C. difficile EN MEDICINA VETERINARIA 

El diagnóstico en laboratorio de C. difficile, en animales, es complejo y algunas 

metodologías utilizadas son: ensayo citotoxicidad celular, ELISA para la detección de 

toxinas, cultivo, y PCR para la detección y diferenciación de cepas toxigénicas y no 

toxigénicas (Noren et al., 2014; Merck Veterinary Manual, 2014). La validación de 

metodologías comerciales y la disponibilidad de información es escasa, lo que apoya la 

necesidad de investigación prospectiva para el diagnóstico rápido, costo-eficiente y oportuno 

de C. difficile a partir de muestras fecales de origen veterinario (Knight et al., 2014). 

CULTIVO 

El cultivo de C. difficile requiere medios selectivos, mecanismos de enriquecimiento y 

condiciones de anaerobiosis (Gogate et al., 2005), se ha descrito su recuperación en los 

medios CCFA (Cicloserina cefoxitina fructosa agar), AS-BA (Agar sangre post shock en 

alcohol) y TCCFB (Caldo cicloserina cefoxitina fructosa con taurocolato) al 0.1%, donde se 

ha encontrado que el enriquecimiento con taurocolato, puede mejorar las tasas de 

recuperación hasta en un 30% (Arroyo et al., 2005). Sin embargo, el cultivo en el medio 

CCFA simple, es ampliamente utilizado. 

INMUNOENSAYO 

La detección de toxinas supone uno de los análisis de rutina para el diagnóstico de C. 

difficile. Para ello se utilizan kits comerciales que utilizan anticuerpos recombinantes que 

detectan selectivamente las toxinas A y B presentes en las muestras (Gogate et al., 2005) y/o 
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la detección de alta sensibilidad y especificidad (91.1% y 91.2% respectivamente) de la 

enzima Glutamato Deshidrogenasa “GDH” (Arimoto et al., 2016). El diagnóstico veterinario 

de C. difficile, utilizando metodologías basadas en inmunoensayos (ELISA o 

inmunocromatografía) para la detección de toxinas, debería ser revisado, ya que su baja 

sensibilidad 83.1% (75.1–91.2) y especificidad 31.5% (21.8–41.1), estarían asociadas a un 

diagnóstico erróneo, trayendo consigo implicaciones económicas negativas para el sector de 

interés y no debería ser utilizado para fines investigativos o epidemiológicos (Keessen et al., 

2011c).  

BIOLOGÍA MOLECULAR: REACCIÓN EN CADENA DE POLIMERASA (PCR) 

En el estudio de C. difficile, el PCR ha permitido incorporar una gran variedad de datos 

epidemiológicos que sin duda proveen un impacto positivo para la industria porcina. Una de 

las mayores ventajas de esta técnica es que permite una detección rápida, sensible y específica 

para C. difficile, en este sentido y siguiendo la información disponible, se han desarrollado 

una serie de protocolos que permiten su estudio (Lemée et al., 2004). Para la determinación 

de C. difficile en muestras fecales de origen porcino, se utilizan los genes: tpi (fragmento 

interno de la isomerasa triosa fosfato) o cdd3 (fragmento del gen codificante por un sistema 

de transporte tipo ABC), que permite la identificación de especie (Álvarez-Pérez et al., 

2009a; Spigaglia y Mastrantonio, 2002); TcdA, porción repetida y no repetida del gen, 

codificante para la toxina A; TcdB, fragmento interno del gen de la toxina B; TcdC, regulador 

negativo del locus de patogenicidad (Knight et al., 2015; Schneeberg et al., 2013; Knight et 

al., 2013; Persson et al., 2011). Recientemente se ha incorporado la detección adicional de 

los genes correspondientes a CDT, así como secuencias del gen relacionado con la 

hipervirulencia (Wu et al., 2016). 
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TÉCNICAS DE TIPIFICACIÓN Y GENÓMICA DE C. difficile 

La tipificación en el estudio de C. difficile, es utilizada para la investigación 

epidemiológica de brotes, la clasificación y distribución de cepas a nivel regional; los 

diversos mecanismos descritos permiten a su vez ubicar y rastrear cepas, analizando a la vez 

sus interacciones y la posible relación y transmisión entre animales y humanos (Dingle 

y MacCannell, 2015). Existen diversas técnicas y metodologías para la genotipificación, en 

algunas de dichas metodologías, su reproducibilidad supone un problema relativo para su 

estandarización; así mismo, estas metodologías pueden utilizar enzimas digestivas, agentes 

de restricción, identificación de regiones específicas y conservadas de genoma, y patrones en 

bandas para su interpretación y clasificación (Dingle y MacCannell, 2015; Freeman et al., 

2010).  

ANÁLISIS DE MULTILOCUS VNTR (MLVA) 

VNTR son regiones cromosomales que poseen repeticiones de ADN en tándem y que 

ha sido aplicado en la investigación y caracterización de C. difficile (Marsh et al., 2006) y 

otros patógenos (Wang et al., 2016), por medio de la variación alélica. MLVA ha sido 

utilizado y optimizado para el estudio de relaciones genéticas entre aislamientos de C. 

difficile con un alto poder de discriminación (Marsh et al., 2010). El uso de MLVA permite 

discriminar la relación o intra-variación entre clones de un mismo ribotipo, mejorando la 

capacidad de análisis en la cambiante epidemiología de C. difficile (van den Berg et al., 

2007). MLVA tiene la limitación de no poder establecer relaciones menos discriminantes 

como MLST, que es capaz de identificar linajes clonales (Rodriguez et al., 2015).  
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ELECTROFORÉSIS EN GEL DE CAMPO PULSANTE (PFGE) 

En Norteamérica se desarrolló el PFGE o pulsotipo, que permite la organización y 

clasificación genotípica basada en la separación electromagnética de material genómico 

previamente tratado con enzimas de restricción, posteriormente un patrón de bandas es 

analizado y comparado con bases de datos locales o internacionales para su caracterización 

(Janezic y Rupnik, 2010). Su poder de discriminación es amplio, facilitando su aplicación 

como herramienta de genotipificación y evitando la contaminación por material génico 

indeseable (Bidet et al., 2000).  

PFGE es actualmente utilizado como “prueba de oro” en la clasificación y 

genotipificación de patógenos en la industria alimenticia y diferentes patógenos de 

importancia clínica (Gilpin et al., 2012; Carrico et al., 2005; Davis et al., 2003). PFGE ha 

sido comparado con otros métodos y técnicas de genotipificación, los resultados obtenidos 

demuestran su versatilidad y alta reproducibilidad, permitiéndoles ser utilizado en la 

descripción de brotes  (Gebreyes y Adkins, 2015; Killgore et al., 2008). La combinación de 

PFGE junto a otro método de genotipificación ha sido sugerido para poder aumentar su 

capacidad discriminante (Tenover et al., 2011). 

RIBOTIPIFICACIÓN 

La ribotipificación explota la variabilidad de las regiones espaciadoras intergénicas 

(IS) entre las regiones 16S y 23S de ADN ribosómico cromosomal (ADNr), y que son tipo-

dependientes (Bidet et al., 2000); un ribotipo se define como un conjunto de cepas con un 

patrón de bandas idénticas, las cuales varían entre 200 y 700 bp; un solo cambio en el patrón 

definirá un nuevo ribotipo (Janezic y Rupnik, 2010). El uso de la ribotipificación es muy 

amplia y bien documentada en Europa; actualmente se han descrito alrededor de 400 
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ribotipos diferentes (Knetsch et al., 2013). La versatilidad del método permite 

modificaciones que facilitan el procesamiento de las muestras, independientemente de su 

origen y que actualmente, posterior a su estandarización y validación, permiten 

comparaciones interlaboratoriales por medio de análisis consultas en una plataforma web 

internacional (Fawley et al., 2015; Janezic et al., 2011).  

OTRAS TÉCNICAS DE TIPIFICACIÓN 

La toxinotipificación es una técnica basada en RFLP-PCR, que utiliza patrones de 

restricción en los genes TcdA y TcdB, para la clasificación de las cepas de C. difficile (Roberts 

y Mullany, 2010). Las toxinas A y B (TcdA, TcdB) se encuentran codificadas en la región 

cromosomal llamada locus de patogenicidad (PaLoc), las variaciones en esta región permiten 

una clasificación con importancia epidemiológica. Existen 34 toxinotipos publicados en la 

actualidad y dichas variantes toxinotipicas son deleciones mínimas o completas en la región 

codificante de TcdA y mutaciones puntuales en TcdB, las cuales dan origen a nuevos tipos de 

clasificación. Estas variaciones controlan la expresión de genes y la producción de toxinas A 

y B, pudiendo dichas cepas producir ambas, una o ninguna de las mismas (Rupnik y Janezic, 

2015). En Australia se estudió la variabilidad de los toxinotipos presentes en lechones, se 

reportaron tres toxinotipos (VIII, XXX y XXXI) asociados independientemente a siete 

diferentes ribotipos (UK 017, 237, 280, 281, 291 y AU 13, 219), lo que demuestra la 

diversidad de C. difficile y la importancia de una correcta clasificación para su investigación 

(Elliott et al., 2011). 

La secuenciación del genoma completo, gracias a la introducción y modernización de 

los equipos y protocolos, provee una herramienta de amplio uso y de marcada aceptación 

para estudios epidemiológicos complejos (Dominguez et al., 2015). Su poder de resolución 
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es indiscutiblemente mayor, ya que permite la diferenciación de cepas que por medio de las 

técnicas de genotipificación tradicionales no pueden ser detectadas (Knetsch et al., 2013). 

WGS ha sido utilizado en el estudio de C. difficile para evaluar las vías de transmisión (Eyre 

et al., 2013), los perfiles de resistencia o susceptibilidad a fármacos (Eyre et al., 2014), su 

evolución y diversidad genómica, su distribución y comportamiento espacial (Eyre et al., 

2014; Eyre et al., 2013; Köser et al., 2012).  

La tipificación de secuencia de multilocus (MLST), constituye una importante 

herramienta para el entendimiento de la genética de poblaciones de C. difficile. MLST se 

basa en la discriminación de variantes alélicos en seis o siete fragmentos del genoma, los 

cuales se encuentran, por lo general, bien conservados (Griffiths et al., 2010). Así mismo 

esta técnica se ha desarrollado con el propósito de estudiar las relaciones clonales entre cepas 

y ha sido propuesto que la utilización de los genes asociados a virulencia en relación a los 

genes constitutivos pueden incrementar el poder de resolución de MLST y que permitiría 

analizar y cuantificar la variabilidad entre aislamientos (Lemée y Pons, 2010; Lemée et al., 

2005). Se ha señalado la falta de poder de resolución como limitante técnico, sin embargo, 

se establece que puede ser utilizada para la comprensión sobre aspectos globales y de la 

estructura de la población bacteriana; hasta la fecha se han descrito 349 perfiles para C. 

difficile (Rodriguez et al., 2014; Marsh et al., 2010; Jolley y Maiden, 2010). 

 

RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS 

El uso de cefalosporinas, clindamicina y fluoroquinolonas representa un factor de 

riesgo para infecciones por C. difficile en humanos; en porcinos los perfiles de susceptibilidad 

o resistencia a los antimicrobianos han sido, relativamente, poco estudiados, sin embargo, 
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penicilina, enrofloxacina, colistina, tetraciclina y trimetroprim-sulfonamida son comúnmente 

utilizados para una amplia gama de enfermedades de forma indiscriminada (Keessen et al., 

2013). Se ha reportado resistencia a ciprofloxacina, ertapenem, eritromicina y moxifloxacina 

en ciertos estudios con aislamientos de C. difficile ribotipos 078/NAP7 y 127; este último 

mostró mutaciones en el gen gyrA (Wu et al., 2016; Pelaez et al., 2013). La exposición y uso 

frecuente de antimicrobianos en sistemas de producción porcina convencional ha mostrado 

estar relacionado con la presencia y aislamiento de genotipos toxigénicos como el 078/NAP7, 

sin embargo, se encontró que las variaciones en el uso o exposición a antimicrobianos no 

tiene mayor relevancia en las frecuencias de aislamiento (Susick et al., 2012). 
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CAPÍTULO I 

CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE AISLAMIENTOS DE Clostridium difficile: LECHONES 

EN SISTEMAS DE PRODUCCIÓN PÚBLICA Y PRIVADA EN CUATRO GRANJAS DE COSTA RICA. 

 

RESUMEN 

Clostridium difficile es un enteropatógeno con amplia distribución geográfica e 

importancia a nivel clínico; su virulencia y resistencia a los antimicrobianos son actual objeto 

de estudio a nivel internacional. En animales, C. difficile puede causar diarrea y lesiones a 

nivel de tracto gastrointestinal en diversas especies domésticas. En cerdos, los principalmente 

afectados son los lechones, cuyas tasas de colonización y su aparente predisposición 

fisiológica les convierten en posibles reservorios, causando en algunos casos diarrea y 

lesiones patogénicas severas. Ciertos genotipos de C. difficile ha sido detectados y descritos 

indistintamente en animales y humanos. En Costa Rica, C. difficile ha sido reportado como 

causante de brotes hospitalarios, comunitarios y se ha detectado en productos cárnicos de 

consumo. Se analizaron veinte (20) aislamientos, obtenidos a partir de muestreos en cuatro 

fincas de producción públicas y privadas. Se detectaron tres genotipos: RT078/NAP7 (20%), 

RTFLI-CR1/SmaI 1148 “RT014/5” (30%) y RT596 (50%), siendo A+B+CDT+, A+B+CDT- y 

A-B-CDT-, respectivamente. Adicionalmente se detectaron diez perfiles MLVA y tres grupos 

clonales correspondientes con los genotipos detectados, con los cuales se construyó un árbol 

de expansión mínima (MST) que mostró que los aislamientos analizados poseen 

intravariabilidad mínima y conservada dentro de los grupos clonales resultantes (SLV ≤2 y 

<10). Se concluye que C. difficile se encuentra presente en lechones de Costa Rica, 

colonizando el tejido gastrointestinal de los mismos. De los genotipos encontrados, 
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RT078/NAP7 ha sido previamente detectado en un caso clínico humano; FLI-CR1/SmaI 

1148 (RT014/5), probablemente pertenece al mismo linaje de RT014/NAP4, detectado en 

aislamientos previamente caracterizados. Ambos, RT078/NAP7 y RT014/NAP4, son de alta 

importancia epidemiológica en Europa y América, y han sido detectados a nivel hospitalario 

nacional; por lo tanto, podrían ser elementos de riesgo considerable en la evolución y 

dinámica de C. difficile a nivel comunitario en el país. 

PALABRAS CLAVE: 

Lechones Costa Rica, Clostridium difficile, PFGE, PCR-Ribotyping, MLVA 

 

ABSTRACT 

Clostridium difficile is an enteropathogen with a wide geographical distribution and 

importance at the clinical level. Its virulence and resistance to antimicrobials are currently 

under international study. In animals, C. difficile can cause diarrhea and lesions at the level 

of the gastrointestinal tract in various domestic species. In pigs, piglets are mainly affected, 

whose colonization rates and their apparent physiological predisposition make them possible 

reservoirs, causing in some cases diarrhea and severe pathogenic lesions. Certain C. difficile 

genotypes have been described indistinctly in animals and humans. In Costa Rica, C. difficile 

has been reported to cause hospital and community outbreaks and has been detected in 

consumer meat products. Twenty isolates, obtained from piglet in four public and private 

production farms, were analyzed. Three genotypes were detected: RT078/NAP7 (20%), 

RTFLI-CR1/SmaI 1148 "RT014/5" (30%) and RT596 (50%), being A+B+CDT+, A+B+CDT- 

and A-B-CDT-, respectively. In addition, ten MLVA profiles and three corresponding clonal 

groups were detected among the present genotypes; a minimal expansion tree (MST) was 
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constructed, which showed that the analyzed isolates had minimal intravariability and were 

conserved within the resulting clonal groups (SLV ≤2 and <10). It is concluded that C. 

difficile is present in piglets from Costa Rica, colonizing the gastrointestinal tissue of the 

same. From the genotypes found, RT078/NAP7 has been previously detected in a human 

clinical case; FLI-CR1/SmaI 1148 (RT014/5), probably belongs to the same lineage of 

RT014/NAP4, detected in previously characterized isolates. Both, RT078/NAP7 and 

RT014/NAP4, are of high epidemiological importance in Europe and America, and have 

been detected at the national hospital level; therefore, they could be elements of considerable 

risk in the evolution and dynamics of C. difficile at the community in the country. 

KEYWORDS: 

Costa Rica Piglets, Clostridium difficile, PFGE, PCR-Ribotyping, MLVA   
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1. INTRODUCCIÓN 

Clostridium difficile es un enteropatógeno con amplia distribución geográfica e 

importancia a nivel clínico, causando colitis pseudomembranosa en los pacientes humanos, 

entre otras complicaciones; su virulencia y resistencia a los antimicrobianos son actual objeto 

de estudio a nivel internacional (Aguayo et al., 2015). En animales, C. difficile puede causar 

diarrea y lesiones a nivel de tracto gastrointestinal en diversas especies domésticas (Uzal et 

al., 2016). En cerdos, los principalmente afectados son los lechones, cuyas tasas de 

colonización y su aparente predisposición fisiológica les convierten en posibles reservorios 

de C. difficile (Keel y Songer, 2007; Songer et al., 2000), causando en algunos casos diarrea 

y lesiones patogénicas severas (Keel y Songer, 2011; Songer y Uzal, 2005). 

C. difficile, ha sido propuesto como un posible agente zoonótico (Songer, 2010), sin 

embargo, sus mecanismos, rutas e implicación, son objeto de debate entre expertos, ya que a 

pesar de encontrarse similitudes entre las características de los aislamientos procedentes de 

humanos y animales (Knetsch et al., 2015; Bauer y Kuijper, 2015; Hengsgens et al., 2012; 

Bakker et al., 2010), su relación definitiva no ha podido ser demostrada (Rodriguez et al., 

2016). Recientemente, se ha demostrado que la similitud genética entre aislamientos es 

prácticamente indistinta entre poblaciones, sean estas humanas o animales, lo que representa 

un importante elemento de análisis en la dinámica de investigación, prevención y control de 

la infección o enfermedad (Knight et al., 2016). 

C. difficile, ha sido estudiado en poblaciones animales: domésticas, productivas y 

salvajes; los genotipos encontrados son diversos y en algunos casos, los mismos han sido 

reportados en humanos (Janezic et al., 2014a). Los principales genotipos, responsables de 

brotes y casos comunitarios en humanos, han sido tradicionalmente RT027/NAP1 (Valiente 
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et al., 2014; Burke y Lamont, 2014), RT014/020/NAP4 (Janezic et al., 2012) y 078/NAP7 

(Aboutaleb et al., 2014; Goorhuis et al., 2008), sin embargo, múltiples genotipos, incluyendo 

los anteriormente mencionados, han sido reportados con presencia tanto en humanos como 

en animales (Rodriguez et al., 2016; Hengsgens et al., 2012). 

En Costa Rica, C. difficile ha sido reportado como un patógeno de marcada 

importancia: a nivel hospitalario (nosocomial), el genotipo NAP1/RT027 (Quesada-Gómez 

et al., 2010); comunitario, el genotipo NAP1/RT027 (Quesada-Gómez et al., 2012) y en 

productos cárnicos de consumo, el genotipo RT029 (Quesada-Gómez et al., 2013). 

Considerando el entorno internacional, nacional y sus hallazgos, la detección y 

caracterización genotípica de C. difficile a partir de lechones de 2 a 15 días de edad, que es 

cuando son más susceptibles a la colonización (Weese et al., 2010), en granjas de producción 

porcina en Costa Rica es necesaria para realizar una comparación filogénica con los 

aislamientos previamente descritos en humanos de Costa Rica en busca de coincidencias que 

enriquecerían la eco-epidemiología nacional. 

La industria porcina constituye un importante elemento en la economía nacional e 

internacional; en Costa Rica, durante el 2011, se procesaron más de 300,000 cabezas. Las 

autoridades nacionales reportan una población promedio de aproximadamente 350,000 

porcinos. Los costos por enfermedad asociada a C. difficile y sus posibles implicaciones e 

impacto en el mercado nacional son desconocidos. (Senasa, Costa Rica, 2012; MAG-CR, 

2012; Programa Nacional de Cerdos de Costa Rica, 2007) A nuestro conocimiento, ningún 

reporte ha sido establecido en la región de México y Centroamérica hasta la fecha (Smits et 

al., 2016). 
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2. METODOLOGÍA 

2.1 DISEÑO DE ESTUDIO Y MUESTRA 

Se realizó un estudio descriptivo en dos (2) fincas de producción de tipo pública en 

la región norte y en dos (2) fincas de producción de tipo privada en la región central de Costa 

Rica, dónde, la cantidad de muestras obtenidas en cada uno de los centros visitados 

corresponde convenientemente a la disponibilidad de crías en los meses programados 

(Agosto 2016 a Marzo 2017); obteniéndose un total de 202 hisopados rectales. 

2.2 CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y GENERALIDADES DE LA MUESTRA 

Para esta investigación, fueron muestreados lechones con un tiempo de vida post-

parto registrado entre el día 2 y 15, preferiblemente libres de la administración de 

metronidazol y con historial de medicación clínica o profiláctica de cefalosporinas, 

fluoroquinolonas o tetraciclina. Se recolectaron muestras de heces, obtenidas por hisopado 

rectal de cada uno de los lechones. Adicionalmente se completó un formulario (Anexo 1), 

donde se registraron los datos pertinentes al uso de antibióticos en los animales de estudio. 

Una vez obtenidas las muestras, las mismas fueron organizadas en dos (2) grupos, A y B, 

para lechones de producción de organismos públicos y privados, respectivamente. 

CUADRO 1. DISTRIBUCIÓN DE MUESTRAS DE HISOPADOS RECTALES. 

Grupo A Grupo B 

Finca 1 118 Finca 3 20 

Finca 2 44 Finca 4 20 

TOTAL 162 TOTAL 40 
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Los hisopados fueron tomados in situ; para ello, se introdujeron hisopos estériles vía 

rectal, girándolos lentamente hasta obtener aproximadamente 1.0 gramo de materia fecal 

(Weese et al., 2010); los hisopados fueron depositados inmediatamente en medios de 

transporte FAB, rotulados y almacenados a temperatura ambiente hasta su procesamiento en 

el laboratorio de bacteriología de la Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional. 

Para el presente estudio, se contó con la aprobación del Comité de Bienestar Animal y 

Bioética, oficio número FCSA-CBAB-EMV-ACUE-005-2016.  

2.3 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA 

2.3.1 CULTIVO BACTERIOLÓGICO 

Las muestras de hisopados rectales fueron tratadas mediante un shock con etanol 96° 

y luego inoculadas en agar Cefoxitina-Cicloserina-Fructuosa (CCFA; Oxoid). 

Adicionalmente, una porción de la muestra fue inoculada en caldo de enriquecimiento para 

Anaerobios Fastidiosos (FAB; Lab M). El CCFA fue incubado por 4 días en sistema de 

anaerobiosis (en jarras con generadores de anaerobiosis) y el caldo por 8 días bajo las mismas 

condiciones. Cuando no se observó crecimiento en el primer CCFA, se procedió a utilizar el 

FAB como cultivo de respaldo en un nuevo CCFA (Quesada-Gómez et al., 2010); 

adicionalmente se crearon concentrados de cultivos FAB. Las colonias sospechosas 

(amarillentas e irregulares) fueron identificadas fenotípicamente (Figura 1) mediante prueba 

de látex C. difficile de Oxoid™, prueba de fluorescencia a 365nm, donde, reacciones de 

aglutinación y fluorescencia verdosa-amarillenta fueron considerados como resultados 

positivos; los mismos fueron posteriormente confirmados mediante amplificación del gen tpi 

y cdd3 por PCR convencional descrito previamente (Schneeberg et al., 2013a; Spigaglia y 

Mastrantonio, 2002). 
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2.3.2 EXTRACCIÓN Y OBTENCIÓN DE ADN GENÓMICO 

El ADN genómico fue extraído a partir de cultivos en anaerobiosis de 12h, en caldo 

infusión cerebro corazón (BHI; Oxoid) usando el reactivo InstaGene, según las 

recomendaciones del fabricante (BioRad). El ADN fue conservado en congelación (-80°C), 

para su posterior utilización. 

 

2.3.3 GENOTIPIFICACIÓN POR PCR PARA tpi, cdd3, GENES CODIFICANTES DE TOXINA A 

(tcdA), TOXINA B (tcdB), DELECIÓN EN REGIÓN REPETITIVA EN tcdA Y TOXINA 

BINARIA (cdtA/cdtB) 

Fragmentos de los genes tpi, cdd3, tcdA, , tcdB, tcdC, cdtA y ctdB, fueron 

amplificados mediante PCR convencional usando los iniciadores y condiciones previamente 

descritas (Schneeberg et al., 2013a; Koene et al., 2012; Quesada-Gómez et al., 2010; 

Spigaglia y Mastrantonio, 2002); Como controles, fueron utilizados los provistos por el 

Laboratorio de Investigación en Bacteriología Anaerobia (LIBA) de la Universidad de Costa 

Rica y Laboratorio de Clostridios del Instituto de Infecciones Bacterianas y Zoonosis (IBIZ) 

del Friedrich Loeffler Institut (FLI) en Jena, Alemania. 

 

2.3.4 DETERMINACIÓN DEL RIBOTIPO POR PCR Y ELECTROFORESIS DE CAPILARIDAD 

Fragmentos de los espaciadores intergénicos en la región ARNm 16S/23S fueron 

amplificados siguiendo las condiciones previamente descritas por Indra et al., 2008 y 

modificadas por Schneeberg et al., 2013a; Schneeberg et al., 2013b. Brevemente, producto 

de amplificación por PCR fue marcado con fluorescencia para lectura en equipo de análisis 
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genético Applied Biosystems 3130. La detección de los productos marcados es cuantificada, 

produciéndose un perfil o patrón de picos que corresponden al tamaño y frecuencia de los 

amplicones. El archivo generado por el analizador fue procesado en el software Peak Studio 

v2.2 (Fodor Lab, UNCC); los patrones de picos fueron comparados con la base de datos 

internacional WebRibo (http://webribo.ages.at), para la asignación de su respectivo ribotipo. 

En los casos donde no fue posible la asignación de un ribotipo previamente descrito, se utilizó 

el prefijo “FLI-CR” y un sub-número consecutivo. El análisis de similitud entre ribotipos se 

realizó por medio de BioNumerics (v.7.6), utilizando el algoritmo UPGMA (Schneeberg et 

al., 2013a) y el coeficiente correlativo. 

2.3.5 GENOTIPIFICACIÓN POR PFGE (ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPO PULSADO) 

ADN genómico fue sometido a digestión enzimática para la obtención de patrones de 

macrorrestricción y NAP (North American Pulsotype). Brevemente, cultivos de C. difficile 

en BHI (6-8 horas) fueron embebidos en agarosa (Seakem Gold, Lonza) y tratados con buffer 

de lisis para la preparación de plugs, siguiendo protocolos previamente descritos (Miller et 

al., 2010). Posteriormente, los plugs fueron incubados con buffer que contenía lisozima, 

Rnase A y mutanolisina (Sigma). Se realizó digestión enzimática con SmaI (Roche) y los 

fragmentos de ADN fueron separados en un gel de agarosa con TBE 0.5X (Fermentas) en 

equipo CHEF-DRII (Bio-Rad), en una corrida de 21 horas. Los geles obtenidos fueron 

teñidos con bromuro de etidio y fotodocumentados con el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). Las 

imágenes obtenidas, fueron analizadas mediante el software BioNumerics (Applied Math) y 

los patrones de macrorrestricción resultantes fueron comparados, mediante análisis de 

similitud (algoritmo UPGMA; coeficiente Dice, tolerancia/optimización 1.0%), con los 

depositados en la base de datos del National Microbiology Laboratory, Canada. 
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2.3.6 GENOTIPIFICACIÓN POR MLVA (VARIABILIDAD DEL NÚMERO DE REPETICIONES 

EN TÁNDEM EN MÚLTIPLES LOCUS) 

MLVA fue realizado para todas las cepas estudiadas, donde se utilizó la metodología 

modificada de Schneeberg et al., 2013a; Schneeberg et al., 2013b. Brevemente, producto de 

amplificación de siete locus por PCR (A6Cd, B7Cd, C6Cd, E7Cd, F3Cd, G8Cd y H9Cd) fue 

sometido a electroforesis de gel capilar en equipo Applied Biosystems 3130. Los patrones de 

picos generados (electroferograma) fueron procesados en el software Peak Studio v2.2 

(Fodor Lab, UNCC) y los perfiles numéricos (alélicos) fueron corregidos mediante ecuación 

lineal para la obtención del número de copias repetidas (STR). Los perfiles alélicos fueron 

posteriormente procesados en el software PHYLOViZ v.2.0 y el plugin MLVA v.2.0.0 para 

la obtención de árboles de expansión mínima (MST), utilizando las diferencias de repetición 

en tándem sumadas (STRD) y la combinación con las variaciones de locus (SLV: variaciones 

en un locus; DLV: variaciones en dos locus) mediante el algoritmo de distancia goeBURST 

(se consideró como grupo clonal aquellos aislamientos con SLV ≤2, y grupos genéticamente 

relacionados no clonales a aquellos cuya SLV fue entre >2 y ≤10). 
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3. RESULTADOS 

3.1 CULTIVO, AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE Clostridium difficile 

Un total de 202 muestras de hisopados rectales, distribuidos en 4 fincas, fueron 

recolectados, procesados y categorizados dentro de dos (2) grupos: Fincas Públicas “A” (2 

Fincas, 39 pools) y Fincas Privadas “B” (2 Fincas, 15 pools). Clostridium difficile fue 

detectado en 3 de 4 (75%) de las fincas muestreadas, obteniendo un total de 20 aislamientos 

típicos (Figura 1) donde en el grupo A, se obtuvo un total de 10/39 (26%), y en el grupo B, 

un total de 10/15 (67%), de concentrados (pools) compatibles con C. difficile (Cuadro 2). De 

los animales muestreados, 6/202 (3%) fueron reportados enfermos por diarrea, los restantes 

196/202 (97%) eran animales sin diarrea (aparentemente sanos).  

CUADRO 2. FINCAS Y AISLAMIENTOS DE Clostridium difficile 

ORIGEN 
TOTAL 

LECHONES 
D+ D-  Concentrados 

Procesados 

AISLAMIENTOS 

C. difficile 

Grupo A 
FINCA 1 118 0 118  29 0 

FINCA 2 44 0 44  11 10 

Grupo B 
FINCA 3 20 0 20  7 4 

FINCA 4 20 6 14  8 6 

TOTALES 202 6 196  55 20 

D+: Presencia de diarrea; D-: Ausencia de diarrea (animales aparentemente sanos). 

  

Para grupo “A”, se reportó que se evita el uso innecesario de cualquier antibiótico o 

fármaco de forma profiláctica. El grupo “B”, no reportó cual es el esquema de uso o manejo 

de antibióticos en sus sistemas de producción. 
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FIGURA 1. MORFOLOGÍA COLONIAL Y CELULAR Clostridium difficile 

A. FLUORESCENCIA EN AGAR SANGRE; B. COLONIAS TÍPICAS EN AGAR SANGRE; C. COLONIA EN 

CCFA; D. TINCIÓN GRAM (100X), FLECHAS: ESPORAS SUB-TERMINALES. 

 

3.2 GENOTIPIFICACIÓN POR PCR: PERFIL DE TOXINAS Y RIBOTIPOS 

De los 20 aislamientos, 10 resultaron ser no toxigénicos (tcdA-, tcdB-, cdtA-/B-), 4 

positivos por PCR a tcdA, tcdB y cdtAB (A+B+CDT+), y finalmente, 6 positivos por PCR a 

tcdA, tcdB y negativos para cdtAB (A+B+CDT-). Todos los aislamientos tcdA positivos, no 

presentaron deleciones en la región repetitiva de su genoma, obteniéndose un producto de 

amplificación de 1,200-bp, lo cual sugiere una toxina funcional. Tres ribotipos fueron 

asignados, por la plataforma WEBRIBO, a los aislamientos caracterizados: RT078, RT596 

y RTFLI-CR1 (RT014/5; closest match). El RT596 fue detectado en una finca del grupo A, 

RT078 y RTFLI-CR1 fueron detectados en las fincas 3 y 4 del grupo B, respectivamente. 

Adicionalmente, se calculó la similitud entre ribotipos mediante el método UPGMA, 

obteniéndose 2 grupos (A y B), (Figura 2). 
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FIGURA 2. PATRONES MOLECULARES Y DISTRIBUCIÓN DE LOS AISLAMIENTOS DE C. difficile. Se utilizó el 

algoritmo UPGMA para el análisis de similitud entre patrones de ribotipos por PCR, Los aislamientos 

pertenecientes al genotipo RT078/NAP7, mostraron una deleción en gen tcdC, característico de dicho genotipo 

que posee características hipervirulentas. No se detectó deleción en tcdA, sugerente de toxina A funcional. 

 

3.4 GENOTIPIFICACIÓN POR PFGE (ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPO PULSANTE)  

En las cepas toxigénicas, se obtuvieron dos patrones de macrorrestricción SmaI  (0080 

y 1148); 0080 correspondió con el pulsotipo NAP7, reportado en un caso clínico hospitalario, 

el patrón de marorrestricción 1148 coincidió con un patrón previamente reportado en la base 

de datos del National Microbiology Laboratory (Canada), pero con ninguno previamente 

reportado en Costa Rica. La comparación entre pulsotipos nacionales, previamente 

detectados, y los obtenidos en el presente estudio, se realizó mediante el algoritmo UPGMA, 

coeficiente Dice, tolerancia/optimización 1.0% (Anexo 2). 

 

3.4 GENOTIPIFICACIÓN POR MLVA (VARIABILIDAD DEL NÚMERO DE REPETICIONES 

EN TÁNDEM EN MÚLTIPLES LOCUS) 

Se detectaron 10 perfiles MLVA, los cuales fueron asignados a 3 diferentes grupos 

(correspondientes a los 3 ribotipos descritos). La mayor variabilidad alélica fue detectada en 
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el locus B7Cd con 6 alelos, seguidos por A6Cd y C6Cd, E7Cd y G8Cd, H9Cd y F3Cd, con: 5, 5, 3, 

3, 2 y 1 alelos, respectivamente. En el grupo clonal A, RT596 y RTFLI-CR1, todos los 

aislamientos mostraron invariabilidad alélica para los locus E7Cd, F3Cd, G8Cd y H9Cd.  

(Cuadro 3). Interesantemente, todos los aislamientos RT078, pertenecientes al grupo clonal 

B, fueron negativos para el locus A6Cd e invariables para los locus C6Cd, E7Cd y G8Cd, H9Cd 

y F3Cd. Finalmente, tres alelos para el locus B7Cd, fueron detectados para los aislamientos del 

RT078 con 28, 26 y 25 copias. 

CUADRO 3. PERFILES ALÉLICOS DE RT596, RTFLI-CR1 Y RT078/NAP7, DETERMINADOS POR 

MLVA EN AISLAMIENTOS PORCINOS DE COSTA RICA 

RIBOTIPOS PCR PERFILES MLVA 
l o c i 

AISLAMIENTOS 
A6Cd B7Cd C6Cd E7Cd F3Cd G8Cd H9Cd 

RT596 1 

1.1 27 19 34 2 4 8 1 1-2-3-8 

1.2 27 27 33 2 4 8 1 4-6-10 

1.3 27 28 33 2 4 8 1 5 

1.4 26 27 33 2 4 8 1 7 

1.5 27 19 33 2 4 8 1 9 

RTFLI-CR1 2 
2.1 28 10 25 4 4 13 2 15-16-17-18-20 

2.2 30 10 26 4 4 13 2 19 

RT078 3 

3.1 0 26 32 8 4 10 2 11 

3.2 0 25 32 8 4 10 2 12 

3.3 0 28 32 8 4 10 2 13-14 

                      

    ALELOS 5 6 5 3 1 3 2   
 

 

El análisis de MST (Minimum-spanning-tree) de los datos MLVA, mostró la relación entre 

aislamientos de C. difficile, donde tres complejos clonales fueron detectados, y que 

corresponden a los tres ribotipos previamente descritos, con una SLV= 5 (STRD >2) entre 

sí. Todos los aislamientos, sin excepción, están genéticamente relacionados, (Figura 3). 
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FIGURA 3. ÁRBOL DE EXPANSIÓN MÍNIMA (MST) DE RT078/NAP7, RTFLI-CR1 Y RT596 

En los aislamientos costarricenses, se identificaron tres complejos clonales entre los aislamientos. El algoritmo 

eBURST optimizado para MLVA fue utilizado, donde se priorizó la agrupación de SLV=1, SLV=1,2 y otros. 

El diámetro de los círculos es proporcional al número de aislamientos. Distribución similar fue obtenida al 

procesar los datos de los electroferogramas en BioNumerics (v.7.6). 

 

4.  DISCUSIÓN 

Se realizó un estudio no probabilístico en todos los lechones <15 días post-parto 

disponibles en las fechas de muestreo, donde se investigó la presencia de Clostridium difficile 

y se realizó su caracterización molecular para la descripción de perfiles toxigénicos 

pulsotipos y ribotipos en los aislamientos obtenidos. La baja proporción de aislamiento 

(Cuadro 2), es compatible con estudios previos que reportaron prevalencias variables en los 

grupos estudiados (Arruda, 2014; Álvarez-Pérez et al., 2009). Para este estudio, se 

consideraron estudios que indican la edad que presenta mayores tasas de colonización y 

recuperación en cultivo, así como las condiciones de procesamiento (Schneeberg et al., 

2013a; Hopman et al., 2011; Weese et al., 2010).  
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El análisis de los datos de PCR-Ribotyping concluyó con el reporte de tres ribotipos, 

donde dos de ellos, RT596 y RT078, fueron detectados y los mismos correspondían a los 

aislamientos de las fincas en el grupo B (Cuadro 2), y cuyas características genotípicas, en el 

caso de RT078, corresponden con reportes previos y con la información disponible en 

Webribo (Rodriguez et al., 2016). RT596 ha sido reportado previamente en Alemania a partir 

de terneros, sus características genotípicas también corresponden con los reportes previos 

(Schneeberg et al., 2013b); sin embargo, diez (10) aislamientos correspondieron a RT014/5, 

por el criterio de homología, con el ribotipo de referencia, por ello se asignó el prefijo FLI-

CR y el sub-consecutivo “1”, siendo los mismos compatibles con las características 

previamente descritas para aislamientos del genotipo RT014 (Knight et al., 2015b). 

RT078 ha sido descrito y asociado a brotes en humanos en Europa (Knight et al., 

2016; Knight et al., 2015a) y constituye uno de los principales ribotipos detectados en 

porcinos (Janezic et al., 2014b; Janezic et al., 2012) y en animales de producción, siendo 

considerado como un ribotipo emergente de marcada importancia y con características 

epidémicas (Elliott et al., 2017; Hengsgens et al., 2012). En Brasil (Latinoamérica), C. 

difficile RT078 ha sido aislado a partir de potros, sin embargo, no ha sido reportado en 

humanos (Silva et al., 2015; Monteiro et al., 2014); RT078 ha sido aislado también a partir 

de diversas especies biológicas consideradas como plagas, que podrían contribuir con su 

diseminación en el ambiente (Burt et al., 2012). En Costa Rica, RT078 ha sido detectado en 

un caso (comunicación personal), sus características genotípicas (perfil de toxinas, pulsotipo 

y PCR-ribotipo) corresponden a los aislamientos obtenidos en lechones en el presente 

estudio.  
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RT014 ha sido descrito en animales y humanos (Silva et al., 2015; Knight et al., 

2015c; Knight et al., 2013), así como en productos cárnicos de consumo (Rodriguez et al., 

2014). En un estudio reciente, RT014 fue analizado y se ha reportado su transmisión inter-

especie, mostrando una relación estrecha entre hospederos y compartiendo múltiples 

elementos de resistencia a los antimicrobianos (Knight et al., 2016). En Costa Rica, 

aislamientos correspondientes al genotipo NAP4/RT014 han sido detectados en 12.3% de los 

mismos (comunicación personal), compartiendo también sus características genotípicas y 

toxigénicos. Ambos ribotipos, RT078 y RTFLI-CR1, fueron detectados en los aislamientos 

analizados, lo que podría suponer un posible riesgo para la salud pública sí ocurriese una 

diseminación de los mismos, sobre todo a nivel comunitario (Rodriguez et al., 2016; Bauer 

y Kuijper, 2015; Squire y Riley, 2013); Inesperadamente RT596, correspondiente al 50% de 

los aislamientos caracterizados en el presente estudio y previamente reportado en terneros 

(Schneeberg et al., 2013b), ha sido también reportado en infantes y ancianos atendidos en 

hospitales de Europa (Krutova et al., 2016), donde ambas poblaciones son consideradas 

potencialmente vulnerables (Bassetti et al., 2012). 

Finalmente, el análisis de los datos obtenidos con MLVA muestra una 

intravariabilidad mínima entre los aislamientos, cuya STRD fue ≤2 (asumida, donde SLV= 

≤2) entre aislamientos del mismo complejo clonal y con una baja variabilidad en los alelos 

F3Cd, G8Cd y H9Cd, lo que es esperado en cepas provenientes de la misma fuente en la misma 

granja (Avbersek et al., 2009). Tal y como se esperaba, RT078 mostró la ausencia de alelos 

en el locus A6Cd, lo cual concuerda con reportes previos en lechones de Alemania 

(Schneeberg et al., 2013a). Adicionalmente, se realizó el análisis, utilizando BioNumerics 

(v7.6), utilizando una configuración previamente descrita (Schneeberg et al., 2013a), de los 
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datos de curvas obtenidas en electroferogramas para MLVA de los aislamientos: 

RT078/NAP7 de Costa Rica (n=4), y de perfiles alélicos de RT 078, disponibles en 

publicaciones previas (Schneeberg et al., 2013a; Bakker et al., 2010), donde se 

seleccionaron, aleatoriamente, perfiles humanos (n=13, cinco países europeos), perfiles 

porcinos (n=11, cinco países europeos); RT078/NAP7 de Costa Rica, formó un complejo 

clonal (SLV/STRD ≤ 2), con un aislamiento humano de Alemania y formó parte de un 

complejo genéticamente relacionado (SLV/STRD >2 y ≤ 10), conformado por 19 

aislamientos de fuentes humanas y porcinas de diversas regiones europeas (Anexo 3).  Un 

estudio publicado recientemente (Usui et al., 2014), obtuvo resultados similares al analizar 

los perfiles alélicos de aislamientos humanos y porcinos; Los hallazgos reportados en el 

presente estudio demuestran que C. difficile es un patógeno de amplia distribución con una 

epidemiología cambiante y dinámica; RT078/NAP7, con alto potencial virulento, fue 

detectado en cuatro aislamientos porcinos y un aislamiento clínico en el país, y más 

importante aún, los resultados genotípicos en los aislamientos de origen porcino muestran 

una relación clonal con aislamientos virulentos clínicos y porcinos en Europa. A pesar de que 

dichos aislamientos (porcinos de Costa Rica) parecen estar circunscritos a la población 

porcina, con excepción del caso clínico detectado, la vigilancia y estudios dirigidos a 

aislamientos de origen comunitario, son necesarios para poder establecer las posibles 

implicaciones en salud pública. Los hallazgos en el presente estudio corroboran una vez el 

solapamiento entre hospederos reportados globalmente (Rodriguez et al., 2016; Hengsgens 

et al., 2012), surgiendo así, interrogantes sobre la dinámica de C. difficile en la comunidad. 
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5.  CONCLUSIONES 

 Clostridium difficile se encuentra presente en lechones de Costa Rica, colonizando el 

tejido gastrointestinal de los mismos, y con una baja proporción de aislamiento. 

 La intravariabilidad mínima de los perfiles alélicos detectados por MLVA, permiten 

inferir que los aislamientos de C. difficile pertenecen a cepas genéticamente conservadas 

y que posiblemente han sido transmitidas entre hospederos por el ambiente.  

 Los aislamientos RT078/NAP7 de Costa Rica, comparten características genotípicas con 

aislamientos hipervirulentos reportados en Europa, lo que pone de manifiesto su potencial 

e importancia epidemiológica en el país y la región. 

 Los sistemas de producción, aparentemente distintos entre sí, y, cuya caracterización no 

forma parte de las variables del estudio, permiten suponer que dichas diferencias 

influencian de alguna manera la presencia de los ribotipos y sus características 

genotípicas/fenotípicas, al obtener aislamientos no toxigénicos y toxigénicos en los 

grupos A y B, respectivamente. 

 De los genotipos encontrados, RT078/NAP7 ha sido previamente detectado en un caso 

clínico humano; FLI-CR1/SmaI 1148 (RT014/5), probablemente pertenece al mismo 

linaje de RT014/NAP4, detectado en aislamientos previamente caracterizados. Ambos, 

RT078/NAP7 y RT014/NAP4, son de alta importancia epidemiológica en Europa y 

América, y han sido detectados a nivel hospitalario nacional; por lo tanto, podrían ser 

elementos de riesgo considerable en la evolución y dinámica de C. difficile a nivel 

comunitario en el país. 
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 Ninguno de los tres ribotipos detectados y caracterizados en el presente estudio han sido 

reportados en animales en la región de Centro América y México, por lo tanto, el presente 

se considera como el primer reporte de Clostridium difficile en animales de la región.  
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6.  RECOMENDACIONES 

 Se recomienda la investigación de toxicidad de los genotipos detectados, para poder 

establecer las posibles implicaciones y potenciales patológicos de los mismos. 

 Adicionalmente, se recomienda la investigación de genes de resistencia a los 

antimicrobianos, así como de elementos móviles y adquiridos, que podrían contribuir con 

su latente virulencia. 

 Se debe concientizar a la comunidad médico-veterinaria sobre los posibles riesgos en el 

manejo inadecuado de los sistemas de producción porcina. En la finca “1” del sector 

público, donde el manejo es de alta calidad y los animales son mantenidos en ambientes 

limpios y adecuados, la proporción de aislamiento de C. difficile fue de 0%. 

 La implementación de un programa básico de vigilancia epidemiológica, en las fincas de 

producción porcina privadas, podrían contribuir con la prevención de casos comunitarios, 

así como con el desarrollo de políticas de manejo modernas y seguras, que evitan o 

disminuyen el riesgo de contaminación del ambiente y la diseminación de genotipos 

toxigénicos con potencial virulento. 
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ANEXO 1 
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ANEXO 2.  

 

 

COMPARACIÓN DE PATRONES DE MACRORRESTRICCIÓN SMAI (PFGE) DE Clostridium 

difficile EN COSTA RICA  

Se compararon 25 patrones de macrorrestricción SmaI de C. difficile aislados en Costa Rica en Humanos (n=15) 

y porcinos (n=10). (A) RT078/NAP7 (porcinos) mostraron completa homología con un aislamiento humano 

RT078/NAP7 (flecha), contenido en la base de datos de LIBA-UCR. (B) Los aislamientos (porcinos) con el 

patrón de macrorrestricción SmaI 1148 no coincidieron con ningún patrón registrado en las bases de datos, por 

lo tanto, se considera como un nuevo tipo PFGE en Costa Rica. 
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ANEXO 3.  

 

 

ÁRBOL DE EXPANSIÓN MÍNIMA (MST) DE PERFILES ALÉLICOS (MLVA) DE Clostridium 

difficile, EN AISLAMIENTOS DE EUROPA Y COSTA RICA  

 
Colección de perfiles alélicos (MLVA) de aislamientos humanos y porcinos RT078 de Europa (Inglaterra, Irlanda, Holanda, 

Bélgica y Alemania) y porcinos RT078/NAP7 de Costa Rica. El diámetro de las celdas es proporcional a los aislamientos 

que comparten el mismo genotipo MLVA. en gris se encuentran los aislamientos genéticamente relacionados (STRD/SLV 

≤2, STRD/SLV >2 y <10). En el presente análisis, donde se seleccionó aleatoriamente un pequeño número de perfiles 

disponibles, 76.7% de los aislamientos (perfiles alélicos) resultaron estar genéticamente relacionados entre sí; se 

identificaron tres complejos genéticos relacionados (CGR: A, B y C), entre tanto, los aislamientos de Costa Rica, formaron 

parte del complejo más grande (A). Se detectaron tres complejos clonales (STRD/SLV ≤2), dispuestos dentro de círculos 

negros; interesantemente, los aislamientos RT078/NAP7 de Costa Rica se encontraron estrechamente relacionados con un 

aislamiento RT078 de origen humano de Alemania.  
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CAPÍTULO II 

PERFILES DE MULTIRESISTENCIA EN AISLAMIENTOS DE Clostridium difficile, GENOTIPOS 

RT078/NAP7, RTFLI-CR1 Y RT596, EN TRES GRANJAS PORCINAS DE COSTA RICA. 

 

RESUMEN 

Clostridium difficile es una patógeno asociado con el desarrollo de enfermedades 

intestinales en humanos y animales; en los humanos se ha reportado la asociación entre el 

uso de fármacos como fluoroquinolonas y clindamicina como factores de riesgo para la 

infección (CDI) En animales de producción, la actividad in vitro de los antibióticos ha sido 

estudiada con mucho menos amplitud que en aislamientos clínicos, y no existen puntos de 

corte para determinar la resistencia de bacterias anaerobias de origen veterinario y en 

humanos aún están en constante revisión y cambio por los organismos de referencia CLSI y 

EUCAST. Existe un creciente número de reportes de solapamiento entre especies y 

hospederos de genotipos virulentos de C. difficile, así como de perfiles de resistencia y 

multiresistencia a los antibióticos. En Costa Rica, se han caracterizado aislamientos clínicos 

hipervirulentos y ampliamente multiresistentes a un importante número de clases de 

antibióticos. En el presente trabajo, se analizaron veinte aislamientos toxigénicos y no 

toxigénicos de C. difficile y al ser tipificados molecularmente presentaron los genotipos 

RT078/NAP7, RT-FLI-CR1 y RT596), provenientes de fuentes porcinas, aparentemente 

sanas y se determinó la concentración mínima inhibitoria (MIC) para diecisiete (17) 

antibióticos pertenecientes a diversas categorías o clases (en la epidemiología de las 

infecciones de C. difficile, CDI) por medio del método epsilométrico ETEST®. Todos los 

aislamientos registraron MIC por sobre los puntos de corte establecidos (resistencia), en al 
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menos tres clases diferentes de antibióticos (multiresistencia). Con esto se consigue generar 

los primeros datos de resistencia en la región de Centro América y México en aislamientos 

de C. difficile de origen veterinario productivo y detectar posibles reservorios de 

multiresistencia a los antimicrobianos en cepas con alto potencial epidémico mundial como 

RT078/NAP7. 

PALABRAS CLAVE: Lechones Costa Rica, Clostridium difficile, MIC, Multiresistencia 

 

ABSTRACT 

Clostridium difficile is a multidrug resistant (MDR) pathogen to antibiotics, with great 

importance at a clinical and nosocomial level. In production animals, the in vitro activity of 

antibiotics has been studied with much less amplitude than in clinical isolates, and there is 

little concordance and consistency in the panels of antibiotics analyzed, as well as in the cut-

off points and interpretation by CLSI and EUCAST for most of them. There is a growing 

number of reports of overlap between species and hosts of C. difficile virulent genotypes, as 

well as resistance and multiresistance profiles to antibiotics. In Costa Rica, a large number 

of classes of antibiotics have been analized, after the characterization of hypervirulent and 

widely multiresistant clinical isolations. Twenty toxigenic and non-toxigenic isolates of C. 

difficile (RT078 / NAP7, n = 4; RTFLI-CR1, n = 6; and RT596, n = 10) from apparently 

healthy piglets, were analyzed agains to seventeen (17) antibiotics belonging to different 

categories/classes (in the epidemiology of C. difficile infections, CDI) to determine the 

minimum inhibitory concentration (MIC), using the ETEST® epsilometric method. All the 

isolates registered values over the established cut-off points (resistance), in at least three 
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different classes of antibiotics (multidrug resistance). With this, it is possible to generate the 

first resistance data in the Central American and Mexican region in isolates of C. difficile of 

productive veterinary origin and to detect possible reservoirs of multidrug resistance to 

antimicrobials in strains with high global epidemic potential as RT078/NAP7. 

KEYWORDS: Costa Rican Piglets, Clostridium difficile, MIC, Multidrug resistance (MDR) 
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1. INTRODUCCIÓN 

La resistencia a los antibióticos es un problema actual y global, donde anualmente los 

reportes y la complejidad de los mismos aumentan (Marston et al., 2016). C. difficile es un 

enteropatógeno de importancia epidemiológica, tanto en ambientes hospitalarios como en las 

comunidades, donde genotipos de interés internacional (RT027/NAP1, RT078/NAP7, entre 

otros), muestran patrones de multiresistencia a los antibióticos (MDR) e incrementada 

virulencia (Knight et al., 2015; Adler et al., 2015). C. difficile posee un genoma dinámico, 

dónde, diversos elementos favorecen su distribución y mantenimiento en el ambiente, así 

como su resistencia a los antibióticos (Elliott et al., 2017; Dingle et al., 2014). En humanos, 

se ha reportado variabilidad en los perfiles de resistencia, por ello, la investigación y 

vigilancia son de suma importancia (Dong et al., 2013). 

En medicina veterinaria, el uso de los antibióticos tiene finalidades profilácticas, 

terapéuticas y como factores de crecimiento que favorecen la producción (Cancho Grande et 

al., 2000); sin embargo, debido a la posibilidad de una relación entre el uso de los antibióticos 

y el riesgo que esto supondría en salud pública, existe un consenso activo para la disminución 

en el uso de los mismos, evitando así, una presión selectiva global sobre los microorganismos 

que podrían perjudicar al humano (Jordan et al., 2009). El control sobre el uso de los 

antibióticos en medicina veterinaria y sistemas de producción es cada vez más necesario y 

supondría una valiosa herramienta epidemiológica de prevención a la resistencia 

farmacológica (Callens et al., 2012). 

El traslape genómico entre cepas hipervirulentas y hospederos humanos y animales 

suponen un riesgo a la salud pública, existe evidencia que sugiere que ciertos animales de 

compañía y los cerdos, podrían actuar como reservorios de C. difficile y a la vez contribuirían 
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a su mantenimiento y diseminación en la comunidad (Spigaglia et al., 2015). Existen reportes 

que muestran la variabilidad en los perfiles de resistencia a los antibióticos por C. difficile a 

partir de diversas fuentes animales, siendo la resistencia a fluoroquinolonas, uno de los 

principales elementos de preocupación, debido a su relación con cepas de marcada virulencia 

y distribución (Thitaram et al., 2016; Álvarez-Pérez et al., 2014); sin embargo en Brasil, la 

mayoría de las cepas estudiadas a partir de animales y humanos, mostraron susceptibilidad 

aceptable a varios antibióticos: entre ellos metronidazol, vancomicina, y florfenicol, lo cual 

sugiere multi-causalidad en el desarrollo de la resistencia (Silva et al., 2014). RT078/NAP7 

(a partir de fuentes humanas y animales) ha mostrado poseer patrones de resistencia similares 

a otros genotipos virulentos de importancia clínica y se ha logrado establecer que, aunque 

moxifloxacina no es utilizada en medicina veterinaria, el uso prolongado o no controlado de 

fluoroquinolonas, como enrofloxacina, está asociada al desarrollo de resistencia a la misma 

(Keessen et al., 2013).  
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2. METODOLOGÍA 

2.1 DISEÑO DE ESTUDIO Y MUESTRA 

Se realizó un ensayo para la determinación de las concentraciones inhibitorias 

mínimas (MIC’s) en veinte aislamientos de C. difficile en lechones de tres fincas de 

producción en Costa Rica, los cuales pertenecen a los genotipos RT078/NAP7, RT-FLI-CR1 

(014/5) y RT596 (Cuadro 2, Figura 2, Capitulo 1). De las tres fincas, solo la finca publica 

reportó el no utilizar antibióticos como fluoroquinolonas o cefalosporinas, de forma continua 

como factor protector. 

2.2 ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS Y PUNTOS DE CORTE 

Para el presente estudio, para la obtención de las MIC’s se utilizó el método 

epsilométrico ETEST® para 17 antimicrobianos. La categorización de resistencia se tilizó 

los puntos de corte del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015; CLSI, 2012), 

cuando se encontraban disponibles, EUCAST o los utilizados en reportes previos en los 

demás casos (Cuadro 2). Las MICs clasificadas como “intermedias” fueron consideradas 

como resistencia, para efectos de este trabajo. Para análisis de estos resultados se determinó 

la MIC50 y MIC90 utilizando como criterio la concentración mínima de antibiótico en la cual 

el 50% y 90% de los aislamientos fueron inhibidos, respectivamente. Se estableció el criterio 

de multiresistencia cuando los aislamientos mostraran resistencia al menos a tres clases de 

antimicrobianos (Spigaglia et al., 2015). 
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CUADRO 1. ANTIMICROBIANOS Y PUNTOS DE CORTE UTILIZADOS 

ANTIBIÓTICO 
PUNTO DE CORTE 

(µg/mL) 

RANGO ANALIZADO 

(µg/mL) 
REFERENCIA 

      

AMOXICILINA AC  ≥8 0.016 - 256 CLSI (2015, 2017)3 

AMOXICILINA + ÁCIDO CLAVULÁNICO XL  ≥8 0.016 - 256 CLSI (2015, 2017)3 

AMPICILINA AM  ≥1 0.016 - 256 CLSI (2015, 2017)3 

CEFOTAXIME CT  ≥32 0.002 - 32 3 

CIPROFLOXACINA CI  ≥4 0.002 - 32 CLSI (2015, 2017)1,3 

CLINDAMICINA CM  ≥4 0.016 - 256 CLSI (2015, 2017)3 

CLORANFENICOL CL  ≥16 0.016 - 256 CLSI (2015, 2017)3 

ENROFLOXACINA ENR  ≥4 0.002 - 32 CLSI (2015, 2017)1,3 

LEVOFLOXACINA LEV  ≥4 0.002 - 32 CLSI (2015, 2017)1,3 

LINEZOLID LZ  ≥4 0.016 - 256 EUCAST, (v.7.0)2 

MEROPENEM MP  ≥8 0.002 - 32 CLSI (2015, 2017)3 

METRONIDAZOL MZ  ≥16 0.016 - 256 CLSI (2015, 2017)3 

MOXIFLOXACINA MX  ≥4 0.002 - 32 CLSI (2015, 2017)1,3 

RIFAMPICINA RI  ≥0.004 0.002 - 32 EUCAST, (v.7.0)2 

TETRACICLINA TC  ≥8 0.016 - 256 CLSI (2015, 2017)3 

VANCOMICINA VA  ≥2 0.016 - 256 EUCAST, (v.7.0)2 

1 Se ha utilizado el mismo criterio CLSI para moxifloxacina, (Ramírez-Vargas et al., 2017; Büchler et al., 2014) 
2 Ramírez-Vargas et al., 2017; Freeman et al., 2015; Erikstrup et al., 2012 
3 (Rodloff et al., 2008) 

 

2.3 PROCESAMIENTO 

Brevemente, colonias seleccionadas de C. difficile, a partir de agar brucella, 

suplementado con vitamina K, hemina y sangre defribinada de oveja (BAK), se inocularon 

en caldo BHI (caldo infusión cerebro-corazón pre-reducido) y se incubaron en anaerobiosis 

por 24 horas; inóculos, a partir de cultivos en BHI, fueron preparados en placas de BAK, por 

extensión, siendo incubados por 48 horas de acuerdo a instrucciones del fabricante. Se 

utilizaron tiras ETEST® (AB Biodisk-bioMerieux, Inc., Solna, Sweden) con los 

antimicrobianos seleccionados. Cepa de referencia ATCC 700057 C. difficile, fue utilizada 

como control. La lectura de MIC’s se realizó 48 horas posterior a incubación, utilizando los 

criterios CLSI, EUCAST y otros (Cuadro 2).  

 



 

- 38 - 
 

3. RESULTADOS 

Se analizaron 20 aislamientos de C. difficile, provenientes de hisopados rectales en 

lechones de 3 fincas de producción porcina en Costa Rica (Cuadro 1). El resumen del rango 

de MIC’s, MIC50, MIC90 se muestran a continuación en el Cuadro 3; (%) de resistencia se 

muestra en el Gráfico 1.  

CUADRO 2. DISTRIBUCIÓN DE RANGOS MICS, MIC50, MIC90  

DE AISLAMIENTOS PORCINOS RT078/NAP7, RTFLI-CR1 Y RT596 

          

AISLAMIENTOS  
( G E N O T I P O S )  

 

RT0 7 8 /NAP7 

RTFLI-CR 1
*  

RT5 9 6  

 MZ VA MX ENR CI LEV TC LZ 

MIC RANGO 
(µg/mL) 0.125 – 0.75 0.25 – 0.75 0.5 – >32 >32 >32 3 – >32 0.064 – 64 2 – 3 

MIC50 0.38 0.5 0.75 >32 >32 12 0.190 2 

MIC90 0.75 0.5 >32 >32 >32 >32 64 2 

        
 

         

 CM AM XL AC CL RI MP CT 

MIC RANGO 
(µg/mL) 6 – 32 0.38 – 3 0.19 – 1.5 0.38 – 0.75 2 – 32 0.002 – 0.004 0.38 – 1 >32 

MIC50 8 1.5 0.75 0.50 8 0.002 0.75 >32 

MIC90 16 2 1 0.75 24 0.002 1 >32 

        
 

M Z :  M E T R O N I D A Z O L ;  V A :  V A N C O M I C I N A ;  M X :  M O X I F L O X A C I N A ;  E N R :  E N R O F L O X A C I N A ;  C I :  C I P R O F L O X A C I N A ;  L E V :  L E V O F L O X A C I N A  

T C :  T E T R A C I C L I N A ;  L Z :  L I N E Z O L I D ;  C M :  C L I N D A M I C I N A ;  A M :  A M P I C I L I N A ;  X L :  A M O X I C I L I N A  +  Á C I D O  C L A V U L Á N I C O ;  A C :  A M O X I C I L I N A  

C L :  C L O R A N F E N I C O L ;  R I :  R I F A M P I C I N A ;  M P :  M E R O P E N E M ;  C T :  C E F O T A X I M E  

 

* RT 014/5 Webribo (www.webribo.ages.at) 

 

Cloranfenicol y ampicilina mostraron actividad inhibitoria in vitro reducida, con 

porcentajes de resistencia de 70% y 65% (MIC90 24 y 2 µg/mL), respectivamente. Se registró 

resistencia completa a Levofloxacina, en todos los aislamientos toxigénicos (MICrango ≥32 

µg/mL), y resistencia en 90% de los aislamientos no toxigénicos (MICrango 3-12 µg/mL). Para 

moxifloxacina se obtuvo una actividad in vitro particular en todos aquellos aislamientos no 

toxigénicos, registrándose un MICRango 0.5-0.75 µg/mL; no obstante, en aquellos 
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aislamientos provenientes de fincas privadas, C. difficile mostró resistencia completa (MIC 

≥32), sin importar su genotipo. 

 

FIGURA 1. PORCENTAJE DE RESISTENCIA ENTRE GENOTIPOS RT596, RT078/NAP7 Y RTFLI-CR1 DE             

C. difficile AISLADOS A PARTIR DE PORCINOS EN COSTA RICA. 

El 100% de los aislamientos fueron resistentes para enrofloxacina, ciprofloxacina, clindamicina y cefotaxime. 

Por otro lado, fueron todos sensibles al metronidazol, vancomicina, amoxicilina/ácido clavulánico, 

amoxicilina, meropenem, linezolid y rifampicina, lo anterior sin importar si se trataba de aislamientos 

toxigénicos o no. 

 

Finalmente, se registraron los perfiles de multiresistencia encontrados, los mimos son 

detallados en el Cuadro 4. En total, todos los aislamientos analizados en el presente estudio, 

mostraron resistencia combinada al menos a tres (3) clases de antimicrobianos diferentes. De 

los aislamientos toxigénicos, RT078/NAP7 registró un (1) patrón de multiresistencia, con 

cuatro aislamientos; por su parte, RTFLI-CR1 registró dos (2) patrones de multiresistencia 
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con seis (6) aislamientos. RT596 mostró diversidad en los patrones de multiresistencia, 

registrando cuatro (4) perfiles con diez (10) aislamientos. Sorprendentemente, RTFLI-CR1 

(toxigénico) y RT596 (no toxigénico), contabilizaron perfiles de resistencia a la combinación 

de cinco (5) diferentes tipos de antimicrobianos (Cuadro 4). El análisis de similitud mostró 

claramente una agrupación categórica en dos clústeres, coincidentes con sus características 

fenotípicas (toxigénicos/no toxigénicos; Figura 1). 

CUADRO 3. PERFILES DE MULTIRESISTENCIA PARA 17 ANTIMICROBIANOS 

DETERMINADOS EN AISLAMIENTOS PORCINOS DE C. difficile.  

PERFILES DE RESISTENCIA 
# 

CLASES 
 

RT078/NAP7 RTFLI-CR1 RT596  AISLAMIENTOS 

        

ENR/CI+CM+AM+CL+CT 5 
 

0 0 1  1 

ENR/LEV/CI+CM+AM+CL+CT 5 
 0 0 3  3 

ENR/LEV/CI+CM+AM+TC+CT 5 
 0 3 0  2 

ENR/LEV/CI+CM+AM+CT 4 
 0 0 3  3 

ENR/LEV/CI+CM+TC+CT 4 
 

4 3 0  7 

ENR/LEV/CI+AM+CT 3 
 

0 0 3  3 

        

 

 

 

FIGURA 2. DISTRIBUCIÓN Y SIMILITUD DE PERFILES DE MULTIRESISTENCIA. Las MIC’s obtenidas mediante 

ETEST® fueron convertidas a datos binomiales (Susceptibilidad o Resistencia). Se utilizó Algoritmo UPGMA, 

coeficiente Dice, para el análisis de Clusters; todos los aislamientos mostraron similitud >83% entre grupos 

(aislamientos toxigénicos y no toxigénicos). 
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4.  DISCUSIÓN 

La resistencia a los antibióticos constituye uno de los principales desafíos en el 

tratamiento y manejo de las enfermedades de etiología bacteriana, donde complejos 

mecanismos moleculares y bioquímicos han sido ampliamente descritos (Blair et al., 2015). 

La interacción e implicación en el uso de los antibióticos en la epidemiología de C. difficile, 

junto a la emergencia de multiresistencia a los mismos, constituyen importantes elementos 

de estudio, que motivan la investigación y monitoreo de su actividad in vitro (Baines y 

Wilcox, 2015). El presente estudio constituye el primer reporte de evaluación de la actividad 

in vitro a los antibióticos, en aislamientos de C. difficile de origen porcino en la región de 

Centro América y México. Todos los genotipos/aislamientos analizados (RT078/NAP7, 

RTFLI-CR1 (RT014/5) y RT596) mostraron resistencia al menos a tres clases de 

antimicrobianos. 

Metronidazol y vancomicina, ambos utilizados como tratamientos de elección en 

casos de infección por C. difficile “CDI” (Curry, 2017), mostraron una MIC90 de 0.75 y 0.5 

µg/mL, respectivamente; Ninguno de los aislamientos analizados mostró resistencia, lo que 

concuerda con reportes previamente realizados en humanos, animales y plantas de 

producción cárnica (Wu et al., 2017; Knight et al., 2015; Brazier et al., 2008); metronidazol 

y vancomicina no son utilizados en medicina veterinaria (Shaban et al., 2014; Weese, 2008), 

no obstante, humanos, animales y sistemas de producción se encuentran en contacto 

constante: un estudio que utilizó secuenciación de genoma completo, demostró la transmisión 

inter-especie, aunque no se descarta la posibilidad de una fuente de infección común 

(Knetsch et al., 2015). Se han reportado MIC de >256 µg/mL de metronidazol y MIC 256 

µg/mL de vancomicina, en estudios de aislamientos humanos y veterinarios RT078 (Andrés-
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Lasheras et al., 2017; Álvarez-Pérez et al., 2017; Thitaram et al., 2016); también existen muy 

pocos estudios que reportan susceptibilidad disminuida o resistencia a ambos (Adler et al., 

2015; Starr, 2005). 

Amoxicilina y amoxicilina/ácido clavulánico, son utilizados en medicina veterinaria 

para el tratamiento de diversos patógenos (Jong et al., 2014), aunque al parecer con menor 

frecuencia en infecciones causadas por clostridios (Giguère et al., 2013), Amoxicilina, 

registró una MICmáx de 0.75 µg/mL, en dos reportes donde se analizó la actividad in vitro 

frente a aislamientos RT078, las MIC’s reportadas fueron entre 0.25 – 0.38 µg/mL, su 

resistencia en aislamientos de C. difficile de origen animal (tipo productivo o silvestre en 

cautiverio) no ha sido reportada (Álvarez-Pérez et al., 2014; Keessen et al., 2013), lo anterior 

podría deberse al uso limitado, tanto de amoxicilina como de amoxicilina/ácido clavulánico, 

en los estudios dirigidos a C. difficile de origen porcino (Anexo 1). La resistencia a 

amoxicilina/ácido clavulánico, ha sido reportada en un estudio amplio realizado en Estados 

Unidos entre aislamientos provenientes de animales de producción (Thitaram et al., 2016). 

Sin embargo en múltiples publicaciones (aislamientos de origen clínico y veterinario) sus 

MIC’s se registraron en un rango de 0.64 – 5 µg/mL (Knight y Riley, 2016; Knight et al., 

2016; Knight et al., 2015; Pirš et al., 2013), lo cual coincide con nuestros hallazgos (MICrango 

0.19-1.5 µg/mL). Se ha señalado que el uso de amoxicilina/ácido clavulánico puede estar 

asociado a cuadros gastrointestinales severos y al desarrollo de CDI (Grayson, 2010), más 

aún, un estudio reciente vinculó el uso de ciertos antimicrobianos, entre ellos 

amoxicilina/ácido clavulánico, con el desarrollo de CDI y mortalidad (Zycinska et al., 2016), 

entre tanto, otro estudio reveló una relación entre la disminución de su prescripción y el 

desarrollo de CDI comunitario (Dantes et al., 2015). En Costa Rica, un caso por CDI de 
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origen comunitario ha sido reportado, sin embargo, el genotipo responsable fue 

RT027/NAP1, donde se registró susceptibilidad al mismo; por lo tanto, nuestros resultados 

podrían sugerir presión selectiva mínima dirigida al desarrollo de resistencia a este fármaco. 

MIC’s elevadas (>32 y 64 µg/mL) han sido reportadas para meropenem en 

aislamientos de origen clínico y veterinario (Knight et al., 2015; Freeman et al., 2015; 

Keessen et al., 2013). En el presente estudio se reportaron MIC’s ≤ 1 µg/mL, lo cual 

representa valores inferiores a los reportados en estudios similares (Moono et al., 2016b; 

Knight y Riley, 2016; Knight et al., 2016; Knight et al., 2015; Álvarez-Pérez et al., 2014; 

Pirš et al., 2013).  

Rifampicina mostró una potente actividad in vitro frente a los aislamientos 

analizados, sin resistencia (MIC90 0.002 µg/mL) y con resultados consistentes y concordantes 

con reportes previos (Álvarez-Pérez et al., 2017; Álvarez-Pérez et al., 2014) (Knight y Riley, 

2016; Keessen et al., 2013). Rifampicina, fármaco utilizado para el tratamiento de CDI 

reincidente ha reportado MIC’s elevadas con un MICrango entre >16 y >32 µg/mL (Thitaram 

et al., 2016; Spigaglia et al., 2015; Freeman et al., 2015). En Costa Rica, los genotipos con 

virulencia incrementada NAPCR y NAPCR1 han registrado MIC’s entre >32 – 256 µg/mL 

(Ramírez-Vargas et al., 2017) en aislamientos clínicos, lo que resulta totalmente opuesto a 

nuestros hallazgos. 

Resistencia a cloranfenicol ha sido reportado en aislamientos hipervirulentos en Costa 

Rica (Ramírez-Vargas et al., 2017), con MICrango entre  64 y >256 µg/mL, similares a un 

estudio de aislamientos clínicos en Europa (Freeman et al., 2015). En el presente estudio el 

MICrango fue entre 2 y 32 µg/mL, reportándose resistencia en 70% (MIC ≥16) de los 

aislamientos, interesantemente, siendo todos ellos no toxigénicos. A pesar que existen 
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publicaciones que demuestran el uso beneficial de C. difficile no toxigénico como factor 

protector contra CDI (Natarajan et al., 2013), se ha demostrado, in vitro, la transferencia de 

genes para la producción de toxinas por parte de cepas no toxigénicas (Brouwer et al., 2013),  

así como la transferencia de genes y elementos de resistencia entre cepas (Peng et al., 2017). 

Nuestros resultados sugieren que C. difficile podría utilizar la colonización asintomática en 

lechones como un reservorio de elementos de resistencia. 

Trece aislamientos, RT596, RT078/NAP7 y RTFLI-CR1, mostraron resistencia a 

Ampicilina, con MIC ≥1 µg/mL; Entre tanto, MIC’s >256 µg/mL han sido reportadas en 

aislamientos de origen veterinario productivo (Thitaram et al., 2016). Un estudio reciente en 

Brasil, registró MICrango entre 0.25 y 2 µg/mL y otro, en Estados Unidos, reportó resistencia 

(MIC ≥2 µg/mL), entre aislamientos de origen veterinario y humano; ambos estudios 

mostraron resultados coincidentes con los nuestros (MICrango 0.38 – 3 µg/mL); ampicilina ha 

sido descrito como factor de riesgo para el desarrollo de CDI (Thitaram et al., 2016), un 

estudio reportó como ampicilina puede favorecer y aumentar la transcripción de factores de 

colonización (Denève et al., 2008); nuevamente, la resistencia en los aislamientos podría 

estar vinculada a la presión selectiva y a las prácticas de manejo.   

Se ha reportado resistencia a cefalosporinas (ceftriaxona) en animales y humanos 

(Knight et al., 2016; Knight et al., 2015). En general, resistencia o susceptibilidad reducida 

se ha reportado en la actividad in vitro a Ceftriaxona, cefuroxime y cefoxitina, con un MICmax 

de >256 µg/mL (Anexo 1). Se registró MIC90 de >32 µg/mL para cefotaxime, interpretándose 

como resistencia a todos aquellos valores de MIC que sean categorizados como intermedios 

(CLSI, 2017; Rodloff et al., 2008), en todos los aislamientos analizados; interesantemente, 
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se registró susceptibilidad a cefalotina, con MICrango 6 – 16 µg/mL, en todos los aislamientos 

no toxigénicos RT596 (datos no incluidos). 

La resistencia a fluoroquinolonas (MIC >32 µg/mL), en aislamientos clínicos y 

veterinarios, ha sido ampliamente documentada (Knight y Riley, 2016; Tickler et al., 2014; 

Norman et al., 2014; Keessen et al., 2013). Más importante aún, resistencia y MIC’s elevadas 

para fluoroquinolonas, han sido características de cepas con virulencia aumenta como 

RT027/NAP1 (Spigaglia, 2016; Moono et al., 2016a). En Costa Rica, se han registrado MIC 

>256 µg/mL para levofloxacina y ciprofloxacina en aislamientos clínicos; similares 

resultados (MICmax >64 y >128 µg/mL), se obtuvieron en un estudio reciente (Usui et al., 

2014), que comparó la actividad in vitro de ciprofloxacina en aislamientos, entre ellos 

RT078, de origen clínico y veterinario. En el presente estudio, se registró resistencia 

completa (MIC ≥32 µg/mL) a enrofloxacina y ciprofloxacina en todos los aislamientos 

toxigénicos y no toxigénicos, siendo el primero, uno de los antibióticos con mayor uso en el 

tratamiento de diversas enfermedades de etiología bacteriana en medicina veterinaria (Jordan 

et al., 2009). La resistencia a ciprofloxacina, a partir de aislamientos veterinarios, ha sido 

previamente reportado, sobre todo en poblaciones muy jóvenes (Norman et al., 2014). 

 Levofloxacina y moxifloxacina registraron resistencia por parte de los aislamientos 

toxigénicos RT078/NAP7 y RTFLI-CR1 (MIC’s ≥32 µg/mL), un estudio reciente reportó 

resistencia a estos dos antimicrobianos, tanto en cepas de origen clínico como veterinario 

(Álvarez-Pérez et al., 2017). En general, la resistencia a fluoroquinolonas (al menos a dos) 

fue registrada en todos los aislamientos analizados; a nuestro conocimiento, la resistencia de 

C. difficile a enrofloxacina, a partir de aislamientos porcinos (veterinarios), es reportada por 

primera vez en la región de México y Centro América en la presente investigación. Es 
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importante señalar que se han publicado múltiples reportes de susceptibilidad a 

Moxifloxacina en aislamientos de origen veterinario productivo (Anexo 1), en comparación 

a otras fluroquinolonas como: ciprofloxacina, enrofloxacina o levofloxacina, lo que podría 

en algún momento desestimar la importancia de la vigilancia y monitoreo de su actividad in 

vitro, considerando que se ha señalado a los animales como posible reservorio de resistencia 

a los antimicrobianos (Argudín et al., 2017).  

Aunque los genotipos detectados (a excepción de RT078/NAP7), no han sido 

reportados o detectados en el país o en la región de México y Centro América, es necesario 

recordar que RT078 es un genotipo de alto potencial virulento y responsable de brotes en 

Europa (Moono et al., 2016a; Aboutaleb et al., 2014); y que los aislamientos de origen 

porcino en Costa Rica, con el mismo genotipo, mostraron tener relación genómica con 

aislamientos de Europa (Anexo 3, Capitulo 1), lo que aumenta su interés epidemiológico 

debido a la evidencia de sus posibles implicaciones zoonóticas y comunitarias. Los 

aislamientos no toxigénicos, como el RT596, que rara vez son ampliamente caracterizados a 

nivel molecular y bioquímico, registraron cuatro patrones de multiresistencia, y podría 

implicar que los animales de producción son posibles reservorios de C. difficile en Costa 

Rica, y más aún, de amplia resistencia a los antibióticos, lo que contribuye significativamente 

al entendimiento de la dinámica epidemiológica del patógeno y de sus posibles implicaciones 

en salud pública.  
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5.  CONCLUSIONES 

 Clostridium difficile toxigénicos de los genotipos RT078/NAP7, RTFLI-CR1 y no 

toxigénico RT596, aislados a partir de lechones aparentemente sanos, mostraron múltiple 

resistencia a los antimicrobianos. 

 En general, las MIC’s registradas en la mayoría de los antimicrobianos analizados son de 

importancia en el contexto epidemiológico de C. difficile a nivel hospitalario humano, 

considerando la resistencia y MIC’s elevadas en fluoroquinolonas y la aparente 

resistencia in vitro de cefotaxime (cefalosporina). 

 No existe una consistencia en los paneles de antimicrobianos analizados entre 

aislamientos de origen veterinario y clínico, más aun, cuando no existen puntos de corte 

establecidos por CLSI para la mayoría de los mismos. 

 En comparación con aislamientos de virulencia aumentada (NAP1 y NAPCR1) de origen 

clínico en Costa Rica, las MIC’s registradas son inferiores; lo anterior podría entonces, 

obedecer a la presión selectiva que ejercen los ambientes clínico-hospitalarios y a la 

dinámica comunitaria – productiva, en el desarrollo de la evolución patogénica y 

epidemiológica de C. difficile en el país. 
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6.  RECOMENDACIONES 

 El potencial virulento de RT078/NAP7 ha sido ampliamente en reportes a nivel mundial, 

y aunque dicho genotipo ha sido registrado solamente en un caso hospitalario en el país, 

la evidencia de las posibles implicaciones zoonóticas y comunitarias del mismo hacen 

necesaria su investigación y consideración. 

 Debido a las MIC’s y patrones de multiresistencia registrados, es necesaria la 

investigación para la búsqueda y caracterización de genes y elementos de resistencia. 
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ANEXO 1. ESTUDIOS Y LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN RECIENTES EN Clostridium Difficile 

(VETERINARIO Y MIXTO) 
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NOTAS SOBRE SUSTITUCIÓN DE ANTIBIÓTICOS (ANEXO 1) 

8, 9 Se utilizó Imipenem (sustitución de Meropenem) 

10, 15, 20 Se utilizó Rifaximina (sustitución de Rifampicina) 

12 Se utilizó Florfenicol (sustitución de Cloranfenicol); Oxytetracilicna (sustitución de Tetraciclina) 

14 Se utilizó Ertapenem (sustitución de Meropenem) 

* La Cefalosporina utilizada en todos los estudios, exceptuando aquellos indicados (**), utilizaron Ceftriaxona como 

Cefalosporina 

** En el estudio fue utilizado una cefalosporina diferente a Ceftriaxona y Cefotaxime. 
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