T g T gt
FRY i i ?
25‘/?#"2 f:ﬁ :;}
; i 5k :
P &

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
“IZTACALA”

TOXIGENICIDAD DE CEPAS DE Clostridium  difficile
AISLADAS DE NINOS Y ADULTOS

T E S l S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B i (@ L o G o
P R E S E N T A
CARRENC BIBIAN MA. CONSUELO

Los Reyes, lztacala : 1986.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A le memoria de mi Padre



Con todo carifio para mi Madre
una gran mujer en toda la

extensidn de la palabra,

A mis hermanos:
Como un estimulo para

que sigan adelante.

A José Luis por todo el
amor y apoyo que siempre
me ha brindado incondi--

cionalmente.



Mi mds sincero agradecimiento al M. en C. Francisco
Javier torres Lopez por el valioso legado intelectual,
por lo que le admiro y réspeto.

Asi como a los Doctores Onofre Mufioz Hdez y Joaquin

Sanchez Castillo por todas las facilidades prestadas

para la elaboracidn de ésta tesis.



Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Bac-
teriologie del Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional (Instituto Mexicano del Seguro Sociai) ba jo
la direccidn del M. en C. Francisco Javier Torres Lopez.

Hospital lamentablemente desaparecido en ei sinies
tro del lé’de Septiembre de 1985 Yy en memoria de los -

que con él quedaron.



INDICE

Introduccidn

Material y Métodos

Resultados

Discusidn y Conclusidn

Resumen

Bibliografia

Pag.

13

24

36

41

42



INTRODUCCION

- La diarrea secundaria a la administracidn de anti
bidticos es una complicacidn frecuente en el tratamien
to de las enfermedades infecciosas. Las manifestaciones
van desde una diarreé banal autolimitante hasta un cua
dro severo de colitis pseudomembranosa (CPM) (13).

Se acepta que Clostridium difficile es el agente

causal de la CPNM; uha enfermedad en ocasiones fatal -
qﬁe se prddﬁce ¢asi siempre después de una terapia con
antimicrobianos (1). |

C. difficiie es un bacilo gram positivo, anaero—-
bio estrieto, con capacidad paia producir esporas. En

1935 fué descrito poruc. Hall y E. O'Toole y lo llama-

ron Bacillus difficile por la dificultad para cultivar
lo; ésf&s autores lo aislaron de lashheces de nifios a-
parentemente sanos (revisado en ll).'

En 1955 De Sommer y'Eysen independientemente re--—
portaron que al administrar antibidticos a cerdos, és-
Yos morian y presentaban vasodilatacidn de senos mesen
téricos, petequias en él ileon y colon con hemorragia
ihtestinal; los dos investigédores demostraron la pre-—
sencia dé "Glostridia® en los cerdos (revisado en 16).

En 1968 Small reportd una enterocolitis fatal en
hamster tratados con lincomicina, pOStériarmente otros
investigadores demostrarbn la produccidn de ileocecitis

"similar en hamster tratados con cefalotina, cefalexina



2

-y cefoxitin y en conejos tratados con lincomicina 5 -
¢lindamicina (revisado en 16).

Larson y col., fueron los primeros investigadores.
que reportaron la presendia de unavcitotoxina en las -
heces de humanos que presentaban CPM (revisado en 1l).

En 1978 Bartlett demostré que al inocular el con-
tenido fecal, esterilizado por filtracidn, de un hams-
ter con ileocecitis inducida por clindamicina & anima-
les sanos éstos yltimos desarrollaban la misma enfermg

ded. El mismo autor descubrid que C. difficile produ--

cfe "in vitro" una toxina similar & identica & la toxi
na que fué la causa de 1leocecltls en los hamster que
recibieron cllndamlclna (2). h

Se demost;o tambien gue ésta era citopdtica ¥ que
'podla ser neutrallzada por la antltoxlna polivalente -

de gangrena gaseosa ¥y por la antitoxine monovalente de
Clostridium sordelli (35)

" Mds tarde en 1979 ‘Rolfe y Sydney pur1flcaron ¥ ca
racterlzaron parcialmente ésta citotoxina y la reporta
ron como: termoldbil ya que se inactiva a 56°C por 30
minutos, inestable a un PpH de 4 y 9 con un punto isoe=~
léctrico de 5.0, inactivable con tripsina y'quimiotrig
sina, con un peso molecular de 530 mil daltones, caﬁaz
de incrementar la permeabilidad vascular en conejos y
causar ileocecitis en hamster cuando ea inyectada in—-
tracecalmente ademés de que causa cambios morfoldgicos

(redondeamiento) & células en cultivo de tejidoa (26).
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Hasta entonces se consideraba que C. difficile e
ra capaz de producir solo una toiina con actividad ci-
totdxica neutralizable con antitoxina anti C. sordellii.

Pero en 1981 Nancy Taylor y colabotadores reporta
ron la preéencia>de una tdxina con ﬁropiedadés fisicas
y actividades bioldgicas diferentes a la citotoxina, -
la cual se comportaba comoc enterotdxica ¥y la denomina-
ron toxina A.

Tamﬁiéﬂ.en 1981 Bartlett y col. encontraron que
son cuando menos ddéitoxinas las producidas por . di-

fficile, una que se considera enterotdxica, la toxina
-A, ya:que causa-#cuﬁﬁlaéién de fluido en ééa ileal de
Coriejo y la toxina B considerada citotdxica (30).

Pésteriormente en 1982 Sullivan y col. logran una
me jor purificacién yvchracterizécién de las toxinas A
‘ y—B; pero hasta éste momento no se sabe si una ¢ ambas
toxinas son las responsables de la patolégia vista en
CPM y colitis asociada & antibidticos (CAA) en humanos
(29).

Las diferencias en actividad bioldgica tanto en -
células de ovario de hamster chino (CHO), en células -
de epitelio cervical humsno (HeLa) como en asa ligada
de conejo y propiedédes fisicpquimicas de éstas dos to
xinag sebmuestran‘en la tabla 1 (9,21,29).

En 1982 Libby, Wilkins y col. utilizaron el mode~
lo del hamster para determinar los efectos causados -~

por éstas proteinas,y el pabel que juega cada una de e
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TABIA 1
Diferencias en actividad bioldgica y propiedades Pisicoquimicas
entre las foxinas 4 y B de Clostridjum difficile.
CARACTERISTICAS Toxina A Toxina B
Aotividad citotéxioa espeoifi- 3.8Z% 106 563 X 109
cas (UC/mg)t sobre oflulas CHO,
Concentracifn mfnima necesaria 540 ug/ml 0408 ng/ml
para producir cambios morfold-
gicos en aflulas Helas
Letalidad en ratdén expresada 1.1 % 104 2.1 X 104
como m1oomg.‘.=
Respuesta en asa ligada de co- 17140642 044440422
nejo mi/cm por cada 50mg de -
toxina.’ :
Inactivacién con tripsina y - positiva positiva
quimiotripsinae
Sensibilidad a pHe se inaotiva se inactiva
' a pH 2.0 a pH 2.0
Sensibilidad a temperaturae. Se inactiva se inactiva
a 56°C por a 56°C por
6 minutos, 6 minutos.

Peso moleculars 550 000 360 000

+ UC~ Unidades citotéxicas, cantidad mfnima necesaria para pro
ducir efecto citotéxico en el 50 § 1004 de la monocapas
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llas en la cecitis asociada al uso de antibidticos. Pa
‘re. éste fin inocularon intracecalmente & un grupo de &
nimales un toxoide de la toxina A, a otro grupo un to-
xoide de la toxina B, y & un tercero, el toxoide de am
bas toxinas y el grupo control se inoculd con una pre-
peracidén sin las toxinas de G. difficile. Para determi
nar sivlavrespuesta inmune contra éstos toxoides podia
reducir le severidad de la cecitis asociada & antibid-
ticos, loé hamster fueron inyectados subcutaneamente
con clindamicina, para provocarles ileocecitis. Log =
hamster que recibieron el toxoide A produjeron anti---
cuerpos contra la toxina A, pero no contra la toxina B,
mientras que el toxoide B provocdé la produccidn de an-
ticuerpos contra la toxina B, perc no contra la toxina
A y loé inmunizados con el toxoide AB produjeron anti-
. cuerpos contra ambes toxinas y sdélo éatos dltimos so~--
brevivieron al tratamiento con clindamicina, mostrando
un ciego de tamafio y apariencia normal y con concentra
ciones beajas de toxinas. Para determinar los efectos
de cada toxina sobré los animales, los hamster no in--
munizados fueron inyectados unos con toxina A purifica
da, observéndose acumulacidén de fluido en el ciego, con
poca hemorragia y otros con toxina B parcialmente puri
ficada, observandose un ciego hemorrdgico de tamafio -
normal. Los hamster no inmunizados, inyectados en el -
ciego con cadas una de las toxinas, & las concentracio-

nes alcanzadas por é€stas después del tratamiento con -
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clindemicina, murieron (18).

Estas observaciones sugieren que la toxina A es -
le responsable de la acumulacidn de fluido y que ambas
toxinas causan hemorragia con diferente intensidad en
el ciego de los hamster con cecitis ssociada & antibid
ticos, ademds de que cualquiera de las dos toxinae des
pues ée un cierto tiempo, puéden causar la muerte.

En humenos C. difficile y su toxina se han aisla~-
do de las heces del 90 % de los nifios menores de un afio
de edad en altas concentraciones, sin que se presente
ningin sintoma gastrointestinal anormal por lo que se
puede considerar como parte de la flqra normal micro~~
biana, pero en adultos el 99 %'de‘lqs que presentan -
CPM asociada a fntibiéticos presentah el microorganis-
mo y los sintoiéé;gastrointestinales correlacionan ca~-
8i siempre con los resultados de los ensayos del culti
vo de tejidos y con el potencial toxigénico de las ce-
pas aisladas de ellos. Solvocasionalmente se han‘enn-
contrado adultos gque presentan el microorganisme y son
asintomdticos, Viscidi (1981) sugiere que ésto tal vez
se deba & que algunas cepas de C. difficile no producen
la toxina, que las concentraciones de toxina sean ba--
jas & que posiblemente el huésped no sea suceptible a
la toxina (34).

Es interesante que C. difficile el agente causal
de la CPM, puede ser un comensal inofensivo en el trag

to gastrointestinal de los nifios y ademds que la inci-
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dencia de CPM en los nifios sea muy baja a pesar de que
éste grupo es frecuentemente colonizado por el agente
causal de la misma (25,28).

La frecuencia de aislamiento del microorganismo -
_en heces, ha sido establecida en los limites de 4-46 %
en nifios sanos menores de dos afios de edad. En contras
te con los valores de frecuencia de aislamiento repor
tados tanto en nifios mayores como en adultos en los -
que han sido menores del 4 % (5).

En los ultimos afios varios investigadores han re-
portado gue un alto porcentaje de recién nacidos pre--
sentan en su intestino C. difficile y su citotoxina, -
ein aparentes consecuencias clinices, cuando menos en
los primeros ocho meses de vida (4,15,23).

La -frecuencia de aislamiento de C. difficile va--
ria grendemente dependiendo del paoienfe y las condi--
ciones del medio ambiente de las poblaciones estudia--
das (6,17,27). ' |

Se ha reportado la presencia de la‘actividad cito
téxica debida a C. difficile en las heces de nifios se-
nos (10,25), y aunque ambas toxinas tienen propiedades
citotdxicas, es posible que la alta actividad citotdxi
ca de la citotoxina B encubra la presencia de la toxi-
na A, si es asi, los trabajos reportados sobre el fema
han demostrado la presencia de la toxina B en el colon
de los nifios (a una concentracidén extremadamente alta

y muy similar & mayor a la encontrada en adultos con -
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CPM) pero no se ha reportado la presencia de la toxina
A, la cual es 17 veces mas letal para los animales y -
es aproximadamente 100 veces menos citotdxica que la
toxina B, ademds la antitoxina preparada contra la to-
xina A parcialmente purificada no neutralize el efecto
téxico de la toxina B, sugiriendo gue las dos son anti
genicamente distintas (20,29).

Recientemente se ha demostrado la presencia de la
toxina A en las heces de nifios sanos por medio de un
ensayo inmunoenzimdtico (19).

La frecuencia de la actividad citotdxica en las -
heces de nifios es mds baja que la frecuencia del micro
organismo, y de hecho, los estudios in vivo e in vitro
que han anslizado el potencial toxigénico de las cepas
aisladas de niﬁbs; establecen que la presencia de las
cepas no toxigénicas es muy comin; ésto también ocurre
en adultos que reciben antibidticos pero que no desaw—
rrollan colitis (7,17,24).

Puede ser que las dos poblaciones Yengan algunos
factores comunes que favorecen la colonizaciéh del in-
testino por cepas menos toxigénicas.

No estd muy claro aiun por qué los niflos son alta~
mente suceptibles a la colonizacidn con C. difficile,
mientras que los adultos son normealmente colonizados -
por otras especies de clostridia.

Actualmente una de las interrogantes es saber si

existen diferencias entre las cepas que colonizan el -~
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intestino de los nifios y de los adultos. Hasta ahora -
no se ha descubierto que caracteristicas hacen al nifio
resistente a la enfermedad producide por €. difficile.

Recientemente en experimentos realizados en anima
les se ha observado que'las~rétas y ratones recién na-
cidos son altamente suceptibles a la colonizacidn con
C. difficile cuaendo tienen entre 11 y 19 diés de edad
¥y los hamster de 4 a 11 dias:(B).

Cboperstock (1983) propone variss alternativas pa
ra dar una explicacidn a éste problema, él supone que
se va perdiendo la sucebtibilidad a la colonizacidn con
C. dlfflclle debldo al destete, ya que siendo posterior
mente su comlda sollda hay como consecuencia la apari-
cidn e 1ncremento de otros organlsmos anaerobios que =
podrlan 1nh1b1r el creclmlento de C. difficile, Pogsi==
blemente en los niifios ccurre ‘algo 81m11ar 6 en ellos -
se pueden incluir factores tales como las condiciones
" bioguimicas & nutricionales requeridas por éste micro-
organismo y que estén presentes en su colon.

Un mecanismo opcional que explique la suceptibili
dad a la colonizacién podrie ser la ausencia de inmuni
dad en la mucosa, especifica contra componentes super—
ficiales 6 productos que permitan la colonizacidn por
éste microorganismo, ¢ tal vez se deba & factores pro-
tectores que se encuentren en la leche materna. Alter-
nétivaménte el epitelio intestinal de los nifios puede
carecer de receptores para la toxina ¢ pueden existir

factores quimicos en el lumen que bloqueen la unidn de
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la toxina ¢ su actividad in vivo sobre las células -~
blanco. El mismo autor estudié la influencia de la e--
dad, el sexo y la dieta en la colonizacida con C. di--
fficile en nifios asintométicdé;:por medio de la canti-
dad de antigends:de C. difficile presentes, é1 esteble
ce gue fueé claramente mis alta en los nifios que reci--
bieron férmula alimentiéié (leche en polvo) & diferen~
cia de aquellos que recibieron leche materna y ésta di
ferencia parece servindeﬁendiente de la edad {dentro -
del limite estudiado, 13 meses). Entre los nifios que -
‘se slimentaban con pecho, el antigeno era menos frecuen
te, pero habia una tendenciea a sumentar a medida que -
se les daba comida suplementaria. El estudioc mostrd u-
na distribucién igual del antigeno de C. difficile por
‘sexo (7). - - »
En éste estudio tratamos de establecer si existen
diferencias toxigénicas entre las cepas aisladas de ni
flos ¥y adultos, que pudieran explicar la resistencia de
la poblacién infantil a los efectos deletéreos de C. -
difficile. Las diferencias que postulamos como las rqg
ponsables de la resistencia de los nifios se pueden de-
ber a que las cepas que los colonizan probablemente -
producen las toxinas A y B, pero que la toxina A sea -
biologicamente inactiva, & que las cepas produzcan so-
lamente la toiina B; 6 bien que las cepas produzcan am
bas toxinas pero biologicamente inactives, para éste e
fecto se estudid la produccidn in vitro de las toxinas

A y B, por medio de le actividad citotéxica sobre cul-
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tivo de tejidos, y actividad enterotdxice en el asa i-
leal de conejo. También se estudid la presencia antigé
nica de éstas toxinas usando un ensayo inmunoenzimdti-

Co.
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OBJETIVO

Establecer si existen diferencias, en la produc--
cidn y actividad de las toxinas A y B de Clostridium
difficile entre las cepas aisladas de nifios con diarrea,

niﬁos_sanés, adultos con diarrea y adultoe sanos.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas:

Se escogieron para su analisis 23 cepas de c. QE?‘
fficile, 22 aisladas en el laboratorio de infectologia del
Hospital de Pediatria, CMN, IMSS, y una cepa de referencia
VPI 8484 donada por el Instituto Politécnico de Virginia,
E.U.A. De las 22 cepas 8 fueron aisladas de 74 ‘nifios con
diarrea, 2 de 26 nifios que recibieron antibidticos, pero
que no desarrollaron diarrea, 6 de 22 nifios aparentemente
sanos, 5 de 25 adultos con diarrea y 1 de 100 adultos sa-
nos (32).

Estas cepas se enumeron de la siguiente manera:

Las cepas de nifios con diarrea: I-30, 4-13, II-8, II-11l, -
I1-22, v-5, v-19 y V-31.
De nifios que recibieron antibid
ticos pero que no desarrollaron
diarrea: ' III-35 y III-23.
De nifos aparentemente sanos: iv-2, 1Iv-4, IV-8, IV-11, -
Iv-21 y Iv-28.
Las de adultos con diarrea: A-1, A-2, A-3, A~4 y A-T.
Y de un adulto sano: A-8.
Conservacidon de las cepas.
Para conservar las cepas, un cultivo de 48 hrs en
caldo de infusidn cerebro corazdén de cada cepa, se usé ra

ra impregnar tiras de papel filtro estériles, éstas se in

trodujeron en bolsas de pléstico estériles y se sellaron
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con calor, éstas bolsitas se mantuvieron a -7000 {congela-
dor Revco, Ultra Low).

Las cepas se recuperaron colocando las tiras de pa--
pel filtro sobre placas de agar infusidn cerebro corazén
(Bioxdén 112-1), éstas se incubaron & 37°C en jerras para
angerobiosis (sistema Gas Pak, BBL) durante 24 a 48 hrs,
Pranscurrido el tiempo de incubacidn se seleccionaron co-
lonias con las caracteristicas morfoldgicas (forme, tama-
flo, color, etc.) propias de C. difficile; ademds en cada
paso se realigzaron tinciones de gram pare reconocer los -
bacilos gram positivos esporulados. Una colonie con las
caracteristicas de C. difficile se picd y se inoculd a tu
bos que contenian medio de carne cocide (Difco 0267-01) -
éstos se incubaron a 37°G‘por 24 a 48 hrs en una atmosfe-
ra anaerobica y posteriormente se almacenaron en el refri

gerador a -4°C hasta su uso.
Produccidn de toxinas.

Las toxinas se obtuvieron por dos métodos:

l.- Crecimiento en bolsa de dialisis. Preparacidén -
del inoculo.—- A partir de un crecimiento en tubos con 10
ml de medio de carne cocida, se tomaron aproximadamente -
0.1 ml y se estriaron sobre agar infusidn cerebro corazdn.
Después de 48 hrs de incubacidn a 37°C se selecciond una
colonia y se inoculd en 10 ml de caldo de infusidn cere--
bro corazdn y se incubd por 18 hrs a 37°Ce’Todas las incu
baciones se hicieron en condiciones anaerobicas (sistema
Gas Pak).

Cultivo en bolsa de diglisis.- Se utilizd el método
descrito por Wilkins y Lybby en 1980 (figura 1). Se tomé

1 ml del crecimiento de 18 hrs en caldo de infusidn cere-
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bro corazdén y se inoculd dentro de un saco de didlisis
con limite de exclusidn de 6 000 a 8 000 daltones (Es-
pestrapor Medical Inc. Los Angeles California, E.U.A),
que contenfa 100 ml de agua destilada estéril; ésta se
sumergid en un matrdéz que contenia un litro de caldo -
de infusidn cerebro corazdén estéril. El sistema se in~
cubd a 37°C por 72 hrs. En éste sistema el microorga--
nismo crece con los nutrientes que entran al saco de -
didlisis por gradiente de concentracidn (12).

Una vez terminado el crecimiento se recuperd el -
contenido del saco y se centrifugé a 3 000 rpm por 30
minutos, el sobrenadante se esterilizd por filtracidn
usando membranas millipore de 0.45 um. Este extracto se
congeld a -20°C hasta su uso.

2e= thencién de la toxina por crecimiento direc-—
to en medio ICC.- Se inocularon tubos gue contenian 10
mililitros de caldo de infusidn cerebro corazén, con -
0.1 ml de un crecimiento en medio de carne cocida, és-
tos tubos se incubaron a 37°C por 120 horas en anaero-
biosis, terminado el tiempo de incubacidn los cutivos
se centrifugaron a 3 000 rpm durante 30 min. y el so--
brenadante se esterilizd por filtracion con membranas
millipore de 0.45m el extracto estéril se congeld a -
-20% hasta su uso {12,31).

Una vez obtenidas las toxinas, se concentraron de
dos maneras:

1.~ Precipitacidn con sulfato de amonio.- Del cre

cimiento en medio de carne cocida se tomaron aproxima-
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damente 0.1 ml y se inocularon en tubos que contenian
10 ml de caldo de infusidn cerebro corazdn, posterior—
mente se incubaron por 18 hrs a 37°C. Al término de és
te tiempo se tomd un mililitro del cultivo y se inoculd
en un matraz con 100 ml de caldo ﬁe infusidén cerebro -
corazén, los matraces. se incubaron a 3700 por 72 hrs.
en jarras pare anaerobiosis. después de éste tiempo -~
las muestras se centrifugaron a 8 000 rpm, 30 minutos,
las toxinas del sobrenadante se precipitaron adicionan

do (NH,6),.SO, & una concentracion final de 50 % (29.1 -

4)2 4 ‘ o

&/100 ml), se dejaron reposar por 24 hrs a 4 C y se -
centrifugaron a 8 000 rpm 30 min. Las toxinas precipi-
tadas se resuspendieron en 5 ml de una solucion reguls
dora de Tris (Sigma, T-1503) 0.05 M & un pH de 7.5 y -
se dializaron contra la misma solucion reguladora du--
rante 72 hrs con cambios de regulador cada 18 hrs. Los
dializados se pasaron a tubos de tapon de rosca y se -
almacenaron a -20°C hasta su uso (26).

2= Concéntracién por ultrafiltracidn.- Las mues-
tras se concentraron filtrdndolas con una membrana de
amicon X#-100 A, con limite de exclusidn de 100 mil -~
daltones, colocdndolas en un vaso de amicon de 50 ml y
aplicandoles una presidn de 2 psi (kg/cmz). El volumen
inicial de cada muestra era de 50 ml y se concentrd -

hasta un volumen final de 1 & 2 ml.
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CARNE COCIDA U 37°C, 24-48 hrs.

\L 0.1 ml
O 31°, 48 hrs
1 GOLOV AQAR m(\COLONIA

{AMARROBTOSTS (SISTEMA GAS-PAK)

37%, 18 hrs 37°, 120 hrs
[.. CALDO ICC \fm’fBIFUGAGION CALDO I0C
= 3
| \I/ 1m 3000 rpm 30 min.
g .
o — MEMBRANA MTLLIPORE
—> ARSI
"\ > CONSERVACION
CALDO ICC GACION — : - 20%.
37°c, 72 hrs 3000 Tym
30 min.
ESTERTLI ZACION FILTRADO ESTERIL

FIGURA 1.- OBTENCICN DE LAS ‘I'OIINAS DE Clostridiup difficile POR IOS
METODOS: CRECIMIENTO EN BOLSA DE DIALISIS Y CRECIMIENTO

BIRECTO EN MEDIO ICC.
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Determinacidn de la actividad bioldgica de las to

¥inas 4 y B de Clostridium difficile.

El esquema # 1 muestra el procesamiento de las -
muestras pare la blsqueda de las toxinas 4 y B de Clos

tridium difficile.

a) Determinacidn de la actividad enterotdxica de
la toxina A.- En 1353 De, 5.N y Chaterje desarrollaron
el método de asa ligada de conejo el cual se utilizdé -
para estudiar la enterotoxicidad de las cepas. Se uti-
lizaron para el ensayo conejos Nueva Zelanda, sanos, -
de aproximadamente 4 meses de edad.

Los conejos se mantuvieron en ayuno por 24 hre an
tes del ensayo. Para la operacidn, el conejo se sujetd
de las cuatro extremidades, se les rasurd de la parte
abdominal y se les desinfectd con uné solucidén de Iodo
Alcohol; se aplic$ anestesia local inyectando 2.5 ml -
de xilocaina al 0.01 % por via subcutdnea e intrumuscu
lar en la linea media abdominul de la regidn epigastri
ca y umbilical, poéteriormente se colocd un campo abier
to estéril y se hizo una incisidn de aproximadamente 5
centimetros, abriendo cuidadosamente con equipo de di-
seccidn estéril, se localizd el intestino delgado y se
sacd cdmpletamente, ge hicieron varias asas de 5 a T -
centigetros de longitud en la regidn del ileon, con hi
lo ceda anacap calibre 000, en cada asa se inoculd un
mililitro del sobrenadante esterilizado por filtraciodn
(método de obtencidn 1), se hicieron 18 asas por ileon

y se inocularon 9 para dejur una asa intermedia por ca
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TOXINAS A Y B DE C. difficile.
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ANTITOXINA A
ANTIGENICA DE LAS TOXINAS CON.
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CITOTOXICTDAD:
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE LAS TOXINAS.
ENTEROTOXTCIDAD:
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ASA ILEAL
EN COREJC
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da muestra como control. Al terminar de inocular las
muestras el intestino se introdujo al vientre del cone
jo y se suturd con hilo y aguja (atraumatic 1/2 circu-
lo redonda T-5), la herida se cubrid con gasa y cinta
adhesiva.

Posteriormente se realizo el mismo procedimiento
inoculando los filtrados de las cepas obtenidos por -~
los diferentes métodos descritos anteriormente.

Transcurridas 18 hrs se sacrificd al animal, se -
extrajo el intestino delgado y se determind la rela--—-—
c¢idn volumen/longitud (ml/cm) para cada asa. Se consi-
derd una respuesta positiva cuando la relacidn entre -
el volumen de fluido contenide en el asa sobre la lon-~

gitud de la misma era igual ¢ mayor a 1.0 (8).

b) Determinacidn de la actividad citotdxica.~ Pa-
ra estudiar la capacidad citotdxica de las cepas se u-
tilizaron células de epitelio cervical humano (Hela),
éstas celulas fueron crecidas en botellas para culti--
vos celulares (NUNC) de 80 cm2 de superficie con 20 ml
de medio de crecimiento que contiene: medio minimo e--
sencial con sales de Hanks; suero bovino fetal, bicar-
bonato, 100 u/ml de penicilina y 100 pag/ml de estrepto
micina; cuando las células formaron una monocapa se pa
saron a microplacas de 96 pozos para cultivos celula--
res (NUNC), para ello se les quitd el medio de creci--
miento, se bafld lu monocapa con 3 ml de tripsina al =~
0.25%, se agitd sobre las células por unos segundos y

se desechd, las botellas se incubaron 10 min a 37°C, -
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‘transcurrido el tiempo de incubaciodn, se les agregaron
6 ml de medio de crecimiento desprendiendose asi la mo
nocapa; se agité con una pipeta pars deshacer los agre
gados celulares, se pasaron & un matraz con 14 ml més
de medio de crecimiento y de éste matraz se llenaron -
las microplacas colocando 200 ml de la suspensidn en =
cada pdzo, las placas se incubaron a 3700 por 24 hrs -
en una atmdsfera de oxigeno y co, (9).

Del filtrado obtenido del crecimiento de las ce--
pas en 10 ml de caldo de infusidn cerebro corazdn por
5 dias (Método de obtencidn # 2), se hicieron dilucio-
nes dobles seriadas de 1:2 a 1:5120 en medio minimo -
esencial y se inocularon 20 ml de cade muestra sobre -
las células, se incﬁbaroﬁ nuevamente a 3700 en una at=
mbésfera de oxigeno y €0,. Los cambios morfoldgicos se
observaron a las 24 y 48 hrs. El titulo de la toxins -
fué definido como el inverso de la mds alta dilucidn -
de la muestra & la que todavia habia efecto citotdxico
cuando menos en el 50 % de las células.

Las muestras que resultaron positivas en el ensa-
yo anterior se incubaron con antisueros contra un ek——
tracto parcialmente purificado de C. difficile, por me
dia hora antes de inocularlas nuevamente sobre las cé-
lulas. A las 24 ¥y 48 horas se observaron los cambios -
morfoldgicos, se considerd que el efecto se debid a -
las toxinas de C. difficile cuando hubo neutralizacidn

de la actividad con el antisuero.
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Determinacidn de la presencia antigénica de las

toxinas A y B por el ensayo inmunoenzimdtico.

El extracto del crecimiento en caldo por 5 dias -
también se asnalizd para detectar antigenos especificos
de toxina A y B. Se utilizd el ensayo inmunoenzimdtico
(ELISA) descrito recientemente para la toxina A (22).

Los antisueros y toxinas puras fueron donados por
el Dr. Tracy Wilkins (Instituto Politecnico de Virgi--
nia, Virginia E.U.A).

El desarrollc es el siguiente:

a) Se utilizaron microplacas de 36 pozos (Dyng—-—-
tech-Inmunolon) a las cuales se adicionaron 300 ml de
una @ilucidn 1/1000 (en solucidn reguladora de bicarbo
natos, pH 9.6) de un antisuero preparado en conejo con
tra cabra. La placa se incubd toda la noche a 3700. -
Posteriormente la placa se vacid y se lavd una vez con
una solucidn reguladora de, fosfatos pH 7.4 y Tween 20
al 0.05 % (SRPF-T).

b) A cada pozo se le afladieron 200 ml de las dilu
ciones del antigeno hechas en solucidn reguladora de -
fosfatos, en nuestro caso fueron las muestras obteni--
das del crecimiento en caldo de infusidnm cerebro cora-
zén por 5 dias, de las cuales se hicieron diluciones -
dobles seriadas de 1:2 a 1:256, la placa se incubd una
hora a 37OC.

¢) Posteriormente la placa se vacid y se lavd 5 -
veces con SRF-T, en el segundo lavado la placa se incu

bd 3 min con SRF-T.
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d) Después se adiciond a cada pozo 200 ml de una
dilucidn 1/500 (en SRP-T que contenia 0.1 % de suero -
neutro de conejo) del anticuerpo contra toxina A ¢ to-
Axina B originado en cabra. La placa se incubdé una hora
a 37°C.

e) Transcurrido el tiempo de incubacidn, la placa
se vacid y se lavé de la misma manera que el lavado an
terior.

f) Después de lavar se agregaron 200 ml del conju
gazdo diluido 1/500 (en SRF-T més 0.l % de suero neutro
de conejo) a cada pozo, éste consiste de un suero de -
conejo con anticuerpos anti inmunoglobulina G de cabra,
conjugado con fosfatasa alcalina y se incubo uma hora
a 37°C. | ‘

g) La placa se lavo 5 veces con SRF-T ¥y se adicio
naron 200 ul del sustrato & cada pozo, consistente de
P-nitrofenil fosfato & una concentracidn de 1 mg/ml en
regulador dietanol amins pH 9.8, la placa se incubd 30
minutos en la obscuridad a temperatura ambiente.

h) La reaccidn se parod ardadiendo 20 ml de NaCH, -
5 M & cada pozo y se leyd la intensidad de color a 405
nandmetros en un aparato Titerteck Multistack (fig 3).

Para poder cuantificar las toxinas presentes en -
los filtrados se hicieron curvas patrdén usando toxinas
puras a concentraciones conocidas y se hizo el ensayo
para cada concentracidn. Las curvas se hicieron grafi-
cando densidad Optica contra concentracion de toxina,

la sensibilidad del ensayo para la toxina A fué de 5 -
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‘ng/ml y para la toxina B de 500 ng/ml.

Los resultados de Densidad QOptica (D.0) para cada
filtrado se interpolaron en las curvas patrén para ob-
tener la cantidad de nanogramos por mililitro de toxi-

na producida por nuestras cepas.



Figura 2.~ Determinacidn cuantitativa de las toxi
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nas A y B por ensayo inmunoenzimgético.

Placa con el primer anticuerpo (antiex-
tracto semipurificado producido en cone
o).

3700 toda la noche.

Lavado

Adicidn de la muestra.

3700, 1 hora.
Lavado

Adicion del anticuerpo especifico (an-
titoxine & & antitoxina B), producido
en cabra.

37°, 1 hora.

Lavado

Adicidn de la anti IgG de cabra conju-
gada con fosfatasa alcalina.

3700, 1 hora..

Lavado

Adicidn del sustrato {P-Nitrofenil~-Fos
fato).
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RESULTADOS

Aislamiento e identificacidn de C. difficile.

C. difficile se aisla mejor, a partir de las he--
ces, en un medio selectivo y diferencial gque contiene
cicloserina, cefoxitina, fructuosa y yema de huevo (C
CFA) y un medio que contiene cicloserina, f;uctuosa y
yema de huevo (CFA) en comparacidn con un medio de gg
losa sangre. El didmetro de las colonias de C. diffi-
cile fué de aproximadamente 4.5 mm en gelosa sangre y
de 7.5 mm aproximadamente en CCFA, después de 48 hrs
de incubacidn. Las colonias cuando se observan bajo -
una fuente de luz "“negra" presentan un color amarillo
oro fluorescente cuando crecen sobre gelosa sangre -
despuég de 48 hrs de incubacién. Las colonias de C. -
%‘difficile crecidas sobre CCFA y CFA son irregulares y
con filamentos finos en el borde, ademés el color na=
ranja inicial del medio cambid a amarillo en 2 a 3 mm
alrededor de la colonia ya que C. difficile fermenta
la fructuosa y ésto hace que cambie el pH, acidifican
dose el medio (14).

En agar de infusidn cerebro corazén, las colonias
de g; gifficile presentaban las siguientes caracterig
ticas: un didmetro aproximado de 7 & 9 mm, forme umbo
nada que se extiende con la estria, con bordes irregu
lares y filamentosos, de color crema, brillantes y -
translicidas.

En una preparacidn con tincidn de Gram se observa
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ron bacilos largos, (Gram positivos con esporas subter-
minales.,

Para comprobar la identidad de las cepas adenéds
de los resultudos de las pruebas bioquimicas, se reali
z0 un ensayo inumuncenzimatico (ELISA). En éste ensayo
se utilizd un aatisuero contra un extracto semipurifi-
cado del cultivo de una cepa de referencia (VPI 8484).
Los resultudos mostraron la presencia de antfgenos de
C. difficile en los filtrados obtenidos de todas las -

cepas ensayadas (tabla 2).
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TABLA 2

Comprobacidn de la identidad de las cepas de Clos

tridium difficile por el ensayo inmanoenzimético.

Gepa Anti aB* Cope | Anti aB”
(D.0) 1:100 (0.0) 1:100

VPI 8484 0.530 Iv-21 0.667
I-13 0.622 Iv-28 0.458
I-30 0.477 V-5 0.435
II-8 0.493 v-19 0.620
II-11 0.511 v-31 0.607
II-22 0.673 A-1 0.921
111-35 0.379 A=2 0.938
I11-23 0.613 A-3 0.386
Iv-2 0.560 A-4 0.835
V-4 0.564 a-7 0.430
Iv-8 0.272 A-8 0.239

Iv-11 0.631

+ Pare la prueba se utilizd un antisuero contra un ex-
tracto semipurificedo del cultivo de una cepa de re-
ferencia (VPI §484). )
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Ensayos Bioldgicos

a) Determinacién de la enterotoxina en asa ligada de
conejo.~ Se utilizé éste método para demostrar la presen-
cia de la enterotoxina A en los sobrenadantes de los cul-
tivos crecidos en la bolsa de dialisis 6 bien en los go--
brenadantes estériles de cultivos estacionarios de 5 dias
(ver material y metodos).

Los sobrenadantes de los cultivos que se obtuvieron
en la bolsa de didlisis dieron resultados poco satisfacto
rios ya que sdlo los filtrados de las cepas A-T7 y 1V=2
dieron una respuesta positiva pero ddbil y las cepas con-
trol y de referencia dieron respuesta negativa. En un in-
tento por obtener mejores resultados se aumenté la concen
tracién de la toxina A en los sobrenadantes, precipitando
100 ml1 de la muestra con (NH4)2304 al 50 % de saturacién
seguida de diAlisis exhaustiva contra tris 0.05 M, pH 7.5
quedando un volumen final de 5 ml. El procedimiento aié
como resultado preparaciones 20 veces més concentradas, -
sin embargo adn con éste método sélo las cepas control po
gitivo, aeromonas enterotéxicas, la cepa de referencia -~
VPI 8484 y la cepa A-7, dieron resultados satisfactorios
por lo que se abandond éste método en favor del descrito
a continuacidn.

Las cepas a estudiar en el ensayo de ase ileal se -
crecieron también en caldo de infusién cerebro corazén
por cinco dias a 37°C sin agitar y en condiciones anaero-
bias. Los sobrenadantes de éstos cultivos se esteriliza--
ron por filtracién para luego ser inoculados. De ésta ma-
nera se deteetdé la toxina en dos de las 16 cepas aisladas
de nifios y en cuatro de las seis cepas de adultos asi co-
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mo en las cepas control positivo, Escherichia coli H 104~
07 ¥ 1la cepa de referencia VPI 8484, De las cepas positi-
vas de nifios, unas fué aisglada de un nifio con diarrea, -
mientras que la otra fué aislada de un nifio sano, de las
cepas positivas de adultos todas fueron aisladas de pacien
tes que sufrian diarrea (tabla 3),.

b) Ensayo de citotoxicidad.- En las pruebas de cito-
toxicidad se tomaron como respusstas positivas agquellas
en las que al menos el 50 % ge las célulag presentaban --
cambios morfolégicos. E1 titulo de la toxina fué definido
como el inverso de la mfs alta dilucidn de la muestra a
la que todavia hay efecto citopdtico.

Para probar log filtrados obtenidos de la bolsa de -~
didlisis se hicieron diluciones decimales seriadas de 10+
a 107", Como contral positivo se utilizd la cepa de refe-
rencia VPI 8484, Solamente las preparaciones obtenidas de
la cepa de referencia y de dos cepas aigladas de adultos
con diarrea produjeron cambios Sobre las células con un
titulo de 1000 unidades citotéxicas por mililitro.

Cuando las células se inocularon con las preparacio-
nes precipitedas con Sulfato de amonio, solo la cepa de -
referencia y la de un adultoc con diarrea dieron una res--
puesta positiva con un titulo de 100 unidades citotdzicas
por mililitro.

Pare inocular el filtrado obtenido del crecimiento
por cinco dias & 37°C se hicieron diluciones dobles seria
dag de 1:20 a 1:10240, las cepas gue dieron upns respuesta
positive fueron: una de ocho cepas de nifios con diarrea,
una de seis cepas aisladas de nifios sgnos y todas las ce-
pas de adultos con diarrea. Asi mismo, las cepas control
dieron resultados positivos como se egperaba. En ésta -
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‘PABLE 3

Determinacién de la actividad enterotoxicae de las ocepas aisladaz de
los difentes pacientes por ensayo en esa ileal de Conejos

COCIERNTE
GRUPO CEPAS PROBADAS POSITIVAS  VOL/LONG+
- Nifios con diarrea 8 1 1.0
-. Nifios que recibieron 2 0 -
antibiéticos sin de-
sarrollar diarrea.
-~ Nifios aparentemente é 1 1.4
sanos
« Adultos oon diarrea - 5 4 1.2
1.2
1.4
1.4
- Adultos aparsntemente 1 0 -
senos '
- Cepas de referencia l _ 1 1.2

+ la acumlacidn de fluido se expresa como el cociente del velu -
men de fluido asoumulado entre la longitud del asa inoculada, -
cociente con un valor de 1.0 6 ufs fueron oconsiderades como po- ,

sitivas.
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prueba de citotoxicidad, cuyos resultados se muestran en
la tabla 4, los ensayos se repitieron en cinco ocasiones
en cada una de las cuales cada determinacién se hizo por
duplicads.

Es de hacer notar que todas las cepas que dieron -~
respuestas positivas en el asa ileal de conejo tambiémn -
dieron. una respuesta positiva en el ensayo de citotoxici
dad. Solo una cepa aislada de un adulto con diarrea fué
negativa en el asa ileal pero dié una respuesta de citoto
xicidad positiva (tabla 4).

Por otra parte, se probé la capacidad de neutraliza
cidn del efecto citopdtico de las toxinas con un antisue
ro obtenido contra una preparaciéh semipurificada de to-
xinas de C. difficile. La activided de las cepas que dige
ron efecto citotoxico, se neutralizé con éste antisuero.

Determinacidn de las toxinas A y B por el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA).

En éste ensayo semicuasntitativo se determinaron las
concentraciones aproximadas de las toxinas A y B presen~
tes en loe filtrados obtenidos de cada cepa. Para éste -
objetivo se hicieron dos curvas patrén utilizando solu~--
ciones de las ftoxinas A y B puras a concentraciones cong
cidas, graficando la concentracidn de toxina contra den-
sidad 6ptica a 405 nm (ver material y métodos). Las de--
terminaciones de las concentraciones de toxinas se hicie
ron por interpolacidén en aquella zona en que la curva -
con las toxinas puras se comporta como una recta. La sen
sibilidad fué de 5 a 100 ng/ml para la toxina A y de 100
a 500 ng/ml para la toxina B (grdficas 1 & 2).

Las cantidades mds altas de toxinas A y B se detecta
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TABIA 4
Determinacidén de 1la actividad citotoxica de las capas aisladas

de los diferentes pacientes, sobre una monoocape de oélulas epi-
teliales (Hela)

GRUPO CEPAS PROBADAS POSTTIVAS CITOTOXICIDAD
' ' {T1tulo)

- Hifios con diarrea 8 1 ) 80

- Nifios que reoibieron 2 0 -

antibiéticos sin de-

sarrollar diarrea

- Nifios aparentemente 6 1 5120
sanos

~ Adultos oon diarrea 5 5 2560

640

80

‘ 2560

- Adultos aparentemente 1 0 -
sanos

-~ Cepas de referencia 1 1 2560

+ E1 titulo de citotoxicidad estd expresado como el inverso de la

)

mds alta dilucién de la muestre a la que todavia hay efecto oi-

topdtico en el 507 de la monocapa.
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ron en los filtrados obtenidos de tres cepas aigladas de
nifios, la cepa 1I-22, la cepa 11-8 y la cepa IV-8 asi co-
mo en los filtrados de cinco cepas aisladas de adultos A-
1, A-2, A-3, A~-4 y A-T y la cepa de referencia VPI 8484
(tabla 5). 7 ,

Dado que en los filtrados de las cepas IV-4, V=5 y -
I1II-23 se detectaron solo cantidades de toxina A y en el
filtrado de la cepa I-30 solamente se detecté la toxina 3B
éstos se concentraron 25 veces por ultrafiltracién con una
membrana XM 100 A y se realizé nuevamente el ensayo. Des-
puds de éste paso de concentracién se detectaron las dos
toxinas en los filtrados de las cepas IV-4 y I-30 (t;bla
5). |

En las cepas restantes no se demostré la presencia -
de ninguna de lag dos toxinas in vitro, en las condieio--
nes en las que se hizo el ensayo.



TABLA 5

Determinacién cuantitativa do las toxinas Ay B

por ensayo inmunoenzimiticoe

Tox 4 Tox B
GRUPO CEPAS FROBADAS POSITIVAS ng/ml ng/ml
= Nifios con diarrea 8 3 25.T5 3050
4585 3350
4846 4766
~ Nifiog que recibiendn 2 0 - -
antibidticos sin de-
sarrollar diarrea
- Nifios aparentemente - ‘6 2 50015 17750
sanos 1313.66 101600
- Adultos con diarrea 5 5 275482 17125
62:‘3' 5733
95.9 6933
15240 15250
6944 3300
~ Adultos aparentemente 1 0 - -
sanos '
- Copa de referencia 1 1 25‘.‘*33 5766
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DISCUSION Y CONCLUSIOR

En éste estudio la prueba de ELISA fué nds sensible
que los ensayos bioldgicos para la deteccién de las toxi-
nas Ay B de C. difficile, pero en cada uno de éstos ensa-
yo& no pudimos detectar toxinas producidas en bajas canti-
dades y fué necesario concentrar los filtrados para demos-
trar su presencia. _

La frecuencia de cepas toxigénicas fué mds alta en a-
dultos, mientras que en los filtrados obtenidos de las ce-
pas aisladas de nifios la frecuencia de las toxinas fué mds
baja, solo 3 de entre 8 nifios con diarrea y 2 de 6 nifios ~
sanos presentaron cepas que producian éstes toxinas, em -
los filtrados de las cepas aisladas de nifios que recibie~-
ron antibvidticoe pero que no desarrollaron diarres no se
encontraron las toxinas por ELISA ni por ensayos bioldgi--
cos. ‘ '

Cooperstook (5 ) observé que en las heces de niffos sa
nos, la concentracidén de la toxina B puede ser similar a
la de adultos con colitis pseudomembrancsa, éstos datos -
concuerdan con nuestros resultados in vitro ya que la cepa
méds toxigénica se aisldé de un nifio aparentemente sano y és
ta produce aproximademente 6 veces la cantidad de ambas to
xinas, toxina A (1313.6 ng/ml) y toxina B {101,600 ng/ml)
que la cepa mds toxigénica aislada de adultos (275.2 ng/ml
de toxina A ¥y 17.125 ng/ml de toxina B). El nifio del cual
se aislé ésta cepa no desarrolld ningun sintoma gastroin--
_ testinal y la citotoxina no se enconiré en sus heces, aun-
que la frecuencia de cepas toxigénicas sea menor en nifios
que en adultos. En los filtrados de las cepas restantes -
aigladas de nifios con diarrea no se detectaron las toxinas
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con el método de RLISA, ni adn concentrando los filtrados
25 veces por ultrafiltracién. Probablemente éstas cepas de
C. difficile fueron negativas en ensayos bioldgicos y ELI-
SA porque no producen cantidades detectables de cada toxi-
na cuando crecen bajo las condiciones usadas en éste traba
jo, pero tal vez las producen cuando crecen bajo diferen--
tes condiciones.

Ciertos autores suponen que algunas cepas de . 4iffi
cile no producen cantidades detectables de citotoxina cuan
do crecen ;g vitro (32).

En &ste estudio el 7 % de los niflos y el 25 £ de los
adultos con diarrea presentaron la toxina en sus heces y -
todos los que presentaron la toxina en las heces tuvieron
cepas toxigénicas. No siempre que se aisla el microorganig
mo se demuestra la presencia de las citotoxinas, ya que no
todas lag_cepas las producen, posiblemente 4sta sea una de
las explicaciones de porqué en los filtrados de lés cepas
de los nifios no se hayan detectado las toxinas aunque ég--
tos pregenten diarrea 4 tal vez en éstos casos la diarrea
puede deberse a otra causa inclueo a la presencia de otro
microorganismo diferente & C. difficile. 8i las cepas no -
siempre producen la toxina también podrfa explicarse el he
cho de que los nifios pueden ser colonizados por el microor
ganismo y sean asintomdticos., Sin embargo como también aig
lamos cepas toxigenicas en niMos aparentemente sanos deben
ser otros los factores que condicionen la resistencia a -
lag toxinas.

Aunque nogotros solo analizamos el filtrado de una ce~
pa 2aislada de un adulto sano, no se detectaron en 41 las &
toxinas por el ensayo inmunoenzimdtico, ni dié respuesta -
positiva en los ensayos biolégicos, ésto concuerda con los
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resultados descritos por Bartlett y Varki, ellos repor
taron que la citotoxina se detecta en las heces de ca-
sl todos los pacientes con colitis pseudomembranose a-
sociada a antibidticos, aproximademente en el 25 % de
los que presentan diarrea asociada a antibidticos y 80
lo en ocasiones muy raras en pecientes con enfermeda--
des gastrointestinales no relacionadas con antimicro--
bisnos & en adultos sanos (3,33).

En adultos sanos es muy dificil encontrar el mi--
croorganismo, Viscidi en 1981 reporté que de 60 adultos
sanos estudiados ninguno presenté el microorganismo ni
la citotoxina (34).

Aungue nosotros solo analizamos una cepa aislada
de un adulto sano, ésta fué el resultado de un rastreo
en 100 individuos y solo en uno se logré aislar el mi-
croorgéﬁismo, otros estudios han mostrado que en adul-
tos que recibieron antibidticos peroﬁque no desarrolla
ron diarrea la frecuencia de cepas no toxigénicas fué
méds alta que la‘frecuencia de cepas toxigénicas. Sin ~
embargo en algunos de éstos adultos han sido aisladas
cepas toxigénicas y la citotoxine ha sido detectada en
sus heces como sucede en infantes, parecerias que los -
factores (6 el factor) que favorecen la colonizacidn -
con cepas no toxigénicas (6 .que producen baja cagtidad
de toxina) y la resistencia a le presencia de las toxi
nas en el colon no son exclusivas de los nifos.

También Viscidi reportd que de 23 nifios sanos es-

tudiados, dos presentaron el microorganismo y uno la -
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citotoxina (34).

Es de hacer notar que en nuestro estudio dos de
las seis cepas aisladas de nifios sanos produjeron can-
tidades importantes de las toxinas, incluso cantidades
mayores que las detectadas en los filtrados de las ce~
pas aisladas de adultos con diarrea asociada & antibid
ticos. -

El mismo autor reportd que de 215 adultos con dia
rrea, 138 presentaron el microorganismo y de éstos en
130 se detectaron las toxinas, ésto es posible poxque
también se he encontrado que en algunos individuos no

se detecta el microorgahismo pero si presentan las to-
) xinas en sus heces (34).

En nuestro caso se encontrd que 6 de 25 sdultos -
con diarrea presentaron el microorganismc pero todos -
los filtrados obtenidos de esas cepas presentaron can-
tidades detectables de toxinas por ELISA (tabla 5) y -
todas fueron positivas en los énsayos bioldgicos (ta--
bla 4). '

De las tres cepas productoras de toxinas, sislé=-
das de nifios con diarrea, s6lo una de ellas mostrd cis=
totoxicided y enterotoxicidad, las otras fueron negati
vas en los ensayos biolégicos, ésto tal vez se deba a
que las toxinas producidas por éstas cepas son bioldégi
camnente inactivas.

Las caracteristicas de las diferentes muestras co
rroboran la verzcidad del objetivo, ya que si bien no

existen diferencias en la produccidn y actividad de =
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las toxinas, si hay diferenciae en la cantidad de cepes
toxigénicas por grupo.

Como se puede observar en los resultados, todos -
los adultos que sufrian de dierrea presentaban el mi--
croorganismo y todas las cepas produjeron cantidaedes -
detectables de toxina con una alta actividad bioldgice
incluso un poco mayor que la de las cepas aislades de
nifios con diarrea. De las io cepas aisladas de nifios =
con diarrea, 86lo 3 produjeron cantidades detectables
de toxinas y de éstas sdlo una con actividad bioldgica,
ésto confirma una vez mds que aunque el microorganismo
se encuentre en las heces, éste no necesariamente pro-
duce las toxinas, cuando menos no in vitro y bajo las
condiciones preestablecidas en el estudio.

De las 6 cepas sisladas de nifios sanos sdlo dos -
produjeron la toxina y de ellas sdlo una presentd acti
vidad bioldgica, en cambio de laes 5 cepas aisladas de
adultos con diarrea, las 5 produjeron la toxina con ag¢
tividad citotdxica y enterotdéxica. Por ello decimos -~
que si bien no difieren en la produccidn y actividad
de las toxines si en la proporcidn de cepas toxigénie-—
cas sisladas de loe diferentes grupos.
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RESUMEN

En éste estudio se pretendié definir si existen
diferencias en el potencial toxigénico de cepas de ~

Clostridium difficile aisladas de nifios, comparadas -

con cepas aisladas de adultos. Se anaslizan las cepas -
aisladas para produccidn de toxina A utilizando la ==
prueba de asa intestinel de conejo y un ensayo inmuno-
enzimético, y para la toxina B, ensayos en cultivos de
tejidos. Se encontrd que las cepas toxigénicas fueron

| mencs frecuentes entre los aislamientos de nifios (6 de
16) que entre los aislamientos de adultos (5 de 6). Es
tos regultados sugieren que las cepas no productoras,

asi como las poco productoras de toxinﬁs, son mds fre-

cuentes entre los nidos.
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