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INTRODUCCION 

La diarrea secundaria a la administración de ant! 

bióticos es una complicación frecuente en el tratamie~ 

to de las enfermedades infecciosas. Las manifestaciones 

van desde una diarrea banal autolimitante hasta un cua 

dro severo de colitis pseudomembranosa (CPM~ (13). 

Se acepta que Clostridium difficile es el agente 

causal de la CPM; una enfermedad en ocasiones fatal 

que se produce casi siempre después de una terapia con 

antimicrobianos (1). 

Q. difficile es un bacilo gram positivo, anaero-­

bio estricto, con capacidad para producir esporas. En 

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

ron Bacillus difficile por la dificultad para cultivar 

lo, éstós autores lo aislaron de las heces de niños a­

parentemente sanos (revisado en 11). 

En 1955 De Sommer y Eysen independientemente re-­

portaron que al administrar antibióticos a cerdos, és­

tos morian y presentaban vasodilatación de senos mesen 

téricos, petequias en el ileon y colon con hemorragia 

intestinal; los dos investigadores demostraron la pre­

sencia de "Olostridiatt en los cerdos (revisado en 16). 

En 1968 Small reportó una enterocolitis fatal en 

hamster tratados con lincomicina, posteriormente otros 

investigadores demostraron la producción de ileocecitis 

similar en hamster tratados con cefalotina, cefalexina 
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y cefoxitin y en conejos tratados con lincomicina ó -

clindamicina (revisado en 16). 

Larson y col. fueron los primeros investigadores 

que reportaron la presencia de una citotoxina en las -

heces de humanos que presentaban epI( (revisada en l1).. 

~n 1978 Bartlett demostró que al inocular el éon· 

tenido fecaí, esterilizado por filtración, de Un bams­

ter con ileocecitis inducida por clindamicina a anima­

les sanos éstos Últimos desarrollaban la misma enfe~ 

dad. El mismo autor descubr10 qu.e Q. difficile produ­

cía: "in vitro" una toxina similar ó identica a la toq 

na que fué la causa de ileocecitis en los hamster que 

recibieron clindam1cina (2). 

Se demost;ótambién que ésta era citopática y que 

pOdía ser neutráliiada por la antitoxina polivalente -

de gangrena gaseosa y por la antitoxina monovalente de 

elostridium sordelli (35). 
Más tardeen 1979 Rolfe y Sydney purificaron y C! 

racterizaron parcialmente ésta citotoxina yla report! 
.. , - o 

ron como: termolabil ya que se inactiva a 56 e por 30 

minutos, inestable a un pH de 4 y 9 con un punto isoe­

léctrico de 5.0, inactivable con tripsina y quimiotri,E 

sina, con un peso molecular de 530 mil daltones, capaz 

de incrementar la permeabilidad vascular en conejos y 

causar ileocecitis en hamster cuando es inyectada in-... 

tracecalmente además de que causa cambios morfológicos 

(redondeamiento) a células en cultivo de tejidos (26). 



Hasta entonces se consideraba que Q. difficile e 

ra capaz de producir solo una toxina con actividad ci­

totóxica neutralizable con antitoxina anti Q. sordelliL 

Pero en 1981 Nancy Taylor y colaboradores report~ 

ron la presencia de una toxina con propiedades físicas 

y act.1vidades biológicas diferentes a la citotoxina, -• 
la cual se comportaba como enterotóxica y la denomina­

ron toxina. A. 

También en Í981 Bartlett y col. encontraron que 

80n cuando menos dos ~oxinas las producidas por Q. di­

fficile, una que se considera enterotóxica, la toxina 

A, yá que causa acumulación de fluid-o en asa ileal de 

conejo y la toxina. B considerada citotóxica (30). 

Posteriormente en 1982 Sullivan y col. logran una 

mejor pUi'3..ficación y c"aracterizac;ión de las toxinas A 

'1- B, pero hasta éste momento no se sabe si una ó ambas 

toxinas son las responsab~es de la patología vista en 

OPM y colitis asociada a antibióticos (CAA) en humanos 

(29). 

Las diferencias en actividad biológica tanto en -

células de ovario de hamster chino (ORO), en células -

de epitelio cervical humano (HeLa) como en asa ligada 

de conejo y propiedades fisicoquímicas de éstas dos to 
) -

xinas se muestran 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 proteínas y el papel que juega cada una de e 



TABLA. 1 

Diferenoias en actividad bio16gioa y propiedades fisiooquímioas 

entre las toxinaS A y B de ClostrtSLi;!al'l ditticile. 

CARACTEIUSTICAS Toxina A Tolina B 

Aotividad oitot6Xioa espeoifi- 3.8 X 10
6 

5.3 X 109 

oas (tJc/mg)+ sobre anulas CHO. 

Conoentra~~n m!nima neoesaria 5.0 ug/ml 0.08 na/ml 
para producir oambios mo:rf'ol6-

gioos en ~ulas Reta. 

Letalidad en rat6n expresada 1.1 X 104 2.1 X 104 

oomo L"D100mg.' 

Respuesta. en asa ligada de Q9- 1.71:&.42 0.44+0.22 -nejo zril/om :por cada SOmg de -
toxina.. 

lnaotivaci6n oon t:r1psina '3' - positiva positiva 

q Uimio tri ps ina.. 

Sensibilidad a pRo se inaotiva se inao1ii va 
a. pI! 2.0 a pI! 2.0 

Sensibilidad a temperatura. se inaotiva se inactiva 
a. 56°0 por a 56°0 por 

6 !lI:i.nutos. 6 minutos. 

Peso moleoular. 550 000 3tD 000 

+ UC- Unidados oí tot6xioas, oantidad mínima. neoesaria. para pr,2. 
ducir efeoto oitot6xico en el ;06 100% de la. monooapa. 



llas en la cecitis asociada al uso de antibióticos. P! 

'ra éste fin inocularon intracecalmente a un grupo de! 

Dimales un toxoide de la toxina A, a otro grupo un to­

xoide de la toxina B, y a un tercero, el toxoide de ~ 

bas tóxinas y el grupo control se inoculó con una pre-
. . , e 

paracion sin las toxinas de C. difficile. ~ara determ! 

nar si la respuesta inmune cóntra éstos toxoides pOdía 

reduci.r la severidad de la ceci tis asociada a antibió­

ticos, los hamster fueron inyectados subcutaneamente 

con clindamicina, para provocarles ileocecitis. Los 

hamater que recibieron el toxoide A produjeron anti--­

cuerpos contra la toxina A, pero no contra la toxina B, 

mientras que el toxoide B provocó la prOducción de an­

ticuerpos contra la toxina B, pero no contra la toxina 

A y los-inmunizados con el toxoide AB produjeron anti­

cuerpos contra ambas toxinas y sólo estos últimos so-­

brevivieron al tratamiento con clindamicina, mostrando 

un ciego de tamaño y apariencia normal y con concentra 

ciones bajas de toxinas. Para determinar los efectos 

de cada toxina sobre los animales, los hamster no in-­

munizados fueron inyectados unos con toxina A purific! 

da, observándose acumulación de fluido en el ciego, con 

poca hemorragia y otros con toxina B parCialmente puri . ) -
ficada, observándose un ciego hemorrágico de tamaño 

normal. Los hamster no inmunizados, inyectados en el 

ciego con cada una de las toxinas, a las concentracio­

nes alcanzadas por éstas después del tratamiento con -
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clindamicina, murieron (18). 

Estas observaciones sugieren que la toxina A es -

la responsable de la acumulación de fluido 7 que ambas 

toxinas causan hemorragia con diferente intensidad en 

el ciego de los hamster con cscitis asociada a antibi! 

ticos,además de que cualquiera de las dos tox1nae de,! 

pués de un cierto tiempo, pueden causar la muerte. 

En humanos Q. difficile y su toxina se han aisla­

do de las heces del' 90 ~ de los nifios menores de un afto 

de edad en altas concentraciones, sin que se presente 

ningÚn síntoma gastrointestinal anormal por lo q~e se 

puede considerar como parte de la flora normal m10ro-­

biana, pero en adultos EÜ 99 ~' de los que presentan -

CPM asociada a flntibióticos presentan el mic ro o rgani s-, 
mo y los síntomas;gastrointestinales correlacionan ca-

si siempre con los resultados de los ensayos del cult! 

vo de tejidos y con el potencial toxigénico de las ce­

pasaisladas de ellos. Solo ocasionalmente se han en-­

contrado adultos que presentan el microorganismo y son 

asintomáticos, Viscidi (1981) sugiere que ésto tal vez 

se deba a que algunas cepas de Q. difficile no producSB 

la toxina, que las concentraciones de toxina sean ba-­

jas ó que posiblemente el huésped no sea suceptible a 

la toxina (34). 

Es interesante que Q. diffioile el agente causal 
-

de la CPM, pueda ser un comensal inofensivo en el t~ 

to gastrointestinal de los niños y además que la 1noi-



dencia de OPM en los niños 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 Jaeces, ha sido establecid.a en los límites de 4-46 % 
en niños sanos menores de dos años de edad. ~ contra~ 

te con los valores de frecuencia de aislamiento repo~ 

tados tanto en niños mayores como en adultos en los 

que han sido menores del 4 % (5). 
En los últimos años varios investigadores han re­

portado que un alto porcen~aje de recién nacidos pre-­

sentan en su intestino C. difficile y su citotoxina, -- . 

sin aparentes consecuencias clínicas, cuando menos en 

los primeros ocho meses de vida (4,15,23). 

La-frecuencia de aislamiento de C. difficile va-­

ría grandemente dependiendo del paoiente y las condi-­

ciones del medio ambiente 'de las poblaciones estudia-­

das (6,17,27). 

Se ha reportado la presencia de la actividad cito 

tóxica debida a C. difficile en las heces de niños sa­

nos (10,25), y aunque ambas toxinas tienen propiedades 

citotóxicas, es posible que la alta actividad citotóxi 

ca de la citotoxina B encubra la presencia de la toxi-
o I 

na A, si es así, los trabajos reportados sobre el tema 

han demostrado la presencia de la toxina B en el colon 

de los niños (a una concentración extremadame.nte alta 

y muy similar ó maYor a la encontrada en adultos con -
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GPM) pero no se ha reportado la presencia de la toxina 

A, la cual es 17 veces más letal para los animales 7 -

es aproximadamente 100 veces menos citotóxica que la 

toxina B, además la antitoxina preparada contra la to­

xina A parcialmente purificada no neutraliza el efecto 

tóxico.de la toxina B, sugiriendo que las dos son ant! 

genicamente distintas (20,29). 

Recientemente se ha demostrado la presencia de la 

toxina A en las heces de niños sanos por medio de un 

ensayo inmunoenzimático (19). 

La frecuencia de la actividad citotóxica en las -

heces de niños es más baja que la frecuencia del micr.2, 

organismo, y de hecho, los estudios 1a ~ e i!! vi tro 

que han analizado el potencial toxigénico de las cepas 

aisladas de niños; establecen que la presencia de las 

cepas no toxigénicas es muy común; ésto también ocurre 

en adultos que reciben antibióticos pero que no des~ 

rro11an colitis (7,17,24). 

Puede ser que las dos poblaciones tengan algunos 

factores comunes que favorecen la colonización del in­

testino por cepas menos toxigénicas. 

No está muy claro aún por qué los nifios son alta­

mente suceptibles a la colonización con Q. difficile, 

mientras que los adultos son normalmente 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 niños y de los adultos. Hasta ahora 

no se ha descubierto que características hacen al niño 

resistente a la enfermedad producida por Q. difficile. 

Recientemente en experimentos realizados en anim~ 

les se ha observado que las ratas y ratones recién na­

oidos s·on altamente suoeptibles a la colonización con 

c. difficile cuando tienen entre 11 y 19 dias de edad 

y los hamster de 4 a 11 dias (5). 

Cooperstock (1983) propone varias alternativas ~ 

ra dar una explicación a éste problema, él supone que 

se va perdiendo la suceptibilidad a la colonización con 

Q. diffioile debido al destete, ya que siendo posterio~ 

mente su oomida sólida hay como consecuencia la apari­

ción e incremento de otros organismos anaerobios que -

pOdrían inhibir el crecimiento de Q. difficile. Posi-­

blemente en los niños ocurre algo similar ó en ellos -

se pueden incluir factores tales como las condiciones 

bioquímicas ó nuiricionales requeridas por éste micro­

organismo y que estén presentes en su colon. 

Un mecanismo opcional que explique la suceptibil,! 

dad a la colonización pOdría ser la ausencia de inmuni 

dad en. la muc.osa, específica contra componentes super­

ficiales ó productos que permitan la co'lonización por 

éste microorganismo, ó tal vez se deba a factores'pro­

tectores que se encuentren en la leche materna. Alter­

~tivamente el epitelio intestinal de los niños puede 

carecer de receptores para la toxina ó pueden existir 

factores químicos en el lumen que bloqueen la unión de 
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la toxina ó su actividad ~ !!!2 sobre las células 

blanco. El mismo autor estudió la influencia de la a­

dad, el sexo y la dieta en la colonizaci6n con 2,- !!­
fficile en niños aSintomáticos, por medio de la oanti­

dad de antígenos de ~. diffioile presentes, él e8tabl~ 

ce que fué claramente más alta-en los niños que reoi-­

bieron fórmula alimenticia (leChe en polVO) a dit.re~ 

cia de aquellos que recibieron leche materna y ésta di 
ferencia parece ser independiente de la edad ~dentro 

del límite estudiado, 13 meses). Entre los niños que -

se alimentaban con pecho, el antígeno era menos irecuen 

te, pero había una tendencia a aumentar a medida que -

se les daba comida suplementaria. El estudio mostró u­

na distribución igual del antígeno de C. difficile por 

sexo (7). 
, ,. 

En este estudio tratamos de establecer si existen 

diferencias toxigénicas entre las cepas aisladas de ni 

nos y adultos, que pudieran explicar la resistencia de 

la población infantil a los efectos deletéreos de ~. -

difficile. Las diferencias que postulamos como las res 

ponsables de la resistencia de los niños 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, ó que las cepas produzcan so­

lamente la toxina B; ó bien que las cepas produzcan ~ 

bas toxinas pero biologicamente inactivas, para éste ~ 

fecto se estudió la producción in vitro de las toxinas 

A y B, por medio de la actividad citotóxica sobre cul-
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tivo de tejidos, y actividad enterotóxica en el asa i­

leal de conejo. También se estudió la presencia antig.! 

nica de éstas toxinas ~sando un ensayo inmunoenzimáti-

co. 
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OBJETIVO 

Establecer si existen diferencias, en la produc-­

ción y actividad de las toxinas A y B de Clostridium 

difficile entre las oepas aisladas de niños oondiarrea, 

niños sanos, adultos oon diarrea y adultos sanos. 
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MATERIAL Y METODOS 

Cepas: 

Se escogieron para su análisis 23 cepas de ~. ~-­

fficile, 22 aisladas en el laboratorio de infectología del 

Hospital de Pediatria, C.N, IISS, y una cepa de referencia 

VP1 8484 donada por el Instituto Politécnico de Virginia, 

E.U.A. De las 22 cepas 8 fueron aisladas de 14 'niños con 

diarrea, 2 de 26 niños que recibieron antibióticos, pero 

que no desarrollaron diarrea, 6 de 22 niños aparentemente 

sanos, 5 de 25 adultos con diarrea y 1 de 100 adultos sa­

nos (32). 

Estas cepas se enumeran de la siguiente manera: 

Las cepas de niños con diarrea: 1-30, ¡-13, 11-8, Ir-ll, -

11-22, V-5, V-19 y V-31. 

De niños qué recibieron antibi~ 

ticos pero que no desarrollaron 

diarrea: 

De niños aparentemente sanos: 

Las de adultos con diarrea: 

y de un adulto sano: 

Oonservación de las cepas.' 

111-35 Y 111-23. 

IV-2, IV-4, IV-8, IV-ll, -

IV-21 y IV-28. 

A-l, A-2, A-3, A-4 Y A-1. 

A-8. 

Para conservar las cepas, un cultivo de 48 hrs en 

caldo de infusión cerebro corazón de cada cepa, se usó p! 

ra impregnar tiras de papel filtro estériles, éstas se in 

trodujeron en bolsas de plástico estériles y se sellaron 
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con calor, éstas bolsitas se mantuvieron a _70
0
0 (congela­

dor Revco, Ultra Low). 

Las cepas se recupe~ron colocando las tiras de pa-­

pel filtro sobre placas de agar infusión cerebro corazón 

(Bioxón 112-1), éstas se incubaron a 370
0 en jarras para 

anaerobiosis (sistema Gas Pak, BBL) durante 24 a 48 hre. 

Transcurrido el tiempo de incubación se seleccionaron co­

lonias con las' características morfológicas (forma, tama­

ño, color, etc.) propias de Q. difficile; además en cada 

paso se realizaron tinciones de gram para reconocer los 

bacilos gram positivos esporulados. Una colonia con las 

características de Q. difficile se picó y se inoculó a tu 

bos que contenian medio de carne cocida (Difco 0267-01) -

éstos se incubaron a 370Q por 24 a 48 hrs en una atmosfe­

ra anaerobica y posteriormente se almacenaron en el refr! 
o . 

gerador a -4 O hasta su uso. 

Producción de toxinas. 

Las toxinas se obtuvieron por dos métodos: 

1.- Orecimiento en bolsa de dialisis. Preparación 

del inoculo.- A partir de un crecimiento en tubos con 10 

mI de medio de carne cocida, se tomaron aproximadamente -

0.1 mI y se estriaron sobre agar infusión cerebro corazón. 

Después de 48 hrs de incubación a 37°0 se seleccionó una 

colonia y se inoculó en 10 mI de caldo de infusión cere-­

bro corazón y se incubó por 18 hrs a 3700. Todas las inc~ 

baciones se hicieron en condiciones anaerobicas (sistema 

Gas Pak). 

Cultivo en bolsa de diálisis.- Se utilizó el método 

descrito por Wilkins y Lybby en 1980 (figura 1). Se tomó 

1 mI del crecimiento de 18 hrs en caldo de infusión cere-
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bro corazón y se inoculó dentro de un saco de diálisis 

con límite de exclusión de 6 000 a 8 000 daltones (ES­

pestrapor Medical Inc. Los Angeles California, E.U.A), 

que contenía 100 ml de agua destilada estéril; ésta se 

sumergió en un matráz que contenía un litro de caldo 

de infusión cerebro corazón estéril. El sistema se in­

cubó a 370C por 12 hrs. En éste sistema el microorga-­

nismo crece con los nutrientes que entran al saco de -

diálisis por gradiente de concentración (12). 

Una vez terminado el crecimiento se recuperó el 

contenido del saco y se centrifugó a 3 000 rpm por 30 

minutos, el sobrenadante se esterilizó por filtración 

usando membranas millipore de 0.45)U. Este extracto se 
, o 

congelo a -20 C hasta su uso. 

2.- Obtención de la toxina por crecimiento direc­

to en medio lCC.- Se inocularon tubos que contenían 10 

mililitros de caldo de infusión cerebro corazón, con -

0.1 ml de un crecimiento en medio de carne cocida, és­

tos tubos se incubaron a 31°C por 120 horas en anaere­

biosis, terminado el tiempo de incubación los cutivos 

se centrifugaron a 3 000 rpm durante 30 mino y el so-­

brenadante se esterilizó por filtración con membranas 

millipore de 0.45~ el extracto estéril se congeló a -
o -20 C hasta su uso (12,31). 

Una vez obtenidas las toxinas, se concentraron de 

dos ma.neras: 

1.- Precipitación con sulfato de amonio.- Del cr~ 

cimiento en medio dé carne cocida se tomaron aproxima-
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demente 0.1 ml y se inocularon en tubos que contenían 

10 mI de caldo de infusión cerebro corazón, posterior­

mente se incubaron por 18 hrs a 370C. Al término de é~ 
te tiempo se tomó un mililitro del cultivo y se inoculÓ 

en un matraz con 100 ml de caldo de infusión cerebro -

corazón, los matraces se incubaron a 37°C por 72 hrs. 

en jarras para anaerobiosis. después de éste tiempo 

las muestras se centrifugaron a 8 000 rpm, 30 minutos, 

las toxinas del sobrenadante se precipitaron adiciona~ 

do (RH4)2S04 a una concentración final de 50 % (29.1 -

g/lOO ml), se dejaron reposar por 24 hrs a 4°0 y se -

centrifugaron a 8 OOOrpm 30 mino Las toxinas precipi­

tadas se re suspendieron en 5 ml de una solución regul~ 

dora de Tris (Sigma, T-1503) 0.05 M a un pH de 7.5 y -

se dializaron contra la misma solución reguladora du-­

ranta 72 hrs con cambios de regulador cada 18 hrs. Los 

dializados se pasaron a tubos de tapón de rosca y se -
o almacenaron a -20 C hasta su uso (26). 

2.- Concentración por ultrafiltración.- Las mues­

tras se concentraron filtrándolas con una membrana de 

amicon XI-lOO A, con límite de exclusión de 100 mil 

daltones, colocándolas en un vaso de amicon de 50 ml y 
2 aplicandoles una presión de 2 psi (kg/cm ). El volumen 

inicial de cada muestra era de 50 ml y se concentró 

hasta un volumen final de 1 a 2 ml. 
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Determinación de la actividad biológica de las to 

xinas A y B de Clostridium difíicile. 

El esquema # 1 muestra el procesamiento de las 

muestras para la bdsqueda de las toxinas a y B de elos 

tridium difficile. 

a) Determinación de la actividad enterotóxica de 
I 

la toxina A.- En 1953 De, S.N y Chaterje desarrollaron 

el método de asa ligada de conejo el cual se utilizó -

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 hrs an 

tes del ensayo. Para la operación, el conejo se sujetó 

de las cuatro extremidades, se les rasuró de la parte 

abdomi~a~ y se les desinfectó con una solución de Iodo 

Alcohol; se aplicó anestes1a local inyectando 2.5 ml -

de xilocaina al 0.01 % por V1a subcutánea e intramusc~ 

lar en la línea media abdominal de la región epigastr! 

ca y umbilical, posteriormente se colocó un campo abie.E. 

to estéril y se hizo una incisión de aproximadamente 5 

centímetros, abriendo cuidadosamente con equipo de di­

sección estéril, se localizó el intestino delgado y se 

sacó completamente, se hicieron varias asas de 5 a 7 -

centí,lletros de longitud en l~ región del ileon, co:n h! 

lo ceda anacap calibre 000, en cada asa se inoculó un 

mililitro del sobrenadante esterilizado por filtración 

(método de obtención 1), se hicieron 18 asas por ileon 

y se inocularon 9 para dejar una asa intermedia por ca 
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da muestra como control. Al terminar de inocular las 

muestras el intestino se introdujo al vientre del con~ 

jo y se suturó con hilo y aguja (atraumatic 1/2 circu­

lo redonda T-5), la herida se cubrió con gasa y cinta 

adhesiva. 

Posteriormente se realizó el mismo procedimiento 

inoculando los filtrados de las cepas obtenidos por 

los diferentes métodos descritos anteriormente. 

Transcurr~das 18 hrs se sacr~ficó al animal, se -

extrajo el intestino delgado y se determinó la rela--­

ción volumen/longitud (ml/cm) para cada asa ... Se consi­

deró una respuesta positiva cuando la relación entre -

el volumen de fluido contenido en el asa sobre la lon­

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

b) Determinación de la actividad citotóxica.- Pa­

ra estudiar la capacidad citotóxica de las cepas se u­

tilizaron células de epitelio cervical humano (HeLa), 

éstas celulas fueron crecidas en botellas para culti-­

vos celulares (NUNO) de 80 cm2 de superficie con 20 ml 

de medio de crecimiento que contiene: medio mínimo e-­

sencial con sales de Hankst' suero bovino fetal, bicar­

bonato, 100 u/ ml de penicilina y 100 pg/rnl de estrept.2 

micina; cuando las células formaron una monocapa se pa '-
saron a microplacas de 9b pozos para cultivos celula-­

res UIDi~C), para ello se les quitó el medio de crecí-­

miento, se banó la monocapa con 3 ml de tripsina al 

0.25%, se agító sobre las células por unos segundos y 

se desechó, las botellas se incubaron 10 ruin a 37°0, -
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transcurrido el tiempo de incubación, se les agregaron 

6 ml de medio de crecimiento desprendiendose así la m~ 

nocapa¡ se agitó con una pipeta para deshacer los agr~ 

gados celulares, se pasaron a un matraz con 14 ml más 

de medio de crecimiento y de éste matraz se llenaron -

las microplacas colocando 200pl de la suspensión en ~ 

cada pozo, las placas se incubaron a 37°C por 24 hrs -

en una atm6sfera de oxígeno y 002 (9). 

Del filtrado obtenido del crecimiento de las ce-­

pas en 10 ml de caldo de infusión cerebro corazón por 

5 dias (Método de obtención # 2), se hicieron dilucio­

nes dobles seriadas de 1:2 a 1:5120 en medio mínimo 

esencial y se inocularon 20~1 de cada muestra sobre -

las células, se incubaron nuevamente a 37 0 0 en una at~ 
mósfera de oxígeno y 0°2 " Los cambios morfológicos se 

observaron a las 24 y 48 hrs. El título de la toxina -

fué definido como el inverso de la más alta dilución -

de la muestra a la que todavía había efecto citotóxico 

cuando menos en el 50 % de las células. 

Las muestras que recultaron positivas en el ensa­

yo anterior se incubaron con antisueros contra un ex-­

tracto parc~almente purificado de Q. difficile, por m~ 

dia hora antes de inocularlas nuevamente sobre las cé­

lulas. A las 24 y 48 horas se observaron los cambios -

morfológicos, se consideró que el efecto se debió a 

las toxinas de Q. difficile cuando hubo neutralización 

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

toxinas A y B por el ensayo inmunoenzimático. 

El extracto del crecimiento en caldo por 5 dias -

también se analizó para detectar antigenos específicos 

de toxina A y B. Se utilizó el ensayo inmunoenzimático 

(ELISA) descrito recientemente parl:i. la toxina A (22). 

Los antisueros y toxinas puras fueron dónados por 

el Dr. Tracy Wilkins (Instituto Politecnico de Virgi-­

nia, Virginia E.U.A). 

El desarrollo es e: siguiente: 

a) Se utilizaron microplacas de 96 pozos (Dyna--­

tech-Inmunolon) a las cuales se adicionaron 300 ~l de 

una ailución 1/1000 (en solución reguladora de bicarbo 

natos, pH 9.6) de un antisuero preparado en conejo cog 

tra cabra. La placa se incubó toda la noche a 37°C. 

Posteriormente la placa se vació y se lavó una vez con 

una solución reguladora de fosfatos pH 7.4 y Tween 20 

al 0.05 % (SRF-T). 

b) A cada pozo se le añadieron 200~1 de las dilu 

ciones del antígeno hechas en solución reguladora de -

fosfatos, en nuestro caso fueron las muestras obteni-­

das del crecimiento en caldo de infusión cerebro cora­

zón por 5 dias, de las cuales se hicieron diluciones -

dobles seriadas de 1:2 a 1:256, la placa se incubó una 
o hora a 37 c. 

c) Posteriormente la placa se vació y se lavó 5 -

veces con SRF-T, en el segundo lavado la placa se incu 

bó 3 min con SRF-T •. 
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d) Después se adicionó a cada pozo 200pl de una 

dilución 1/500 (en SRF-T qU.e contenía 0.1 '" de suero -

neutro de conejo) del anticuerpo contra toxina A ó to­

xina B originado en cabra. La placa se incubó una hora 

a 37°C. 

e) Transcurrido el tiempo de incubación, la placa 

se vació y se lavó de la misma manera que el lavado an 

terior. 

f) Después de lavar se agregaron 200~1 del conj~ 

gado diluido 1/500 (en SRF-T más 0.1 ~ 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 incubó una hora 

a 37
0
0. 

g) La placa se lavó 5 veces con SRF-T y se adici~ 

naron 200 ~l del sustrato a cada pozo, consistente de 

P-nitrofenil fosfato a una concentración de 1 mg/ml en 

regulador dietanol amir~ pH 9.8, la placa se incubó 30 

minutos en la obscuridad a temperatura ambiente. 

h) La reacción se paró añadiendo 20 ~l de NaOH, -

5 M a cada pozo y se leyó la intensidad de color a 405 

nanómetros en un aparato Titerteck Multistack (fig 3). 
Para poder cuantificar las toxinas presentes en -

los filtrados se hicieron curvas patr6n usando toxinas 

puras a conceatraciones conocidas y se hizo el ensayo 

para cada concentración. Las curVas se hicieron grafi­

cando densidad óptica contra concentración 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 Optica (D.O) para cada 

filtrado se interpolaron en las curvas patr6n para ob­

tener la cantidad de nanogramos por mililitro de toxi­

na producida por nuestras cepas. 



Figura 2.- Determinación cuantitativa de las tox! 

nas A y B por ensayo inmunoenzimático. 
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tracto semi purificado producido en con~ 

jo) • 
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Lavado 
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370
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Lavado 

Adición del anticuerpo específico (an­

titoxina A ó antitoxina B), producido 

en cabra. 

37°C, 1 hora. 

Lavado 

Adición de la anti IgG de cabra conju­

gada con fosfatasa alcalina. 
o 37 C, 1 hora. 

Lavado 

Adición del sustrato (P-Nitrofenil-Fo~ 

fato). 
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RESULTADOS 

Aislamiento e identificación de f.. difficile. 

Q. difficile se aisla mejor, a partir de las he-­

ces, en un medio selectivo y diferencial que contiene 

cicloserina, cefoxitina, fructuosa y yema de huevo (O 

OFA) Y un medio que contiene cicloserina, fructuosa y 

yema de huevo (OFA) en comparación con un medio de g~ 

losa sangre. El diámetro de las colonias de O. diffi­

oile fué de aproximadamente 4.5 mm en gelosa sangre y 

de 1.5 mm aproximadamente en OOFA, después de 48 hrs 

de incubación. Las colonias cuando se observan bajo -

una fuente de luz "negra" presentan un color amarillo 

oro fluorescente cuando crecen sobre gelosa sangre 

después.de 48 hra de incu~ación. Las colonias de f.. -
difficile crecidas sobre COFA y OFA son irregulares y 

con filamentos finoa en el borde, además el color na­

ranja inicial del medio cambió 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 infusión cerebro corazón, las colonias 

de Q. tlifficile presentaban las siguientes caracterls 

ticas: un diámetro aproximado de 1 a 9 mm, forma umbo 

nada que se extiende con la estría, con bordes irreg~ 

lares y filamentosos, de color crema, brillantes y 

translúcidas. 

En una preparación con tinción de Gram se observa 



.2~ 

ron bacilos largos, qra~ positivos con e~poras subter­

minales. 

Para comprobar la id.ent~dad. de las cepas ade~ás 

de los result~dos de las pruebas bioquí~icas, se reali 

zó un ensayo inlll\lnoenzilllático (ELI~A). Bn éste ensayo 

se utilizó un aatisuero contra un extracto semipurifi­

cado del cultivo de una cepa de referencia (VPI 8484). 

Los resultados ~ostraron la presencia de antígenos de 

C. difficile ea los filtrados obtenidos de todas las -

cepas ensayadas (tabla 2). 
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TABLA 2 

Comprobaci6n de la identidad de las cepas de 2!2! 
trid~uill diff~cile por el ensayo inmunoenzimático. 

Anti AB+ 
Cepa 

Anti AB+ 
Cepa (D.O) 1:100 (D.O) 1:100 

VPI 8484 0.530 lV-21 0.667 

1-13 0.622 IV-28 0.458 

1-30 0.477 V-5 0.435 

II-8 0.493 V-19 0.&20 

II-ll 0.511 V-31 0.607 

1I-22 0.673 A-l 0.921 

llI-35 0·37~ A-2 0.938 

IlI-23 0.013 A-3 00386 

IV-2 0.500 A-4 0.835 

1V-4 0.564 A-7 0.430 

IV-8 0.272 A-8 0.239 

IV-ll 0.b31 

+ Para la prueba se utilizó un antisuero oontra un ex­

tracto semi purificado del cultivo de una cepa de re­

ferencia (VP1 S484). 



.27 

Ensayos Bioldgicos 

a) Determinaci6n de la enterotoxina en asa ligada de 
conejo.- Se utiliz6 ~ste m~todo para demostrar la presen­
cia de la entero toxina A en los sobrenadan tes de los cul­
tivos crecidos en la bolsa de dialisi8 6 bien en los so-­
brenadantes estériles de cultivos estacionarios de 5 d1as 
(ver material y metodos). 

Los sobrenadan tes de los cultivos qUe se obtuvieron 

en la bolsa de diálisis dieron resultados poco satisfact2 
rios ya que 8610 los filtrados de las cepas A-7 y 1V-2 
dieron una respuesta positiva pero débil y las cepas con­

trol y de referencia dieron respuesta ,negativa. En un in­
tento por obtener mejores resultados se aument6 la concen 
traci6n de la toxina A en los Bobrenadantes, precipitando 

100 ml de la muestra con (NH4)2S04 al 50 ~ de saturaci6n 
seguida de diálisis exhaustiva contra tris 0.05 M, pH 7.5 
quedando un volumen final de 5 ml. El procedimiento di6 
como resultado preparaciones 20 veces más concentradas, -
sin embargo adn con éste método s610 las cepas control P2 
sitivo, aeromonas enterotóxicas, la cepa de referencia -
VPI 8484 y la cepa A-7, dieron resultados satisfactorios 
por 10 que se abandonó éste método en favor del descrito 
a continuación. 

Las cepas a estudiar en el ensayo de asa ileal se 
crecieron también en caldo de infusión cerebro corazón 
por cinco di as a 37°C sin agitar y en condiciones anaero­
bias. Los sobrenadan tes de éstos cultivos se esteriliza-­
ron por filtración para luego ser inoculados. De ésta ma­
nera se detect6 la toxina en dos de las 16 cepas aisladas 
de nifios y en cuatro de las seis cepas de adultos asi 00-
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mo en las cepas control positivo, Escherichia ~ H 104-
07 y la cepa de referencia VPI 8484. De las cepas positi­
vas de niños, una fu~ aislada de un niño con diarrea, 
mientras que la otra fué aislada de un nir..o sano, de las 
cepas positivas de adultos todas fueron aisladas de pacie!! 
tes que sufrían diarrea (tabla 3). 

b} Ensayo de citotoxicidad.- En las pruebas de cito­
toxicidad se tomaron como respuestas positivas aquellas 
en las que al menos el 50 % de las c~lulas presentaban -­
cambios morfo16gioos. El título de la toxina fué definido 
como el inverso de la más alta diluci6n de la muestra a 
la que todavía hay efecto citopático. 

Para probar los filtrados obtenidos de la bolsa de -
diálisis se hicieron diluciones decimales seriadas de 10-1 

a 10-8• Como contral positivo se utiliz6 la cepa de refe­
rencia ~~ 8484. Solamente las preparaCiones obtenidas de 
la cepa de referencia y de dos cepas aisladas de adultos 
con diarrea produjeron cambios sobre las c61ulas con un 
titulo de 1000 unidades cit'ot6xicas por mililitro. 

Ouando las células se inocularon con las preparaCio­
nes precipitadas con Sulfato de amonio, solo la cepa de -
referencia y la de un adulto con diarrea dieron una res-­
puesta positiva con un título de 100 unidades citot6xicas 
por mililitro. 

Para inocular el filtrado obtenido del crecimiento 
por cinco dias a 370 0 se hicie~on diluciones dobles ~eri~ 
das de 1:20 a 1:10240, las cepas qUe dieron una respuesta 
positiva fueron: una de OCho cepas de niños con diarrea, 
una de seis cepas aisladas de niños ~nos y todas las ce­
pas de adultos con diarrea. Así mismo, las Cepas Oontrol 
dieron resultados positiVOS como se esperaba. Er!: ésta 
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'l'A:BU: 3 

Determinaci6n de la. actividad entero"to%ica de las cepas a1ala4as ele 

los difantes paoientes por ~ en asa. ileal de Conejo. 

coom!'! oaupo CEPAS PROBADlS POSITIVAS 'lOL/IDlm+ 

"- Niños con diarrea 8 1 1.0 

- Niños que recibieron 2 o 

antib16tioos sin de-

s;norollar diarrea. 

- Niños aparentemente 6 1 

sanos 

- Adultos con diarrea 5 4 

- Adul toe a.~entemente 1 o 
sanos 

- Cepas de referenoia. 1 1 

+ La acumulac16n de fluido se expresa como el cooiente del volu _ 

men de fluido aOUlllUlado entre la longitud del asa inoaulada, _ 

cociente con un valor de 1.0 eS m«s fueron conB1de1"&dae oomo po-

sitivas. 
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prueba de cito toxicidad, cuyos resultados se muestran en 

la tabla 4, los ensayos se repitieron en cinco ocasiones 
en cada una de las ouales cada determinaci6n se hizo por 

duplioado. 
Es de haoer notar que todas las cepas que dieron -

respuestas positivas en el asa ileal de conejo tambi'a ~ 
dieron una respuesta positiva,en el ensayo de citotoxic! 
dad. Solo una oepa aislada de un adulto con diarrea fu~ 
negativa en el asa ileal pero d16 una respuesta de o1tot2 

xicidad positiva (tabla 4). 
Por otra parte, se prob6 la capacidad de neutraliz! 

clón del efecto citopático de las toxinas con un antisu! 
ro obtenido contra una preparaci6n semipuriflcada de to­
xinas de Q. difficlle. La ,actividad de las cepas que di! 
ron efecto citotoxioo, se neutralizó con éste antisuero. 

Determinación de las toxinas A y B por el ensayo 

inmunoenzimatico (ELlSA). 
En ~ste ensayo semicuantitativo se determinaron las 

concentraoiones,aproximadas de las toxiRas A y B presen­
tes en los filtrados obtenidos de cada cepa~ Para 'ste -
objetivo se hicieron dos curvas patrón utilizando solu-­
ciones de las toxinas A y B puras a concentraciones COD2 

cidas, graficando la concentración de toxina contra den­
sidad óptica a 405 nm (ver material y m~todos). Las de-­
terminaciones de las concentraciones de toxinas se hicl! 
ron por interpolación en aquella zona ~n que la curva -
con laa toxinas puras se comporta como una recta. 1a sen 
sibilidad fu~ de 5 a 100 ng/ml para la toxina A y de 100 
a 500 ng/ml para la toxina B (gráficas l y 2). 

Las cantidades más altas de toxinas A y B se detect! 



TABLA 4 

Determinaci6n de la actividad citotoxioa de las capas aisladas 

de los diferentes pacientes, sobre una mono capa de 041ula.s epi­
teliales (Hela) 

GRUPO "CEE' AS PROBADAS POsrrrVAS CIT0l,10XICIDAD 

(Título) 

"':' Nifios con diarrea 8 1 80 

-. Nifios que reoibieron 2 O 

antibi6ticos sin de-

sarrol1ar diarrea 

_ Niños aparentemente 6 1 5120 

sanos 

- Adultos con diarrea 5 5 2560 

640 
80 

2560 

_ Adultos aparentemente 1 O 

sanos 

- Cepas de referenoia 1 1 2560 

+ El titulo de oitotoxioidad est~ expresado como el inverso de la 

m;!s alta diluci6n de la lllUestra a la que todav:[a hay efecto ci~ 

top4tico en el 50% de la monooapa. 



ron en los filtrados obtenidos de tres cepas aisladas de 

niffoa, la cepa 11-22, la cepa 11-8 y la cepa LV-8 asi co­
mo en los filtrados de cinco cepas aisladas de adultos A­

l, A-2, A-3, A-4 Y A-7 Y la cepa de referencia VP1 8484 
(tabla 5). 

Dado que en los filtrados de las cepas 1V-4, V-5 y -

111-23 se detectaron solo cantidades de toxina A y en el 
filtrado de la cepa 1-30 solamente se detect6 la toxina B 
éstos se concentraron 25 veces por ultrafiltraci6n con una 

membrana XM 100 A Y se realiz6 nuevamente el ensayo. Des­
pu's de éste paso de concentraci6n se detectaron las dos 

/ 

toxinas en los filtrados de las cepas 1V-4 y 1-30 (tabla 

5) • 

En las cepas restantes no se demostr6 la presencia -

de ninguna de las dos toxinas !! vitro, en las condieio-­
nes en las que se hizo el ensayo. 
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T.AlILA. 5 

Determinación ouanti tativa de las tonnaa A y B 

por ens¡qo inmunoe~1zimático. 

GRUPO CEPAS PROBADAS POSI'l'IVAS ToxA. Tox :s 
ng/ml D€!ml 

- NiñOs oon diarrea 8 3 25 .. 75 3050 
45.85 3350 
48.~ 4166 

- Niños que reoibi~n 2 O 

antibi6tioos sin de-

sarrollar diarrea. 

- Niños a.parentemente 6 2 50~15 17750 
sanos 1313.66 101600 

- Adul tos oon di&:J','1'ea 5 5 215:2 17125 
62.~ 5733 
95.9 6933 

152.0 15250 
69.4 3300 

- Adultos aparentemente O 

sanos 

- Cepa de referenoia 1 25.1)3 5766 
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DlSCUSION y CONCLUSION 

En áste estudio la prueba de ELISA fuá m4s sensible 
que los ensayos biológicos para la detecci6n de las toxi-­

nas A y B de Q. diff1cile, pero en cada uno de ástos ensa­
yos no pudimos detectar toxinas producidas en bajas canti­

dades y fuá necesario concentrar 108 filtrados para demos­
trar BU presencia. 

La frecuencia de cepas toxigán1cas fu' m4s alta 8ft a­
dultos, mientras que en los filtrados obtenidos de las ce­
pas aisladas de niftos la frecuencia de las toxinas fud _4s 
baja. solo 3 de entre 8 niftos con diarrea 1 2 de 6 ninos -
sanos presentaron cepas que producían 'stas toxinas, en -
los filtrados de las cepas aisladas de ninos que recibie-­

ron antibi6ticos pero que no desarrollaron diarrea no se 
encontraron las toxinas por ELISA ni por ensayos biológ1--
cos. 

Cooperstook (5) observó que en las heces de n160s 8! 
nos, la concentración de la toxina B puede ser similar a 
la de .adultos con colitis pseudomembranosa, dstos datos -
concuerdan con nuestros resultados ~ !~!Q ya que la cepa 
más toxigénica se a1sl6 de un nifto aparentemente sano 1 '1 
ta produce aproximadamente 6 veces la cantidad de ambas t2 
xinas, toxina A (1313.6 ng/ml) y toxina B (101,600 ns/ml) 
que la cepa más toxigénica aislada de adultos (~5.2 ng/ml 
de toxina A y l7~125 ng/ml de toxina B). El niffo del cual 
se ais16 'sta cepa no desarrol16 ningun síntoma gastroin-­
testinal y la citotoxina no se encontr6 en sus heces, aun­
que la frecuencia de cepas toxigánicas eea menor en nift08 
que en adultos. En los filtrad08 de las cepas restantes -
aisladas de niftoe con diarrea no se detectaron las toxinas 
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con el m~todo de !LISA, ni aún concentrando los filtrados 
25 veces por ultrafiltración. Probablemente ástas oepas de 

Q. diffiolle fueron negativas en ensayos bio16gioos y ELI­
SA porque no produoen cantidades detectables de oada toxi­
na cuando crecen bajo las condioiones usadas en ~ste trab! 

jo, pero tal vez las producen cuando crecen bajo diferen-­

tes condiciones. 
Ciertos autores suponen que algunas cepas de Q. diffi 

cile no produoen cantidades detectables de citotox1na cuan 

do crecen in !!!!2 (~~). 
En ~ste estudio el 7 ~ de los niftos y el 25 ~ de los 

adultos con diarrea presentaron la toxina en sus heces y -

todos los que presentaron la toxina en las heces ~uvieron 

cepas toxig~nicas. No siempre que se aisla el microorgani! 

mo se demuestra la presencia de las citotoxinas, ya que no 

todas las cepas las producen, posiblemente ~sta sea una de 

las expiicaciones de porqu~ en los filtrados de las cepas 
de los niftos no se hayan detectado las toxinas aunque ~8-­
tos presenten diarrea ó tal vez en ~stos caeos la diarrea 
puede deberse a otra causa incluso a la presencia de otro 
microorganismo diferente a Q. difficile. Si las cepas no -
siempre producen la toxina tambi'n pOdría explicarse el h~ 
cho de que los niftos pueden ser colonizados por el microo! 
ganismo y sean asintomáticos. Sin embargo como tambi~n ai~ 
lamos cepas toxigenicas en niftos aparentemente sanos deben 

ser otros los factores que condicionen la resistencia a 

las toxinas. 
Aunque nosotros solo analizamos el filtrado de una ce­

pa aislada de un adulto sano, no se detectaron en él las L 

toxinas por el ensayo inmunoenzimático, ni di6 respuesta -
positiva en los ensayos biológicos, ésto concuerda con los 



resultados descritos por Bartlett y Varki, ellos repo~ 

taron que la citotoxina se detecta en las heces de ca­

si todos los pacientes con colitis pseudomembranosa a­

sociada a antibióticos, aproximadamente en el 25 ~ de 

los que presentan diarrea asociada a antibióticos y s~ 

lo en ocasiones muy raras en pacientes con enfermeda"'­

des gastrointestinales no relacionadas con ~timioro-­

bianos ó en adultos sanos (3,33). 

En adultos sanos es muy difícil encontrar el mi-­

croorganismo, Viscidi en 1981 reportó que de 60 adultos 

sanos estudiados ni~o presentó el microorganismo ni 

la citotoxina (34). 
Aunque 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 logró aislar el mi­

croorganismo, otros estudios han mostrado que en adul­

tos que recibieron antibióticos pero que no desarroll~ 

ron diarrea la frecuencia de cepas no toxigénicas fué 

más alta que la frecuencia de cepas toxigénicas. Sin -

embargo en algunos de éstos adultos han sido aisladas 

cepas toxigénicas y la citotoxina ha sido detectada en 

sus heces como sucede en infantes, parecería que los -

factores (6 el factor) que favorecen la colonización -

con cepas no toxigénicas (ó.que producen baja cantidad 

de toxina) y la resistencia a la presencia de las toxi 

nas en el colon no son exclusivas de los niños. 

También Viscidi reportó que de 23 niños sanos es­

tudiados, dos presentaron el microorganismo y uno la -
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oitotoxina (34). 
Ea de hacer notar que en nuestro estudio dos de 

las seis cepas aisladas de niños sanos produjeron oan­

tidades importantes de las toxinas, incluso cantidades 

mayores que las detectadas en los fi~trados de las oe­

pas aisladas de adultos con diarrea asociada a antibi! 

ticos. , 

El mismo autor reportó que de 215 adultos con di~ 

rrea, 138 presentaron el microorganismo y de éstos en 

130 se deteotaron las toxinas, ésto es posible po~que 

también se ha encontrado que en algunos individuos no 

S8 deteota el mioroorganismo pero si presentan las to­

xinas en sus heces (34). 
En nuestro oaso se encontró que 6 de 25 adultos -

oon diarrea presentaron el microorganismo pero todos 

los filtrados obtenidos de esas cepas presentaron can­

tidades detectables de toxinas por ELISA (tabla 5) y -

todas fueron positivas en los ensayos biológicos (ta-­

bla 4). 

De las tres cepas productoras de toxinas, aisla-­

das de niños con diarrea, sólo una de ellas mostró ci~ 

totoxicidad y enterotoxicidad, las otras fueron negat! 

vas en los ensayos biológicos, ésto tal vez se deba a 

que las toxinas producidas por éstas cepas son bioló6! 

camente inactivas. 

Las características de las diferentes muestras 00 

x'roboran la veracidad del objetivo, ya que si bien no 

existen diferencias en la prOducción y actividad de 



las toxinas, si hay diferencias en la cantidad de cepas 

toxigénicas por grupo. 

Oomo se puede oDsex'var en los resultados, todos -

los adultos que sufrían de diarrea presentaban el 81-­

croorganismo y todas las cepas produjeron cantidades -

detectables de toxina con una alta actividad biológioa 

incluso un poco mayor qUtt la de las cepas aisladas de 

niños con diarrea. De las 10 cepas aisladas de nidos -

con diarrea, sólo 3 prOdujeron cantidades detectables 

de toxinas y de éstas sólo una con actividad biológica, 

ésto confirma una vez más que aunque el microorganismo 

se encuentre en las heces, éste no necesariamente pro­

duce las toxinas, cuando menos no !e vitro y bajo las 

condiciones preestablecidas en el estudio. 

De las ó cepas aisladas de nidos sanos sólo dos -

prOdujeron la toxina y de ellas sólo una presentó act! 

vidad biológica, en cambio de las 5 cepas aisladas de 

adultos con diarrea, las 5 prOdujeron la toxina con ac -
tividad citotóxica y enterotóxica. Por ello decimos 

que si bien no difieren en la producción y actividad 

de las toxinas si en la proporción de cepas toxigéni-­

oas aisladas de los diferente·s grupos. 



RESUMEN 

En éste estudio se pretendió definir si existen 

diferencias en el potencial toxigénico de cepas de 

Olostridium difficile aisladas de niños, comparadas 

con cepas aisladas de adultos. Se analizan las cepas -

aisladas para producción de toxina A utilizando la 

prueba de asa intestinal de conejo y Un ensayo inmuno­

enzimático, y para la toxina B, ensayos en cultivos de 

tejidos. Se encontró que las cepas toxigénicas fueron 

menos frecuentes entre los aislamientos de niños (6 de 

16) que entre los aislamientos de adultos (5 de 6). E~ 

tos resultados sugieren que las cepas no productoras, 

asi como las poco productoras de toxinas, son más fre­

cuentes entre los niños. 
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