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T. INTRODUCCION

Durante Ias tres Gliimas diécadas, el digdeno de sis

=
temas el icaces para crear anacraobiosis ha tenido tal -
axito que, actualmente, no sSio se cuenta caon mejores -
esquemas Laxondmicos v opruachas para identificacion de -~
microorganiysmos anacrohios, Sino gque ademas, se han o
grado muchos progresos ca o gue se refiere al conociew
mieato del papel! gque desempenan &stos en las enfermeda-
des humanas, va gque su aislamiento a partir de todo ti-
po de muestras clintcas es cada vez mas frecuente,

A la feeln, aon va inumerables las revisiones que
catablecen cloramente que tng bacterias anaerobias son,
dada su olevads incidencie, importantes agentes etiold-
gicos de cason clinicos, tales como ahscesos cercbrales
y pulmonares, peritoniiis, sinusttiv crdnica, sto. Sin
cmbargo, destacan recieontemette por #su relevancia dos -
"ruevas" enfermedades: el botulismo infantil v Ia coli-
tis pseudomembranesas esta 0l Cima 0s la que ocupa 6f --

fficile, produce dos potentes exotoXinas que, Scgun in-
vestigacioncey recienles, son regponsables directas de -
las manifestaciones graves del padecimiento en cuestion;

pero sin duda In mis relevante del caso, es que el mi--

croorganismo es un comensal habitual del intestino huma



nn vy descncadena ol padecimiento x0lo cuando ol uso Jdes
medido de antibidiicos aliera notablemente el equili- «
brio de la {lova microbiana on dicha vegion anatdmica,
Sus indices e wmorbilidad y mortatidad son tan sig
nificativos gue se ha oricinadeo uno serie de investica-
ciones enuaminadas o establecer las civicas gue favore--

cen el desarcollo de © e Tas revio

nes intestinales afcctadas, las tuentes posibles do con
taminacion tanto enddgenas como cx0grnas, las metodolo-
cias mas adecuadas invelucradas en ol Jdingndstico del -
padecimiento, el tratamiento v las positles medidas de
prevencion. Cabe mencionar gue lasn actuales técnicas de
Taboratoric que se omplean en el diagndstico de sindro=
mes diarreicos resulton ineficares para detectar el pa-
decimiento en cuestidn,

Por todo lo anteriormence retorido, el objetivo --
del presente trabajo es describir las caracteristicas -
de una enfermedad "roaevaly de tal forma quc‘constituyn
una base s4lida para lograr su comprensidn v, com ello,

su control,



TI. GENERALIDADES

La colitis pscudomembranosa se reconocid inicial--~
mente en 1807, pero no fué sino hasta 1893 cuando Fi- =
nney la repovtd por primera ver como enteritiy ulcera-
tiva con formuacidon de membranas parecidas o las que apa
recen en la diftevia" (enterocolitis diftérica) (86),

Bgtndios subscecuentes rvealizados durante la década
de los 50's y principios de los 60's demostraron que el
uso de agentes antimicrobianos tales como la tet"acicli
na vy ¢l cloramfenicol so encontraban implicados en este
tipo de daiio (5).

Durante la misma década de los 60's, Prohoska vy co
laboradores sugivieron dque ¢l posible agente causal de
la colitis pscudomembrannsa cra §§iphyzgsgssgﬁ aureus,
basandosec en cnltivox v tinciones obtenidas a partir do
las evacuaciones de pacientes afectades y, principalmen
te, en la deteccidn de una euterotoxina producida por -
dicho patégeno. No obstante lo antes establecido, slgu-
nos investigadores no sge mostraron de acuerdo con la hi
potesis de que ese microorganismo fuera el agente etio-
légico del padecimionto (5,86,119),

Por su parte Small, a finales de la década de los
60's, continud los estudios referentes a la relacidn --

existente entre el uso de antimicrobianos {(especifica-~



mente clindamiecina v lincomicina) v la aparicidon de le-
gidn ileocecal en hamwsiers, Los resultados de sus inves
tigaciones mostravon (e ia administeacion e dosis que
oscilaban entre 10 v 400 my de lincomicina por kg de pe
so provocaba en los animales diarrea, anorexia, hipotez
mia y, finatmente, 1o mnerte en un intervalo de 3 2 5 -
dias despuls do suministrade &1 antibidiicor asimismo,
la evaluacidn histologica de las regiones intestinales
afectadas reveléd un proczso inflamatorio en ol ileon, -
ciego vy colon, caracterizado par congeslion vascular, =
edema, infiltracidén celular v ruptura del epitelio in-e
testinal, Sin embarvo. en oeue entouaces estos resultadoes
ganaron poco atencicn denidn o gue eran escasos 1los ree
portes de diarreas scveras relacionadas con estos medi-
camentos (5,74,88,109,11%).

No fué sino hasta el periodo comprendido entre los
afios de 1977 v 1978 cuando variocs crupos de investigado
res:‘Bartlett {9,12), George (45,40), Larson v Price =
(62,63), Onderdouk (88) v Rifkin {98}, entre otros esta
blecieron con fundamentos convincentes el papel etiold-
gico de nna toxina producida por 912252{?13@ g{ffigi%g
(micronrgnnismn degerito por priwera vez en 1975 por --
Hall v 0'Tocle (88)). Las razones principales que candu
jeron a concluir que la causante directa de la enferme-

dad era una toxina, ftuvieron origen en las siguientes -
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observacivines:

-

2]

.

-

El padecimiento puede transferirsce a animales sanos,
inyectandoles intracccalmente el contenido cecal de
otros que padecen inflamacidon hemorragica del ciego,
o bien filtrados de cvacuaciones de pacientes con -
colitis psendomembranosa,

ET cultivo de las evacuaciones del animal enfermo,
empleando los medios adecuados, produce ¢l desarro-
1lo de Elgiiiigigw dl{£18112 en cantidades que se -
encuentran en funcidn directa con la severidad del
padecimiento.

Inyecciones de Cfﬁ:&[}ﬂl?? gfl&flf}ﬁ {o bien ded S0
brenadante d¢ sus cultivos) en el ciego de hamsters,
producen nna enferasedad idéntican a la que e obser-
va cuando se administran antibidticos en concentra-
ciones elevadas a animales no inoculados, recordan~
do a la vez la colitis pseudomembranosa que se¢ ob--
serva en humanos,

La toxina preaente en las evacuaciones muesira efec
tos citotdéxicos sobre diferentes lineas celulares:
modifica la permeabilidad de 1n wembrana celular y
provoca la lisis de la célula (74).

Los efectos de 1la toxiuna en diferentes cultivos ce-

lulares pueden ser neutralizados con la antitoxina

inducida por la exotoxina de Clostridium sordellii

e e e e = e -
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{(cuya toxina comparte determinantes antigénicas con

e {28,78)): asimis

mo la inmunizacién de hamsters con esta antitoxina,
antes de ser sometidos a la administracion de anti-
biéticos previene el desarrollo de cecitis hemorra-

gica en estos animales (1).

Estudios posteriores realizados durante 1980 v 1981,
han demostrado gue no es tan s6lo una toxina la que to-
ma parte en el desarrollo de la colitis pseudomembrano-
sa (como inicialmente se pensaba), sino que son dos las
responsables de las manifestaciones clinicas de la en--
fermedad. Las evidencias para esta conclusidén tuvieron
origen en los trabajos realizados por Bartlett (13) v -

dium difficile produce una gegunda toxina qgue también -
ticne efectos citopdticos sobre cultivos celulares y ==
que, cuando se aplica intracecoalmente a hamsters, causa

dafios considerablemente mas severos que los que provoca

la primera toxina implicada en el padecimiento.

a. TAXONOMIA Y MORFOLOGIA.

a.1, TAXONOMIA.

Las bacterias anaerobias incluyen, microorganismos



~J

Gram positivoes v Gram negatisosy en 1n Ocrava Edicidn -
del "Bergev's Manuall astén clesificados on diferentes
partes sobre la base de su reaccion o da bincidn de - -
Gram, morfologia celular y/o tolerancin al oxigeno.

El microorganismo descrito cen o)l presente trabajo
ge encuentra clasificado en Ja Parte 1%, Ia cual estd -
destinada para bacilos v cocos formadores de endoespo--
ras, que a4 su vez se agrupan en una familia y cinco gé-

nerod, a saber:

Familia: Bac1lldceae

Géneros: I. Bacillus

1T, Sporolnctobaclllus

11T, Cloatzndlum

Iv., Dequlfotomacolum

V. Sporosarclnu

De acuerdo a lo anterior, puede establecerse que -

la clasificacidn taxondémica del microorganismo en estu-

dio es la siguiente:

Familia: Buclllacoaﬂ

Género: Clostridium

Especie: C, difficile



fee MORFOLOGTA CELULAK,

Al diguanl gue los microorganismos pertenecientes a

su giénero, Clostridium difficile se¢ presenta en forma -

de bacilos Gram positives que no prosentan agrupacidn -

caracteristica v miden aproximadamente outre 1,3 y J.U/i

Je ancho por 2.0 a b.% p de dlargo; «

XL omos 4o e
y
dondeados, pregentan espories ovales, subterminales, son

moviles debido a la presencia de flongelos peritricos y

no poseen capsula (52,110).

b, CULTIVO.

b,1., FUENTES DE AISLAMIENTO,

El desarrollo de métodos dptimos para lograr el -
cultivo de micronrganismos anacrobios, ha permitido de-
tectar diferentes fuentes (de aislamiento a partir de -~
las cuales se puede recoperar Qlﬂﬁﬁii?iET giffisi{g; -
Tas principates son:

(a) Materia fecal de ba mayoria (98%) de los pacientes
que padecen colilis pscudomembranosa,
(b) Evacuaciones de diferentes especies animales sanas

(gatos, perros, caballos, vacas, monos, hamsters) -

(20).

(¢) Areas intrahospitalarias (superficie de pisos Yy pa-



redes de las habitaciones) y objefos inanimados - -
{colchones, ropa de cama, excusados y lavaboes) que

han sids utilizados por pacientes afectados; tam- -
bién se puede aislar de las maneos y evacuaciones --

del personal médice que atiende a édsatos (A0, 41,57

L
78,79).
(d) Suelo (estidrcol, lodo, arenas){52),

{e) Evacuaciones de adultos y nifios sanas (53,81,82,112),

Cabe secialar que ge han oneontrado regservorios de
este microoreganismo en ol tracto urogenital de mujerea
con enfermedades venéreas y en la orina de hombres que
padecen uretritis inespecificas; este dato que sin lu--
gar a duda tiene singular interés desde otroe punto de -
vista diferente al que ocupa el presente trabajo, fué ~
obtenido por Hafiz {(53), quien analizd a un total de -
148 personas, (e law cualey 106 eran mujercs con dife--
rentes enfermedades venéreas {(gonorrea, herpes genital
v tricomoningis) v A2 hombres con uretritis inespecifi-
cad. Log resultados de este trabajo muestran gue Elos~—

tridium difficile estaba presente en lag gecreciones va
ginales del 72% de las mujeres estudiadas y en el 100%

de los exudados uretrales de los hombres involucrados -

en el estudio.
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.2, MEDIOS DE CULTIVO.

Existen diferentes medios de cultivo para lograr -
cl aislamiento v cultivo de Elggzzigigw giffigilg; sin
embargo, Tos que han propnrcionado los mejores resulta-
dos, segln Hafiz (52) quien logrd aislar al microorga--
nismo de reeidén nacidos, George (19} que compard la e--
fectividad de diterentes medios de cultive para llegar
mo fuente de aislamiento muestras fecales de pacientes
con colitis pyewdomembranosa v otros padecimientos gas-
trointestinales {(dinrreas crdnicas, enterocolitig necro
tizante, coliiis ulcerativa) y Wilson (127,128) guien -
investigd el efecto del taurocolato de sodio en la ger-
minacidén de esporas v viabilidad de formas vegetativas
de Clostridium difficile, son:

(1) Agar clostrisel retorzado.

{2) Gelosa sangre,

{3) Medio CFA (cicloserina-fructosa-yema de nuevo-agar).

(4) Medio CCFA (cicloserina-cefoxitina-fructosa-yema de
huevo-agar)n

(5) Medio TCCFA (taurocolato de sodio-cicloserina~cefo-

xitina-fructosa-agar).

Debido a la selectividad de sus componentes, los -
medios CFA, CCFA y TCCFA se consideran los mds apropia-

dos en la actualidad, ya que su indice de recuperacion



cwoaftor pucden detectar o Clestridium Jifficile en las
hoces, si se oneuentra en proporcidn igual o mayor de -
LOO microorganismos/ g,

{(Para preparancion y composicion de los medios de culti-

vo consultar Anexo 1),

b.3. CONDICYONES OPTIMAS DE INCUBACION.

ha3.1. TEMPERATURA.

La temperatura dptima de crecimiento para Clostri-

- N -

. . S Yy O -0 .
dium difficile varia entre 20° vy 37 C, desarrollandose

. ~0
aceptablemente en ¢l intervalo de 257 a 45°C.

b.3.2. TIEMPD DE INCUBACION,

E1 tiempo de incubacion necesario para obtener un
degarrollo satisfactorio de Clostridium difficile es de

48 horas.

b.%.3. REQUERIMENTOS DE OXIGENO,

Una de las caracteristicas mds importantes del mi-~
croorganismn en estudio es su incapacidad, no sdlo para
utilizar ¢l oxlgeno, sino para tolerarlo; por consi- -
guiente, se hace mecesario crear condiciones de anaero-
biosia para lograr su dptimo desarrollo. La atmésfera -

necesaria para estos fines se compone de una mezela ga-



b
1

ceosa que Cantiene oan 0050 dde Moo oun 10 de €6, 12%,91),
Cabe nhicor nolar gue fodavia no se ha aclavado la
base para cxaplicoar 1o intolerancis 1 oxigeno de los mi

croorganit

23 perienecientes gl ginerg Clostridium y, -~
por supuests, de otras bacterias ansorobias.,

Ui e Yas hipdiesis wig acep: sdas gue explican 08
te hecho, =< basa on 1o carencia 0 envimas tales como
la catalass, peroxidasa v osuperoxido-dismutasa: esto, -
en presencia de oxigeno, prrmite 1o acumulacion intrace
tular de naiveles téxicos de llz(): vode un radical alta--
mente reactive llamado superédxide (O.7) que normalmente
leg resultan letales, Esto no sucede en microorganismod
anrohieos v facultatives que estan protegidos por estas
cnzimas.,

Lo secuencia de reacciones para destruir cstos me~

tabolitos toxicos cg la siguiente:

superoxids-

- + Pismutas
20 o + 2H LA 0 o + H,)O2
catalasn ~
2}1“)0.‘ e e .F..,_.,fw...p. 3;{{)(_’) + 0')

STSTEMAS EMPLEADOS PARA EL CULTIVCO DE DACTERTAS ANAERO-

BIAS,

Estudios comparativos han demostrado gque los siste
mayg que e mencionan a continuacidon son satisfactorios

para el cultivo de bacterias anaerchias cominmente aso-



cindas o diferenles padecimientos:
1. Jarra de anacrobiosis,

2. Camara anaerobia,

3. Tubos giratorios con medio pre-reduacido.

1. JARRA DE ANABROBDIOSTS,

cxisten diferentes tipos de javras para lograr ol
cultive de bacterias anaerobias: garra anaecrobia doe Br:
wer, Bair Tatlocls, Mc instosh-Ficldes, Torbal v Gas Pak;
sin embargoe, el principio quimico para la eliminacion -
del oxigeno en todas cllas es el mismo; consiste en ha~
cer reaccionar todo el oxigeno presente con el hidroge-
no que ge¢ ha adicionado al sistema, on presencia de un
catalizador {paladic) para Lormar agua.

En la actualidad La jarra anacrdbica Gas Pak es la
mihs usada en los laboratorios de Microbiologia, dada la
facilidad de gu mancjo:; este gistema no tiene conexio--
nes exteriores, pues ne requiere bombas de vaclo, tane--
que de gas, ni manametro: emplea tan s6lo paquetes dese
chables generadores de II2 y COB' y un catalizador que -
funciona a temperatura ambiente {con lo cual se evita -
la necesidad de conexion eldéctrica para calentar el ca-~
talizador como sucede en gigtemas tales como la jarra -
de Drewor).

La jarra anaerdbica Gas Pak estd constituida esen-

cialmente por un recipiente de vidrio cuya tapa cierra



herméticamente; en su 1aterior se colocan los medios de
cultivo inoculados junte con un Sobre desochable genera
dorv de H, vy CO, cortado on una de sus puntas y oun dindi-
cador anacrébhico {(sotucion de azul de metileno, glucosa
y NaOH en partey ieuales), Una ver introducido Lo ante-
rior, se adiciouan al seobre 1O wml de ague destilada vy -
ge colocn la tapa Jdel recipiente que @ sa ver, contiene
al catalizador (bolitas fde alimina <Al ”O’i“ cubiertas -«
con paladio) on una cimara espeocial,
Pentro del recipiente se genera ol I, y CO, por me
dio de Jas sivuientes reaceiones:
D
Hidrogeno:
. NaCl . ¢
Mg o+ Z4nCl, o+ H 0 —=—==PMeCl  + Zn(OH)}, + H
34 e - 4 P4

n

2
Didxido dr carbone:

C,H0(C00H) . & INaHEO =8 C_H_(COONa) , + 3co b« 30
B 7 5 o 500 e “

de. citrico citrato de
sodio

Posteriormente, el nidrdgeno reacciona con el oxi-

geno fTormindose agna, produciéndose de esta manera una

atmbsfera anacrobia (libre de 0.):
[~

Pd

24, + 0, -~ 20,0

2 2 2
Cuando se ha conseguido este ambliente, el agua se
condensa apareciendo una neblina visible en las paredes

del recipiente y habri asimismo un cambio gradual en la



coloracidén de la solucidn indicadora, de azul a iuncolo-

I'le

2, CAMARA ANAFROBIA.

Este sistema emplea cimaras Tabricadas con plisti-
co claro (flexible o rigido) provistas de unn compuerta
de entrada, para la tvansgferencia de materiales dentro
¥y fuera, y guantes para mantpular dentro de ellas: ade-
mas, contienc todo el cquipo necesario (incluvendo incE
badora) para llevar a cabo las técnicas microbiolagicas
convencionales v lograr el aislamiento e identificacidn
de hacteriag anacrobias en un ambhiente totalmente libre
de oxigeno,

Comercialments s¢ venden en dos tamafins: la cAimara
tipo A que tione una bolss de 165 cm de ancho por B1 em
de largo v 102 cm de alto con un par de maneas y guan—-
tes, y la camara tipo B que consta de una holsa grande
de 213 cm de ancho por B0 em de largo v 102 cm de altu-
ra v dedg pares dnr mangas con guantes.

Para su uso, las cAmaras sne llenan con una mezcla
gaseosa compuedta por 10% de ”2’ 5 a 10% de C()2 y 80 a
85% de N,i ol oxigeno remancnte o el que pudiera intro-
ducirse en ¢l sistema se elimina por la accidn cataliza
dora del paltadio. La humedad relativa dentro de estos -
dispositivos debe mantencrse en 70 y 85%; si dsta exce-

de los valores permitidos se disminuye mediante cl uso
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de un gel desecanre (4xido de silicio). No obstante 1a
efectividad de estas cimaras, resulta costosa su adqui-

sicidn.
3. TUBOS GIRATORINS CON MUDIO PRE-REDUCIDO,

En este sistema sc utilizan medios de cultive pre-
reducides que se preparan en tubos con tapén de hule y
atmosfera exenta de oxigeno., Al medio, generalmente a6-
lido, se le adiciona un agente veductor (L-cisteina HCL)
antes de esterilizarse, para ayudar a mantener un bajo
potencial de dxido~reduccidn y prevenir cambios nxidnti
vos dentro dzl sistema. Una vez esterilizado ol medio,
ge usa un rodilleo giratorio para formar una delgada co-
pa de agar sobre la superficie interna del tubo, quedan
do con esto listo para sger inoculado. ET medio sc¢ man--
tiene libre de oxigeno durante la inoculacidn, va sca -
porque ésta se realice con aguja a través del tapdn (i@
permeable al oxigeno) o hien, por pasaje de una nnrriog
te suave de gas libre de oxigeno hacia el tubo por wme--
dio de una canula estéril; de este modo cada tubo posee
una atmésfera anafrobia propia, pudiendo con ello incu-
barse en condiciones estindar y ser observado en cuale--
quier momento oin la exposicion indeseable de los anae-
robios al oxigeno atmosférico., Egte sistema presenta la

desventaja de reruerir equipo especial poco accesible,



o MORPFOLOGIA MACROSCOPICA,

Las principales carncteristicas morfolbgicas de -~
Pas colonias en fos medios de caltivo antes moncionados,
provias 48 horas de incubiaeidn, se describen a continua
ciont
GELOSA SANGRE,

Colonias wrisiceas, circulares de aproximadamente
o5 mm de diametro, bordes enteros, poco convexas, con
superficic sin brilln, no hemoliticas y que presentan -
cierta fluoorescencia amarillo verdosa o verde pidlido --

{h9).

AGAR CLOSTRTSEL REFORZADQO.

Las cepas e Clostridium difficlie que desarrollin
en este medio producen colonias grisiceas que miden a--
proximadamente entre 7 v 5 oam de didmetro, de bovrdes -

que pueden ir de mellados a enteres, planas y de super-
ficie Yisa (52),
MEDIOS CFA, CCFA Y TCCFA,

Colonias circulares de color amarille que miden a-
proximadamente 7.5 mm de diametro, de bovrdes ligeramen-
te filawentosos, con apariencia branslacida, superficie
lisa y ligeramente umbilicadas; sa obgorva ademas que -
dichas colonias despiden una cierta fluorescencia nmari

1lo oro (principalmente en ¢l medio TCCFA)Y que persiste



en oveasiones hasta 5 o 6 dias, Por otra parte, es jmpn{
tante subravar que existe una alteracion en ol color o«
riginal del medio, debido a4 que Ta presencia de ciertos
productos metabolicos tocvementa ol pH o de fste, provo--
cando ¢l vire del indicador que conticue {(roje neutro);
el cambio vy de narvanja o amnrillo v ose observa aproxie-
madamente 2 a 3 wm alvededor de Ta colonia devarvellada
(%9,128),

Se ha observado (419) que la ciclosering vy cefoxiti
na (antibidticos contenidos on lLos tres medios de culti
vo) provocan una alteracidon en 1o morfolocia celular -~
del microorganismo. Al seadizar los frotis y tinciones
correspoundientes a las coionias desarrolladas en el mow
dio CFA se¢ observa un aumento eon la longitnd de 1a cé]g
la bacteriana y una disminucion eun el nimero de cuporas,
en comparacidn a lo manifestado en las prepavaciones oo
fectuadas a partir de cultivos obtenidos en gelosa sans-
gre.,

En cuanto al medio CCFA, los combies sufridos en =~
la morfologia celular son atn mavores: Ia elongacion --
del bacilo es todavia mds marcada y se observia un nime-
ro mucho menor de egporas, 5in oembargo, si se realizan
pases sucesivos cen gelosa sangre la morfolegia celular
vaelve a ger la descrita anteriormente, .

Por otra parte, investigaciones recientes han sefa



fado que Ta presencia de taurocolato de sodio en el moe-
dro TCCFA tavorece ampliamente ¢l proceso germinativo -
@ law esporas de Cloatridinm difiiciles In inelusion -
de este producto biliar en dicho medio, lo hace particn
larmente til evn el aislamicento del microorganismo a =
partir de aquellas muestras feeanles en donde, por no --
sor procesadas rapidamente; sc reducee considerablemonte
el nimero de formas vegetativas viables. En base a cge-
tas evidencias vy lomando en consideracion que, en 8itua
ciones normaltey las sales hilinres que no son absorbi--
das en el ileon {parte terminal del intestino delgado)

son metabolizadas por algunos miembros de la {lora in--
testinal, se ha sugerido la posibilidad de que Gste sea
en un moemento dado, un mecanisme natural gque centribuva

difficite (127,124).
Asimismo, =& ha detectado que ol uso de lisozima -
origina un incremeuto en ol proceso de conversidn espo-

ra-forma vegetativa (&81): por consigulente, 1a adicidn

de este componente a los medios de cultivo como CFA y

3

CCFA los habilita como los mas apropiados para lograr -

aigslar Al microorgonismo g partir de ambientes hosgpitn
larios en donde s+ encuentyra principalmente en forma ceg
porulada. Cabe destacar que relacionado con el género -

Clostridium, la forma exdogena infectante para el hombre

t
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SEDTOS LIGUIBROS,

En cuoanto ol crecimiento del microorzanismn en me-
dios liguidos, sc¢ ha observado que desavrolla moderadas
mente formando un sedimento de tipo gramdlary los mas -

cupleados on 50 investivacian son los caldass infusion -

cerebro corazon (BH1} v glucosa carne cocida (3,110).

b.h. PRUED!

TNVOLUCRABAS EN LA UDENTIFICACION DE Clos-

tridinm dift

o

Ne obstante que el desarvello obtenido en wedios -
do cultive seloactivos ayudn a realizar uno identi{ica—-
cidn presuntiva doel micrvoorganismo, tanlo por las cn e
teristicas micvroscapicns como por Yag macroscopicns que
en ellos so pucden opreciar, éstas ue son saticientes -
para diferenciar o rspecie; por ¢lle debon efectuanrse
una sorie de pruechas hioquimicas, A continuacidn se pre
sentan tablag on donde se indican loa compoartamientos -

hioquimicos <o las principales especics del ¢énero Clos-

- - -
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b.G. FUNDAMENTOS DE LAS PRUESBAS RYOQUIMICAS EMPLEADAS -

EN LA IDENTIFICACION DE Olostrld

bobh.l. FERMENTACION DE CARBOHINMIATOS,

Eata prueba manifiesta Ja capacitdad de los wmicroor
ganismas para {ermentar {devradar) un carbohidrato espe
cifico con la consigniente produccidn de dcido{s)y o - -
bien dcido(s) y gas, Las rutas utilirzadas para efectuar
la fermentacidn de carbohidintos, al igunal que los pro-
ductos finales tformados, varian mucho en los distintos
grupos microbianos dependiendo de los sistemas eﬂ%imﬁté
cos que poseeny dr esta manera, 1o gami particular de -
carbohidratos susceptibles de formentacion es un iwmpor-—
tante criterio taxenomico gue se uriliza para la carac-
terizacidn de génervos v egpecies bacterianas, La lista
de carbohidratos gque pueden serviy como sustratos fer--
mentabley incluye polisacirides {almidén, celulosal), ==~
trisacaridos (ratinosa), disaciridos {(lactosa, maltosn,
sacarosn), azheares-acidos (dcido glucdnico, glucurdomi-
co), polibidroxiatcoholes {(dulcitol, manitol, sorhitol)
y monosacaridos {glucosa, f{ructosn, galactosa, arabino-
sa, ¥ilosa, ribosal; asimiswo, los prouctos finales cit
racteristicas de la fermenmtacidn de estos sustratos com
prenden los adcidos acético, lactico, f6rmico, propidni-
co, succinico, acetoacético, butirico e hidroxibutiricoe,

etanel, butanol, idisopropanol, butanediol, 002 v Hz.



Carbohidratos

(disacdridos, itrisaciridos, polisacdridos)

HOOCCH, CH,COO0t

Ac. suceinico «ge-.

CHL,CH,COOH + €O
J e ¥

dee propid-
nice

CH COCHOHCIH + CO_ t—r

3

acetilmetile-
carbinol

l.‘.H,](';H()HCH(JHCH,5
b

E.i—hutilenglicol
{(butanodiol)

('6“1206

glucosa

l Ruta Embden-Meverhof-Parnas

Cll,}C()CO()H

dc. piravice

CH_COool
w3

v

CH?COCHDCOOH

dc, acetoacotrico

——

CH,;CHDH(ZOO”
_”ﬁc; lietico
CHBCOOH +  HCOOH
——P fc. act- ac, £or-
tico mico
L 4
co, = H,
CH,CHO + CO,,
. 3 3

acetaldehido

CHHCHQOH

alcohol etilico
(etanol)

. P
ac, acetico

cH.cocl, + ¢
,C0CH, + €O,

r4

acetona

Clij(.ll()!l(",li3
alecohol iso-
propilico
(isopropanol)

v
CH}CHOI-KJH,)(IOOH

dc. Pehidroxibu-~
tirico

Cll3C1120112C0()I{

ac. butirico

CH'jC”ECHZC”L’O”

aléohol butilii-
co
{(butanol)



L -

La fermentacidn puede detectarse ficilmente median
te el empleo de medios de cultive Liguidos o =6lidos a-
dicionados de un solo carbohidrato (envo andlisis se en
cuentre cn turne) vy de un indicador Acido-base, Do oesta
manera, si ¢l microorganismo es capaw de fermentario -~
ocurrira una alteracinom especifica en ¢l c¢olor original
del medio, provocada por 1o prosencra s Tos productos
finales del proceso, Los indicadores mas empicadeos con
esta finalidad y sus respectivos comportamientos ge ci-
tan en la Tabla 2.h.

‘ntre los carbohidrates fermentados por Clostri- -

dium difficile {Tabla 2.73), existe uno en particular --
, R B . .
que, segin un estudio vrealizado par Nalomura v colabora
dores (84}, sn degradacidén se encuentra muy relacionada
con la toxigenicidad del microorganismo; dicho traba jo
establece que la coincidencia entre las cepas capaces -

de farmentar el sorbitol y la capacidad para elaborar -

toxinas es del 85% (Tabla 2.5).



Tabla 2.,4.- Caracteristicas de Yos indicadores

usados en los medios de cultivo.

1 t ] 1
INDICADOR | b o P ._|_, N
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' E1 medio generalments se ajusta a este pH.,



Tabla 2.5.~ Relacidn euntre la fermentacion de

sorbitol y la toxigenicidad de -~

Clogtvridium difficile,

e ey e A 4w e A e s 4w ok

No. de cepas fermentado No. de cepas no fermen
ras de sorbitol tadoras de sorbitol
ToxigénicasINo toxigfénicas Toxigénicas|{No toxigénicas
51 9 5 14

b.6.2. PRODUCCION DE INDOL.

El principio de esta prueba radica en la capacidad
que poseen s8c¢lo ciertos grupos hacterianos para produ--
cir indel a partir de triptofano, a través de la tripto
fanasa; esta enzima cataliza la desaminacidon del triptg
fane desligando v descomponiendo finicamente la cadena -
lateral de 1la molécula del aminodcido; de esta manera,

el anillo aromatico queda intacto:

=~ el .

CH2 ?H COOH triptofa~ .
! l N, nasa + 3

i i e e
L§§ H, O N +
g - @ Indol !
ndo
Triptofano CHBCOCOOH



Bl indol formado se detecta haciendo reaccionar es
te prodnucto con N,N-dimetilaminobenzaldehide cn medio -
dcido; el resultado de esta combinacién es la formacidn
de un complejo de color rojo que permite la visualiza-w
cién directa de la utilizacidén del triptofano por el mi
croorganismo en estudio. La reaccidn que se efectia en

Ia deteceidn del indol, se imdica a continuacidn:

O
e 2 i
TN
2 \\\/// N
H ((:uj)2 H
e j > 1
Indol N,N-dime-- Complejo de color
. . rojo
tilamino~-
benzuldehi

do

Los medios de cultivo apropiados para detectar la
produccidn de indol deberan estar adicionados de pepto=-
nas gue centengan una elevada concentracidn de triptofa
no, {como lo son el medio SIM o el caldo triptofano) y
carecer de glucosa, ya que al parecer, ésta inhibe la -

produccidn de indol.

b.6,3. PRODUCCION DE H,S (SULFUROC DE HIDROGENO}.

En la prueba de produccidn de¢ H,S5, ne investigas la

capacidad de algunas especies bacterianas para liberar,

en Torma de sulfuro {57}, el azufre presante en ciertos



Compuesios, Sectn alganons invesiticadores, 1a produaceion
de H S a partiy de compucstos argdnices que coutienen -
azufre, se debe a la aceidn de 1a eneima cisleina-de- -
sulfhidrasa {anteriormente !lamada cisteinasa) sobre la
cisteina prescente en las peptonas que comiinmente se ndi
cionan a los medios de cultive apropiades para esta - -
prueba. ba reaceion que se sugiecre puede representarse

conto sigue:?

H_-St . A 1§
?12 1 cigtelina- ?i3
CH-Nt, + o desullhidrasa, ., NI H st
ie o { . <
Coot cooH
cisteina Ac, piruvico

Por otro lade, entre las fuentes inorginicas de -~
azufre que con el miswo fin se adicionan a los medios -
de cultivo, se encuentra el tiosulfato de sodio (Na25203h
se suponne que la produccidn de ”RS a partir de este com
puesto se debe a un mecanigmo diferente al que se poxtu
la para la produccion de .5 a partir do cisteina: el -

“

tiosulfato (SQO,:), ¢s reducido a sulfuro (S87) por ac--

3
cidn de una tiosulfato reductasa en presencia de un ~ -

agente reductor que actaa como donador de electrones:

tiosulfato

+ eductane vy T
5,0 e o nst



La deteccidn del (1,5, va sca que se haya obtenido

A partic Jde compnestos organicos o inorganicos, 3¢ Jo--
gra al combinarse édsia con zales de metales pegsados taw
leg como, suliato ferroso, sulfato de hierreo v amonio,

acetato do plomo, suliito de bisoute v citrate de hic--
rro oy amonto; de esta omanera se torman las sulfuros co-
rrespondientes, cuyi coloracion caracteristica {pracipi
tados insolubles color pegro), permite 1a sencilla y ra

pida identificacion de microorganismos productores de -

H.S.
0
pet FeSy
. (precipitados new
H, S Ph™ PhS|
5 * P by grog insolubles)
AR . |
Di BLEBEi

Entre los medios de cultivo gque cominmente se em--
plean para investigar esta propiedad, s« encuentran los
siguientes: agar sulfito de bismuto, agar de sulfure y
citrato, agar de hierro y tisina, agar de hierro de K1i

gler, agar de hierrvo y triple azidcar y medio SIM,

~

L.6.%, PRODUCCTON DE UREASA.

sta prucba se fundamenta en 1a capacidad que tie-
nen ciertos grupos bacterianos de hidrolizar la urea --
por accion de la enzima ureasa, de acuerdo con la siw -

guiente reacecion:



N, +CENH, o+ 21,0

2t e 2 2

3

pH = 6.8 pH = 8,1

FE1 amoniaco resultante de la hidrdlisis reacciona
en solucidn para formar como producto final carbonato -
de amonio; este Oltimo originard que la mezcla de reac-
¢cién se torne alecalina incrementindose el pH de 6.8 o -
8.1,

La deteccion de microorganismos productores de - =
ureasa, puede conseguirse mediante el uso de medios de
cultivo, yva scan 86lidos o liquidas (agar urea, caldo -
urea), que contengan el sustrato (urea) y cuyo indica==
dor Acido-base exhiba una variacidn evspecifica dentro -
del rango mencionade; usualmente se emplen rojo de fe--
nol, dado que vira de naranie (pH=06.8) a rojo intenso o

lila (pH=8.1).

b.6.5. LICUEFACCION DE GELATINA.

La licuefacecidn de la gelatina es una prueba que -
permite detectar la actividad proteolitica de las bnctg
rias. Egta propiedad esti determinada por la capacidad
del microorganismo en estudio para producir protleasasg;
¢l catabolismoe de la gelatina por estas enzimas es un -
proceso que se¢ efecta en dos etapas y su producto fi--

nal es una mezcla de aminodcidos:



rotoasas P
cotlalinag lﬂiLl,Lilhgp polipeptidos

{(proteina)

L. . proteasas . .
polipoptidos  Seer—reem—pe aminoacidos

fiste proceso se dogra detectar mediante 1a observa
cion de Ia licuefaccion del medie de cultive gue contie
ne ol sustrato proteice uana ver transcuwrrido el tiempo

apropiado de incuhacidn,

b.6.G. REDUCCION DE NTTRATOS (MO, ),

La reduccidn de nitratos es una propiedad que se -
baga en la facultad que posecen algunas bacteriag para -
transformar estos compucstos (Noq") en nitritos (N02~)
por mediacidon de la enzimn nitrato-reductasa; la reace-

cidn gue representa este proceso es la siguiente:
nitrato-

- - 4 My rbass o~
NOLTw zeT  w ot ROENSABLNg T g0

o

La presencia de nilritoy (NOQ“) en el medio de cul
tivo se detecta mediante ia adicidn de dcido sulfanili-
co ¥y cA-naftilamina; en este caso, jos nitritos y el a-
cido gulfanilico reaccionan {ormandose una gal de dinzg
nio que, a su vez, se¢ combina con o(-naftilamina produ-
ciendo un azocompuesto de color rojo de acuerdo con las

siguientes reacciones:



Nh2 12'
NOO- + l . + H+ B i I + HZO
\/ P
SO0 _H S0 _H
O3 3
dc, sulfanilice dc. sulfanili
co diazoado
SO H
x~-naftilamina
dc, mulfani-
lico diazoa- p-sulfobenceneazo-
do naftilamina (azo -
compuesto color ro

jo)

En algunos casos suelen obtenerse rezultados fal--
g08 negativos debido a que el wmicroorganismoe en estudio
reduce el NOB“ a otros productos cowmc Nﬁj, M., NG o Nzo

no existiende entonces NO, que reuaccionc con el acido
2

S

sulfanilicos de agui que, en cazo de que la reaccidn re
sulte negativa, sea necesario adicionar una pequeiia cnn
tidad de zinc {este Gltimo actQu reduciondo los niftra--

tos a nitrites). De esta Forma, 51 1os nitraios estan -

presentes por no haber sido convertidos enzinificamente,

w0



se o desarroliara una colevactdn rojinn v s¢ confirmard -
von e tlo nna reacecion nesativae verdadora.,

ET omedioc de cultive gque usualmente se ecmplea para
dederminoar Yo reduceian Ge nitescos os b oo lde nuir"itl

Picionade de Uy de ENO, denominads caddo-nitrato,

DTN RE | [

Le0e7e PRODICCTON DE ACEPILMETILCARDINGL (ACETOTNA).
(PRUEDA DE VOGRS DROSEAUER)

Dentro de los fipos de fermentacidn de carbohidra-
tns so encucentra Ta butanodialica, en Lo cual se forma
2y 3-butanoedinl g parvtir de glucosa, conforme a las si--
guientes reacciones!

glucosa
!

i
1

K

o

2 CH, COCO0Y Ac. piravice
Ceen,
‘5’ =
CH,COHCOOH ) ) e
r ac. e“wpcetolactico
coct,
S
Mar
\L }»(,(.2
Cl,CHOHCOCHT, acetilmetilearbinol
(acetoina)
NADH
. ‘
ANAD"
’ ci, (CHow) ¢, 2, 3-butanodiol
“ p

Con frecuencia a este tipo de fermentacidon también
se le denomina acetoinica, debidoe a que se ha encontra-

do que la formacién de acetoina (acetilmetilcarbinol) vy



Syd-butanodiol eg un sistema reversible de éxido-reduc-

cidnz
redace ion
(diac Tiet as .
CH,CHOHCOCH,  a R c:zj(_c‘.uon)ﬂcn,5
OXL1aal 5e '
acetilmetilearbi  (2,3-butanocdiol-des- 2.3=butanedinl
ngl - hidrogenasa)

Para detectar egte proceso generalmente se emplea

la pruecba de Voges Proskauer, que se basa en poner de -
manifiesto al precursor del 2,3-butanodiol: ¢l ucetilmg
tilcarbinol; la identificacidn de este producto se lo--~
gra mediante la adicién de hidréxido de potasio (KOH) y
ot wnaftol al medio de prueha (comimmente caldo MR/VP),

La presencia del KOH y «~naftol implica la conversinn -
del acelilmetiloarbinol a diacetifo, por oxidacion cs.a
vantines on wedyo aleoating., Leic 0l imo compuegro sa .
condensa con el nucleo guanadine de Lo penions presenio
en el medio de cultivo para formar un complejo rosa o -
rojizo. Las reacciones involucradas en la deteccion del

acetilmetilearbinol son las siguientes:

0o O 00
- | i 0, . Tl
-C - C-CH, ———8= (I, -C-C-~CH
3 3 kom 3 3
il
acetilmetilcarbinol diacetilo
00 NH,
Tl SR ol
CHS--C—(:-(‘,H,3 + G = NH =¥ complejo -
" \\NH-R ro8a 0 ro-
dincetilo jizo

.
nicleo gua-
nidino



Loi, b, PRODUCCTION DE LECITINASA,

Estn prueba se fundomentn en 1a facultad que po- -
seen algunag especies bacterianas de hidrolizar leciti-
na por accion de 1la enzima lecitinasa, conforme a la si

griente veaccidn:

1, COOCR H,CO0CR
=i T il
1! CooCH ﬁ ~ACEAINASA . pegocR
c.o_p-ocn,)cunw*“(cnj)3 + H0 H, CON
I - — [ -
0

diglicérido
lecitina

+
h
! +
Ho,p_ocr{,,cnqw'(cnj)3
,-' — [
0

fosfatidilcolina

La prueba parn detectar la produceion de lecitina-
sa usualmente se realiza inoculando cl micreorganismo -
en estudio en un medio salide al que se ha incorporado
vema de hueve como fuente de leciting; después de la ig
cubacién corvespondiente, la presencia de wuna zona cla-
ra alrededor do las colonias desarrolladas indica yue -
el microorganismo ex capar de producir csta enzima. Se
ha propuesto gque el mecaniymo que ocasiona el aclara- -
miento de la zona circundante a la colonia se debe a la

combinacidn de tres factores:



3 |

val Lo onassiubilidad del Jiclicdrido formadc, una ves. -
hidrolizada la lecitiua.

(b) Las grasas liberadas a partir de la yema de huevo,
después de ocurrida la hidrdlisis.

{c) Las proteinas no hidrosolubles de la yema de hucvo
{(vitelina y vitclenina), que precipitan con las gra

sas libres.

b.6.9. PRODUCCION DE LIPASA.

La hidrélisis de laz grasas e¢s una prucba que per-
mite investigar la actividad lipolitica de algunas cspe
cies microbianas; su fundamento radica en la capacidad
que poseen dichas cspeciny para convertir las grasas --
neutras (triglicéridos) en glicerol v Acldos gragos, --

por acecidn de la enzima lipasa:

o 8
(I:HEQOCR1 Tuzon R,COOH
CHOOCR,  +  3H,0 Lipastpo ooy 4+ R_coOH
| 2 | 2
CH,00CR,, CH,,0H ” R, COOH
grasas neutras glicerol Acidos grasos

Para detrctar la presencia de microsrganismos 1ip9
liticos, usualmente se emplean medios basalnes adiciona-—
dos de material lipidico comoe aceite de algoddin, cceltn
de olive, gliceril-tribultirate o yems 2o hueon AL
ellos, la produccién Jdiv Ta mezima 5o demastrars oo in

anaricior de zonas clavaes alrededer e o onhandr s O
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sarrotladas, asi comu por la presencia de un brillo per
lado en squellos medios que contengan vema de huevo co-

mo sustrato lipldico,

L.0.10. HIDROLISTS D CASEINA,

Esta es ubpa prucha gue se basa en la capacidad que
tienen algunos grupos bacterianos para degradar la ca--
seini (componente proteico de la leche) por accidn de -

enzimas proteol it icas:

cageinasa

{(proteasa) L
caseina ~PEQREARA o nolipéptidos

caseinass
(protea

polipéptidos “cwe aminodcidos

El resultado de csra actividod proteolitica se de=
tecta empleando medios de cultivo =6lidos adicionados -
de caseina en forma e sal sddica {casecinato da sodio),
o bien polvo de leche desnatada; en éstos, la hidréli--
5is de la proteina se pondrda de manifiesto por el acla-
ramienteo que presente el medio de cultive alrededor de

las colonias de los microorganismos on csta -apiedad,
las colonias de los microorganismos con cst raopiedad

(Para composicidn y preparacién de los medios de culti-
vo empleados en las pruebas bioquimicas consultar Anexo

1),
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c. PRODUCTOS EXTRACELULARES,

c. 1ty PRODUCTOS EXTRACLLULARES QUE ORIGINAN LA PATOGENI~

Estudios recientes gobre ¢l particalar, han sugm'_i_
do que la patogenicidad de este microorganismo radica -
principalmente en su capacidad para producir dos potene
tey exotoxinos: toxina A (enterotoxinal) y toxina B {(ci~
totoxina), gque aungue poscen pesos moleculares similo--
reg dificren en cuanto a sus propicdades risicas, acti-
vidad bioldgica v eapecificidad antighnica (113,117).

Las principales fuentes de obtencion de ambas toxi
nag gon lag cvacuaciones do pacientes que padecen coli-
tis pseudomembranosa, matoeria fecal de hamsters con - =
ileocecitis inducida con antibidticos v cultivos puros
de Clostvidium Jditficile (25),

g T SR kL

c.1,1. PURTIFICACION DE LAS TOXINAS.

Los estudios correspondientes dieron inicio en - -
1979 con 1la purificacidén de la citotoxina. Entre los --
primeros intentos para lograr la purificacién de la ci-
totoxina, destacan log frabhajos realizados por Tayler y
Bartlett (114) guienes, empleando un esquema de purifi-
cacion que involucraba procedimientos de ultrafiltra- -

cién, precipitacidn con (NH“)QSOA, filtracidén en gel y



cromatoerafia doe intercambio 1onico, estimaron gque ¢! -
peso molecniny de esta toxinng eva de QAN 000 daltans,
De dgnal manera, Holto v FPinceold (1) dntentaron

Lo puridiicacidn del gue BESta ese Monedto Se Colsicera-

La como Anico asente otialogico de

enliLie pseundomem

[A

hranosat Lo centotoxing elaborada por Cleostvidium diffi-
Ciley; pars fowrar sg Bropdsalio usaren o mismo osquema
de purificacion aue Thavier v Barticti (144) . jpere obuu-

vieron un producio do peso molecular de 500,000 daltong,

Aswell v colabarvadores {35, por su piarte emploaron

para la puritficacian de ls

PO

citotoxina un esguemy o
rente que incluia 1o ulirafiltracion, [iltracidon cn gel

v precipitacion con INH, F SG; para estos dinvestigados-

res, la citotoxing resultante tenfa un peso malecular -

de 600,000 dalto
Humphrey {3537, fambiién reportd Ia purificacidn de

o eitotexina o partinc de ewvacun

anes de hamatoers con
cocilig induacida con aptibinlicos; el esquema de purifi
cacion elogide eon egte caso, 8¢ integrd por procedimien
tos de ultracentrifagacidn, ultralileracidn, precipita-
¢i6n con (NHQ)QSOQ y filtracién an gel y el peso molecu
lor estimado para el producto purificade fué de 107,000
daltons.

Durante 1980 y 1981, varios investigadores entre -

elios Bartlett {11}, Tayvlor {116,117) y Sullivan (113),



tograron la separacidn v purificacion de una segundn to

sive ciaborada por

sty pdiam 0

el oesauema de senarac on v opusd Sicaedds dactoevh fos S
vudentes procedimientos: ulireftiiracion, fitiracion ou
rel, cromatogratria de intercambio i0nico {(enn eiucidn -
en gradiente de concentracidn) v precipitacion con ~ o«

(NHH}USOL v CH, COOH. k) peso molecular caslimade para os

ta segunda toxina Uné de 550,000 datltons,

c.1.,2., PROPIEDADBES DE LAS TOXINAS.

TOXINA A.

De esta toxina se conoce poco debido a que su ha--
llazgo es practicamente muy reciente; sin embargo, a la
fecha se han logrado establecer lzs siguientes propiﬂdg
des (113,117):

@) Su prso molecular s estima entre 450,000 v 350,000
daltong .,

b) Ez gatable en un fntervalo dr temperatura enteo ~20"
v 37%C durante 4 semanas.

¢) Es termolabil; pierde un 99% de su actividad cuando
ge le expone a una temperatura de SGOC durante 6 mi-
nutos.

d) Es estable en vangns de pll entrs & y 10.

¢} Es inactiva a pH de 2.

f) Es inoctivada cuando se trata con tripsina y quimo--



tripsing.
¢} Letalidad en ratones (16 b después de adminigtrada -
Lo toxina por via dntraperitoncall: Lﬂuq = 0,01 g,
N

n) Counceniracidon minima para causar cecitis en hamsters:

V.07 WG,

TOXTNA .

Esta toxina ha sido mas ampliamente estudiada; las
propiedades que de ella ge conocen se¢ ecnumeran a conti-
nuacion (27,100, 1173,117) -

2} Bu pese molecular se cstima entre 240,000 y 530,000
daltons {dv acuerdo al esquema de purificacion em- -
pleado),

b} No pierde su actividad cuando se¢ mantiene a una tem-

peratura de «7000: a temperatura ambiente (20—250C)

-0 . . . . .
y a 37°C pievde gradualmente su actividad en lapsos

de 4 semanas y 10 dias respectivamente (Figura 2.1).

R S S e Tl B Rl Bl el Tl S Bl B B
I o
1 mamem, =70
' )
T o« \‘, - - -,20-25°
o )
ho BT '
; ! 0
g% \ —, 37%C
oo |
+$ 0 Y
0+ v
< e e
4] v
\

T Y T T | — T T 1
2.0 6 B 10 12 1k 16 18
semanas de tratamiento
Figura 2.1,- Bfecto de diferentes temperaturas en la -

actividad de la citotoxina.

C



z)

h)

i Lermoldbial; se innciiva cuande ne exponc a0 O -
durante 30 minvitoz, o nien o (007 durapie ¢ omiputo,
Fs o inestable a valores de plf extremos {4 v 9j y ento
Lle o pH neatro.

Tiene un punts isocliécirico de 5,0

S5c¢ inactiva cuando se le trace con tripsina, quimo-w
tripeinag vy amilasa v no s ve afectada cuando se tra
ta con lipansa. Estos resultados sugieren que su nutg
raleza (ulimicn @8 gljc(u)roliricu-

No posee actividad de DNAsa, RNAsa, fosf{olipasa A,

Ve

fouslolipasa U, velatinaga, caseinasa, acetilcolines-
terasa, neuraminidesa, hialuronidasa v colagenasa,

Al ser tratada con compuegtos organomarcuriales, porv

¢jemplo etilmercurisalicilato, o gluconate iferrosc,

FQSOU’ Mg(OH)Q N A](OH}% se dnactivay eaic #e debe,
principalmente, o que en ¢l enlace entre estas sus--
tanciasg y 1a toxina participan los grupos solfhidri-
lo de esta Nltima. Lo inoctivacidn puede preverse -
adicionando cisteina, puesto gue con ello In reac- -
¢ién se verificard con los grupos sulfhidrilo de la
cisteina y escasamente con los de la toxina.
Letalidad en ratones (16 h despudés de adwinistrada -
la toxina por via intraperitoneal): LDGO o h.h/ug.
L.

Concentracion minima para causar cecitis en hamsaters:

1250 ug.
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.1, REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES PARA LA PRODUCCION

bE LA CTTOTOXINA.

Se han investigoado varios medieos de cultivo con el
fin de determinar aguellos gue por su composicidn, esti

mulan una mayor proditecion de la citotoxiunng low resul-

tados obtentdos iudican que ¢s necesaria Ta presencia

de paptidos de bajo pese molecular parns su produccidn.

1

Asimismo, sv ha observado que la omisidon de glucosa vy
de vitaminas del complejo I en los wmedios de cultivo, -
raduce entre dos vy ecuatro veces la cantidad de toxina -
producida (100).

Entre los medios de cultivo de los yue se han re--

portado los mejores rvesultados, se cuentan los caldos

infusién ccrebro corazén y gluecosa carne cocida, asi eo
mo nn medio sintético ideado por Varel y Bryant adicio-
nado de peptonas (Tabla 2.60); no obstante que los tres

aportan buenas condiciones para la produccidon de la ci-
totoxina, ¢l may utilizado es el caldo infusidn cercbro

corazém, por ol hecho de ser el menos complejo y mas ac

cesible (3,100,122},



Tabla

46

2,6.~ Produccion de 1a ¢

d1(f101le

cultivo,

tridium

[

dios de

itotoxina de

Closw

enn diferentes

MNE -

Titulo, do cito-
Medio toxina’
Glucosa carne COP\(LI 81lr’“
Peptona proteosa #3 4+ xtrncto de 1le-
vadura to2h
0 P P S U S po ————
Peptona proteosa #1 + glucosa + ox- =
tracto de levadura £006
Infusidédn cevebro corazon g1go*
Tioglicolato 2048
Tioglicolato + glucosa 4096
mezcla de am1nou cidos __NDb
1% de peptona phytone 1024
% de extracto de levadura 2048
tv do hidrolisado de ca-
Medio de geinn 1024
Varel vy : T
i ¥ %N ode bacto-rrlntona 1024
Bryant - | _ ' 7 7 T Tt
adiciona 1% de delU—pPptund 1024
d ) 0 . - o e e e o i A A & i T 2 e e e S m—— bl
o de; 0.5% de pvpi oni pro teo‘m -
# 512
1% de peptona proteosa #3 2048
2% de peptoma plO(Dqu 9 0o
3% de poptonu protv ﬂa 3 B190*
Gﬂl(“) peptona ln'utvr) # 4096
a Titulo de citotoxina! reciproco de la wmiaxima dilucidn
de toxina que causa una alteracidn completa en la mor
fologia de un cultivo de células ammidticas humanas.
g
h No se detectd actividad citotdxica.
-

de citotoxinan,

Medios de cultivo en los que es mayor la produccidn -
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col b EFECTOS CITOPATICOS DE LA CITOTOXINA DE Clostri-

dium Jdif't

E1l descubrimiento de los efcctos citepaiticos en --
cultivo de tejidos es probablemente el hallavgo mis im-
portante en lo que ftoca al reconocimiento v (:;\rur;h,-ri'/g
cifn de 1a citotoxina producida por Glgf&[igigw giffiziu
le. Curivsamente, lo deteceidn de estos cofectos se lle-
vh a cabo pov primera ver en oun laboratovio de Vivolo--
gln a principios de 1977 (hk), cuardo sSc¢ someticron = -
muestras fecales de pacientes con colitis pascudomembra-

nosa (confirmada por sigmoidoscopia) a métodos rutina--

rios para el aislamiento de centerovirus (Jdebido n que -

se ohtuvicron resultardos negatives tanto de cultivos [
cales como para ol hallazgo de parisitos), Se ohservéd -
que la inccutacidn de cultivos celalares con dilucio- -
nes crecientes de suspensiones fecales de estos pacions-
tes ocasionaba una disminucion en la actividad ci(opﬁti
cay por lo tante, se propuse como explicaciom nltornuti
va la presencia de una toxina como la responsable de -w
los cambios obscrvados tn los cultivos celulares emplea
dos.

Una vez que se¢ establecid que la toxina gque causa-
ba los fendmenos citopdticos era producida por Clostri-

dium difricile (9,12,45,46,62,613,88,98), Chang colabo
cium d 2y °

radores (12) estudiaron detalladamente estos efectos em
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pleando para ¢llo ¢ultivos de células amnidticas huma--
nas; ¢stog fueron inoculados con citotoxina obtenida de
evacuaciones de hamsters (previaomence Lratados con c1ig
damicina) e incubados por lapsos de 1,2,%,4,5,208 v 48 -
horas, Las primeras alteraciones en la morfologia celu-
lar se detectaron al cabo de 3 hoiras de incubacidon ale-
canzando au maximo después de B8 horas de tratamiento -
con la citotoxina; se observd que para entonces las cé-
Tulas se hablan redondeado v separado de la superficie
a la que estaban adhevidas,

El andlisis efectuado con ayuda del wmicroscopio ~-
electronico reveld qgue las células presentaban marcados
cambios en la superficie de lag mismas, que incluia la
formacidén de "microcordilieras™ o cadenas globulares -~
que condujeron a la relracceion de 1la membrana celular -
v, finalmente, a la lisis de la <élula. La citada dege
neracion citolitica sa ohavrvd aproximadamente una hora
después de que se¢ habian expuesto Tas células a la acm-
cidén de la toxina, debido probablemente a que la toxina
provoca la modificacidén de la wembrana celular {(princi=-
pal efecto lesivo que se le recomoce a esta toxina).

A partir de estos hallazgos, se ha dado paso a la
investigacidn de las bases quimicas que generan la ine--
teraccidén entre In citotoxina y la membrana celular. En

los trabajos que se han desarrollado al respecto, se em



dean eritrocilos ltmmanos {va e se encontrd que la r"j
fotoxinge se oune Cirmementc o da membrana de oestag chlue-
insioy, ademas, difrferentos compuestos quimicos o 108 we
Citinies ose annd iz s capacldad para dmpedir el onbace -
toxina-membrana celular v, consecuentemente, deoeducir lao
nofuraieza quitiica ded siiie receptor de 1o toxina B oen
foounfula hudsped.

Los resulcados oblenides en tales dnvestigaciones
indican que entre Lon compuestors guo o Lnhiben Lo ouniaon
toxina~meambrana s¢ encnentran: glucosa, ribosa, .'n‘uhi.n:
s1, manosa, galactosa, Neacetilglucosamina, N-acetilga-
Lactosamina, N-acetilmanosamina, Acido N-acetilneurami-
nico, lactosa, sacarosa, lactulosa, neuraminidasa, sapo
nina vy amantadina y, por otra parte, los nque si inter--
fieren en el establecimients del enlace son los estero-

fes vy Jos acidos hiliores: entre los primeros figuran -

el colestovol, coprosterol, sitostercel vy, entre log .-’u'i
dos biliares, los adcidos desoxicédlico, c¢6lico, quenode-
soxicdlico v litocdlico (Tabla 2.7}. Estos datos sugie-
ven que ¢l receptor celular es pogiblemente de origen -

Tipidico (29).



Tabla 2.7.~ Concentracion minima de estoroles
v deidos biliaves que inhibe 1o -

union toxina-membralln,

Compuesto MIC (mM)
Colesternt .25 i
| Coprost ecraol [AIRRARS i
i Sitosterni O, 12
Ac, desoxicdlicy 2,07
Ac., cdolico 04 00
Ac. gunenodegoxicdiice G.03
Ac. Litocolice 3.006

c.1.5. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS TOXINAS,

La actividad biologica de las toxinas se ha inves-
tigado empleando diferentes animales de experimentacidn;
Las pruchas eoffectnadas an conejos, mueatran gue La ?(:}.’"ir
na A produen una rvespuesia pogitiva cuando se aplica o
segmentos de i1leon (asa ligada), mieuntras que la B no -
produce alteracion alguna, ain cuando la cantidad de to
xina empleada sca mas alta que doa que se ha logrado de-
terminar en humanos v animales aque padecen colitis pseu
domembranosa e ileocecitis, respectivamente. La respucy
ta positiva consiste en la acamulacion de un fluido 'vixj
coso hemorragico ecn los segmentos de intestino inyecta-

dos con la toxina A, que se detecta por el crecimiento



del asa ligada (Tabla 2.8} (08).

Tabla 2.8.- Respucesta obtenida al efectuar la
inyeccién de toxinas A y B de - -
Clogtridium difficile en asa lige

da de conejo.

Relacidn a
Muestra Volumen/longitud (ml/em)’
, . +
Toxina A 1.71 - 0.42
Toxina B 0.4 Lo,
- +
Control pOSLthOb 1.0% = 0411
Control nogativoc 0.03 p 0.03

Relacidén entre ¢l volumen de fluideo acumulado y la -~
longitud del geguento intesgtinal ensavado, en un tiem
po determinado. Se considera como respuesta positiva
aquella cuyo cociente gen mayor de 1,0

Control positivo: toxina de Vibrio cholevae.

Control negativo: solucidén salina amortignada con fos

fatos (pl=7.4)

Por otra parte, cuando cualquiera de las toxinas -

se administra intradérmicamente a conejos, aparccen le-

siones eritematosas y/o hemorrigicas en la zona de ino-

culacién vy, al miswo tiempo e observa un incremento en

la permcabilidad vascular; sste OGltimo #fecto se logra

detectar mediante la Inyeccidn intravenosa de un colo--

rante (azul de Evans), trauscurridas 18 horas de la ino

culacidén intradérmica de las toxinas; ya que el paso de



1%
[
3

dicho colnrante a través de las parvedes vascalares con
permeabilidad aumentada permite evaluar el dafo causado
de acuerdo al didmetro de 1la zona que aparece tefiida.
Los resultados de estas prucbas mostraron que ambas res
puestas son mas geveras cuande se emplea la toxina A -
(Figura 2.2) (68).

L 6 h post-inoculacidn

~ 10
(n)  E
E 12 toxigi/ﬁ
=
0 8}~ //
o //i//,‘r’”’/
~ e toxina B
© ,
- ¢ 18 h post-inoculacidn
1 | .
o //
(B) ® ol
o 0x1na A
£
+ 8r ///////
®
g L ;/C:J///'ov1na B
o0 1
o
o T
0.1 10.0 100.0 Dosis (ng)
«8
~ B
o g6
R toxina A
(c) oEiQ“ /////
MO
P4l
w8
B ®
"fﬁﬂ -
S S oxina B
.' 1. m o} 100 0 Dosis (ng)

Figura 2.2.- Respuestas obtenidas tras la aplicacidn de
las toxinas A y B, Las graficas (A) y (B)
corresponden a la produccidén de lesiones -
eritematosas y/o hemorragicas y Ia (C) al

incremento en la permeasbilidad vascular,



Conforme o los resultados observados en las grifi-
cag se& pensarla que Ta toxina B es menos lesiva que la
A, lo cual no coincide con lo establecido, en cuanto a
que la toxinag B oes 1,000 veces mis citotdxica que la A
{(113)s posiblemente ba explicacidn de este hechs radica
en la mayor susceptibilidad de las cdélulas subentineas
a la accion de la toxina A v no de 1o B,

Por lo que se veficre o la utilizacion de ratones
recién nacidosy se ha observado nque cuando se les admli-
nistra intragdstricamente toxina A se produce Una reg--
puesta positiva que consiste en una gran acumuiceidn de
fluidos; sin embargo, al serles aplicada In toxinag B -
por 1o misma via no se obtiene ninguna alteracion sign}
ficativa en cuanto a acumulneion de fluidos, pero en --
cambio desencadens la formacidn de lesiones hemorrigi--
cag severas gue resultan letales para estos animalesg --
(68).

Estudios anilogos a los antes referidos ge han rea
lizado en hamsters (67} v los resultados obtenidog de--
muestran que ol serloes aplicada la toxina A intracecal-
mente, ol tamano del ciego alcanza el doble de lo nor--
mal y cuando ge les administra la B, el ciego no sufre
élteracioncn.

Ademas de este efecto, se deteectd que el ciego de

los animales inyectados con toxina A se presentaba mode



radamente hemorragico v von acumulacion de liquidos, en
tanto que los tratados con toxina B sélo se mostraban -
severamente hemorrigicos.

Desde el punte 4 vista histoldgico, 1os estndios
correspondientes muestran quve, en ambos casos {con toxi
na A y B}, la lesidén predominante es la necrosis multi-
focal del epitelio supcvticial de 1a mucoga intestinal
con extensidn hacia la submucosa {(67).

Todas las ohbservaciones citaday sugieren que la ca
pacidad de la toxina A para producir tales respuestas -
en los animales estudiados, Ya hacen muy probablemente
la principal responsable do los cuadros diarreicos obe-
servados en la colitis pscudomembrancosa v, que ambayg --
(tanto la A como la B) podrian estar asociadas {(en mi--
yor o menor grado) con los dafios causados al epitelio -

coldénico.

c.1.6. MECANISMO DE ACCTON DE LAS TOXINAS.

Hasta ¢l momento es poco lo que se conoce acerca =
del mecanismo de accion de cada una de las toxinas pro-
ducidas por Clostridium difficiie.

Investigaciones recientes realizadas por Hughes --
{(54) demuestran que el extracto crudo de ambag toxinasg
mazecladas estimula la secrecion de cloruros y reduce la
absorcién de sodio a través de la mucosa intestinal; es

ta alteracidn en ¢l transporte idnico se ve suprimida -



cuando se¢ elimina el calcio del medio.

Por otra parte, sc ha logrado establecer que las -
toxinas no tienen influencia sobre la actividad de la -
adenilato ciclasa y: consecuentemente, tampoco incremeg
tan la cantidad de AMP c¢lclico intracelular (34,54),

Lo que hasta ahora sé acepta, es que una o ambas -
toxinag activan primero un proceso secretorio antes de
ejerecer un datio al epitelio coldnicoy esta hipdtesis --
puede explicar el cuadro clfnico que aparece frecuente-
mente en 1la colitis pseudomembranosa; es decir, primero
la aparicidn de cuadros diarreicos y, posteriormente, =
la presencia de graves lesiones hemorragicas en el co--

lon.,

c.2. PRODUCTOS EXTRACELULARES QUE AYUDAN A LA IDENTIFI-

CACION DE Clostridium difficile,

e la Ea s ea G e oma g he ek A e U e e e

Los producton extracelulares que actualmente se --
consideran Gtiles en la deteccidén e identificacidn de -
Clostridium difficile, son primordialmente el p-cresol
viosiridium dirificlLie ’ I p
y ¢l 4dcido caprolice, puesto que se ha demostrado que su
producciin es una caracteristica comim de las cepas de
este microovganinmo {85,91,99).

En el ato de 1976, Eladen cotaboradores (38) re-

) Yy

portaron que Clostridium difficile elabora p-cresol co-

mo producto {inal del metabolismo de la tirosina; poste



viormente, Phillips y Rogers (91), basdindose en esta ob
. R . . s s
servacidn, diseftaron un método que permite una identifi
cacidn rapida de Clostridium difticile. Este método se
basa en ¢l uso de an medio de enliivo selectivo (consul
tar Anexo 1) adicionado de Acido p-hidroxifenilacético
(precursor del p-cresol), aue permite el desarrollo del
microorganismn y 1a produccion de p-cresol; este Gltimo

compuesto es despuis identificado por medio de cromato-

gratia gas-liquido (Figura 2,3) (Consultar Anexo II).

p-cresol
p-cresol
carta

p-cresol

:
|
il
|

ectura en la

L

vl

[T
12 840
minutos

Figura 2.3;- Cromatograma de:

- A: solucibn estandar de p-cresol (10 umol/1).

- B: medio de cultivo estéril.

- C: produccién de p-cresol por Clostridium gigfigi-
le después de 24 horas de incubacidn.

- D: produccién de p-cresol por Clostridium diffici-

le despuds de 48 horas de incubacidn.



Nuncz-Monticl y colaboradores (89), basdudose on =~
estudtos preliminares {77), desarrollaron un nuevo me--
dio de cultive (calde NT) que por su composicion {con--
sultar Anexo 1) favorece 1o prodiuccidon no sdélo do p-ere
soly sino tambidn de dcido caproico por el microorganis
moy esto ha facilitado 1o ddentificacidn de Clostridium

difficile en base a la deteccidén de estione productos. Ca

he senalar que no oxiste otra cspecie Jdel género Clos—-

tridium gue sen caparz de producir ambos productos a la

veyz en dicho medio, por 1o que ol empieo de ¢gte resule
ta de gran valor eu la caracterizacion del microorganis
mo (85).

1 método de eleccidn para demostrar la presencia
de p-cresol vy deido caproico, comprends su extraccidn -
de ¥ns cultives, va sea con Gter o oloreforme y el pose
terior andlisis de Jos extractos mediante cromatografia
gaa-liquido (consultar Anexo TIT),

Ademis do los productos mencionados, existen cepas
de Clostridium difficile que son capaces de producir «-

. PR -
una serie de acidos organicoy {uno, dos o todos a la --
J PR S1a
vez), cuyo andtisis cromatogrifico puecde ser de utili--
dad cn 1a identificacidn del wmicroorganismo; entre é8--
.

tos, se incluyen los Acidos acético, butirico, isobuti-

rico, isocaproico, propiénico v valérico (85,93).



SIA A LOS ANTTMICROBTANOS.

Dnrante Jos tres Gltimos anes, la lista de nntibié
ticos asociados o o colitis pseudomembranosa se ha in-
crement ado considerablemente; sin embargo, los antibid-
ticas mas recuentem nie involucrados son: c¢lindamicina,
Lincomicina, peniciling G, ampiciliva, aoxacilina, {Tu--
cloxacilina, cefalosporinas, letracicldne, erittomicing,
rifampicina y melrvonidazol (8,30,47).

A continunacidn se¢ mencionan algunes resultados ob-
tenidos por diferentes investigadores encargados de ana
lizar la susceptibilidad de Clostridium dirficile a los

R L kT S e et

antimicrobianos.

CLINDAMICINA Y LINCOMICINA.

George y colaboradoves (47), realizaron pruebas --

estos medicamentos vy los resultados obtenidos mostraron
que el 13 de las cepas aisladas o partir de pacientes
qur padecen colitis pseudomembranosa son resistenteyg: -
la concentrucidn minima inhibitoria establecida es de -
1,024 /1g/ml.

La resigstencia observada sugiere que la enfermedad
puede tener origen, tanto en humanos como en animalesy -

de laboratorio cuando les son administrados estos anti-

bidéticos en dusis que no aleancen la concentracién men-



cionada en el intestino. Se ha demostrado que cuando sc
administran c¢lindamicina y lincomicina por via oraly -~
los niveles fecales son: 125 a 448 v 900 /ag/g de heces
respectivamente, concentraciones gue se encuentran por
abajo de la considerada ¢como minima inhibitoria para -=-

YLas cepas registentes de este microorganismo (10,&7,50).

PENICILINAS,

No obstante que Dzink (36), George (47) y Shuttle-
worth {107) han reportado que la mayoria de las cepay -
de Clostridium difficile (80-90%) aisladas de pncienkes
con colitis psecudomembranoga, son sensibles a concentra
ciones iguales o menores de b ug/ml, tonto de penicili

” -
na G como de ampiecilina, recientemente se han observado
casos patoldgicos (B,16,76) asociados 2l use no adlo de
Ja misma penicilina Gy de ampicilina, sine que, en go-
neral, de otrog tipos de penicilina; entre estos Gltie-
mos se incluyen:! oxacilina, dicloxacilina, carbenicili-

na y flucloxacilina (24,479,76,87,104),

CEFALOSPORINAS.

Este grupo de antibiéticos se encuentra asociado a
un nGwero reducido de casos de colltis pscudoemembranosa;

sin emborgo, es importante hacer notar que Clostridium

- -~

difficile ha resultado ser relativamente resgistente a -
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la mayoria de las cefalosporinas ensayadas ig gii[g (11,
h7); en cste grupo de antibidticos, se tienen datos de
aque la cetfalotina (16,47), cefalexina (107) v cefoxiti-
na {36, 107) mueatran capacidad tdéxica contra este micrg
organismo a concentraciones de 04 a 128 sog/mi, 128 a

256 we/ml oy G4 128//1g/m1, respectivamente.

TETRACTICLINA,

Los resultados de los estudios realizados por Dzink
(36) y Shuttleworth (107}, muestran que ¢l 87% de las -
cepas aisladas a partir de pacientes que padecen coli--
tisg pseudomemhrunuxn son Sensibles a concentraciones «-
iguales o menores de 1 wg/mi.

En un trabajo cefectuado por Nakamura vy colaborado-

res (83), me encontrd que existe cierta relacidn entre

tetraciclina y la toxigenicidad del mismo; ltos resulta-
dos obtenidos en esta investigacidn indicaron que 42 --
{70%) de 60 copas scensibles a este medicamento (ﬁTC fies

1.56 /zgﬂnl) mostvaron ser altamente citotdxicas, mien-
tras que s6lo 1 {(5%) de las 19 cepas resistentes (MIC =

100 ug/ml) resultd ser citotébxica en grado equivalente

al observado en las cepas sensibles (Tabla 2,.9).
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ERTTROMICINA,

Las priuehas do geongibilidad in vitro para este an-

o

tibidtico, wuesiran que aproximadamente ol 75% de Tas -
copas aistadas de pacientes gue sufren colitis pscudoe-

membranosa ex seysible a conventraciones iguales o meno

cyimuf

ves de 2 sg/ml, mientras gue ot 25 ragfante es resis

Lenbe a unn concentracidn do 1,020 wefal (16,44) 0 Nooow-

ohastante que se¢ ha -lerminade gquo cuande se adminis!ca
critromicing por via oral ge aleanzan niveles fecales -
que varian entre S00 y R,TUO/ug/x de heces, g¢ han ree-
portado casos en Los que 1a colitis pseudomembranosa se

avocia a terapiaa previas con dicho antibidtico (4h4).

RIFAMPICINA,
Log ensayos realizados con este antibidtico moutra

ron que el 100% de las cepas de (]o tridium diffici’

obtenidas de pacientes afectados por colitis pscudomen~
branosa, son sensibles a concentraciones menores o iquﬁ
les a {}Lg/ml (%7,81) 7 a pesar de este resultade va ac

han reportado casos en Los que el ugo de eate untibiﬁt}

¢o ha inducido el desarrollo de la enfermedad (21,773).

BACITRACINA,
Para la bacitracina se ha reportado una sensihili-

dad del 90% de lan cepas de Clostridium difficile aisla



dig de las evacunciones de pacientes que sufren colitis
ey P . -1 .
pscudomenmbranosa; su concentracion minima inhibitoria -

oscila onire 32 vy Lo pa/ml (7).

METRONTDAZOL,

Los estudios de sensibilidad in vitro para eate me

diecamento, indican que ol 99% de las cepas de Clostri--

SEET gi{£i$£1£ son sensibles a concentraciones ijguales

0 menorcs o ﬂjng/ml (16,47 ,107) . Eate medicamento ini--
cialmente resultd orectivo en ol Lratamiento de 1a coli
tig pscudomembranosa (18,90); sin embargo, reportes ree

cientes han mostrado que el metronidazol pucde también

asociarse a casos de la enfermedad (62,105,120),

VANCOMICINA.

indican que Clostridium difficile es altamente sensible
a egte antibidtico, observindose que el 100% de las ce-
pas estudinday son sensibles a concentraciones no mayo-
res de Q/ﬂg/ml (h7,83,107). También hay que hacer notar
que el nivel fecal que se alcanza cuando se administra

pot via oral cste antibidlico, es de 3,100 4g/g de he--

~

ces; valor que es 775 veces mayor gque la maAxima concena-
tracidn a la cual ae inhibe el desarrollo del microorga

nigme {47). Por tal razén y debido o los resultados ob-
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wervados in vive (tanto en humanos como en animales de
experimentacidn), se ha clegido a la vancomicina como -

¢l medicamento apropiado para el tratamiento de la coli

s psewdomembranosa (h7,1u7)-

n, CONSTITUCTON ANTTGENICA.

Los resultados de los estudios enfocados a la in--
vestigacion de la estructura antigénica de glgftfigigl
gi{fisilg, muestran que este microorganismo posee dog -~
carbohidratos que le confieren espociticidad inmunolégi
ca (9h,96)1 uno de ellos ha sido extraido de la pared -
celular empleando NaOH 0.5 M y sa andlisis quimico mues
tra que estd constituido por glucesa, manosa, gulactoni
mina vy 6sforo en proporcidn molar 2t 0,65 ¢ 1 @ 0.63,
respectivamente; pero como se hia observado que aun eli-
minando el fésloro de cste polimero (mediante tratamien
to enzimitico), sus propiedades antighénicas no sc ven -
alteradas, se piensa que este elemento no forma parte -~
de dicha determinante antigénica.

El otro antigeno, se logrd extraer de la membrana
celular mediante el uso de fenol al 00%; los resultados
del analisis quimico correspondiente, establecieron la
giguiente composicidén: glucosa, glucosamina, tosfatos y
Acidos grasas en proporciom molar 2 : 1 @ 1.6 @ 0,04, -

regpectivamente. El1 tratamiento de cate segundo antige-



no con una solucion alcalinag (pl (1.5 Libera Ia pore -

cidn de aAcidos grasos, observiondase gue 1a Craccion res
tante se comporta inmunoldzicamente igual que Lo r~strug
tura completin extraids de Ta pared celular,

Lo mismwosa extudios redituaren b conocimiento e

gque ambos carbohidratos, tanto o presente en 1a pared

celular como ol extratdo de fa wmewbrana citopliasmica, =
reaccionan cuando se leg pone en contacto coun SUCT0 afle
ti-Clostridium sopdellify este sugtere que Clostyidiun

adifficile v Clostridium sordellit cowparten determinan-

tes antigénicas y que la elaboracion de un sistema sero

Logico especifico para 1a deteccidon de Clostridium die-

fficile supondris la inclusidn de sueros adsorbidos con

los antigenos de Clostridium sordellii {(94,96),

', INMUNTDAD,

La inmunidad que se observa en la colitis pseudo~~
membrancsa es primovdialmente de tipo antitdxico vy no -
antibacteriano; experimentos realizados en hamsters (67)
han demostrado que Lo inmunizacidon activa de estos ani-
males con toxoide A o bien con foxoide B, provoca la --
produccién de altos titulos de anticuerpos contra la tg

xina correspondiente (Tabla 2.10).



Tabla 2.10.- Titulo de anticuerpos de hamsters

inmunizaidos con toxoide A y B,

. PN e

, ; I . i . . .
Tftulo {Titulo de anticuerpos  de los hamsters inmuni

; contra jzados comn:

‘ a .

; Toxotde & i Toxoide
s : i e ,
{Toxina Al 10,240 - 20 480 ; N©

| ‘

[ Toxina B’ N l 20,480
1 2 — ——

a Titule expresado como el reciproco de la mixima dilu.
cién de suero gue neuatraliza la actividad ecitotdsics
de lu toxina correspoudientn en uu cultive de células

CHO-KTI (células ovaricas de hamster chino).

b No se detectd neutralizoacidn de la actividad citotdxi

ca de la toxina correspondiente,

Sin embarge, se ha observado (67) que no ohstante
que los animales hovaon sido previamente inmunizados (i§
distintamente con cualquiera de los toxoides: A o HB) no
existe proteceidn alguna, va gue si se les administra -
clindamicina no g redoace la severidad de los daitos que
éata dnduce en el ciego de dichog antmales; este hecho
hace suponer que una proteccion ofectiva itmplicaria la
inmunizacion de [os animales ton un toxoide preparado -
con ambas toxinas (toxoide AB). Estudios realizados al
respecto (67), han mostrado gue hamsters inmunizados «-
con toxoide AR quednn completamente protegidos de las -

consecuencias letaley que ocasiona la presencia de am--
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bas toxinas,

Agimismo, se ha practicado la inmunizacidn pasiva
de ratones con las antitoxinas correspondientes y, en -
tal caso, los resultados obtenidos mucstran gue los ra=-
tones inmunizados con antitoxina A quedan protegidos --
tan s6lo contra la actividad de la toxina A pero no - -
frente a la accidn fesiva de la toxina B ¥ viceversa, =
demostrindose com ello gque ambas toxinas son nntigénicg
mente diferentes (60},

'Por lo que toca a la respuesta inmunoldgica obser-
vada en pacicentes con colitis pseudomembrancsa, estu- -
dios recientes (2,123}, han demostrado la presencia de
anticuerpos contra ambasg toxinas, aunque en log casog -
agudos de la enfermedad ¢l paciente posee un titulo ma=-
yor de anticuerpos contra la toxina B que contra la A,
Ademéas, se detectd que darante el perlfodo de convalecen
cia no s6lo pergiste el predominio de los anticuerpos -
contra la toxina B, sino que su titulo ze incrementa --
cuatre veces o mas con respecto al determinado en las -
fases iniciales del padecimiento. Aronsson y colaborado
res (2) sugieren que el hallazgo de titulos menores de
anticuerpos frente a la toxina A podrfa atribuirse a -
una menor produccidn de toxina A, a una baja absorcidn
de la misma a través del intestino, o bien a que la to

xina A posce una inmunogenicidad dinferior a la de 1la B.
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Es importante hacer notar, que ain no se ha esta--
blecido si1i los anticuerpos formados degempeiian un papel
importante en la proteccidn contra posibles reinfeccio-

nes,
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III. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnéstico de¢ la colitis pseudomembranosa en -
el laboratorio requiere de estudios histoldgicos y bac-
terioldgicos; los primervos estin encaminados a poner de
manifiesto las lesiones caracteristicas de la enferme--
dad mediante ¢l empleo de la proctosigmoidoscopian y, ==
los segundos, se enfocan esencialmente a la deteccidn -
de Clostridium difficile y/o de sus toxinas en las eva-

cuaciones del paciente,

&o. DIAGNOSTICO HISTOLOGICO,,

En general, las lesiones que se presentan en la co

litis pseudomembranosa muestran las siguientes caracte-
P
rigticas:

-~ Macroseopicamente, sc¢ observan como miiltiples -«
placas (pseudomembranas) grises, blancas o amarillentas
de 2 a 5 cm de diametro, adheridas a 1a mucosa del co-=-
lon; en etapay avanzadas de la enfermedad, dichas pla--
cas pueden llegar a unirse y cubrir grandes regiones --
del intestino grueao (5,7h)u

- Microscépicamente, exhiben una variedad de cam--
bios que, de acuerdo con 1a geveridad del padecimiento,
se han clasificado dentro de trea grupos (97):

1. El primero comprende aquellas lesiones que se -
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presentan al principio de la enfermedad y consiste en -
necrosis focal del epitelio intestinal, con la presen--
cia de un pequefio exudado en la lamina propia.

2, El smegundn =¢ caracteriza por la destruccidn de
glandulas propias de la mucosa y la sustitucidn de és—-
tas por pscudomembranas compuestas por fibrina, mucina
y leucocitos polimorfonucleares.

3, Bn ¢l tercero {la forma mas avanzada de la en--
fermedad) , Yo cambios que se obzervan son mis severos;
existe necrosis estructural completa de la lamina pro--—
pia y la presencia de una pseudomembrana firmemente uni

da,
En ninglGn tipo de legidn se han encontrado eviden-
cias de invasidn bacteriana de la mucosa intestinal ni

se ha detectadoe la presencia de estructura microbiana -~

alguna en las pseudowmembranas (74).

b, DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO.

b.1. METODOS PARA LA DETECCION DE Clostridium difficile

EN MUESTRAS FECALES,

b.1.1. CULTIVO.

El método mis prActico para aislar a Clostridium -



gifficilg a partir de las evacuaciones de los pacientes
afectados, es aquél en el que dichas muestras se inocu-
lan directamente en los medios de cultive sclectivos an
tes mencionados (CFA, CCFA y PCCFA): 1a incubacidn se -
lleva a cabo en condiciones de anaerobiosis, a 3706 y -
durante 48 horas (74). La identificacidén posterior del
microorganismo se¢ realiza considerando las caracteriﬂti
cas bioquimicas y/o sceroldgicas mencionadans en el capi-
tulo anterior (Figura 3.1).

Por otro lado, se ha propuesto ¢l uso de etanol ab
soluto como agente selectivo en el aislamiento de Clos=-

EEEQZET gifiigiﬁg a partir de wmateria fecal (19,130); -~
dentro de esta metodologla, en lugar de los medios de -
cultive gelectivoy antes citados sc¢ utiliza agar infu--
sién cerebro corazdén adicionade de hemina, vitamina Kj,
cisteina v sangre desfibrinada de caballo (19)., Fn este
caso, el paso inicial consiste en mezclar diluciones de
la muestra fecal con etancl absoluto (esterilizado por
tindalizacidn) a una concentracidén final del 50%, y de-
jar reposar darante 1 hora a temperatura ambiente; pos=-
terior a este tratamiento, la muestra se inocula en el
medio de cultiveo ¥y se procesa bajo las condiciones de -

incubacién ya sefinladas (19), (Para detalles en la meto

dologia consultar Anexo II).
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b.1.2, INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA,

E1l fundamento bdsico del que dependen las técnicas
que emplean anticuerpos fluorescentes, es la especifici
dad de 1o combinacidn del antigeno con ¢l anticuerpo co
rregpondienie v de las propiedades fisicogquimicas espe-
ciales de cliertoy colorantes conocidos como fluorocro--
mos; estos Gltimos Lienen la capacidad de absorber luz
de pequefia longitud de onda y emitir instantineamente -
una luz de longitud de onda mayor. Los {luorocromos que
habitualmente se emplean para marcar (coujugar) anti- -
cuerpos son fluoresceina y rodamina (generalmente bajo
la forma de isotiocianutou), produciendo una fluureuceg
cia amarillo verdosa y vojo naranja respectivamente (Fi
gura 3.2): no obstante que ambos ofrecen bucnos regulta
dos, ¢l isotiocianato de {luoresceina tiene dogs venta--
jas importantes sobre la redamina: (a} el ojo humano es
mAs gengible a la fluorescencia amarillo vevdosa y (1)
es wmas comfin cbservar autofluorescencia de tono rojizo
que amarillo verdosa,

La eleccién de 1la téemica depende en gran parte de
la infoermacidén que se desea obtenery en general, se usa
la técnica directa para identificar un antigeno descono
cido y la indirectia cuande se intenta la deteceibn de «
anticuerpos.

Para efectuar la técnica directa (Figura 3.3), las
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extensiones del material problema se cubren con el antz
cuerpeo especifico marcado con fluoresceina vy se deja --
que reaccione con el antigeno en cuestidn; transcurrido
¢l tiempo apropiado, ¢l anticuerpo gque uo se combind se
celimina mediante lavados y, posteriormente, se procede

a examinar la preparacion al microgcopic de luz UV para
determinar la prescucia o ausencia del antigeno corres-
pondiente,

La técnica indirecta (Figura 7.%) se realiza en -~
dos ctapas: en 1a primera se hace reaccionar el nntigé—
no con su anticuerpo y, en la segunda, se adiciona un -
segundo anticuerpo, una antigammaglobulina marcada con
fluoresceina, que permitird visualizar la reaccidn anté
geno-anticuerpo inicial v, con ello, detectar la presen

cia del antigeno o anticuerpo en estudio.
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Figura 3.2.- Espectros de absorcién y emisién:

A) Isotiocianato de fluoresceina conjugado.

B) Isotiocinnato de tetrametilrodamina con

jugado.
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Figura 3.3.- Inmunofluorescencia directa.
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Figuras 3.4.~ Ynmunofluorescencia indirecta,
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Wiléon y colabaradores (129} adaptaron la técnica
directa para detectar a Elgitgigigg Qif{igilf directa-=
mente en las evacuaciones del paciente; en este caso, -
extensiones de lag muestrag fecales en estudio, previa-
mente {ijadns con ctanol, se¢ cubren con anticuerpos ane
ti-elgggtigigw gigfiﬁiig marcados con isotiocianato de
fluoresceina vy al obhdervar dichas preparacionss en el -
microscopio de luz UV se detectari fluorescencia adlo -
5i el microorganismo estd prescnte en la muestra examie-
nada. {Para detalles en la metodologia consultar Anexo
11).

Un total de 138 pacientes afectados fué investiga-
do mediante esta técnica, cultivo y andlisis de toxici-
dad en lineas celulares (129) y los reaultados obteni--
dos revelaron una coincidencia del 91%, lo cual indica
que el empleo de anticuerpoy fluorescentes puede consti
tuir un buen recurso para diagnosticar ripida y confia-

blemente la colitis pseudomembranosa en el laboratorio.

b.1.3. E L I S A.

Durante los (ltimos aiios el desarrollo de métodos
inmunoenzimaticos ha permitido adaptarlos como instru--
mentos importantes en el diagndéstice de diversas enfer-
medades, Egtos se basan en ol empleo do antigenos o an-
ticuerpos marcados con una enzima, cuva actividad cata-

1itica sobre un sustratoe cspeclfico, facilita la identi
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ficacién y cuantificacidn del antigeno o anticuerpo en
estudio, Las enzimas que generalmente se ntilizan para
este propdésito son: fosfatasa alealina vy peroxidasa,

Dentro de los méiodos que hacen ngo de enzimas co-
mo marcadorcs se encuentra el denominado ELTSA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) que permite detector diver-
sos antigenos y anticuerpns.

PRINCIPIOS DE LAS VARIANTES DE ELISA COMUNMENTE EM
PLEADAS EN EL DTAGNOSTICO:

a) DETECCION DE ANTIGENOS UTILIZANDO ANTIGENOS MARCADOS.

Las pruebas que utilizan esta variante se basan en
la competencia que se¢ establece entre un antigeno marcé
do y uno no marcado, por unirse a una cantlidad limitada
de anticuerpo. En este tipo de prueba, la primera opera
cidn que se realiza es el acoplamiento figico o quimico
de 1a cantidad apropiada de anticuerpn a una fase 8dli-
da (placas de poliestiveno, polipropileno o polivinilo).
Una vez adsorbido el anticuerpo, se¢ adiciona separadoe--
mente pero de manera simultanea, el antigeno marcado --
con la enzima y una mescla constituida por antigeno mar
cado y muestra en la gque se sospecha gque exigte el anti
geno en estudio; despubs de un periodo de incubacidn de
terminado y de que se ha efectuado el lavado correspon-
diente, se agrega el sustrato adecnado y, previa incuba
c¢ibn, se mide la absorbancia del producto de la reac- -

cién enzimitica tanto en las placas en donde sé6lo se --
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adicionéd antigeno marcado, como en aquellas en las que
se colocd la mezcla. La concentracién del antigeno en =
las muestras problema, se obtiene extrapolando en una =~
curva patrén el valor de la diferencia de absorbancias

determinadas en ambos casos {(Figura 3,5).

i1, Adsorcibén del anticuerpo especifico a la fase
sbdlida.

2., Adicién del antigeno marcado (2A) y del anti-
geno marcado + muestra problema (2B) en forma
gseparada. Incubacidn.

Taags

J%ﬂ__t’v

2A 2B

3. Incubacidén, una vez adicionado el sustrato re
velador y medicidén de la absorbancia del pro-
ducto de reaccidn.

:_'- 1: g I
VY| g__g@m%f

A

Conc. del Ag en la muestra problema = AbsjA - AbBBB

Figura 3.5.- ELISA competitivo para la deteccibn de -

antigenos.
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b) DETECCION DE ANTIGENUS UTILTZANDO ANTICUERPOS MARCA-
D05 (METODO DEL DOBLE ANTICUERPO}.

En esta prueba, el antigeno contenido en la mues--
tra, reacciona con un exceso de anticuerpo adsorbido a
) 1
la fase a6tida, previa incubacién; posteriormeunte, se -
lava adecuadamente y se¢ adiciona nn segundo anticuerpo
dirigido contra el anticeno bajo investigacidn pero aho
va marcado con La enzima y, a continuacidén (previo lava
do), se agrega cl sustrato especifico para cuantificar
el producto de reaccidn, En este caso, la concentracibn
del producto de la reaccidn enzimadtica es directamente
. " r » £
proporcional a la concentracidn del antigeno presente -

en la muestra problema (Figura 3,6),

1, Adsorcidn del anticuerpo especifico a la
fase sdlida.,

o

2, Incubacibdn c¢on la muestra problema.

Qes

3., Incubacidn con el gegundo anticuerpo mar
cado con la enziwma.

]

4, Incubacién con el sustrato revelador,

B ol Bl |

Figura 3.6.- ELISA: método del doble anticuerpo para la
deteccidn de antigenos.
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¢) DETECCION DE ANTICUERPOS,

‘n o1 caso de que se efectlen investigaciones in--
versas para diagnosticar la enfermedad, el procedimien-
to que genevalmente se emplea para la deteccidn y cuan-
tificacidén de anticuerpos es, en esencia, cl signiente:
el antigeno, que es ahora la particula acoplada a 1a fa
se sb6lidn, es incubado con una dilucidn elevada del sue
ro problema; después del lavado correspondiente, los an
ticuerpos unidos a la fase s6lida (antigeno) se detec--
tan incubando el complejo formado con un exceso de anti
gammaglobulina humana marcada con enzima, Una vez trans
currido el tiempo adecuado v efectuado el lavado corres
pondiente, se¢ adiciona el sustrato indicado, el cual se
& convertido por la enzima para formar un productoe de

reaccién colorido (Figura 3.7).

anti-TgG marcada
con la enzima

anticuerpo {pro-

“veniente del sue
ro problema)

antigeno adsorbi
do a la fasc sé6-
lida

Figura 3.7.- Secuencia de unidén antigeno-anti-~
cuerpo en la deteccidn de anticuer

pos por ELISA,



Yolken y colaboradores (132) adaptaron nna de lasg
variantes de ELISA para detectar Clostridium difficile
en las evacuaciones de¢ los pacientes afectados; éste en
plea placas de poliestircno recubiaertas de anticuerpos
anti-Clostridium difficile, n lay cuales s0 adiciona --
una suspension de las evacuaciones problema (suspensibn
al 10% en solucidn salina amortiguada con fosfatos); --
tras un periode de incubacién, se lava y, a continua- -
cibn, se adiciona un srgundo anticuerpo contra CloqE§1~

d1um ﬂf2515112 preparado en cabras. La comprobaciédn de
que este Gltimo quedd unido revela que el microorganis-
mo se encuentra en la materia fecal y, por tanto, que -
es el probable agente ntiolduico del padecimiento; para
lograrlo, sc¢ agrega un tevcer anticuerpo ahora antiga--
mmaglobulina de cabra marcada con fosfatasa alcalina -~
(previa incubacidén y lavado) y p=-nitrofenilfosfato como
sustrato revelador (Figura 3.8).,

Los resultados obtenidos al emplear este método -
han sido satisfactorios, pues el 1005 de las muestras -
que resultaron positivas con éste, tambifn lo fueron al
ensayar su citotoxicidad en cultive de tejidos., Estos -
datos muestran por 1o tanto, que esta metodologia ofre-
ce otra alternativa para la deteccibén rapida de Cloqtrl-

dlum dlff1c110 directamente en las evacuaciones de los

pacientes afectados (132).
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Adsorcidn del primer anticuerpo anti-

concjosf a la fase solida.

| *

Incubacidén con la muestra problema --
{suspensidén de las cvacuaciones del -
paciente afectado).

-

Incubacidén con un tercer anticuerpo:
antigammaglobulina de cabra marcada =
con la enzima (fosfatasa alcalina),

=

Adicidn del sustrato revelador (p-ni-
trofenilfoufpto)

.

- - - - -

diante ELISA,
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b.2, METODOS PARA LA DETECCION DE LAS TOXINAS PRODUCI-~

b.2.,1., CITOTOXICIDAD EN CULTIVO DE TEJIDOS.

La deteccidén de las toxinas producidas por Clostris

QEET QEEEiEiEﬁ empleando diferentes cultivos celulares,
regsulta un proceso no sélo considerablemente contiable,
gino adewds muy gensible para ol diagndstico de la colz
tis paeudomembranosa (5,6,7,74): es posible detectar —-
cantidades de hastan 500 ng de toxina/ml (69).

Para llevar a cabo esta técnica, e8 necesario efeE
tuar la centrifugacidn de las muestras fecales por in--
vestigar (g1 fstas no sou liquidas, se debera preparar
un cxtracto acuoso de las mismas); el sobrenadante asi
obtenido se mezela con una serie de antibidticos {(peni-
cilina, estreptomicina, polimixina, neomicina, anfoteri
cina B) para evitar contaminaciones posteriores, o bhien,
ge filtra a través de una membrana con porn de 0.4h5 A=
de diametro, Posteriormente, se inoculan nlicuotas de -
estas preparaciones en el correspondiente cultivo celu-
lar y se incuban hasta observar algin camhio en Ta wor-
fologia de las células {5,74): el tiempo en el que apa-
recen los efectos citopaticos es inversamente proporcig
nal a la cantidad de toxina presente. Cuando existen al

tas concentraciones de toxina, los cambios pueden apare



- 85 -

cer al final de la primera hora de incubacidn; en situa
cién contraria se les podra observar sbdlo después de 24
o 48 horas (27).

En cuanto a los tipos de células que se pueden eme
plear, se ha observado que la gran mayoria suele ser --
susceptible al efccto de ambas toxinas (35); entre los
cultivos celulares que con mayor €xito se han utilizado
ge cuentan loy constituidos por c¢élulas amnioticas hqu
nas, de rifién de hamster (BHK-21), Hela, de rifidn de co
nejo, fibroblastos pulmonares humancs (Wi-38), de célu-
las de ovario de hamster chino (Cli0), de hepatoma de ra
ta (MHC) o de tumores adrenales de ratdn (YI) (31,35).
No obstante que en todeos ellos ambas toxinas inducen --
cambios morfoldégicos similarcs, se ha detectado que la
B es 1,000 veces mas citotdxica que la A (Tabla 3.1)(35,

113).
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Tabla J.1.-« Efecto citotdxico de las toxinas A

y B de Clostridium difficile en di

PR . e ey e v o

ferentes cultivos celulares,

Cambios morfoldgicos sufridos -
Toxina | Concentracién’ | por diferentes tipos de células:b
YT CHO Hel.a MHC
| S S
A 20,00 ag/ml [ - +4+ 4
5.00 cg/ml s LS + +
1.25 ceg/ml ++ + - ++
0.131 '/Lg/nﬂ‘ +4 - - +
0.08 seg/ml + - - -
0,02 //Lg/m] - - - -
B 20,00 ng/ml ++ L4 ++ ++
5.00 ng/ml ++ - 44 ++
1.25 ng/ml +4 X 4 +
0.31 ng/ml + 4+ +4 +t +4
0.08 ng/ml + + + +
0.02 ng/ml + - - -

a Concentracidn final de toxina en el cultivo celular.

b ++, la totalidad de las cllulas redondeadas; +, la ma
yoria pero no todas las células redondeadas; -, célu-
las sin cambio morfolégico después de 18 horas de in-

cubaciébn,

YI « Cultivo de cfiulay de tumorcs adrenales de raltédn,
CHO -~ Cultivo de células ovaricas d: hamster chino.
Hel.a~ Cultivo de c¢lulas de carcinesa de cérvix,

MHC - Cultivo de cflulas de hepatom: de rata.
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Una variante complementaria que incrementa la re--
presentatividad de estu metodologia, es la demostracidn
de que los efectos citopiticos pueden ser neutralizados
mediante la antitoxina apropiada; esto regulta necesa--
rio para dar especificidad a la prueba, dado que en el
caso de algunos desdrdenss gastrointestinales y adn en
pergonas aparentemente sanas pueden existir otros agen-
tes inclugive de cariicter toxigfnico, gque provecan cam-
bios en la morfologia celular (5,6): estudios realiza--
dos por Bartlett (6), indican que en las evacuaciones -
de aproximadamente un 15% de pacientes con diversas en-
fermedades gastrointestinales no relacionadas al empleo
de antimicrobianos, se¢ encuentran toxinas citopAticas -
de diferente naturaleza.

En cuanto a la metodologia, la neutralizacidén se -
efectuaba antericormente incubando filtrados de las eva-
cuaciones de los pacientes con antitoxina inducida por
la exotoxina do CEQZEiEQiBT anggllfz durante un perio=-
do de tiempo determinado y, a continuacion, adicionando
esta mezcla al cultivo celular elegido para la prueba -~
(28), Actualmente, aunque se sigue casi el mismo proce-
dimiento, ya no se emplea dicha antitoxina, pues ahora
se cuenta con sueros que contienen anticuerpos frente -
a las dos toxinas eloboradas por Clostridium difficile;

v i i Y

con ello se ha leogrado incrementar la especificidad de

este método diagndéstico (37,66). (Para detalles en la -
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metodologia consultar Annxo II),

b.2.2. CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE).

Esta téenica so basa en el corrimiento electroforé
tico del antigeno y el anticuerpo que han sido coloca--
dos en pozos practicados en un gel de agar, dispuestos
uno frente al otro; al efectuarse la reaccidn correspon
diente, en la zona de equivalencia s¢ formardn bandas -
de precipitacidén que indicaran howologia. Este método -
puede emplearse para muchos sistemas distintos pero re-
quiere que los antigenos migren hacia el 4nodo, porque
generalmente los anticuerpos se dirigen hacia el cédtodo.

(Figura 3.9).

e i | o
<o W | y— e
O A
LR S e
Q r— -ga[ —_
- e | -

Anodo + /’ /
/

- Catodo

Anticuerpos \/ Antfgeno

1lincas de
precipitacidn

Figura 3,9.~ Principlos de la contra--

inmunoelectroforesis (CIE).
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Hasta hace pocos afios la contrainmunoelectrofore--
sis fué propuesta como insirumento para el diagndstico
de la colitis pscudomembranosa (107,124,131): los prime
ros intenlos por aplicarla fueron realizados por Welch
vy colaboradores (124), quicnes la emplearon en la iden-
tificaciodon de cepas foxixdénicas de Cluostridium diffici-
EQ. Por otvo lado, Ryau y asociados (103) hiecieron uso
de ¢lla para desarrollar una prucba rapida y sensible -
que permitiera detectar tas toXinas de Clostridium di--
Egisilg dirvectamente en las evacuaciones de los pacien-
tes afectados (para detalles en la metodologia consul--
tar Anexo II); este paso fué importante dado que hasta
ese momento, las toxinas de este micvoorganismo solameg
te podian identificarse utilizando ¢l andlisis de toxi-
cidad en cultivos celulareg (107),

Los resultados obtenidos con dicho método fueron -
gatisfactorios, ya que sc demostrd que su sensibilidad
era comparable a la de la prueba en la que se emplean -
cultivos celulares (Tabla 3.2Y (103).,

Ademds de lo antes mencionado, la contrainmunoelec
troforesis ofrece las ventajas de ser un método senci--
110, especifico, relativamente econdmico y rapido (el -
tiempo requerido para llevarge a cabo, incluyendo la --
preparacién de lag mucstras fecales, oscila entre 75 ¥y
90 minutoes), por lo que parecia haberse encontrado una

prueba eficaz para el diagnostico de la colitis psecudo-
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membrannsa (103,125%); =sin embargo, estudios posteriores
{(50,60,65,1006,125) han demostrado que el uso de la con-
trainmunoelectroforesis conduce a un alto porcentaje de
resultados falgos-positivos (Tabla 3.73).

Poxton v Byrue (95) han establecido que la aparcen-
te falta de ecspecificidad se debe a que la antitoxina -
comiinmente cmpleads en este mbtodo contiene, ademias de
anticuerpos frente a lag toxinas de Clostridium diffici-
lg, anticuerpos contra antigenos de superficie del pro-
pio microorganismna; de tal forma que aunque nn egtén —-
presentes las toxinas, basta que existan antigenos ﬂomé
ticos para que aparezcau 1as lineas de precipitoacidn.,

Estudios subsecuentes realizados por Weat y Wil~ -
kins (125) corroboraron ecste hecho al demostrar que - -
cuando se emplean comn antigeno sobrenadantes de culti-
ves no toxigénicos de Clostridium difficile, también a-
parecen bandas de precipitaciéon de caracteristicas 8imi
lares a las obtenidag en presencia de toxina.

Es dimportante sennlar que la frecuente presencia =
de Clostridium sordellii y Clostridium bifermentans en
las evacuaciones humanasg, puesto que forman parte de la
flora intestinal, cantribuve a la obtencidn de resulta-
dog falsos-positivos, ya que estd comprobardo que estas

dos especies comparten al menns una determinante antigé

nica con Clostridiun d11f1c1lv v, por ende, reaccionan

O
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con la antitoxina que se sucle usar (60,9%,95,124),
Considerando 1o antes expuesto resultaria conve- =
niente evaluar nnevamente este método pero ahora utili-
zando nna antitoxinng adecuadamente purificada {que sb6lo
contenga anticuerpos frente a ambas toxinas), para esta
blecer la utilidad de la contrainmunocelectrotoresis en

el diagndatico de la enfermedad).
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Tabla J.2.- Comparacion de la sensibilidad de

la CIE y la prueba de citotoxici-

dad en cultivos

se aplican en la deteccidn de

toxinas

Método

Citotoxicidad
en cultivos -
celulares

Contrainmuno-
electrofore--

isis (CIE)

Resultadn con la dilucihn correspondiente

de toxina

de

celulares cuando

1as

Clostridium difficile

control:®

1

,"1 -~

+

4

-
10~

10 10" 11073 g™
+ + + -
+ + + -

a Toxina control:

toxigénica de Clostridium difficile

sobrenadante del cultivo de una cepa

Tabla 3.3.- Porcentaje de resultados falsos -

positivos en diferentes estudios,

Referencia % de falsos-positivos
Jarvis!;6 15%
Levin06) 24%
Sandslo6 h7%
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IV, TRATAMIENTO

Considerando el cuadro clinico caracteristico de -
la colitis pseudomembranosa (diarrea abundante -de 10 a
20 evacuaciones al dia« a veces con moco y sangre, coli
cos abdominales, nalseas, vomito, fiebre, leucocitosis
e hipoalbuminemia) las medidas terapeQlicas inmediatas
que ayudan a mejorar la condicidn del paciente incluyen
(48,74,109,119,126) :

a. La supresién del o de losg antibidticos que descncade
naron el proceso.

b. La administracidn por via endovenosa de¢ solucioneg -
que mantengan el equilibrio electrolitico v prevengan -
la deshidratacién del paciente.

c. La eliminacidn de agentes antiperistdlticos (atropi-
na, belladona o difenoxilato), con el objeto de ayudar
a4 digminuir el tiempo de contacto de las toxinas con la
mucosa intestinal y, por consiguiente, el dafio causado
a éata.

Ademis de estas medidas, la parte esencial del tra
tamiento radica en el empleo de agentes antimicrobianos
para la erradicacién del mieroorganismo; el antibidtico
gue hasta el momento ha dado 1los mejores resultados ces
la vancomicina. La administracién de este medicamento -

es por via oral y en dosis que oscilan,.segin la severi
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dad del padecimiento, entre 0.5 y 2.0 g/dia durante - -
7 a il dias; la diarrea, la fiebre v demis sintomas des
aparecen desputs de 2 a 5 dias de haberee iniciado la -
antibhioticoterapia. Asimismo, se ha determinado yue la
concentracion de las toxinas en lag evacnaciones dismi-
nuye degpuds de transcurridos 1 a 2 dias de tratamiento
(15,39,48,75,99,108,109) .

No obsgtante loy buenos regultados obtenidos coen el
uso de la vancomicina, en algunos casos se ha presenta-
do el problema de recaidas, diag despuds (uproximadameg
te entre 4 vy 21) de concluida la terapia con dicho medi
camento; gin embargzo, s¢ ha obaservado que la ndminintre
cibén de vancomicina nuevamente resuelve la sintomatolo-
gia definitivamente (14,42,72,126). Al respecto se han
propuesto dos posiblea mecanismos gue explican el ori--
gen de lay recaidas, BL primero de cllos establece gue
existe una reinfeccién del medio ambiente cuando toda--
via la flora normal del intestino no esta perfectamente
restablecida para prevenir la proliferacidn de Qkostri—

(RN

dium difficile (1%4,39) vy, el secgundo, postula que Clos-

tridium difficile pucde gobrevivir al tratamientoe en --
forma esporulada, recolonizando nuevamente el intestino
cuando se suprime el antibidtico (14,89).

Dado el alto costo de 1a vancomicina, se ha pro- -

puesto el uso de la bacitracina como alternativa en el



tratamiento de la enfermedad; las experiencias que se -
tienen con este antibidtice indican gue su administrae-
cidén por via oral en dosis de 100,000 U/dia durante 7 a
10 dias resuelve satisfactoriamente las manifestaciones
clinicas que se presentan (10,118),

Ademas de la terapia encaminada a la erradicacién
del microorganismo existe la dirigida a 1In inactivacidn
de las toxinas; esta allima se logra mediante la admi--
nistracion oral de vesinas de intercambio anidnico en -
dosis de 16 g/dia durante 2 a 5 dias. Las resinas que -
regularmente se usan con edte fin son colestliramina y -
colestipol, ambas son capaces de unirse a lag toxinas -

¢ tanto in vivo como in vitro ==

de Clostridium difficil

(48,59,115).

Desafortunadamente, esta terapia no ha reportado -
buencs resultados puesto que tan s6lo se beneficia al -
paciente mientras existen las resinas a nivel intesti--
nals de tal manera, que al suprimirse éstas ge prescn--
tan nuevamente los sintomas (48,59). Para que ¢l empleo
de estasg resinas resulte e¢ficaz, se ha sugerido su com-
binacidn con dosis elevadas de vancomicina {2 g/dfa), -
de tal forma que a la ver gue se inactive a las toxinas
'existontes, se elimine al microorganismo productor de -
las, mismas (115).

En un intento por encontrar nuevos mbétodos de tra-
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tamiento, se ha cnsavado el restablecimiento de la flo-
ra normal mediante enemas fecnles; esta medida terapeQ-
tica se basa en el hecho de gue la presencia de una flo
ra inalterada constituve ol mejor mecanismo Jde defensa
del huésped para inhibicv el establecimiento y desarro--
1lo de microorganismos patdgenod. Los enemas s¢ prepaw=-
ran con muestras fecales de individuos sanos, asegurin-
dose que éstas estdén libres de virus, parasitoes y bacte
rias patdgenas; aplicandodge al paciente dos veces al ~-
dia. Hasta el momento cste método se ha empleado sdlo -
e pacientes que no responden a la terapia com(inmente -
aceptada, obteniéndose resultados positives en un B0Y% -
de los casos atendidns con este tipo de tratamiento. La
recuperacion de estos pacientes Tué riapida, ya que el -
tiempo requerido para e¢llo oscild entre 5 y 12 dias (22
48) .

Finalmente, se recomienda la cirugia para aquellos
casos en los que, por no haber respuesta a ningin tipo
de tratamiento, la enfermedad evoluciona hasta el grado

de presentarse perforaciones en el colon (48).



V., PREVENCION

La medida mAs recomendiable para prevenir el desa--
rrollo no sdlo de 1a colitis pscudomembranosa, sino de
muchas otras enfermedades intestinales de origen bacte-
riano, es evitar el mal uso de los antimicrobianos. Sin
embhargo, actualmente se esgtudian otros recursos en ani-
males de experimentacion que pueden aparccer posterior-
mente como opciones aceptables; uno de ellos es la admi
nistracidn oral de preparaciones bacterinnas elaboradas
con cliertas especies microbianas integrantes de la flo-
ra normal del intestino que; segin se ha demostrado, -—-

son capaces de inhibir el desarrollo de Clostridium di=

fricile (48,71,101,102), Esta medida estd dirigida so--

bre todo a pacicntes que estin o seran sometidos a tra-
tamientos antimicrobianos prolengados (48), Las rspewe -

cieg gue suprimen 1la proliferacidn de Clostridium diffi-

¢cile son: Streptococcus faec aI1Q, Streptococcus faecium,

Streptococ ug milis, Luctohuclllus acidophilluy, Lacto-

bacillus bulgaricus, Bifidebacterium adolescentis, Difi.

. e e Y e RO ra e e L e e e T e e - -

dob1ctor1um infantis v BxfxdobaLtvrlum 1onuum {71,101,

-, [ R U DR

102).
Estudios realizados en hamsters han rdemostrado que
la administracién de LACTINEX (preparacidén comercial de

Lactobacillus ac1doph111us y Lactochi]]uﬁ hulqaricus)
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previene el desariollo de ileocecitis inducida por el -
tratamiento con antibidticos (48).

Otra medida protfildctica que se ha sugerido, es la
aplicacidén del toxoide preparadn con ambas toxinas (to-
xoide AB); los resultados obtcenidos en este caso, mues-
tran que los animales asi tratados quedan completamente
protegidos del efecto lesivoe de las toxinas (67).

No obstante que las medidas citadas pudieran resul
tar aplicables en la prevencidn de la colitis pseudomen
branosa, cabe seiialar que también es importante tomar -
las siguientes precauciones para evitar 1a posible trang
misidn del padecimiento (48):

(1) EX aislamiento de losa pacientes afectados.

(2) La descontaminacién de Tlas habitaciones ocupadas --
por los mismos.

(3) La esterilizacién del instrumental empleado en el -
examen de los pacientes (sigmoidoscopio y proctoscg

pio).
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VI. CONCLUSIONES

En 1o que se refiere al aislamicnto de Clostridium -

difficile:

- la fuente primordial es la materia fecal de los pa
cientes afectados.

- los medios CFA, CCFA y TCCFA se consideran los de
eleccidn, aunque se ha comprobado que el dltimo da
los mejores resultados.

- el uso de taurocolato de sodio y lisozima en di- -
chos medios favorece en gran medida la recupera- -
cidén del microorganismo en forma esporulada.

Por 1o que respecta a las toxinas:

- en ellas radica la patogenicidad del microorganis-
mo .

~ ¢l efecto principal de la toxina A es la acumula--
cibén de fluidos, por 1lo que se le considera 1la res
ponsable de los cuadros diarreicos obscrvados en -
la colitis pscudomembranosan,

- la actividad de la toxina B es primordialmente ci-
totdxica: modifica la permeabilidad de la membrana
celular; posece accion selectiva sobre células del
epitelio coldnico.

- el mecanismo de accibén de cada una de ellan ez des

conoce,
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- son antigénicamente diferentes.

Por 1o que toca a la accion de los antimicrobianos -

frente al microorganismo:

- e8 altamente rvesistente a: clindamicina, 1incomici
na, cefalotina, cefalexina y eefoxitina,

- es8 sensible a: penicilina G, ampicilina, tetracie-
clina, cloramfenicnl, eritrvomicina, rifampicina, -
bacitracina, metronidazol y vancomicina,

En relacién con la estructura antigénica, Clostridium

difficile:

- posee dos carbohidratos que le confieren especifi~
cidad inmunolégica: uno de ellog presente en la pa
red celular ¥ el otro en la membrana citoplasmica,

~ comparte determinantes antigtnicas con Clostridium

- an me eu o -

SOrdOl]]l y Clostridium ?fiﬂl@ggifﬁl

En cuanto a la inmunidad que se observa en la coli-w

tis pseudomembranocsa:

~ es primordialmente de tipo antitéxico y no antibas
teriano.

- en los cagos agudes de la enfermedad y aGn en los
periodos de cnnvnlecengia, el paciente posee un t£
tulo mayor de anticuerpos contra la toxina B que -
contra la A.

- no se ha establecido todavia si los anticuerpos --

formados tienen un papel importante en la protec--
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cién del individuo contra posibles reinfecciones.

En lo que se refiere al diagnéstico de laboratorio -

de la colitis pseudomembranosa:

- el definitive se establece cuando ademas de obser-
var las lesiones caracteristicas de la enfermedad,
se demuestra la presencia de las loxinas yv/o el ml
croorganismo en la materia fecal de loy pacientes
afectados.

-~ la deteccidn de &IQE&EZQEBT gifgigilg en las eva-w
cuaciones del paciente se logra mediante: cultivo,
inmunofluorescencia directa o métodos inmunocnzimé
ticos (ELISA).

- 1la dintroduccidén de métodos inmunoldgicos para de--
tectar al microorganismo directamente de las mues-
tras fecales, trae consigo una reduccién en el - -
tiempo requerido para establecer ¢l diagndstico,

- en algunos casos la rapidez en el diagnoéstico es -
decisiva para ¢l paciente por la severidad del da=-
fio causado.

- las toxinas producidas por ElgfgfigigT gi{gigilg -
se ponen de manifiesto mediante 1nvinvostignci6n -
de su citotoxicidad en cultivos celulares y a tra-
vés de técenicas de contrainmunoelectroforesia,

~ el empleo de cultivos celulares en la deteccion de

las toxinas se considera hasta el momento ¢l recur
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so mhs confiable vy sensible.

- 8i no 8se¢ adsorbe el suero empleado en la contrain-
munoelectroloresis es inespecifica pues conduce a
un alto porcentaje de resultados falsos-positivos,

Por 1o que respecta al tratamiento de la enfermedad:

-~ inicialmente incluye la supresidn del o de los an-
timicrobilanos que desencadenaron el proceso y la =
administracidn intravenosa de clectrolitos.

~ el antibidtico de eleccidn s la vancomicina,

« el dirigido a ta inactivacidonm de las toxinas no ha
reportado buenos resultados.

~ en algunos casos ¢l uso de enemas fecales regulta
satisfactorio,

Por lo que toca a las medidas que ayudan a prevenir

la-colitis pseudomembranosa:

- la principal radica en evitar el uso indiscrimina-
do de los antimicrobianos.

- ge estudia la pesible administracidn oral de prepa
raciones bacterianas que inhiben la proliferacidn
do Clostridiun difficilc.

- 8e investiga la efectividad de la aplicacién de to
xoide preparado con nmbas toxinas (toxoide AB).

Con resgpecto al desarrollo de la enfermedad:

- e}l mecanismo que lo induce radica en el desequili-

brio que sufre la flora normal del intestino por -
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el usgo desmedido de antimicrobinnos ya que dicho -

cambio favorece 1a mulliplicacidn de cepas toxigd-

nicas de 9195;[3919@ difficile registentes al o -~
los anlibioticos administrados,

- los antimicrobianoy quce con mayor frecuencia se -~
asocian a la colitis pscudomembranosa son: clinda-~
micina, lincomicina y ampicilina, aunque ya se ha

comprobado ¢ue existen otros.

- se presenta primordialmente en personas adultas,
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ANEXO I

COMPOSICION Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

AGAR CLOSTRISEL REFORZADO

Medio descrito para usarse en el cultivo de microorga--
nismos anacrobios esporogénicos; recientemente se ha re
portado su utilidad en el aislamiento de glostridium di-

fficile.

Composicidn:

Férmula eﬂ gramos por litro de agua destilada:
Extracto de levadura .eeecvesancaas 3.0
Extracto de'carne de 1res sivevseeees 10.0
Peptona Trypticase saeissessassasss 10.0
DEXTro5a sovevnnosrsssscursaanssroans 9.0

NaCl tuvaoviwvesosaosensacasussasns 5,0
Acetato do 90010 sivavaoseasssnenes 3.0
Almiddén S0luble wiveeceseannsesaness 1.0
Cisteind wevecevsscavenevanssssvesa 0o5

Agm‘ VBt uNEID S SENGGPIOSRBERUNUOOEOOEBOS 1305

pH final 6.8 %

Preparacidn:
Hacer una suspensién de 51 g del medlo deshidratado en
un litro de aguna degtilada. Mezclar totalmente y calen-

tar agitando frecuentemente. Hervir durante un minuto,



Distribuir y esterilizar en autoclave a 115°C (10 lie =

bras de presién) durante 15 minutos,

MEDTO CFA (CTCLOSERINA-FRUCTOSA-YEMA DE HIEVO-AGAR)
Medio ideado para emplearse en el aislamiento de Clos-

tridium ditficile.

Composicidbn:

Formula en gramos por litro de agua destilada:
Proteosis pepltonid ..ocieeevseconsces 40,0
I P Y

KHQPOQ e ¢

NaCl cisiiicivirnneanasvccnassesens 2.0

MgSOIl anhidro .iuiveviencensesass. 0.1

FructosSa sesesseesecnsranssssaansa 0.0

ALOT wassesssaaassrsssnsussssnasss 0.0

Sol, de rojo nentro al 1% en ¢tanol eoee. 3.0 ml

pH final 6.8 f

Preparaciébn:

Mezclar bien todos 1los componentes, Hervir durante un -
minuto y esterilizar a 121°C (no mas de 35 librags de --
presién) durante !5 minutos. Enfriar aproximadamente a

507C y anadir 500 gg/ml de cicloserina y finalmente adi
cionar 5 ml de una suspension al 50% en solucidn salina

estéril de yema de huevo; se agita vigorosamente y se -

reparte en cajas Petri estériles en cantidades de apro-
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ximadamente 17 a 20 ml.

MEDIO CCFA (CICLOSERINA-CEFOXITINA-FRUCTOSA-YEMA DE HUE
VO.AGAR)

Medio ideado para utilizarse en el aislamiento de 9125-
bridium difficite.

Coempasicidn:

Féormula en gramos por litro de agua destilada:

Protecsi peptona sesesvsunessvesss 40,0

NazHPO]l s 1 0

K”EPO& teevivessarecncasrsvensnsss 1.0

NaCl vuuevnaevcosseosonnsvoncasssnes 2.0

MgSO[‘ anhidro .coivneisrnereerasreas 041

Fructoda seveeevenorarsosssssansss 0.0

AGOr wevsnenassvaronasasrsasssncss 20,0

Sol. de rojo neutro al 1% en etanol eueus. 3.0 ml

pH final 6.6 %

Preparacidn:

La preparacidén es la misma que en el medio CFA, la difg
rencia radica solamente en que al momento de agregar la
cicloserina se agrega tamhidén la cefoxitina en concen--

tracidn de 16/ug/m1.
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MEDTIO TCCFA (TAUROCOLATO DE SODIO-CICLOSERINA-CUFOXITIw
NA-FRUCTOSA-AGAR)

dium difficile; la presencia de taurocolato de sodio en

tste favorece especialmente la germinacidn de las espo-

ras de dicho microorganismo.

Compogicidn:

Férmula en gramos por litro de agua destilada:
Protecsa peptona cieeaseeseseseess 10,0
1"4'(:211}301l O N

KH,PO, ovsciiieiniecanenaanenees 1.0

NaCl ..ceeveneessacosonosscasnssas 2,0

MgSOh ANhidro e.cesccenssenannsess 0.1
Fructodn cuseisceasavsnsassnccases 0.0
Taurocolato de 800i0 seceveesnsasas 1.0

ALAT tineusessosnctavsannssvsasnns S0,0

Sol. de rojo neutro al 1% en etanol ..... 3.0 ml

pH final 6.8 1

Preparacidn:

Mevzcelar bien todos los componentes. Hervir durante un -
minuto v estevilizar a 121°C (no was de 15 libras de --
presién) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a
50°¢ y anadir SOQ}Lg/ml de cicloserina v 16/ag/m1 de ce
foxitina. Se mezcla perfectamente y ge¢ reparte en cajas

Petri estériles en cantidades de aproximadamente 17 a ~
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20 ml.

GELOSA SANGRE

Composicion:

Formula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Trypticase (eieanevvieseess 15.0
Peptona Phytone .csesoscesssasuanes 50

NaCl sueeuvasnnaacessaanascssnases D.0

AZUY woieacevsvesansscvenncncnsanes 15.0

pH final 7.3 A

Preparacidn:

Se suspenden 40 g de polvo en un litro de agua destila-
da. Se mezcla bien Y Be calienta agitando frecuentemen-
te. Se hierve durante un minuto, se distribuye y esteri
liza a 121% (no mas de 15 libras de presion) durante -
15 minutos, Una ve2z esterilizado, se deja enfriar apro-
ximadamente a 40 - 45°C y #e agrega un 5 a 10% del volu
men total de mangre de carnero desfibrinada, Se vacia -

en las placas correspondientes,

BASE DE AGAR ROJO DE FENOL
Medio #bdlido apropiado pars usarse en las pruebas de --

fermentacidn de carbohidratos indicadas para la identi.-
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ficacidén de Clostridium difficile.

Composicidn:

Formula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Trypticase ...eeeeneaasss 10,000

NaCl seuvveoesncnveaonnnarensssscs 1.000

AZAT wevnsseusvnavrssansonnenasnss 15,000

Rojo de £enol seesessesssessnsasa 0.018

pH final 7.4 b

Preparacién:

Se suspenden 30 g del polvo en un litro de agua destilg
da y se agregan 5 a 10 g/l del carbohidrato que se de--
sea estudiar. Si este produce haja de pH, reajistelo. =~
Se calienta agitando frecuentemente y sge hierve durante
un minuto. Se distribuve y esteriliza a 1180C (12 1i-~ -

bras de presidén) durante 15 wminutos.

BASE DE CALDO ROJO DE FENOL

Medio liquido al que se le pueden agregar carbohidratos
para determinar con exactitud las diferentes reacciones
de fermentacidon que son dtiles en la identificacidén de

Clostridium difficile,

Composicidn:
Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona TrypticaSe seecesessace.. 10,000



- 110 -

NACl eueeenvescsscnnaccsssssnssee 2,000
ROjO de fen0l sueveeesennsceaceaess 0.018

pH final 7.4 %

Preparacidn:

Se disuelven 15 g del polvo en un litro de agua dest%le
da, agregandole de S a 10 g/1 del carbohidrato que se =
desea ecstudiar., Para investigar la formacidn de gases -
se pueden cuplear los tubos de Darham. Cuando el medio
se va a destinar al cultivo de microorganismos anaero.-
biog se le pueden agregar 0.5 a 1.0 g de agar o bien ==
0.5 g de L-cisteina HC1., Bl medio ya preparado se dig--
tribuye en los tubos correspondientes y se csteriliza a
116 - 118°C (no mas de 12 libras de presidn) durante 15

minutos.

CALDO TRTIPTOFANO

Medio empleado para identificar a Clostridium difficile
en base a la produccidén de indol a partir de triptofano.
Composicidn:

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Triptona .ce.cieessneasrasvecnnsess 10,0

Preparacién:
Disolver por calentamiento, repartir en tubos porciones
de 5 ml y esterilizar a 121°¢ (no mas de 15 libras de -

presién) durante 15 wminutos.
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MEDIO SIM
Medio semisdlido que se usa en la identificacién de - -
Elggﬁ{adlum g£££3£119, basandose en la produccidon de --
sulfuro de hidrégeno y formacion de indol.
Composicidn:
Formula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Tryplicase c..eiececraenss 20,0
Peptona Thione sececesssavccesess 0.1
Sulfato de hierro y amonio ...... 0.2
°b°03 fisemuvsnvensennansnsenss 0.2

AGOT tevivnisanveccanconnannnsonss 3.5

pH final 7.3 &

Preparacion:

Se suspenden 30 g del material seco en un litro de agua

degtilada, Mevelar bien y cuando se obtenga la suspoen--

sién uniforme, calentar frecuentemente vy hervir durante

un minuto, Distribuir y es tellllzar en autoclave a 121°C

(15 libras de presidén) durante 15 minutos.

AGAR DE HIERRO DE KLIGLER

Medio que se utiliza para identificar a Cloqtridlum di-

fjxclln en base a la produccién de sulfuro de hidrdgeno

y fermentacidén de glucosa y lactosa.

Composicién:

Férmula en gramos por litro de agua destilada:



Peptona Polypeptone .....s.
Lactosa seevecenvrinnvncens
Dextrosa ...cvuveacecaecnne
N O
Citrato de hierroc y amonio
Na25203 vessseanesasarnsrus

ACAT suesveasveassocnnanone

Rojo de fenol ..ceucasesses

pll final 7.4 %

Preparacién:

Se suspenden 52 ¢ del medio

=1

CERCE Y

20,000
10,000
1.000
5.000
0.300
0.500
15.000

0,025

deshidratado en un litro de

agua destilada. Merclar bien y calentar agitando fre. -

cuentemente. Hervir durante un minuto, distribuir en tu

o O o . .
bos y esterilizar a 121°C {15 libras de presion) duran-

te 15 minutos. Se deja entriar en posicién inclinada, -

de manera de obtener extremos proelongadoes. Para mayor -

exactitud, ¢l agar de hierro de Kligler se debe usar

el

mismo dia de su preparacién o fundirse y solidificarse

antes de usarlo.

AGAR DE HTERRO Y LISINA

Medio empleado en la identificacién de €lostridium di--

fficile, baséndose en la producciédn

Composiciébn:

de sulfuro de hidré
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Férmula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Gelysato ,..iueavennacsses 5.00
Extracto de levadurd (eeeeeessesss 3.00
DeXtrOSa sesasvevansssnssassassssa 1,00
L-l1i8ina eeeeceescasesnoacansnsess 10.00
Citrato de hierro y amonio ....... 0,50
NnQSQO3 S ¢ I e 1V
Phrpura de browoeresol awceeacsass 0,02
AGAT weusaevcevrsonsnsanesacanesss 13,50

pH final 6.7 I

Preparacién;

Hacer una suspensidén de 33 g del material seco en un lé
tro de agua destilada. Calentar agitando frecuentemente
¥y hervir duronte an minuto. Distribuir en tubos, de pre
Terencia con tapa de rosca. Esterilizar en autoclave a
121°¢C durante 12 winutos. Enfriar en posicién inclinada
para formar extremos profundos, Cerrar {irmemente las -~

tapas para evitar evaporacion durante el almacenamiento.

AGAR DE HIERRO Y TRTIPLE AZUCAR (AGAR TS5I)

base a la formacidn do sulfuro de hidrdégeno y fermenta-

Lo
cion de lactosa, glucosa y sacarosa.

Composicidbn:

Férmula en grames por litro de agua destilada:
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Peptona Polypeptone sssaswereccass 20.000
NaCl veceeecevenncesansonnssncneanss Ha000
LOCtoSa soteenvenvonassvssencanses 10.000
SACATO0SA dievevvenaransassssesnnss 10.000
Dextrosa suiesenevieacstavssvconans 1,000
Sulfato de hierro vy nwonio sesawss 0,200
Nn25203 ebtassunassasenanasesnssss 0,200
Rojo de fenol cieveaveincnaansenaas. 0,025
ACAT tuievenscnnversaseaansmeseses 13.000

pH final 7.3 &

Preparacidn:

Para preparar el medio haga una suspensién con 59.4 g -

del material deshidratado en un litro de agua destilada.
Mezcle totalmente y después caliente agitando frecuentg

mente., Hierva durante un minuto, vierta en tubos 110n5§
dolos mis o menes a un tercio de su capacidad, y esteri

lice en autoclave a no mas de 118°C durante 15 minutos.

Los tubos deben enfriarse en posicidn inclinnda para --

que se formen declives con fondo profundo.

AGAR SULFITO DE BYSMUTO

Medio empleado en la identificacidén de Clostridium di--

Composicion:
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Férmula en gramos por litro de agua destilada:
Peplona Polypeplone .....sececaeaas 10.000
Extracto do carne ..eeeesescresses 5,000
DexXtro8Sa seeencssoccnsnssnecsnansns 5,000
NHQHPOQ ceisrecnsebtesnatsensanenas 4,000
N
Indicadnr de sulfito de bismuto .. 8.000
Verde brillantce seseveecsivessaasss 0,025
AGAr seecmceeneensusenserssaassnsnss 20,000

pll final 7.5 &

Preparacidn:

llaga una suspensidén con 52 g del polvo en un litro de -
agua destilada., Mezcle bien y cuando se logre una sud=-
pensién uniforme caliente agitando frecuentemente, Hief
va durante un minuto, déjela enfriar o unos 45°%, Agite
el medio o haga rotar los recipientes para gue se dispez
se el precipitadeo v vierta en placas usando unos 20 ml
para cada una, Las placag deben estar descubiertas par-
cialmente hasta que se scque la supertficie del medio.

E1l medio en las placas debe usarse el mismo dia de su -

preparacién,

AGAR DE SULFURO Y CITRATO

Medio que se utiliza para identificar a Clostridium di-
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Composicion:

Formula en gramos por litro de agua destilada:
Citrato de H0di0 .seennsescsassans 3.000
DEXETOS0 o ivivanssnannsnscavensans 0.200
Extracto de levadura c.ieevewsnseea. 0.500
Cistina (.ieeeeeenseresensanannane 0,100
Citrato de hierro v amonio es..ee.. 0400
I{,}Pf.)[i sesssssnnssessssusasnsasanse 1,000
NACL vaserrereensnnsnssevessnnnses 54000
NapS, 05 eveinnnenenicniacinnsanans 0.080
Rojo de fenol .eecsnvessencsnannsess 0,012
ACAT et croosansocsannssssesness 104,000

pll final 6,7 L

Preparacién:

Haga una suspensidn con 24 g del polvo en un litro de -
agua destilada. Mezcle y caliente agitando frecuentemeg
te, hierva durante un minuto. Distribuya en tubos para
cultivos inclinados con bastante fondo. Esterilice en -
autoclave de 118 a 121°C (12 a 15 libras de presién) du

rante 15 minutovg.

AGAR UREA

Medio que se usa en la identificacidén de Clostridium di-

fficile, basdndose cn la utilizacidn de urea.

Composicidn:
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Formula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Gelysate L ..eeecvaossosenas 1,000
DEXTIOS0 wivesccecevenannsassonnnas 1000
NaCl eeeviisveveosnnonsnsnasecrans 5,000
KHQPOQ erincercaarnvesrersvrasrens 2,000
Uren weeweenenvwnncanacssvnsssssrans 20,000
Rojo de fenol cecevsssessassassees 0,012

pH final 6.8 %

Preparacidn:

Se disuelven 29 g del polvo en 100 ml de agua destilada,
Se esteriliza por filtracidn. Se disuelven por ebulli--
cidn 15 g de agar en 900 ml de agua destilada. Esterili
ce en autoclave a 12106 {15 libras de presidn durante -
15 minutos, enfrie a 50°7¢ y agregue a los 100 ml de la
base de agar uren estéril. Mezele bhien y distribuya aség
ticamente en tubos cstériles, deje endurscer el medio -
en posicion inclinada de manera de obtener fondos pro--
fundos. A un pH de 6.8 a 7.0 el medio solidificadn debe

tener un color amarillo rosado ligero. No vuelva a fun-

dir el agar inclinado.

CALD(O UREA
Medio empleado para identificar a Elostridiug difficile

-~ .- -

en base a la produccidn de ureasa,

Composicidn:
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Foérmula en gramus por litro de agna destilada:
U'€ft sasseesonssvesassensssssassns 20,00
KHRPOQ hessecmndceescaanannnnnsess 9.10
NnEHPGQ D 10
Extracto de Jevadura coeeeseecenas 0,10
Rojo de fenol caveuienecssencesese 0.01

pH final 6.8 L

Preparacion:

Se usan 3.87 g para cada 100 ml de agua destilada. Cuan
do el polvo se haya disuelto, se pasa a través de un ==
filtro bacterinlbégico estéril, por ejemplo Seitz o de =~
bujia. Se distribuye en porciones de 0.5 a 2 ml en tu--
bos pequenos estériles. Si se desca, sc pueden emplear
cantidades mas grandes, pero las rceacciones son mas len
tas. Si no es posible conseguir un filtro, ¢l medio se
puede esterilizar en autoclave, siempre gue los tnbos -
no se coloquen miy apretados, llevando 1a presidn dnrag
te 7 a 10 minutos a 5 libras o a § libras durante 20 mi
nutos, Este medio generalmente da buenos resultados sin

esterilizar, si se prepara y se inocula inmediatamente.

GELATINA NUTRTTIVA
Medio que se usa en la identificacidn de Clostridium di~

. = -

fficile, basandose en la licuefaccidn de la gelatina.

Composicidon:
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Formula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Gelysgate .s.eeevennssessse 5.0
Extracto de carne de res seeesess 3.0
Gelatind seeaesnesscsancssnsassnrsss 12040

pH final 6.8 t

Preparacidn:

Se suspenden 128 g del medio deshidratado en un litrao -
de agun destilada. Caliéntese a SOOC hasta que el medio
esté bien disuelto. Se distribuye y csteriliza a 121°¢C

(15 libras de prosién) durante 15 minutos.

MEDIO THIOGEL

Medio tioglicolado que se emplea en la investigacidn de
la actividad proteolitica do Clostridium difficile, ca-
racteristica (til en su identificacidn.

Composicién:

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona Trypticase .is.ieceesos... 18.00

Peptona Phytone .....veiencasaesrs 3.00

DeXtroSa weaeesasacsnonaancenssss 0400

NaClLl .eineeececccavecnaronsornsss 2250

Tioglicolato de 80di0 evcesaesrese 0.50

Agar ,:.......................... 0.70

LoCiSting weeeeeveneecnavecosesss 0.25

NanSO3 ewasassssessssascansncesce 0410



Gelatina Sesms s nsassnprss s 50300

pH final 7.0 -
Preparacion:
Se suspenden 80 g del material deshidratado en un litro

e ngua destilada, preferiblemente precalentada. Mezcle

y deje reposar durante 5 minutos, Distribanya on tubou

de ensayo de 13 x 200 o de 15 x 150 llendndolos hasta -

la mitad. Esterilice a t18°C durante 15 minutos. E1 we
dio Thiogel debe guardarse a4 tomperatura ambiente, y si
estd en tubos tapados con torunda de algoddn, se puede

usar hasta treuy semanas degpnés de su preparvacidn. Si -
gse ha puesto en tubos cerrados, se puede conservar por

mayor tiempo. Los mejores resultados se obtienen si an-
tes de usarse se hierve durante dos minutos y se enfria

a4 temperatura ambiente.

CALDO NITRATO
Medio empleado para identificar a Clostridium difficile,
basAndose en la reduccién de nitratos.
Composicion:
Fdrmula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Trypticage secsseeaveaceees 20.0
N( “ -louo---'...-cnannu-n---o-- 2n
A PO& 0

Dextroda ceesasassncsncnvsarsnceas 1.0

AZAr cenrnanssnacrensvosscnssnsesnes 1,0
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KNO #s Vs 0L BREASEPI VSR ERNIRARSCNNGEERES 1-0
3

pH final 7.2 %

Preparacidn:

Se agregan 25 ¢ del polvo en un litro de agua destilada
mezclando bien hasta su dispersién. Se calienta agitans
do frecuentemente para que hierva durante un minuto y -
se distribuye en tubos de ensavo regulares, llendndoles
hasta la mitad. Se esteriliza a 118° o 121°C durante 15
minutos. 5i el medio ha sido preparado hace mds do dos
dias, se debe hervir durante dos minutos y anridr ane

tes de usarlo.

CALDO MR/VP (MEDIO DE CLARK Y LUBS)

Composicion:

Férmula en gramos por litro de agua degtilada:
Peptona Polypeptone ceeesiveecesses 740
DeXtro8ad sevenwesnsvesnacsacsnennsess 50

KEH'POII CravEsasEs ISR NLIIINERBRURRDS 5-0

pH final 6.9

Preparaciédn:
Se suspenden 17 g del polvo en un litro de agua destila
da y s¢ mezcla bhien, si es necesario, caliéntese un po-

co hastn disolverlo. Se distribuye y esteriliza entre -
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118 y 121°C (no mas de 15 libras de presién) durante -«

15 minutos,

AGAR YEMA DE HUEVQ

Medio emplcado para identificar a E%EEEEEQZBT éif?isilg,
basindose en la produccidén de lecitinasa y lipasa.
Composicidn:

Férmula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Trypticase seisveecevasses 95400

Extracto de levadura .s.isesesensss 95.00

NaCl sececaviaaccaressnasnssannsss £a50

NagSOj seereueavanuerreevsnssasess 0.10
L-triptofano ceecesevrsasoravasess 0,20

Vitamina K1 R 4

GlucoSd vevevveeacsanavscsnunnaess 2400

NaZHPOq sseusanvovesusasssannsrasss D00

MgSO“ ceeresernavecnonsnranvanance 0.01

L«cistina .vivesevasasseecaancasess 0,40

Hemind eoieenevoosenossassnsennsss 0,01

AZAY teeniirrevasvsnnncncsnmnnenss 20.00

pH final 7.4 :

Preparacidn:
Se¢ mezclan todos los componentes en un litro de agua -~
destilada a excepcidn de la L-cistina y hemina; estos -~

componentes se disuelven previamente en 5 ml de NaOH 1IN



antes de anadirse al medio. Una vez integrados todos ~-
los componentes, caliente agitande frecuentemente hasta
. o \ 0.
disolver el agar. Esterilice en autoclave a 121°C (15 -
libras de presion) durante 15 minutos, Después de este-
. . o)
rilizada la base, #se enfria a aproximadamente 55 - (60°C
y se le adiciona una suspensidn de yema de hnevo (100 ml
por litro de base); finalmente so distribuye en las pla
l"‘

cas correspondientes usando 17 a 20 wml de medio para ca

da una de ellas,

AGAR DE AZUL ALCOHOL
Medio empleado para identificar a Clostridium difficile,

e e .

basindose en la produccidon de lipasa.
Composicidn:

Formula en gramos por litro de agua destilada:
Azul aleohol ..eeeivavervececcnaes 0415
Pepltona Trypticase iaveeeesevesee. 10.00
Extracto de levadura ccceesssesses 5,00
AZAT s evnseossvrsevenensnasassesasas 17.00

pl final 7.0 :

Preparacion:

Haga una suspensidén con 33 g del material seco en un 1i
tro de agua destilada, Caliente agitando frecuentemente
hasta que se disuelva el agar, Anada 25 a 30 ml de acel

te de algoddn o de aceite de olivo u otra emulgidén lipi
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r

dica, Mezcle v distribuya, Esterilice a 121°¢ (t5 libras

de presidn) durante 15 minutos.

AGAR TRIDUTIRINA

Medio usado para identificar a Slgggfigigg gig{igizg -
basindose en la produccidén de lipasa.

Composicidn:

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Peplona seeecsccvovuncancssacsnssas 3.0

Extracto de levadura veeevesvesass 3.0

Gliceril tributirato ceeesascasass 10.0

ACOT oasessvsnsasnnsscunnsaasssenns 20,0

pH final 7.5 &

Preparacion:

Disuelva los componentes en un litro de agua destilada
y caliente agitando frecuentemente hasta disolver el --
agar, Distribuya y esterilice a 121°%¢ (15 libras de pre

gién) durante 15 minutos.

AGAR CASEINATO DE S0DIO

Medio utilizado en la identificacidén de Clostridium di-

fficile en base a la produccidn de cnzimas que actuan -

sobre la caseina.

Composicidn:

Formula en gramos por litro de agua destilada:
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Cancvinato de 50Udio teeneevonecenees 2.00
DeXtrosa seeeveeasnssasssnsnssases 1,00
ijoh P ¢ 1 ¢
MESO, wavureiaenssecearasnneianes 0,20
FeSOy wvevrevnnnserireerensnreness 0,01

r\g’ﬂr.-44---.....u‘-‘-o-.--o-c--.- IG.OO

pH final 6.8 %

Preparacidn:

Haga una suspensién con 19.4 g del polvo en un litro de
agua destilada, Mezcle bien v caliente durante un minu-
to. Distribuya y esterilice en autoclave a 1210C (15 11

bras de presidn) durante 15 minutos.

AGAR LECHE DESNATADA
Medio que se emplea para identificar a glostridium di--

s e e n e

fficile, basandose e¢n la hidrélisis enzimatica de la --

caseina,

Reconstituir cualquiera de los agares nuntritivos deshi-
dratados con la mitad del volumen de agua recomendado,
calentar hasta la disolucidn del agar y dejar enfriar -
a 55°C. Afiadir o) mismo velumen de leche desnatada cate
rilizada (preferiblemente diatizada), vertiendo Huguidﬂ
mente a las placag. Se puede utilizar leche de vaca -~ -

fresca descremada, esterilizada por tindalizacion (va--

por fluente durante 30 minutos en 3 dias sucesivos), o
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en autoclave con una presion de 10 libras dwrante 10 mi
nutos. Tambidn resulta conveniente la leche desnatada -
deshidratada que se obticne on el comercio; ésta se usa
al 10% en aeua destilada, utilizando el mismo procedi--

miento de esterilizacion mencionado.

CALDO NT (CALDO NORLEUCINA-TIR0OSINA)
Medio que permite el desarrollo de Clostridium diffici-

le y favorece la produccidn de p-cresecl y Acido caproi-

co, productos extracelulares de gran utilidad en la - -

identificacidn del microorganismo.

Composicibn:
Férmula en gramos por litro de agua destilada:
Tripticadelng wesvencsssssnsesvans 5.0

Extracto de levadiuri sececansrasea 5.0

Nx’\Cl I R I I I I B RN A RV IS S AN 2'5
N«'AZSO3 tesesamrnsrecenssvevranasse Dol

L-norleucing seseevanncconasacssse 20
TiroSing cvaesseecancesassssonases 240
Solucidn de sales VPT ,.iuveseeesss 40.0 ml
pH rinal 7.6 1T

Solucidén de sales VPI:

CaCl, +.enus 0.2 g

MgSO, wavare 0.2 g

K HPO, o vieus 1.0 g



KH,PO, wuven. 1.0 g

Preparacion:

De la solucidon de sales VPI:

Mezclar bicn el CuClz vy MgSOh en 300 ml de agua dcstilg
da. Cuando estin disueltos agregar 300 wl mis de agua -
destilada y aitadir las sales restantes. Seguir mezclan-
do hasta que todas las sales estén disueltas y finalmne

te agregar 00 ml de agua degtilada, Conasrvar a 4°c.

Del medio de cultivo:
Se disuelven los componentes, se distribuyen en tubos
(R

de 16 x 125 v se esterilizan a 121°C (no mas de 15 liw-

bras de presidn).

MEDTO CCFA MODIFICADO
Medio que permite el desarrollo de Clostridium diffici-

le y favorece la produccién de p-cresol, producto extra

celular 4til en Ia identificacidn del microorganismo.
Composicidn:
Formula en gramos por litro de agua destilada:

Proteosa peptona saevessseresnsaass 40,0

Na, HPOQ, . .vieiicacunassssnessnnssn 2.0
2 l

KHQPO,} Cereveccaveanascaceacnacass 1.0

NACL trvvnvvoncossonsnsnssesnncnve 2.0

MgSOH anhidro .seeeesecenesssnanaen 0.1

FructoSa eeseeveonsessscecearansess 0.0



ACOT saaessecsnosscsassssnssasveanas 0.0

501. de rojo neutro al 1% en etanoel .ueee« 3.0 ml

pl final 6.8 %

Preparacidn:
Mozclar bien todos los componentes, Hervir durante un -
. , . . s 1010
minuto para disolucidn del agar., Esterilizar a 1217C -
(no mia de 15 libras de presidm) durante 15 minutos. En
o . o s .
{riar aproximadamente a 50 C y anadir QSO/mg/ml de ci-=-
closerina, S/ug/ml de cefoxitina, 5 ml de una susSpen-« -
- 2 -y Qs 4 I .
gion al 50% en solucion galina estéril de yema de huevo;
ge agita vigorosamente y, finalmente, se adiciona una -~
solucidén estéril de Acido p-hidroxifenilacdtlico a una -
concentracidén fimal de 0.1% (p/v). Se distribuve en ca-

jas Petri estériles usando 17 a 20 ml para cada una.



ANEXO IT

METODOS

CROMATOGRAFIA GAS - LIQUIDO.

La cromatografi{s gas-liquido (CGL) es una técnica
que permite separar y cuantificar sustancias que tienen
la propiedad de ser voldtiles o bien formar derivados -

que también lo scan.
INSTRUMENTOS
En la figura que a continuacidén se presenta se en=~

cuentran los componentes esenciales de un cromatégrafo

gas-1liquido,

Componentes bisicos de un cromatégrafo gag-1i-
quido: (A) registrador de grifica de tira, (B)
electrbémetro, (C) detector, (D) entrada de 1la

muestra, (E) entrada del gas portador, (F) co-
lumna, (G) estufa regulada y (H) programador -

para controlar la temperatura de la estufa,
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REGTSTRADOR:

El registrador es simplemente un dispositivo electrome-
cinico que mide la salida del.voltaje del clectrdémetro

v la presenta en una grafieca de tira que posteriormente
s¢ analizard para poder hacer la interpretacidn adecua-

clit o

ELECTROMETRO :

BAsicamente, ¢l electrometro es un instrumento clectrdm
nico que puede medir corrientes muy pequenas y amplifia-
carlas linealmente., La gsenal ampliticada alimenta entog
ces el dispositivo de lectura, que de ordinario es un -~

registrador de grafica de tira.

DETECTOR:

Los detectores de los cromatdgrafos gas-liquido son en

general de tres tipos: de llama de hidrégeno, de conduc
tividad térmica v de captura de eleoctrones; de éstos el
de uso mas comiin es el primero y consiste en una peque-
fla asa de platino montada a 2.5 cm aproximadamente por

encima del portillo de galida de 1a columna; gobre este
portille va montada una boquilla de metal, por ia cual

se introduce el hidrdgeno y en donde se mezclan este -«
gas y el efluyente de la ceoelumna. De esta manera los --
iones formados por la combustion del efluyente en la --
llama serdn recogidns por el asa de platino y produci--

ran una pequeiia corriente entre 1a boguilla y el anillo
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de platino; esta corriente es detectada y amplificada -~

por ¢l electrometro y enviada al registrador.

GAS PORTADOR:

E1l gas portador sc¢ introduce cerca de la parte superior
de la columna y del punto en donde ha de inyectarse la
muestra, siendo generalmente un gas inerte como helio o

argdédn, que fluye a velocidad constante por la columna.

COLUMNA:

La columna es usualmente de vidrio o de acero inoxida--
ble empaquetada con un soporte sdélido inerte, como tie-
rra de diatomeas, que se reviste de una fina capa de fe
se liquida que ordinariamente es alglin compuesto de si-
licio que no sea volAtil y gue no rcaccione con la sus-

tancia que interesa,

PROGRAMADOR:
El programador ecs una combinacidén de controles electrb-
nicos, cuya funcidén baAsica es procurar el control de la

temperatura de la estufa de la columna. La estufa se r

to

gula gencralmente dentro de una variacion de 071°C y ==
puede cambiarse a velocidad lineal y conatante desde ~-
1°¢ por minuto a 50°¢ por minuto., Bste combio de tewpe-~
ratura durante una medicién ayuda a producir separacio-
nes de sustancins que han entrado en 1la fase liquida; -

de esta mancra a medida que cambia la temperatura, van

siendq eluidos selectivamente de la columna los compo--
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nentes respectivos rde la muestra, conforme a sus dife--

rencias de volatilidad.

PRINCIPIOS DE FUNCIONAMIENTO

Para llevar o cabo la investigacion de la sustan--
cia que intevesa, inicialmente deberld invectarse una --
muestra de la misma en el portillo de entrada de la coe
lumna del cromatdzrafo; una vez introducida 1a muestra,
inmediatamente es volatilizada y transportada por el --
gas portador a la fasc liquida del soporte sélido que =
se encuentra en el interior de la columna; la separa- -
cion ncurre entonces como resultado de la solubilidad vy
velocidnd de difusidn diferentes de cada uno de los com
ponentes de la muestra gasgiflicada, al entrar en contac-
to con la fase liquida. Asi, las diversas fracciones de
la muestra gaseoga tienden a pasar por la columna a ve-
locidades distintas y, por consiguiente, a aparecer en
el detector a tiempos diferenteg., Cuando son eluidas de
la columna estas bandas (por el gas portador) hacia la
1llama del detcector se produce una irrupcion de iones, -
se provoca con ello un aumente eon la corriente del de--
tector. Este incremente es detectado v amplificado por
el electrdmetro v enviado al registrador en donde la se
fial es transformada, apareciendo impresa eon una grifica
de tira; de esta manera, a medida que carda una de las -

banday es eluida de la columna van surgiendo picos suce
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givos en la griafica del registrador. E1 tiempso que tar-
da en aparecer cada uno Jde los picos en la grafica del
registrador desde ¢l momento en que se inyectd la mues-
tra es el ticmpo de retencidn, magnitud que es caracte-
ristica de cada sustancia. Si se consigue buena resolu-
.. ; . ; . . .
cion en el cromatografo v los picos formados en la gra-
fica son claros, sc¢ puede egtablecer que la altura del

pico es proporcional a la concentracidn,

PROCEDIMIENTO GENERAL DPARA LA IDENTIFICACION DE ACIDOS
GRASOS VOLATILES POR CROMATOGRAFIA GAS.LIQUIDO,

Egte procedimisnto se usa para la identificacidén -
de acidos grasos volatiles de cadena corta que son solu
bles en fter; entre éutos se incluyen los Acidos acéti-
co, butirico, caproico, isobutirico, isocaproico, isova
lérico, propidnicoe y valérico.

Los pasos a seguir son loa siguientes:
1.~ Inocular 7 a § ml de caldo peptona-extracto de le-

vadura-glucesa (o bien ¢1 medio de cultivo indica-

'do para el microorganismo en estudin) con 0.05 a -

0.1 ml de un cultivo del microorganismo.
2.~ Incubar en anaerobiosis durante 48 horas a 3700 o

hasta obtener desarrollo.
3o~ Transferir 2.0 ml del cultivo a un tubo con tapédn

de rosca limpio {(si se trata de desarrollo en me--

dio sé6lido, remover las colonias sospechosas y el
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drea circundante de las mismas y seguir el mismo -
procedimiento), acidificar ¢ste a pH de 2 adicio--
nando 0.2 ml de H,S0, al 50% (v/v).

Afadir 1 ml de éter ctilico, cerrar el tubo y mez-
clar por inversidén del tubo aproximadamente 20 ve-
ces,

Centrifugar a 1500 - 2000 rpm hasta romper la emul
gién éter-cultivo.

Colocar la mezcla éter-cultivo a -20°C o en un ba-
fio de hielo con alcohol hasta que la porcién acuo-
sa se congele.

Répidamente separar la capa etérea y colocarla en
un tubo con tapdn de rosca limpio. Si ge considera
necesario, adicionar CaCl2 anhidro al extracto eté
reo para eliminar el agua residual.,

Inyectar lﬁ/ul del extracto en la columna de un -~
cromatdgrafo gas-liquido.

Identificar los dcidos grasos voldtiles por compa-
racién de los tiempos de eclucidén (retencidén) de --
los productos en los extractos con una mezcla cono

cida de adcidos tratada bajo las mismas condiciones

v el mismo dia,



AISLAMIENTO DE Clostridium dJdifficile A PARTIR DE MUESa-

TRAS FECALES TRATADAS CON ETANOL ABSOLUTO.

Procedimiento:

1 a 10"7)

l,~ Preparar diluciones en seric de 10 (iO- -
de la muestra problema con Caldo Infusgidn Cerebro
Corazdén (BHI).

2.- De la primera dilucién tomar 0.5 ml y wmezclarlos -
con un volumen igual de etanol absoluto (esterili-
zado por tindalizacidén) y dejar reposar durante --
1 hora a temperatura ambiente. Proceder de igual -
manera con las demas diluciones.

3.~ Tomar 0,1 mi de cada mezela ¢ tonocular en Agar Ine-
fusibén Cerebro Corazdn suplementado con hemina, vi

tamina X cisteina v sangre desfibrinada de caba-

19
1lo (almacenado a temperatura ambiente y en condi-
ciones de anaerobiosis al menos dos dias antes de
su uso).

li.~ Tncubar a 37°C durante 48 horas en condiciones de
anaerobiosis,

5.« Identificar al microorganismo aislado de acuerdo a
log siguientes criterios: morfologia cultural, - -

reacciones bioquimicas y ervomatografia gas-liquide

de productos extracelulares,
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DETECCION DE Clostridium difficile EN MUESTRAS FECALES

POR INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA.

Procedimiento:

.=

(b)

(¢)

(d)
(e)

(£)
(g)

Inmunizoacidn de conejos con cepas toxigénicas de -
Clostridium difficile para la obtencidn del suero

correspondiente (sucro nnti—gigfﬁzigigw giffigi}g).
Seleccion del suero para conjugacidn:

Hacer frotig de lag cepag utilizadas en la inmuni-
zacioén de los conejos y fijarlos con etanol nbsolg
to durante 5 minutos.

Lavar con solucidn salina amortiguada con fosfatos
(pBS) pil = 7.2

Cubrir los {frotis con los sueros ohtenidos después
de concluido el esquema de inmunizacidon e incubar-
loa durante 1 hora a QSOC v 100% de humedad relati
va,

Lavar con PBS (pH = 7.2).

Cubrir nuevamente los frotis pero ahora con antie-
gammaglobulina de conejo marcada con isotiocianato
de fluoresceina e incubar durante 1 hora a 259C Yy
100% de humedad relativa.

Lavar con PBS (pll = 7.2) y secar.

Examinar con microscopio de luz UV eligiendo aque=-
1los sucros que muestren mayor fluorescencila.

Preparacidn del conjugado fluorescente:



{a)

(b)

(c)

{(n)

(cy

(d)

(e)
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Separar la fraccidn globulinica de los sueros se--
leccionadoy mediante precipitacidn con solucidn sa
turada de (NH“)ZSOM.

Determinar 1a coneentracidn de proteina obtenida -
usando ¢l método de Biurct.

Adicionar isotiocianato de fluoresceina en la si--
guiente proporcidon: 30 mg de fluorocromo/g de pro-
teina.

Incubar durante 2.5 horas a temperatura ambiente.
Eliminar el exceso de isotiocianato de fluorescei-
na con didlisis repetitivas en PBS (pH = 9.0) a -~
5°c.

Agregar 0.1% de azida de sodio al conjugado y cona=
servarlo a 4°C protegido de la luz.

Procesamiento de la muestra:

Realizar extensiones de las muecstras fecales en es
tudio sobre un portlaobjetos y fijarlas con etanol
absoluto durante 15 minutos,

Lavar con PBS (pl = 7.2).

Cubrir las preparaciones con el conjugado fluores-
cente (diluido 1:20) durante 30 minutos a 25°C y -
100% de humedad relativa,

Lavar la preparacién con PBS (pH = 7.2) y cubrir -
con la misma solucion durante 10 minutos.

Secar y examinar con microscopio de luz UV repor--
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tandose con cruces la intensidad de la fluerecscen-
cia observada (0 a ++++). Considerar como resulta-
do positivo aquella fluorescencia mayor de ++ y co
mo negativa 1a menor de 4+,

(£) Montar un control positivo, empleando 1las cepas de
Clostridimm difficile utilizadas en la inmmnizacidun

O e L T L L e

de los conejos.



- 1739

DETECCTION DE LAS TOXINAS DE Clostridium difficile EM- -

PLEANDO CULTIVOS CELULARES,

Procedimiento:

1, -~

b, -

Centrifugar las evacuaciones problema a 10,000 rpm
en una centrifuga refrigerada (4°¢C) durante 30 mi-
nutos; si éstas no son liquidas se prepara un ex--
tracto acuosc de las wismas, adicionando ¢l mismo

volumen de soluciém malina amortiguada con fosfa--
tos {PBS) pH = 7.2

Separar y filtrar el zsobrenadante a través de un =
filtro Millipore {(membrana con poro de O.&S/#‘de -
didmetro) o hien separar y mezclar el sobrenadante
con los siguientes antibidticos: penicilina G - -
100 U/ml, estreptomicina SQ/Lg/ml, polimixina = =
IOOJAg/ml, neomicina 1ogng/m1 y anfotericina B ~.
25 ug/ml,

Tripsinisar el monoestrato celular elegido para --
1levar a cabo la prueba con una suspensién de trip
gina al 25% y resuspender con medio condicionadd -
para su desarrollo.

Ajustar la concentracién celular a aproximadamente
75,000 células/ml de suspensioén.

Colocar en cada pozo de la placa para microtitula-
cién 1 ml de la suspensidn celular e incubar a - -

37°C bojo atmésfera que contenga 5 a 10% de co, du
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rante 2% horas,.
6.- Preparar diluciones en serie de 10 de los filtra--

dos de las evacuaciones con PBS (pH

7.2) ¢ inocu

lavr alicuotas de 50 il de cada una de ellas en los

pozos correspondientes de las placas previamente
preparadas.,

7.« Incubar a 37°C en atmésfera que contenga 5 a 10% =
de CO, durante 48 woras, examinando los cultives -
cada hora durante las primeras 8 horas v después a
ias 24 y 48 horas, con el fin de detectar cualquier
cambio en la morfologia celular.

8.~ Como control positivo deberan emplearse diluciones
del sobrenadante del cultive de una cepa toxigéni-
ca de Clostridium difficile v cowo negativo, solu-

cidn PRHS.

Todos los filtrados aue muestren evidencias de ci-
totoxicidad deberin someterse a neutralizacién con la -~
antitoxina cspecifica: para tal efecto, se repite el --
mismo procedimiento s6ilo que ahora antes de inocular --
las alicuotos del filtrado es necesario la incubacidn =
previa de partes iguales de éstas v de la antitoxina di
luida 1:29 durante 1 hora a tewmperatura ambiente. Una -
ver transcurrido el tiempo de incubacidn se procede en
la misma forma que s¢ ha indicado. La antitoxina emplea

da en este caso esatd preparada en conejos y contiene an



- 1149

DETECCTION DE LAS TOXINAS DE Clostridium difficile EM- -

PLEANDO CULTIVOS CELULARES,

Procedimiento:

-

fym

A%
.
'

Centrifugar las evacuaciones problema a 10,000 rpm
en una centrifuga refrigerada (4°C) durante 30 mi-
nutos; si éstas no son liquidas se prepara un ¢Xe=
tracto acuoso de las wismas, adicionando el mismo

volumen de solucidn salina amortiguada con fosfa--
tos (PBS) pH = 7.2

Separar y filtrar el sobrenadante a través de un -
filtro Millipore {membrana con potro de 0.&5/#fde -
difmetro) o bien separar y mezclar el sobrenadante
con los siguientes antibidticos: penicilina G - -
100 U/ml, estreptomicina SQ/Lg/ml, polimixinon = «
IOOJug/ml, neomicina IOgJLg/ml vy anfotericina B -.
25 ug/ml,

Tripsinisar el monoestrato celular elegido para --
llevar a cabo la prueba con una suspensién de trip
sina al 25% y resuspender con medio condicionado -
para su desarrollo.

Ajustar la concentracién celular a aproximadamente
75,000 células/ml de sugpensién.

Colocar en cada pozo de la placa para microtitula-
ciéon 1 ml de la suspension celular e incubar a - -

37°C bajo atmésfera que contenga 5 a 10% de CO2 dg
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rante 2% horas.

6.- Preparar diluciones en serie de 10 de los filtra--

dos de las evacuaciones con PBS (pH = 7.2} ¢ inocg

lar alicuotas de so‘wl de cada una de ellas en los

pozos correspondientes de las placas previamente -

preparadas.

7e- Incubar a 3706 en atmésfera que contenga 5 a 10% -
de CO, durante 48 horas, examinando los cultivos =
cada hora durante las primeras 8 horas y después a
las 24 v 48 horas, con el fin de detectar cualquier
cambio en la morfologia celular,

8.,- Como control positive deberan emplearse diluciones
del sobremadante del cultive de una cepa toxigéni-

cién PHS,

Todos log filtrades gue muestren evidencias de ci-
totoxicidad deberin someterse a neuitralizacién con la -
antitoxina especifica: vara tal efecto, se repite el --
mismo procedimiento $6lo que ahora antes de inocular --
lag alicuotas del filtrado es necesaric 1a incubacidn -
previa de partes iguales de éstas v de ia antitoxina di
luida 1:295 durante 1 hora a temperaturna ambiente. Una -
ver transcurrido el tiempo de incubacidn se procede en
la misma forma que se ha indicado. La antitoxina empleg

da en este caso esta preparada en conejos y contiene an
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ticuerpos frente a las dos toxinas de Clostridium diffi-

cile (A y B).

Se consideran positivos aquellos filtrados que ade
mas de provocar efectos citopaticos en el 100% de las -
ctlulas tratadas sean neutralizados con la antitoxina -

especifica.

Se consideran negativos aquellos filtrados gue aun
que induzcan cambios en la morfologla celular no sean -

neutralizados con 1la antitoxina especifica.
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BETECCION DE LAS TOXINAS DE Clostridium difticile EN -

MUESTRAS FECALES POR CONTRAINMUNOELECTROFORESIS,

Procedimiento:

te =

[

S5i las muestras son sdlidas, diluir 1:2 con solu-~
cidén salina amortiguada con fosfates (PDS) pll=7.2
y centrifugar a 10,000 rpm durante 30 minutos; gi
éstas son liguidas solo centrifugar a la misma ve-
locidad y tiempo, no hacer dilucidn.

Filtrar a través de un filiro Millipore (membrana
con poro de O.hﬁ/ﬂfdo didmetro) y mantencr en re--
frigeracidén el filtrado hasta efectuar la prueba.
Preparar las placas de gel de agarosa (10 x 7 cm}
practicando en ellas pozog de 3 mm de didmetro con
una separacidn de 10 mm entre cada uno.

Colocar IQ/ul il antitoxina de glgﬁsrigigg gigfifi'
lg y de filtrado en los pozos gue corresponden al
Anodo y catodo cvespectivamente.

Llevar a cabo la clectroforesis empleando el siste
ma de enfriamiento adecuado.

Condiciones para la electroforesis:

a. Amortiguador: dictil-barbiturateo acetato pH=8,2

(fuerza idnica=0.05).
b, Voltaje: 100 V
c. Intensidad de la camara: 35 a 40 mA

d. Tiempo de corrimiento: %5 a 60 minutos
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Incluir control positivo y negativo:!

Positivo: sobrenadante del cultivo de una cepa to-
xighnica de Closividimm difficile.

Negativo: Solucidn salina amortiguada con fosfatos
(pH = 7.2).

Obsgervar si existe la formacion de bandas de preci

pitacidu,
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