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RESUMEN

il oe 2l agente causal de la mayoria de los

Clo=teidivgm  oiffis

acoz  de  colitis pbeudumpvbranor (EFMY v de alguneos casos  de
diatrea asoriada con 2l wuso de antimicerobianos (DAAY . Su

e

patogenicidad esta dada cusndo mernocs por wna enterotoxina {(tosina
Ay y una citotonina ftonina BY . S hna cugerido gue la capacidad
drr  adheronzia w  de produccisn de obtrazs enterotosinas podeian
cabar involucrados, sin ombargn o se ha  comprobadaos por  tal
mptivo =m0 -elizo aate =2studio, cwyos aobjetivos  fuaton: 1y
Estudiar on cepas de Q. difficile la capacidad de adhorencia  a
e superficie bidedfobica v a células en culbivos e prcducir
toinas A oy B, w ooz induwcir acumul acion de lgquidns @n 52
intostinal Yigada de trata (AILR} ) detesrainar alguna as Dr1a:1dn
entre la eipresidon do oeotco factares » la precencix de diarrea )
identificar alouna azaciacicon entre la expresican de los  factores
+ la adminisiracidn de anbibiotices 2 pacientezs y 4) identifica

@ pousible acocingidn wn la enpresidn de los factores. Be
B aean 4] CADAS atsladas tde hecos de pacientes
hospitalizades, 27 de nlﬁmﬁ (L7 con oy 14 sin diarrear v 17 de
adultos (7 con v 10 zin diarmea)Y.  La capacidad de adbheroncia  de
las cepas a una superTicic bidrofobica =6 detor-mind. @ Tagan de

¥
Ln
ades

I n

Fetri de poliesstironog voa mélulas son culbivo ubtillzande oflulas
Hizp 2. La produccidn do torinas A v 2 oze determing probando ol

afento  do sobrenadantos de cultives de s cepas zobre celulas
CHO v MRC-S rospectivamentie vy la capacidagd de induacis acumadaciaon
[ T{guido en ATLR LI realicd probando 2] artac e de 1o
sobranadantes en intestine de  ratas. Ge  onoontrd diterencias
significativa (oA 0,02 on cepas aizladas de adultos respeclto s
a las do nifos en cuanbta a capacidad de adherencia & céluld
2. El 43% de lan cepas se adhivieron a polieczstireno y el
A v By el D6 caumd

calut; Mooy @l DY produderon torinas
acuwnulacidn  de  Tiguido en ATLR. Ny oger oncoRntrd asaciacibn

signifrecativea (F 7 0 0B pntre Ta esparecion de lps fackores y 1a
presancia de diarrea o el uss de antimicrobianoss sin embargo, @n

adultos las  ocepas  alssladag e casos de diareea fTueron ods

adherentes v tatiggnicas que las  de coamos sin diarvoa S
oneoanbrd avnoridcidn slgniFicativys I 0 OU8ID oantre 10 mapazidad
dir prodocis Levein A e By 1a de indacie Acumitl acian  do

Iiguido en ATLS. Doho de oo cepas gqug induderan acumilacidn de
liguide en AILER no oroduderon torinas Ay B. Las canclusiones del
astudio  fueron: 1y R del AGY de las copas g2 adhivieron &
pn oulbtivo oy proadujmiron

superticie hidrofdbiza o 0 cdlulas
citotoxinazs » eontoeretovcinas D) la copacidad de  adhorencic ne
gstuvo asociada con la orasencia deo diarrea 2) la administracion

de antibidticoacs & los pacientes no oolecciond cepasn tovigonicas ©
adherentes a  celulas pere foavorcoid 1o seleccion de cepas
adherentes a poliostirens ¥ 4) la capacordard do las  o2pas de
producir  towimas A vy I oedlo se o asacid sighpificativamente {(p 7
G, Qs con  la de indocies acunalacion de llguido on ATLR.L &
rapacidad de adhereonciae a4 superficie hideofodbica na se asocid con
la de adherencie & clulas, lo gue suglers gue trata  de
mecanismas de adherencia independientes.
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FROFIEDADES DE ADHERENCIA Y TOXIGENICIDAD DE CEFAS DE Clostridium
difficile AISLADAS DE FOBRLACICN HOSPITALIZADA: ASOLIACION CON
DIARREA ¥ ADMINISTRACION DE ANTIBIOTICOS.

INTRODUCCION

Clostridium difficile =23 un bacilo Gram-—-positivo, anasirobio con

espara asubterminal tapaxr de produgie tatinas, treconaocido
actualmente como causa de enfermedad intestinal asotiada can &1
uso de antimicrobiancs (4, = 11, 12, =1, 44) . La enfermedad
producida por esta bacteria, prasenta un espectro  de formas
clinicas que van desde una diarrea leve, autolimitante vy grados
variables de cplitis, hasta llaegar a una colitis pseudomenbranosa
(CPM) aue puede  seor mortal (16, 0, TP, Be na detersinado gue
E. diffigile e&s responsable de un 29 a 207 de los casos de
diarrea asociada con el usc de antimicrobianos (DAO)Y v oo colitis

inespecificas y de més del 0% de los cascs de CPM (22, I9, 44,

[=37 0 I
La enfarmedad intestinal producida por CG. difficile =11
generalmente iatrogenica. £1 ambiente hospitalarieo =X

propicio pare su establecimiente, debide principalmente al wso
comtn de antimicrobianos (25, 26, =1, 41, 42). Casi todos los
antimicrebianos pueden inducit la enfermedad, pera los gue con
mayor frecuencia la opoasionan som la ampicilina, las

cefalosporinas y la clindamicina (4, 6, 25, 39, 94).

Se desconoce el mecanismo  por &1 cual los antimicrobianos
favorecen 21 establecimiento de €., difficile (3P), aungque se ha

sugerido gue su uso altera la flora intestinal normal v baja la



resistencia a 1a colontzacion, lo cual favoreoe su adguesicicdn Y/o

sobrecrecimienta (22, 79, 44).

Un aspecto no aclarado aun, @s el relacionado a su participacién
2n la diarrea infecciosa no asociada al useo de antimpicrobianos.
Algunps trabajos apoyan que C. difficile sélo ccasionalmente es
cauwsa de este tipo de diarreaa, sin embargo los resultados de
otros astudios sugilieren gue cu presencia s determinanie =n la

manifestacidn de ésta enfermedad (7, 13, 14, 20, 23, 34, 49,

Se conuoce gque un gran numero de nifios y adultos pueden =
portadores asintdmaticos de cepas altamente tonigeéenicas de C.o
difficile (22, T2, 44, LTy . Sin embargo se desconogce  porgue
cuando se encuentran bajo tratamiento antimicrebiano los nitos

son menos susceptibles a enfermar gue lps adultos (18, 32, 47z,

S54).

Eviste evidencia de que el efecto patoagénico de L. difficile esth
mediado al menos par dos toxinas, ambas de naturaleza proteica vy
altamente hidrofdbicas (i, I, 29, 40, 97, 48, &b&6): a) una
enterotonina conocida como tanina A, con Wn pesn molecular
estimado de 440 a 500G 10d, la cual produce acumulacidn de liguido
hemorrdgico en intestinos delgado v grueso de conedo y reata, y es
capaz de inducir acumutlacidn de liguido en intestino de ratdn
lactante. Ocasiogna también reacciones eritematosas @ incrementa
la permeabilidad wvascular en piel de conejo. Ea' termolabil,
resiste valores de pH Acido y basica, ae2  inactiva con
qguimotripsina vy papalna pero no con tripsina y tiene efecto

citotduicao en celulas en cultivo (a nivel de miligramos) y b



una citotomina conocida como to:itina I, con un pasg molecular
patimada de ZH0 a 470G K4, que no provoca dafo  tisuwlar ni
acumuel acidn  de liquidas en intesting de coneJo  de ratdén
lactante:; se comporta igual gue 1a toiina A en piel de conejo, es
tarmol abil, 56 inactiva con valores de pH dcido v basico, asi
como con tripsina ¥y quimotripeina vy es aprosimadamente mil veces
mas activa gue la torina A (a nivel de picogramcs) €N ensayos con

celulas en cultivo.

Recientemente se han descrito otros posibles factores de
virulencia de C. gifficile: 1 Factores gue alteran la
motil idad intestinal (203, 2Y enterotoninas difoerontes a  la

tonina A (27) v T) capacidad de adherencia a celulas en cultivo
y a superficies hidrofédbicas (70). Los faclores gus alteran la
motilidad intestinal se han estudiado en fiitrados de cultivos
de C. difficile y se han cuantificado en mucasa del intasting
delgado de conejos. Al parecer estos  Tactoren son sustancias
termolabiles diferentes a las tosinas A& v R, aue  neo causan
secrecion ni dafo tisulac. Se desconoce adn, 1la participacién de
estos factores en la produccidn de enfermedad. Existe evidencia

de que €. difficile produce otro tipo de enterotoxinas diferentes

a la touina A (27). Recientemente se han aislado vy caracteric-ado
peptidos ténicos, referidos como fraccion C, gue son quimica y
antigénicamente diferentes a las todinas A v B (63). Estos
peptidos causan acumulacidn de liguido en asa intestinal ligada
de rata sin producir dafo aparente en la mucosa (&3 . Se ha
reportado también gque la toxina E, definida tomo citetosxina por

sus efectos sogbhre cé&lulas en cultivao es capaz de inducir



hipersecrecidn en intestino delgado de rata sin causar dafo
tisular (&62), su  actividad enterotduica as, sin embargoa,
altamente inestable. En wvariops patogenos microbianos 1
adherrencia es un paso esencial para la colenizacidn y posterior
infpecion de superficies de mucaosas (29, 4&8) Se sabe poco acerca
de la participacitn de la capacidad de adherencia  en 1
virulencia de C. difficile. Se ha desorito la presencia de
fimbrias en algunas cepas de la bacteria g, 4, ¥y we  ha
sugerido gque @éstas iqgual gue en otros grupos bacterianos 46y,
podrian funcionar como estructuras de adhergnocia a superficices
mueosss de  tracto intestinal, sin ombargo no se ha demostrado
experimentalmente. Tampoco se ha encontrado correlacion entre la
enpresidn de las fimbrias en &l microorganismo v la presencia  de
enfermedad. Se ha reportado que C. difficile se adhiere en forma
importante a dos lineas celulares del tracto inftestinal. (700, s@
desconoce, sin embarge, su capacidad para adherirse a ceélulag

Hep—-2, linea celular ampliamente uwtilirada en westudios  sobre

adherencia de Escherichia coli enteropatdgena (15, 445, T2, 44).
[45H] La adherencia de tipo inespecifico vy madiada por

interacciones hidrofdhicas, descrita originalmente en bacterias
de wvida 1l1ibre degradadoras de hidrocarburos (o1, g2, 5 ha
estudiadeo tambien en bacterias de importancia medica (47, =6,
59, T, =1y las gue se ha planteado su posible participacison
comg factor de virulencia, por evidencias de su importancia en
el proceso de colonizacidn. Se ha a reportado que C. difficile

puede adherirse por propiedades hidrofobicas a peoliestireno (70},
=in embargo, se desconoee la importancia de esta propiedad en la

virulencia de las cepas capaces de hacerlo.



FPLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA

Existe controversia sobre la participacidn  de Clostriditm
difficile tonigeénico v no tonigénico en formas menos severas de
enfermedad intestinal gué 1o CFM como son la diarrea v la colitis
inespecificas asoviadas Con el uso de antibioticos. Casi el 1004
de  las cepas aicladas de CFF con productoras de tovinas, loo gue
no sucede con las cepas adisladas de las formas menos graves. Esto
hace pensar que en ellas posiblemente exista alogun otro factor
diferente a las torinas A v B gue este  involucrado can ia
enfermedad. Fecignbtoments s ho cugorido gue 1o capacidad  de
adherencia podria ser otro factor de virulencia. Mo se ha
demostrado sin embargoe que esta tenpga relacidn cen la presencia
de diarrea o con la administracidn de antibioticos. Mo == ha
aclarade tampoco, 51 la capacidad de adberencia tienpg alauna
asociacidn con la tonigenicidad de las cepas. For lo anterior
resulta necesario realizar estudios que contribuyan a aclarar la
participacidn de sstos factores de viecwlencia en la produccidn de
enfermedad ¥ la posible expresién simulitanea de dos factores, gue

pudiera auwmentar la virulencia de las cepas.



OBJETIVOS

1. Estudiar en cepas aisladas de poblacidn hospitalizada (nifios v
adultos, con vy Sin diarrea’: a) La capacidad de adherencia a
superficie hidrofdbica (poliestirenn) y a ce2lulas en cultivo
(Hep~2) . 1) produccion  de toxinas A ) yoooc) inducir
acumulacion de liguido en asa intestinal ligada de rata (AILRY}.

Z. Determinar la posible asociacion entre la expresidn de esto

w

factores y la presencia de diarrea en los pacientes estudiados.
Z. Determinar la posible asociacidn cnteo la expresion de estos
factores vy la administracidon de avtimicrobianos a los pacientes

estudiados.

4. Identificar uwuna posible asgciacidn n la expresion de los

factores de virulencia estudiados.



HIFDTESIG

1. Mas del ZI0OL de las cepas de Clostridium difficile aisladas de

poblacigon hospitalizada presentan capacidad de adherencia y de

produccion de toninas.

2. Las copas algladas de pacientes con diarrea san mas adherentes
vy touvigénicas que las aisladas de pacientes sin diarrea.

F. Lay cepas aisladas de pacientes con tratamiento antimicrobiano
soh  mas adherentes vy forigeénicas gque las alsladoas de pacientas

que no ecstén baio tratamiento.

4. Las cepas de C. difficilg capaces de adherirse a células en
cultivo 500 tambiédn ¢apaces de adherirse a superfticie
Hidraofdbica. Las cepas productoras de toxinas A v B son capaces
también de inducir acumalacidn de liguido en asa intestinal

ligada de rata.
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MATERIAL Y METODRS

Origen de las cepas. Se estudiaron 44 cepas de C. difficile
aisladas de heces de 42 pacientes hospitalizados vy 2 de
individuos no hospitalisades (una cepa par peErsona) s 27 de 1las
cepas se aislaron de niflos, 1% de ellops con diarraa v 14 sin
diarrea; en tanto gue 17 fuerecn aisladas de adultos, 7 de ellos
com  diarrea vy 19 gin diarrea. El origen de todas las cepas
aisladas de nifos, Tue 21 Hospital de FPediatria del CHMN del 1MES.
De las cepas alsladas de adultos, 19 se obtuviacron del Instituto
Nacional de 1a PMNMutricidn Salwvador Zubiran y S doel Instituto
MNacional de Cancerclooia de la Secretaria de Salwd, 3 del
Hospital de Infectnloaia del Centro Médico la Raza del IMSS, Yy 2

de individuos no hospitalizados.

AISLAMIENTO

Metodo direcio. Muestras de heces de cada individuo seo diluyeron
2n proporcion 1 2 en solucidn reguladora de fosfatos pH 7.2
(FESY. Be sonbrd 8.1 ml de cada dilwsidon sobre placas de  agar
cicloserina-ceforitin-frectosa (CCFM (24 con 259 ug/ml de
cicloserina ¥y Bug/ml de ceforitin (1d4). Lan placas se incubaran
o

en anaerobiosis (10%  de CO o, 10% de H v 8a¥ de M) a ZT7 C

s

durante 48 his.

Método de emriguccimicnto. Simultdaneo al cultivo directa, =e

incewld un gramo  de  heces en medioc de enriguecimiento gue
consistid de 7.5 gfl de granulos de carne cocida (Difoco, Euan,
17.9% g/l de infusidn de cerebkro corazon (Difco, EUAY , 6 g/l de

extracto de levadura (Difco, EUA) vy 1© ml de solucién de



hemina/menadiona (Biboo) X7, La incrbacion se hizo en
' [}
anaerabicsis a 57 € ditrante 3 dias despuds de lps cuales se

hicieron resiembras =n medio CCFA.

IDENTIFICACION

Las retolonias con smorfologla caracteristica de Q. diffigile en
medio CCFA, color blanco amarillentas, de 2 a & mm de diametro,
ligeramente conve:as, de bordes irregulares y con apariencia de
vidrio molido se confirmaron por su capacidad de fluorescencia al
erponerse a la luz ultravionleta (367, vy mediante una serie

estandar de prurbas bicgulmicas gue consistieron 2n:

fermentaciodn  de carbahidrateos lactosa (-), manitol (+), manosa

(+), sacarosa (), glucosa (+), maltosa (=3 y nilesa (=)
hidrdlisis de la escuwlina (+)3 produccion de indol +t—-)3 reduccidn
de nitratos a nitritos (-) vy digestion de leche (=) (2.
CONSERVACION

Una vez identificadas las cepas, s cultivaron en medio de carne
a]

cocida (37.9 g/1) (Difeo, EUM en anaerobiocsis & F7 0 durante 418

hres (37}, Estos cultives se mantuvieran a temperatuw-a amnbiente,

hasta gque sg reguirieron para los onsayos de cspacidad de

adherencia y de produccion de taninas.

ENSAYOS DE ADREREMNCIA

pdherencia a superficie hidrofdbica (poliestireno) . Fata 1a

determinacidn de capacidad de adherencia a Supevfiéie
hidrofdbica, se uwtilizd el método de adherencia a poligstirenco

descrito por Rosenberg (92) modificado de la siguiente maneras

10



8 utilirzaron caijas de Feiri de polisstireno de T2 X 19 mm
{(Falcan, ELAY come superficio hidrotébica. Las cepas mantenidas
en medio de  gerne cocida me cultivaron en sgar de soya
]
tripticaseina (kioron, Men) en anacrobiosis a I7 C por 24 hrs. vy
ne subcultivaron en las cajas de poliestirenc gue contenian 2 mil
de caldo soya tripticaseina (ionen, Mei). Las cadas se incubaraon
[
en anaetrovbhiosis a I7 C por Z4 hirs; despuds se elimino @l caldo y
las cajas se lavaron con agua corriente. Las bactorias gque fueron
capacres de mantenerse adheridas al sustrato hidrofdbico, S
fijaron uweando metanol vy se tifteron con coloprante de Giemsa
(dilucidn 1 : 40 de una solucidn al 174 por 249 min (76} . lLas
placas se obsarvaron con microscoplo de luz con el objetiva de
inmersidn (BOg sumentos) y  so contd el nuamerao de bacterias
adheridas en 10 campos. El resultado finmal se erpreosd comn el
nuamero promedio e bacterias oboervadasg par campo

(bhacterias/campo) @1 19 campos. S utilizaron como conbroles
=] =]

cepas de Acinetabacter calecoaceficus var. anitratus.la cepa RAG—L

que tiene una alra capacidad de adherencia por propilredades
hidrofobicas de superficie, fue el control positivo y la cepa MR-
481, una mutante de Ia anterior sin la capacidad de adherencia,
fue el control negative. Estas cepas fueron proporcionadas poc
Mel Rosenberg (51} v por Wood-Helie (70).

Adherencia a celulas Hep—3. Fara la determinacion de la capacidad

de adherencia a células en cultivo, 502 utilize el mélbodo de

adheraencia a celulas Hep-2 descriftco por Craviectoe v  cols {15

modificado de la siguiente manera: las celulas Hep-2 s=ze

el

i

mantuvieron en botellas de cultivo dge tejidos de 25 em {Munc,

11



Dinamarcal) con medio 172 (In Vitro, Mew) suplementado con 19V de
suprno Tetal bpvino {(Gibco, BEUAY v penicilina-ostreptomicina 90 UL
v S50 uwg/mi (Inm Vitra, HMew). Fara el ansayo, las células se
tripsimizaron  y s suspoendiaron enp 1 mismo medio, Yy e
distribuyaron en placas de cultive de tejidos de 24 pozogs (Nunc,
Dinamarcal gue contonfan laminillase circutares de vidrio como

~=

superficie para gue croecieran las células. S5 aplicaron 2 ml  de
o
suspensidn celular en cada pozo. l.as placas =a incubaron a 37 C
hasta gque el srecimicenito alcanzd wun 297 de confluencia. Foco
antes de la realisacidn del ensaya, se  cambid el maedio de
mantenimiento por medio 199 suplementado con 1% de suara  fetal
bovino, sin antibivticos. Kl indculec bacteriane se prepard de la
siguiente manera: 1as cepas de L. gdifficile se cultivaron en agar
o
sOya  tripticaseina (Difro, EUA} a 7 C por 24 hrs. y sSe
subbcultivaron en 2 ml de calrdo soyva tripticaseina (Difeco, EUAY .,
Fara obtener el paguste bacteriano, el crecimierto se centrifugd
[n]
a 208 rpmA/lS C/l%min. {(Sorvall RC-IDk, rotor 5M-24 Dupaont
Insteruments, EUAY  El1 paguete se resuspendid en oedico 199 con 14
de suero fetal bovino cin antibiotico & wuna concentracidn de 1 X
9
10 bacterias/mlg Y oy inocularon las placas gue contenfan las
células Hep~Z con 9.1 ml de esta suspensidn por pozo. Lag placas
aQ
Sse incubaron en anaorobilosis & 37 T pors una hora. Dospues se
ertrajeron las laminillas ¥y empleando una jeringa se lavaron con
medioc 199 sin suero fetal v sin antibidtico. Enseguida se fijaron
con wuna solucidn de formaldehido al .74 (vw/v) durante 10 min vy
ge tifferon con coloranto de Gimmsa. La adhesividad se midid bajo

microscopia de lus con obietivo de inmersidn. Se revisaron 100G

cetelulas por laminilla y se contaron agquellas gue tenian urma o mas

12



bacterias adheridas. El resultado se expresd como @l namero de
células que tenian bacterias adheridas en 100 (). Como control
posiftivo del ensayo se empled la cepa 29 de C. difficile (aislada
de ur adulto con diarrea asociada al uso de antibigticos) Ggue £n
ensayos previos aostro consiztentemente 50% 0 mas de adherencia a

celulas Hep-2.

ENSAYDS DE FRODUCCION DE TOXINAS

La capacidad de las cepas de producir towinas B, Ay atrags
enterstodtinas, ze  detorming madiamto deteccion del efecte de
sobrenadantes sobre cultivos celulares (52) y en asa intestinal
ligada de rata (BILRY, respectivamente (&H4) .

Obtencidn de sohironadantes. Fara obtener los sobrenadantes, las

cepas se inoctlaron on infusidn do cerebro coraczdn (Difecao, EUA) v
9
zE@ incuebaron on anacrabiosic a L7 T durante 96 hirog se
o

centrifugaron & 3000 rpm/d4 T/720 min (Sarvall RC-9R, rotoar SH-24
Dupont Instruments, FUAY vy se filtraron a través de membranas de
.45 um (Millipore, EUA).

Produccidon de touina B. Fara la deteccidn de la produccidn de

tonina R se uvtilizaron células de fibroblastos de pulméan  hamano
(MRC—5), que en estudios previos han mostrado ser sensibles a su
efecto (59, &4 . Las celulas se crecicron a confluencia en una
microplaca de 96 poraos {(hMunc, Dinamatcal) con 209 ul de medio
minimo esencial diploide de Eagle (MEM Zn) por pozo, suplementado
con glutamina, penicilina-estreptomicina (In Vitro, Me:) y 1% de
suero fetal bovino (Gibeo, gunr . Fara neutralizar la posible

actividad de torina 4 (gque interfiere con el ensayo de toxina B)
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se mezclaron 20 ul de antitoxina A {(335) con Z¢ ul de cada uno  de

los  sobrenadontes vy las mezclas

imcubaran a temperatura
ambiente par 45 min. Fasteriormente se inocularon 29 ul de cada
mezcla por pooo. las micreoplacas se incubaron en una atmosfera

[
humeda con 5% de ©TO a 27 T durante 24 hirg despues de 1o cual se

=

fijaron con una solouciagn de formaldebido al 2074 (v/y) durante 1o
min vy se  tiftereon por 20 min con colorante  de Giemsa. La
actividad de la toiina se detecto por efecto citopatico sobre
células FMRC-%5, que al microscopio se aobserva como redondamiento
celular. -

Cuantificacivn de la actividad de

la toxaina . Fara cuantiticar
la actividad de la todtina B, se mezclaron Zv ol de anbtitoxina A

(53 con un volumen igual de sobrenadante de agquellas cepas gue

causaron ofocto citopatico sobre colulas MROE-S5. Com la mosela
abtenida s prepararon diluciones triples seriadas  ©n MzM
o

diploide sin  cusroc v =5in anbibidtico vy se  incubaron a I7 C
durante 45 min. Cada dilucidn se inoculd a células  FRC-S
crecidas a contluencia &n microplacas doe 9?4 poros. Las placas se
inewbaron, fijaran y tifferon como se describid previamente en el
gnsayo de produccidn de toxina Dy se  observaron  en (=3}
microscopilo. Los resultados (efecto citopatica) obtenidos =se
pupresaron @n unidades citotduicas/ml (UC/mid, definidos como ®l
inverso de la dilucidn mézima que causa redondeamiento celular en
por lo menos S0OY de las células (&5).

Produccidn da toina Al t.a produccidan de  toxina A de G
difficile se determind por el efecto de los sobrenadantes sobre

celulas de ovario de hamster china (CHO) (592, &64). Las células seg

crecieron a confluencia con medio F—-12 (In Vitro, Mes)
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suplementado con glutamina, penicilina~estraptamicina (In Vitro,
Mei} ¥y &% de suerao fetal bovine (Gibeto, EUA). Fosteriormente se
desprendieron ceon tripsina (In Yitro, Meit), y se suspendieron en
1 ml de medio F-12, Una tercera patrte de la suspension se diluyd

en 20 ml de medio P13 y ce distribuyd en microplacas de %4 pozos

(Nunc, Dipamarcal). agregando 2008 ol a cada poso. Il_as microplacas
]
s incubaron en una atmasfera humetdsa con 9% de CO & 37 C por wuna
-
hora para pecrmitir gue las océlulazs se adhiriaran. Fara

neutralizar a tonina B (gue intoerfiere con la actividad de la
toxina A) e mecclarcn 20wl de antitosina I (52) con 20 ul de
cada unp de los sobrenadantos v se incubaron a temperatura
ambiente por 45 min. Fosteriormonte se inocularon 20 ul de cada
mezela  por pozo. tas microplacas so incubaron toda la noche en

=]
una atmdsfera hameda con 84 de CO a T7 G despuds de 1o cual S

-
fijaron con una solucidn de formaldehido al Z.7% (v/v) durante 10
min y se tifleron por 20 min con colorante de Giemsa. La actividad

sz  detectd por cfocto citotdnico  sobre las  célulac, ue al

microscopio s& observae como @longacidn celular.

Cuantificacion de la actividad de la Ltoxina A. Fara evitar que la

actividad de la towina B interfiriera en la cuantificacion de la
=

actividag de la toxina A se mezclaron 20 ul de antitosina B (6D

con un wvolumen igual del sobrenadante de las cepas con actividad

comprobada de texina A. Cen la mezcla cbhbtonida, sE preparatron

diluciones triples seriadas on medio F—-12 sin suere ni
(=)

antibidtico v se incubaron a 27 C duwrante 45 min. Cada dilucion

se inocuwld por duplicadao sobre c2liulaz CHO crecidas a wn 53@%  de

confluencia &M microplacas de %4 poazos. tas placas se incubaron,
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fijaron y tifteron comoc se describio previamente en =1 ensave de
produccion  de tonina Al l.os tresultados (efecto citotdnico) Se
expresaron en unidades elongantes/mi (UE/ml), definidas como la
inveresa de l1a miaxima dilucidrm gue causma elongacion en por o

menns un 5% de las celulas {(44) .

FRODUCCION DE OTRAS ENTERDTOXINAS.
La determinacion de la produccidn de enterotoninas se realizd
tambien probando el efecio de los sobrenadantes en asa intestinal

ligada de rata (&4).

Ensaym de asa intestinal ligada de rata. S5 utilizaron ratas de
la cepa Sprague-Dawley de I a 2 meses de ndad mantenidas en ayuno

HI, &) Las ratas s anestecsiaron con #ter v se

por 249 hrs
les practicd ona incicidn en 1o Mnoa modia dol abdonen de maneirsa
que el intaeztino gquedara espuesto. Enseoguids se localizd =1
yeyuno y @20 cu parbte media oo ligaron dos asas de  prucba  de
aprosimadamente ¢ om cada una, cen wna  asa intermedia  como
testigo. Cada asa e inoceld con 1 ml de sobrenadante obtenido
cono se describio pereviamente. Se suturd la incisidn abdominal vy
transcurridas 6 hrs se sacrificeron parva Dutraer 2l intestino. La
acumulacion de ligquidos o wstimd o partir de Ia ranon
pese/longitud (mg/em) @n las asas de prucba después de restar el
pesc de las asas lestigo invectadas tnicamente con FPRE.  Como
control positivo de actividad enterotdtica, e wtilizd le tonina
de colera (7 ug en un ml de FES) la cual s2 inoculd del mismo
modo gue los sobrenadantes (&35, t.os sobrenadantes gque indujeron
acunulacidn de liguidos con un radio mg/cm mayor o igual a 60

que excede el valor reportado (menor de 3¢ mg/em? de acumulacion
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ecpontanea de liquido #n asas intestinales ligadas de rata (33},

se consideraron con actividad enterotaxica.

AMNALISIS DE RESULTADOS.
La asociacidn entre capacidad de adherencia y produccion en
torinas con la presencia de diarrs2a y tratamiento antimicrobiano

de los pacientes de los cuales fueron aisladas, sz determindg
-

s

mediants2 un analisis de X con correcelidn de Yates o por Frueba
de Frobabilidad enacta de Fisher cuando las muestras fugron ouy

pequefas &53).
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FESULTADOS

CAFACIDAD DE ADHERENCIA A DOS TIFPDS DE SUPERFICIE

Capacidad de adherencia a superficie hidrofdbica (poliestireno)

Dado qgue ern la literatura no esristen criterios de positividad
para establecer =i una cvepa de L. difficile es adherente @ na al
poliestirenc, el primer paszo en nuestra evaluacidn fue determinar
valores para ostimar el grado de adherencia. Fara tal efecto se
realizd un analisis el comportamiento de adherencia de las cepas
ectudiadas (Tabla 1), encontrandose gue mbg del 50X prasan batan
atdherencia entre @ v 4 bactoerias/campo, migntras gue al resto la
presentaran antre Sy mas de 15 bacterias/campo. De acuerda con
esta distribucidn, 52 consideraron como cepas  adherentes  d
aquellacs gue mostraron mas de 5 bactmrias/campo. Froessentaron
adheroncia (o (591 de 17 cgpan airsladas de adultos v 11 (41%) de
27 artsladas de niffos (Tabla T). La diferencia entre dgcstay no fue
estadisticamente significativa (p - O.0T) .

S5 analizd Ia posible asoclacion entre capacidad de adherencia y
prasocncia de diarrea; ocupresaran adherencia 8 (4ex) de 20 cepas

aisladas de individuos con diarrpa vy 12 (34%) de 24 aisladas de

individuos sin diarrea (Tablia 4). Esta diferencia no fue
estadisticamente significatriva (p » 0,05,

Fara analizar posibtles diforencias @n la eupresi1on de 1a
capacidad de adhetrencia de cepas aisladas de niffos v  de
adultos, = =) egtudiaron «omo grupo por separado. Fueiran
atdherentes, 4 (2174) de 13 cepas aisladas de niffos con diarrca v

7A{TaL) de 14 atisladas de nifios sin diarrea {(Tabla S)s la



diferencia no fue criadisticamente cignificativa (p » Q.05). En
las cepas atzladas do adultos, presentaron adherencia 4 (57%) de
lacs 7 aisladas de individueos con diarrea v & (&0%) de las 14
aisladas de individuos sin diarvrea (Tabla &) la difersncia
tampoco fus estadisticamente <ignificativa (p = O,37).

Se analizéh tambien, la posi

jag

i asociacion  del gi~ado de
adherencia de las cepas con 1o presencia de diarrea (Fig. 1). El
grado de adhbercrncia de las copas aisladas de niffos con o0 sin
diarrea fue similar (promedios de 2w 23 bacterias/campo
respectivamente) , micentras gue el de las aisladas de adultos cor
diarrea fue mayor tpromedia 21 bacterias/conpo) gque el de la=

aisladas do adttltos cin dioreen (promntdio L1 bactorias/campo).

CEapacidad de adherencia a célul as Hep-2Z. Al igual ue Een la
sle ] o8 a2l b alE C1 &

adherencia = superficie hidrotdbica, se establecid un criterio
de pasitividad para determinar ia capacidad de adherencia de
tepas de G, difficile a células Moep-Z. Lo sstimacidn de valores

de adhorencia (Tabla 2 mostrd que mds del &0 de las cepas

presentarcn una  adherencia entroe o oy 93, migntiras gue las
restantes entre 10 v mag del 5ok, De  acuerdo con asta
distribucidn se consideraron. adherentos aguellas cepas que
mostraron 1974 o méds de adherencia a células  Hep-2,  Fueron

adherentes, 16 (59%) de las 17 cepas aisladas de adultos y 7

{26%) de las 217 aisladas de nifMos (Tabla T . La difersncia entre

tstas Tue estadisticamente sigrmnificativa (p +  o0.03), 1o cual
sugiere gue  las  copas  adisladas de adualtos oespresan mayaor

capacidad de adherencia a celulas Haep-2 gue  las  aisladas  de
niftos.

El andlisis de la posible asociacidn entre presencia de diatrtoma
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y capacidad de adherencia a celulas Hep~2 mastrd que: de 20 copas
aisladas de individuos con diarres v de 24 sin diarveé, S (254 Y
1z (5@L) respectivaments  fueron adherentes (Yabla 4); esta
diforencia no fuse estadisticamente significativa (3 > @oad) .

Fara determinar posibles diferencias &0 la ewpresidn de  Ia
capacidad de adherencia de cepas cisladas de niffos v de  adul tos,
s¢ estudiaron como grupo por separado. Fusron adheraentes, 4 (E1%)
de 12 cepaz aisladas de nifios con diarreas vy & (AZ4) de 14
aisladas de nifios =in diarrea (Tabla T7. lLa diferencia entre
gstas fue estadisticamontae significativa (p = B, 047TY, sin
embargo, no = encontrd asociacidn 2ntre capacidad de adheroncia
da las zepas con la presencia de diarcea, Dia las copas alsladas
de adultos, a4 {57V ddo 7 alsladas de individues con diarr=a ¥y 6
(6O de 1¢ aisladas de individuos sia diarrea fueron adherentes

o=t e HERTN vubtowfisticamentea

{Tabla &). La diferencia anbre éc
significativa (p = @.I7). ‘

Se analizp tembién ] grado de adherencia @n asomiagion cen l!la
presencia de diarrea, crecontrandose aue las cepas aisladas de
piffos  con  diarrea fueron menos adherentes que las  aisladas  de
niffos sin diarrea; en tanto que las cepas aisladas de adultos con
diarrea fuerocn mas adherentes (promedio I7%) gue las alsladas de
adultos sin diarrea (promedio 297 (Figg. 2).

CAFACIDAD DE FRODUCCION DE TOXINAS

Produccicon de tfoxinas A ¥ B. De las cepas 44 cepas estudiadas,

las 12 que produjeron toxina A tambign produjeron toxina B. Siete

(24%), de las 27 cepas aisladas de nifios v &6 (354 de las 17

20



Cepas alwsladas  de adultos

diferencia entre gstas no fue estadisticamente significativa

S analizd la posible asociacitn

v la presencia de diarrea.

dee parcientes ron diarrea v B

pacimntos sim diarrea fueron

diferencia no fuo estadicticamente significativa

Cuando se estudiaron por

adultos, =e encentraraon con mayar

niftos sin diarreas (9 de 14, Ik

=

1%, 157 {(Takla 35). En 1

A%

roduccidn de toninas fus mas
B

individuons  con diarroa (2 ae 7,

individuos Ly in ciarrea (7 de

alsladas de niflos como o las ai

encontradas no fueron

Q.33 respectivamente) .

Se analizd también si el

temia alguna asociacidn

grupos estudiados (Fies. 3 v 4).

de toxina A, 38 encontho

fueron

entra

ey

Cinco

saparado copas

cepas

frecuonte

L&
sladas

gstadisticamente

arado de
coen la presoencia de
fespecto

cimilitud ontre copas

toxigériicas (Tabla T La

p >

toxigenicidad de las capas

5 20 copas alsladag

P

] de las 24 aisladas de

tovigénicas (Tabrla 4. Esta

.0

=

aioladas de nifius  y de

frecusncia cepas tovigénicas on

que en niflos con diarrea (2 de

aisladas  oe adul tos, la

en las copas aisladgas  de

4Z%4) qgue sn las aisladas de

’ Iy . Tanto an lass rcopas

der adulbos las diferenclas

significativas (p = @.17 y

torigenicidad de las cepas

diarires =n los

al grado de produccioan

alnladas de nifios

«on v sin diarreas en tanto las aisladas de adultos con diarrea
fupron mas  tonigénicas gue laz aisladas de adultos sin diarrea
(Fig. Ty En cuanto al grado de produccidn de taonina B, las
cepas aisladas de nifios sin diarrea fuercon mas citobovicas qgue
las aisladas de niflos con diarrea; mientras gue las aisladas de
adul tos con diarrea fuerocn mas citottuicas que las aisladas de
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adultos sin diarrea (Fig. 4).

Capacidad de induciic acumulacion de liguidos en asa intestinal

linada de rata (AILRY . Se analizaron Zé6 cepas, incluidas en éstas

las 13 tonigénicas (Tabla T} los sobrenadantes de 260 (S A de
allas indujeran acumul acion dz liguidos =la} AILR; las

sobrenadantes de & (434 de las 14 aisladas de adulins y 14 (L4474

de las 22 aisladas de niffos indujeron acumulacidn de liquidao [=1)]
AILR (Tabla ™). Esta diferencia no  fue estadisticamente
significativa (p > G,905),

El &apdlicis de la posible asociaciodn enitrs capacidad de inducir
acumulacicn de iiguido on AILKR v la presencia de diarrece mested
gue & (40X de 20 cepas aisladas de individues con diareea yo 11
(A% cm 24 ajioladon che individuss csin diarrca indajercn
acumulacidédn de liguido en ALLA (Tabla 4), Egcta difereoncia noe fue
estadisticaments significativa (p > Qowd) .,

Fara analizar posikles diferencias  on la phpresidn de 1a
capacidad de inducir acumulacion de liguidoe eon AILR de cepas
aisladas de adultos v de nifbos, s astudiaron Ccomo grupo por
separado. Logs sobrenadantes de & (464 de 17 cepas aisladas de
nifos con diarrea y los de § (8%9%) ‘de 9 aisladas de nifos  sin
diarrea indujeron acumulacidn de liguido en AILR; esta diferencia
no fue estadisticamente significativa (P = 0.052) (Tabla Y. Los
sohrenadantes de 2 (294 ) de 7 cepas aisladas de adultos con
diarrea y de I (4A34) de 7 cepas aisladas de adultos sin diarrea
indujeron acumulaciédn de liguidoz en AILR (Tabla &3 gsta
diferencia tampoco fue estadisticamente significativa (p » o.285).

S@ analizd tamhien, 21 o} grado de induccion de acumulacidn de
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liguideo tenla asociacidn con la presencia de diarrea (Fig. $S).
Los socbrenadantes de cepas aisladas de nifios con diarrea
indujeron menor acumulacion de llguidos (promedio 141 mg/cm) gque
los sobrenadantes de cepas aisladas de nifvs  sin diarrea
(promedio 167 mg/scm). En  las cepas disladeas de adultos  los
saobrenadantes aguellas aisladas de pacientes con diarresa
i%gujeron menar acumulactidn de liguideo mh AILR (promedio 2265
mg/cm) gue los de cepas aisladas de pacientes sin diareea

(promedic Z47 mg/cm) <(Tabla &).

POSIBELE ASOCIACION ENTRE LA EXFRECION DE DG5S FACTORES v EL ESTADO
CLIMICO
De las & posibles combinaciones de los 2 factores ostudiados
solamente 2 presentaron alguna asociacion con 21 estado clinice
te los pacienies: capacidad de produccion de tosinas 0y B caon
inducecitn de acumulacidn de  liguidos en AILR (Tans7AaILRY oy
capacidad de adhorencia a células Hep~2 con induccidn de
acumulacidn de liguidos en AILR {(AC/ATLRY) . La expresidn Tox/AILR
Gse encontrd 2n 4 (20U do DO cepas aisladas de pacientes con
diartrea ¥ pn B Tl de 1é4 aisladas de pacienteos 510 diart-aa
(Tabla 4} la difersncia oenbre rstas  fuwe estadisticamente
significativa (p + G.035) . L.a eupresion AC/AILR no se encaontrda en
ninguna de 17 cepas aisladas de nifios con diarreas micmtras gue
se presentd en T O (I53%) de 9@ cepas aisladas de nifios s1n diarrea
{Tabla 5} psta diferencia no fue ostadleticamente significativa
(p = 0,034). Mo se encontrd asociacion de Touw/AILR) y AC/AILR con

el estado clinico cuanda se analicarogn por separado las  cepas

ailsladas de adultos (Tabla &7.
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INFLUENCTIA DEL TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICOS EN LA EXFPRESION  DE
LGOS FACTORED DE VIRULENCIA

Iinfluencia sobnre la adhorencia a superticis bidrrofabica

fpolipstirengy. Diezx (274} da 27 cepas aisladas de paclientes con
tratamiento antimicrabiana v 11 (&%) de 17 cepas ailsladas  de
paaieptéa $i5 tratamiento antimigrabiano  fueton adharentes a
poliestireno (Tabla 7). Esta difprencia fue eotadisticamente
significativa (p 7 0,05,

Cuando we estudiaron por sopatradeo cepas aislagdas de nifinsg, S|
encontro gue fueron adherentes: A (RELY de 1o alsiadas de  laos

=r

rnifos que hablan recibido tratamiseto antimicrobianc y 7 (647} de
11 cepas aiglades do nifios quo noe lo hablan vecibido (Tabla Bhj
la diferencia oncontrada no fus estadisticanenbo signitficativa (@

= Q.0357) o cual podela sugorir guo al Yrataniento selecciona

ks
copas sin capacidad de adheiencia a poliestirena. El andlisis por
separade do las cepas de adulbto mosted gue & (3370 de 11 de las
cepas alsladas  do individups gue habian recibido tratamiento
antimicrobianc ¥ 4 (474 de & que ne 1o hablan recibido  fueron
adherentes a pclie%tlrena (Tabla %) la diferencia encontrada nic

2.3 .

Ffue estadisticaments significativa (p o ©.35

Influencia gsobre la capacidad de adherencia a celulas. Diez (374D

de 27 cepas aisladas de pacientes con tratamiento anbtimicrobiano
y 7 (417 de 17 aisladas ds pacientes sin  tratamiento fueraon
adherentes a celulas Hop-2Z (Tabla 7)3 esta diferencia ne  fue
estadisticamente significativa (p » @.05),

Cuando se analizaron por separado cepas aisladas de niflos vy de

adul tos, se@ encantrd que fueron adherentes a celulas Hep-2 4
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(254 de 16 cepas aislades de nifos que habian recibido
tratamiento antimicrobiano » I (27%) de 11 cepas aislasdas de
nifos gque no 1o hablan recibido (Tabla 9)3; esta diferencia no fue
estacdisticaments significativa (F = a,70). En cepas aisladas de
adultos, 4 (4% de 1! arsladas do pacientes con tratamiento v 4
(677) de 4 asisladas de pacientes sin tratamiento fueran
adherentes a celulas Hep-2 (Tabla 9)3 osta diforencia tampoco fue
estadisticamente significativa (p = 1,357,

Influencia sobire la capacidad de peduccion de torinas A v B, En

.

cuanta a la produccidn de toiinas, 7 (Z&8%y de 27 cepaws alsladas
de pacientes con tratamioento antimicrobianoc v & (38%) de 17
aisladas de pacientes sin tratamiento predujeron tontinas A v B

{Tabla 7); la diferencia ne fue estadicsticazmonts significabiva (p

oL 0T) .
ey cepas aizladas de nificzs  fuoron tousigenicas 2 (1357 tle: 1é

aisladas de pacientes con tratamiento v O (V1% de 11 arsladas de

pacientss  sin tratamiento (Tabla B);3 la difersncia no  fue
egtadisticamenta signifTicativa (p = 0,446}, En cepas atsladas de
adultos , 5 (54 de 1!l aisladas de pacientes con tratamiento y 1

(177 aislada de & pacientes sin tratamienta fueron productoras

de touinas (Table 2 Ia diferencia encontrada on estas tampoco

= ‘:, bt ) -

fue estadisticamonts significativa (p = .22

Influencia gsobre la capacidad de inducir secrecitn de tigquida en

ATLR. Indujerdn secrecidgn de liguido en AILR, 17 (527 de I5
cepas aisladas de pacientes con tratamiento antimicrobiano y 7
{&HAY) de 1l aisladas de pacientes sin trataniento (Tabla 7); la

diferencia sncontrada no fue estadisticamente significaltiva (p =
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e, 25 .

En cepas aisladas de niffos, induierdn secrecion de liguidos on
ATLR, =] {5574) de 1S aisladas de aquellos que  recibieron
tratamiento y b (8867 de 7 aisladas de aguellos que no recibieron
tratamiento (Tabla 83; la diferencia no fur estadigticamente
significativa (P = ©_.14). In tanto gue de  las copas aisladas de
adul tos, indujeron sectrecion de liguido on AILR S (594U de 1o
aisladas de pacientes con tratamiento antimicrobiano y wna (254

de 4 aisladas de pacientes sin tirratamiento (Tabla 7y esta

diferencia tampoco fue estadisticamente sigrnificativa (p =
[

Influsncia gseghre la erpresidn de dos factores. La eupresion

AC/AILR s eoncontrd, en 4 (1&A%) de 23 cepas aisladas de pacientes
con tratamiento antimicrobiano » on 7 10%) de 11 copans aisladag
de pacientes sin tratamiento (Tabla 70 la diferencia encontrada
mo fue estadlsticamente significativa (p = 0.325).

En cepas aizladas de nifios se encontrd que 2 (1353 de 19 ai1sladas
de los gque recibieron Sratamients y una (14%) de 7 aistadas  de
los Que no recibieren tratamiento expresaron AC/AILR {(Tabla 8).

La diferencia cncontrada no fue estadisticamente significativa

(F = .47 . £n cepas alsladas de adultos, AC/AILIT se supresd, en

by

2 (26 ) der 19O cepas aisladas de individuns que recibieraon
tratamiento ¥y 2n unea (0% de 4 alslades de aguellos que  no
recibieron  ftratamionto (Tabla 2); esta diferencia tampoco fue
estadisticamente sigrnificativa (p = G.49).

La eupresidn Ton/AILR se encontrd en, 7 (28%) cf e 28 cepas
aisladas de pacientes con tratamiento antimicrobiano v en 5 {45%)

de 11 cepas aisladas de pacientes sin tratamiemto (Tabla 7y: la
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diferencia no fue estadisticamente sigrificabiva (p o 9.05).

En cepas aisladas de nifMos, enprasaran Toxs/AILR 2 (13 %) de 15
cepas alsladas de los qus recibileron tratamiento y S (71 %)Y de 7
alisladas de las gque no lo recibiesron(Tabla 8); la diferencia
encontrada  fue altamente signiticativa (P = 9,017, 1o que
sugliere gue el tratamiento antinicroblano en cepas aisladas de
niffos  =elecciona cepas  que o @aproecan TosAAllR. &R cepas
aisladas de adultps, ge encaontro oupresion Tou /AILR en § (50¥) de
1¢  cepas aisladas de loz gue recibieron tratamicento pero no  en
cepas aisladas de agusllos gque no recibieron tratamiento (Takla
i la oifoerencia crncontiada al=} fuw estadlsticamente

significativa (p = O.128).

ASOCIACTON EMTRE FOSIHLES FACTORES DE VIRULENCIA (Tabla 160}
La asociazidn onkrie lox factores estudiados se determing mediante
~-

urn analisis  de Xm con corraccidn de Yatas, Dicho analisis
consistid @n asociar on las cepas la onpresidon de cada factor con
la expresion de cada urnio doe los otros factores.

De las 21 cepas que expresaron capacidad de  adbherencia a
superficie hidrofdbicar @ (4724 fueron adherentes a células Hep-
2y & 2%y produjeron touinas y 7127 indujeron seECrecidn de
liquido ren AILR {Tabla Ld)g en estas copas no g2 apncantraran
diferencias estadlsticamente significativas {p = €y, G} con
ninguno de estos factores, lo anterior sugiere gque no existe
asociacidn e la cupresidn de capacidad de adherencia a
puliegtireno en laz cepas estudiadas con la expresion de ninguna

de lose otros factores incluida la capacidad de  adherencia a
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celulas Hep—2.
De las 17 cepas gque Brpresarcen capacidad de adherencia a células
Herp -2 7 (52%)  fupron  adherenbes a poliestireno, 4 (2144

produjercn  tovinas A 0y Doy & (LS indujeron secrecion de

liguidos en AILR (Tabla 10 an estas cepas cepas  tampoco  se

encantraron diferenciae estadisticamente significativas pr

G, @s) con  ninguno  de los otros factores, 1o cual indica gque
tampoco existe asociacidn e Ta expresion de capacidad de

adherencia a ceéelulas con la cupresidn de ningung de los  otros

factores incluida la capacidad de adherencia a poliestireno.

Dex las 2 cepas productoras de toxinas A oy B & (&%) Fuerom
adherentens a polisstireno v 4 (317) a celulas Hep-22, v 12

indujercn acumulacidn de ligquideos en AILR. En estas cepas sdlo se
encontrd diferencia significativa (p @ 0.089)con la capacidad de
inducir acumulacicn de liguidc en ATLR ,lo cual significa que en
estns cepas existe asociacidn entrre capacidad de producir toninas
A v B e inducir acumalacidn de liguide en AILR.

De la 20 ropas gue indujaron acumslacitn de iiguidos an ALl 7
(Z5Y) fueron adherentes a poliestireno v & (Z0W) a células Hep-2,
en tanto 12 (L£0%) fueron proeoductoras de todinas A y B . En estas
cepas sdlo se encontrd diderenpcia significativa (p < 8.05) con la
capacidad de producir todinas A v B lo cual significa gue existe
asotiacidn entre la capacidad de inducir acumtilacion de llguido

en AILR ¥ 1a capacidad de producir tovinas A y B.
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TABLA 1

DISTRIBUCION SEGUN EL GRADO DE ADHERENCIA DE CEPAS

DE Clostridium difficile A UNA SUPERFICIE

HIDROFOBICA (POLIESTIRLENO}

GRADO DE ADHERENCIA FRECUENCTIA

(BACT/CAMPO) * No. DE CEPAS (%)
0o - 4 23 (52.28)
5 - 8 7 (15.91)
1o - 14 6 (16.63)
15 8 {18.18)
TOTAL 44 (100.0)

*Promedic de bacterias/campo después de leer 10
campos con la lente de inmersidn.
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TABLA 2

DISTRIBUCION SEGUN EL. GRADO DE ADHERENCIA DE CEPAS

DE Clostridium difficile A CELULAS Hep-2.

GRADO DE ADHERENCIA FRECUENCTIA

(2> No. DE CEPAS (%)

0 - 9 27 (61.36)
10 - 19 1 ( 2.28)
20 - 29 7 {15.91)
30 - 39 6 {13.63)
40 - 49 1 ( 2.28)

50 2 ( 4.54)
TOTAL 44 (100.0}

* % expresa el nimero de cé&lulas en 100 gue tuvie-
ron una o mas bacterias adheridas.
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DISCLSIAON

A poesar de los avances en el estudio de la patopgenicidad de

Glostridium difficile leogrados hasta la  fecha, incluida la

purificacidn y caractoriracicon de las tauinas A y B (5, 57) y el
-

desarrollo de un modelo animal de la esnrernedad (15, 4872 =1

desconoce aln 21 mecanizamo porr 2l cusl  esba bacteria produce

colitis y diarrea  @n humanos. El modelo de la entfermedad  en

hamsters ha permitido mostrar el nivel patdgeno de G, difficile

en el desarrollo de CFM, sin cambargo no Lo ha aclarado respecto a
la DAA ¥y a la colitis inespecifica. No se ha podido determinar
tampeco st alguna de las toninas describas hasta ahora, tiene
participacion prepondetante en alouna dea log formss clinices de

la enfermedad asociada con Clastiridiwn clifficile v ase sabe  poco

respecto a la pasible participacidn en lae mismas de factores e
virulencia talss: como  la capacidad i adherencia v oftiras
entaraotoxinas. Acorce de la capanidad de adherencia por egemplc,
una revision reciente sebre las towinas v la enfermedad producida
por C. difficile, cuande se retiors a otros posibles factores deo
virulencia no hace mencidn alguna de ella (270, otre estudio
{70) sin embargo  sugilers  Que posiblemoente participe en la
colonizacidn del ftracts intestinal y contribouya 2n ta producoeidén

de enfermedad., n el precsente sstudia, igual gue =n uno praevio

(70}, s  investigd la capacidad de capacidad de adhercencia 1o

vitrn a dos diferentes sustratos (superticie hidrofdbica y  a
células en cultivor, petro a diferencia de dicho estudio, se
detzrmindg  la posible existencia de asociacidn entre la capacidad

de adherencia de las cepas y la presencia de entermedad {Tablas
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4, Sy &), Con pucepcion Jdo la anociagién: adhorencia a colelas
con pressncia de diarrea en cepas sisladas de adulios po = Q.02
(Tabla T) no se encontird otro tipo de asociacidon.

En cuanto a la asociacidn del grado de  adherencia & ambos
sustratons aduTg] la diarraa, los  resulitados obtenidos parecen
indicar participaciean de la capacidad de adherencia on la diarrea
de adultos més no en la de nifoa, ya gue 2n promedio, las copas
alslqdas de adulbtos con diarrea fuoron mas adherentes a ambos
sustratos gue las de adultos sin diaveea, ern tanto gue 1as cepas
aisladas dee nifios con diarrveq, fueiron casi igual o menos
adherentes & poliestireno vy a cdélulas respectivanen e, qua las
aisladas dee nifos sin diarrea (Figs. 1 v ). En la presente
investigacion casi la mitad de las cepas gue se  analizaron se
aislaron de casos de diarrena, pero ninguna de lag formas clinicas
mas graves de la enfermedad asociada con €. difficile. Tal ven la
capacidad de adherencia sca AT Importante on copas eisladas  de
colitis o CFM que en diarrea. Sin embargo no @idsten esiudios
hasta &1 momerto gue permitan canfirmarle.

En algunos grupos bacterianos como estroptococos del grupo A vy

fcinetobachter calcoaceticus yar. anitratus se ha visto gue 1a
A

capacidag! de  adherencia por propledades hidrofdbicas puade
ampziarse con la capacidad de adherencia a céalulas (47, S1). En
las cepas de €. difficile estudiadas no se encontird asoriacidn
similar (Tabla 1o). Un estudio realizado «con hamsiers para
establecer un espectro de virulencia de C. difficile basado en
el amdlisis de varios factores de virulencia (9 mostird gue de 9

cepas de origen diverso estudiadas, ninguna presentd propiedades
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diz adherancia de ety cestudico, 20

hidrofoio

o5 GrYH A

Ladhve propicdades hidrotobicaz en

canbiio, detectaron  Ia
cast la mitad de las cepas estudiadas.

Fara el enceve de adherencis o celules =20 cultivo, se utilizaron
ceélulas Hep-2, o diferoncia de las cdlulas de coldan de adulto
humano y embrionicas  intestinales humanas, utilizcadas i un

estudio provio con L. diffigile “70)s esto guliza 1inTluyde en que

los recultadoc do adherencia s cAlulas fuei-an Mmas bajos, sln
embargo &1 ensayo do adhorencia a celulas Hep-2 ha probado ser
muy util para estudiar la adherencia en otbtras barterias

=

enteropatigenas (15, 43,

Se ha propuesto gue la administracidn de antimicrobianos pusde
influir =an 1a capacidad v grado de adherencia  bactaoriana. En

Eccherichia ceil i por ejemplo se ha visto gue St capacidad do

adherencia paroce incromentarse despuds de la onpesicidn a bajas
concentraciones de antibidhticos (48), on cambio en  Hoemophilus

e tipo B opareoce sahibteooe (&), En ¢l pregsente

e
astudio no s cnocontrd asociacion ontre adberencia adhoerencia (a
superficie triderofebica v a células) y adminiztrocidn de
antimicrobiancs (Tablas 7, Qo )y por =l contrario, se detectd
tn mayor porcentaje de cepas adherontes en entre las aisladas de
pacientes gue no  recibieron tratamiento antimicrobianc, 1o
anterior sugeriria uwuna seleccidn de cepas no Aadherenteacs por el
tratamientao,

El reciente descubrimiento de la prosencie de fimbrias en células

vagetativas de L. difficile (8) ha hecho pernsar gque estos

apendices pudieran estar invclucrados in vivo en la cepacidad de

adherencia eespecifica y, M Cconsecruencia, con la colonizacidng
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sin embarge al igual que con la adherencia j vitro tambien no se
ha determinade su participacion en la produccidn de enfermedad.

Estudics etiologicos y epidamioldgicos ascerca de infeccion por .

A4} han aclarado muy poco sobre la participacian

difficile ¢
de las torinas A y B 2n la produccidn de enfermedad. tin estudio
recis=nte en el gue se eoplad 21 modelo del hamster (?) mosterd que
la eficisncia para ecolonizar @3 intestino vy la capacidad  de
generar rapidamante altos niveles de  toxina A i vivo
determntnabarn mayor virulencia en algunas cepas. En ese estudio
no  se encantrd relacidn entre patogenicigad y  capacidad para
praducir toiinas A y DB in  witro. Ezta dltima ocbservacidn
coneuetrda con los resultados preosentadeos en el presente trabage,
ya que tampoco 52 encontro asociacion cotadlsticamente
significativa entrre la produccirdn de toxinas 1in vitirn vy presencia

de diarroa. Como en &l caso da la capacidad de adheroncia, lag

cepas aizladan o adultos con diarvea Tucron mas cilobdnicas oy

enterotdxicas que las aicladas de adultes sin diarrea mientras

quer en niftos = obd@Ecoervd lo contrario (Figs. Ty ). Lo anterior
sLUglErs gue laos atdultos son mas sensibles  a las cepas que
zupresan estos factores que loe niMos. o hecho msta bien

documentado en la literatuwra (16, 18, 75, 79, Iy Ad, [&y, L&D, &1)

queo los nifios son portadores asintomaticos de cepas touvigenicas

frecuentemente vy igs resultados este  estudioco indican gue
tambhien son portadores asintomaticos de cepas adherentes.
Como ya =e menciond para adherencia, en el caso de produccion de

toxinag  in vitro guiza esimta una asogiacidn mas  clara con

cuadros clinicos mas graves como colitis inespecifica y CPM.
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De acuerdo con los rezultados obtenideos en el presente cstudio y
con cobservaciones clinicas previas (4, Sy 7, 22) el papel de C.

difficile en diarrea aguda on nifios es muy dudosos miantras Qque

en  adulitcs pudiera sere maz importante, aungue en es=tos el
resul tado final do Ia interaccion huseped-parasito parcce
depender mucha, no solo de la virwlencia del germen, sino tambidén
de el estado del huesped. Se ha sugeride la ecvistencia de ciertos
factores de ricsgo, taleg como abatimients de la flora intostinal
narmal, tipo de dictia, potzhncial redonr o produccisn de piroteasas
que fawvoreccn el desarrolla de enfermedad (22), sin 2nbargo no
enisten estudios gue lo comprueben. Estas obgervaciones indican,
que al igeal gque con otroo enteropatdégoencs, wl huaespeod participa
activamente en el resultado de Ia infeccidn gque conduce &
enfermedad (127 .

Los estudios recalitados hasta ahora sobre factores de viralencia

sde C. Ty, O no oreportan sio o dotos tiensn o ne

asociacion  con la capacidad de producir tontinas 4 vy Do En 1
presente trabajo se investigd esta posibilidad (Tabla 19 . Sdlo
s encontrd asociacidn =igni ftocativa entre capacidad de  inducir
acumulacion de liguidos en ALLLR y de produccidn de toinas & v B,

Este hallazgo era esperado, ya que se ha reporitado (335, I2) que

1a toxina A cierce 2fecto entevotéxi;; 48] diforentos modelos
animales. Far otra parte, no s encontern ascociacidén enteo la
axptresicon de los dos tipm de adherencia estudiadoes, lo cual
indica que posiblemente sSe trate de mecanismos  de adherencia
independientes.

Fn este estudio =e detectd en los sobrenadantes de las cepas gue

se estudiarocn uma actividad gnterotésica diferente a la causada
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por las foxinas A v B de C., ifficile en 8 de 20 cepas gls:

indujeran acumulaciop de liquido en AILR (Fig., &). Minguna de los
sohrenadantes de estas cepas causd  acumul acidn [S]=) l1{gquido
hemarrédgico, como  asucede comunmente con la towxina A de Gl
difficile (40), La enteratonina o toxina A tienme un mecanismo de

accian diferente al de las enterotoninas de Vibriog cholerae (CT)

v a la tounina termolabil de Bscherichia conli (LT ue inducen

acumulacion de liguideo sin producir daflo en la mucose  intestinal
(27, I3 . la actividad enterotdcica descrila en este estudio
induce acumulaczidn de liquido en AILR sin producir  dabo & i
mucosa intestinal, le gue sugeriria un mecanismao  de  accidn
mimilar Al descrifto para las towsinas CT y LT, pero diferente al
producidn por la touxina N, posibilidad que, sin embargo, todavia
no se ha investigados rsta actividad enterotonica es  diferente
también a la todina o fraccidn € producida por C. difficile
descrita reciaentemnente (&3, que s sabe, tambidén induce
acumulacitdgn de liguide en AIlR sin producic dabho en lan mueose
intestinal, pero gue =in embargo, tiens efecto citotdnico sobre
ctlul as en cultive, Io cual no sucede con la actividad
entrotduica descrita en este trabajo.

urn  hecho singular gque se notd fue que 7 de las cepas en Cuyos
sobrenadantes se detectd esta actividad entarotérica se aislarwon
de niffos (4 de niffos con v =T de nifos sin diareear, y solamente
una de un adulto con diarrea. uira se trate de umna toxina
impertante en diarrea aguda en niffos.

En un plazo corto serd interesante caracterizar este actividad

enterotdrica y detarminar su metanismo de accidn vy posibles
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enternotoxinas conocidas.



CONCLUSIONES

. Mas del 4647, de las cepas fueron capaces de adherirse a

=

suparficie hidrpfabica o a células ep cultive ¥y de praducir

citoforinas y enterotonrinas.

2. La capacidad de agherencia y la toxigenicidad de las cepas np

estutvo asociada con  la presencia de diarrea en los pacientes

estudiados.

= La adminiztracien de antibioticoz a los pacientes no
selecciond cepas toxigdénicas o cepas cdherentes a células  perp

favorecid @l ehriguecimiento de cepas adherentes a 2 superficie

hidrofébica.

4., ta capacidad de las cepas de producir toxinas @ y B stlo @e

asocio significativamente (g < ¢.o03) can 1la de= inducir

acumulacion de  liguidas en asa intestinal ligada de tata. La

capacidad ds adherencia a suwperticice hidrofdbica no se  asocio

significativamente con la de adherivrse a celulasy lo cual sugiere

que se trata de secanismos de adherencia independientes.
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