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Clostridium difficile es un bacilo grampositivo, anaerobio estricto, al que se
reconoce como agente causal de diferentes patologias de caracter intestinal que
afectan al ser humano y animales, las mas importantes de las cuales son la

diarrea asociada al consumo de antibiéticos y la colitis pseudomembranosa.

Los principales factores de patogenicidad de C. difficile son las toxinas A (tcdA) y
B (tcdB), secretadas por la mayoria de las cepas y codificadas en el mismo locus
de patogenicidad. Estas ejercen su accién toxica sobre diversos tipos celulares de
la mucosa intestinal, principalmente enterocitos, provocando dafio en la mucosa
intestinal e inflamacién que deriva en diarrea, colitis o colitis pseudomembranosa.
Algunas cepas presentan, ademas, la toxina binaria (CDT), que actla
sinérgicamente con las otras dos, como en el caso de la cepa hipervirulenta 027.
Sin embargo, en el estudio de este microorganismo faltan detalles importantes
para esclarecer su ciclo infectivo, como conocer su reservorio y sus interacciones

en el ecosistema intestinal.

El complejo entérico neonatal porcino, es una patologia multifactorial y poli-
etiolégica constituida por grupos de microorganismos bacterianos y agentes
virales, dentro de los cuales se incluye a Clostridium difficile. Tipicamente, C.
difficile afecta a los lechones de 1 a 7 dias de edad y se presenta con una diarrea

temprana y raramente cursa con dificultad respiratoria.

Las bacterias se transmiten a través de la ruta fecal-oral, y son especialmente
resistentes ya que pueden formar esporas resistentes a la adversidad ambiental. A
diferencia de las células vegetativas, las esporas son resistentes al ambiente &cido
del estbmago y pueden pasar al intestino delgado, donde la exposicion a los

acidos biliares induce la germinacion.

El objetivo del trabajo fue aislar, identificar y tipificar molecularmente cepas de C.
difficile (CDI) obtenidas a partir de materia fecal de lechones neonatos de granjas

porcinas.

Se muestrearon 120 cerdos (de 1, 2 y 3 semanas de vida). El cultivo de CDI se
basé en el aislamiento utilizando un medio cromogénico y selectivo-diferencial

CHROMagar™. La identificacion molecular se realiz6 mediante PCR utilizando los
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primers dirigidos a los genes tcdA y tcdB para las toxinas Ay B y los primers
correspondiente a la toxina binaria cdtA y cdtB. Se realizé un estudio de corte
transversal evaluando estadisticamente la tasa de deteccion en las semanas de
vida de los cerdos y si hay asociacion entre la deteccion y presencia de diarreas. A
partir de las 120 muestras tomadas de lechones se pudo aislar CDI en 74 (61,
66%) muestras, lo que indica que hay una alta circulacion de la bacteria en las
granjas. La mayor circulacion se da en las granjas de produccién intensiva de mas
de 2000 madres (entre 60%-80%) comparado con granjas de menos de 300
madres (43,33%). Se detectd la presencia de las tres toxinas, con una prevalencia
incrementada de la toxina B, seguida de la toxina binaria. Se vio que en los
aislamientos negativos para la toxina B, fueron negativos para la toxina A o la
toxina Binaria. Mientras que los aislamientos positivos para las toxinas B fueron
positivos al menos para la toxina A o Binaria (ambas en algunos casos). En la gran
mayoria de los aislamientos positivos para las toxinas, los lechones no

presentaban ningun sintoma de la presencia de CDI.

Conclusion: el presente es el primer informe que compara la prevalencia de CDI
en un gran numero de lechones, con y sin diarrea, en Argentina. La PCR es una
herramienta til para la deteccién de CDI en muestras fecales en cerdos

(enfermos y asintoméaticos). No se identificd un vinculo claro entre el aislamiento

de esta bacteria y la diarrea neonatal porcina.
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1.1- Historia de Clostridium difficile

Este microorganismo fue descripto por primera vez por Hail y O'Toole en 1935, y
fue entonces llamado Clostridium dificil, debido a su morfologia bacilar, por ser
anaerobio y formar esporas y, sobre todo, porque su cultivo, aislamiento y estudio
metabdlico presenta mucha dificultad, por un lado tiene un crecimiento lento in
vitro y, por otro, en su caracterizacion bioquimica no es posible distinguir una
caracteristica fisiolégica que resulte destacable (Hall & O'Toole, 1935). Estos
investigadores también lograron demostrar que producia una toxina que era
extremadamente letal en ratones, siendo Unicamente del orden de 10 a 100 veces
menos letal que la toxina botulinica, por lo que hipotetizaron sobre el posible papel
de esta toxina en las diarreas del recién nacido. Esto fue confirmado por Snyder,
que volvio a aislar el microorganismo en otros dos estudios posteriores
apreciando, ademas, que existen cepas toxigénicas y cepas no toxigénicas
(Snyder, 1937; Hafiz & Oakley, 1976).

En 1938, Bacillus difficilis fue rebautizado como Clostridium difficile, por Prévot
(ICSB, 1976) y por tanto, trasladado al género Clostridium.

El interés por este microorganismo empezé a incrementarse a partir de 1974,
cuando Hafiz centr6 su tesis doctoral en la caracterizacion de C. difficile, su
morfologia macro y microscopica, y sus caracteristicas bioquimicas mas
prominentes (Hafiz, 1974), publicando dos articulos: uno en 1975 en el que
expuso el aislamiento de C. difficile del tracto genital tanto de hombres como de
mujeres (Levett, 1984) y otro en 1976, donde describid los resultados de su tesis
(morfologia y fisiologia) (Hafiz & Oakley, 1976). En un estudio independiente,
Modaber (1975) aisl6 C. difficile de heces humanas y de diversos animales. En
esa misma época comenzaron a aparecer los primeros articulos que relacionan
diarrea y colitis, incluso colitis pseudomembranosa, con el consumo de antibioticos
a mediados de los afios 70 (Knoop et al., 1993). Green (1974) estudi6 la
citotoxicidad producida por las heces de diarrea inducida por antibioticos,

concluyendo que deberia estar producida por un virus.
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1.2- Caracteristicas de Clostridium difficile

Clostridium difficile es una especie bacteriana del género Clostridium, son bacilos
Gram positivos, qgue miden aproximadamente 0,5x3-6 um, formadores de esporas
y anaerobios estrictos. Estan que estan asociados con diarrea en cerdos recién
nacidos y en otras especies animales y cuentan con potencial zoondtico. Las
infecciones en humanos por C. difficile representan la mayoria de los casos de
diarreas asociadas con antibioticos (Bartlett et al., 1978; Bartlett, 1992; Borriello &
Wilcox, 1998; Johnson et al., 1999).

Una de sus caracteristicas mas importantes es la formacion de espora. Bajo el
microscopio se ven como palillos de fésforos con el abultamiento localizado en un
extremo terminal. Esta constituye una estructura de resistencia ante las
condiciones ambientales adversas, principalmente frente a la deshidratacion, el
calor, la presencia de oxigeno y los agentes toxicos (Kuijper & Tull, 2006; Kramer
et al., 2006), lo que le permite permanecer meses en la superficie de objetos o0 en
el suelo. Ademas estas estructuras de resistencia también facilitan su dispersion
de forma aérea (Roberts et al., 2008). El Unico compuesto quimico capaz de
eliminar las esporas ha sido el hipoclorito de sodio, demostrando una gran
capacidad para reducir las tasas de infeccion por este microorganismo (Hacek et
al., 2010).

Las esporas germinan en el ileon, ciego y colon; las células vegetativas llenan los
nichos liberados de la microbiota por accion de los antimicrobianos y estas
condiciones favorecen la produccion de toxinas (Kelly et al., 1984). La enfermedad
se presenta como diarrea, colitis, colitis pseudomembranosa o colitis fulminante
(Kelly et al., 1984). Esto ultimo puede ser acompafado de ileo-megacolon toxico y
perforacion intestinal. Infecciones por C. difficile también ocurren en hamsteres
tratados con antibiéticos (Libby et al., 1982), conejillos de Indias y potros neonatos
(Jones et al., 1988), y ha emergido como un tipo de enteritis en cerdos recién
nacidos. Casi dos tercios de los lechones con enteritis en las principales zonas

productoras de los Estados Unidos posee C. difficile (Songer et al., 2000). Las
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prevalencias en rodeos individuales pueden ser del 100%, y pueden llegar al 50%

por camada en sistemas de produccion intensiva porcina.

La caracteristica mas peculiar de C. difficile es el olor que se encuentra en
establos de caballos, debido a las sustancias volatiles que sintetizan, como el p-

cresol (Songer et al., 2009).

1.3- Patogenicidad

La accion patégena se desarrolla en el intestino del hospedador. Las esporas de
C. difficile, previamente ingeridos por el hospedador, germinan para dar lugar a las
células vegetativas (Beaugerie, 2004). Pero C. difficile es un mal competidor
(Wilson & Perini, 1988; Keel & Songer, 2006), es decir, en presencia de la
microbiota normal intestinal, no es capaz de multiplicarse y por tanto de secretar
las toxinas necesarias para producir algun tipo de patologia, por lo que permanece
en forma de espora hasta que las condiciones ambientales son adecuadas para su
germinacion (Sorg & Sonenshein, 2008). Por ello, las patologias de caracter
intestinal asociadas a C. difficile suelen estar ligadas a elementos que originan una
disrupcion en la microbiota intestinal y “vaciado” de nichos (Beaugerie, 2004). Los
mas comunes son los antibiéticos (Songer, 1996), aunque también se sospecha
de otros farmacos como puedan ser los inhibidores de la bomba de protones (Dial
et al., 2005) y de la concurrencia de algun otro factor no identificado (Baines et al.
2009).

El proceso patogénico comienza cuando se produce una sobrepoblacion de C.
difficile en el tracto intestinal, y esto solo se produce si no hay microorganismos
competidores para C. difficile. La falta de microorganismos totalmente adaptados
al intestino (mejores competidores) ocurre durante su sucesion ecologica primaria
0 secundaria. La sucesion ecologica primaria es el proceso ecologico por el cual
se establece por primera vez una comunidad en un habitat dado. En el caso del
intestino, ocurre en los primeros meses de vida (Mackie et al., 1999) del

hospedador, cuando llegan muchos microorganismos diferentes y nuevos, algunos
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de los cuales podran colonizar la mucosa y otros no. Si las poblaciones estan
adaptadas a las condiciones especificas del intestino (interacciones con el
hospedador y con el resto de la flora) se perpetuaran; si no lo estan, se sustituiran
por otras nuevas mejor adaptadas a ese habitat hasta que formen una comunidad
estable. La sucesion ecologica secundaria intestinal es el proceso de
restablecimiento de la microbiota normal tras una disrupcién de la misma. La
causa principal de esta disrupcién suele ser el consumo masivo de antibioticos y el
desarrollo es similar al de la sucesion primaria, basado en competencias entre los
microorganismos. En ambos momentos, la competencia para C. difficile no existe,
por lo que si este microorganismo esta presente, le resulta mas sencillo
multiplicarse y colonizar la mucosa ocupando los nichos vacios que dejan los
microorganismos eliminados. Su papel como patégeno neonatal depende de la
especie, pues en algunos animales como el cerdo es uno de los principales
agentes causales de la diarrea neonatal (Songer, 1996), mientras que en neonatos
humanos aparece con una prevalencia del 80% (Kuijper & Tull, 2006; Barbut &
Petit, 2001) y no esta del todo clara su asociacion a cuadros patoldgicos. Parece
gue esta diferencia se debe a la falta de receptores para las toxinas en el epitelio
intestinal del neonato humano (Keel & Songer, 2006). Una vez aclimatado, secreta
las toxinas mediante las cuales ejercerd dafio en las células intestinales v,

consecuentemente, en el hospedador.

1.4- Factores de patogenicidad de C. difficile

La patogenia de C. difficile asociada a enfermedad (CDAD — del inglés Clostridium
difficile associated disease) en animales domésticos es probablemente mediada
por la toxina A monomérica (TcdA, 308 kDa, enterotoxina), ya que su toxina B
(TcdB, 270 kDa, una citotoxina y enterotoxina) aparentemente no se une a tejidos
de cerdos neonatos (Keel & Songer, 2007; 2011), ni produce lesiones en
explantos de intestino porcino. Por lo tanto, parece muy probable que la

enfermedad natural en lechones esté mediada solo por TcdA. Existe cierto grado
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de homologia entre TcdA y TcdB, ya que son 45% idénticas entre si a nivel de
secuencia de aminoacidos (Songer, 2004). Si bien ambas toxinas son citotoxicas
para varios tipos de células, TcdA es principalmente enterotoxica porque causa
acumulacion de liquido en el intestino y se cree que desempefia el papel
dominante en la patogénesis de la enfermedad (Bartlett, 1994; Weese et al., 2001;
Poutanen & Simor, 2004; Yaeger et al., 2007). La TcdB es hasta 1000 veces mas
citotoxica que la TcdA, pero no causa acumulacién de fluido in vivo (Bartlett, 1994;
Weese et al.,, 2001). Sin embargo, existen evidencias crecientes de cepas
virulentas con perfiles de toxinas TcdA- / B+, donde la toxina TcdB y no la toxina
TcdA, es responsable de la virulencia; esto indica que se necesitan mas trabajos
de investigacién para una comprension mas completa del rol de las toxinas en la

patogenia de la bacteria (Drudy et al., 2007; Lyras et al., 2009).

Muchas cepas también producen una tercera toxina, conocida como toxina binaria
(CDT) cuyo papel en la patogénesis de CDAD se desconoce (Genth et al., 2008).
No esta relacionada genética ni estructuralmente con las toxinas Ay B y se
cataloga dentro del grupo de las toxinas binarias clostridiales (Gongalves et al.,
2004). Como sucede en todas estas toxinas, CDT esta formada por dos
subunidades, ambas imprescindibles para ejercer el efecto toxico, CDTa y CDTb.
CDTa es el componente que se introduce en las células y ejerce la accién téxica y
CDTb es la parte que se une al receptor celular (Geric et al., 2003). La toxina
binaria es una ADP ribosiltransferasa especifica de actina. Por tanto, ejerce la
accion toxica al catalizar la ribosilacion de la actina, con la consiguiente
desorganizacion del citoesqueleto de la célula diana. Esta accién la realiza la
region C-terminal de la subunidad CTDa (Giilke et al., 2001). En la célula afectada
se observa un redondeamiento por la despolimerizacion de los filamentos de

actina (Goncalves et al., 2004).

1.5- Cuadros patoldgicos en produccion porcina

7
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En los sistemas de produccion porcina, uno de los cuadros patologicos de mayor
presentacion son los gastroentéricos en cerdos en crecimiento. Estos alteran la
ganancia diaria de peso (GDP) y la conversién alimentaria (CA), lo que resulta en
importantes pérdidas economicas. El complejo entérico neonatal porcino, es una
patologia multifactorial y poli-etiolégica constituida por grupos de microorganismos
bacterianos y agentes virales, dentro de los cuales se incluye a Clostridium
difficile.

Tipicamente, C. difficile afecta a los lechones de 1 a 7 dias de edad, nacidos de
cerdas adultas o multiparas. Se presenta como una diarrea temprana y raramente
cursa con dificultad respiratoria (con hidrotérax y/o ascitis). Las lesiones
macroscopicas, usualmente incluyen edema de mesocolon y el contenido
intestinal puede ser de consistencia pastosa o acuosa con heces amarillentas.
Estudios previos han mostrado que en piaras afectadas por C. difficile se pueden
afectar dos tercios de las camadas, y mas de un tercio de los cerdos individuales
son positivos a la presencia de toxinas en una granja infectada. Los lechones sin
signos entéricos pueden ser positivos al aislamiento y a la presencia de toxinas
(Waters et al., 1998; Yaeger et al., 2002; Bakker et al., 2010; Hunter et al., 2010;
Weese et al., 2010). La lesion definitiva es la supuracion focal en la ldmina propia
del colon; ademas, es comun la presencia de edema de serosas y mesenterio del
colon con frecuente infiltracibn de células mononucleares inflamatorias y
neutréfilos en los tejidos edematosos. También puede ocurrir la erosion de
segmentos de la mucosa colénica y del epitelio y las lesiones tipo volcan

(exudacion de neutrdfilos y fibrina hacia el lumen intestinal) (Songer et al., 2000).

Los pesos de destete en los cerdos afectados son de aproximadamente 450 a 900
gramos por debajo del promedio. El C. difficile también puede ser un problema
subclinico importante, ya que la toxina puede detectarse en lechones
aparentemente sanos (Lizer et al., 2012). Se ha sefalado que C. difficile es,
posiblemente, la causa incontrolada mas importante de diarrea neonatal en
cerdos, y se ha documentado como una causa importante de enteritis en cerdos
neonatos desde 2000 (Songer & Anderson, 2006).

7
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Las bacterias se transmiten a través de la ruta fecal-oral, y son especialmente
resistentes ya que, como se ha mencionado, pueden formar esporas ante la
adversidad ambiental. A diferencia de las células vegetativas, las esporas son
resistentes al ambiente acido del estbmago y pueden pasar al intestino delgado,
donde la exposicion a los acidos biliares induce la germinacién (Poutanen &
Simor, 2004).

1.6- Cultivo Toxigénico de Clostridium difficile

El cultivo toxigénico de C. difficile se basa en el aislamiento de este
microorganismo de muestras de heces y la determinacion de la capacidad de
producir toxina de la cepa aislada. Existe una gran variedad de técnicas, la
esencia de todas las técnicas empleadas es el uso de un agar o caldo con
distintos agentes selectivos que inhiben el crecimiento de otros microorganismos
gue se encuentran en la microbiota fecal y que incrementan la recuperacion de C.
difficile. Hasta la fecha no existe un consenso sobre cual es el mejor método para
recuperar este microorganismo. Algunos investigadores han empleado un choque
con calor o etanol para aumentar la recuperaciéon de esporas de C. difficile en
detrimento de los otros microorganismos (Riley et al., 1987; Marler et al., 1992).
Independientemente del medio utilizado, los cultivos se incuban durante 24-48
horas en atmdsfera anaerobia. Una vez que se aislan colonias sospechosas de
ser C. difficile, éstas se pueden identificar facilmente por la tincion de Gram, por la
morfologia de la colonia y por el olor tipico a caballeriza. También existen diversos
métodos comerciales para su identificacion, de forma mas reciente también puede
ser identificado por espectrometria de masas con analizador de tiempo de vuelo
(MALDI-TOF). Una vez que la colonia ha sido identificada, se debe realizar una

prueba de su capacidad para producir toxina.

Ademas de los métodos tradicionales de cultivo, se han desarrollado
comercialmente medios cromogénicos para la deteccion de C. difficile; estos

medios pueden impulsar la recuperacion de C. difficile de las muestras fecales.

Pag.

15



Coppari, Carolina R. Tesis Licenciatura 2019 Introduccion

Los medios cromogénicos usualmente son mas caros que otro tipo de medios. Sin
embargo, los estudios hasta la fecha demuestran que son muy sensibles y que

pueden acelerar la identificacion presuntiva de C. difficile.

Estos medios de cultivo toxigénico son tipicamente considerados como un método
de referencia mas que un método de diagnéstico. Siendo una metodologia que
tiene una alta sensibilidad y especificidad, consiste en el cultivo de la muestra en
medios selectivos y enriquecidos, para luego determinar la toxicidad del
aislamiento obtenido mediante el crecimiento de C. difficile en estos medios.

1.7- Contaminacion ambiental por Clostridium difficile

La contaminacion grave de granjas como las instalaciones de cerdos con esporas
de C. difficile es un lugar comun. Las esporas de C. difficiley las células
vegetativas se depositan en el ambiente inmediato a las heces de los cerdos. C.
difficile podria aislarse de las heces de los lechones 1 h después del nacimiento,
presumiblemente ingeridos de su entorno. Segun estudios realizados, 2 dias
posteriores al nacimiento, el 100% de los lechones pudieron adquirir C. difficile del
mismo tipo molecular que el encontrado en las heces y tetinas de las cerdas, en
las jaulas de parto y en el aire en la granja (Hopman et al., 2011). Hay evidencia
de que la transmisién vertical no ocurre en cerdos. Se ha demostrado que
la diseminacion aérea de C. difficile en una granja de cerdos se correlaciona con la
actividad del personal dentro de las unidades de parto (Keessen et al., 2011), lo
que sugiere que el personal podria tener un mayor riesgo de ingerir esporas de C.
difficile a partir del aire. La contaminacion del ambiente de la granja de cerdos se
confirmd en otro estudio donde la prevalencia de C. difficile en el ambiente
aumento6 de 0% a 61% de los sitios dentro de una instalacion de partos solo 1 mes

después de haber sido ocupada por cerdos (Squire et al., 2011).

Los modos potenciales de diseminacién de esporas de C. difficile ambiental de

largo alcance incluyen aguas residuales tratadas, bioefluentes, transporte, agua de

7
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riego residuales, compostaje, biosolidos, estiércol, césped, lodo de estuarios,
sedimentos de rios y carnicerias de cerdos (Warriner et al., 2016) (Figura 1). Se
han identificado esporas de Clostridium difficile en muestras de suelo de granjas
de caballos, parques rurales y jardines, mercados de agricultores, suelo
suburbano en Gales del Sur y céspedes municipales australianos (Simango &
Mwakurudza, 2008). Las esporas de Clostridium difficile se identificaron en el 59%
de los suelos de césped en Perth, Australia Occidental. Se pensé que la
contaminacion con esporas se debia a que los céspedes se cultivaban con

estiércol de cerdo.

Sewage treatment plant

Figura 1: El ciclo y el reciclaje de C. difficile de fuentes zoonéticas (- - - -),
ambientales (........ ) o transmitidas por los alimentos () implicadas en
la infeccién por C. difficile asociada a la comunidad (CACDI). Adaptado de
Warriner et al., (2016)

Las esporas de Clostridium difficile son altamente resistentes a ambientes fisicos o

bioguimicos extremos. Existen en superficies duras de hasta 6 meses e incluso
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mas en superficies de concreto, madera o tierra (Kaatz et al., 1988).La
congelacion (a —80°C), el calentamiento (a 85°C), el secado, la radiaciéon
ultravioleta, alcohol en gel y la mayoria de los desinfectantes han demostrado ser
ineficaces en la erradicacion (Deng et al.,, 2015; Edwards et al., 2016). Las
esporas se propagan facilmente por via fecal-oral, manos contaminadas o
dispersion en el aire en hospitales y hogares de ancianos. Estas instalaciones se
colonizan rapida y extensamente, y las esporas se depositan en la mayoria de las
superficies (Gerding et al., 2008; Donskey, 2010). La presencia de esporas de C.
difficile en los hospitales esté bien establecida (Vonberg et al., 2008).

1.8- Importancia en Salud Publicay Origenes Zoondticos

En la ultima década, Clostridium difficile se ha convertido en la causa principal de
diarrea infecciosa asociada a antibiéticos en pacientes hospitalizados (Lessa et al.,
2015). A diferencia de otros patdogenos comunes asociados a la atencién de
salud, C. difficile produce esporas resistentes que facilitan la transmision de
huésped a huésped y permiten la supervivencia y la dispersion a largo plazo en el
sistema de atencion de salud y en el entorno en general (Leffler & Lamont,
2015). La aparicion de la epidemia de C. difficile responsable de muchos brotes
hospitalarios a gran escala en todo el mundo, se ha relacionado con la
contaminacion ambiental de esporas y la adquisicion de resistencia a las
fluoroquinolonas (Loo et al., 2005; Kuijper et al., 2006). La incidencia de la
infeccion de C. difficile (CDI) que se produce fuera de las instalaciones sanitarias
es significativamente menor (Noren et al., 2004). Sin embargo, CDI adquirido en la
comunidad representa una cuarta parte de todos los pacientes con CDI

diagnosticados, lo que revela el subdiagnostico del microorganismo.

7

El concepto “Una Salud” 6 “One Health”, propuesto por la Organizacion Mundial de
la Salud, que conecta la salud de los humanos con la salud de los animales y sus
ambientes compartidos, representa un marco relevante para comprender la

aparicion y propagacion de patdégenos. En este marco, CDI adquiere un importante
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protagonismo ya que se aisla cominmente tanto de animales de producciéon como

de seres humanos, remarcando el potencial zoonético de la bacteria.

Entre los criterios de clasificacién molecular de CDI, la ribo-tipificacion se emplea
con amplia frecuencia, por tratarse de una técnica de diagndstico molecular. Su
nombre deriva del ribosoma, los que se encuentran solamente en las células, por
lo tanto la ribo-tipificacion es un método de identificacion de bacterias, no virus.
Los ribosomas estan formados por los genes que codifican el ARNr, los que son
altamente variables. Esto quiere decir que ciertas secuencias son bien distintas de
una especie a la otra, o incluso de una cepa bacteriana a otra. Estas regiones
variables se pueden utilizar para identificar un tipo especifico de bacteria. La
ventaja de la ribo-tipificacion como método de identificacion de microorganismos
infecciosos es que el procedimiento es completamente automatico y se usa mas

comunmente para tipificar cepas bacterianas (Johnson et al., 1995).

El ribotipo 078 (RT078) de C. difficile se aisla cominmente de humanos y
animales de granja y se reconoce cada vez mas como un agente causante de
la infeccion asociada tanto a la atencion médica como a la comunidad (Rupnik et
al., 2008; Bauer et al., 2011). Este ribotipo afecta tipicamente a una poblacién
humana mas joven y produce una mayor mortalidad que la infeccién por C.
difficile RT027 (Walker et al., 2013). Las herramientas estandar de genotipado han
resaltado las similitudes genéticas entre humanos y animales de las cepas RT078
de C. difficile, lo que aumenta la posibilidad de transmision zoonética (Bakker et
al.,, 2010; Keessen et al., 2011). Sin embargo, las relaciones evolutivas y
epidemioldgicas exactas entre las cepas RT078 humanas y animales de C.
difficile siguen siendo desconocidas debido a la falta de poder discriminatorio de
estos meétodos de tipificacion y la naturaleza clonal de los linajes de C.
difficile. Recientemente, utilizando la filogenia de todo el genoma, se informé que
los granjeros asintomaticos y sus cerdos pueden ser colonizados
con aislados clonales de C. difficile RTO78, demostrando evidencia de
propagacion entre animales y humanos (Knetsch et al., 2014).

7
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1.9- Diagnaostico, Tratamiento y Prevencion

El estdndar de oro para el diagnéstico de la CDAD porcina es la deteccion de
TcdA y TcdB en heces o contenido de colon. El método de referencia es la
medicion de la citotoxicidad neutralizable en monocapas de células de ovario de
hamster chino u otros tipos de células, pero la mayoria de los laboratorios ahora
usan inmunoensayos enzimaticos disponibles comercialmente. El cultivo de C.
difficile puede ser un tanto desafiante, ya que este organismo es mas
estrictamente anaerdbico que algunos clostridios (Post et al., 2002; Songer et al.,
2000). La mayoria de los aislamientos son completamente toxigénicos, pero
algunos producen solo TcdB o ninguna toxina. Las lesiones graves son minimas,
pero el examen microscépico cuidadoso del colon y el ciego revelan focos
supurativos y resulta muy importante para poder dar confirmacion al diagnéstico.
La evaluacion histopatoldgica de la mucosa intestinal es importante para confirmar

la etiologia de la diarrea, sumado al aislamiento de CDI (Songer et al., 2016).

La inmunoprofilaxis de CDI en animales domésticos no se ha estudiado, pero los
precedentes en otras especies sugieren que la inmunidad seria antitoxica. Los
anticuerpos contra TcdA (Allo et al.,, 1979) y TcdB (Viscidi et al., 1983; Kink &
Williams, 1998) previenen la union de toxinas en modelos de raton y hamster,
eliminando la secrecion, la inflamacién y la enfermedad clinica. Los resultados de
las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro sugieren que la tilosina

puede ser eficaz en el tratamiento de lechones.

1.10- Clostridium difficile en Argentina

En nuestro pais es muy escasa y desactualizada la informacion en relacioén a este
patogeno en cerdos, que a su vez, tiene alto potencial zoonotico. Al momento los
reportes publicados en relacibn a CDI se resumen al diagnostico por

histopatologia e inmunohistoquimica de algunos casos, marcando la importancia y
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necesidad de ampliar los conocimientos en relacion a éste patégeno. De hecho,
no existen reportes del aislamiento de C. difficile a partir de materia fecal de
lechones. Con los resultados del presente trabajo se amplia y actualizan los
conocimientos sobre éste patdgeno en piaras de la zona central de la Argentina.
Ademas esta tesina da inicio a nuevas acciones de investigacion en relacion a CDI

en cerdos.
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1.1- Objetivo general

Trabajar en el aislamiento, identificacion vy tipificacion molecular de cepas de C.
difficile obtenidas a partir de muestras de materia fecal de lechones neonatos con

diarrea procedentes de granjas porcinas.

1.2-Objetivo especifico

» Aislar cepas de Clostridium difficile a partir de materia fecal de lechones
con/sin diarrea provenientes de granjas porcinas.

» Realizar andlisis molecular de las cepas de Clostridium difficile para
establecer la presencia del gen tcdA y tcdB (productores de toxina A y B
respectivamente).

» Realizar andlisis molecular de las cepas de Clostridium difficile para
establecer la presencia de la toxina binaria (CDT) formada por las dos
subunidades CDTa y CDTb que causan efecto toxico.

» Evaluar la asociacién entre la deteccion del agente en materia fecal y la

presencia de cuadros clinicos.

7
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La toma de muestras se realiz6 en granjas porcinas de las provincias de Buenos
Aires, Cordoba y Santa fé. El trabajo de laboratorio se realiz6 en la Estacion
Experimental INTA Marcos Juarez, Ruta 12 km 3, dividiendose el proyecto en 4

etapas, que se explicitan a continuacion:

1.1- Descripcion de granjas y toma de muestras

Se muestrearon 120 animales provenientes de 4 establecimientos de cerdos (30
por granja), con sistema “todo dentro-todo afuera”, de mas de 500 madres en
produccién, con antecedentes de diarreas neonatales; localizados en la zona de
mayor importancia productiva porcina de Argentina (Buenos Aires, Cérdoba y
Santa Fé). En cada establecimiento se tomaron lechones de maternidad de
primera (n=10), segunda (n=10) y tercera (n=10) semana de vida, preferentemente
con diarrea. Este niumero de muestras permitio detectar al menos 1 animal
positivo, en una poblacion de 300 lechones por semana, para una prevalencia
esperada del 20% y un 95% de nivel de confianza (Mitchell & Gardner, 2012). Las
muestras de materia fecal fueron colectadas mediante estimulacién ano-rectal v,
en los casos donde la maniobra fue infructuosa se realiz6 hisopado rectal. La
muestra se depositdé en un crio-tubo con 1 ml de PBS estéril y se mantuvo
refrigerada a 4 °C hasta la llegada al laboratorio donde fueron almacenadas a -

70°C, hasta su posterior utilizacion.

1.2- Aislamiento de Clostridium difficile

Las muestras fueron pre-tratadas con shock etandlico (Borriello & Honour 1981),
con la finalidad de activar la germinacion de esporas. El tratamiento se basa en la
incubacion por 30 minutos a temperatura ambiente de wuna solucion
homogeneizada de 1 ml total, con 500 pl de la muestra de deposicién/hisopo en

PBS méas 500 ul de etanol al 100%. Posteriormente se sembrd, en medio
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cromogénico Yy selectivo-diferencial CHROMagar™ Clostridium difficile. Se
incubaron a 37°C en jarra de anaerobiosis (CO; al 5%), generada mediante sobres
reductores (AnaeroPack®) (MITSUBISHI GAS CHEMICAL, Tokio, Jap6n). Figura

Figura 2: A) Sobre reductor (AnaeroPack®), bolsa de cierre hermético y jarra de
cultivo. B) Bolsa de cierre hermético, sobre reductor y placa para la siembre de las
muestras con el medio de cultivo selectivo para C. difficile. C) Bolsa hermética con
placa ya sembrada y sobre reductor. D) Jarra de cultivo, que va a la estufa, con
bolsa hermética con placa sembrada.
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La primera lectura de las placas de cultivo, verificando el desarrollo microbiano, se
realizé a las 24 hs, en el caso negativo se repitio la lectura a las 48 y 72 hs. de
incubacion en las mencionadas condiciones. Estas lecturas se realizaron en
transiluminador con luz UV, con la finalidad de observar la fluorescencia
caracteristica de las colonias de C. difficile en este medio de cultivo. En la figura 3
se observan aislamientos perteneciente a resultados obtenidos en las distintas

granjas. Como controles positivos se utilizaron cepas de Clostridium difficile (CDC

20121308) y como control negativo cepas de E. coli.

Figura 3: Imagenes de fluorescencia caracteristica de las colonias de C. difficile

perteneciente a muestras de las distintas granjas muestreadas.
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1.3- Identificacion molecular

1.3.1- Templados para reaccién de PCR

Las colonias que crecieron en el medio CHROMagar™ Clostridium difficile fueron
re-suspendidas en 300 pl de agua destilada estéril en microtubos Eppendorf (libres
de DNasa y RNasas) y sometidas a calentamiento a 100 °C, por 10 minutos
(boiling) (Holmes & Quigley, 1981), luego se enfriaron rapidamente por inmersion
en hielo y se centrifugaron (4 minutos, a 12000 RPM). El sobrenadante resultante
fue separado en microtubos Eppendorf (libres de DNasa y RNasas), mantenido a -
20 °C hasta su evaluacion, y empleado como templado de reaccién de PCR (Millar
et al., 2001). Se utlizaron como control positivo cepas secuenciadas de
Clostridium difficile (CDC 20121308), cedida gentilmente por el Dr. Diego Ruggeri
del Laboratorio de Bacteriologia Sanitaria (centro de referencia de diagndstico) del
INEI, ANLIS “Dr. Carlos Malbran”. Como control negativo se utilizaron cepas de

E.coli.

1.3.2- Reacci6én de PCR

Para la reaccion de PCR se utilizaron los primers descriptos por Barbut et al.
(2002), dirigidos a los genes tcdA y tcdB de C. difficile que codifican para las
toxinas A y B respectivamente. Para la toxina binaria cdtA y cdtB se utilizaron los

primers descriptos por Stubbs et al. (2000) (Tabla 1).

La reaccion de PCR se calcul6é para un volumen final de 25ul: Buffer 10X, MgCl,
1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, Primers 50uM f y 50uM r, Taq ADN polimerasa 2,5U y
extracto de ADN (templado de reaccidén). Se empled el termociclador Applied

Biosystems Veriti 96 well.

7

Pag.

28



Coppari, Carolina R.

Tesis Licenciatura 2019

Materiales y Métodos

Tabla 1- Descripcion de primers, secuencias y condiciones de ciclado de

reaccion de PCR.

. . . . Producto :

Toxina | Primers-Secuencias Ciclado Referencia

esperado
NK9: 5CCACCAGCTGCAGCCATA3 | Aciclo: 94°C, Smin.
40 ciclos: 94°C,
Toxina A 20 £8°C. 45 Ted A Barbut et
oxina . seq; 58°C, 45segq;
NHCLL o9 > | 1266pb | al. 2002.
5TGATGCTAATAATGAATCTAAAAT | 74°C, 40seq.
GGTAAC3 1 ciclo: 72°C, 5min.
NK104: 1 ciclo: 94°C, 5min.
5GTGTAGCAATGAAAGTCCAAGTT
, 35 ciclos: 94°C,
_ TACGC3 Tcd B: Barbut et
Toxina B 20segq; 62°C, 45seq; 970 bb | 2002
. al. .
NK105: 74°C, 40seg. P
5'CACTTAGCTCTTTGATTGCTGCAC
CT3 1 ciclo: 72°C, 5min.
CdtAf:
5TGAACCTGGAAAAGGTGATG'3 ) )
1 ciclo: 94°C, 5min. Cdt A:
cdtAr:
40 ciclos: 94°C, 327 pb.
Toxina 5’ AGGATTATTTACTGGACCATTTG3’ Stubbs et
o 20seg; 50°C, 45segq;

Binaria . al. 2000.
cdtBf: 74°C, 40seq. Cdt B:
5CTTAATGCAAGTAAATACTGAG3 '

1 ciclo: 72°C, 5min. 451pb
cdtBr:
5AACGGATCTCTTGCTTCAGTC3'

Los productos de amplificacion de las toxinas A y B (1200 pb y 270 pb,
respectivamente) y de la toxina binaria (327 pb cdtA y 451 pb cdtB) se
visualizaron en gel de agarosa al 2% (2 gr de agarosa y 100 ml Buffer TBE 1X), se
corrieron por 35 minutos a 100 volts constantes y se visualizaron en el
transiluminador UV TFX-20M. Las imagenes digitales de los geles fueron
obtenidas mediante camara Kodak EasyShare Z7590 acoplada a un equipo de

captura de imagenes montados sobre el transiluminador.
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1.4- Anédlisis estadistico

En el presente trabajo se realizdé un estudio de corte transversal, se evalué la tasa
de deteccion en cada una de las edades (semanas). Posteriormente se determiné
si hay asociacion entre la deteccion mediante hisopado rectal y presencia de
diarrea, utilizando el test de Chi cuadrado. Se trabajé con el software estadistico
INfOSTAT version 2015.

7
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Con los resultados obtenidos lo primero que se analizo, en el total de las muestras

de las cuatro granjas, fue la cantidad de animales con diarreas, como se detalla

en la Figura 4, del total de las muestras, 26 fueron obtenidas de animales con

diarrea al momento del muestreo y 94 de lechones sin sintomatologia.

100
80
60
40

20

Con Diarrea
Sin Diarrea

Figura 4: Animales totales con/sin diarrea en el total las granjas muestreadas.

Se determind la cantidad de animales con y sin diarrea en cada una de las granjas

(Figura 5A) y se evaluaron también la cantidad de lechones con diarrea en

relacion a la semana de vida (Figura 5B).

M Granja 1
M Granja 2
M Granja 3

M Granja 4

A Sin diarrea

Figura 5: A)- Lechones con/sin diarrea en las distintas granjas (1, 2, 3 y 4). B)-

Lechones con diarrea y sin en el total de granjas muestreadas segun las semanas.
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Se determinaron las cantidades de lechones con diarrea en cada granja a lo largo
de las 3 semanas de muestreo (Figura 6). Se pudo evidenciar que en la granja 1
(Figura 6A) en las 2 primeras semanas de vida de los lechones es donde se
encuentran concentrados la mayor cantidad de episodios de diarrea (n=20). En
relacion a la granja 2 (figura 6B) (n=2) solamente en la primer semana de vida de
los animales se detectaron algunas diarreas (n=1). Para la granja 3 (Figura 6C)
(n=3) se dieron algunos casos de diarrea en los lechones en la semana 1y 2 (n=1

y n=2 respectivamente), mientras que para la granja 4 (Figura 6D) (n=2) los casos
de diarrea que se detectaron fueron en la semana 1y 3.

A- Granja 1 B- Granja 2
10100
10 10
9 9
8 8
7 7
6 6
5 | ] Semana 1 5 | | ‘Semana 1
4 | | Semana 2 4 | | +Semana 2
3 [ Semana 3 3 ] :Semana 3
2 2
1 1
0 0
Con diarrea Con diarrea
Sin diarrea Sin diarrea
C- Granja 3 D- Granja 4
0 9 8 o 9 10 9
9 9
8 8
7 7
6 6
5 u Semana 1 5 | | Semana 1
4 n Semana 2 4 | | Semana 2
3 ] Semana 3 3 ] Semana 3
2 2
1 1
0 0

Con diarrea

Con diarrea
Sin diarrea

Sin diarrea

Figura 6: A) Granja 1. B) Granja 2. C) Granja 3. D) Granja 4.
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Los aislamientos de Clostridium difficile obtenidos se muestran en la Figura 7,
estos datos corresponden al desarrollo microbiano en las placas con el medio
selectivo y diferencial para estas bacterias, en la totalidad de las granjas
muestreadas. Se puede evidenciar una alta tasa de recuperacion del

microorganismo por medio de las técnicas empleadas (61,66%).

B Con Aislamiento

B Sin Aislamiento

Con Aislamiento
Sin Aislamiento

Figura 7: Aislamiento de Clostridium difficile en el total de granjas que se tomaron

muestras.

Se muestran la cantidad de aislamientos en cada una de las granjas muestreadas
(Figura 8).

B Granja 1l
B Granja 2
M Granja 3

B Granja 4

Con Aislamiento

Sin Aislamiento
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Figura 8: Aislamiento de Clostridium difficile en cada una de las granjas (1, 2, 3y
4) muestreadas.

Para la caracterizacion molecular de las cepas aisladas se realizo la extraccion de
ADN por calentamiento a ebullicion de la confluencia que desarrollé en la placa,
para emplearlo como templado de reaccion de PCR con la finalidad de evaluar la
presencia de los genes que codifican para la toxinas (A, B y Binaria). Como se
observa en las figuras 9 (A, By C) y 10, la totalidad de los aislamientos presento al

menos una de las toxinas caracteristicas de Clostridium difficile.

Figura 9: A) Gel toxina A, muestras de materia fecal 1, 3 y 9 de granja 1 (M1G1,
M3G1 y M9G1) y muestras de materia fecal 1, 7 y 8 de granja 2 (M1G2, M7G2 y
M8GZ2), control positivo (C+), control negativo (C-) y marcador (Marc.). B) Gel
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toxina B, muestras de materia fecal (1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16
y 19) de granja 1 (G1), marcador (Mar.) y muestras de materia fecal (1, 2, 3, 4, 7,
8, 9, 10, 11, 12 y 13) de granja 2 (G2), control positivo (C+), marcador (Mar.) y
control negativo (C-). C) Gel toxina Binaria, muestras de materia fecal (1, 2, 3y 4)
de granja 1 (G1), (17, 18, 19y 20) de granja 2 (G2), (4, 8, 9y 11) de granja 3 (G3),
(3,4,5,7,8,10, 11y 12) de granja 4 (G4), control positivo (C+), control negativo
(C-) y marcador (Mar.).

B tcdA
H tcdB
cdtA-cdtB

Sin Toxina

Con Toxina

Figura 10: Toxinas tcdA, tcdB y cdtA y cdtB (binaria) de cada aislamiento en el

total de granjas.

Para la evaluacién individual de cada granja en relacién a las toxinas que
presentaban las cepas circulantes (Figura 11), se puso en evidencia que en las
producciones mas intensificadas (granjas de mayor numero de madres en
produccién -méas de 2000 madres, mayor hacinamiento y, en algunos casos, falta
de higiene) como las granjas 1, 2, y 3; las cepas halladas resultaron mas
virulentas (presencia de toxina binaria) que en la granja con una produccion con

menor intensificacion, granja 4 (menor de 300 madres).
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55 1924209
20
15 M Granjal
10 B Granja 2

5 Granja 3

0 W Granja 4

cdtA-cdtB tcdA
tcdB

Figura 11: Analisis de cada toxina para cada granja.

Con la finalidad de caracterizar la virulencia de las cepas circulantes en cada
granja, relacionando las asociaciones mas frecuentes entre las toxinas de cada
cepa, se encontraron diferentes frecuencias de aparicion que se resumen en la
Tabla 2, se muestra también el dato de la frecuencia de diarreas en cada granja,

asociada a la caracterizacidon antes mencionada.

Tabla 2: Asociaciones halladas entre toxinas en cada granja

Granja Diarrea Toxina A- Toxina A- Toxina B- Toxina A-
Toxina B Toxina Toxina Toxina B-
Binaria Binaria Toxina
Binaria
1 20 24 24 38 43
2 1 34 28 42 52
3 3 34 30 36 50
4 2 17 7 10 17

Los valores hallados no son aditivos

Siguiendo la finalidad de la Tabla 2, de evaluar la virulencia de las cepas
circulantes en cada granja (presencia de toxina binaria), en la Figura 12 se
caracteriz6 cada toxina segun su aparicion en la semana 1, 2 y 3. Se observé que

la granja 4 es la que presenta menor circulacion de las toxinas y que se encuentra
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en total ausencia la toxina binaria (Figura 12D). Mientras que en el resto de las

granjas se observa una circulacion similar de las toxinas (Figura 12 A, By C).

A- Granja 1

B- Granja 2
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Figura 12: A) Granja 1. B) Granja 2. C) Granja 3. D) Granja 4.

Para evaluar la relacion existente entre las chances de aislar CDI a partir de un
animal con o sin diarrea, se realizé el correspondiente analisis de correspondencia
de los datos, encontrando las siguientes frecuencias que ratifican lo expuesto
(Tabla 3). Los resultados del andlisis indican que es 3.04 veces mas probable

aislar CDI a partir de un animal con diarrea que de un lechén sin dicha
sintomatologia.
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Tabla 3: Andlisis de frecuencias absolutas de aislamientos de CDI a partir de

lechones con o sin diarrea.

Aislamiento/Diarrea | Sl NO Total

Sl 20 (0.80*; 0.27%) | 5(0.20*; 0.11%) 25 (1.00)
NO 54 (0.57*;0.73") |41 (0.43*,0.89") |95 (1.00)
Total 74 (1.00) 46 (1.00) 120 (1.00)

*Contribucién de frecuencia relativa por filas; “Contribucién de frecuencia relativa por filas
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El presente trabajo de tesina final de grado se consolida en el primer reporte de
aislamientos y caracterizaciones de cepas de Clostridium difficile recuperados a
partir de muestras de materia fecal de lechones en Argentina. Si bien existen
reportes en la literatura respecto del aislamiento y caracterizacion molecular de
este microorganismo en otros paises del mundo (Songer 2004; Alvarez-Pérez et
al. 2009); en Argentina solamente se han descripto casos de enfermedad diarreica
con lesiones compatibles con las causadas por C. difficile, sin haberlo podido

aislar y caracterizar molecularmente (Cappuccio et al. 2009).

La importancia de la presente tesina radica en que se ha conseguido aislar cepas,
caracterizarlas como toxigenas o no toxigénicas mediante PCR y hacer un banco
de aislamiento para posteriores estudios. Se pudo conocer la circulacion de
agentes causantes de enfermedades diarreicas con potencial zoondtico en
lechones, presentes en granjas con produccién intensiva de cerdos. Si bien para
confirmar el diagnéstico es necesario sumar al aislamiento las caracteristicas
histopatologicas patognomonicas de la colitis ulcerativa causada por CDI, haber
logrado aislamientos y poder caracterizarlos son el puntapié inicial de futuras

investigaciones.

En este trabajo se demuestra que de un total de 120 muestras tomadas de
lechones de entre 1, 2 y 3 semanas se pudo aislar C. difficile en 74 (61,6%)
muestras, lo que indica que hay una alta circulacion de la bacteria en las granjas.
Siendo mayor la circulacién en las granjas de produccion mas intensificada de
2000 madres (entre 60%-80%) en comparacién con una granja de menos de 300
madres (43,33%).

Estudios previos en cerdos han mostrado resultados similares a los demostrados
en el presente trabajo. Por ejemplo, la prevalencia general de C. difficile en
lechones de 10 granjas en Carolina del Norte (EE. UU.) fue de 47.6% (Songer
2004). También en los Estados Unidos, se detectaron toxinas de C. difficile en el
contenido de colon del 29% de los lechones de 1 a 7 dias de edad con diarrea

neonatal (Yaeger et al. 2002). Ademas, se detectaron toxinas de C. difficile en el
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contenido colénico de 23/29 (79%) de lechones aparentemente sanos (Yaeger et
al. 2007).

En este trabajo las cepas de C. difficle se recuperaron en una proporcion
considerable de lechones en la primer semana de vida, como se plantea en el
trabajo de Alvarez-Pérez et al. (2009), pero también se vidé en los resultados
obtenidos que esta bacteria también se encuentra presente en lechones de 2 y 3
semanas, independientemente de la manifestacion de sintomatologia (presencia o
ausencia de diarrea). Ademas, se observaron diferencias en la prevalencia de C.
difficile en lechones entre las cuatro granjas analizadas, donde se vié que en la
granja 4 hay una tasa menor de aislamiento de la bacteria, posiblemente
asociandose esto a que se trata de una granja de menor tamafio (menos de 300
madres) y que la circulacién de C. difficile con potencial zoonético, se encuentra
disminuida por las practicas que se llevan a cabo en la misma o tal vez una menor

presion en la cantidad de animales, reduce la circulacion de CDI.

Se ha sugerido que C. difficile puede ser actualmente la causa descontrolada mas
importante de diarrea neonatal en cerdos (Songer 2004; Songer & Anderson
2006), habiendo desplazado a otros agentes bacterianos y virales como la causa
principal de esta enfermedad (Yaeger et al, 2002). En este trabajo se pudo ver, en
base a los resultados obtenidos, que la diarrea neonatal en los lechones no tiene
una fuerte asociacion a C. difficile, ya que se aisl6 a la bacteria de materia fecal no
diarreica y en algunas muestras de materias fecales diarreicas no se pudo aislar
C. difficile.

Los resultados que se presentan en este trabajo se basan en muestras de materia
fecal mediante estimulacién ano-rectal y/o hisopados rectales, por lo que no se
observd si los lechones tenian lesiones macroscopicas como edema de
mesocolon y lesiones histopatolégicas tipicas causadas por C. difficile
(Zimmerman 2012).

Aunque la mayoria de las cepas de C. difficile producen toxina A, toxina B y toxina

binaria, algunas cepas producen solo toxina B o ninguna toxina (Songer & Uzal
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2005). Los genes tcdA y tcdB, de las toxinas A y B respectivamente, son los que
codifican los factores de virulencia esenciales de C. difficile (Songer et al. 2000;
Keel & Songer 2006) que se identifican en la mayoria de los aislamientos
recuperados. En el presente trabajo se observé la presencia de las tres toxinas,
con una prevalencia incrementada de la toxina B, seguida de la toxina binaria,
esta Ultima es probable que se asocie a las cepas con una mayor virulencia.
También se pudo ver que en los aislamientos negativos para la toxina B, fueron de
igual modo negativos para la toxina A o la toxina Binaria. Mientras que los
aislamientos positivos para las toxinas B fueron positivos al menos para la toxina A
o Binaria cuando no fueron positivos para ambas toxinas. Observandose que en la
gran mayoria de los aislamientos positivos para las toxinas, los lechones no
presentaban ningun sintoma de la presencia de C. difficile. Por lo anteriormente
expuesto, se decidié crio-preservar las cepas aisladas para utilizarlas en futuros

estudios de patogenicidad de las cepas.

En conclusion:

e Este es el primer informe que compara la prevalencia de C. difficile en un
gran numero de cerdos diarreicos y no diarreicos en Argentina

¢ No se identificd un vinculo claro entre el aislamiento de esta bacteria y la
diarrea porcina neonatal.

e La deteccibn de C. difficle en muestras fecales por PCR es una
herramienta Gtil para el diagndéstico temprano de infecciones causadas por
este microorganismo en cerdos y para la deteccion de portadores
asintomaticos.

e Esta informacion puede ser de gran ayuda cuando se estudia la prevalencia
de C. difficile en diferentes granjas y pueden ser utilizados como base para
implementar medidas para prevenir la posible transmision zoondética de este

patégeno emergente.
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	1.7- Contaminación ambiental por Clostridium difficile
	Figura 1: El ciclo y el reciclaje de C. difficile de fuentes zoonóticas (- - - -), ambientales (........) o transmitidas por los alimentos (___) implicadas en la infección por C. difficile asociada a la comunidad (CACDI). Adaptado de Warriner et al.,...
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