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OBJETIVOS

Con el presente trabajo se ha querido mostrar una informacién preci-
sa y detallada desde el punto de vista microbiolégico hacia el aspecto médico
y odontoldgico, capitulos importantes en el campo de la infectologia y quimio-
terapia; sinembargo, el tema no solo estd encaminado a aquellas personas inte-
resadas en ramas de la odontologia especificas , sino también a la de las cien
cias bdsicas.

Otro prop6sito es dar a conocer informacidn basica para la forma-
cién de un trabajador de Ta salud, como es el odont6logo y la importancia en
dar un diagndstico temprano y certero en una patologia que si bien no es muy
frecuente,se nos puede presentar en el momento menos pensado, ya que sus medios
de prevencidn a pesar de ser eficaces para la mayoria de la poblacién, algunos
miembros de ella pueden presentar la enfermedad a pesar de estar inmunizados,
si esto ocurre y en un momento dado nosotros estamos en contacto con ellos, de-
bemos estar preparados para hacer un diagnéstico diferencial, ya que esta pato-
TogTa en especial "La Difteria", presenta sus sTntomas tempranos en nuestro
campo de accidn,La Boca.

Por G1timo, debemos tener en cuenta la informacién didictica para
complementar nuestros conocimientos generales y especificos en la Odontologia.



LA DIFTERIA

CAPITULO I

DEFINICION

La difteria es el prototipo de una enfermedad toxigénica, o sea una
infeccifn aguda causada por cepas de corynebacterium.



CAPITULO 2
ETIOLOGIA - HISTORIA

La Difteria es causada por el CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE, esta en-
fermedad en particular, es el modelo para notar la manera de enfatizar la im-
portancia de la investigacidn bdsica para obtener soluciones practicas en pro
blemas clinicos. La difteria se determind como entidad clinica especifica,
por primera vez en 1826 luego de la publicacidon de la cldsica monografia de
Pierre Bretoneau, pero su etiologia bacteriana no se establecid hasta 1888.
Klebs ya habia descrito mds tempranamente los bacilos caracteristicos en las
pseudomembranas de pacientes diftéricos y Loffler habfa aislado el microorga-
nismo en cultivos puros, pero la total comprension de la Patogenia de la in-
feccidn se obtuvo sélo con el descubrimiento efectuado por Roux y Yersin de una
exotoxina soluble en los filtrados de los cultivos. De alli, el continuo estu-
dio hasta el descubrimiento de una toxina y un toxoide, sustancias éstas que

han sido utilizadas en la inmunizaci6n activa y pasiva contra la enfermedad.



CAPITULO 3
GENERALIDADES DE LAS CORYNEBACTERIAS

La posicion taxondmica de estos microorganismos no ha sido precisada
alin; sinembargo, estas especies incluidas entre el grupo de bacterias corine-
formes han sido distribuidas en tres divisiones, asi: pardsitos de animales
y humanos, corinebacterias patdgenas para las plantas y corinebacterias no pa-

tégenas.

3, 1 ORGANISMOS TIPICOS

La familia de Tas corynebacteriaceae comprende 1os géneros corynebac-
terium, listeria y erysipelothrix. Estos son bacilos aerobios, gram-
positivos, no esporulados, que poseen un alto grado de pleomorfismo,
tanto en lo referente a sus caracteristicas bioquimicas como en los

cuadros clinicos que producen.

E1 grupo de los corynebacterium son bacilos aerobios, inméviles, cata-
Tasa positivos, pleombrficos y con segmentos que se tifien irregularmen
te, con el azul de metileno. Forman parte de la flora normal de la

piel, intestino y mucosas.

E1 corynebacterium diphtheriae es la especie mds tipica de su género
y es el (nico patdgeno humano importante del grupo de las corinebac-
terias, siendo como anteriormente se menciond, el agente causal de la
difteria. E1 grupo de los corynebacterium diphtheriae también inclu-
ye cierto nimero de sapréfitos inofensivos pobremente descritos, que
con frecuencia se encuentran en la superficie de membranas mucosas ,
estos organismos son 1lamados difteroides, de los cuales se crefa no
producian patologias en el hombre; si bien hoy se considera que pue-

den provocar infecciones graves (C.Ulcernas, C. ovis, C. Bovis, C.
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Vaginale).

Las corinebacterias taxondmicamente se relacionan con las microbacterias
y nocardias, debido a similitudes en sus componentes de la pared celular

Yy presentan reactividad cruzada con éstas.

Los g]ucopéptidos de Tlos tres géneros contienen dcido meso- , - diami
nopimélico. La arabinosa y la galactosa son los azdcares principales de
su polisacdrido de pared. Las corinebacterias contienen también conside
rables cantidades de dcidos micdlicos en los 17pidos asociados con Ta en
voltura externa. Los &cidos mic6licos que se encuentran en las corine-

bacterias son similares a 1os grandes dcidos beta-hidroxigrasos y - ra
mificados saturados de Tas microbacterias pero contienen menos dtomos de

carbono.

MORFOLOGIA E IDENTIFICACION

E1 corynebacterium diphtheriae es un microorganismo con forma de bastén,
delgado, gran positivo que no es dcido-resistente ni forma esporas. La
longitud de 1as cé]ulas de 1.5 a 5 um y de diametro miden de 0.5 a 1 un
presentan dilataciones irregulares caracteristicas en uno de sus polos,
lo cual Tes da una apariencia de mazo; irregularmente distribuidos den-
tro del bacilo (frecuentemente cerca de los polos), se encuentran gra-
nulos, los cuales se tifien intensamente con los colorantes de anilina

(grénulos metacromdticos), dando al bacilo una apariencia de rosario.

CARACTERISTICAS DE LOS CULTIVOS

Caracteristicamente, en frotis tefiidos aparecen como empalizadas o cé-
lulas individuales, formando dngulos agudos unas con otras en formacio-
nes Vo L. En los cultivos raramente se observan ramificaciones verda-

deras; sinembargo, se les ha denominado de acuerdo a su apariencia, for



3.4

3.5

maciones en caracteres chinos, que son causadas por el "movimiento en

saltos" que se producen cuando dos células se dividen.

Cuando crecen en medios nutricionalmente completos con su tasa maxima,
Tos bacilos diftéricos muestran una forma uniforme. Sinembargo, cuan-
do crecen en medios sub-6ptimos, como el suero coagulado de Loeffler o

medio con huevo coagulado de Pai, las células son pleomdrficas.

ET siguiente aspecto en dicho medio ayuda a la diferenciacidn del cory-
nebacterium diphtheriae en Tos tres principales grupos de colonias:

(1) var gravis: colonias no hemoliticas, grandes, planas, de color -
gris a negro con superficie roma o irregular y estriada. (2) Var mitis:
colonias hemoliticas pequefias o intermedias, negras, brillantes o lus-
trosas y convexas. (3) Var intermedius: son colonias pequefias no hemo
1iticas con caracteristicas entre Tos dos extremos, como lisas o rugo-
sas. En caldo, las cepas de la var gravis tienden a formar particulas,
las cepas de 1a var mitis crecen en forma difusa y las de var interme-
diuos dan lugar a un sedimento granuloso. (La figura 3-1 muestra el co-

rynebacterium en cultivo de Loeffler).

CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO

Las corynebacterias crecen en la mayoria de los medios de cultivo ordi-
narios. En medio de suero de Loeffler, las corynebacterias crecen mu-
cho mds rdpidamente que otros microorganismos patdgenos del sistema res
piratorio y la morfologia del germen es tipica en los frotis. Producen
acido, pero no gas, a partir de algunos carbohidratos, asi como se de-

muestra en el cuadro 3-1.

RESISTENCIA

Las corynebacterias tienden al pleomorfismo en sus formas microscdpica



FIGURA 3-1

CORYNEBACTERIUM DIPTHERIAE A PARTIR DE UN CULTIVO EN MEDIO DE LOEFFLER



CUADRO 3 -1

Almidéon Glucosa Sacarosa
Corinebacterium diphtheriae, gravis * + -
Corinebacterium diphtheriae, mitis - + -

Corinebacterium pseudodiphtheriticum - - -



y colonial, habiéndose descrito 1a variacién de formas 1isas a rugo-
sas. Las variantes de las cepas toxigenas a menudo son atoxigenas;
cuando algunas cepas atoxigenas de bacilo diftérico son infectadas,
con bacteriéfagos obtenidos de ciertos bacilos diftéricos toxfgenos,
la progenie de las bacterias expuestas, es liségena y toxigena y es-
ta cualidad es subsiguientemente hereditaria. Cuando se hacen sub-
cultivos seriales de bacilos diftéricos toxigenos en antisuero espe-
cifico , tienden a volverse atoxTgenos. De esta manera la adquisi-
cion del fago conduce a la toxigenicidad (conversién 1iségena). La
produccidn real de toxina ocurre tal vez s6lo cuando el profago de -
corynebacterium diphtheriae 1is6geno es inducido y lisa la célula.
Mientras que la toxigenicidas se encuentra bajo el control del gen del
fago, la virulencia (invasividad) se encuentra bajo el control del -

gen bacteriano.

VARIACION Y CONVERSION

3.6.1 Difteroides.
Son también 1lamadas formas no toxicégenas, como su nombre 1o
indica, los difteroides son bacilos que semejan a los de la -
difteria. La diferencia fundamental es que no producen toxina.
Forman parte de un grupo que “aiin no se ha clasificado taxond-
micamente, Tas pruebas bioquimicas de los difteroides anaero-
bios no permiten clasificarlos en ninguna otra de las especies
reconocidas, aunque las pruebas seroldgicas muestran una rela-

cion definitiva con el grupo de las corynebacterias.

Hasta hace algln tiempo se consideraba que los difteroides no

eran patdgenos para el hombre. Sinembargo, hoy se sabe que es



3.6.2

tos microorganimos omnipresentes, que a menudo contaminan los
cultivos, pueden también provocar enfermedades graves. La en-
docarditis es la infeccion mds frecuente y grave originada por
estos gérmenes (mds de 40 casos comunicados), y si bien puede
afectar valvulas naturales, 1o mds habitual es que aparezca so-
bre valvulas artificiales. En tal caso, la mortalidad alcanza,
cifras del 50 al 70% de casos. Se han comunicado casos de menin
gitis, neumonia, osteomielitis y abscesos encefdlicos y hepdti-
cos provocados por corinebacterias no diftéricas (C. equi y C.
pyogenes). C.ovis produce Tinfadenitis granulomatosa (pseudo-
tuberculosis); C. Vaginale (antes denominado Haemophilus vagi-
nales) se ha propuesto como un posible agente causal de 1a vagi
nitis y C. ulcerans es capaz de provocar lesiones cutdneas simi
lares a las producidas por el C. diphtheriae, también encontra-
mos el C xerosis, C. Renale y el C. pseudodiphthericum. Los dif-
teroides anaerobios (propionibacterium acnes)regularmente resi
den en Ta piel, ellos pueden participar en la patogénesis del ac
né. Producen liposas que desdoblan y Tiberan a los dcidos grasos

pueden producir inflamacidn y contribuir al acné.
Ecologia.

Los difteroides se encuentran en la boca, garganta, conjuntiva,
piel y en las regiones genitales de personas aparentemente sa-

nas. En la boca y en Ta saliva se les encuentra en el 67%.

En sus caracteristicas bioldgicas son heterogéneos, pero la ma-
yoria son sacaroliticas. También se les ajsla de la pulpa den-
tal infectada y de una gran proporcidn de canales radiculares

infectados. En algunos casos, se han aislado difteroides de
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Tos hemocultivos tomados a enfermos de endocarditis bacteria-

na subaguda. Aunque algunos resultados bacteriolégicos pueden
haberse originado por contaminaciones de la piel al momento de
tomar la muestra, probablemente cierta proporcién de los aisla

mientos s7 corresponda a la causa de la endocarditis.

ESTRUCTURA ANTIGENICA.

Todas las toxinas diftéricas son inmunoldgicamente idénticas. Sinembar
go, el corynebacterium diphtheriae es una especie antigénicamente he-
terogénea. En las pruebas de aglutinacién con suspensiones de células
completas, se observa un gran nlmero de tipos serolégicos. Los tres
tipos principales de colonias, grayis, mitis e intermedius, reflejan
diferencias seroldgicas asi como en la superficie celular y constitu-
yen los principales biotipos del microorganismo; dentro de cada uno de
estos tipos se encuentra un grupo mds ¢ menos separado de serotipos -
aglutinantes. También se ha detectado diferencias adicionales en los
componentes de la superficie celular por medio de pruebas mds sensibles
de tipificacidn con bacteridfagos y produccidn de bacteriocina. Sin-
embargo, generalmente no se emplean pruebas seroldgicas en la identi-
ficacion. La toxina diftérica contiene por To menos cuatro determinan

tes antigénicos.

3.7.1 Antigeno K.
Los antigenos responsables dela especificidad de tipo de las ce
pas del corynebacterium diphtheriae son protefnas termoldbiles,
Tos antigenos K, localizados en las capas superficiales de la
pared. Estos antigenos desempefian un importante papel en la in-

munidad antitdxica.
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La aparicidn de tipos antigénicos diferentes de corynebacterium
diphtheriae probablemente explica la aparici6én de difteria, en
individuos inmunizados que presentan un nivel detectable de -
antitoxina circulante. Los antigenos K en la superficie, jun-
to con el factor glucolipido , son los principales determinan-

tes de Ta invasidn y virulencia de los bacilos diftéricos.

3.7.2 Antigeno 0.
ET antigeno 0, termoestable, del corynebacterium diphtheriae
es un antigeno del grupo comin a las corynebacterias pafrasi-
tas del hombre y Tos animales. Es un polisacdrido que contie
ne arabino galactanos y es el antigeno responsable de la reac-
tividad cruzada con micobacterias y nocardias. Las cé&lulas
de corynebacterias y sus componentes subcelulares son excelen
tes antigenos. Cuando se administranaanimales con agentes in

munizantes, también actlan como adyuvantes.

PATOGENIA

En Tos pacientes con inmunosupresidn, varias de las especies de cory-
nebacteria pueden hacerse invasivas y producir bacteremia, la cual se
acompana de una elevada tasa de mortalidad, especialmente durante los

periodos de granulocitopenfa.

ET principal microorganismo del grupo patdgeno para el hombre es el
corynebacterium diphtheriae. En la naturaleza, el corynebacteryum
diphtheriae se encuentra en el sistema respiratorio, en las heridas
o en la piel de personas infectadas o de portadores,en superficies
mucosas de los portadores normales. La exposicion al bacilo difté-

rico especialmente en adultos, provoca una infeccién asintomdtica que
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suele ser suficiente para establecer una inmunidad mediante la gene-

racion de antitoxinas circulantes.

A partir de ahi, los bacilos se diseminan por gotitas o por contacto
directo a los individuos susceptibles. Los bacilos virulentos crecen
en las mucosas y aparecen las manifestaciones graves de la enfermedad

que se deben a una potente toxina elaborada por los bacilos.

La exotoxina es elaborada por todos los corynebacterium diphtheriae
toXigenos. La produccidn in vitro depende grandemente de la concen-
tracidn de hierro; la produccidén de toxina es d6ptima con 0.14 ug. de
hierro/ml, de medio, pero es virtualmente suprimida con 0.5 ug./ml.
Otros factores que influyen en el rendimiento de toxina in vitro son
la presion osmbtica, la concentracién de aminodcidos, el PH y la dis
ponibilidad de fuentes de carbono y de nitrdégeno adecuadas. Los fac
tores que controlan la produccién de toxina in vitro no estdn bien

entendidos.

La toxina diftérica es un polipéptido termoldbil con peso molecular
de 62,000, y solo son capaces de producirlo las cepas de corynebac-

terium diphtheriae infectadas por un bacteriéfago 1isogénico.

La toxina puede ser letal en la dosis de 0.1 ug/kg.

Al fragmentar sus enlaces disulfuro, la molécula puede fragmentarse
en dos. Estos fragmentos poseen funciones diferentes. E1 fragmento
B (peso molecular 38.000), carece de actividad independiente o in-
trinseca pero es el responsable del transporte de la toxina al inte-
rior ée las células; el fragmento A, en cambio, es la porcidn téxica

y es capaz de inhibir Ta prolongacidn de las cadenas polipéptidicas
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en presencia de dinucleotido de adenina nicotinamida (NAD), mediante
la inactivacidn del factor de estiramiento o alargamiento EF-2 (ante
riormente 1lamado Transferasa II). Este factor es requerido para que
se produzca la translocacion del RNA polipeptidico de transferencia
desde el Tugar donde acepta aminoacidos o sea el receptor hasta la zo
na del ribosoma eucaridtico donde los dona. Entonces el fragmento A
de toxina inactiva a EF-2 catalizando una reaccién que libera nicoti-
namida Tibre mds un complejo inactivo de EF-2 difosfato de ribosa ade
nosina; en pocas palabras la toxina impide que se unan a la cadena pep

tidica nuevos aminodcidos, hecho que impide la sintesis protéica.

Las cepas no toxigénicas del bacilo también pueden producir un poli-
péptido similar a Ta toxina diftérica, pero que resulta ser bioldgi-
camente inactiva. Tanto las cepas toxigénicas como las que no 1o son,
producen otras sustancias bioldgicamente activas, como la hialuronida-
sa, que contribuyen ala reaccion inflamatoria local. Algunos micro-
organismos de diferente tipo como son Tas pseudomonas aeroginosas pue

den producir una exotoxina con un mecanismo semejante de operaciodn.

No estotalmente cierto que 1a sintesis protéica sea la responsable

de Tos efectos necrdticos y neurotdxicos de la toxina diftérica.
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CAPITULO 4

DETERMINANTES DE LA PATOGENICIDAD

4.1

4.2

INVASIVIDAD

Dado que las cepas toxigénicas y no toxigénicas del corynebacterium
diphtheriae, son capaces de colonizar las mucosas, otros factores ,
ademds de la toxina, contribuyen a 1a invasividad y capacidad para es-
tablecerse y mantenerse a si mismos en el huésped humano. No se ha de
finido bien la relacidn precisa de estos rasgos con la patogenia de la
enfermedad. Ademds de los antigenos K de la superficie, los microor-
ganismos también contienen un factor que se considera adyuvante nece-
sario de virulencia. Este factor, un glucolipido téxico, es un 6.6'
diéster trealosa que contiene los dcidos mic6licos caracteristicos del
corynebacterium diphtheriae, dcido corinemicdlico (C32H6203) y aci-
do corinemicélico (C32H6403)'

La actividad farmacoldgica de este factor del corynebacterium diphthe-
riae es similar a la del factor aislado de mycobacterium tuberculosis.
Los factores adicionales, que también se cree que desempefian un papel
en la invasividad del corynebacterium diphtheriae, incluyen neuramini-
dasa y N-acetilneuraminato Tiasa. Por degradacion de residuos de aci
do N-acetilneuraminico clivados de su envoltura mucinosa, estas enzimas
podrfan proporcionar una fuente facilmente accesible de energia para

las bacterias que habitan las membranas mucosas.

EXOTOXINA
Muchas enfermedades que ocurren naturalmente, son demasiado complejas

a nivel celular para analizar con éxito y definir claramente Ta lesion
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bioquimica primaria, el efecto mas impresionante del bacilo de la dif-
teria es la infeccidon del mismo nombre causada por la poderosa exoto-
xina que produce, siendo entonces el principal determinante bioquimi-
co de la infeccidn y es responsable de esencialmente, todos los efec
tos patoldgicos, ya que el bacilo persé no es invasivo, pero en su si-
tio de ubicacién (las amfgdalas), es donde produce la toxina. La -
exotoxina pasa al torrente circulatorio y causa intoxicacidn. Se sa-
be que Tas cepas toxigenas del corynebacterium diphtheriae son 1iso-
génicas y que algunas cepas de bacilos difteroides no toxigenas pue-

den transformarse en toxigenas por conversion al estado de lisogenia.

La toxina produce lesiones en el misculo cardiaco, rifiones, higado y
nervios periféricos. El sitio exacto de accién de 1a toxina sobre el
tejido nervioso se desconoce, pero el efecto final es la desmielini-
zacion con la pardlisis subsecuente, En la infeccidn aguda, la muer-
te casi siempre estd causada por paro cardiaco. Para determinar el
mecanismo de accion de la toxina, se han hecho esfuerzos considera-
bles. Ahora se supone que inhibe el crecimiento de las cadenas pep-
tidicas durante su sintesis en las células, 1o cual finalmente, pue-

de causar la muerte de la célula.

4.2.1 Patologia de Ta exotoxina.

Después de varios dTas 0 semanas, de que se instala el bacilo
en Ta garganta o en otros sitios de la parte alta del aparato
respiratorio, se inicia la multiplicacidon bacteriana con la

produccidn de pequefias cantidades de exotoxina que causa ne-

crosis de las células epiteliales cercanas. La multiplicacidn
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bacteriana continfa con incremento en la produccién de toxina

y la necrosis se hace mas profunda y se extiende lateralmente.
En estecaso, se estimula una intensa reaccidon inflamatoria con
migracion leucocitaria y diapédesis de eritrocitos, se forma
una membrana con participacion de las células epiteliales necro
sadas, células sanguineas y fibrina; la membrana cubre tipica-
mente, el drea amigdalina y en algunos casos se extiende hasta
la faringe y la trdquea. Aunque todas esas lesiones no pueden
clasificarse como demasiado graves o importantes, el dafio mas
grave estd provocado por la distribucién generalizada de la -

toxina en el torrente circulatorio.

LISOGENIZACION Y PRODUCCION DE LA TOXINA

La toxina es producida s6lo por cepas del corynebacterium diphtheriae
infectadas por un bacteridéfago moderado que transporta el gen estruc-
tural para la produccién de toxina. Sinembargo, las cepas no produc-
toras de toxina pueden convertirse al estado 1isdgeno, productor de -
toxina, por infeccidn con un bacteri6fago tox™ adecuado. Sinembargo,
la conversidn en toxigénica no es una propiedad obligatoria de los co
rinéfagos. Aunque la mayoria de los estudios sobre produccién de to-
xina han sido 1levados a cabo con el corinebacteri6fago beta, el gen

tox ha sido detectado en un cierto nimero de corinebacteridfagos que

difieren tanto genética como seroldgicamente.

La produccidn de toxina por una cepa 1isogénica no requiere la multi-
plicacion T17tica del fago. E1 gen tox puede expresarse cuando el fago

beta estd presente en corynebacterium diphtheriae como un fago en re-
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plicacién vegetativa, como profago, o como un exogenote super infec-
cioso no replicante en las células lisogénicas. Cuando se examina en
condiciones experimentales, la toxina no parece tener ninguna funcidn
viral especial. En condiciones naturales, sinembargo, como se encuen
tra en Ta nasofaringe humana, el gen tox proporciona valor de super-
yivencia tanto al fago como a su huésped 1lisogenizado, Corynebacte-

rium diphtheriae.

E1 corinebacterigfago beta es un fago de tamafio intermedio que contie
ne ADN de doble cadena, de aproximadamente 2,3 por 107 daltons de lon-
gitud. Su ciclo de vida es similar al del colifago , creciendo pro
ductivamente en muchas células infectadas, pero Tisogenizando un peque
fo nlmero de estas células. La disponibilidad de mutantes fagos, que
codifican protefnas antigénicamente simf]ares pero no tdéxicas (pro-
tefnas crm), ha hecho posible elaborar un mapa de los genomas vegeta-
tivos y profagos del fato beta y establecer la posici6n del tox en el
genoma del bacteridéfago. ET mapa de profago parece ser una permuta-
cion ciclica del mapa vegetativo, con el gen tox en un extremo del ma-
pa del profago cerca del sitio de insercidn en el cromosoma del hués-
ped, y el gen de inmunidad en el otro extremo del mapa (fig. 4-1).

E1 fago beta se inserta en el cromosoma bacteriano por un mecanismo
similar al que ocurre en el fago de la Esceherichia coli. La po-
sici6n del gen tox integrado sugiere que puede haber evolucionado de

un gen bacteriano.

REGULACION DE LA EXPRESIOMN DEL GEN TOX
La regulacidn de la sintesis de toxina diftérica abarca factores ge-

néticos y fisioldgicos e involucra a la bacteria y el bacteridfago.

17
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FIGURA 4-1

Orientacidn del gen tox en el bacteridfago beta y ‘profago . En
la figura se observa la intercorversidn del profago y estado ve-
getativo del fago. EL gen tar ha sido agrandado y sus limites
estdn definidos por N y C, ubicaciones de los dos codones para
los amonodeidos N-terminal y C-terminal. ADN del fago (—), "Cro-
mosoma" bacteriano (--), rectdngulos representan sitics de unidn
del fago y la bacteria. ‘



19

Diferentes cepas de corynebacterium diphtheriae varian enormemente
en su capacidad de produccién de toxina cuando son infectadas por

corinéfagos tox para otra corynebacterium ciphtheriae.

E1 corinéfago gamma, un fago no conversor estrechamente relacionado
con el fago beta, transporta el gen tox en una forma inactiva. En
el fago gamma, hay un genoma completo de fago mds una pequefia asa
adyacente de ADN bacteriano. Es probable que este ADN extra repre-
sente un elemento de insercidon o un transposon y que el gen tox del

fago gamma sea inactivado por su insercion.

También Ta produccidn de toxina estd notablemente influenciada por
las condiciones ambientales y de Tos cultivos, especialmente el con-
tenido de hierro del medio. La toxina diftérica s6lo se produce en
niveles mdximos cuando el hierro es el sustrato que limita la tasa

de crecimiento. E1 agregado de hierro a los cultivos sin hierro de
corynebacterium diphtheriae 1is6gena inhibe la produccidn de toxina
casi inmediatamente. E1 exitoso empleo durante muchos anos de la ce-
pa nimero 8 Park-Williams para la produccidn comercial de toxina esta
ligado a su capacidad para crecer en medios que contienen muy bajos
niveles de hierro. En tales condiciones, la toxina puede ser respon

sable de aproximadamente el 5% de la proteina bacteriana total.

A niyel molecular, hay evidencias de que la regulacién de la produc-
cidn de toxina diftérica ocurre en forma independiente de otras fun-
ciones del fago y esta dirigida a nivel de la transcripcién. De -

acuerdo con el modelo propuesto, el corynebacterium diphtheriae, in-

dependientemente de su estado 1isogénico, transporta un gen que codi
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fica Ta sintesis del aporepresor tox. En presencia de hierro, se
formarfa un complejo hierro represor que se unirfa especificamente
con el Tocus operador tox del fago beta. En condiciones limitantes
de hierro, el complejo hierro represor se disociarfa y se des-repri

miria el gen tox (fig. 4-2).

Nada se sabe en relacidn a la identidad y funcién en el huésped bac-

teriano de Ta proteina represora.

PROPIEDADES

La toxina diftérica se forma en asociacidn con la membrana celular

y es secretada rdpidamente como una (nica cadena polipeptidica con

un peso molecular de aproximadamente 62.000 (fig. 4-3). Ya libera-
da Ta molécula de toxina no es téxica hasta la exposicién del sitio
enzimatico activo por tratamiento leve con tripsina. La molécula
activada consiste en dos fragmentos funcioha]mente distintos como

ya mencionamos anteriormente, el fragmento A y B, unidos por un puen-
te disulfuro. Ambos fragmentos son esenciales para la citotoxicidad.
ET fragmento B C-terminal (40.700 daltons), se une a receptores espe
cificos en la membrana celular eucaridtica y media la entrada del frag
mento A N-terminal enzimdticamente activos (21.150 daltons) hacia el
citoplasma, donde el fragmento A inhibe cataliticamente la sintesis -

de proteinas.

MODO DE ACCION

AT Tlegar el citoplasma, el fragmento A altera la sintesis de protei-

nas catalizando la transferasa de la mitad adenosina difosforribosa
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FIGURA 4¢-2

Modelo hipotético de la regulacidn corinebacteriana del gen tox del cori-
nefago beta. El C. diphtheriae transporta la informacidn estructural
(etr) pra la sintesis de aporepresor tox diftérico (ar). En presencia

de hierro, sc forma un complejo hierro-represor que se uniria al locus
perador tox del corinefago beta. En condiciones de - falta de. :hiérrp,

8l equilibrio variarta hacia la derecha, y el gen tor serta desreprimido.
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FIGURA 4-3

Diagrama de la toxina diftérica y sus fragmenmtos. ' lLa toxina es liberada
hacia el medio de cultivo como una sola cadena polipeptidica. La molécu-
la intacta contiene dos puentes disulfuro. El asa _paptidica contenida den-
tro del primero puente de disulfuro es extraordinariamente sensible al cla-
vaje proteolitico y queda abierta luego de una leve digestidn con tripsina.

La posterior reduccidn del desulfuro da como resultado la separacidn de lat
toxina mellada en dos fragmentos, A y B.
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(ADRP) del dinucledtido de nicotinamida-adenina (NAD) hacia la pep-
tidil1-ARNT translocasa eucaridtica, factor de elongacién 2 (FE2).
Este difosfato de adenosina (ADP) -ribisilacién de FE2 es el blanco

primario de la toxina diftérica.

Aunque Ta reaccidn es reversible, su equilibrio a un PH fisiolégico
se ubica bastante hacia la derecha. SGlo el FE2 soluble puede servir
como sustrato y una vez fijado a los ribosomas no puede ser ADP- ri-

bosilado.

ET sitio especifico del FE2 al cual se une convalentemente la ADPR,
es un aminodcido Gnico (diftamida) que es el resultado de una modi-
ficacidn postranslacional reciente de un residuo de histidina. No.se
ha hallado diftamida en ninguna otra proteina eucaridtica. La toxina
no tiene efecto sobre la elongacidn de la cadena polipeptidica, en
sistemas procaridticos o mitocondrias en las cuales una proteina di-

ferente, el factor de elongacidon G (FEG), reemplaza al FE2.

INCORPORACION A CELULAS EUCARIOTICAS

Para que Ta toxina diftérica pueda expresar su toxicidad, el fragmen-
to A debe cruzar Ta bicapa Tipidica de la célula para 1legar al cito-
sol. Esto es facilitado por el fragmento A hidrofilo enzimaticamente
activo. E1 fragmento B reconoce e interactlia con receptores especf-
ficos de superficie que estdn presentes en la membrana plasmitica.

No se ha identificado el receptor de membrana.especifico ni el meca-
nismo preciso de entrada del fragmento A en la célula. Algunas teo-
rias para explicar el proceso de transporte sugieren que el fragmento

B forma un canal en la membrana plasmidtica a través del cual pasa el
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fragmento A, o que Ta toxina es primero endocitosada y luego de al-
guna forma escapa hacia el citoplasma desde la vesicula intracelular.
En a]gqn punto, antes o durante Ta traslocacién , se requiere la re-
duccidn disulfuro y el clivaje de una o mds uniones peptidicas para

separar los fragmentos A y B.

SUSCEPTIBILIDAD DEL HUESPED

La susceptibilidad de los animales a la toxina diftérica varia enor-
memente. Dosis de 160 ng/kg son letales para el hombre, conejos, co-
bayos y pajaros. Sinembargo, Tas ratas y ratones son altamente resis

tentes, a menos que la toxina se administre por via intracerebral.

ANTITOXINA

Ambas mitades A y B de Ta toxina contienen cierto nimero de determi-
nantes antigénicos. La antitoxina consiste en una mezcla de anticuer
pos especificos para diferentes partes de la molécula de toxina. En
la toxina nativa o toxoide, gran parte de los determinantes antigéni-
cos en el fragmento A estdn profundamente enterrados y no estdn dis-
ponibles para estimular la produccién de anticuerpos ni para partici-
par en la precipitacidn de anticuerpos. Aunque los anticuerpos anti-A
inhiben la actividad enzimdtica de la toxina, no protegen a los anima-
les o células contra la accion letal de la toxina. Sinembargo, los
anticuerpos contra el fragmento B neutralizan la toxina con gran efi
cacia, avalando 1a teorfa de que la antoxina acta compitiendo con la
toxina por los receptores de superficie en células eucaridticas sensi

bles y que el fragmento B es necesario para la adherencia inicial.

Recientemente se ha logrado la inmunizacién antit6xica activa contra
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Ta toxina diftérica, por medio de un ologopéptido sintético. EI an-
tigeno sintético es un tetradecapéptido que consiste en el asa de 14
aminodcidos subtendidos por el puente disulfuro mis cercano al extre-
mo "N" de Ta molécula. Este tetradecapéptido, cuando se une covalen
temente con un portador, puede originar, en cobayos, anticuerpos que
no s6lo se unen especificamente con la toxina, sino que neutralizan
sus efectos dermonecrético y letal. ELste representa el primer ejem-
plo de inmunizacidon activa exitosa contra una toxina bacteriana-letal

usando un antigeno sintético.

TOXOIDE

El agregado de bajas concentraciones de formaldehido a la toxina dif
térica, destruye su toxicidad y la convierte en toxoide. La detoxi-
ficacion por formaldehido altera tanto la actividad enzimdtica del -
fragmento A como las propiedades de unidén del fragmento B. Las alte-
raciones pueden deberse ya sea a la modificacion quimica de residuos
esenciales en Ta toxina o a unidn cruzada interna de lisina y tirosi-
na por medio de puentes de metileno. E1 aumento de la estabilidad y

Ta resistencia a la protedlisis del toxoide se atribuyen a los efectos

25

de unidn cruzada. E1 toxoide no puede ser clivado en fragmentos A y B.

No posee actividad ADP-ribosilante y no se une a membranas celulares

de cé&lulas sensibles.
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CAPITULO 5

PATOLOGIA

La toxina se absorbe en la mucosa y causa Ta destruccidn del epite-
1io y una respuesta superficial inf]aﬁatoria. ET epitelio necrdtico queda in
cluido en la fibrina y Tos leucocitos y eritrocitos exudados de modo que se
forma una "pseumembrana" grisdcea generalmente sobre Tas amigdalas, la farin
ge o la laringe. Cualquier intento para remover las pseudomembranas expone y
rompe los capilares provocando sangrado. Los ganglios linfaticos del cuello
aumentan de tamafio y puede haber edema marcado de todo el cuello. Los baci-
los diftéricos dentro de la membrana contindan produciendo activamente la -
toxina; esta es absorbida y da Tugar a lesjones tdxicas a distancia, particu
larmente degeneracidn granulomatosa, infiltracion grasa y necrosis del miocar
dio, higado, rifiones y suprarrenales, en ocasiones complicadas con hemorragias
de consideraci6n. La toxina también produce lesidn nerviosa, dando Tugar con
frecuencia a pardlisis del velo del paladar, de los misculos oculares o de las

extremidades.

La difteria de las heridas o de la piel ocurre primordialmente en los trépi-
cos. Puede formarse una membrana sobre una herida infectada, 1a cual no ci-
catriza; sinembargo, la absorcidon de toxina es generalmente mala y los efec-
tos generalizados son despreciables. La "virulencia" del bacilo diftérico
se debe a la capacidad de producir una infeccién, de crecer rdpidamente u de
elaborar prontamente la toxina, 1a cual es absorbida con efectividad. E1 co-
rynebacterium diphtheriae no invade activamente los tejidos profundos y prac-

ticamente nunca entra en la corriente sanguinea.
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CAPITULO 6

INFECCION CLINICA

6.1

MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas del huésped dependen del estado inmunita-
rio, de la localizacion de Ta infeccidn y de la capacidad toxigénica
del microorganismo. La primera manifestacion local es una respuesta
inflamatoria local intensa, seguida de 1a aparicion de una espesa mem
brana de fibrina, detritus celulares, Teucocitos y eritrocitos; a me-
dida que se absorbe la toxina y pasa a la circulacidén se presenta 1la
sintomatologia generalizada asi: 1la infeccidn tipica se localiza en

la parte superior del tracto respiratorio, su inicio es aparentemente
benigno con dolor de garganta y fiebre, 1lamada faringitis con fiebre,
ceraleas y pueden presentarse vomitos . E1 aliento tiene un olor desa
gradable sin que sea éste un signo patoanomonico.A este estado febril
le sigue pronto un estado de postracidn y disnea provocado por la obs-
truccidn causada por la membrana; esta obstruccién puede incluso 1legar
a provocar sofocacién, sino es corregida, puede ser necesaria la inter-
vencion para hacer la traqueostomia para evitar la asfixia. Aparecen
alteraciones en el ritmo cardiaco que indican la iniciacion del dafio

en el corazén. Posteriormente, siguen dafios en la visidn, deglucidn

y movimiento de Tos miembros superiores e inferiores.- En 1os casos gra
ves hay inflamacién marcada y edema de cuello. En Tos individuos pre-
viamente inmunizados con toxoide diftérico, suelen presentarse eritema
y congestion de las vias nasales, paladar, faringe y amigdalas, sin que
se 1legue a formar la tipica membrana grisdcea de la difteria. Existe
amplia correlacion entre el tipo de corynebacterium diphtheriae y la gra

vedad de la enfermedad. En general, las infecciones por la var gravis,
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tienden a ser mds intensas que las de var mitis, con un ndice de mor
talidad mds elevado; asi, 1a mortalidad de 5 a 10% en 1la totalidad de

los casos no ha cambiado mucho en los Gl1timos 50 anos.

ASPECTOS BUCALES

Las infecciones diftéricas confinadas exclusivamente a la cavidad oral
raras yeces aparecen. Tales lesiones se han encontrado en las comisu-
ras de 1a boca y en la piel de la cara, especialmente si hay lesidn
previa o alguna manifestacion herpética local. Las lesjones también

se hanvisto en Ta mucosa bucal y labial, en la lengua, el paladar blan
do; generalmente se presenta la "membrana diftérica" que ha comenza-
do en Tas amigdalas y puede terminar confluyendo en toda la superficie
de 1a mucosa oral, otro sitio de comin eleccidn para las lesiones, es
la zona de erupcidn de la primera denticidon y en alvedlos desocupados
luego de una exodoncia. Las infecciones bucales se presentan en gene-
ral, después de una 1esi§n traumatica o, secundariamente a una difte-
ria grave de las fauces. La difteria faringea provoca inflamacidn del
paladar blando que puede interpretarse errdneamente como un absceso amig
dalino. En algunos casos, la inflamacidn del cuello y de l1a regién sub
maxilar crece al grado de confundirla con una celulitis difusa, como la
que se observa en la angina de ludwig o en un caso, una infeccidn de

origen dental.

Esta falsa membrana es un exudado grisdceo, espeso, fibrinoso, de as-
pecto gelatinosa, leucocitos y bacterias se encuentran en las zonas ne
créticas no ulceradas de la mucosa, cubre amigdalas, faringe y larin-
ge, tiende a adherirse y a formar una superficie sangrante al ser des-
prendida. E1 paladar blando puede estar cubierto en su totalidad y -

quedar paralizado en la tercera a quinta semana de evolucidon de la en
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fermedad, 1os pacientes tienen una voz nasal peculiar y puede producir-
se la regurgitacion nasal de los 17quidos al ser bebidos, la voz nasal
se produce por la ausencia del cierre labial adecuado y 1a circulacién
orofaringea estd alterada. La mayoria de los estudios concernientes

a la difteria demuestran que los casos de pardlisis son mis frecuentes
en climas templados; estos fendmenos paraliticos tienden a limitarse a
los pares craneanos. Como regla, la paralisis se inicia y queda 1imi-
tada a Ta Gvula y a Tos misculos del paladar. Resulta imposible para
el paciente, silbar o inflar los carrillos. La pardlisis faringea se
presenta después que la palatina. Es una complicacidn muy grave, ya
que la deglusidn se dificulta y existe un gran riesgo de que se presen
te neumonia por aspiracion. Los misculos de la lengua y los faciales
rara vez estdn afectados. Se piensa que los fendmenos de la pardlisis
se deben a Ta accidn de la toxina sobre las sindpsis neuromusculares,
se supone que la toxina 1lega hasta las terminaciones nerviosas por -
via sanguinea, Sinembargo, es posible que, en los casos de difteria.de

las fauces, el acceso sea directo.

TIPOS DE DIFTERIA

6.3.1 Difteria nasal anterior y difteria cutdnea.
La difteria cutdnea tiene su maxima frecuencia en las regiones
tropicales. Las lesiones caracteristicas son Glceras crénicas
persistentes, localizadas en la cara y extremidades superiores,
pero la presencia de una sobreinfeccidn bacteriana modifica a
veces las manifestaciones clinicas de esta modalidad de difte-
ria. Los sintomas generales ylas complicaciones cardiacas y
neuroldgicas son poco frecuentes. La difteria nasal se carac-

teriza por la aparici6én de una secrecidn nasal serosanguinolen-
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ta en forma de erosiones y costras alrededor de las ventanas

nasales y del labio superior. A veces se producen conjunti-
vitis diftérica y ulceras corneales; asimismo, se han comuni-

cado casos de otitis media diftérica primaria.

6.3.2 Difteria amigdalar.
E1 comienzo de la difteria amigdalar suele ser repentino. Al
principio, aparece un exudado fino, facil de quitar, con aspec
to de placas discontinuas, sobre una o ambas amigdalas, pero en
cuestidn de horas se forma una membrana espesa, muy adherente
y de color verde grisdceo. En casi todos los casos, el pacien
te sufre de dolor de garganta y en un 7% de los casos de las
series estudiadas, fue el sintoma principal. E1 25% de los -

enfermos presentan tos, ronquera y disfagia.

6.3.3 Difteria faringea o laringea.
Las membranas pueden extenderse a las estructuras adyacentes
pilares, dvula, paladar blando y parede farfngea. También pue
de desarrollarse linfadenopatia cervical y tumefaccién de las
partes blandas, 1o que proyoca la de un cuello con aspecto de

cuello de toro.

La extensidn de las lesiones diftéricas por la larfnge se pre-
senta en un 25% de casos. Las membranas suelen afectar la epf-
glotis y, con menor frecuencia, la glotis y estructuras supra-
gléticas. La ronquera es un sintoma habitual, la aparicion de
disnea, taquicardia, fiebre y leucocitosis, indican un mal pro-

néstico.

6.4 ENFERMEDAD RESPIRATORIA

Las manifestaciones cifnicas varian dependiendo de 1a virulencia del
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microorganismo, resistencia del huésped y localizacién anatdmica de 1la
lesién. En la difteria amigdalina, la presentacién clinica mds comin,
caracterizada en un comienzo brusco, por fiebre moderada, malestar y
dolor leve de garganta. Los ganglios linfaticos cervicales aparecen
edematizados y sensibles, especialmente cuando hay compromiso de la na
sofaringe. La tumefaccifn puede ser notable constatdndose el cldsico
aspecto en cuello de toro. La extension desde la nasofaringe hacia la
laringe y la trdquea da como resultado una forma muy severa de la enfer
medad, en la cual la obstruccidn mecdnica de la via aérea por Ta membra
na y edema acompafiante introduce el riesgo de asfixia. Se produce el
deceso del individuo a menos que se restaure la via aérea por traqueo

tomia.o intubaciodn.

ENFERMEDAD EXTRA RESPIRATORIA

Aungue la difteria es una enfermedad habitualmente de las vias respira-
torias superiores, pueden ocurrir lesiones primarias o secundarias a -
otras dreas del cuerpo, la localizacién mas comin de la enfermedad ex-
trarespiratoria es la piel, aqui las lesiones aparecen cominmente en si
tio de abrasiones menores como Glceras cronicas que se diseminan y no

curan.

PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD

LUego de la exposicidn del individuo susceptible a corynebacterium
diphtheriae hay un corto perfodo de incubacion, de 1 a 4 dias, en el -
cual los microorganismos se establecen en las células epiteliales su-
perficiales de las vias aéreas superiores, habitualmente la lesion ini-
cial ocurre en las amigdalas y orofaringe. De alli puede diseminarse

a laringe y trdquea. Los microorganismos crecen rapidamente en la le-



sion local, produciendo una exotoxina causando la necrosis de las cé-

Tulas en el drea, produciendo una reaccin inflamatoria acompafiada de

aparicidn de exudado fibrinoso. A medida que 1a Tesidn exudativa hace
coalescencia, se forma una seudomembrana adherente muy gruesa, que en

un principio tiene un aspecto de parches. Es de color grisiceo negro

y contiene ademds , fibrina, células epiteliales necréticas, linfoci-

tos, polimorfonucleares, eritrocitos y corynebacterium diphtheriae.

La seudomembrana se adhiere fuertemente a los tejidos adyacentes, y si

se remueve deja una superficie sangrante.

ET corynebacterium se Timita al epitelio mucoso, rara vez invade teji-

dos profundos o lesiones en otras partes del cuerpo.

32
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CAPITULO 7
DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

ET diagndstico definitivo de la difteria requiere el aislamiento en
cultivo del microorganismo y Ta comprobaci6n de que efectivamente produce -
toxinas, no obstante ante la presencia de la enfermedad, suele ser necesario
el tratamiento basdndose exclusivamente en un diagndstico clinico. Se deben
tomar muestras de las lesiones sospechosas, para su observacién directa y cul
tivo. Para la directa las extensiones se tifien con colorantes de gram y con
azul de metileno alcalino. En las extensiones tefiidas con azul de metileno
alcalino, Tos bacilos de Ta difteria aparecen como bastoncillo que muestran
hinchazones (grdnulos metacromdticos o cuerpos de Babes-Ernst) en uno o dos
extremos, 1o cual Te da apariencia de cuentas de vidrio. Las células se dis-
tribuyen en empalizada o en dngulo de V, que recuerdan los caracteres de la es
critura china. Esas caracteristicas son propias del bacilo de la difteria.
En Tas infecciones de las vias respiratorias que pueden estar causadas por mi-
croorganismos como estreptococos, bacilos fusiformes y espiroqueta o cdndida,

las extensiones tefiidas son un gran auxilio para considerar esas etiologfas.

La toma de muestras y la respuesta del laboratorio son sugeridas cuando exis-

te duda en el diagn6stico definitivo.

7.1 TOMA DE MUESTRAS
Se deben obtener muestras de las fosas nasales con hisopo de algoddn
o de la garganta y lesidn sospechosa, antes de la administracién de me

dicamentos antimicrobianos.

7ol FROTIS

Los frotis tefiidos con azul de metileno alcalino, o 1a técnica de gram,
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muestran bacilos de apariencia de rosario en disposicidn tipica.

CULTIVO

Sembrar en una placa de agarsangre para detectar, y posiblemente descar
tar que el proceso no es producido por estreptococos, utilizar medio se-
lectivo para aislar el corynebacterium diphtheriae como el medio de -
Loeffler y una placa de agar sangre -telurito, incubdndose los 3 a 37°C
cuando el aplicador de algoddn no vaya a ser sembrado rapidamente, debe
conservarse humedecido con suero estéril de caballo, para mantener la -

viabilidad de Tos bacilos.

En 12-18 horas, el medio de Loeffler puede mostrar microorganismos con
caracteristicas morfoldgicas de bacilo diftérico, razén por la cual deben
buscarse colonias de estreptococos-betahemoliticos y cualquier colonia
negra o grisdcea. De 36-48 horas las colonias en telurito son suficien-
temente definidas como para la identificacién del corynebacterium diph-

theriae.

Cualquier microorganismo parecido al bacilo de la difteria que se aisle,
debe someterse a una prueba de virulencia antes de que el diagndstico -
sea definitivo. Las pruebas de virulencia son en realidad, pruebas de
toxigenicidad del microorganismo aislado y pueden 11evarse a cabo, de
tres maneras diferentes:
7.3.1  Prueba in vivo.
Se aconseja la inoculacidn en animales a los Taboratorios que
rara vez aislan el bacilo diftérico. Pueden emplearse conejos

o cobayos; un animal es suficiente tanto para prueba como para
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prueba como para control. La prueba se 1leva a cabo inyectando
por via intradérmica, en el animal afectado, 0,2 ml de un caldo
de cultivo de una infusién de 48 horas. Inyectar intraperito-
nealmente en el cobayo (o en la vena del conejo,oreja), 500 -
unidades de antitoxina diftérica. Pasados 30 minutos se inyec-
tan por via intradérmica 0,2 m1 de 1a muestra en el &rea con-
trol opuesta al sitio de la prueba. Las lecturas preliminares
se efectﬁan se efectlan a las 24 y 48 horas. Si estd presen-
te una cepa toxigénica, aparece un drea necrética en 48 a 72 -
horas en el sitio de la inyecci6n de prueba. En el sitio de
control, s6lo se desarrolla un nddulo rosado, que no presenta
ulceracidn posterior debido a la administracidon de la antito-

xina.

Otro tipo de prueba consiste en 1a emulsificacién de un culti-

Vo y se inyectan 4 ml por via subcutdnea en cada uno de dos co-
bayos, uno de Tos cuales ha recibido 250 unidades de antitoxina
contra la difteria por via intraperitoneal, dos horas antes.

ET animal no protegido debe fallecer en 2-3 dias, en tanto que

el animal protegido debe sobrevivir.

Prueba in vitro.

La prueba de la difusidn en gel para determinacién de la pato-
genicidad es mas rdpida que el método in vivo, pero a menos que
las placas sean preparadas cuidadosamente, pueden obtenerse re-
sultados falsos negativos. En las pruebas, se colocan tiras de
papel de filtro empapadas en antitoxinas en la superficie del

medio , con agar suero, y la caja se inocula diseminando una 17
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nea de inbculo perpendicular a la tira. Las cajas deben leer-
se diariamente durante tres dfas. Si el microorganismo es toxi
génico, a las 48 horas de incubacidn, aparece una linea de pre-
cipitacidn toxina-antitoxina, que se difundié de las cepas to-
xigénicas que se extienden en &ngulo de 45° desde la intersec-
cidon de Ta 1inea del indculo con el frente de la antitoxina que

difunda desde el papel filtro.

Prueba del cu]tiVo en tejido.

La toxigenicidad de corynebacterium diphtherae puede mostrarse
incorporando bacterias en una capa adicional de agar de extrac-
to de células cultivadas de mono. La toxina producida se difun

de dentro de las células y las exterminan.
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CAPITULO 8

RESISTENCIA E INMUNIDAD

Ya que Ta difteria es fundamentalmente el resultado de la accion de 1la
toxina formada por los organismos mais que la invasién por ellos, la resistencia
a la enfermedad depende principalmente de la cantidad de antitoxina neutralizan
te especifica presente en la sangre y en los tejidos. Generalmente, es cierto
que la difteria se presenta solamente en personas que carecen de anticuerpos que
tienen menos de 0,01 unidades Lf/ml. Por 1o tanto, el tratamiento de la difte-
ria se basa principalmente en la rdpida supresidn de bacterias productoras de -
toxinas y la administracidn temprana dela antitoxina especifica que va a actuar
contra la toxina formada por los organismos en el sitio de entrada y su multi-
plicacidon. Puede haber inmunidad antitéxica pasiva o activa contra la difteria
La cantidad relativa de antitoxina que una persona posee en un momento determi-

nado, se puede presentar en alguna de las dos formas siguientes:

8.1 TITULACION DE LA ANTITOXINA EN EL SUERO
(Este método es muy complicado para ser empleado sistemdaticamente):
Se mezcla el suero con cantidades variables de toxina y las mezclas se
inyectan a animales susceptibles ; cuanto mayor sea la cantidad de toxi
na neutralizada, mayor serd la concentracidn de antitoxina presente en

el suero.

8.2 REACCION DE SCHIK
Es una reaccidn cutdnea basada en el hecho de que la toxina diftérica
es muy irritante cuando se le inyecta intradérmicamente, a menos que
sea neutralizada por la antitoxina circulante. (La dosis para la prue-
ba de Schik-STD, del inglés Schik test dose, se definfa anteriormente

como Ta 1/50 MLD del inglés, minimal lethal dose, dosis letal minima
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para el cobayo. Debido a Ta dificultad para la estandarizacion de 1la
actividad letal de la toxina para el cobayo, se pasé a emplear la prue-
ba de potencia del eritema animal. La STD actualmente se define como
la cantidad de toxina estdndar que cuando se mezcla con 0.001 unidades
de antitoxina diftérica U.S. Estados Unidos - estdndar y se inyecta in-
tradérmicamente en un cobayo, induce una reaccién eritematosa de 10 mm
de didmetro). Cuando se efectda Ta prueba de Schik, siempre debe hacer
se un control en el otro antebrazo para detectar pseudo-reacciones.
Para el control, se emplea una cantidad similar de algin material que ha
sido calentado a 60°C durante 30 minutos para destruir la actividad -
toxica, ésta en el antebrazo que se ha de utilizar, ya que el otro ante
brazo ha sido inoculado por via intradérmica con la dosis Schik. La -

reaccion debe leerse a las 24 y 48 horas y de nuevo a los 6 dias.

8.2.1 Reaccidn positiva.
Esta indica susceptibilidad a Ta toxina diftérica, es decir, au
sencia de cantidades adecuadas de antitoxina neutralizante, me-
nos de 0.01 unidades Lf/ml de suero. La toxina produce una reac
cion eritematosa local que 1lega a su maxima intensidad de 4 a
7 dias y se desvanece gradualmente, dejando un drea pigmentada

de color pardusco. E1 sitio testigo no muestra reaccidn alguna.

8.2.2 Reaccibn negativa.
Indica una cantidad adecuada de antitoxina presente en la sangre
siendo ésta de 0.02 a 0.03 unidades Lf/ml de suero. Ninguno de
los dos sitios inyectados muestra reaccién,luego el individuo es

inmune ante situaciones ordinarias de exposicidn.
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Pseudo-reaccion.

La reaccidon de Schik puede estar complicada por la hipersensi-
bilidad del individuo a materiales diferentes de toxina, los cua
Tes estdn presentes en el material inyectado. Una pseudo-reac-
cidn muestra, en ambos brazos, enrojecimiento e hinchazén que -
desaparece simultdneamente, al segundo o tercer dfa. Esto cons

tituye una reaccidn negativa.

Reaccidn combinada.

Una reaccidn combinada se inicia con una pseudoreaccién, con en-
rojecimiento e hinchazdn en ambos sitios inyectados; sinembargo,
la toxina continda después con sus efectos, en tanto que la apa-
riencia del sitio testigo se hace normal rdpidamente. Esto denota

hipersensibilidad y relativa susceptibilidad a Ta toxina.

Estas reacciones probablemente son el resultado de una inyeccidn
previa con corinebacterias o inmunizacidn artificial con toxoide.
En este caso el individuo no posee antitoxina o solo un bajo ni-
vel de antitoxina en su sangre, o sea que es alérgico. La reac-
cidn en el brazo control cede hacia el quinto o sexto dia, mien-
tras que el brazo de prueba 1lega a su mdximo en el quinto dfa

y persiste por algunos dias mds.
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CAPITULO 9

COMPLICACIONES
Las complicaciones mas serias de la difteria son las que afectan al sis
tema cardiovascular y nervioso, durante o después suelen presentarse es
tas complicaciones siendo bastante frecuentes, las anormalidades cardia
cas aparecen luego de la segunda semana de enfermedad y se observan en
aproximadamente el 20% de Tos pacientes y son responsables de mds de la
mitad de los decesos. La exotoxina causa degeneraci6n grasa miocdrdica,
dando como resultado disfunci6n cardiaca y colapso circulatorio. La e
sion miocdrdica es reversible y si el paciente sobrevive la recuperacion
habitual es total. Las caracteristicas mas comunes de la enfermedad car
diaca aparecen alrededor de Ta primera semana, presentdndose arritmias
auriculares y ventriculares. E1 bloque auriculoventricular y el blogueo

de rama izquierda se asocian al 70 a 100% de mortalidad.

La insuficiencia respiratoria por obstruccion de las vias aéreas es una
complicacion posible en los casos graves de difteria laringea y farin-

gea.

La afectacidn del sistema nervioso es una complicacidn tardia, que se
manifiesta después de un mes o mds desde el comienzo de la enfermedad.
E1 50% de Tos enfermos con complicaciones neurolégicas, presentan pard
1isis de los pares craneanos IX y X y que pueden provocar la aspiracidn
y regurgitacion nasal de T7quidos. También es frecuente la pardlisis
de los nervios oculomotores y ciliares, pero la afeccidon simultanea de
numerosos pares craneanos es excepcional. Un tercio de los pacientes
con complicaciones neuroldgicas presentan neuritis periféricas y la in-

cidencia de la afectacidn en las extremidades superiores e inferiores,
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suele ser similar. En un gran ndmero de pacientes se afectan simultdnea
mente pares craneales y periféricos. Por fortuna, casi todas las neuro-
patfias remiten sin dejar secuelas en el curso de las dos semanas siguien

tes al comienzo de Tos sintomas neurolégicos.

Las Tesiones renales en particular, la nefritis intersticial, agudas,

son secuelas graves posibles.

La bacteremfa por corynebacterium diphtheriae es excepcional, pero se
han publicado casos de endocarditis producidos por este gérmen, la toxi-
genicidad y la capacidad invasiva de los bacilos son propiedades indepen
dientes de los mismos, de modo que Ta inmunizacidn sélo elimina los efec
tos de la toxina, pero no evita la invasidn del torrente sanguineo por

parte de los microorganismos.
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CAPITULO 10
PORTADORES

Posiblemente el factor mds importante para la perpetuacién de algunas
enfermedades infecciosas, y, especialmente de difteria, es la existencia de por
tadores del bacilo de la difteria. En el caso de los portadores del bacilo de
la difteria, el bacilo permanece en las vfas respiratorias superiores, cuando
Tos signos y sintomas de la enfermedad ya han desaparecido; es posible que pa-
ra portarlos se requiera alguna condicién de anormalidad; en algunos casos los
portadores albergan al bacilo sin haber presentado nunca datos de enfermedad
activa. En condiciones ordinarias, de 1 a 2% de la poblacién alberga bacilos
virulentos diftéricos. Durante las epidemias, esa proporcién se eleva hasta
el 15% de la poblacién. En algunos casos los portadores del corynebacterium
diphtheriae, el bacilo puede identificarse facilmente, de la saliva obtenida
escupiendo en un tubo, pero las pruebas del hisopo, de la nariz, garganta y amig
dalas, son las mds productivas. En la mayoria de los casos, los portadores 11e
van el bacilo en Tas amigdalas, en un pequefio nimero, 1os bacilos se encuentran
solamente en 1a nariz. Debe confirmarse la presencia de los microorganismos sos
pechosos mediante pruebas de virulencia en animales, antes de hacer un juicio -

acerca de su significado.

E1 hecho de recuperar los bacilos de las porciones superficiales que se mues-

tran, no significa aue ese sea el sitio real en que se instalen los parasitos.
De hecho, las bacterias con frecuencia, se encuentran embebidas profundamente

en Tos tejidos, de modo que para eliminarlas de Tos portadores se requiere ad-
ministrar un antimicrobiano en dosis elevadas para asegurar las concentracio-

nes tisulares adecuadas. Cuando ha sido administrada la quimioterapia, se re-
quiere de una serie de muestras que serian seis, tomadas durante dos semanas

posteriores a Ta administracidon de los antimicrobianos, esperando resulten to-
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das negativas. Si con el tratamiento antimicrobiano no se consigue eliminar

el estado de portador, se debe suponer que existe alguna anormalidad en las
yTas respiratorias superiores que han de corregirse para obtener el resultado
deseado. Entre las posibles anormalidades que requieren atencidn, se encuen-
tran las de Tas amigdalas o las de los dientes, como caries o, talvez, gingi-
vitis.

No se conoce el mecanismo exacto por el que el cuerpo se libra, por si mismo,
del bacilo de la difteria. Ya en 1909 se observd antagonismo entre los baci-
Tos de la difteria y los estafilococos de la garganta, ya que cuando las gar-
gantas de los convalecientes de difteria se infectaban con estafilococos, los
bacilos diftéricos desaparecian. Los estudios experimentales realizados sobre
medios de cultivos artificiales, hechos con gran niimero de cepas de estafiloco
cos, indicaron que sdlo unas cepas de S. Aureus tenfan capacidad de inhibir el
bacilo de 1a difteria. Esas cepas inhibidoras pertenecian al tipo mencionado.
Otro grupo tiene la capacidad inhibitoria descrita y no son tipificables por -
bacteriofagos. Mas ain, la condicidn para causar el efecto del estafilococo
pone en duda que este efecto pueda operar con eficiencia en las criptas amigda-
Tinas que es el sitio donde habitualmente se encuentran los bacilos de la difte

ria entre Tos portadores.

Otras observaciones iniciales sugieren que puede haber una produccién local de
inmunoglobulinas protectoras, activas contra la toxina y que la antitoxina dif-
térica se secreta en la saliva. En investigaciones recientes se ha comprobado
que esos anticuerpos consisten, principalmente en fracciones de Ig A. Se Tes
encuentra tanto en Ta saliva como en el fluido nasal. La saliva tiene un efec-
to inhibitorio sobre el corynebacterium diphtheriae, el cual proviene de estrep

tococo viridans, otras investigaciones al respecto indicaron que la accidn anti

bacteriana proviene del perdxido de hidrégeno producido por el estreptococo.



as

CAPITULO 11

TRATAMIENTO

Il

ANTITOXINA

La antitoxina diftérica en cantidades adecuadas es el Gnico tratamien-
to espechTco y efectivo para la difteria, ya que es indispensables -
neutralizar Ta toxina diftérica. La aplicacidn de la terapedtica re-
quiere la administraci6n de antitoxina tan pronto como sea posible,
alin antes de esperar el resultado del Laboratorio en casos graves.
Algunos autores recomiendan que, antes de aplicar la dosis completa de
antitoxina, se hagan pruebas para investigar si el individuo es hiper
sensible al suero de la antitoxina, asi: se realiza una prueba con-
juntival o cutanea con 0.1 ml de antitoxina diluida en solucién sali-
na, al 1.20 dado que hasta 10% de la poblacidon presenta reacciones -
alérgicas al suero de caballo. Si es sensible se presenta enrojeci-
miento de la conjuntiva de 15 a 30 minutos, en la prueba cutdnea apa-
rece una roncha con pseuddpodos rodeada de eritema. La aparicion de
una reaccion positiva exige la desensibilizacién del enfermo mediante
la administracion de dosis crecientes de antisuero. La anafilaxia es
rara, pero se recomienda tener epinefrina a mano. La antitoxina sélo
es activa ante 1a toxina Tibre y no tiene efecto una vez penetrado en

la célula.

La obtencidn de la antitoxina se produce en diversos animales (caba-
110s, carneros, cabras y conejos), por administracidn repetida inyec-
tada de toxoide purificado y concentrado. Una unidad internacional

de antitoxina diftérica = 0.0628 mg. del estdndar internacional (Co-

penhague).
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ET papel de Ta antitoxina consiste en impedir toda unién posterior

de Ta toxina Tibre que circula en la sangre con las células no dafia-
das. Esto se produce por unién con los determinantes en la molécula
de toxina a nivel del extremo C terminal (17 mil daltons), impidien-
do de esta manera, la unidn del fragmento B con la célula histica.

La antitoxina diftérica debe administrarse una sola vez por via in-
tramuscular o endovenosa. La cantidad de antitoxina administrada de-
pende de la severidad de la infeccidn al igual que su via de adminis-
tracion, pero en general, no hay un acuerdo entre Tos clinicos acerca
de 1o que constituye un tratamiento adecuado. Un esquema conservador
indica 30.000 a 50.000 unidades por via intramuscular en casos leves
0 moderados y 60.000 a 100.000 unidades por via endovenosa en casos
severos. (la antitoxina diftérica se estandariza en unidades, compa -
rando su capacidad para neutralizar toxina con aquella de la unidad -
estandar oficial de antitoxina, mantenida en el Instituto del Suero
de Copenhague). En términos de unidades protectoras, la unidad es-

tandar de antitoxina, puede neutralizar 100 MLD de toxina.

QUIMIOTERAPIA

ET corynebacterium diphtheriae es susceptible a cierto nimero de an-
timicrobianos que deben usarse como adyuvantes de la antitoxina, no
como sustituto. La penicilina G es la droga y la eritromicina es -
efectiva en pacientes alérgicos a la penicilina. Los antibifticos

son Utiles especialmente en 1a prevencién de infecciones secundarias

y el tratamiento de portadores crénicos. Sin quimioterapia, de 1 al
15% de Tos sujetos que se recuperan de difteria, se convierten en por
tadores, alojando al bacilo durante semanas o meses, luego de la infec

cion.nasal.
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CAPITULO 12

PREVENCION

La Gnica forma efectiva de prevencidn es 1a‘vacuna, para una correcta
y oportuna inmunizacidn, a los nifios mayores de tres meses y menores de un -
afio se les debe administrar el toxoide tetdnico, junto con el toxoide difté-
rico y vacuna contra la tosferina (DPT). Se aplican tres dosis con interva-
los de cuatro a seis semanas entre cada una de Tas dosis y una al afio de la
inmunizacidn. Otra dosis de refuerzo se aplica a intervalos mayores, por ejem
plo, a los tres o cuatro afios y a los seis u ocho afos. Durante la adolescen-

cia conviene administrar una mas.

12:1 INMUNIZACION ACTIVA
12.2.1 Toxoide 17quido.
Un filtrado de cultivo en caldo de una cepa toxigena se trata
con formaldehido a 0.3% y se incuba a 37°C hasta que desapa-
rece la toxicidad. E1 toxoide se estandariza en términos de
unidades de floculacién (Lf dosis),frecuentemente como 30 Lf
/ml. Se inyectan por yia subcut@nea tres dosis de 0.5 - 1.0

m.l

12.2.2 Toxoide precipitado con alumbre.
E1 toxoide preparado como mds adelante indicamos, se precipi-
ta con alumbre de potasio a 1 o 2%. Este es un antigeno supe
rior y permanece mds tiempo en el tejido subcutdneo. Son ne-
cesarias solo dos inyecciones para la inmunizaci6én inicial,
pero puede producir hipersensibilidad mas frecuentemente que
el toxoide 1iquido. E1 toxoide precipitado con alumbre, fre-

cuentemente se combina con toxoide tetdnico y con la vacuna de
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la tosferina en una sola inyeccidn.

Los nifnos deben recibir una serie inicial de inyecciones de
toxoide durante las edades recomendadas, en adultos la ocurren
cia de las reacciones de hipersensibilidad a Tos toxoides, es

alta y sdlo deberd usarse toxoide purificado.

12.2.3 Mezclas de toxina-antitoxina.
Estas han sido abandonadas debido al peligro de disociacidn de
la mezcla neutra y de graves reacciones potenciales a la toxi-

na libre.

PROFILAXIS DE CONTACTO

Todos Tos contactos familiares y personas con una relacion intima con

un paciente con difteria respiratoria, deben ser controlados cuidado-
samente de modo fa] que pueda administrarse la antitoxina ante el pri
mer signo de enfermedad. Ademds, 1os contactos deben recibir una in-
yeccion de toxoide y de los individos no inmunizados o inadecuadamente
inmunizados deben recibir un régimen quimioterdpico profildctico con

penicilina o eritromicina.

Puede emplearse la inmunizacidn pasiva con 500 a 10.000 unidades de
antitoxina para la proteccidon de individuos no inmunizados muy expues
tos a microorganismos toxigenos. Dado que esta proteccién es de cor-
ta duracion e introduce el riesgo de inducir a la sensibilizacion o

de provocar una reaccion anafildactica en un individuo precisamente sen

sibilizado, su uso debe limitarse a situaciones de alto riesgo.

CONTROL
Para restringir el contacto con el bacilo diftérico, todos 1o enfer-
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mos son aislados y se hace todo 1o posible por librar a los pacientes
de los microorganismos, sin tratamiento; un gran porcentaje de enfer-
mos continda 1iberando bacilos traduciéndose en portadores convale-

cientes.
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CAPITULO 13
EPIDEMIOLOGIA

Los seres humanos constituyen el Gnico reservorio importante para
el bacilo diftérico. La transmision de persona a persona suele darse a tra-
vés de contacto directo (goticas de saliva), aerosoles o puede 1legar a -

darse por contacto directo cuando hay Tesion cutdnea.

Toda situacion que favorezca el hacinamiento, provoca un aumento en
la transmision, 1o cual explica su mayor incidencia cuando el clima es frio,

aunque en la zona cdlida, la piel constituye un reservorio importante.

La inmunizacidn con el toxoide diftérico y el mejoramiento de las -
condiciones higiénicas han contribuido de forma especial a Ta disminucidn del

nimero de casos en paises de desarrollo.



CONCLUSIONES

En el presente trabajo se determind la importancia que merece un cono-
cimiento bdsico para el odontélogo en el campo de la Microbiologfa, acerca de

una enfermedad como 1a DIFTERIA.

Por pertenecer a un grupo selecto de la poblaci6n y estar en contacto
directo con el organismo humano tanto para ofrecer salud, como para brindar -
bienestar a la comunidad, debemos conocer, que a pesar de existir programas de
inmunizacién contra la DIFTERIA (DPT) desde edad temprana, hay un buen nimero

de personas que en alglin momento dado pueden contraer la difteria.

Si nosotros detectamos a tiempo Ta enfermedad, podremos informar rapi-
damente al médico y asi evitar la posible transmisidn, sus secuelas y complica
ciones que conllevarian el desconocimiento de esta patologia, por 1o que con-

sidero de importancia relevante la informacidon aqui presentada.



