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RESUMEN

Clostridium perfringens es una bacteria con forma de bacilo, gram positiva,
anaerobia, esporulada, termodfila. con un fiempo de generacién muy corto (7 - 8 min).
Algunas cepas de este microorganismo son productoras de una enterotoxina

responsable de enfermedades gastrointestinales en el hombre, tales como la

intoxicacion alimentaria, diarreas cronicas, etc.

A pesar de la alta frecuencia con que se presentan problemas gastrointestinales
en la poblacién mexicana y de que muy probablemente muchos son provocados por C.
perfringens, en nuestro pais se descenoce la incidencia del microorganismo en heces
fecales de personas sanas, por lo cual consideramos importante cuantificar las
esporas de! microorganismo y ademas determinar la presencia de cepas productoras

de enterotoxina en heces fecales de humanos sanos.

Para este estudio se analizaron 200 muestras de heces fecales de individuos
sin enfermedad que viven en los municipios del area metropolitana de Monterrey,
realizandose un muestreo estratificado no proporcional. Los resultados de
enumeracion de esporas y algunas caracteristicas de cada individuo como: localidad,
edad, y sexo, se sometieron a un anglisis de varianza para determinar si alguna de

estas variables influia de manera significativa sobre el nimero de esporas.

Dicho analisis estadistico con un grado de confiabilidad del 95%, mosiré que los
valores de esporas presentaron una distribucion normal, obteniéndose una media
numérica para la poblacion en un rango de 5 X 10° a 14 X 10° esporas/g de heces
fecales. Este valor no fue afectado de manera significativa por ninguna de las
variables consideradas. Se encontré que el 27/% de los individuos analizados
presentaron cifras de esporas mayores de 10° por g, siendo los ancianos y los

residentes de Santa Catarina los que presentaron con mayor frecuencia cifras altas

X1l



Para determinar las cepas productoras de enterotoxina se hizo |la deteccion del
gen que codifica para la enterotoxina, mediante la técnica de hibridacion de ADN a los
aisiados de C. perfringens. De las 200 muestras que se analizaron se aislaron 312
cepas del microarganismo, sometiéndose 225 a la prueba de hibridacion; el gen se
encontrd en 9 aislados (4.0%), que fusron obtenidos a partir de 8 muestras, donde se
analizaron 113 individuos. Determinandose que el 7.0% de la poblacion analizada fue
portadora de cepas que presentan el gen, correpondiendo en su mayoria a los

residentes de Santa Catarina y a ios ancianos.
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INTRODUCCION

Clostridium perfringens tambien conocido como C welchii es una bacteria de
forma bacilar, grampositiva, anaerobia, termodfila, esporulada, capsulada. inmdévil, con
un tiempo de generacién muy corto (7 - 8min). Esta es considerada como una de las
bacterias patdgenas mas ampliamente distribuidas, presentandose en suelo, aire,
alimentos, microflora intestinal del hombre vy de la mayoria de los animales (Smith,
L D.§S and LV. Holdeman, 1968} Las cepas de este microorganismo han sido
clasificadas en 5 tipos (A - E) en base a la produccion de 4 exotoxinas (alfa, beta,
gpsilen e iota), las cepas del tipo A son las mas importantes como causantes de
enfermedades en humanos (Smith, L.D.§ and B.L. Wiliams, 1984), y pueden estar
presentes en suelo (Duncan, C. L., et af 1968; Labbé, R.G., 1989)

Las cepas de C. perfringens de los tipos B al E en su mayoria no se encuentran
en el suelo y son parasitos obligados de animales domésticos, en [0s que pueden
ocasicnar enfermedades como la disenteria del cordero, enterctoxemia en cerdos,
cabras, corderos y vacas {(Labbé, R.G., 1989)

Desde hace mas de cien afics a C. perfringens se le ha considerado el agente
causal de la gangrena gaseosa y de varias enfermedades veterinarias. En 1940 se le
relaciond por primera vez con intoxicaciones alimentarias por Knox y Mac Donald en
Inglaterra y McClung en E.UA. {Hobbs, P., 1979). Posteriormente en 1968 se
descubrid que existian cepas de este microorganismo que producian una enterotoxina

responsable de enfermedades gastrointestinales en humanos (Duncan, C.L., ef al

1968)



Una de las enfermedades mas frecuente es la intoxicacion alimentaria, la cual
ocurre al ingerir alimentos contaminados con altos numeros del microorganismo, el
cual esporula y produce la erterotoxina en el intestino delgado. Posteriormente cuando
la espora queda libre, la enterotoxina es liberada. Esta toxina se ha encontrado que
reconoce receptores especificos presentes en la membrana de las células del borde
de cepillo, en la regidon del ileon del intestine delgado, donde provoca alteraciones en
la permeabilidad de la membrana de las ceélulas intestinales, lo que ocasiona un
aumento en el flujo de agua y sodio hacia el lumen intestinal, asi como falta de
absorcion de glucosa, desencadenandose la sintematologia de la enfermedad (Wnek,
A P.and B.A McClane, 1989).

Dicha enfermedad se ha visto que se presenta de 6 a 20 h después de la
ingestion del alimento contaminado y consiste en una diarrea profusa, acompanada de
dolor abdominal en la que rara vez se presentan mareos y vomito (McClane, B.A., et
al 1988; Uemura, T., 1978; McDonel, J. and B. McClane, 1579). Esta enfermedad
puede ocasionar la muerte en individuos debiles y de edad avanzada (Labbé, R.G.,
1989; Shandera, W .X . 1983).

Se ha determinado que la enterotoxina es una proteina constituida por una sola
cadena de 320 aminoacides, con un peso mclecular de 35 kDa. un punto isceléctrico
de 4 3, sensible al calor, antigénica, causante de eritemas en piel de cerdos y conejos,
que tiene accion sobre células Vero. (Yotis, WW and C. Costantinoplas, 1975,

McClane, B.A., ef al. 1988, Duncan, C.L., ef &/ 1969; Hauschild, A HW. 1970; Alouf,

E.. efal 1984).



Las cepas de C. perfringens productoras de enterotoxina tambien han sido
asociadas a una colitis que se caracteriza por diarreas infecciocsas cronicas con
duracion de 9 a 10 dias, las cuales no tienen relacion con intoxicaciones alimentarias.

Dicha enfermedad se presenta principalmente en ancianos tratados con
antibidticos tales como benzilpenicilina, amoxycilina y trimetroprim. sin embargo, en
algunos pacientes no fratados también se ha detectado, encontrandose cifras de
esporas iguales o mayores a 10° por g de heces fecales. Debido a que las cepas de C
perfringens responsables de esta enfermedad se han aislado del medio ambiente y de
manos de pacientes enfermos, se ha sugerido que el microorganismo puede llegar a
comportarse como un agente infeccioso constante (Borriello, S.P., et al. 1984 and
Borriello, S.P., et al. 1985).

Dado que se ha determinado que C. perfringens es un residente normal en flora
intestinal, se ha pensado que posiblemente se requieran ciertas condiciones que le
permitan colonizar el intestino delgado del individuo y asi poder esporular produciendo
la enterotoxina y por consecuencia la diarrea (Uemura, T., 1978). Entre estos factores
se han mencionado una dieta alimenticia pobre en fibra, presencia de sales biliares,
terapia con antibioticos y el consumo de substancias quimicas que son capaces de
estimular la esporulacion del microorganismo, como la cafeina (Benno, Y., ef al. 1989;
Labbé, R.G. and L.L. Nolan, 1981; Barriello, S.P., et al. 1984; Heredia, N.L., ef al.
1991). Se ha determinado que algunos antibidticos pueden eliminar parte de la flora
normal del intestino, permitiendo que el numero de C. perfringens se eleve, ademas de
que estimulan la esporulacion del mismo y por consecuencia la produccion de la

enterotoxina (Borriello, S P | ef al 188%).
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Ademas las cepas del tipo A productoras de enterotoxina han sido asociadas
con el sindrome de muerte subita de infantes. Se ha sugerido que la enterotoxina
actlia mediante un proceso bioquimico en cascada que altera el control respiratorio,
provocando la muerte en infantes inmunologicamente vulnerables (Lindsay, J A, et al.

1993).

ANTECEDENTES

Epidemiologia de enfermedades causadas por C. perfringens:

En 1980 C. perfringens llegd a ocupar el segundo lugar como el causante de
intoxicaciones alimentarias bacterianas en E.U.A. (Shandera, W.X,, 1983)

En un estudio sobre la incidencia del microorganismo €n personas sanas
realizado en E.U A, se reportaron cuentas de 10°a 10° esporas por gramo de heces
fecales. Se ha determinado que la bacteria se establece a partir de los 8 meses de
edad Por otro [ado, cuando el estudio se realizd a enfermos se encontraron valores de
10° hasta 10® o0 mas esporas por g de heces fecales (Harmon, S M, et a/. 1986;
Hauschild, A HW. and R Hilsheimer, 1974). Para ancianos sin enfermedad se han
reportado niveles que varian entre 10° a 107 esporas por g (Stringer, MF., 1981;
Yamagishi, T., et al. 1978, Jackson, $.G, et al 1986). Estas cifras elevadas
determinadas en ancianos han sido correlacionadas con la presencia de enteritis en

individuos de edad avanzada (Jackson, $.G., ef al 1986).



En Canada, C perfringens ha llegado a ocupar el segundo lugar como el
causante de enfermedades alimentarias bactenanas (Labbe,R.G., 1981). En estudios
realizados en este pais se han reportado cuentas iguales o mayores de 10° esporas
por g de heces fecales en individuos enfermos (Hauschild, A H. W. 1975).

Por ofra parte, en Inglaterra este microorganismo se reporté como el causante
del 10 al 28% de las intoxicaciones alimentarias que se registraron en 1980 (Hepner,
E., 1980).

Se han realizado investigaciones en Japdn, en donde se ha reportado el
aislamiento de cepas de C perfringens productoras de enterotoxina, de alimentos,
heces fecales de animales y de humanos sanos (Yasukaua, A., ef al. 1975; Sunagawa,
H., ef al. 1987). Ademas se han encontrado cifras allas del microorganismo en el
intestino de ancianos sin enfermedad, gue recibieron una dieta alimenticia baja en
fibra (Benno, Y., et al. 1889). En un estudio donde se analizaron 80 muestras de heces
fecales provenientes de manipuladores de alimentos, se encontrd que 46 presentaron
el microorganismo, ademas se detectd que 5 de ellos contenian cepas
enterotoxigénicas. En este estudio se logré el aislamiento de 55 cepas de C.
perfringens de las cuales 7 fueron enterotoxigénicas (Saito, M., 1990). Ademas
Sunagawa y colaboradores en 1987 analizarcn las heces fecales 434 personas sanas,
donde determinaron la presencia de cepas enterotoxigénicas solamente en 20 de las

muestras, obteniéndose también que un 3.5% de los aislados resultaron ser capaces

de producir la enterotoxina ex vive
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Existen reportes de Inglaterra en los que se determiné el gen que codifica para
la enterotoxina, en aislados de C perfringens provenientes de almentos y heces
fecales de personas con intoxicacion alimentaria. En ellos se encontrd que un 57% de
los arslados presentaron dicho gen (Van Damme-Jongsten, M., et a/. 1990).

Por otro lado en Holanda se tienen reportes en los que se determind que el 6%
de los aislados de C. perfringens de heces fecales de animales sin enfermedad, fueron
portadores del gen que codifica para la enterotoxina (Van Damme-Jongsten, M., ef a/
1989).

Aislamiento, identificacidén y enumeracién de C. perfringens:

Desde 1953 Hobbs y colaboradores utilizaron el medio de Agar Sangre Soya
Tripticasa (TSB) para recuperacion y enumeracion de C perfringens a partir de heces
fecales de humanos. Después en 1965 se formulo el medio de Triptona Sulfito
Neomicina (TSN} para lograr un aislamiento seiectivo del C. perfringens (Marshali, R.
S., ef al 1965). Mas tarde en 1969 se propuso la enumeracidn del microorganismo en
heces fecales de pacientes enfermos para confirmar si él era el responsable en brotes
de intoxicacion alimentaria (Sutton, R. G. A., 1969). Hauschild en 1975 reporto que era
preferible la enumeracion de esporas, ya que éstas eran mas estables que las células
vegetativas. En 1871 Harmon vy otros usaron el medio de Triptcsa Sulfito Cicloserina
(TSC) para la recuperacion de C perfringens. En 1982 Mead y colaboradores
probaron el medio (TSC) para analizar productos carnicos, observando que una alta
proporcion de los aislados correspondieron a la bacteria. Otro medio que se elabord

para el aislamiento de este microorganismo fue el de Oleandomicina Polimixina
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Sulfadiacina Perfringens (OPSP), sin embargo éste resuitdé menos selectivo que el
TSC (Handford, P.M. and J.J. Cavett, 1973).

Posteriormente en 1987 Harmon y Kautter compararon cuatro diferentes medios
para enumeracion de esporas de C. perfringens en heces fecales de humanos, donde
determinaron que el medio mas convincente fue el TSC. La mayoria de los medios
para aislamiento de C. perfringens, se basan en la habilidad del microorganismo para
reducir el sulfito a suifuro, dando iugar a la formacién de colonias negras (Shaidi, S.A.
and AR Ferguson, 1971).

Para confirmar la identidad de los aislados, ya desde 1976 se habia sugerido la

realizacion de pruebas de movilidad, fermentacion de lactosa, hidrolisis de gelatina y

reduccion de nitratos {(Harmon, S. M, 1978).

Deteccion de cepas enterotoxigénicas de C. perfringens:

Actualmente en investigaciones epidemiologicas de brotes de intoxicacion
alimentaria se pueden utilizar, tanto la deteccion del gen que codifica para la
enterotoxina, como los ensayos serologicos que determinan la produccion de la
enterotoxina ex vivo (Birkhead, G., ef al 1988; Notermans, S., et al. 1984; Van
Damme-Jongsten, M., et a/. 1990).

Sin embargo en relacion con los ensayos serologicos como el analisis
inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) hay reportes donde se comenta, que se
pueden presentar resultades positivos falsos. debido a una falta de especificidad

(Berry. P R., ef al. 1988; Van Damme-Jongsten. M., ef a/ 1990).



Otra objecion para utilizar los ensayos serclogicos era que se requeria que los
alslados esporularan ex vivo y que produjeran niveles detectables de la enterotoxina.
Sin embargo se ha afirmado que el 40% de las cepas de C perfnngens que
presentaban el gen para la enterotoxina, no presentaron capacidad para esporular ex
vivo, por lo cual no producen la enterotoxina en el laboratorio dando resultados
negativos falsos, cuando se hacen determinaciones mediante ensayos serologicos
(Kokal-Kun, J.F_, et al. 1994). Debido a lo anterior, las sondas de ADN especificas para
la deteccién del gen se consideraron mas confiables. porgque solamente se reqgueria de
cultivos con células vegetativas (Van Damme-Jongsten, M, ef a/ 1990). Ademas &l
gen que codifica para la produccion de la enterotoxina esta altamente conservado, por
lo gue se ha considerado que la hibridacion del ADN es un método adecuado vy
conflable para la identificacion de cepas de C. perfringens potencialmente productoras
de enterotoxina (Van Damme-Jangsten, M., ef al/. 1990 ; Kokai-Kun, J F., et al. 1994).

Las tecnicas que se han reportado como adecuadas para detectar dicho gen
son: el PCR (Reaccién en cadena de la Polimerasa), la utilizacion de una sonda
marcada con digoxigenina o la sonda radiactiva {(Saito, M. 1992; Tschirdewahn, B.S.,
et al 1991; Van Damme-Jongsten, M., et a/. 1990).

Debido a que no existen datos epidemiolégicos que nos indiquen la incidencia
de C perfringens en nuestro medio, en este trabajo pretendemos analizar este

aspecto, a fin de ayudar al conocimiento de la patogenicidad de las enfermedades que

éste ocasiona.



HIPOTESIS

1-En la poblacion del area metropolitana de Monterrey. existen individuos sin
enfermedad aparente que son portadores de cepas de Clostridium perfringens que
presentan el gen de ia enterotoxina.

2 -Los ancianos presentan os niveles mas elevados de esporas de C perfringens en

sus heces fecales.

OBJETIVOS

1.- Determinar el numero de esporas de C perfringens en heces fecales de humanos

sin enfermedad aparente, que viven en el area metropalitana de Monterrey, N.L

2,- Determinar si existen diferencias significativas entre los valores de esporas
presentados por los diferentes grupos de individuos segun su edad, sexo y municipio

del que son residentes.

3 - Detectar |la presencia del gen que codifica para la enterotoxina mediante la prueba

de hibridacion de ADN, en las cepas de C perfringens aisladas de la poblacion antes

mencionada.



MATERIAL Y METODO

Muestras:

Se realizd un muestreo estratificado no proporcional en el que se analizaron
200 muestras de heces fecales de individuos sin enfermedad aparente, a estas
muestras se les determind el numero de esporas de C. perfringens por g Los
individuos muestreados son residentes de los municipios de Monterrey. San Nicolas,
Guadalupe, San Pedro, y Santa Catarina, N L.

Para este estudio se tomaron en cuenta las siguientes caracteristicas para cada
individuo: edad, sexo vy localidad, esto con el proposito de determinar si alguna de

éstas variables tenia efecto significativo sobre el numero de esporas dei

microorganismo.

Muestreo preliminar:

La poblacion se dividio arbitraniamente en 4 grupos en base a la edad. infantes
(0 a 12 anos), adolescentes (13 a 18 ), adultos {19 a3 59) y ancianos (60 o mas) El
muestreo consistio en el andlisis de 30 muestras por grupo, segun la recomendacion
de Cochran W.G (1954) de utilizar 30 muestras como numero minimo por grupo,

seleccicnando 6 por municipio; por lo que en primera instancia fueron analizados 120

indwviduos.
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Las muestas de heces fecales se mantuviercn congeladas hasta que fueron
analizadas Ademas se utilizaron comao controles las siguientes cepas de C.perfringens
FD -1041. NCTC-8239, NCTC-8798. FD -1 y ATTC -3624
La metodologia comprendio tres secciones:

1) Recuperacion, aislamiento y enumeracion del microorganismo.

2) Identificacion de C. perfringens.

3) Deteccion del gen que codifica para la enterotoxina de C. perfringens.

1).- Recuperacion, aislamiento y enumeracion de esporas de Clostridium sp:

Se pesd 1 g de heces fecales, al cual se le afadieron 9 ml de solucion salina al
0.85% esteéril (dilucion 10°7). Este se sometid a un chogque térmico a 75 °C por 15 min
Posteriormente se realizaron diluciones decimales hasta 10° Estas fueron inoculadas
en la superficie de placas con agar selectivo Triptosa Sulfito Cicloserina (TSC, Difco),
por el método de Miles y Misra, (1938). Este consistio basicamente en dejar caer una
gota (25ul) de cada dilucion en la superficie del agar Después de que las gotas se
absorbieron (aproximadamente 30 min.), se anadio una capa del mismo agar sobre la
superficie del medio, la cual se dejd solidificar Posteriormente las placas se incubaron
a 43°C por 24 a 48 h bajo condiciones de anaerobiosis por el método de Gas-pack
(BBL).

Despues del tiempo de incubacidn, las colonias tipicas (negras) fueron
contadas determinandose el numero de esperas del microorganismo por g de muestra
Se seleccionaron 5 colonias de cada muestra, las cuales se almacenaron a

temperatura ambiente, como cultivos esporulados en medio de carne cocida.



2}.- Identificacion y enumeracion confirmatoria de C. perfringens:

La confirmacion de C. perfringens se hizo de la siguiente manera a partir de los
aislados que se presumia que fueran Clostridium sp. se tomod una alicuota que se
inoculd en caldo tioglicolato recién preparado el cual se incubo a 37°C por 16 h. A
partir de estos cultivos se mocularon medios para realizar las pruebas de movilidad,
reduccion de nitratos, produccion de indol, hidrdlisis de la gelatina y fermentacién de la
lactosa. Los medios utilizados fueron reducidos antes de inocularse, y posteriormente
se Incubaron por 24 - 48 h a 37°C bajc condiciones de anaerobiosis.

Las cepas que mostraron movilidad-negativa, nitntos-positivo, indol-positivo,
gelatinasa-positivo y lactosa-positivo, se identificaron como C. petfringens. Los valores
de las enumeraciones presuntivas de espcras obtenides en el punto anterior se

corrigieron, segun el numero de aislados identificados como C perfringens para cada

muestra.

3) - Deteccion del gen que codifica para la enterotoxina de C. perfringens:
La deteccion se realizd mediante hibridacién del ADN utilizando una sonda
(ohigonucledtido) de 40 bases con la siguiente secuencia
SATGCTTAGTAACAATTTAAATCCAATGGTGTTCGAAAATGS .  correspondiente  a
una region dei gen de la enterotoxina de C. perfringens (Van Damme-Jongsten, M., ef
al 1990). Dicho oligonucledtido fue donado por el Dr. Peter Feng de la Administracion

de Drogas y Alimentos (FDA) de E.U A en Washington, D C . E U.A.



Hibridacion en colonia:

Se les practicd la prueba de hibridacion de ADN por duplicado a 225 aislados

de heces fecales identificados como C. perfringens.

Las cepas de referencia que se utilizaron camo controles fueron las siguientes:
controles positivos (productoras de la enterotoxina). FD 1041, NCTC 8238 y NCTC
8798. Controles negativos: FD 1y ATTC 3624.

La hibridacién del ADN consistid en fres etapas:

a).- Fijacion de! ADN a la membrana -

Las cepas de C. perfringens fueron inoculadas en caldo tioglicolato reciente, el
cual se incubd a 37°C por 16 a 18 h para obtener un crecimiento abundante

Posteriormente se depositaron 50 ul de cada uno de los cultivos en una camara
Dot blot (Minifold I, Schleicher & Schuell Keene, NH} la cual contenia una membrana
de nylon con poro de 0.45u. El sistema fue conectado al vacio, dejandose secar por
20-30 min. Posteriormente fue colocada sobre papel filtro (Whatman No. 1)
impregnado con solucidn desnaturalizante (NaOH 0.5 N, NaCl 1.5 M y SDS al 0.1%)
por 15 min, donde las células fueron lisadas, a continuacién se paso a una superficie
con solucion de neutralizacion (Tris-HCI 1.0 M y NaCl 1.5 M} por 5 min. Después la
membrana fue transferida a un papel filtro impregnado con una solucion reguladora de
citratos 2X (0.3 M, pH 7 con NaCl 3 M) por 15 min.
Inmediatamente después fue fijado el ADN. sometiendo la membrana a 120°C por 30
min. Durante este tiempo la membrana se mantuvo humeda por inmersion en solucion

de citratos 2X. Para remover los restos celulares que quedaron unidos a la membrana,



esta se sumergio en solucion de lavado (amortiguadora de citratos 3X con SDS al
0 1%) manteniendola en agitacion y a una temperatura de 68°C por 2 h.

-

b).- Hibridacion del ADN.-

La membrana se colocd en 20 ml de solucion de prehibridacion [solucian
reguladora de citratos (5X) con (N-laurcilsarcosina al 0 1% y SDS al 0.2%)] donde se
mantuvo sumergida por 2h a 68°C en agitacion. Posteriormente se transfirio a una
placa con 20 ml de solucidn de hibridacion (sclucion de prehibridacion mas tpmol por
ml del oligonucledtido marcado en el extremo 3’ con digoxigenina), donde se cubrio
completamente manteniéndose en agitacion a 56°C por 4-6 h

Una vez concluido este tiempo, la membrana se sometio a una serie de lavados
de astringencia para eliminar el oligonucledtido que no hibridizd con el gen, estos
consistieron en lo siguiente: lavado con amortiguador de citratos (2X con SDS al 0.1%)
en 2 ocasiones con agitacion constante a temperatura ambrente por 5 min, después se

iavd 2 veces en solucion de lavado amortiguadora de citratos (0.5X con SDS al 0.1%)

con agitacion a 56°C por 15 min.

¢).- Deteccion colorimétrica. -

Se utilizé el sistema comercial {Genius, Bohering-Mannheim, 1995), el cual
consistio en lo siguiente: la membrana fue equilibrada colocandose en una solucién
reguladora de lavado (Acido maléico 0.1 M pH7.5 con NaCl 0.15 M, y Twin 20 ai 0.3%)

donde se mantuvo por 1 min a temperatura ambiente, Después fue colocada en



solucion de bloqueo (al 1% disuelto en solucion reguladora de acido maléico 0 1M) por

60 min con agitacion a temperatura ambiente.

Posteriormente la membrana se transfiric a una solucién de conjugado (6 pl de
anti-digoxigenina conjugada con fosfatasa alcalina y diluida en 30 ml de solucion de
bloqueo) en agitacion y a temperatura ambiente por 30 min.

La membrana fue lavada en dos ocasiones en solucion de lavado de acido
maléico a temperatura ambiente en agitacion por 15 min en cada ocasion. Finalmente
se coloco en solucion reguladora de deteccion { Tris-HCI 0.1M pH 9.5 con NaCl 0 1M)
por 2 min a temperatura ambiente. Por Ultimo se transfirid a 10 ml de solucién
reveladora [45ul de nitrcazul tetrasolio, 35ul de 5-bromo 4-cloro 3 indolil-fosfato
diluidos en 10 ml de regulador de deteccion] manteniendose a temperatura ambiente
en la obscuridad por varias horas, hasta observar una coloracion azul - vicleta en las
reacciones positivas (cepas gue presentaban el gen). Cuando se cbservo bien definida

la reaccion de color, se lavd la membrana en agua bidestilada.

Marcaje del oligonucledtido con digoxigenina

El marcaje de la sonda de ADN se realizé utilizando el hapteno digoxigenina, el
cual se incorporo al extremo 3° del ocligonucledtido por medio de una transferasa
terminal, la cual adiciono el complejo digoxigenina-11-dUTP, sistema comercial

(Genius, Boehringer-Mannheim, 19935).

El procedimiento fue como sigue: se marcaron dos oligonucledtidos, uno

proporcionado por el sistema comercial (control +), asi como el nuestro (utilizado en



prueba). Para lo cual se ahadieron los reactivos en el orden y cantidad especificados

en la siguiente tabla:

Oligonucledtido Ohgonucledtido
Experimental Control

Reactivo Volumen Volumen
Solucién Reguladora 5X 4ul 4
Solucion de CoCl; 4ul 4ul
DIG- dUTP 1l 1l
Oligonucledtido exp. 9ul (100 pmol} e
Oligonucieotido control o 5ul. { 100 pmol)
dATP 1l 1l
Transferasa terminal 1l 1l
Agua bidestilada y estéril aforar a 20 pl 4

Posteriormente se incubaron a 37°C por 15 min en un bano con hielo y

finalmente se afadio 1ul de EDTA (0.2 M} para detener |a reaccién del marcaje.

Estimacion de la eficiencia del marcaje del oligonucieétido
Para realizar dicha estimacion, fue requerido el cligonucledtido controi ya

marcado ademas de una serie de reactivos del sistema ((Genius) de deteccion



1 -Se hicieron diluciones decimales hasta 10 del oligonucledtido control en solucion

para dilucion de ADN, obteniéndose las siguientes concentraciones del

oligonucledtido:

Directo - 5.0 pmol./ !

107 -0.5 pmol /

107 -.05 pmol /

107 -50fmol/ pl

10% -0 5 fmol /

2.-El oligonucledtido experimental ya marcado también fue diluido (107 a 10%) de Ia
misma manera que el control.

3 -Se depositd 14! de cada dilucion en una membrana de nylon

4.-Se fijo el acido nucléico a la membrana calentando a 80 °C por 30 min.

5 -Posteriormente se humedecid la membrana en solucion amortiguadora de lavado

por 1 min.

6-La membrana se depositd en solucién de blogueo por 5 min a temperatura
ambiente.

7.-Despues fue incubada con anti-DIG- fosfatasa alcalina diluida en solucidn de
blogqueo, por 10 min a temperatura ambiente,

8.-Se lavc dos veces [a membrana en solucion de lavado a temperatura ambiente por
5min.

9 -Posteriormente se incukd en regulador de deteccidn por 2 min y finaimente se

depositd en solucion de deteccion donde se mantuvo en la obscuridad por 30 a 60 min.



10 -La reaccion de color fue blogueada lavando la membrana con agua bidestilada por

5 min.

11 -Se estimo la concentracion de la sonda (experimental) comparando la intensidad

-

del color que esta desarrolld, con el que desarrcllaron las diferentes diluciones del

oligonuciedtido control.

Analisis estadistico:

Los resultadas del muestreo preiiminar se sometieron a un analisis de varianza
(significanicia 0.05%), tomando en cuenta las caracteristicas de edad, sexo y localidad

como variables independientes y el numero de esporas del microorganismo como

variable dependiente.

En base a los resultados preliminares se determind la existencia de estratos vy el
numero de muesira optimo para este estudio. Posteriormente se obtuvieron vy
analizaron las muestras restantes que fueron requeridas. Finalmente se sometteron

todos los resultados (las cifras de esporas) y las caracteristicas de cada individuo a un

analisis de varianza.

Ademas se realizd también un analisis de variables categadricas de SAS (1990},
tomandose como variables independientes la edad y el sexo y como variable

dependiente el numere de esporas. donde también se considero |a interaccion de edad

Y SEX0.



RESULTADOS

1) Andlisis preliminar

Se realizdo un muestreo preliminar, en el cual se analizaron 120 muestras: 30 de
infantes, 30 de adolescentes, 30 de adultos y 30 de ancianos. Las cifras de esporas
del microorganismo por gramo de muestra que se obtuvieron se transformaron a
valores logaritmicos (base diez), los cuales fueron sometidos a un analisis de varianza
El analisis de varianza nos dioé los siguientes resultados:
a) Los valores de esporas mostraron una distribucion normal en la poblacién,
determinandose que no existian estratos.
b) Las medias numéricas de esporas que se obtuvieron para los diferentes grupos no
fueron estadisticamente diferentes entre si, ya que los valores de F (Fisher) obtenidos
no fueron mayores que los de F de tablas (tabla 1). Sin embargo, las medias de
esporas de los grupos no fueron muy semejantes (tabla 2) En general, los valores de
l0s parametros estadisticos que se obtuvieron para la poblacion fuercn los siguientes’

se obtuvo una media de 9.8 X 10° una varianza de 4.7 X 10° y una desviacién

estandar de 43.1
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Tabla 1 Valores de F (fisher) obtemdos en analists de varianza (0 5°%,) de estudio preliminar

Variables Grado Iibertad Varianza | Fc Ft
Edad i
- entre grupos 3 1.7 0 65 85
_dentro grupos 116 2.6
Localidad
entre grupos 4 42 16 24
~ dentro 4Tupos 115 206
Sexo
entre gZrupos I 25 095 254
dentro grupos 118 26 L

Fe, valor fisher calculado, Ft, valor fisher de tabla.

Tabla 2.- Medias numéricas de esporas de C. perfringens /g de heces fecales. obtenidas en el

analisis preliminar.

Variables Grupos Individuos analizados Media X 10°
{esporas/g)

Infantes 30 69

Edad Adolescentes 30 53

~ Adultos 30 153

o Anclanos 30 16.2

San Nicolas 24 18

Monterrey 24 209

Municipio Guadalupe 24 102

Sta Catarina 24 16 4

o San Pedro 24 138

Sexo Hombres 51 0.6

Mujeres 6% 131

B Poblacion total 120 98
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2) Tamano de la muestra

En base a los resultados preliminares obtenidos en el analisis de varianza, se
determmnd el numero de muestra optimo requerido, el cual fuera representativo de la
poblacion; esto se realizd utilizando la formula de Taylon (1961) En base a estoc se

estimd que el tamafio de muestra, deberia ser de 200 individuos

3) Analisis completo

Se colectaron y analizaron las 80 muestras restantes realizandose un muestreo
estratificado no proporcicnal. en donde se analizaron en totai 50 infantes. 46

adolescentes, 58 adultos y 46 ancianos, residentes en 10s 5 municipios estudiados del

area metropolitana.

a) Enumeracién e identificacion - El nimero de esporas de Clostridium por g de heces
fecales se determind mediante la metodolegia ya descrita Los valores de esporas que
obtuvimos fluctuaron de menos de 400 hasta 21.3 X 10° {tabla 3), se determind gue un

27.0% de las muestras analizadas presentaron cifras de esporas mayores de 10°
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Tabla 3 - Distribucion de muestras analizadas en base al nimero de esporas de (. perfringens

L (# de Esporas g de muestra X 1000)
Variables Grupos # de 01-10 1001-100 | 100.01-1000 | Mayor de )
- | muestras 1000
Infantes 50 31 8 9 2
kdad Adolescentes 46 22 | 1l 10 3
Adultos 58 37 7 5 9
o Ancianos 46 2 6 8 8
San. Nicolas 74 45 14 10 5
Monterrey 38 20 6 10 2
Municipio | Guadalupe 33 20 5 4 4
Sta Catarina 28 14 3 7 4
San Pedro 27 15 4 ] 7
Poblacion 200 114 32 32 22
total |

#, numero; g, gramo,

Finalmente de un total de 200 muestras (tablas 11 a 17) analizadas se logrd

aislar al microorganismo de 126 de ellas, obteniéndose 312 aislados de C. perfringens

(tabla 4).

Tabla 4.- Numero de individuos en los que se recuper6 C.perfiingens.

Grupos Individuos analizados

Individuas de los que
se recupero el
MICTOOrZanismao.

Asslados identificados
del microorganismo

Poblacion total 200 126 312
Infantes 50 29 73 J
Adolescentes 46 33 80
Adultos 58 34 83
Ancianos 46 30 76
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b) Analisis de varianza

Los valores de esporas de las 200 muestras se sometieron a un analisis de

varianza (0.05%), obteniéndose lo siguiente:

l) Los valores de los numeros de esporas presentes en las heces fecales de la

poblacion mostraron una distribucidon normal, por lo que no existieron estratos en la

misma

Il) Las medias numéricas de esporas no mostraron diferencia significativa (tabla 5)

Los ancianos y los individuos del sexo femenino presentaron las medias numéricas de

esporas mas aitas (tabla 8).

Tabla 5 - Valores de F (fisher) obteridos en analisis de vananza

Variables Grado de Vananza Fc Fi
libertad
Edad |
~ entre grupos 3 2.05 083 8.5 !
dentro de grupos 196 246 |
Localidad
~_enfre grupos 4 0.2] 0 08 56
_dentro de grupos 195 25
Sexo
entre grupos 1 3.01 1.22 389 _1‘
dentro de grupos 198 245 _‘

Fec valor fisher calculado; Ft, valor fisher de tabla

| (]
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Tabla 6 - Medias numericas de esporas de . perfringens correspondientes a los diferentes grupaos
de individuos analizados.

Vanables Grupos # de muestras | # de esporas g hf Media
analizadas {rango)

il Infantes 50 400 - 2 5% 10° S51x 10
Edad  Adolescentes 46 2400 - 3 9% 10° 93x10° |

Adultos 58 B -400 - 107 x10° 52x10°

_ Ancianos | 46 | -400 - 21.3x 10° 13.4x 10°

San Nicolas 74 -400 - 7.5 x 10° 64x10°

Municipio Monterrey 38 -400 - 7.0x 10° 67x 10

Guadalupe 33 -400 - 21.3 x 10° 79x10°

Sta. Catarina 28 400 - 8.3 x10° 9.7 x 10°

[ San Pedro 27 400 - 107 x 10° 83 x 10’

Sexo Hombres 86 -400 - 8.3 x 10° 53x10°
Mujeres 114 -400 - 21.3 x 10° 95x10° |

Poblacton 200 -400 - 213x10° 7.4 x 10°

total

# numero: g, gramo; hf, heces fecales

) Los valores de los parametros estadisticos que se obtuvieron para la poblacion
analizada fueron: Una media general de 7.4 x 10°, con una varianza de 2.8 x 10% y una
desviacion estandar de 36.9

Con respecto al analisis de variables categoricas de SAS (1930), se analizd la
variable dependiente numero de esporas tomandose los valores nominales ( 0, 0.33,
066, y 1), que representaron cifras de esporas bajas (0-10%), moderadas (10001-10°),
altas (100001- 10%) y muy altas { mayor de 10°%), respectivamente. Se encontré que la
edad y el sexo no presentaron diferencia significativa (P= 0.2888 y P= 0.3599). La

combinacién de ambas variables también fue no significativa (P= 0.5626). Sin embargo
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los resultados mostraron cierta tendencia cuando se analizd cada factor por separado

para los diferentes niveles, en donde los infantes presentaron valores de esporas que

gstaban por debajo de la media, los adolescentes valores mayores a los de la media,

para la poblacion adulta se obtuvieron cuentas por abajo de la media, mientras que los

anclianos presentaron valores que rebasaron [a media numérica de esporas. Con

respecto al sexo, se determind gue el sexo masculino presento en general valores de

esporas bajos, en tanto que el femenino arrojé cifras altas (tabla 7).

Tabia 7 Analisis de parametros por niveles de cada factor obtenidos en prueba de SAS.

Variables r Niveles Valor del parametro o
0 - 12 afios -0 06 ‘
Edad 13 - 18 aiios 002 |
19 - 59 afios -0 02 |
B 60 o mas 0 08
Sexo Masculino -002
Femenino 002

d) Deteccitn del gen

La determinacidn del gen que codifica para [a enterotoxina de C perfringens se

realizd a los aislados de 113 individucs, determinandose que solamente 8 individuos

presentaron cepas del microorganismo portadoras del gen. correspondiendo al 7.0 %

de las muestras analizadas De ellas se encontro gue 4 de las muestras fueron de

individuos de Santa Catarinz. lo que correspondid al 23.5% de los individuos
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muestreados en Santa Catarina, en relacion a la edad. 4 muestras correspendieron a

ancianos obteniéndose que el 13 7% de estos presentaron cepas del microorganismo

potencialmente productoras de enterotoxina, finalmente con respecto al sexo se

encontrd que 5 muestras fueron del sexo masculino y 3 del femenino (tabla 8).

Tabla 8.- Individuos positivos para el gen de la enterotoxina de C. perfringens

I (+) para
Variables Grupos Individuos | 1. delos 1. alos el %
analizados que se que se gen de individuos
recupero realizo entero- (+) para el
el M.O. p/hib toxina gen |
Infantes 50 29 26 I 38 |
Edad Adolescentes 46 33 27 0 -
Adultos 58 34 31 3 96
Ancianos 46 30 29 4 13.7
San Nicolas 74 47 42 3 71
Monterrey 38 3 18 I 55
Municipio | Guadalupe 33 23 22 0
| Sta Catarina 28 17 17 4 235 |
San Pedro 27 16 14 0
Sexo Masculino 86 48 42 5 11.9
Femenino 114 78 71 3 42
Poblacion | 200 126 113 8 7
total

I, mdividuos;?jarueba; hib. hibridacion {+), positivo; %, porciento
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Ademas determinamos que |las 8 muestras gue presentaron cepas portadoras

del gen, todas arrojaron cifras de esporas altas rebasando valores de 10° esporas por

g de muestra (tabla 9).

Tabla 9 - Caracteristicas de los individuos que fueron portadores de cepas de C. perfringens
potencialmente productoras de enterotoxina

# de # de # de # de cepas

Edad Sexo Localidad | esporas g aislados C.perfringens (+) gen
{(arios) hf

1 m S N. 56x%10 5 5 !

20 f SN 208 % 10 5 3 1 ,

32 m S.C. 83 1x 10° 5 5 1 '

55 f SC. 12x 10° 4 3 1 '

62 m SN 56x10 5 4 1

69 f M 56x10 4 4 1

70 m §C 95x% 10° 5 2 1

90 m SC 316x 10° 4 4 2 '

# namero; g, gramo, hf, heces fecales, (+). positivas, m, mascultno; f, femenino, S N, San

Nicolas, S C . Sta Catarina; M, Monterrey

El numero de aislados de Clostrndium perfringens a los que se les practicéd la

prueba de hibridacion del ADN, fue de 225 de los cuales solamente 9 presentaron el

gen, determinandose que solamente el 4 0% de los aislados analizados resultaron

serpotenciaimente productores de |a enterotoxina de C perfringens (tabla10).



Tabla 10 - Numero y porciento de aislados posilivos para el gen de la enterotoxina de

(" perfringens.

i M delas | Numero de # de Aislados %o
Variables Grupos # de que se C.perfrmgens | aslados | (+)/gen | aislados
muestras | recuperé | identificados | p/hibri (+) gen
el M O,
o | Infantes 50 29 73 47 1 2.1
Edad Adolescentes 46 33 R0 57 0 ---
Adultos 58 34 83 59 3 S
Ancianos 46 30 76 62 5 8
San Nicolas 71 47 127 77 3 38
| Monterrey 38 23 51 37 1 27
o Guadalupe 33 23 51 42 0 ---
Municipio | g1y Catarina | 28 17 43 3 5 131
San Pedro 27 16 40 31 0 -—-
Masculino 86 48 126 80 6 7.5
Sexo Femenino 114 78 186 145 3 2
Poblacion 200 126 312 225 9 4
N total

porciento,

“#, nimero; M, muestras; M O, microorganismo; p, prueba; hibri., hibridacién; (+), positivos; %,



Tabia 11 - Caracteristicas de los individuos analizados.

Muestra T Sexo T Edad (aﬁos)—_ Localidad o Numereo de 1 Gen de la
€sporas entcroloxina
B 1 m 2 SN -4.0X10- (--}
o 2 m 24 - SN -4 0X 10~ (--)
S 3 m 20 SC -4.0X10° (--)
4 f 24 SP 1 3X10° (A)
s m 1 SN 5.6X10° (P)
6 r 22 SN 1.9X104 {--)
. { 19 M 6 0X10 (A)
8 m 18 SN -4 0X10° (-~
9 r 36 M 2 §X10" (A)
i 10 £ 56 SN 4.0X10 ()
1 m 14 M 4.0X10° ()
T 12 £ 39 SC 4 0X10° (--)
| 13 m 21 SN 3.9X10¢ (A)
Y £ 2 M 3.9X10? (--)
15 £ 17 SN -4.0X10° ()
16 £ 18 SN 4.0X10? ()
17 £ 20 M 40X100 -
| 18 m 20 M 1.8X10° (A)
| 19 { 68 SN 1 8X10° (A)
20 m 33 G 40X 10? ()
( 21 £ 2% G 2 3X10° (A)
2 m 1 M 4.0X 107 ()
23 m 19 M 3 6X10° (A)
24 m 9 G 3 9X10° (A)
25 ot h 18 SN 3 9X10" (A)
26 m 2 SN 3 9X10* (A)
27 m 10 M 1.3X10° (A)
28 Nl 6 G 3.9X104 (-)
29 f 2 SN 3.9X10" (A)
30 m T SN 3.9X10° (A)

f femening. m, masculino; SN, S:_T.\Iﬂi“colas, M, Monterrey, G, Guadalupe, SC, S Catarina, SP, S
Pedro, (P), presente, (A), ausente, {--), no determinado



Tabla 12 - Caractensticas de los individuos analizados.

Muestra Sexo Edad (afios) Localidad Nuameroe de Gen de la
esporas gnterotoxina

Y £ 10 G G0x100 |
I f 9 G -4 0X10? ()
B | 34 G 1.6X10° (A)

34 mn 6 SN -4 0X10¢ {--)

s | T M 3 0X10* ()
% m 21 SN -4 0X10? (--)

17 m 2 M -4 0X 101 {--)

38 f 4 M -4.0X10? (--)

| 39 _i‘ m 20 M -4 0X102 ()
40 { 19 SN -4.0X107 ()

I 4] m 60 SN -4.0X 107 ()
42 f 2 G -4.0X102 (=)

13 f 6 G 4 7X10° (A)

41 m 8 | 79X10° (-=)

45 f 44 M -4 0X 10 (--)

46 f 17 M 6.4X10° (A)

"~ 47 m 36 M 1.0X1¢* (-)
T m IS M 1.0X10? (-}
19 m 15 SN 1 AX1WY (A)

50 f 21 8C 14X10° (A)

| 51 m 2 SC 1.0X1¢° (--)
| 52 f 16 Sp 4.0X10° ()
T 5 m N Y 3.9X10° ()
54 Tt ] M| 60XI0° (A)

55 m 78 SN -1 0X10? (--)

36 f 75 SN 1 X101 (A)

57 £ v SP 2 3X10° (A)

58 m o4 | sx | 7exi00 (A)

59 m 13 s | awxie | (@

60 m 10 G 3.9%10° (A)

f femenino, m, masculino, SN, S Nicolas, M. Monterrey, (i, Guadalupe; SC, S Catarina, SP,
S Pedro; (P). presente, (A), ausente, (--), no determinado.




Tabla 13 - Caractensticas de los individuos analizados.

Muestra Scao Fdad (anos) Localidad Numero de Gen de la ]
ESpOl"dS cnerolgxIna
T Bl f 13 M 1.9X10° (--)
e | 4 SC 7.9X10? (A)
61 f &3 M 1 5X10° (A)
o 64 f 2 sSC 79X10° (A)
a5 f 23 SC 1.9X10- (A)
T 66 m 13 G 3.9X10° (A) a
&1 | f 21 G 3 9X10° (A)
68 f 25 G 4 7¥10° (A)
T f 69 M 5 6X10° (P)
T im 65 SN -4.0X10° (--)
D [ 79 M 3 6X10° (A)
72 f 62 M 3 9X16? (A)
73 f 40 SN 2.1xX10° (A)
74 f 75 G 2.2X107 {(A)
75 m 18 SC 10X10° (A)
76 m 13 G -4.0X10? (--)
B f 1T 6 | M -4.0X10?2 ()
78 f 41 G 2.2X10° (A}
7Y m 17 M 1.0X10° (A)
| 80 m O G 1 9X10° (A)
31 mo 13 G 6.0X10* (A)
T w m 17 M LIX10* (A)
R3 m 60 SP -4 0X10° (--)
84 f 12 SC 21X10° (A)
i 85 f 1 sC 3 2X10° (A)
T %6 ' ] o s -4 0X10° (--)
87 f 76 M 4.7X10° (A)
88 m 32 8C 8.3X10¢ P)
89 f L | sc T Loxae )
90 f 51 o SC | 20X10° (A)

f,Temenmo; m, masculina, SN. S Nicolas, M, Monterrey; G, Eadalupe, SC, S Catarna; SP,

S Pedro, (P). presente; (A}, ausente, (--), no determinado.
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Tabla 14 - Caracteristicas de los individuos analizados.

Mucstra Seso Ldad (afos) 1 Localidad ] Numero de Gende la
¢sporas enterotoxina
91 B { 69 SC -4 0X102 (~-)
g r 55 sC 12 X10° )
93 m o I8 | SC 6 4X10° (A)
94 f 14 G 2.3X10° {(A)
95 - m 60 B G ] 7 9X10° (A)
96 f 16 G 1.9X10? (A)
97 f 15 SC 1.2X10° (A)
98 m 13 G 8.7X10° (A)
99 m 62 G -4.0X107 ()
100 m 70 SC 9.5X10° (P)
101 m %0 SC 3.23X10¢ P)
102 f 67 SC 1.0X10¢ (A)
103 £ 19 SP 1.0X10° (~-)
B 104 T m 18 SP -4 0X10¢ (--)
| 105 m B 12 sC -4 0X10? {(--)
106 m 13 SC -4.0X10? (--)
w7 f 69 G 1.8X10° (A)
108 f 71 G 2.1X107 (A)
09| f 68 G 4 0X 107 )
W m T SC 4. 0X10? ()
[ f 25 - sp 4.0X10? ()
112 f 23 SP -4 .0X10? ()
“113 m T 69 SC -4.0X10? (--)
|1 f 1 SP 1.9X10° (A)
15 P BT SC 1 5X10° (A)
116 m 18 SP 1.5X10° ()
117 m 8 | sp | -40x16; (--)
118 f Y SP -4.0X10? {-)
119 f 10 SP 1.9X10¢ (A)
120 £ s sp 40X10° | ()

f femenino, m, masculino, ST\]FS_-N]colas; M, Ma]_tgrrey; G, GJaHalupe; SC, S Catarina, SP,

S Pedro; (P), presente, (A), ausente, (--), no determinado
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Tabla 15 - Caracteristicas de los individuos analizados

Mucstra Seno Edad (anos) Localidad NE;;?,E:C erﬁ::oﬁf\ll?m
| 121 f T :_Lxm_ﬁﬁ (&
179 m 3 SP 3.0X10° (A)
T ’ 8 Sp 8.9X10° (A)
| 124 f 62 T SP -4 OX10F {--)
s f 60 | sp 8 9X10° (A)
Y, f 19 sp 7.9X10 (A)
[-‘—l2' m 17 SP 36X10 (A)
s f 60 Sp 2.5X10 (A)
19 f 19 SP 1.8X10° (A)
130 f 61 SP -4 0X10° (--)
131 [ 17 SP 4 0X107 (-) ]
| 132 f 30 sp A1X10" (A)
133 m 5 SN -4.0X10¢ (A)
134 f 20 SN -4.0X 107 (=)
135 f 65 SN -4.0X10? {--)
136 f 60 G 1.1X10° (A)
137 f 13 G -4.0X107 (--)
L 138 f 46 G 4.0X10° (--)
|
R f 30 M 7.2X10" (A)
| 140 m 1 G -4 .0X10° (--)
141 m 2 SN 1.9X10° (A)
1-42 m 63 SN 19X10° (A)
i1 f s SN 9.5X10° (A)
144 it} 17 SN 1.3X1e8 (-
s - 62 SN 5.6X10° P)
146 f 38 SN -4.0X10° (--)
ﬁ_-_-]_-ltf____ m o 13 SN 2.9%10° (A)
R m 6 SN 40X 10° (--)
149 f 21 SN 4.7X10° (A}
s f 63 G 1.0X10° | Ay |

{ femenine, m, masculino, SN, S Nicolas, M, Monterrey; G. Guadalupe, SC, S Catarina, SP,
S Pedro. (P) presente, (A), ausente. {--), no determinado

(%)
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Tabla 16 - Caractenisticas de los indisiduos analizados

Muestra Sexo Edad (afios) ] Localidad Nﬁm_er—ode—_ Gendela
g¢sporas enlerotoxina
151 f 18 SN 7 9X10* (A)
) 152 [ 62 SN 12X10* (A)
153 : | SN 39X 10° (A)
154 | m | 04 M -4 0X10° (--)
T s m 15 SN 3 9X10" (A)
i 156 m 74 M -4 0X10° (=)
157 m 30 B SN -4 0X 108 (--)
s f 46 SN 1.0X10° (=)
Y [ i3 SN 2.3X10° (A)
B 160 m ] SN -4.0X10? --)
161 m 3 SN -4.0X10° )
162 f 20 SN 2.0X10° (P)
| 163 m 4 SN 48X 107 (A)
Y f 1 SN 1.OX10 (A)
| 165 f 61 SN 2.3X10° (A)
166 f 15 SN 3.4X10° ()
167 m 16 SN 12X10° (A)
| 1e8 ( 60 SN 1.3X10° ()
169 f I SN 8 3X10° {A)
170 nt 14 SN -4.0X10° ()
171 f 17 SN 1.1X10° (A)
m f 20 SN -4 0X1(? ()
172 m 1 SN 3.0X10° (A)
174 f T 83 SN -4.0X10° (--)
s f Y SN 7.9X10° (A)
6 r 65 SN 1.5X10° (A)
R m I SN -4.0X10? (--)
178 f 24 SN 9 1X10° (A)
- 179 m i 1o SN -4 0X10? {--)
|80 m | 2 | ¢ 8 3X10° (A)

f femenjnoin, masculino; SN,g_Nlcolas_ M, Monterrey, G, Guadalupe; SC, S. Catarina, SP,
S. Pedro, (P), presente, (A). ausente. (--}, no determinado.
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Tabla 17 - Caracteristicas de los mdividuos analizados

Muestrd SeNo Ldad (anos) 1 Localidad Numere de enlerotoxina
CSpOraE
T m | 16 i SN 2 8X10 (A)
182 m | 138 M 1 OX10" (A)
T | m I M LEX10¢ (A)
L LA L v
184 £ T M 1 9X10° (A)
T s | m 19 5C 7.9X10° A)
e |t s SN 6.3X10" (A)
187 " T SN -4 0X10? ()
T s f 67 SN 7 5X10° --)
184 m 13 SN -4.0X10 (--)
190 ‘ f 2 SN 7 9X10° (A)
191 m T 16 SN 1 0X10° (A)
T m 35 SN 6 0X 10" (A)
193 m 21 SN 4 0X10° (--)
194 f 36 M 40X 107 ()
195 f 1 M 40X10? (--)
196 Tt | e | s 7.9X10° (A)
[ 197 f 70 SC -4 0X10° --)
198 | 10 Sp -4.0X10? (--)
199 " T G 39X 107 (A)
200 m 1 M 40X 10? (--)

£ femenino, m. masculino, SN, § Nicolas; M, Monterrey: G. Guadalupe; SC, S Catarina; SP.
S Pedro: (P). presente , (A). ausente, (--, no determinado

-
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DISCUSION

. Conrespecto ala presencia de C perfringens en heces fecales de humanos sin
enfermedad, nosotros determinamos la presencia del microorganismo en cifras
cansiderablemente altas, incluso en infantes menores de un afno, a pesar de que esta
reportado que el mucroorganismo empieza a establecerse como flora normal del
intestino a partir del sexto mes de edad (Harmon, S.M., ef al. 1986). El 73% de los
individuos analizados presentaron cifras de 10° a 10° esporas por g de heces fecales
en donde se obtuvo una media general de 7.4 X 10°. Estos valores son similares a los
reportados para poblaciones sin enfermedad, de EU.A vy Canada, en donde se
reporia una incidencia de 10° a 10* o hasta 10° esporas por g (Harmon,S M., et al.
1986; Hauschild, AHW and R. Hilsheimer, 1974). Sin embargo un 27% de la
poblacion analizada arrojé cifras de esporas superiores a 10°, a pesar de que valores
de 10° 0 mas son presentados por individuos con enfermedades gastrointestinales por
C. perfringens. También determinamos que los anciancs presentaron las cifras de
esporas mas altas, lo cual concuerda con los valores de 10° a 107 esporas /g que se
reportan para poblaciones de ancianos sanos en E.UA. y Japodn (Stringer, M.F., 1981
and Yamagishi, T., et al 1976), sin embargo no determinamos una diferencia
significativa de la media numérica de esporas de ancianos, al compararla con las otras
medias que presento la poblacion.

Segun el analisis de varianza, las variables consideradas (edad, sexo vy
localidad) no afectaron significativamente el nimero de esporas, sin embargo las

medias numéricas que se determmaron para los diferentes grupos no fueron muy
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semejantes Probablemente alguna ofra variable, que no tomamos en cuenta. s
pudiera ejercer algun efecto sobre el numero de esporas.

Ahora en relacion al analisis de variables categoricas de SAS los efectos de
edad y sexo asi como la interaccion de ambos resuftaron ser no significativos, sin
empargo los valores mostraron cierta tendencia, observandose que los infantes
presentaron valores menores a los de la media general Esto posiblemente pudo
deberse a que en los infantes el microorganismo tarda en establecerse como parte de
la flora intestinal, ademas del cuidado y asepsia con que son alimentados; en tanto
que Jos adolescentes mostraron cifras mayores a las de la media, esto en parte pudo
deberse a que en ellos el microorganismo ya esta bien establecido como parte de su
flora intestinal y ademas a que a esta edad no se tiene un cuidado adecuado en la
higiene personal asi como en su alimentacion. Los adultos por el contrario mostraron
valores menores a los de la media, lo cual puede explicarse a gque ellos tienen
practicas mas adecuadas, ademas de que su sistema inmunolégico esta bien
desarrollado Por otro lado los ancianos presentaron las cifras més altas de esporas
quiza debido a gue sus defensas inmunalogicas ya no estén funcionando al cien
porciento y su higiene puede no ser muy buena.

Por otra parte, en relacion a la presencia del gen que codifica para la
enterotoxina de C. perfringens, determinamos el gen en aislados de individuos sanos
de diferente edad, sexo y municipio. En este analisis encantramos que el 7% de las
muestras analizadas resultaron ser portadoras de cepas positivas para el gen. Este
porciento resultd ser superior al reportado para poblaciones de Japon donde se ha
determinadc un 4 6% (Sunagawa,H , ef a/ 1987) También observamos que los
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porcientos  mas  altos  de individuos portadores de cepas potencialmente
enterotexigenicas correspondieron a los ancianos, a individuos del sexo masculino y a
los residentes en Sta Catarina Ademas determinamos que todos los individuos que
presentaron aislados de C perfringens positivos para el gen, también arrojaron
iimeros de esporas mayores de 10° esto nos puede indicar que casi siempre que
ssta presente el gen, también el microorganismo se presenta en cifras elevadas, lo
e predispone a un mayor resgo de contraer infecciones intestinales por C.
perfingens en estos Individuos. Sin embargo cifras elevadas de esporas del
microorganismo No siempre $€ ven asociadas a la presencia del gen, ya que nosotres
¢nconframos cifras de esporas altas en muchos individucs que no presentaron el gen.
Por ditimo en relacion al porciento de aislados positives para el gen nosotros
feterminamos gue un 4% resultd positivo, este valor es ligeramente superior al
reportado para aislados de poblaciones sanas de Japon donde se ha reportado un

35% (Sunagawa, H . et al 1987)

CONCLUSIONES

Engeneral en este estudio se llegd a las siguientes conclusiones:

1} La poblacion humana sin enfermedad aparente correspondiente al érea
metropolitana de Monterrey, presentd una media de 7.4 x 10° esporas de C.
perfingens por g de muestra de heces fecales Las variables edad, sexo y localidad no
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giercieron un efecto significativo scbre el numero de esporas. Sin embarge los
anclanos presentaron las cifras mas altas de esporas del microarganismo.

2)Et 27% de los individuos analizados presentaron valores de esporas mayores de 10°
por g de muestra.

3) El 70% de las muestras analizadas presentd cepas positivas para el gen de la
enterotoxina, y todas estas muestras arrojaron cifras altas de esporas (mas de 10°).

4) Los porcientos mas altos de individuos portadores de cepas potencialmente
enterofoxigénicas los presentaron [0s ancianos, individuos del sexo masculino y |0s

residentes en Sta. Catarina.

5) EI 4.0% de los aislados de C. perfringens analizados por la prueba de hibridacion

resultd positive para el gen

6) La deteccidn de cifras elevadas de esporas de C. perfringens en humanos sin

enfermedad, no esta necesariamente asociada a Ila presencia de cepas

enterotoxigénicas.
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