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Resumen

La difteria es una enfermedad contagiosa, se transmite de persona a persona por el contacto con
gotitas de secreciones respiratorias de personas infectadas con el C. Diphtheriae, su principal via de
entrada a nuestro cuerpo es por la nariz y la boca, aunque también existen reportes en los cuales
indican que pueden introducirse por lesiones en la piel. Entonces, para prevenir se deberia realizar la
administracion de la vacuna combinada de la difteria, el tétanos y la tos ferina (DTP o DTPa) a la
poblacion infantil, y la vacuna combinada de la difteria y el tétanos (DT) a la poblacion adulta.

Para diagnosticar la difteria generalmente se realiza en base a los signos y sintomas que produce la
enfermedad. Es necesario para la confirmacion de un caso de difteria el cultivo de C. diphtheriae y
pruebas de toxigenicidad para evaluar la produccién de toxina diftérica.

Por ello este articulo nos muestra informacion recopilada de varias fuentes que la difteria es
prevenible bajo una vacuna tanto en los nifios como en la poblacion adulta. A continuacién, se lo
explicaremos.

Palabras claves: Difteria; Toxinas; Huésped; Bacilo Grampositivo; Obstruccion Respiratoria.

Abstract

Diphtheria is a contagious disease, it is transmitted from person to person by contact with droplets of
respiratory secretions from people infected with C. Diphtheriae that its main route of entry into our
body is through the nose and mouth, although there are also reports in which they indicate that they
can be introduced by skin lesions. Therefore, to prevent, the combined vaccine for diphtheria, tetanus
and pertussis (DTP or DTPa) should be administered to the child population, and the combined
vaccine for diphtheria and tetanus (DT) to the adult population.

To diagnose diphtheria, it is usually done based on the signs and symptoms that the disease produces.
To confirm a case of diphtheria, culture of C. diphtheriae and toxigenicity tests are used to evaluate
the production of diphtheria toxin.

Therefore, this article shows us information gathered from various sources that diphtheria is
preventable under a vaccine in both children and the adult population. We will explain it to you below.

Keywords: Diphtheria; Toxins; Host; Gram-positive Bacillus; Respiratory Obstruction.
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Resumo

A difteria € uma doenca contagiosa, € transmitida de pessoa a pessoa pelo contato com goticulas de
secrecOes respiratdrias de pessoas infectadas com C. Diphtheriae, sua principal via de entrada em
nosso corpo € pelo nariz e boca, embora também haja relatos nos quais eles indicam que podem ser
introduzidos por lesdes cutaneas. Portanto, para prevencao, a vacina combinada para difteria, tétano
e coqueluche (DTP ou DTPa) deve ser administrada em criancas, e a vacina combinada para difteria
e tetano (DT), na populacdo adulta.

Para diagnosticar a difteria, geralmente é feito com base nos sinais e sintomas que a doenca produz.
A cultura de C. diphtheriae e os testes de toxigenicidade sdo necessarios para a confirmacdo de um
caso de difteria para avaliar a produgdo da toxina diftérica.

Portanto, este artigo nos mostra informacdes coletadas de varias fontes de que a difteria é evitavel
com uma vacina em criancas e na populacdo adulta. Explicaremos a vocé a seguir.

Palavras-chave: Difteria; Toxinas; Convidado; Bacilo Gram-positivo; Obstrucdo respiratoria.

Introduccion

Corynebacterium diphtheriae es un bacilo grampositivo y el Gnico huésped es el ser humano, se
caracteriza por la producciéon de pseudomembranas, que pueden causar obstruccién en el tracto
respiratorio superior, por si solas, las toxinas pueden dafiar multiples érganos, como el corazon, los
nervios y los rifiones (1).

En los paises desarrollados se trata de una enfermedad muy rara. Se ha prevenido sistematicamente
durante décadas. En 1995, en la ex Unién Soviética, se notificaron 50.000 casos de difteria. El
abandono de la enfermedad dio como resultado 1.500 casos. Entre la poblacion inmunizada, los casos
son aislados y se limitan a grupos familiares o comunitarios, pero en muchos paises subdesarrollados,
esto sigue siendo un problema de salud publica (2).

Todos los nifios y nifias deberian estar inmunizados contra la difteria. Se deben recibir 6 dosis en
edades de 2 meses, 4 meses, 6 meses, 18 meses, 5 afios y 15 afos. Eso sienta las bases para adquirir
inmunidad vitalicia (3).

Durante el periodo 2011-2015, India notifico el mayor nimero total de casos cada afio, con un total
de 18.350 notificados en los ultimos 5 afios, seguida de Indonesia y Madagascar con 3.203 y 1.633

casos respectivamente. Durante este periodo, el sudeste asiatico fue la fuente del 55-99% de todos los
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casos notificados cada afio. En 2016 y 2017, se notificaron 7.097 y 8.819 casos en todo el mundo, y
este numero aumentd a 16.645 en 2018. Sin embargo, la carga real de la enfermedad puede ser mayor
que la informada a nivel mundial porque no se informa, especialmente en Africa y Oriente Medio.
En 2017, se registraron 8.819 casos, que es el nimero mas alto desde 2004. En los ultimos cinco afos
(2013-2017), el promedio anual de casos notificados fue de 5.682, un 37% mas que el promedio de
los cinco afios anteriores (2008-2012). La tendencia a la baja en la incidencia de difteria se ha
invertido y la incidencia incluso ha aumentado en los Gltimos afios (4).

El Ecuador no ha desarrollado la capacidad suficiente para hacer frente a estos problemas. Con
frecuencia se producen brotes, epidemias y casos de enfermedades infecciosas con alto potencial
epidémico. La interrupcion de la transmision de enfermedades es una actividad importante. Por lo
tanto, la vigilancia de acciones de alerta temprana es descubrimiento de incidentes, las investigaciones
epidemioldgicas y la rapidez de respuesta brindan oportunidades. Desde 1995, la Oficina Nacional
de Epidemiologia (DINE) trabaja arduamente para mejorar el sistema de vigilancia de emergencias
de salud. En el 2014, el MSP elaboro el "Manual de especificaciones y procedimientos para los
componentes de accion de alerta del Sistema Integrado de Vigilancia Epidemioldgica” y el
recientemente registrado de difteria, es una cepa de difteria no toxinica aislada en Cotopaxi-
Zumbahua en 2014 (5).

La difteria es una enfermedad nueva, recurrente y desconocida en la zona; la vigilancia se inicio en
2008 y se inici6 en la provincia de Los Rios con 10 casos; en Manabi (1 caso), Guayas (4 casos),
Santo Domingo Tsachilas (3 casos) y Pichincha (7 casos), por lo que se incluyen en eventos de salud
publica de interés nacional e internacional (6).

La difteria es una enfermedad bacteriana aguda que puede afectar la nasofaringe y causar obstruccion
de las vias respiratorias y eventualmente la muerte. Ademas, su toxicidad general esta relacionada
con complicaciones de diversos o6rganos. El uso de antitoxinas diftéricas, el progreso del tratamiento
y la inmunizacion del toxoide diftérico han reducido en gran medida la mortalidad y morbilidad de la
difteria. Sin embargo, la vacunacién sigue siendo esencial para prevenir enfermedades y evitar
epidemias generalizadas, por ejemplo, en paises donde se concentran personas susceptibles

La difteria comienza a ocurrir cuando las bacterias ingresan a la mucosa del tracto respiratorio a través
de la nariz o la boca, y los sintomas de difteria comienzan, generalmente, de dos a cinco dias después

de contraer la infeccién y pueden comprender los siguientes: una membrana gruesa y de color gris
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que recubre la garganta y las amigdalas, dolor de garganta y ronquera, aumento de tamafio de los
ganglios linfaticos del cuello. la enfermedad comienza con anorexia, malestar general, fiebre,
escalofrios y dolor de garganta. Después de 1 o 2 dias, aparecerd una pelicula blanco-grisacea muy
pegajosa en la faringe y las amigdalas, y al intentar separarlas sangraran facilmente.

La vacuna contra la difteria es un toxoide bacteriano, es decir es una toxina cuya toxicidad ha sido
inactivada. Esta vacuna generalmente se usa en combinacién con otras vacunas como la vacuna
DTwP / DTaP o la vacuna pentavalente. Para adolescentes y adultos, el toxoide diftérico se usa a
menudo en combinacion con toxoide tetanico en concentraciones mas bajas (7).

La OMS recomienda una vacunacion inicial de 3 dosis de la vacuna contra la difteria, en la que se
debe administrar la vacuna, seguida de 3 dosis de refuerzo. La serie principal de medicamentos debe
iniciarse antes de las 6 semanas de edad, y las dosis posteriores deben separarse dos veces, con al
menos 4 semanas de diferencia. Es mejor tomar 3 dosis de refuerzo en el segundo afio de vida (12-23
meses), entre las edades de 4-7 y 9-15 afios de edad por lo cual deberia haber al menos 4 afios entre
dos dosis de refuerzo.

La difteria cutdnea afecta principalmente a la zona expuesta, se manifiesta como lesiones
inflamatorias, acompafiadas de vesiculas, que evolucionan a Ulceras crénicas no progresivas
definidas, puede ir acompariada de la aparicién de membranas viscerales blanquecinas, acompafiadas
de signos de toxicidad, y puede no ser diferente de otras enfermedades, las enfermedades cutaneas
cronicas, como el eccema o la psoriasis, y la gravedad de la difteria dependen de la extension de la
enfermedad y de la propagacion de toxinas, que pueden causar complicaciones como miocarditis,
polineuropatia y afectacién renal (8).

La forma mas comun es la difteria faringea, que es fatal debido a la obstruccion de las vias
respiratorias y puede extenderse a la laringe y la traquea. El diagndstico se basa en las manifestaciones
clinicas y el aislamiento de Clostridium diphtheriae de membranas o secreciones proximales. El
tratamiento se basa en la erradicacién de Clostridium diphtheriae mediante la administracion de
antibioticos y neutralizacion de las toxinas circulantes. La prevencion consiste en la correcta
inyeccion de la vacuna contra la difteria (9).

El propdsito de la presente investigacion es dar a conocer a la Sensibilidad y especificidad del cultivo
y prueba de toxicidad en la difteria.
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Desarrollo

La difteria es una enfermedad poco frecuente en los paises desarrollados gracias a la vacunacion. La
vacuna de difteria es usada ampliamente en numerosos paises una vez que termino la Segunda Guerra
Mundial, hicieron que la incidencia de la enfermedad cayera rapidamente. En paises con menores
recursos, la vacunacion tardo unos afios mas en establecerse.

Sin embargo, la difteria sigue siendo endémica en muchas partes del mundo, incluidos paises de
América Latina, Caribe, Europa del Este, Sudeste de Asia y Africa (10).

El diagndstico de la difteria generalmente se realiza en base a los signos y sintomas que produce la
enfermedad que permiten definir el caso como probable. Para confirmar un caso de difteria, las
pruebas diagndsticas utilizadas incluyen el cultivo de C. diphtheriae y pruebas de toxigenicidad para
evaluar la produccién de toxina diftérica.

El aislamiento de la bacteria por cultivo es esencial para confirmar un caso de difteria ya sea en
muestras del propio paciente 6 de alguno de sus contactos. Las muestras clinicas para cultivo se toman
de la nariz, nasofaringe, garganta o lesiones en la piel y se envian al laboratorio en donde se cultivan
con un medio especial que contiene telurito de potasio.

Tras el aislamiento de C. diphtheriae se debe determinar la toxigenicidad mediante la prueba de Elek
que indica si los microorganismos producen la toxina de la difteria. La produccién de esta toxina
permite confirmar un caso como la difteria.

El Laboratorio de Referencia de Difteria de los CDC de los Centros para el Control y la Prevencion
de Enfermedades de Atlanta disefid y evalu6 un método para la deteccién rapida de toxina diftérica
utilizando la prueba TagMan® PCR, que incluye tecnologia de PCR en tiempo real para la deteccion
inmediata de la secuencia del gen de la toxina en muestras clinicas mediante deteccion cuantitativa.
La investigacion preliminar ha enfatizado sus ventajas, que incluyen: la sensibilidad de la deteccion
de genes de toxinas por PCR convencional estandar es diez veces mayor que la de la deteccion de
genes de toxinas, eliminando las operaciones de post-amplificacion, alto rendimiento y productos de
amplificacion cuantitativa faciles, la evaluacion adicional puede hacer que el formato de PCR
TagMan® sea una herramienta valiosa, reemplazando el método estandar de deteccidn de genes de
toxinas por PCR directamente de materiales clinicos (11).

La sensibilidad y especificidad de las sondas de ADN, en comparacion con los cultivos, para pruebas

directas son 86-94,8% y 95-100%, respectivamente, los resultados se pueden obtener en
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aproximadamente 2 horas y se requiere un equipo dedicado para ejecutar los resultados, la ventaja es
que la lectura del resultado es objetiva.

En comparacion con el cultivo, la sensibilidad y la especificidad de la PCR cuantitativa fluorescente
en tiempo real son del 93% y el 98%, respectivamente, la duracion de esta tecnologia es de
aproximadamente 1,5 horas, requiere equipo especializado y actualmente no se implementa de forma
rutinaria en los laboratorios de salud (12).

Aunqgue comercialmente no hay disponibles otras técnicas para confirmar los casos de difteria, se
pueden realizar pruebas utilizando la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) en muestras clinicas
a confirmar la infeccion con una cepa potencialmente toxigénica. En este caso, la PCR permite la
deteccion de genes implicados en la produccion de la toxina de la difteria, aunque no demuestra la
produccion de toxina sino sélo la presencia del gen de la toxina de la difteria. Por esto, una prueba
positiva por PCR en ausencia de un cultivo positivo no cumple dichos criterios por lo cual se clasifica
como caso de difteria confirmado y se dard un resultado como probable. Sin embargo, la PCR es
particularmente Util en el caso de que la bacteria C. diphtheriae presente en las muestras clinicas sea
inviable y por tanto no cultivable, por ejemplo, si el paciente ha comenzado el tratamiento con
antibiéticos (10).

Medios de cultivo
e Medios de cultivos para la siembra de hisopados y homogeneizados de membrana
e Medio Agar Sangre Cistina Telurito (ASCT).
e Medio Loeffler. Se aconseja para la observacion de la morfologia bacteriana.
e Agar Sangre.
e Caldo Todd Hewitt con 3 % de sangre.

e El tiempo para el transporte no debe exceder las 24 horas (11).

Siembra de la muestra
e Las muestras clinicas deben ser sembradas sin demora.
e Si el hisopo faringeo o nasofaringeo se encuentra deshidratado, colocarlo en un caldo Todd

Hewitt con 3% de sangre estéril. Incubar durante 18h y resembrar en un medio ASCT.
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e Si el hisopo fue enviado en el medio de transporte de Amies y/o si se dispone del
homogeneizado de membrana, realizar la siembra en los medios ASCT y agar sangre.

e Incubar los cultivos a 37°C en aerobiosis y microaerofilia (5-10% CO2).

e Examinar las placas de ASCT y AS a las 18h, 24h, 48h y 72h, C. diphtheriae desarrolla
colonias negras en el medio de cultivo ASCT.

e Sembrar caldo nitrato, medio Urea, DNasa, y realizar las pruebas de catalasa y la
pirazinamidasa a partir de las colonias negras con morfologia y microscopia compatibles con
C. diphtheriae y sembrar de las mismas colonias agar sangre, para realizar la identificacion

bioquimica de las mismas (11).

Caracteristicas microscopicas

Coloracién de Gram Bacilos pleomorficos Gram positivos, dispuestos en forma de letras chinas y en
empalizada, posibles formas cocobacilares, mas predominantes en cultivos viejos. Los frotis directos
de garganta muestran mucho menos pleomorfismo; los microorganismos son generalmente mas

cortos y se tifien mas uniformemente que los cultivados.

Caracteristicas de cultivo
Aspecto de las Colonias
Medio Agar Sangre Cistina Telurito
Corynebacterium diphtheriae reduce el telurito del medio a telurito metélico, el cual precipita y
produce el desarrollo de colonias negras, gris acero, de 1 a 3 mm de diametro.
Medio Agar Sangre
e C. diphtheriae var. intermedius: mas pequefias, planas, cremosas, transparentes, no
hemoliticas.
e C. diphtheriae var. mitis y C. diphtheriae var. gravis: mas grandes, convexas, débil beta
hemolisis.
La sensibilidad de estas pruebas depende de la cantidad de antigeno presente y su especificidad
depende de la calidad de los antisueros disponibles para este efecto. Estas pruebas permiten una

demostracion rapida y son muy préacticas para el diagndstico, pues los cultivos virales requieren de

1453 Vol. 7, nim. 2, Abril-Junio 2021, pp. 1446-1466
Allison Arlette Ramos Villegas, Jesus Alberto Rivera Tigua, Patricia Solange Salazar Nieto, Dennys Henry Rodriguez
Parrales



Dom. Cien., ISSN: 2477-8818 —
Vol. 7, nim. 2, Abril-Junio 2021, pp. 1446-1466 T

g

A TIURL AN

Sensibilidad y especificidad del cultivo y prueba de toxicidad en la difteria

una infraestructura adecuada y personal entrenado y sélo se pueden realizar en centros de docencia o
de investigacion. Ademas, los resultados del cultivo viral requieren por lo menos hasta 8 dias (12).
Conocida la sensibilidad de una bacteria a determinado antibiético, la comprobamos repetidas veces
después de subcultivos frente a tres concentraciones diferentes, para ver si el grado de sensibilidad
determinado por el diametro de inhibicion en milimetros, es constante en iguales condiciones de
temperatura y medio de cultivo. (13).

Las cepas de respuesta invariable, fueron seleccionadas para ser posteriormente estandarizadas con
antibioticos enviados gentilmente por el FDA de Washington. De esta manera logramos aislar
veintisiete cepas, sensibles a unos y resistentes a otros, con las cuales podemos determinar
cuantitativamente la potencia, no solamente de los antibidticos aislados o extraidos previamente, sino
también de aquellas formas combinadas, utilizando un germen que es sensible a uno y resistente al
otro. Conformado asi nuestro cepario con bacterias de sensibilidad conocida, estamos en condiciones
de poder determinar la potencia antibidtica de cualquier producto que llegue para su control.

Para casos graves existen preparados muy purificados de uso IV, de accion mas rapida, pero con un
mayor riesgo de provocar una reaccion anafiléctica, lo que obliga a la practica previa de pruebas de

sensibilidad al producto (13).

Pruebas de toxicidad para difteria

Difteria es una enfermedad infecciosa bacteriana producida por Corynebacterium diphtheriae, es
altamente contagiosa, prevenible por vacunas, con importantes complicaciones agudas y alta
mortalidad. (14).

Corynebacterium diphtheriae se divide en cuatro biovares: gravis, intermedius, mitis y belfanti. La
diferenciacion bioquimica depende del operador, siendo la caracterizacion genémica mas confiable.
Es una especie genéticamente diversa. Especies relacionadas incluyen C. ulcerans y C.
pseudotuberculosis, que causan infecciones zoono6ticas en humanos.

La produccion de toxina (toxigenicidad) ocurre solo cuando el bacilo la adquiere desde un
bacteriofago especifico (B-corynefago) por un proceso lisogénico, llevando la informacion genética
de la toxina (gen tox). Las cepas toxigénicas son las que causan la enfermedad grave. Las cepas no

toxigénicas por definicion no contienen el gen tox, pero pueden variar en su capacidad de adherirse a
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la célula hospedera, en su viabilidad intracelular y en su capacidad de estimular citoquinas en el
sistema inmune del hospedero, lo cual se traduce en una mayor gravedad de la infeccion. (15).

Corynebacterium diphtheriae son bacilos Gram positivos aerobios o anaerobios facultativos,
inmdviles, no capsulados, no esporulados, generalmente catalasa positivos, que se colorean
irregularmente y se disponen en forma de letras chinas. Existen varias especies que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza (C. diphteriae, C. ulcerans, C. jeikeium, C. amycolatum,
C. urealyticum, C. pseudotuberculosis) y que pueden producir variadas infecciones en humanos y
animales. C. diphteriae es el patdgeno mas importante para el ser humano, mide de 2 a 6 micras, €s
pleomorfico, tiene granulos metacromaticos y puede o no producir toxina, dependiendo de su
infeccion por un bacteriofago y de la concentracion de hierro en el medio. La toxina diftérica es un
polipéptido de 63 000 kd que produce la muerte celular por inhibicion de la sintesis proteica, siendo
responsable de las manifestaciones locales y sistémicas de la enfermedad, aunque hay cepas no

toxigénicas que producen lesiones similares pero mas benignas.

Diagnostico

El rol del laboratorio es clave, proporcionando métodos sencillos, rapidos y confiables para asistir al
clinico en logro de un diagndstico correcto. El laboratorio también es importante en el descarte de
casos sospechosos o contactos, evitando de esta manera tratamientos innecesarios o medidas de
control sanitario como el aislamiento.

Todos pueden portar el gen de la toxina diftérica, que se introduce en las cepas de C. diphteriae
mediante un fago lisogénico. Todos los tipos producen la misma toxina con diferencias mas
cuantitativas que cualitativas. El C. diphtheriae resiste bien la desecacion y las bajas temperaturas,

mientras que resiste poco la luz solar directa.
Recoleccion de la muestra
La muestra debe tomarse antes de iniciar el tratamiento debido a la sensibilidad de C. diphtheriae a

la penicilina y eritromicina.

Tipo de muestras
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Para el diagnostico etiologico de la enfermedad respiratoria se requieren muestras de hisopados

faringeo, nasofaringeo y/o trozos de membrana.

Si se sospecha de difteria cutanea las muestras deben ser de piel, garganta y nasofaringeo.

Aspectos microbioldgicos

Toma de muestra

Los hisopos utilizados para la toma de muestra son los habituales: hisopos estériles con punta de

algodon, dacron o alginato de calcio.

En los casos de investigacion molecular (PCR) se deben utilizar hisopos de dacrén o poliester.

Hisopado faringeo

La faringe debe estar claramente visible y bien iluminada

Deprimir la base de la lengua con baja lengua e hisopar la garganta, sin tocar saliva ni mucosas
laterales.

Frotar vigorosamente cualquier membrana, o area inflamada presionando ligeramente con el
hisopo y ejerciendo movimiento de rotacion.

Si existe alguna membrana, levantar el borde e hisopar por debajo de la misma, para acceder
a los microorganismos diftéricos localizados en la profundidad. Se recomienda enviar un trozo
de membrana.

Realizar extendidos en dos laminas portaobjetos, dejar secar al aire y fijar por calor.

Remitir la muestra al laboratorio junto con las dos laminas portaobjetos y la orden de

recoleccidn de datos.

Hisopado nasofaringeo

Insertar el hisopo flexible de alambre de cromo o acero inoxidable en la nariz, a través del
orificio nasal, mas alla de la parte anterior de la narina.

Introducir suavemente el hisopo en la nariz hasta encontrar resistencia, rotar el hisopo sobre
la mucosa nasal.

Realizar extendidos en dos laminas portaobjetos, dejar secar al aire y fijar por calor. Realizar

la coloracion de Gram y coloracion de azul de metileno de Loeffler.
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Muestra cutanea

Limpiar con solucién salina estéril y remover el material adherido a la lesion

Presionar el hisopo de manera firme dentro de la misma.

Medios de cultivo

Medios de cultivos para la siembra de hisopados y homogeneizados de membrana
Medio Agar Sangre Cistina Telurito (ASCT).

Medio Loeffler. Se aconseja para la observacion de la morfologia bacteriana.
Agar Sangre.

Caldo Todd Hewitt con 3 % de sangre.

El tiempo para el transporte no debe exceder las 24 horas.

Siembra de la muestra

Las muestras clinicas deben ser sembradas sin demora.

Si el hisopo faringeo o nasofaringeo se encuentra deshidratado, colocarlo en un caldo Todd
Hewitt con 3% de sangre estéril. Incubar durante 18h y resembrar en un medio ASCT.

Si el hisopo fue enviado en el medio de transporte de Amies y/o si se dispone del
homogeneizado de membrana, realizar la siembra en los medios ASCT y agar sangre.
Incubar los cultivos a 37°C en aerobiosis y microaerofilia (5-10% CO2).

Examinar las placas de ASCT y AS a las 18h, 24h, 48h y 72h, C. diphtheriae desarrolla
colonias negras en el medio de cultivo ASCT.

Sembrar caldo nitrato, medio Urea, DNasa, y realizar las pruebas de catalasa y la
pirazinamidasa a partir de las colonias negras con morfologia y microscopia compatibles con
C. diphtheriae y sembrar de las mismas colonias agar sangre, para realizar la identificacion

bioquimica de las mismas.

Caracteristicas microscopicas

Coloracion de Gram Bacilos pleomdrficos Gram positivos, dispuestos en forma de letras chinas y en

empalizada, posibles formas cocobacilares, mas predominantes en cultivos viejos. Los frotis directos
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de garganta muestran mucho menos pleomorfismo; los microorganismos son generalmente mas

cortos y se tifien mas uniformemente que los cultivados.

Caracteristicas de cultivo

Aspecto de las Colonias

Medio Agar Sangre Cistina Telurito

Corynebacterium diphtheriae reduce el telurito del medio a telurito metélico, el cual precipita y

produce el desarrollo de colonias negras, gris acero, de 1 a 3 mm de diametro.

Medio Agar Sangre
e C. diphtheriae var. intermedius: méas pequefias, planas, cremosas, transparentes, no
hemoliticas.
e C. diphtheriae var. mitis y C. diphtheriae var. gravis: mas grandes, convexas, débil beta

hemolisis.

Prueba de toxigenicidad

Método de inmunoprecipitacion de Elek

La confirmacidon de la patogenicidad de una cepa de C. diphtheriae requiere la demostracion de su
capacidad para producir toxina.

La prueba de inmunoprecipitacion de Elek, es el método mas utilizado.

Otros métodos de deteccion de toxina

Otros métodos que se utilizan para la deteccion de cepas toxigénicas son: western blotting, dot
blotting y ELISA. Sin embargo, estos métodos aunque sensibles, son laboriosos y consumen mucho
tiempo, por lo que no son recomendados para la rutina.

Prueba de deteccion de toxina in-vivo

La prueba consiste en inocular conejos o cobayos por via subcutanea con una suspensién bacteriana.
Los animales son previamente protegidos con 200 unidades de antitoxina diftérica.

Prueba de deteccion de toxina in-vitro
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Se observa el efecto de la toxina en linea de cultivo de células VERO.

Deteccion de la toxina diftérica mediante PCR

Método rapido, sencillo y facil de interpretar. Este método no demuestra si la toxina diftérica se puede
expresar de forma funcional. Es importante tener presente que alrededor de un 3% de los aislados de
C. diphtherieae portan el gen de la toxina pero no la expresan. Se recomienda procesar de manera
paralela el test de Elek (16).

Prevencion

Hoy en dia la forma maés efectiva de control es la de mantener el mas alto nivel de vacunacion en la
comunidad.

También se puede prevenir cuando la persona infectada se cubre la boca con un pafiuelo desechable
cuando va a toser y se lava las manos después de toser. Esta enfermedad es muy contagiosa por lo
que es recomendable vacunarse.

Pero el método mas efectivo de controlar los indices de esta enfermedad es la vacuna la cual esta
compuesta de toxoide, que es una forma debilitada de la toxina de la difteria, esto estimula al sistema
inmune para hacer anticuerpos contra la toxina de la difteria y de este modo protege contra la
enfermedad. (17)

Prevencion primaria

« Lainmunizacion universal con el toxoide es la medida mas eficaz.

« Enlainfancia se realiza con la vacuna combinada con toxoide tetanico y vacuna pertusis.

« Esta inmunizacion en la infancia requiere de 5 dosis: — 2,4,6, 12-18 meses y 4-6 afios de edad

« También existen vacunas combinadas con otros componentes: — VHB, polio inactivado y H.
influenza tipo b.

« Nifios de 7 0 mas afios, que no han completado sus dosis deberian recibir un refuerzo con Tdap

» Adolescentes y adultos que nunca fueron vacunados deben recibir una serie primaria de 3 dosis
con Td (0, 4 sem , 6-12 meses).

» Los viajeros a aéreas endémicas deben tener una serie primaria completa. Incluyendo un
booster. (18)
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Tratamiento

Los pacientes sintomaticos con difteria respiratoria deben ser internados en una unidad de cuidados
intensivos para controlar la aparicion de complicaciones respiratorias y cardiacas. Es necesario el
aislamiento con precauciones respiratorias y de contacto, y debe mantenerse hasta que 2 cultivos,
obtenidos 24 y 48 horas después de la finalizacién del tratamiento con antibioticos, arrojen resultados

negativos.

Antitoxina diftérica

La antitoxina diftérica debe administrarse sin esperar la confirmaciéon por cultivo, ya que so6lo
neutraliza a la toxina que no est4 unida a las células. El uso de antitoxina para la enfermedad cutanea,
sin evidencias de enfermedad respiratoria, es cuestionable debido a que raramente se han informado
secuelas toxicas en la difteria cutanea; sin embargo, algunos expertos la recomiendan. En los Estados
Unidos, la antitoxina debe obtenerse de los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) a
través del Centro de Operaciones de Emergencias de los CDC 770-488-7100 (véase también la
informacion de los CDC respecto de la disponibilidad de antitoxina).

Advertencia: la antitoxina diftérica se obtiene de caballos; por lo tanto, siempre antes de administrarla
debe realizarse una prueba para descartar la sensibilidad cutanea o conjuntival. La dosis de antitoxina,
que va desde 20.000 hasta 100.000 unidades IM o 1V, se determina por lo siguiente:

Sitio y gravedad de los sintomas

Duracion de la enfermedad

Complicaciones

Si se produce una reaccion alérgica, debe inyectarse inmediatamente 0,3 a 1 mL de adrenalina 1:1.000
(0,01 mL/kg) por via subcuténea, IM, o IV lenta. La administracion IV de antitoxina esta

contraindicada en pacientes que son muy alérgicos a ella.

Antibidticos
Los antibidticos son necesarios para erradicar el microorganismo y prevenir la diseminacion; no
sustituyen a la antitoxina.

Los pacientes pueden recibir cualquiera de los siguientes:
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Eritromicina 10 mg/kg por via oral o inyectable cada 6 horas (maximo 2 g/dia) durante 14 dias
Penicilina G procaina IM (300.000 unidades cada 12 horas para aquellos con un peso < 10 kg y
600.000 unidades cada 12 horas para las personas con peso > 10 kg) durante 14 dias

Cuando los pacientes son capaces de tolerar los medicamentos orales, el tratamiento debe cambiarse
por penicilina 250 mg orales, 4 veces al dia, o eritromicina 500 mg (10 mg/kg para los nifios) por via
oral cada 6 horas, por un total de 14 dias de tratamiento.

La vancomicina o la linezolida se pueden usar si se detecta resistencia a los antibidticos. La
eliminacién del microorganismo se documenta con 2 cultivos negativos consecutivos de muestras de
la garganta o de la nasofaringe, realizados 1 a 2 dias después y luego 2 semanas después de finalizado

el tratamiento con antibiético.

Otros tratamientos

Para la difteria cutanea, se recomiendan el lavado concienzudo de las lesiones con agua y jabon, y la
administracion de antibidticos sistémicos durante 10 dias.

La vacunacion es necesaria después de la recuperacion de los pacientes con difteria, ya que la
infeccion no garantiza que se adquiera inmunidad.

La recuperacion de la difteria grave es lenta, y debe recomendarse a los pacientes que no retomen sus
actividades habituales demasiado rapidamente. Incluso el esfuerzo fisico normal puede afectar en

forma negativa al paciente que se recupera de una miocarditis (19).

Pronostico
La recuperacion de la difteria es un proceso lento que requiere varias semanas de hospitalizacion,
pero en la mayoria de los casos se puede lograr con éxito. Los casos mas graves de infeccién que
llega al corazén suelen provocar la muerte y el prondstico es el siguiente:
e Enlaforma clinica del tracto respiratorio, la tasa de letalidad es inferior al 5% (anteriormente,
el 30%).
e Enel brote ruso de la década de 1990, la tasa de mortalidad fue del 2-3%.

e El desarrollo de neuropatia: la tasa de mortalidad es del 16%.
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e Por lo general, la recuperacion de la miocarditis puede completarse, pero es posible que aun
exista la arritmia.

e El dafio al sistema nervioso generalmente permite que el paciente se recupere por completo.

e El prondstico para los nifios pequefios y los ancianos es malo.

e Las personas gque estan vacunadas tienen un mejor prondstico.

e El momento de la administracion de la antitoxina es fundamental para el curso y el prondstico
de la enfermedad (20).

Resultados

Seguin Angela Alvarez afirma que: Alemania, Francia y Letonia son los paises europeos con mayor
incidencia de difteria en los ltimos afios. Entre 1980 y 2007, la combinacion de toxoide diftérico,
tétanos y fragmentos descelularizados de células B aument6 la cobertura mundial en mas del 70% y
el nimero de casos de difteria disminuy6 en un 90%. Durante este periodo, los casos mundiales de
difteria aumentaron de 97,774 casos Reducido a 4.273 casos. Entre 1990 y 1998, se produjeron brotes
a gran escala en algunos paises de la Federacion de Rusia, con més de 157.000 casos y 5.000
defunciones. La mayoria de los paises industrializados siguieron teniendo casos esporadicos y brotes
limitados.

En paises con baja cobertura del PAI y tasas de vacunacion inferiores al 60-70%, especialmente en
Africa subsahariana y Asia, la difteria sigue siendo un problema importante de salud infantil, como
Pakistan, India o0 Madagascar y otros paises con tres dosis Alrededor del 60% de vacunas, por lo que
registran el mayor nimero de casos de difteria en el mundo. Entre los paises con altas tasas de
vacunacion, los paises con una tasa de cobertura de mas del 90% con tres dosis de vacunacién, como
Estados Unidos o Canada, tienen una tasa de incidencia de menos de 0,1 por 105 residentes, la tasa
de vacunacion esta por encima del 90% dentro del rango (21)

Segun los Autores J Calderal , M Carballol y J Martinez1 mencionan que: En Espafia, la difteria se
ha convertido en una enfermedad de notificacion obligatoria desde 1904, y la vacuna se ha incluido
en el primer calendario de vacunacion espafiol implantado en 1975. Desde entonces, la Unica
modificacion que se ha realizado en cuanto al calendario de vacunacion es en 2016, con el fin de para
alinearlo con las recomendaciones europeas, implantacion de 2 dosis de vacuna mas dosis de refuerzo

de la vacuna. Después de las 3 dosis iniciales de la serie de vacunas de toxoide diftérico, casi todos
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los lactantes tienen una concentracion de anticuerpos protectores del 95%, pero es necesaria una dosis
de refuerzo. Administrado para mantener la inmunidad protectora, porque el periodo de proteccion

después de la vacunacién inicial es de aproximadamente 10 afios (22).

Tabla 1: Muestra la prevalencia de la difteria en algunos paises de América latina (23)

Difteria
Afio Casos sospechosos Casos confirmados
Brasil 2017 42 5
Haiti 2014 410 75
Venezuela 2016 1.602 976

Analisis: En la tabla 1 se puede observar como existe una prevalencia de casos de difteria con mayor
indice en la ciudad de Venezuela.

Tabla 2: Factores de riesgo identificados de casos de difteria y cepas de Corynebacterium diphtheriae no toxigénicas
portadoras de toxinas, Reino Unido, 2009-2017 (n = 43

Grupo de riesgo NTTB y Coryn_ebacteritfm_ Corynebact_erium ulcerans
iphtheriae toxigénico toxigénico
Contacto con animales 0 0 15
Contacto de caso 0 1 0
Condicién de la piel subyacente 5 0 0
Viaje 0 14 0
Ninguno conocido 5 3 0

Analisis: En la tabla 2 se evidencia que el grupo de riesgo es de viaje para los casos con
Corynebacterium diphtheriae toxigenico y para Corynebacterium ulcerans toxigenico el grupo de

riesgo es aquellos que tienen contacto con animales.

Tabla 3: Porcentaje de individuos con respuesta de antigenos pertussis, un mes después de la vacunacion segin status serolégico pre-
vacuna. (25)
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Anélisis: El porcentaje de individuos con anti-PT es de 30 individuos, y con anti-FHA es de 59

individuos, y con anti-PRN es de 51.

Tabla 4: Estimaciones de precision y exactitud del ensayo MIA para DT y TT: Intraensayo (con el mismo lote de
microesferas y analista-1) y variacion entre ensayos (dia diferente, analista diferente y lote de microesferas diferente).

La precision representa la concordancia con el valor asignado en formatos tanto entre ensayos como intraensayos. (26)

Difteria Precision Presicion
— 5 — o —
Sueros de Potencia Variacion _VarlaC|on _ Yo De precision _ % De precision
panel . . intraensayo interensayo (% de interensayo (% de
. asignada | intraensayo (%
utilizados para . (% CV acuerdo con el valor | acuerdo con el valor
' en (Ul/ml) CV medio) - . .
el estudio medio) asignado) asignado)
28 13 6 15 100 85
2B 3 13 20 130 70
2C 1 0 0 100 100
2D 44 15 5 80 105

Discusion de los resultados

Es una enfermedad infecciosa causada por Bifidobacterium (Corynebacterium diphteriae), Se
caracteriza por inflamacién de la membrana, principalmente en el tracto respiratorio superior,
generalmente la faringe, que produce una Exotoxina, que es la causa de la necrosis de la mucosa, la
toxicidad del miocardio y del nervio periférico.

Los brotes recientes en Africa, Asia, Europa y América del Sur toman como ejemplo a los adultos.
En los paises donde aln prevalece, afecta principalmente a nifios en edad preescolar y escolar,
mientras que,

en la mayoria de los paises industrializados, la difteria ya no prevalece. Aun asi, es importante
mantener una alta cobertura de vacunacién para nifios y adultos

La vacuna del toxoide diftérico es una de las vacunas mas seguras disponibles en la actualidad. Hasta
el momento, no hay informes de reacciones alérgicas graves atribuibles a los toxoides. Sin embargo,
son frecuentes las reacciones locales en el lugar de la inyeccion, que se manifiestan como dolor,
hinchazdn y eritema, que tienden a agravarse al aumentar las dosis y en combinacién con el toxoide
tetdnico o tos ferina y reacciones horizontales. Incluyendo fiebre, malestar, dolor de cabeza y

somnolencia.
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La vacuna contra la difteria es una vacuna segura y eficaz, desde que se introdujo en el primer plan

de vacunacion en 1975, no se han realizado cambios para alinearlo con las recomendaciones europeas

a excepcion de los cambios realizados en 2016.

Referencias

1.

10.

11.

AMSE. Difteria. Epidemiologia y situacion mundial. [Online].; 2020 [cited 2021 Enero 5.
Available from: https://www.amse.es/informacion-epidemiologica/79-difteria-epidemiologia-
y-situacion-mundial.

MSP. ENFERMEDADES INMUNOPREVENIBLES. [Online].; 2019 [cited 2020 Enero 5.
Available from: https://www.salud.gob.ec/wp-content/uploads/2019/11/INMUNO-SE-43.pdf.
Ministerio de Salud Publica (MSP). DIFTERIA. .

Aeped. DIFTERIA. [Online].; 2018 [cited 2020 Enero 25. Available from:
https://www.aeped.es/sites/default/files/documentos/difteria_tetanos_tosferina.pdf.

OMS. control de la difteria. [Online].; 2017 [cited 2020 Enero 5. Available from:
https://www.paho.org/spanish/ad/fch/im/GuiaPractica_Pentavalente.pdf.

AEP. DIFTERIA. [Online].; 2018 [cited 2020 Enero 5. Available from:
https://vacunasaep.org/profesionales/enfermedades/difteria.

SES. Protocolo de vigilancia epidemioldgica de Difteria. [Online].; 2016 [cited 2020 Enero 5.
Available from:
https://www.areasaludbadajoz.com/SALUD_PUBLICA/EPIDEMIOLOG%C3%8DA/protoc
olo_difteria_2016_extremadura-2.pdf.

SVEA. PROTOCOLO DE VIGILANCIA'Y ALERTA DE DIFTERIA. [Online].; 2012 [cited
2020 Enero 5. Available from:
https://www.juntadeandalucia.es/export/drupaljda/salud_5af95879cc545 pr_difterial2.pdf.
Scielo. Difteria. Una Amenaza ActuaL. [Online].; 2016 [cited 2020 Enero 5. Available from:
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0075-52222016000200001.

Alvarez. DE. Empirico - Diagnostico Molecular Difteria. [Online].; 2015 [cited 2021 01 08.
Available from: https://www.empireo.es/como-se-diagnostica-la-difteria/.

Luis Carlos Torres Castillo NCRCM. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LA MEDICINA
INTERNA EN VENEZUELA. 2016; 32 (4)(300).

1465 Vol. 7, nim. 2, Abril-Junio 2021, pp. 1446-1466

Allison Arlette Ramos Villegas, Jesus Alberto Rivera Tigua, Patricia Solange Salazar Nieto, Dennys Henry Rodriguez
Parrales



Dom. Cien., ISSN: 2477-8818 —
Vol. 7, nim. 2, Abril-Junio 2021, pp. 1446-1466 -
£ =

A TIURL AN

Sensibilidad y especificidad del cultivo y prueba de toxicidad en la difteria

12.
13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.
20.

21.

22.

23.

24.

Crespo Ortiz MdP. El diagndstico viral por el laboratorio. 2015; 31(2).

S. JM. Control microbiolégico de antibioticos. Curvas standard, determinacion de potencia y
preparacion de discos para pruebas de sensibilidad. 2014; 12(1).

J Caldera MC. Difteria: Experiencia en el servicio de enfermedades infecciosas del Hospital
Universitario de Caracas. Revista Bolivariana Venez Infectologia. 2019 Junio; XXX(1).
Cecilia Tapia CSTV. Corynebacterium diphtheriae no toxigénico. Scielo. 2018 abril;
XXXV(2).

Luis Carlos Torres Castilo NCRCMLJB. Difteria: Aspectos microbiologicos. Medicina
Interna Caracas. 2016; XXXI11(4).

Diego CA. Difteria. Scielo. 2010; I.

Universidad Peruana Cayetano Heredia. [Online].; Dr. Herminio R. Herndndez D [cited 2021
03 08. Available from:
http://www.dge.gob.pe/portal/docs/tools/sarampion/2018/presentacion/3.DifteriaHerminio.pd
f.

Larry M. Bush, T. Perez. DIFTERIA. MANUAL MSD. 2019 Julio .

Herminio D, D H. DIFTERIA. [Online].; 2018 [cited 2021 Marzo 6. Available from:
http://www.dge.gob.pe/portal/docs/tools/sarampion/2018/presentacion/3.DifteriaHerminio.pd
f.

Alvarez A. VACUNAS DE LA VARICELA Y LA DIFTERIA. [Online].; 2018 [cited 2020
Marzo 06. Available from:
http://147.96.70.122/Web/TFG/TFG/Memoria/ANGELA%20ESTHER%20ALVAREZ%20L
OPEZ.pdf.

Caldera J, Carballo M, Martinez J. Difteria: Experiencia en el servicio de enfermedades.
[Online].; 2017 [cited 2020 Marzo 6. Available from:
https://docs.bvsalud.org/biblioref/2019/07/1007550/06-caldera-j-29-34.pdf.

Ministerio de Salud Publica. [Online]. [cited 2021 03 08. Available from:
https://www.salud.gob.ec/difteria/.

NCBI. [Online]. [cited 2021 03 08. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7096772/.

1466 Vol. 7, nim. 2, Abril-Junio 2021, pp. 1446-1466

Allison Arlette Ramos Villegas, Jesus Alberto Rivera Tigua, Patricia Solange Salazar Nieto, Dennys Henry Rodriguez
Parrales



Dom. Cien., ISSN: 2477-8818 —
Vol. 7, nim. 2, Abril-Junio 2021, pp. 1446-1466 -

A TIURL AN

Sensibilidad y especificidad del cultivo y prueba de toxicidad en la difteria

25. Katia Abarca V FVRMPS. Inmunogenicidad y reactogenicidad de ditferia. Revista medica de
Chile. 2012 Mayo; CXXXX(5).

26. Gairola  LedaaepdsKKPMGSTPKAKGAGHRYSUSS. Desarrollo 'y validacion de
inmunoensayo de pentaplex con perlas magnéticas para la cuantificacion simultanea de
anticuerpos 1gG en suero murino frente a antigenos acelulares de tos ferina, difteria y tétanos
utilizados en vacunas combinadas. Elsevier. 2019 Abril; CLVIII.

27. Clarin Cultura. Qué es el método inductivo: significado, pasos y ejemplos. 2020 Octubre - 24.

28. Metodologias de investigacion y comunicacion acade. EI método biografico. Universitat de
Valéncia - Estudi General (UVEG). 2017.

29. UNAM. El método estadistico. Universidad Nacional Autonoma de México. 2019.

©2020 por los autores. Este articulo es de acceso abierto y distribuido segun los términos y condiciones de la licencia Creative Commons Atribucion-
NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional (CC BY-NC-SA 4.0)

(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/).

1467 Vol. 7, nim. 2, Abril-Junio 2021, pp. 1446-1466
Allison Arlette Ramos Villegas, Jesus Alberto Rivera Tigua, Patricia Solange Salazar Nieto, Dennys Henry Rodriguez
Parrales



