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Resumen. Se estudiaron 150 cepas de Corynebacterium diphtheriae 
obtenidas de pacientes con clínica de difteria y de portadores sanos. De las 
mismas 136 (90,67%) pertenecían al biotipo mitis. 12 (8.00%) Y 20.33%) a 
los biotipos gravis e intermedius respectivamente. Se determinó la 
toxigenicidad por los métodos tradicIonales in vivo empleando conejos 
machos blancos e in vitro por la metodología de inmunodifusIón en placas 
conteniendo medio de K.L. virulencia. De las 136 cepas del biotipo mitis. 130 
(95,58%) demostraron toxigenicidad positiva por ambos métodos: 11 
(91,66%) del biotipo gravIs y las 2 (100%) del biotipo intermedius igualmente 
dieron toxigenicidad por los dos métodos empleados. Se determinó también 
citotoxigenicidad en cultivos celulares de fibroblastos de embrión de pollo, 
los resultados obtenidos con esta metodolo~a dieron citotoxicidad positiva 
en 132 (97,05%) de las cepas agrupadas en el biotipo mitis, las 12 (lOOOA¡) 
del biotipo gravis y las 2 (l00%) del biotipo intermedius. Estos resultados 
indicaron que la citotoxicidad parece ser un método más sensible para la 
detección de la producción de exotoxina diftérica. 
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para observar el efecto citopatogéni­
co de la exotoxina diftérica, sobre

INTRODUCCION 
cultivos celulare~ de riñón de mono 

Los primeros estudios realiza­ y de conejos, demostraron a las 72 
dos por Schubert y col. (31) en 1968, horas un resultado positivo a la ac­



6 Terue! y Col. 

ción de la toxina bacteriana. Esto 
sirvió para orientar las investigacio­
nes de toxinas bacterianas emplean­
do cultivos celulares, por lo que en 
1973 Laird Y col (19) continuaron con 
otra linea celular. HeLa, el estudio de 
la toxina diftérica empleando agar en 
el medio y observando la fonnación 
de placas en el cultivo. Luego en 1976 
Moehertn y col. (29) utilizaron dos 
lineas celulares de origen humano y 
de otras especies de mamíferos a fin 
de comparar la sensibilidad y resis­
tencia a la toxina (3). Los estudios 
demostraron que con el uso de agar 
sobre el cultivo celular se podian ob­
tener resultados con mayor rapidez y 
sensibilidad que las pruebas tradi­
cionales de toxigenicidad in vivo, em­
pleando cobayos o conejos y la de 
inmunodifusión en placas de K.L.-vi­
rulencia. 

En nuestra región la identifica­
ción por laboratorio de la producción 
de exotoxina por el Corynebacterium 
diphtheriae. se realiza por inmunodi­
fusión en placas de K.L.-virulencia, y 
en conejos, para observar in vivo el 
efecto de la exotoxina. obteniéndose 
resultados en un tiempo relativa­
mente largo, 7 dias (6-11, 15, 18). 

El costo y mantenimiento de es­
tas pruebas supera a aquellas que 
pueda originar la determinación de la 
toxina en cultivos celulares; por lo 
que se requiere un estudio de mues­
tras obtenidas en la región con el 
propósito de establecer el uso de cul­
tivos celulares como herramientas de 
diagnóstico de mayor rapidez y sen­
sibilidad, así como de menor costo. 

En el Zulla, región fronteriza, 
existe un elevado número de aisla­
mientos de C. diphtheriae de mues­
tras tomadas a pacientes que acuden 

por emergencia a los diferentes hos­
pitales de la ciudad que requieren un 
diagnóstico e identificación precisa 
entre especies toxigénicas y no toxi­
génicas (20-28). La idenUficación 
también es necesaria para determi­
nar la prevalencia de portadores sa­
nos que vayan a diseminar el gérmen 
en la población susceptjble (9). 

Por lo tanto el objetivo de este 
trabajo fue realizar un estudio en 
cepas aisladas de pacientes con clí­
nica de faringoamigdalítis, con fiebre 
alta y riesgo de toxemia puesto que 
la difusión de la toxina con daño a 
corazón, glándulas suprarrenales, 
hígado, bazo o cerebro son de gran 
importancia, revistiendo estas se­
cuelas mayor dramatismo por ser 
una enfermedad de gran prevalencia 
en niños. Asi, con esta metodología, 
se podría identificar con mayor rapi­
dez (4 dias), si el C. diphtherteae 
aislado es poseedor o no de la exoto­
xina y reportarla al médico tratante 
para un mejor seguimiento del fun­
cionamiento de los órganos del pa­
ciente, que pudiesen haber sido 
afectados (6-11, 33). 

En base a lo expuesto, se supo­
ne que en otras células debería pro­
ducirse un efecto similar. Como exis­
ten estudios realizados utilizando fi­
broblastos de embrión de pollo. y por 
ser éste de fácil obtención en nuestro 
medio, se debe investigar con este 
tipo de células. para ver su suscepti­
bilidad a la exotoxina diftérica. 

Puede ser también de gran uti­
lidad el uso de fibroblastos de em­
brión de pollo en la determinación de 
citotoxicidad en otras especies bacte­
rianas diferentes al C. diphtheriae (1. 
4,5,12,14,16,17,33). 
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MATERIAL Y METODOS 

Muestras 
Se tomaron muestras de exuda­

do faríngeo a pacientes que acudie­
ron a consulta con clínIca compatible 
de difteria. durante los meses de 
Enero de 1987 hasta Diciembre 
1987. para la investigación de C. 
diphtheriae. 

Para el despistaje de los porta­
dores sanos se obtuvieron las si­
guientes muestras: 

l. Familiares y relacionados con 
el paciente. 

2. Personas que acudieron a los 
Laooratorios de Bacteriología con el 
fin de obtener permiso, de acuerdo 
con su campo de trabajo (Educado­
res, Expendedores y Distribuídores 
de Alimentos y Personal que labora a 
todos los niveles en el campo de la 
salud). 

Aislamiento e identificación 
de biotipos: La muestra de exudado 
nasofaríngeo fue inoculada inmedia­
tamente en medio de Loefiler e incu­
bada a 37 ° C durante seis a diecio­
cho horas. Transcurtido este tiempo 
del crecimiento en el medio, se prac­
ticaron extendidos para coloración 
de Gram y de Azul de MetllenQ de 
Loeffler. Si -la morfología y afinidad 
tlntorial era representativa del Géne­
ro Corynebacterium. se procedia a la 
identificación de los biotipos de C. 
diphtheriae de acuerdo a la metodo­
logía descrlta por Cárdenas y col. 
(7-10). 

Toxtgenlcidad: Se determinó la 
toxigenicidad de las cepas in vitro e 
in vivo. Para detectar la producción 

de toxlnas in vitro se utilizó la meto­
dología de inmunodifusión original­
mente descrita por Eleck (15) con la 
modificación de Hermanny col. (18). 
El método empleado fue K.L.-vtrulen­
cia con el enriquecimiento K.L. incor­
porado. Una tira de papel filtro con­
teniendo 500 U de antitoxinas difté­
ricas se sumergíó en el seno del agar 
en el momento de su preparación. La 
placa. después de solidificado el agar. 
fue secada colocándola con la tapa 
abierta a 37°C. utilizándose inmedia­
tamente. Para la inoculación de la 
placa se empleó un cultivo puro de 
24 horas en caldo soya tripticasa 
(C.S.T.) y la siembra se realizó me­
diante trazado perpendicular a la tira 
con antitoxina. Un máximo de cuatro 
cepas fueron estudiadas con una 
misma placa. Se inéluyó un control 
positivo (cepa tmdgénica de C. dipht­
heriae A-102) obtenida dellnstituto 
Pasteur de Paris y un control negati­
vo (cepa no toxigénica). 

Para la prueba in vivo. se em­
plearon conejos blancos, siguiéndose 
la metodología descrita por Hermann 
y col. (18) con ligeras variantes. Se 
preparó el conejo afeitándole el pelo 
de la espalda lo más corto posible. Se 
marcaron cuadrantes en la región 
afeitada. los cuales fueron utilizados 
para inocular las muestras respecti­
vas. El material inoculado se tomó de 
una suspensión bacteriana pura y se 
inyectaron 0.1 mI porvia intradérmi­
,ca en el dorso previamente rasurado 
del animal. Se dejó transcurrir cua­
tro a seis horas para inyectar 500 U. 
de antitoxinas diftéricas por via en­
dovenosa (vena marginal de la oreja); 
inmediatamente, en el cuadrante 
opuesto al utilizado anteriormente. 
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se inyectó intradérmicamente 0.2 mI. 
del cultivo ya empleado. 

Citotoxicidad: Para la determi­
nación del efecto citopatogénico de 
las cepas de C. diphtheriae, se utili­
zaron cultivos celulares de fibroblas­
tos de embrión de pollo de ocho a 
nueve días de edad, siguiendo la me­
todología de Schmtdt (30). La con­
centración celular se ajustó a 1 x 106 

células/mi y se distrtbuyó en frascos 
plásticos (Corning) de 25 cm 2 • Al es­
tar la monocapa celular confluente 
en un 85 a 90%. se lavó con solución 
salina fosfatada (S.S.F.). y se añadió 
el agar disuelto en el medio de cultivo 
con o sin antitoxina diftérica. sobre 
la monocapa celular, inoculando 
hasta 4 cepas en una misma botella. 
utilizando asa de platino (19). Se in­
cubó durante 16 a 24 horas a 37°C. 
Transcurrido ese tiempo se añadie­
ron 5 mi de formalina y se procedió 
a colorear por un minuto con 1% 
cristal violeta en 20% de etanol para 
realizar el contaje de placas (2). 

RESULTADOS 

En la Tabla 1 se puede apreciar 
el número de cepas estudiadas y su 
clasificación en biotipos. De las 150 
cepas. 136 (90,67%) pertenecen al 
biotipo mitis, 12 (8.0()<JA,) se ubican 

dentro del biotipo gravis y 2 (1.33%) 
en el biotipo intermedius, siendo cla­
sificado de acuerdo a sus caracterís­
ticas tanto de morfología celular, 
morfología colonial, hemólisis en 
agar sangre humana (A.S.H.). como 
estudios bioquímicos: fermentación 
de carbohidratos (glucosa. maltosa, 
suerosa. almidón, glucogeno y dex­
trina);hidrólisis de la úrea, reducción 
de los nitratos; motilidad. produc­
ción de catalasa y formación de pelí­
cula de caldo soya trtptiCása (C.S.T.). 

En la Tabla n pueden observar­
se los resultados obtenidos con am­
bas pruebas. La toxigenicidad in vi­
tro empleando el medio de K.L.-viru­
lencia e in vivo utilizando conejos 
machos blancos, permitió demostrar 
la exotoxina en 130 cepas (95.58%) 
del biotipo mitis, en 11 cepas 
(91,66%) del biotipo gravis y en las 2 
cepas (100%) del biotipo interme­
dius. 

El efecto citopatogénico de la 
exotoxina diftérica de las cepas en 
estudio, produjo una destrucción 
parcial o total de la monocapa de 
fibroblastos de embrión de pollo en 
un área aproximada de 0.5 a 1 cm de 
diámetro en el sitio de la inoculación 
del C. diphtheriae; dichas placas 
eran únicas para cada cepa de C. 
diphtheriae investigada que presen­
tara la exotoxina. 

TABLAI 
ClASIFICACION DE BIanros DE CORYNEBACTERIUM DIPH1HERIAE 

Blanro No. DE CEPAS 

Mitis 136 90,67 
Gravis 12 8,00 
Intermedius 2 1 

TorAL 150 100,00 
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TABLAII 
COMPARACION DE LA TOXIGENlCIDAD IN VIVO E IN VITRO y 


CITOTOXICIDAD EN CULTIVOS CELULARES DE FIBROBLASTOS DE 

EMBRION DE POLW DE CORYNEBAC1ERIUM DlPH1HERlAE 


Biotipo No. de cepas Toxigenicidad 
In vivo In vitro 

Citoto:xÍcidad 

Mitis 
Gravis 
Intermedius 

136 
12 

2 

130 (95,58%) 
11 (91,66%) 
2 (lOO,QO;ú) 

130 (95,58%) 
11 (91,66%) 

2 (lOO.QO;ú) 

132 (97.050/0) 
12 (100,00%) 

2 (100.00%) 

De las 136 cepas del biotipo mi­
tis. 132 (97.05%) dieron positividad 
en los cultivos celulares de fibroblas­
tos de embrión de pollo. igualmente 
las 12 (100%) del biotipo gravis y las 
2 (100%) pertenecientes al bioUpo 
intermedius resultaron también po­
sitivas en la investigación de la cito­
toxicidad en los cultivos celulares de 
HbroblastoE de embrión de pollo. 

En las botellas en las cuales se 
colocó antitoxina dillérica como con­
trol. no se observó ninguna manifes­
tación del efecto cilopatogénico en los 
sitios donde se inocularon las cepas 
de C. diphtheriae. 

Las 4 (2.94%) cepas de C. dipht­
heriae pertenecientes al biotipo mi­
tis. no productoras de exotoxina dif­
térica. dieron un resultado igual al 
obtenido en las botellas donde se 
utilizó antitoxina diftérica como con­
trol. 

A las cepas que resultaron no 
toxigénicas ~'()n los métodos in vivo e 
in vitro. y presentaron efecto citopa­
to~énico. se les evaluó nuevamente el 
efecto citopatogénko con un resulta­
do igual al anteriormente obtenido. 

DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el 
presente trabajo en lo referente a la 
identificación bacteriológica de las 
cepas de los diferentes biotipos de C. 
diphteriae concuerdan con otros re­
all7.ados en nuestro medio. mante­
niéndose el predominio del biotipo 
miOs en elevado porcentaje 
(90.67%1. seguido por porcentajes 
mucho menores de los biotipos gravis 
(8.99%) e intermedius (1.33%) (7-10). 

La detección de la toxigenicidad 
de las mismas por los métodos in vivo 
e in vitro. dieron una concordancia 
altamente saUsfactoria. dado el he­
cho que aquellas que presenta.ban 
toxigenicidad posiUva por los méto­
dos internacionalmente usados de 
rutina para tal fm, presentan tam­
bién citotoxicidad positiva en los cul­
tivos celulares de tibroblastos de 
embrión de pollo en una correlación 
del 100%. 

De las 136 cepas pertenecientes 
al biotipo mitis. 6 que fallaron en 
mostrar toxigenlcidad in vivo e in 
vitro. 2 de las mismas fueron exitosas 
en producir citotoxicidad: lo mismo 
se observó con una cepa del biotipo 
gravis de las 12 aisladas. la cual falló 
en producir toxigenicidad in vivo e in 
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vitro. pero demostró citotoxicidad en 
los cultivos celulares de fibroblastos 
de embrión de pollo. 

la evidenda antertonnente ex­
presada lleva a pensar que la demos­
tración de citotoxiddad es un método 
mas sensible para la de detección de 
la producción de la exoloxina diftérica. 

Interesante es el hecho que los 
resultados logrados con el empleo de 
cultivos celulares de fibroblastos de 
embrión de pollo. fueron simUares a 
los obtenidos por otros autores (19. 
29, 31). con el uso de otras líneas 
celulares. Otro aporte positivo del 
mismo es el abrtr un camino con el 
uso de cultivos celulares de fibro­
blastos de embrión de pollo en la 
detección de la citotoxicidad como 
herramienta de diagnóstico en otras 
especies bacterianas, por ejemplo 
para diferentes miembros de la fami­
tia Enterobacteriaceae y Vibriona­
ceae. 

ABSTRACT 

Cytopathogenic effect of 
diphtheriae exotoxin in chicken 
embryo fibroblast culture. Teruel­
Lópe-¿, E. (Instituto de Investigacio­
nes Clínicas, Facultad de Medicina, 
Universidad del Zulía. Apartado 
1151, Maracaibo. Venezuela), Cárde­
nas R.. Avila L., Ramos B. lnvest Clín 
33(1): .5 - 12. 1992. 

One hunmed fifty strains of 
Corynebacterium diphtheriae were 
studied from paUents wit11 symp­
toms of diptheria and t'rom healtJlY 
persons. 136 strains (90.67%1 be­
longed to lile miUs biolype, 12 (8.0%) 
and 2 (1.33%) lo gravis and inter­
medius biotypes respectlvely. Toxige·· 
nicity was detennined by traditional 

in vivo methods with rabbits and 
plaque immunodiffusion in KL-viru­
lence medium. From the 136 mitis 
biotype strains studied. 130 
(95.58%) showed positive toxigenic­
ity by both methods and 11 strains 
(91,66%) grom gravis biotype and 2 
(100%) of intermedius biotype gave 
same results. Tbe cellular cytotoxic­
ity ofthe diphtheriae toxin was tested 
on culture of chicken embryo fibro­
blast and were positive in 132 
(97.05%) strains ofmitis biotype. and 
in all strains of gravis and inter­
medius biotypes. These results sug­
gest thal the cytotoxicity test seems 
to be a more sensitive method for 
detecting diphtheriae toxin produc­
tion. 
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