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Resumen

Introducción: Clostridioides difficile es el principal causante de diarrea de origen nosocomial y asociada al uso de antibióticos 
a nivel mundial; sus principales factores de virulencia son las toxinas A y B (TcdA y TcdB). En los últimos años se ha 
dado el surgimiento de cepas con virulencia incrementada y responsables de brotes epidémicos caracterizadas dentro 
del genotipo NAP1/RT027. Estas cepas exhiben una mayor secreción de toxinas y presentan altos niveles de resistencia 
a fluoroquinolonas. El primer informe de brotes epidémicos por estas cepas en América Latina, fue hecho en Costa 
Rica, donde también se describió un genotipo autóctono clasificado como NAPCR1/RT019, que presentó una virulencia 
incrementada pero sin sobresecreción de toxinas.  

Métodos: se obtuvo lisados celulares de aislamientos clínicos de los genotipos NAP1/RT027, NAPCR1/RT019 y NAP4/
RT014 para la detección de TcdA y TcdB intracelular por medio de Western Blot. Además, se realizó un ensayo de 
citotoxicidad en cultivo celular para evaluar el nivel y la actividad biológica de la TcdB detectada en los lisados. Lo 
anterior en diferentes tiempos del crecimiento in vitro de las bacterias.  

Resultados: en los lisados celulares se detectó TcdA en todos los genotipos estudiados y TcdB solamente en NAP1/
RT027. La mayor señal detectada para ambas toxinas fue en la cepa NAP1/RT027 a las 24 y 48 horas de crecimiento.  
En cultivo celular predominó una mayor actividad citotóxica de TcdB producida por NAP1/RT027, seguida por el 
genotipo NAPCR1/RT019 y una actividad menor en NAP4/RT014. 

Conclusiones: La detección de una mayor cantidad y actividad de toxinas a nivel intracelular en la cepa epidémica NAP1/
RT027 se correlaciona con reportes anteriores sobre hiperproducción de toxinas por este genotipo. Se comprueba que 
una cepa con virulencia incrementada como NAPCR1/RT019 no sobreproduce toxinas, lo cual también concuerda 
con reportes de la detección de toxinas a nivel extracelular. Este estudio presenta información importante acerca 
de metodologías que permiten la detección de toxinas en lisados de C. difficile y contribuye a la discusión sobre las 
diferencias en la producción de toxinas según los genotipos de este patógeno. 
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Abstract

Introduction: Clostridioides difficile is the world’s 
leading cause of hospital-acquired diarrhea due to 
antibiotic use, with toxins A and B (TcdA and TcdB) 
as the main virulence factors. In recent years, there 
has been an emergence of strains with increased 
virulence, characterized as genotype NAP1/RT027, 
which are responsible for epidemic outbreaks. 
These strains exhibit a higher toxin secretion and 
high fluoroquinolone resistance. The first report 
of epidemic outbreaks due to these strains in Latin 
America was described in Costa Rica, where an 
autochthonous genotype was also described and 
classified as NAPCR1/RT019. This genotype showed 
increased virulence but no toxin oversecretion. 

Methods: Cell lysates from clinical isolates of NAP1/
RT027, NAPCR1/RT019, and NAP4/RT014 genotypes 
were obtained and intracellular TcdA and TcdB were 
detected by Western Blot (WB). In addition, a cell 
culture cytotoxicity assay was performed to evaluate 
the level and biological activity of TcdB in those 
lysates. This was performed at different times on the 
in vitro bacterial growth.

Results: TcdA was detected in the cell lysates of 
all study genotypes and TcdB was detected only in 
NAP1/RT027 by WB. The highest TcdA and TcdB 
signal was detected in NAP1/RT027 at 24 and 48 
hours of growth. On cell culture, the predominant 
cytotoxic activity was due to TcdB produced by 
NAP1/RT027, followed by NAPCR1/RT019 and a 
lower activity in NAP4/RT014. 

Conclusions: The detection of a higher amount and 
activity of intracellular toxins in the epidemic strain 
NAP1/RT027 correlates with previous reports 
of toxin overproduction by this genotype. It was 
proved that a strain with increased virulence, such as 
NAPCR1/RT019 does not overproduce toxins. This 
also correlates with reports of extracellular toxin 
detection. This study presents important information 
about methodologies for toxin detection on C. 
difficile lysates and contributes to the discussion on 
the differences in toxin production according to this 
pathogen’s genotypes.

Keywords: Clostridioides difficile, toxins, intracellular, 
NAP1/RT027.

Introducción

Clostridiodes difficile es la principal causa de diarrea aso-
ciada a la atención en salud en adultos; las infecciones 
por esta bacteria pueden presentarse en un espectro 
desde asintomático, diarrea y hasta una colitis pseudo-
membranosa fulminante, asociados al consumo de an-
tibióticos. Pueden presentarse complicaciones, como 
megacolon tóxico y perforación intestinal.1 La mayo-
ría de los aislamientos de C. difficile producen una o 
dos toxinas, TcdA y TcdB, las cuales son consideradas 
los principales factores de virulencia. Estas toxinas 
entran en las células epiteliales intestinales y glicosilan 
varias familias de GTPasas monoméricas, lo que con-
duce a la despolimerización de la actina con la pérdida 
de la arquitectura celular, destrucción de las vellosida-
des y una respuesta inflamatoria de la mucosa.2 Los 
genes que codifican las toxinas A y B (tcdA y tcdB) se 
encuentran en un locus de patogenicidad (PaLoc), que 
también incluye los genes tcdR (un factor sigma que 
regula positivamente la transcripción de los genes de 
las toxinas), tcdE (posiblemente codifica para una ho-
lina) y tcdC (regulador negativo potencial de la expre-
sión de tcdA y tcdB).3 Algunos estudios han informado 
que las deleciones en tcdC favorecen la hipersecreción 
de TcdA y TcdB, sin embargo aún es controversial de-
bido a trabajos que afirman lo contrario.4,5 Algunas 
otras cepas de C. difficile  producen una tercera toxina, 
conocida como toxina binaria (CDT), que está en otro 
locus llamado CdtLoc.6

En los últimos años se ha reportado un aumento 
en la incidencia y severidad de casos de infección por 
C. difficile (ICD) en la comunidad y casos en perso-
nas antes consideradas fuera de riesgo.7 Además, se 
ha dado la aparición de cepas más virulentas y epidé-
micas; la principal ha sido caracterizada como PFGE 
tipo NAP1 (North - American pulsotype 1) o riboti-
po PCR 027 (genotipo NAP1/RT027).8,9 Estas cepas 
han sido aisladas desde el 2003 en brotes alrededor 
el mundo.10,11  Además, el primer informe de brotes 
epidémicos por esta cepa en América Latina fue en 
Costa Rica.12  Las cepas del genotipo NAP1/RT027 
secretan TcdA, TcdB y CDT; además, presentan una 
mutación de 18 pb en tcdC, que se ha asociado con la 
hipersecreción de toxinas y explica en parte la virulen-
cia incrementada de este genotipo epidémico.13
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Durante el primer brote reportado en América 
Latina, también se logró identificar un genotipo nue-
vo que fue aislado con similar frecuencia que NAP1/
RT027, el cual fue clasificado como NAPCR1/RT019.14 
Este genotipo autóctono compartió varias caracterís-
ticas con las cepas epidémicas NAP1/RT027, tales 
como: altas tasas de recurrencia y mortalidad,  resis-
tencia a diferentes antibióticos  (principalmente a las 
fluoroquinolonas), la misma deleción en el gen regula-
dor tcdC y mutaciones en el gen gyrA. Sin embargo, no 
presentaba una sobresecreción de toxinas.14 

El conocimiento de los mecanismos involucrados 
en la secreción de las toxinas de C. difficile al exterior es 
poco conocido, por lo que se ha sugerido que diferen-
tes isoformas de la proteína TcdE están involucradas 
en la secreción de toxinas de C. difficile.15 Adicional-
mente, existe un conocimiento limitado del estado de 
las toxinas a nivel intracelular antes de ser secretadas 
por cepas bacterianas relacionadas con brotes epidé-
micos. En el presente trabajo se compara la presencia 
y la actividad de TcdA y TcdB a nivel intracelular de 
tres genotipos (dos de los cuales están involucrados 
en brotes epidémicos), con el objetivo de aportar al 
conocimiento de los mecanismos de producción y se-
creción de toxinas para un mejor entendimiento de su 
patogénesis. 

Materiales y métodos

Descripción De las cepas Del estuDio

Se utilizaron tres aislamientos clínicos pertenecien-
tes a los genotipos NAP1/RT027, NAPCR1/RT019 y 
NAP4/RT014 de C. difficile y una cepa de referencia 
no toxigénica (ATCC® 700057). Los dos primeros 
fueron los responsables de un brote epidémico a nivel 
hospitalario en Costa Rica. El primero es conocido 
históricamente como hipervirulento, el segundo au-
tóctono y el último es un genotipo que se aísla fre-
cuentemente.14 

Detección De toxinas en los lisaDos celulares

Las bacterias fueron inoculadas en agar Brucella (BD 
BBL®) con 5% de sangre lisada de caballo (Oxoid®) y 
vitamina K (Sigma®) y se incubaron 24 horas, a 37°C, 
en cámara de anaerobiosis (90% N2, 5% CO2 y 5% 

H2, Bactron II ShellLab®). Cuatro colonias fueron in-
troducidas en caldo TYT (3% tripticasa peptona (BD 
BBL®)), 2% de extracto de levadura y 0,1% tioglicola-
to de sodio [(Sigma®), pH 7.2] para realizar los recuen-
tos de bacterias viables a través del tiempo, incubando 
en las mismas condiciones de anaerobiosis. A partir 
de este medio se tomó 1 mL del cultivo de cada bac-
teria en los siguientes tiempos: 0, 4, 8, 24 y 48 horas 
para la obtención de los lisados y posterior detección 
de las toxinas.

Las alícuotas obtenidas en cada punto de la curva 
de crecimiento se centrifugaron por 15 min a 22.000 g 
a 4 °C, eliminando los sobrenadantes. Los sedimentos 
celulares remanentes se lavaron en PBS 1X y se 
concentraron en buffer de lisis 2X (Tris-HCl 100 mM 
a pH 6.8, 2% SDS, 23% de glicerol) y después de 1 h 
se calentaron a 100 °C para promover la lisis celular. 
Finalmente, fueron centrifugados para sedimentar los 
restos celulares y esta vez extraer los sobrenadantes 
obtenidos, los cuales fueron utilizados para la detec-
ción de las toxinas A y B. 

Se efectúo la cuantificación de proteínas totales 
de los lisados mediante el ensayo DC™ Protein As-
say (BioRad®). Luego, a 20 µg de proteínas totales se 
agregó buffer de carga (Tris-HCl 0.1 M pH 6.8, 10% 
SDS, 87% glicerol, 10% β-mercaptoetanol, 2% azul 
de bromofenol) y así separar las proteínas de los li-
sados por medio de un SDS-PAGE reductor al 7.5% 
de poliacrilamida. Finalmente, se realizó la electro-
transferencia a membranas de PVDF para la detec-
ción de las toxinas A y B en los lisados citoplasmáticos 
mediante Western Blot. Las toxinas se detectaron con 
los anticuerpos monoclonales anti-TcdA (TTC8, tgc-
BIOMICS®) y anti-TcdB (2CV, tgcBIOMICS®), res-
pectivamente. Luego se incubaron con el anticuerpo 
secundario anti-IgG de ratón hecho en cabra y conju-
gado con peroxidasa (Invitrogen®). Después se reveló 
con el kit Lumi-LightPLUS (Roche®) y se fotodocumen-
tó con el ChemiDoc XRS (BioRad®). Como contro-
les se emplearon los lisados bacterianos de la cepa no 
toxigénica de C. difficile (ATCC® 700057).

Determinación De la activiDaD De tcDB por ensayos De 
citotoxiciDaD

Para obtener los lisados bacterianos de C. difficile para 
inocular en el cultivo celular, se centrifugaron alícuo-
tas del cultivo bacteriano en medio TYT incubadas 
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por 24 horas; estas se centrifugaron a 15.000 g por 40 
minutos a 4 °C, y se descartó el sobrenadante. Poste-
riormente, los sedimentos se lavaron 6 veces con PBS 
1X y por último se resuspendieron en PBS 1X con 
inhibidores de proteasas cOmplete Mini EDTA-free 
(Roche®) al 0.1% (aprotinina 0.03 μM, AEBSF 0.2 
mM, E-64 1.4 μM, leupeptina 0.1 μM, PMSF).  Las 
muestras de cada cepa fueron lisadas en frío mediante 
sonicación con un protocolo de 1 ciclo de 1 minuto, 
seguido de 7 ciclos de 30 segundos a una amplitud de 
50% (Misonix®). Posteriormente, estos lisados fueron 
centrifugados y los sobrenadantes utilizados para el 
análisis en cultivo celular.  

Los lisados obtenidos de cada cepa fueron ino-
culados en diluciones seriadas en las monocapas de 
cultivo de células HeLa, las cuales se mantuvieron en 
medio DMEM con 5% de suero fetal bovino (Sig-
ma®). Las células fueron monitoreadas para iden-
tificar la aparición del efecto citopático (el cual se 
caracteriza porque la celula toma una forma redon-
da), mediante microscopía óptica.16 A las 24 horas de 
incubación, se determinó el nivel de citotoxicidad de 
cada lisado y se expresó como el inverso de la dilu-
ción en donde los lisados causaban el 50% del efecto 
citopático en la monocapa (CPE50%). Como control 
se utilizó el lisado de una cepa no toxigénica de C. 
difficile (ATCC® 700057), el PBS en el que estaban 
resuspendidas las bacterias antes de ser lisadas y la 
proteína TcdB pura (TechLab®). Además, se realiza-
ron ensayos de neutralización en cultivo celular con 
un anticuerpo monoclonal anti-TcdB (TechLab®), 
para determinar que el efecto citopático observado 
fuera producido por esta toxina.17

análisis estaDístico

Para el análisis de los resultados se emplearon los 
programas SPSS statistics versión 25, para lo cual se 
aplicó una prueba de Kolmogorov-Smirnov para de-
terminar la hipótesis de normalidad y las pruebas de 
Kruskall-Wallis y U de Mann Whitney para la compa-
ración de los resultados. Las diferencias fueron con-
sideradas significativas con un valor p menor a 0,05.

Resultados

tcDa y tcDB se Detectaron a nivel intracelular y en 
mayor cantiDaD en el genotipo nap1/rt027
Las toxinas TcdA y TcdB se detectaron en los dis-
tintos tiempos de la curva de crecimiento a partir de 
los lisados de los genotipos estudiados. A las 24 horas 
de crecimiento fue posible detectar bandas proteicas 
correspondientes a TcdA únicamente en el genotipo 
NAP1/RT027, mientras que no se detectó señal en 
los genotipos NAP4/RT014 y NAPCR1/RT019. A las 
48 horas fue posible detectar TcdA en todos los geno-
tipos, notándose una mayor intensidad en las proteí-
nas detectadas en NAP1/RT027, seguida de NAPCR1/
RT019 y una banda proteica de mucha menor inten-
sidad en NAP4/RT014 (Fig. 1A). De manera similar, 
al realizar la detección de TcdB a las 24 horas, se ob-
servó señal únicamente en el genotipo NAP1/RT027, 
mientras que a las 48 horas se observó el mismo pa-
trón que el observado a las 24 horas (Fig. 1B). No se 
detectó ninguna señal de toxinas a las 0, 4 y 8 horas de 
crecimiento, ni en los lisados de la cepa no toxigénica 
(datos no mostrados). 
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Figura 1. Detección de las toxinas A y B intracelulares de diferentes 
genotipos de C. difficile. Las proteínas obtenidas de los lisados de 
las bacterias en los tiempos indicados de la curva de crecimiento 
fueron separadas en un gel de SDS-PAGE al 7.5%; después, 
electrotransferidas a membranas de PVDF y detectadas con 
anticuerpos monoclonales contra la toxina A (A) y la toxina B (B).

la activiDaD De tcDB intracelular fue mayor en los li-
saDos Del genotipo nap1/rt027
En todos los tiempos (4, 8, 24 y 48 h de crecimiento) 
analizados predominó una mayor actividad citotóxica 
del genotipo NAP1/RT027, la cual fue significativa-
mente diferente a los otros genotipos para los lisados 
bacterianos de 24 y 48 h (Fig. 2). Además, los lisa-
dos bacterianos de 24 h de crecimiento presentaron 
la máxima citotoxicidad de todos los genotipos. De 
manera interesante, se observó una disminución signi-
ficativa de la actividad de los lisados de NAP1/RT027 
a las 48 horas. Al inocular el contenido de los lisados 
bacterianos de cada tiempo y cepa en estudio junto 
con un antisuero específico anti-TcdB (TechLab®) 
fue posible neutralizar el efecto citopático sobre las 
células HeLa, demostrándose que el efecto citopático 
observado se debía a la actividad de la toxina B sobre 
el cultivo celular que estaba contenida en los lisados 
bacterianos.

Figura 2. Cuantificación de la toxina B intracelular de diferentes genotipos de C. difficile. Lisados bacterianos de diferentes puntos 
de la curva de crecimiento in vitro fueron titulados en diluciones decimales en monocapas de células HeLa. Después de 24 horas de la 
intoxicación de las células con cada lisado, se determinó la dilución que causaba un efecto citopático en el 50% de la monocapa celular, por 
examinación visual mediante un microscopio de campo claro invertido. Cada barra representa el CPE50% de cada lisado en cada tiempo de 
la curva de crecimiento. *P<0.05 (Kruskall-Wallis seguido de pruebas de U Mann-Whitney para cada uno de los grupos).
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Discusión

La cantidad de TcdA y TcdB detectada en NAP1/
RT01 a nivel intracelular fue mayor que para los otros 
genotipos, lo cual concuerda con los reportes que 
establecen que este genotipo es hipersecretor de to-
xinas.18 Se determinó que la cantidad de toxinas en 
los lisados de C. difficile aumenta conforme las células 
entran en la fase estacionaria, cerca de las 24 horas de 
crecimiento.

En este estudio, específicamente para TcdB, se de-
tectó la toxina en el aislamiento clínico del genotipo 
NAP1/RT027 por medio de Western Blot, lo cual 
concuerda con los reportes previos de que este geno-
tipo no solo es hipersecretor de esta toxina sino que 
esta es detectable en tiempos inferioires a las 48 horas 
del crecimiento bacteriano.19 

En cuanto a NAP4/RT014 y NAPCR1/RT019, 
ambos genotipos mostraron la presencia de TcdA a 
partir de las 48 horas a nivel intracelular, mientras que 
en estudios a nivel extracelular TcdA fue débilmente 
detectable desde las 8 horas en NAP4/RT014 y desde 
las 24 horas en NAPCR1/RT019, con aumento en las 
concentraciones a las 48 horas.14 

En todos los tiempos analizados, en cultivo celular, 
predominó una mayor actividad citotóxica por par-
te de NAP1/RT027, seguido del genotipo NAPCR1/
RT019 y una actividad menor en NAP4/RT014. La 
citotoxicidad fue significativa, a partir de las 8 horas, 
en las tres cepas analizadas, observándose la mayor 
actividad a las 24 horas de crecimiento. Lo anterior ha 
sido demostrado también a nivel genético, donde al 
cuantificar los ARNs mensajeros de tcdB en estos tres 
genotipos (a las 4, 8, 24 y 48 horas), la señal siempre 
fue mayor para NAP1/RT027.14,20 

Por lo tanto, la técnica de Western Blot (WB) po-
dría tener una sensibilidad menor, en este estudio, que 
los ensayos de citotoxicidad y de ahí el hecho que no 
se detecte TcdB pero se logren determinar efectos ci-
topáticos en el cultivo celular. No obstante, siendo el 
WB menos sensible, se consiguió detectar una buena 
señal de las toxinas para NAP1/RT027, lo cual lleva 
a pensar que hay presencia de una considerable canti-
dad de toxina en los lisados bacterianos. 

Por otro lado, previamente se demostró que a ni-
vel extracelular se detecta una mayor cantidad de to-
xina para NAP1/RT027, lo que podría implicar que 

este genotipo también presenta un evento de secre-
ción aumentada.18,21 La secreción de TcdA y TcdB si-
gue siendo un proceso desconocido en C. difficile, dado 
que estas proteínas no presentan ningún péptido se-
ñal aparente o señal de secreción reconocible, y la lisis 
bacteriana no parece explicar la liberación de toxinas. 
Se han propuesto varios modelos para la secreción 
de toxinas dependiente de TcdE.15 Si las toxinas son 
secretadas en un estado no plegado, posiblemente a 
través de secreción traduccionalmente acoplada, solo 
se necesitaría un canal estrecho en la membrana cito-
plasmática y este no permitiría el escape de proteínas 
citoplasmáticas.15,21 Por lo tanto, la mayor detección de 
toxinas en NAP1/RT027 a nivel intracelular observa-
da en el presente estudio, no estaría dada por una defi-
ciencia o baja en la secreción dado que a nivel extrace-
lular es posible detectar mayores cantidades de toxinas 
que otros genotipos. Lo anterior llevaría a pensar que 
en NAP1/RT027 se podría estar presentando una ex-
presión de diferentes isoformas de TcdE21 o bien por 
otros mecanismos de secreción a explorar que expli-
quen que no existe un efecto acumulativo de la toxina 
a nivel intracelular.

Por otro lado, a pesar de que el genotipo NAPCR1/
RT019 fue uno de los responsables de un brote epi-
démico en un hospital y presenta una virulencia au-
mentada, se comprueba que es una cepa a la cual se le 
detecta menos toxinas intracelulares en comparación 
con la cepa clásica epidémica NAP1/RT027.14

Conclusiones

En el presente trabajo, se logró determinar que exis-
ten diferencias en la sensibilidad de las metodologías 
utilizadas para la detección de las toxinas de C. diffici-
le a nivel intracelular. Los resultados aquí obtenidos 
podrán ser aplicados en otros estudios donde se bus-
que evaluar la presencia de toxinas en lisados celula-
res de otras cepas de C. difficile y así conseguir una 
mejor caracterización de un amplio y diverso número 
de genotipos de este patógeno. Además, este trabajo 
contribuye con una evidencia más de que los diversos 
genotipos de C. difficile tienen diferentes capacidades 
de producir toxinas, lo que eventualmente podría estar 
relacionado con una mayor virulencia. 
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