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RESUMEN

Clostridium difficile es una bacteria Gram positiva, anaerobia estricta y productora
de esporas y es la causa infecciosa mas comun de diarrea asociada a la atencion de la salud.
La infeccion por C. difficile (ICD) se asocia al uso de terapia antimicrobiana ya que alteran
la microbiota intestinal y C. difficile puede colonizar el intestino si la microbiota normal
intestinal esta disminuida o ausente. El objetivo de este trabajo fue analizar factores de
virulencia que contribuyen a la patogénesis, tales como produccion de toxinas, formacion
de biopelicula y expresion de proteinas involucradas en la adhesién en aislamientos
clinicos de C. difficile. Se aislé C. difficile a partir de pacientes con ICD y detectaron los
genes de las toxinas A, B y toxina binaria por medio de PCR; ademas, se determinaron los
ribotipos por PCR y electroforesis convencional y capilar. Se evalud la susceptibilidad a
antimicrobianos por dilucion en agar. Se determiné la produccién de biopelicula mediante
tincion con cristal violeta y se determiné su composicion mediante ensayos de
desprendimiento con proteinasa K, NalOs y DNAsa I. Finalmente, se evaluo la expresion
de cwp84 y sIpA mediante PCR en tiempo real. Se recuperaron 132 aislamientos a partir de
332 muestras (39.8 %); todos los aislamientos fueron tcdA+ y tcdB+; ademas 89 (67.4%)
presentaron la delecién de 18 pb en tcdC. La ribotipificacion clasifico a 81 (61.4%)
aislamientos como ribotipo 027 y a 18 (13.6%) aislamientos como ribotipo 001. Se
encontré susceptibilidad reducida (SR) a ciprofloxacino, moxifloxacino, eritromicina,
clindamicina y rifampicina en mas del 70% de los aislamientos; no hubo SR a
fidaxomicina o tetraciclina; sin embargo hubo SR a vancomicina (31%) y metronidazol
(17.4%). Mas del 70% (98/132) fueron productores fuertes de biopelicula. Los ensayos
mostraron el mayor desprendimiento de la biopelicula con el tratamiento de proteinasa K
(>90%). En los aislamientos de ribotipo 001 se encontrd sobrexpresion de cwp84 en 40%
de ellos y slIpA fue sobreexpresado en el 100%; en el ribotipo 027 hubo sobrexpresion de
cwp84 en un aislamiento solamente; mientras que sIpA fue sobreexpresado en 5/13
(38.5%) aislamientos. Los ribotipos mas frecuentes en Mexico son el 027 y 001 y son
poseen farmacorresistencia, ademas de producir biopelicula; las proteinas contribuyen
principalmente a la formacion de la matriz de la biopelicula. SIpA se sobre expresa en las

cepas ribotipo 001.
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ABSTRACT

Clostridium difficile is a Gram positive, spore-producing, strict anaerobic bacterium and is
the most common infectious cause of health-care associated diarrhea. C. difficile infection
(CDI) is associated with substantial morbidity and mortality; in addition, it is associated
with antimicrobial therapy since they alter the intestinal microbiota and C. difficile can
colonize the intestine if the normal intestinal microbiota is diminished or absent. The
objective of this work was to analyze virulence factors that contribute to pathogenesis,
such as toxin production, biofilm formation and expression of proteins involved in
adhesion in clinical isolates of C. difficile. C. difficile was isolated from patients with CDI
and the genes of toxins A, B and binary toxin were detected by PCR; In addition, ribotypes
were determined by PCR and conventional and capillary electrophoresis. Antimicrobial
susceptibility was evaluated by agar dilution. The production of biofilm was determined
by violet crystal staining and its composition was determined by detachment assays with
proteinase K, NalO4 and DNAse I. Finally, the expression of cwp84 and slpA was
evaluated by real-time PCR. One hundred thirty two isolates were recovered from 332
samples (39.8%); all isolates were tcdA+ and tcdB+; in addition, 89 isolates (67.4%)
presented the 18 bp deletion in tcdC. Ribotyping classified 81 (61.4%) isolates as ribotype
027 and 18 (13.6%) isolates as ribotype 001. Reduced susceptibility (RS) to ciprofloxacin,
moxifloxacin, erythromycin, clindamycin and rifampicin was found in more than 70% of
the isolates; there was no RS to fidaxomicin or tetracycline; however there was RS to
vancomycin (31%) and metronidazole (17.4%). More than 70% of isolates (98/132) were
strong biofilm producers. The highest detachment of biofilm was achieved with the
proteinase K treatment (> 90%). Overexpression of cwp84 was found in 40% of isolates of
ribotype 001, and sIpA was overexpressed in 100%; in ribotype 027 there was
overexpression of cwp84 in one isolation only; while slpA was overexpressed in 5/13
(38.5%) isolates. The most frequent ribotypes in Mexico are 027 and 001 and they present
drug resistance and are biofilm producers; the proteins contribute mainly to the formation

of the biofilm matrix. slpA is over expressed in strains ribotype 001.
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1. INTRODUCCION

Clostridium difficile es una bacteria Gram positiva, anaerobia estricta y productora
de esporas y es la causa infecciosa mas comun de diarrea asociada a la atencion de la salud.
La infeccion por C. difficile (ICD) tiene un impacto sustancial en la morbilidad y la
mortalidad; ademés, aumenta el costo de los sistemas de atencion de salud. La ICD se
asocia a la terapia antimicrobiana con antibioticos de amplio espectro, ya que alteran la
microbiota intestinal y C. difficile puede colonizar el intestino solo si la microbiota normal
intestinal esta disminuida o ausente. La ICD es una enfermedad intestinal mediada por

toxinas, las cuales dafian la mucosa intestinal y son potentes enzimas citotdxicas.

La colonizacion se ve favorecida por las proteinas presentes en la superficie celular
de C. difficile; algunas de las proteinas involucradas son: SIpA (proteina A de la capa S),
Cwp84 (cistein proteasa que interviene en la maduracion de la capa S), Cwp66 (proteina
de la pared celular) y Fbp68 (proteina de union a fibronectina). La colonizacion del
intestino por C. difficile, asi como los mecanismos implicados en este proceso, son poco
conocidos, pero es probable que la formaciéon de grandes microcolonias o comunidades
microbianas tengan un papel clave en la colonizacion del intestino y la supervivencia
bacteriana. Es también posible que la formacion de microcolonias preceda a la produccion
de toxinas. Ademas, la capacidad de formar comunidades microbianas o "biopeliculas™ se
ha asociado con infecciones recurrentes. Las bacterias dentro de biopeliculas estan
protegidas y son mas resistentes a diferentes tensiones ambientales, como el estrés

producido por antibidticos u oxigeno.



En las Ultimas dos décadas, la incidencia y la mortalidad de la ICD se ha
incrementado considerablemente, tanto en el d&mbito hospitalario como en el ambito
comunitario, debido a la propagacion de cepas hipervirulentas y a la administracion
inadecuada de antibidticos. Actualmente se estima que hay aproximadamente 500,000
casos de infeccion por C. difficile al afio, en hospitales de los Estados Unidos; de los
cuales mueren de 15,000 a 20,000 pacientes. Ademas, se estima que uno de cada cinco
pacientes con infeccion por C. difficile experimenta recurrencia de la infeccion y uno de

cada nueve pacientes mayores de 65 muere en los 30 dias posteriores al diagndstico.

En América Latina, especificamente en México, el interés por esta infeccion se ha
generado de manera mas lenta y solo algunos centros han iniciado investigacion para
conocer las caracteristicas de los pacientes con infeccion por C. difficile. Por ello, es
importante investigar las caracteristicas genéticas de las cepas que circulan en los
hospitales de Meéxico. Ademas, el estudio de diversos factores de virulencia que
contribuyen a la patogenicidad y que estan presentes en las cepas de C. difficile presentes
en hospitales ayudara a conocer la importancia de dichos factores en la infeccion por C.

difficile.



2. ANTECEDENTES

2.1. Caracteristicas microbiologicas y habitat

Clostridium difficile es una bacteria Gram positiva, anaerobia estricta y productora
de esporas subterminales que genera una serie de cuadros clinicos que van desde diarrea
leve, diarrea autolimitada, diarrea grave, colitis pseudomembranosa y colitis fulminante
que puede resultar en la muerte (Khan y Elzouki 2014). Este microorganismo existe
comlUnmente en forma vegetativa, la cual es muy sensible al oxigeno; o en forma de
esporas, las cuales son estables al calor y capaces de resistir una variedad de condiciones
adversas.

Fue aislado por primera vez en 1935 a partir de heces de neonatos sanos, y
originalmente se le llamo Bacillus difficilis debido a su morfologia y a las dificultades en
cultivarlo (Hall y O'Toole 1935). En la década de 1960 se observo que los pacientes en
tratamiento con antibidticos desarrollaban diarrea; la enfermedad fue llamada “colitis
estafilococica”, ya que se pensaba que era causada por Staphylococcus aureus y se trataba
con bacitracina oral. Debido a su asociacion frecuente con la exposicion a un antibiotico
especifico (clindamicina), la condicion se conocid6 como “colitis por clindamicina™
(Gorbach 1999). Sin embargo, a finales de la década de 1970, C. difficile fue reconocido
como el agente etiologico de la colitis pseudomembranosa; Bartlett et al demostraron
citotoxicidad en cultivo de tejidos y enterocolitis en hamsters sirios por aislamientos de C.
difficile obtenidos de pacientes con colitis pseudomembranosa (Bartlett y Chang et al.

1978).



Ahora se sabe que es la causa infecciosa mas comun de diarrea asociada a la
atencion de la salud (Dickinson y Surawicz 2014). La infeccion por C. difficile (ICD) se
asocia con una morbilidad y mortalidad sustancial; ademas, aumenta el costo de los
sistemas de atencion de salud (Khan y Elzouki 2014). C. difficile esta presente en las heces
de alrededor del 5 % de los adultos sanos y en aproximadamente 30 a 70 % de los
lactantes (Huang y Wu et al. 2009). La mayoria de los pacientes hospitalizados con
infeccion por C. difficile son portadores, y sirven como reservorios que perpetuan la
diseminacion de C. difficile en el ambiente hospitalario (Kachrimanidou y Malisiovas

2011).

2.2. Infeccion por C. difficile.

La ICD es una enfermedad intestinal mediada por toxinas, las cuales dafian la
mucosa intestinal y son potentes enzimas citotoxicas. La ICD se asocia a la terapia
antimicrobiana, ya que los antibioticos alteran la microbiota intestinal y C. difficile puede
colonizar el intestino solo si la microbiota normal intestinal estd disminuida o ausente

(Rupnik y Wilcox et al. 2009).

C. difficile es la causa de aproximadamente el 25 a 30% de todos los casos de
diarrea asociada al tratamiento con antibioticos (Weiss y Bergeron et al. 2007). La diarrea
asociada a antibidticos por C. difficile se define como diarrea que ocurre entre 2 horas a 2
meses después del uso de antibioticos y a menudo acompafiada de dolor abdominal. La
diarrea se define como la presencia de tres 0 méas deposiciones no formadas por al menos

dos dias consecutivos (Walk y Young 2008).



La infeccién por C. difficile se considera como adquirida en el hospital cuando los
sintomas aparecen posteriores a 48 horas después del ingreso al nosocomio, o cuando se
producen en menos de 4 semanas después de haber sido dado de alta. Sin embargo, un
buen nimero de casos se produce en individuos que no recibieron tratamiento con
antibioticos ni fueron hospitalizados; tales casos son considerados como adquiridos en la
comunidad (Marwick y Yu et al. 2013). Son considerados de igual manera los casos
ocurridos en las primeras 48 horas después del ingreso al hospital, siempre y cuando no

existan antecedentes de hospitalizacion en las Gltimas 12 semanas.

Los portadores asintomaticos son individuos que eliminan esporas de C. difficile en
las heces, pero no presentan sintomas y pueden funcionar como reservorios de C. difficile.
Segun varios estudios, la frecuencia de estado de portador en adultos sanos, pacientes
hospitalizados y pacientes con largas estancias hospitalarias es de aproximadamente 3%,
20-30%, y 50%, respectivamente (Rupnik y Wilcox et al. 2009). La colitis sin formacién
de pseudomembranas es la manifestacion clinica mas frecuente de la ICD. Lo anterior
genera costos significativos de salud, hospitalizaciones prolongadas, y aumento de la
morbilidad. Los sintomas incluyen dolor abdominal, nduseas, malestar general, anorexia,
diarrea acuosa, y la posible presencia de sangre en las heces. Sin embargo, los casos méas
severos presentan la formacion de pseudomembranas (colitis pseudomembranosa). Las
manifestaciones clinicas de la colitis pseudomembranosa incluyen distensién abdominal,
deshidratacion, hipoalbuminemia, diarrea acuosa y un aumento en el nimero de células
inflamatorias, proteinas séricas y moco. Por otra parte, se observan placas amarillentas de
2 a 10 mm en la mucosa colorrectal y a veces en el ileon terminal (Dickinson y Surawicz

2014).



2.3. Factores de virulencia y patogénesis.
La ICD se transmite por via fecal-oral. EI microorganismo se ingiere en la forma
de esporas, las cuales pueden sobrevivir durante largos periodos en el medio ambiente y
pueden atravesar el pH acido del estbmago. En el intestino delgado, las esporas germinan a
la forma vegetativa. En el intestino grueso, la infeccion asociada a C. difficile puede surgir
solo si la microbiota normal ha sido alterada por terapia con antibidticos (Figura 1)

(Kachrimanidou y Malisiovas 2011; Goudarzi y Seyedjavadi et al. 2014).

Esporas =————> Contaminacién

Disrupcion del efecto
barrera de la microbiota

Germinacion
de esporas
Colonizacion Produccion de factores de virulencia:
intestinal - Factores de resistencia a las defensas

Portador del huésped
asintomatico z Adh.esmas N
Produccién de - Enzimas proteoliticas
toxinas - Toxinas

Manifestaciones clinicas

Figura 1. Etapas clave en el desarrollo de la ICD. Adaptado de Janoir, 2016 (Janoir 2016).

La colonizacion se ve favorecida por las proteinas presentes en la superficie celular
de C. difficile; algunas de las proteinas involucradas son: SIpA (proteina A de la capa S),
Cwp84 (cistein proteasa que interviene en la maduracion de la capa S), Cwp66 (proteina
de la pared celular) y Fbp68 (proteina de union a fibronectina), GroEL (proteina de choque

térmico) y las proteinas flagelares FliC (flagelina) y FIiD (cap flagelar) (Tasteyre y Barc et



al. 2001; Waligora y Hennequin et al. 2001; Reynolds y Emerson et al. 2011; Spigaglia y
Barketi-Klai et al. 2013; Le Monnier y Zahar et al. 2014).

2.3.1. Produccion de toxinas.

La patogenicidad de C. difficile esta mediada principalmente por la liberacion de
dos toxinas: la toxina A (TcdA) y la toxina B (TcdB) (Rupnik y Dupuy et al. 2005). Estas
toxinas mayores (TcdA, 308 kDa; TcdB, 270 kDa) funcionan como glucosiltransferasas
que inactivan GTPasas de las células diana eucariotas, lo que conduce a la polimerizacién
de actina, la apertura de las uniones estrechas y finalmente, la muerte celular (Ghose 2013).
Tras la union al receptor y la endocitosis, las toxinas se translocan a través de los
compartimientos endosomales en el citosol. Las toxinas se procesan mediante la escision
autocatalitica en los compartimientos endosomales, de tal manera que solo el dominio
enzimatico amino terminal se libera en el citosol (Egerer y Giesemann et al. 2007). Una
vez ahi, las GTPasas son glucosiladas, lo que resulta en el blogueo de las vias de

transduccion de sefiales (Ghose 2013).

TcdA y TcdB pertenecen a un grupo de toxinas mayores (LCTs por sus siglas en
inglés), las cuales son proteinas de cadena sencilla con tres dominios funcionales: un
domino de unién amino terminal con repeticiones caracteristicas, un domino catalitico
carboxi terminal y un dominio de translocacion (Rupnik 2005). Los signos y sintomas
principales de la ICD pueden ser explicados en gran medida por la accién de las toxinas
TcdA y TcdB (Figura 1). Ambas toxinas son citotoxicas y causan la alteracion del
esqueleto de actina y de las uniones estrechas, resultando en una disminucion en la
resistencia trans-epitelial, acumulacion de fluidos y destruccion del epitelio intestinal. Las

toxinas de C. difficile también causan la liberacion de varios mediadores de la inflamacién



de las células epiteliales intestinales, mastocitos y macréfagos (Rupnik y Wilcox et al.

2009).

Las toxinas TcdA y TcdB estan codificadas por los genes tcdA (8133 pb) y tcdB
(7098 pb) respectivamente, los cuales se ubican en un locus de patogenicidad de 19,6 kb
(PaLoc) (Figura 2). El elemento PaLoc contiene tres genes adicionales: tcdR, que codifica
a un factor sigma alternativo que actia como un regulador positivo; tcdC que codifica un
regulador negativo (factor anti-sigma), y tcdE que codifica a la proteina TcdE, que es
estructuralmente similar a las holinas de bacteriéfagos y que por lo tanto podria utilizarse

para la secrecion de toxinas en el medio extracelular (Le Monnier y Zahar et al. 2014).
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Figura 2. Locus de patogenicidad (PaLoc) (Khan y Elzouki 2014).

El PaLoc esta presente en el mismo sitio de integracion cromosémica en todas las
cepas toxigénicas de C. difficile. En las cepas no toxigénicas (TcdA- y TcdB-) el locus se
encuentra sustituido por una secuencia corta de 115 pb (Kachrimanidou y Malisiovas
2011). El polimorfismo genético de PalLoc suele evaluarse por toxinotipificacion, una
técnica de PCR-RFLP que puede discriminar entre 31 toxinotipos diferentes (Rupnik

2010).



Ademas de las dos toxinas mayores, algunas cepas expresan la toxina binaria
(CDT): una toxina que ribosila actina (Stubbs y Rupnik et al. 2000). La toxina esta
relacionada a las toxinas iota, como la toxina C2 de C. botulinum y la toxina E de C.
perfringens (Gerding y Johnson et al. 2014). La toxina binaria de C. difficile esta formada
por dos componentes codificados por dos genes, cdtA (dominio enzimatico, CdtA) y cdtB
(dominio de union, CdtB) (Ghose 2013). Los genes que codifican a CdtA y CdtB estan
localizados en el locus de la toxina binaria (CdtLoc) junto con otro gen, el gen regulador

cdtR (Rupnik y Wilcox et al. 2009).

En contraste con el PaLoc, del que son conocidas varias versiones truncadas, el
CdtLoc esta presente completo o como una version truncada. Las cepas que no tienen el
locus completo o la version truncada, tienen una Gnica secuencia de 68 pb en esta
localizacion cromosémica (Rupnik y Grabnar et al. 2003). Los genes para CDTay CDTh
podrian presentar variacion debido a mutaciones puntuales, pero esta variabilidad no se ha

estudiado tan extensivamente como para TcdA y TcdB (Stare y Delmee et al. 2007).

Esta toxina puede potenciar la toxicidad de TcdA y TcdB y conducir a una
enfermedad mas grave y podria, por tanto, ser considerada como un factor de virulencia
adicional (Kachrimanidou y Malisiovas 2011). La toxina binaria se produce en un 20% de
las cepas de C. difficile (Le Monnier y Zahar et al. 2014). Después de la translocacién en
el citosol, CDTa ribosila la actina, lo que afecta a la estructura de los microtubulos y la
adherencia bacteriana. Cuando células epiteliales del colon son tratadas con la CDT, esta
causa importantes cambios en la organizacién de los microtibulos. Los datos sugieren que
la destruccion del citoesqueleto de actina induce un aumento de la adherencia y la

colonizacion de C. difficile (Gerding y Johnson et al. 2014).



C. difficile puede producir tres toxinas diferentes y en base a la combinacion de
estas toxinas se pueden diferenciar cinco tipos de produccion de toxina. El grupo de cepas
de C. difficile que producen solo CDT y no TcdA y TcdB (cepas CDT + A-B-) es
adecuado para el estudio del papel de la toxina binaria en la patogénesis. La prevalencia de
tales cepas se estima en 1.9% (Gerding y Johnson et al. 2014). Las cepas de C. difficile
gue solamente son productoras de toxina binaria son un subgrupo recientemente
reconocido de cepas toxigénicas. Recientemente, la investigacion se ha centrado
principalmente en la caracterizacion molecular de estas cepas y de su prevalencia (Stare y

Delmee et al. 2007).

2.3.2. Esporulacion

Las células vegetativas de C. difficile son extremadamente sensibles al oxigeno;
para sobrevivir fuera del ambiente anaerobio del intestino grueso, la bacteria tiene que
estar en la forma de esporas (Camacho-Ortiz y Ponce-de-Leon et al. 2009). C. difficile
produce esporas altamente resistentes a la desecacion, agentes quimicos y temperaturas
extremas. Las esporas frecuentemente se encuentran en el ambiente cercano a los pacientes
con ICD, persistiendo por meses e incluso afios (Rupnik y Wilcox et al. 2009). En general,
es aceptado que la forma de espora de C. difficile inicia la enfermedad. Dado que las
toxinas son producidas por células, las esporas germinan, presumiblemente en el tracto
gastrointestinal, crecen como células vegetativas y producen toxinas (Camacho-Ortiz y
Ponce-de-Leon et al. 2009; Semenyuk y Laning et al. 2014). La exposicion a antibioticos
pudiera estimular directamente la proliferacion de C. difficile (la germinacion de esporas)
y la produccion de toxinas, que ocurre en la fase logaritmica tardia (Semenyuk y Laning et

al. 2014).
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2.3.3. Produccion de biopelicula

Mientras que las esporas de C. difficile son importantes para la transmision y la
persistencia de la ICD, otros factores como la colonizacion intestinal y la formacion de
comunidades bacterianas en el intestino también pueden contribuir a la patogénesis y la
persistencia de la enfermedad, pero no han sido investigadas ampliamente. La proteina A
de unién a fibronectina ha demostrado desempefiar un papel en la colonizacion por C.
difficile. Ademas, se cree que las proteinas de la capa S de alto y de bajo peso molecular
(SLP) participan en la adherencia de C. difficile a las células huésped durante la infeccion
(Spigaglia y Barketi-Klai et al. 2013). Para varios patogenos, la capacidad de formar
comunidades microbianas o "biopeliculas” se ha asociado con infecciones recurrentes. Las
bacterias dentro de biopeliculas estdn protegidas y son mas resistentes a diferentes
tensiones ambientales, como el estrés producido por antibioticos u oxigeno. La resistencia
a los antimicrobianos dentro de las biopeliculas hace que el tratamiento de la enfermedad
sea dificil. Ademas de la formaciéon de esporas es probable que C. difficile forme
microcolonias in vivo para sobrevivir en el ambiente desfavorable del intestino humano
(Lipovsek y Leitinger et al. 2013). La matriz de la biopelicula protege a las bacterias,
proporcionando un ambiente cerrado. La matriz generalmente se compone de una
sustancia polimérica extracelular (EPS), que comprende principalmente de proteinas, ADN
y polisacéridos. La matriz de la biopelicula, puede actuar como una barrera fisica inicial
que afecta a la penetracion de los agentes antimicrobianos (Deneve y Bouttier et al. 2009).
Otros atributos tales como el estado fisiologico de la bacteria también pueden contribuir a

la resistencia (Dapa y Unnikrishnan 2013).
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La mayoria de los estudios sobre la microbiota del colon se han realizado sobre las
células planctonicas que se encuentran en las heces (Donelli y Vuotto et al. 2012); sin
embargo, es probable que las bacterias sésiles que forman biopeliculas en la capa mucosa

del intestino desempefien un papel fundamental en la salud intestinal.

La colonizacién del intestino por C. difficile, asi como los mecanismos implicados
en este proceso, son poco conocidos, pero es probable que la formacién de grandes
microcolonias o comunidades microbianas tengan un papel clave en la colonizacion del
intestino y la supervivencia bacteriana. Es también posible que la formacion de
microcolonias preceda a la produccién de toxinas (Semenyuk y Laning et al. 2014).
Ademas de las esporas, que se han ligado a la persistencia de la enfermedad, la formacion
de biopelicula in vivo podria ser otro factor que contribuye a la recurrencia de la ICD

(Ethapa y Leuzzi et al. 2013).

2.4. Antibioticos asociados a la ICD

El riesgo relativo de desarrollar ICD depende del agente antimicrobiano; la
clindamicina, las cefalosporinas y los B-lactamicos son los agentes mas frecuentemente
asociados con el desarrollo de ICD. La clindamicina fue el agente con mayor riesgo
durante la década de 1970, pero una disminucién en el uso de este farmaco también
disminuyod su riesgo atribuible (Gerding 2004). A finales de la década de 1980 y durante la
década de 1990, las cefalosporinas de tercera generacion se convirtieron en los agentes con
mayor riesgo (Gerding 2004).

Recientemente las quinolonas han surgido como antimicrobianos de riesgo. Un
estudio de casos y controles en Canada, identificO una asociacion entre la ICD y

exposicion previa a quinolonas (OR, 5.5; 95% IC, 1.2 — 24.8) (Yip y Loeb et al. 2001); lo
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anterior pudo ser el comienzo de la epidemia Canadiense, a pesar de que el ciprofloxacino
se habia considerado de bajo riesgo (Golledge y Carson et al. 1992). Otros estudios han
identificado a las fluoroquinolonas como un factor de riesgo; un brote de ICD en un
nosocomio fue asociado a un cambio en las prescripciones de levofloxacino a
gatifloxacino (Gaynes y Rimland et al. 2004).
2.5. Epidemiologia molecular

En las ultimas dos décadas, la incidencia y la mortalidad de la ICD se ha
incrementado considerablemente tanto en el ambito hospitalario como en el ambito
comunitario debido a la propagacion de cepas hipervirulentas y a la administracion
inadecuada de antibidticos. Actualmente se estima que hay aproximadamente 500,000
casos de infeccion por C. difficile al afio, en hospitales de los Estados Unidos; de los

cuales se estima que de 15 000 a 20 000 pacientes mueren (Rupnik y Widmer et al. 2008).

El aumento en la tasa de incidencia, gravedad, mortalidad y recurrencia de la ICD
se ha atribuido en gran medida a la propagacion de una nueva cepa de C. difficile,
designada cepa norteamericana pulsotipo 1 (NAP1, por sus siglas en inglés), PCR-ribotipo
027, toxinotipo Ill, y REA (restriction endonuclease analysis) tipo BIl; es decir,
NAP1/BI/027. (Shah y Dang et al. 2010; Stevens y Dumyati et al. 2011). Sin embargo, la
aparicion de casos no se limita a la diseminacion de esta cepa; otras cepas han sido
asociadas con brotes y casos graves. Recientemente, se observé un aumento en la
prevalencia de la ICD causada por el ribotipo 078, toxinotipo V (Pelaez y Alonso et al.
2002; Rupnik y Widmer et al. 2008). La infeccion con esta cepa se ha asociado a casos
adquiridos en la comunidad (Neely y Lambert et al. 2017), y algunos autores sugieren una

asociacion entre infecciones en humanos y las infecciones en diversos animales, tales
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como cerdos y el ganado vacuno (Goorhuis y Debast et al. 2008; Patterson y Wilcox et al.
2012; Kim y Cho et al. 2018; Krutova y Zouharova et al. 2018). Sin embargo el ribotipo
078 no es la Unica cepa que se ha asociado a infecciones en humanos y animales, sino
también los ribotipos 014, 002 y 001 (Janezic y Ocepek et al. 2012).

Para propositos epidemioldgicos, las cepas de C. difficile se pueden caracterizar
mediante ribotipado por PCR, electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE) o por
analisis de restriccion por endonucleasa (REA) (Manzo y Merrigan et al. 2014). Las cepas
pueden ser también clasificadas en toxinotipos (designados por nimeros romanos) en base

a cambios en los genes de la toxina Ay la toxina B (Rupnik y Brazier et al. 2001).

Kuijper et al (Killgore y Thompson et al. 2008) realizaron el anélisis del ADN
cromosomico de C. difficile con la endonucleasa de restriccion Hindlll. El analisis de
restriccion es un método altamente discriminatorio y reproducible; sin embargo, un
procedimiento técnicamente exigente y laborioso, especialmente para un gran nimero de
aislamientos. Por otra parte, la electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE) permite
el analisis de todo el genoma después de la digestion con endonucleasas de restriccion con
sitios de corte poco frecuentes, como Smal, Kspl, Sacll o Nrul, las cuales producen hasta

10 fragmentos por cepa (Rohde y Bartolini et al. 2009).

La ribotipificacion por PCR fue desarrollada en la década de 1990 como respuesta
a la necesidad en el laboratorio de microbiologia clinica para la discriminacién
epidemioldgica entre los microorganismos patogenos. Este método se basa en la presencia
de varios alelos del operon del RNAr que difieren en la longitud de la regién intergénica
localizada entre los genes del RNAr 16S y el 23S (Kolli y Mallipedhi et al. 2009; Janezic

y Indra et al. 2014). Por lo que la PCR amplifica usando un oligonucle6tido en el gen 16S
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y otro en el 23S generando fragmentos de distintos tamafios segun los diferentes alelos

presentes en el cromosoma bacteriano.

El método de toxinotipificacion desarrollado por Rupnik et al (Rupnik y Braun et
al. 1997) clasifica a las cepas de C. difficile en 31 toxinotipos y ha sido comparado con la
ribotipificacion por PCR (Rupnik y Brazier et al. 2001). Se ha observado una buena
correlacion entre los métodos. La toxinotipificacion es un método que emplea PCR para
amplificar dos fragmentos de los genes de las toxinas A y B, los cuales se someten a corte
con enzimas de restriccion y se analizan los polimorfismos. En base al patrén de bandas
generado las cepas se clasifican en 31 toxinotipos diferentes (Rupnik y Avesani et al.
1998). Todas las cepas de un mismo toxinotipo tienen variaciones idénticas en el PalLoc.
Los genes con variaciones codifican toxinas con propiedades distintas o incluso pueden

resultar en la ausencia de una o ambas toxinas (Rupnik 2010).

La cepa NAP1/027/BI se asocia con la produccion de altas concentraciones de
toxinas A y B, alta transmisibilidad, alta esporulacion, produccion de toxina binaria, alto
nivel de resistencia a fluoroguinolonas debido a mutaciones en gyrA, y la variacion en el
gen represor tcdC que podria resultar en un aumento de la toxina A y la toxina B (Stevens
y Dumyati et al. 2011). La epidemiologia de la ICD en América del Norte, Europa y
algunas partes de Asia esta bien documentada (Barbut y Mastrantonio et al. 2007; Cheknis
y Sambol et al. 2009; Bauer y Notermans et al. 2011). La cepa NAP1/027/BI se considera
epidémica y ampliamente distribuida en todo el mundo. Ademas de Canada y los Estados
Unidos, la presencia de esta cepa ha sido ampliamente documentada en Europa,
incluyendo el Reino Unido, Francia, Alemania, Italia, Dinamarca, Irlanda, Holanda,

Austria, Polonia, Suiza, Noruega, Bélgica, Finlandia y Espafia; asi como en Asia,
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incluyendo Japon, Corea y Hong Kong; y en Australia, donde se han reportado algunos
casos (Balassiano y Yates et al. 2012). Sin embargo, en América Latina el interés por esta
infeccion se ha generado de manera mas lenta y algunos centros han iniciado investigacion
para conocer las caracteristicas de los pacientes con infeccion por C. difficile (Spigaglia y
Barbanti et al. 2011). Particularmente en México, reportes de casos clinicos (Balassiano y
Yates et al. 2012; Remes-Troche 2012; Morfin-Otero y Garza-Gonzalez et al. 2016) y
escasos reportes de caracterizacion microbioldgica y molecular de aislamientos clinicos
(Camacho-Ortiz y Lopez-Barrera et al. 2015).
2.6. Diagnostico de la ICD

Las caracteristicas clinicas de la ICD y su sintomatologia variable hacen dificil el
diagnostico diferencial de otras enfermedades intestinales tales como la colitis ulcerativa,
enfermedad inflamatoria crénica y enfermedad de Crohn (Knoop y Owens et al. 1993).
Debido a la falta de consistencia en la presentaciéon clinica, el diagndstico debe ser
realizado por endoscopia o por pruebas de laboratorio especificas. La endoscopia puede
revelar la presencia de pseudomembranas; sin embargo, un hallazgo negativo en la

endoscopia, no excluye la posibilidad de ICD (Mylonakis y Ryan et al. 2001).

El diagndstico de laboratorio de la infeccion por C. difficile ha evolucionado
significativamente en los Ultimos afios, y existen muchos métodos que pueden ser
utilizados para la deteccion de la infecciéon por C. difficile (Huang y Weintraub et al.
2010). Estos métodos incluyen ensayos inmunoenzimaticos para la deteccion de las
toxinas, ensayos de PCR en tiempo real, pruebas de neutralizacion de citotoxicidad y
cultivo toxigénico. El uso de PCR para el diagnostico de esta enfermedad ha demostrado

ser muy especifico y sensible; sin embargo los costos pueden ser muy elevados para llevar
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a cabo de manera rutinaria. Se dispone de varios kits comerciales para la deteccion de
toxinas, pero algunos Kits solo detectan la produccion de la toxina A y no se recomiendan
para el uso rutinario para el diagnostico de la ICD ya que cepas que no producen la toxina

A no son detectadas.

Un cultivo de heces es esencial para obtener aislamientos para su tipificacion
molecular, que se requiere para los estudios epidemioldgicos. El cultivo toxigénico (TC)
se considera como el estandar de oro con el que se deben comparar otros métodos. El
primer paso es recuperar las esporas de C. difficile. Las muestras de heces se calientan a
80°C o se mezclan con un volumen igual de etanol absoluto y se incuban a temperatura
ambiente. De esta manera, las células vegetativas y la microbiota acompafiante se eliminan
mientras se recuperan las esporas (Lister y Stevenson et al. 2014). A continuacion, la
muestra se inocula en un medio diferencial y selectivo que permite que las esporas
germinen. Un medio bien conocido para recuperar C. difficile de muestras de heces es el

agar cicloserina-cefoxitina-fructosa (CCFA) (George y Sutter et al. 1979).

Una de las primeras estrategias para el diagnostico de la ICD fue la deteccion de
toxinas con un inmunoensayo especifico. Varios kits estan disponibles comercialmente en
diferentes formatos, tales como: inmunoensayo de flujo lateral, también conocido como
inmunocromatografia o pruebas de tira; y ensayos en fase solida, por ejemplo,
micropocillos (Burnham vy Carroll 2013). La confirmacion de ICD basada en
inmunoensayos es practica, rapida y econdmica, pero también es uno de los métodos
menos consistentes (rango de sensibilidad: 63% a 94%, rango de especificidad: 75% a

100%) (Cohen y Gerding et al. 2010).
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La nueva generacion de pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT, por
sus siglas en inglés) amplifica y detecta secuencias de ADN o ARN especificas de
patogenos. Las ventajas de las NAAT incluyen alta sensibilidad, alta especificidad y
velocidad. El papel de las NAAT en el proceso de diagnostico para la ICD puede ser de

apoyo, o como parte de un algoritmo de dos o tres pasos (Eckert y Jones et al. 2013).

2.7. Tratamiento y farmacorresistencia

El tratamiento de primera linea se basa en la administracion oral de metronidazol o
vancomicina, con pocas opciones terapéuticas secundarias. La vancomicina oral ha sido
altamente efectiva desde 1981. Unos afios después, se demostrd que el metronidazol era
tan efectivo como la clindamicina (Aslam y Hamill et al. 2005). El metronidazol se
prefiere a la vancomicina como tratamiento de primera linea para personas leves a
moderadamente enfermas debido a su menor costo en comparacién con la vancomicina,
una eficacia clinica comparable y para prevenir la propagacion de enterococos resistentes a
la vancomicina (Al-Nassir y Sethi et al. 2008). La dosis recomendada de metronidazol es
de 500 mg tres veces al dia 0 250 mg cuatro veces al dia durante 10 a 14 dias. La
vancomicina oral se recomienda en una dosis de 125 mg cuatro veces al dia y es el
tratamiento preferido para los casos mas graves (Cohen y Gerding et al. 2010; Surawicz
y Brandt et al. 2013; Debast y Bauer et al. 2014). La vancomicina intravenosa no tiene

efecto sobre la colitis por C. difficile ya que el antibi6tico no se excreta de manera

significativa en el colon.

El riesgo relativo de desarrollar ICD con un antimicrobiano en particular se
incrementa si C. difficile es resistente a este (Gerding 2004). Lo anterior fue demostrado
en un brote debido a una cepa resistente a clindamicina que se propagd en diversos
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hospitales de los Estados Unidos, en donde la clindamicina misma fue un factor de riesgo
importante para el desarrollo de la ICD (Johnson y Samore et al. 1999). Recientemente, se
piensa que la resistencia a farmacos tiene un rol importante en la propagacion de la cepa
ribotipo 027 (Gerding 2004). Es posible que el uso de fluoroquinolonas funcione como
presion selectiva que promueve la emergencia de esta cepa. Ademas, la resistencia a otros
farmacos en C. difficile parece incrementarse (Spigaglia y Mastrantonio 2004). La
resistencia a metronidazol posee cierta controversia, ya que ha sido solo observada en
bacterias derivadas del cultivo primario y se pierde en el subcultivo y/o crio preservacion
(Pelaez y Alcala et al. 2002; Pelaez y Cercenado et al. 2008). EI mecanismo involucrado
es desconocido, pero en otros organismos es frecuentemente asociado con una activacion
ineficiente del farmaco (Land y Johnson 1999). La relevancia clinica de la resistencia a
metronidazol es desconocida.

La resistencia a clindamicina se encuentra en 40-70% de los aislamientos humanos;
la resistencia a tetraciclina es menos comun; se ha encontrado en menos del 9.2% de los
aislamientos (Barbut y Mastrantonio et al. 2007; Mutlu y Wroe et al. 2007). Aungue la
resistencia a flouroguinolonas se ha asociado al ribotipo 027, también se encuentra en
otros ribotipos; ademas, la resistencia a moxifloxacino se ha reportado en los ribotipos 001,
002, 012, 017, 018, 020, 048, 055, 068, 071, 078, 106, 126 y 168 (Drudy y Harnedy et al.
2007; Mutlu y Wroe et al. 2007; Brazier y Raybould et al. 2008; Spigaglia y Barbanti et al.
2010; Spigaglia y Barbanti et al. 2011).

Los pacientes con recurrencias multiples de ICD generalmente responden al
tratamiento con vancomicina 0 metronidazol; sin embargo, los sintomas diarreicos
regresan dentro de pocos dias o semanas después de detener el tratamiento. Entre 20 y

50% de las recurrencias son causadas por nuevas cepas de C. difficile, indicando
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reinfeccién y no una recurrencia de la infeccion original (Tschudin-Sutter 2014). El
tratamiento mas efectivo para estos pacientes ha sido el reemplazamiento de la microbiota
intestinal por medio de transplante fecal suministrado por sonda nasogastrica 0 enema
(Tickler y Goering et al. 2014). No se ha encontrado un tratamiento efectivo para la ICD

severa; solo la remocién quirurgica del colon puede ser la Gnica medida.
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3. JUSTIFICACION

En las ultimas dos décadas, la incidencia y la mortalidad de la ICD se ha
incrementado considerablemente tanto en el ambito hospitalario como en el ambito
comunitario debido a la propagacion de cepas hipervirulentas y a la administracion
inadecuada de antibioticos.

Multiples factores contribuyen a la virulencia de C. difficile, sin embargo solo se ha
descrito el papel de algunos en aislamientos clinicos. Por ello, es de suma importancia
analizar y caracterizar aislamientos clinicos de C. difficile fin de describir los factores

involucrados en la patogénesis.
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4. HIPOTESIS

Los aislamientos clinicos de C. difficile poseen y expresan distintos factores de
virulencia que contribuyen a la patogenesis, tales como produccién de toxinas, formacion

de biopelicula y expresion de genes asociados a la adherencia.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Analizar factores de virulencia que contribuyen a la patogénesis, tales como
produccion de toxinas, formacion de biopelicula y expresion de expresién de genes

asociados a la adherencia en aislamientos clinicos de C. difficile.

5.2. Especificos

1. Aislar e identificar Clostridium difficile a partir de heces de pacientes con ICD.

2. Determinar la presencia de los genes de la toxina A, toxina B, toxina binaria asi como
las deleciones en tcdC.

3. Determinar la diversidad genética de los aislamientos.

4. Determinar el perfil de susceptibilidad de los aislamientos.

5. Evaluar la produccion de biopelicula de los aislamientos.

6. Determinar la composicion de la biopelicula de C. difficile.

7. Evaluar la expresion de genes asociados a la adherencia.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Obtencion de muestras y aislamientos.

Se colectaron muestras de heces de pacientes del Hospital Civil de Guadalajara
“Fray Antonio Alcalde” y del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”; las
muestras incluidas provenian de pacientes diagnosticados con ICD.

El diagndstico clinico de ICD se llevo a cabo en pacientes hospitalizados que
cumplieran por lo menos uno de los siguientes criterios: diarrea aguda (evacuaciones
liquidas por méas de 12 horas) después de las 24 h posteriores a su ingreso, con 0 sin
vomito o fiebre; diarrea aguda y antecedente de haber recibido antimicrobianos. En
ausencia de diarrea con dos o mas de los siguientes signos o sintomas: nausea, vomito,

dolor abdominal y/o fiebre.

En el Hospital Civil de Guadalajara, la sospecha de ICD se confirmé mediante
PCR en tiempo real utilizando el sistema Xpert® C. difficile/Epi (Cepheid, Sunny Vale,
CA, EE. UU.); en el Hospital Universitario, el diagnostico fue confirmado por Xpert®
Ensayo de C. difficile/Epi o mediante el uso de Meridian ImmunoCard ® Toxins A&B
(Meridian Bioscience, Inc., Memphis, TN, EE. UU.). Las muestras obtenidas fueron
congeladas a -70°C hasta su uso.

Para el cultivo, las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente y
tratadas con etanol absoluto en proporcién 1:1 a fin de eliminar la microbiota acompafante
y seleccionar las esporas de C. difficile. En un microtubo de 2 ml con 1 ml de etanol

absoluto se afiadié 1 ml de muestra de heces y se dejé incubar a temperatura ambiente.
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Posterior a la incubacion, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3,500 rpm y se
sembraron en agar para C. difficile (CDA) (Neogen, MI, EE. UU.) con cefoxitina a 16
pg/ml (Sigma Aldrich, MO, EE. UU.) y se incubaron en anaerobiosis hasta por 72 horas
en una cdmara de anaerobiosis BJPX-G (Biobase Meihua Trading Co. Ltd, un China).
Posterior a la incubacion, las colonias sospechosas de C. difficile (colonias irregulares,
cerosas, blanco-grisaseas de 2-3 mm de diamétro) fueron tefiidas al Gram a fin de observar
la morfologia microscopica (bacilos Gram positivos con espora oval subterminal). Para su
conservacion en forma de esporas, los aislamientos fueron sembrados por estria en una
placa de CDA e incubados en anaerobiosis a 37° C por 7 dias; posteriormente, las esporas
fueron colectadas con un hisopo estéril y conservados en caldo Brucella con glicerol al
15% en crioviales de 2 ml.
6.2. Identificacion de aislamientos.

Para la identificacion se obtuvo el ADN genomico de los aislamientos por medio
de lisis enzimatica, utilizando el método de fenol-cloroformo. Posteriormente, se realizo la
amplificacion de un fragmento del gen tpi (triosa fosfato isomerasa) por medio de PCR,
utilizando los oligonucle6tidos y condiciones descritas (Lemee y Dhalluin et al. 2004).
Ademas, se realiz6 la confirmacion de la identificacién por medio de espectroscopia de
masas acoplada a un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF).

6.2.1. Extraccion de ADN.

Los aislamientos se sembraron en placas de CDA y se incubaron a 37°C por 18-20
h. Posterior a la incubacion, se realizé una suspension bacteriana en un microtubo con 200
pl de Tris-HCI 500 mM vy se agregaron 150 pg de lisozima (Biotech, Bio Basic, Inc.,
Ontario, Canada). La suspension se incubo en bafio de agua a 37°C durante al menos 16 h;

posteriormente se afiadieron 6 pl de proteinasa K (10 mg/ml) (Bioline, Londres, UK) y se
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Ilevd a incubacion a 55°C por 3 h. Para la extraccion de ADN se afiadieron 250 pl de fenol
saturado, 250 ul de SEVAG y 100 pl de TE 1X; se realizd agitacion vigorosa por 5 min.
La fase acuosa y la fase organica fueron separadas mediante centrifugacion durante 8 min
a 14000 rpm; una vez separadas, la fase acuosa fue transferida a un nuevo vial y se realizo
una segunda extraccién. La fase acuosa de la segunda extraccion se transfirio a otro vial,
midiendo el volumen recuperado y se afiadieron 2.33 volumenes de etanol absoluto a 4°C
a fin de precipitar el ADN; se dejo precipitando a -20°C por una hora. Posterior a la
precipitacion, se centrifugd a 14000 rpm por 5 min y se decanto el sobrenadante cuidando
de no desprender la pastilla de ADN. Se realizaron dos lavados de la pastilla con etanol al
70 %; finalmente, se dejo secando a temperatura ambiente durante 12 horas. Una vez seco,
se disolvio en 100 ul de TE 1X y se calentd a 65°C por 15 min en bafio de agua antes de
utilizarse.

6.2.2. ldentificacion por PCR.

Se realiz6 una PCR de identificacién utilizando los oligonucledtidos y las
condiciones descritas (Tabla 1) (Hirotaki y Sasaki et al. 2011). La PCR amplificd regiones
especificas del gen de la termonucleasa nuc. La reaccion de PCR utiliz6 0.5 pl del ADN
obtenido por lisis enzimética en 24.5 ul de mezcla de reaccion compuesta por: 200 uM de
cada desoxinucledtido trifosfato, buffer 1X (NHs; 1X pH 8.8), 3 uM de MgCl, 0.1 pM de
cada oligonucleétido (Tabla 3) y 1 U de Tag polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA,

EUA).
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Tabla 1. Oligonucleotidos utilizados para la identificacion de C. difficile.

Oligonucleotido Secuencia Producto (pb)
tpi-F TTGTAAACCATTCTGGACCG 230
tpi-R ATGCGTGAGATACTTCTTCG

Para la amplificacion se llevo a cabo un paso inicial de desnaturalizacion (95°C, 3
min); 40 ciclos de: desnaturalizacion (95°C, 30 s), alineamiento (55° C, 30 s), y extension
(72°C, 30 s); y un paso final de elongacién a 72°C por 5 min. Los productos obtenidos
fueron visualizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2 % con TBE 0.5X, previa
tincién con bromuro de etidio (1 mg/ml). Se emple6 un marcador de 100-1,000 pb
(HyperLadder™ 1V, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.). El gel se revel6 en un
transiluminador con luz UV a 254 nm. Como controles de la amplificacion se utilizaron las
cepas ATCC 9689 y ATCC BAA-1805.

6.2.3. ldentificacion por MALDI-TOF.

A partir de un cultivo con 20 h de incubacion en placa de CDA se tom6 una
colonia aislada y se colocé con un aplicador de madera en un pocillo de una placa de acero
inoxidable del equipo. Posteriormente se afiadio 1 ul de acido formico al 70% (v/v) a cada
pocillo y se dejo secar completamente a temperatura ambiente; una vez seco, se adiciond 1
ul de la matriz HCCA (4cido 4-bromo-a-cianocindmico), y se dejo secar a temperatura
ambiente. La placa se introdujo en el equipo, se control6 mediante el software flexControl
3.4 y se analizé mediante el software MALDI biotyper 4.0 comparando los espectros de

proteinas de los aislamientos con la base de datos del equipo.
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6.3. Tipificacion de aislamientos.

Se realiz6 la deteccion de los genes que codifican a la toxina A (tcdA), toxina B
(tcdB) y toxina binaria (cdtA, cdtB), asi como deleciones en el gen tcdC, mediante la
amplificacion por PCR.

6.3.1. Toxinas Ay By toxina binaria.

Se realizaron dos PCR individuales para la amplificacion de tcdA y de tcdB y una
PCR duplex para la amplificacion de los componentes de la toxina binaria, utilizando los
oligonucledtidos enlistados en la tabla 2 (Persson y Torpdahl et al. 2008). Para todas las
reacciones de PCR se utilizaron 0.5 pl del ADN obtenido por lisis enzimética en 24.5 pl
de mezcla de reaccion compuesta por: 200 uM de cada desoxinucleétido trifosfato, buffer
1X (NHs4 1X pH 8.8), 3 uM de MgClz, y 1 U de Taq polimerasa (Bioline, USA Inc.,
Boston, MA, E.U.A)); los oligonucledtidos se afiadieron a las concentraciones mostradas
en la tabla 2. La amplificacién se llevo a cabo con un paso inicial de desnaturalizacion
(94°C, 3 min); 35 ciclos de: desnaturalizacion (94°C, 50 s), alineamiento (54° C, 40 s), y
extension (72°C, 50 s); y un paso final de elongacién a 72°C por 3 min para todas las PCR.

Los productos obtenidos fueron visualizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2 % con TBE 0.5X, previa tincién con bromuro de etidio (1 mg/ml). Se empleo
un marcador de 100-1,000 pb (HyperLadder™ IV, Bioline, USA Inc., Boston MA,
E.U.A)). El gel se revel6 en un transiluminador con luz UV a 254 nm. Como controles de

la amplificacion se utilizaron las cepas ATCC 9689 y ATCC BAA-1805.
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Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados para la tipificacion de aislamientos.

o Concentracion

Secuencia (5'-3") Gen (UM)
tcdA-F3345 GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA | tcdA 0.3
tcdA-R3969 AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 0.3
tcdB-F5670 CCAAATGGAGTGTTACAAACAGGTG | tcdB 0.4
tcdB-R6079A | GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGTA 0.2
tcdB-R6079B GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA 0.2

CdtA-F739A | GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC | cdtA 0.05

CdtA-F739B | GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGC 0.05
cdtA-R958 CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA 0.1
cdtB-F617 TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG cdtB 0.1
cdtB-R878 CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 0.1

6.3.2. Deleciones en tcdC.

Las deleciones en el gen tcdC fueron detectadas en base a las diferencias en el
tamafio de la banda obtenida por medio de PCR punto final, utilizando los
oligonucleodtidos enlistados en la tabla 3 (Persson y Jensen et al. 2011).

La reaccion de PCR utiliz6 0.5 pl del ADN obtenido por lisis enzimética en 24.5 pl
de mezcla de reaccion compuesta por: 200 UM de cada desoxinucle6tido trifosfato, buffer
1X (NH4 1X pH 8.8), 3 uM de MgCl», 0.2 uM de cada oligonucleotido (Tabla 3) y 1 U de
Tag polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A)). Para amplificacién del

fragmento se utilizaron las mismas condiciones que para la amplificacion de las toxinas.
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Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados para la deteccion de deleciones en tcdC.

Secuencia (5'-+3")
tcdC-F252 CATGGTTCAAAATGAAAGACGAC
tcdC-R415 |GGTCATAAGTAATACCAGTATCATATCCTT

Los productos obtenidos fueron visualizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2 % con TBE 0.5X, previa tincion con bromuro de etidio (1 mg/ml). Se emple6
un marcador de 100-1,000 pb (HyperLadder™ IV, Bioline, USA Inc., Boston MA,
E.U.A)) y el gel se revel6 en un transiluminador con luz UV a 254 nm. Para determinar el
tamafio de la delecidn se tomé en cuenta el peso de la banda obtenida de acuerdo a la tabla
4. Como controles de las deleciones de 0 y 18 bp se utilizaron las cepas ATCC 9689 y

ATCC BAA-1805, respectivamente.

Tabla 4. Determinacion de deleciones en tcdC.

b?r?gadfb?) Delecion (bp)
108 54
126 39
144 18
162 0

6.4. Determinacion de ribotipos.
A partir del DNA gendémico obtenido por lisis enzimatica, se realiz6 la
amplificacion del espacio intergénico entre los genes 23S y 16S del RNAr por medio de
PCR. Se utilizaron los iniciadores disefiados por Bidet et al (Bidet y Barbut et al. 1999),

enlistados en la tabla 5.
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La reaccion de PCR utiliz6 0.5 pl del ADN obtenido por lisis enzimatica en 24.5 pl
de mezcla de reaccion compuesta por: 200 uM de cada desoxinucledtido trifosfato, buffer
1X (NH4 1X pH 8.8), 3 uM de MgCl», 0.2 uM de cada oligonucleotido (Tabla 3) y 1 U de
Taq polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.). Para la amplificacion se llevo a
cabo un paso inicial de desnaturalizacion (94°C, 6 min); 35 ciclos de: desnaturalizacion
(94°C, 1 min), alineamiento (57° C, 1 min), y extension (72°C, 1 min); y un paso final de
elongacion a 72°C por 7 min.

Los productos de PCR fueron visualizados por medio de electroforesis
convencional, durante 6 horas a 85 V, en un gel de agarosa al 3% previa tincién con
bromuro de etidio. El patron de bandas fue analizado de manera visual y comparado con
las cepas control ATCC 9689 (ribotipo 001) y BAA-1805 (ribotipo 027), de esta manera se
determind el ribotipo para los aislamientos que coincidieran con el patron de bandas de los

ribotipos de las cepas control.

Tabla 5. Oligonucle6tidos utilizados para la ribotipificacion de los aislamientos.

Oligonucleotido Secuencia Producto (pb)
16S-F GTGCGGCTGGATCACCTCCT 260 a 585
23S-R CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC

Los aislamientos que no pertenecieran a los ribotipos 001 y 027 fueron enviados
para su ribotipificacion al laboratorio de referencia de C. difficile: Ribotyping Network

Reference Laboratory (CDRN) en Leeds, Reino Unido. Ademas, una seleccion de
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aislamientos de ribotipos 001 y 027 también fueron enviados para la confirmacion del
ribotipo.
6.5. Determinacion del perfil de susceptibilidad.

La determinacién del perfil de susceptibilidad se realizd mediante el método de
dilucion en agar utilizando agar Wilkins-Chalgren (Oxoid Limited, Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra) y caldo anaerobio Schaedler (Oxoid Limited). Se probaron agentes
antimicrobianos clasificados en 3 grupos con respecto a la ICD: antibidticos utilizados
contra otras infecciones que pueden facilitar el desarrollo de la ICD (ciprofloxacino,
moxifloxacino, eritromicina, clindamicina y tetraciclina); opciones de tratamiento para la
ICD (vancomicina, metronidazol, fidaxomicina y rifampicina) y antibioticos con potencial

terapéutico (linezolid).

Se prepararon diluciones seriadas 1:2 de los antibidticos a utilizar partiendo de un
stock a concentracion 2560 mg/L; los antibi6ticos fueron diluidos con el solvente indicado
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). La solucion stock de
fidaxomicina (800 mg/L) se prepardé en DMSO, luego se diluy6 1 ml de solucion stock en
5 ml de DMSO y 4 ml de DMSO al 10% (concentraciones finales 80 mg/L); se hicieron

diluciones adicionales en DMSO al 10%.

Las diluciones seriadas fueron preparadas de tal manera que la concentracion fuera
10 veces la concentracion a utilizar (10X). Después fue vertida una parte de la dilucion a
nueve partes de agar Wilkins-Chalgren fundido y estéril (mantenido a 50°C
aproximandamente). EI medio con antimicrobiano fue vertido en placas Petri estériles,
evitando la formacién de burbujas que dificultaran la posterior inoculacion de las placas y

se dejaron solidificar. Ademas, se prepararon placas sin antimicrobiano para usarse como
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control. Para vancomicina, metronidazol, ciprofloxacino, moxifloxacino, eritromicina,
clindamicina y linezolid, el rango de concentracion utilizado fue de 0.03 mg/L a 128 mg/L.
Para tetraciclina el rango de fue de 0.008 mg/L a 128 mg/L; el rango de rifampicina fue de

0,0001 mg/L a 128 mg/L; y para fidaxomicina fue el rango de de 0.002 a 8 mg/L.

Para la preparacion del inoculo, los aislamientos fueron sembrados por estria en
agar Brazier’s (Lab M Limited, Lancashire, UK) e incubados durante 24 h en anaerobiosis;
a partir del cultivo en placa se inocularon caldos tubos con 5 ml de caldo Schaedler pre
reducido y se incubaron durante 18 h en atmosfera anaerobia. Los cultivos en caldo
Schaedler se inocularon en placas de agar Wilkins-Chalgren con las diferentes
concentraciones de antibioticos, usando un inoculador multipunto (marca) que dispenso
10* unidades formadoras de colonias por punto. Se incluyé una placa de agar sin agente
antimicrobiano como control de crecimiento en atmosfera tanto aerdbica como anaerébica
y las placas se leyeron después de 48 h de incubacion a 37 ° C en un ambiente anaerdbico.
La cepa de C. difficile ATCC 700057 se utiliz6 como control de calidad. La concentracion
minima inhibitoria se tom6 como la concentracién en la cual hubo una reduccion del

crecimiento comparado con el control sin antimicrobiano.

Los resultados de las pruebas de sensibilidad de moxifloxacino, vancomicina,
metronidazol y rifampicina se interpretaron de acuerdo con las tablas de puntos de corte
(tabla 6) del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
para la interpretacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y los diametros
de zona para C. difficile (version 7.1, 2017, http://www.eucast.org). Los resultados de
clindamicina y tetraciclina se interpretaron utilizando el documento M100-S27 del CLSI,

utilizando los puntos de corte para anaerobios. Para la eritromicina, se uso el punto de
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corte epidemioldgico reportado por EUCAST para C. difficile
(https://mic.eucast.org/Eucast2/). Finalmente, se usaron los puntos de corte recomendados
para ciprofloxacino (Rashid y Dalhoff et al. 2014), linezolid (Pelaez y Alonso et al. 2002)

y fidaxomicina (Freeman y Vernon et al. 2015).

Tabla 6. Puntos de corte para los antimicrobianos utilizados.

Antimicrobiano (?n%?ltf)
Ciprofloxacino >8
Moxifloxacino >8

Eritromicina >4
Clindamicina >8
Vancomicina >4
Metronidazol >4
Linezolid >8

Fidaxomicina >1
Rifampicina >0.008
Tetraciclina >16

6.6. Evaluacion de la produccion de biopelicula.
La evaluacion de la produccion de biopelicula se determind mediante la tincion con
cristal violeta. Los aislamientos fueron inoculados por estria en CDA y se incubaron a
37°C por 24 horas; después, se inocularon caldos infusion cerebro corazén (BHI)
suplementados con cisteina al 0.1% y extracto de levadura al 0.5% (caldo BHIS) y se

incubaron en las mismas condiciones.
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Posteriormente se realizo una dilucion 1:10 de los caldos con crecimiento en caldo
BHIS fresco. Con la dilucion se inocularon 4 pocillos de una placa de microtitulacion
(Corning and Falcon, MA, EUA) con 200 uL cada uno; ademas, se inocularon 4 pocillos
con caldo BHIS estéril como blanco. Las placas fueron selladas con parafilm y se
incubaron durante 48 horas a 37°C en atmosfera de anaerobiosis. Después de la incubacion
se tomaron 100 pL del caldo de uno de los cuatro pocillos de cada aislamiento y se
transfirié a una placa nueva para medir la absorbancia a 595 nm. Esta lectura se tomd
como absorbancia de células plancténicas. Después, se descartd el caldo de todos los
pocillos con pipeta, cuidando de no desprender la biopelicula; una vez eliminado el caldo,
la biopelicula fue fijada con la adicion de 200 ul de metanol. Se incub6 durante 15 min a
temperatura ambiente y después el metanol se retirdé con pipeta multicanal; después, se
realizaron tres lavados con 200 pl de agua destilada estéril. Finalmente, se realiz6 un paso
adicional de fijacion/secado durante una hora a 60°C en un horno.

La biopelicula se tifio con 100 ul de cristal violeta de Hucker al 0.1% durante 15
minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se elimind el cristal
violeta y se realizaron 5 lavados con 200 ul de agua destilada estéril y se dejo secar a
temperatura ambiente, durante toda la noche. Para la lectura de la absorbancia, el cristal
violeta fue disuelto con &cido acético al 30 % durante 30 min. Finalmente, se determind la
densidad optica (DO) a 595 nm en un lector de microplacas (iMark™, Bio-Rad
Laboratories Inc, CA, USA).

Para clasificar a los aislamientos en cuanto a produccion de biopelicula, se realizé
un calculo dividiendo la absorbancia de la biopelicula tefiida entre la absorbancia de las
células plancténicas. El resultado obtenido se denomind indice de biopelicula (IBP) y se

utilizé como criterio para la clasificacion de los aislamientos:
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No productor: < 0.9

Débil productor: 0.9 - 1.2

Fuerte productor: > 1.2

6.7. Determinacion del desprendimiento de biopelicula.

Se realizaron ensayos de desprendimiento a los aislamientos que se clasificaron
como productores fuertes; se utilizaron utilizando distintos tratamientos que degradan
especificamente moléculas que pueden formar parte de la biopelicula (carbohidratos,
proteinas y DNA).

La evaluacion de la produccion de biopelicula se determin6 mediante la tincion con
cristal violeta. Los aislamientos fueron inoculados por estria en CDA y se incubaron a
37°C por 24 horas; después, se inocularon caldos infusion cerebro corazéon (BHI)
suplementados con cisteina al 0.1% Yy extracto de levadura al 0.5% (caldo BHIS) y se
incubaron en las mismas condiciones.

Posteriormente se realiz6 una dilucién 1:10 de los caldos con crecimiento en caldo
BHIS fresco. Con la dilucién se inocularon 4 pocillos de una placa de microtitulacion
(Corning and Falcon, MA, EUA) con 200 pL cada uno; ademas, se inocularon 4 pocillos
con caldo BHIS estéril como blanco. Para un mismo grupo de aislamientos, el proceso se
realizd en cuatro microplacas distintas, a fin de utilizar una placa como control de
absorbancia, y tres placas para evaluar la presencia de proteinas, carbohidratos y ADN
(una placa por molécula). Las placas fueron selladas con parafilm y se incubaron durante
48 horas a 37°C en atmosfera de anaerobiosis.

Después, se descarto el caldo de todos los pocillos con pipeta, cuidando de no
desprender la biopelicula; una vez eliminado el caldo, la biopelicula fue fijada con la

adicion de 200 pl de metanol. Se incubd durante 15 min a temperatura ambiente y después
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el metanol se retird con pipeta multicanal; después, se realizaron tres lavados con 200 pl
de agua destilada estéril. Finalmente, se realiz6 un paso adicional de fijacion/secado
durante una hora a 60°C en un horno.

Posteriormente, en una de las placas se le afiadio en cada pocillo 200 pl de
proteinasa K a 0.1 mg/ml (Bioline, Londres, UK) en Tris-HCI 20 mM y 100 mM NaCl a
pH: 7.5. De manera similar, en otra de las microplacas en cada pocillo se afiadieron 200 pl
de NalOs a 40 mM de (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) disuelta en agua bidestilada; y
finalmente, una microplaca fue tratada con 200 ul de DNasa | a 0.5 mg/ml (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) en disuelta en MgCl> al 5 mM. Ademas, se dejo una placa
control sin tratamiento. Las microplacas con tratamiento se incubaron a 35°C durante 24 h.

Después de la incubacion, se eliminaron los reactivos de cada placa y se realizaron
3 lavados con agua destilada estéril; las placas se dejaron secar a temperatura ambiente
durante toda la noche. La biopelicula fue tefiida con 100 pl de cristal violeta de Hucker al
0.1% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se
elimino el cristal violeta y se realizaron 5 lavados con 200 pl de agua destilada estéril y se
dejo secar a temperatura ambiente, durante toda la noche. Para la lectura de la absorbancia,
el cristal violeta fue disuelto con acido acético al 30 % durante 30 min. Finalmente, se
determin6 la DO a 595 nm en un lector de microplacas (iMark™, Bio-Rad Laboratories
Inc, CA, USA).

El porcentaje de desprendimiento se calculo por la diferencia entre el promedio de

la DO de los pocillos tratados y el control:

(DO promedio Tratamiento)(100)
DO Control no tratado

% desprendimiento =100 —
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El criterio de evaluacion se llevo a cabo de la siguiente manera: <10% se
considerd sin desprendimiento, de 10 a 50% se consider6 como desprendimiento
intermedio, de 51 a 75% desprendimiento moderadamente fuerte y mas de 75% como
desprendimiento fuerte.

6.8. Evaluacion de la expresion de genes asociados a adherencia.

Se evalué mediante PCR en tiempo real la expresion de genes que codifican
proteinas involucradas en la adherencia: las proteina A de la capa S (SIpA) y la cistein
proteasa Cwp84; lo anterior se evaluo en aislamientos seleccionados de diversos ribotipos
y niveles de produccion de biopelicula, en el modelo utilizado para el estudio de la
produccién de biofilm.

6.8.1. Ensayos de expresion.

Los aislamientos fueron inoculados por estria en CDA vy se incubaron a 37°C por
24 horas; después, se inocularon caldos infusion cerebro corazén (BHI) suplementados
con cisteina al 0.1% y extracto de levadura al 0.5% (caldo BHIS) y se incubaron en las
mismas condiciones. Posteriormente se realizd una dilucion 1:10 de los caldos con
crecimiento en caldo BHIS fresco. Con la dilucién se inocularon 4 pocillos de una placa de
microtitulacion (Corning and Falcon, MA, EUA) con 200 pL cada uno; ademas, se
inocularon 4 pocillos con caldo BHIS estéril como blanco. Las placas fueron selladas con
parafilm y se incubaron durante 72 horas a 37°C en atmosfera de anaerobiosis.

6.8.2. Extraccion de RNA.

Después de la incubacion se transfirieron 500 pL del caldo de los cuatro pocillos
de cada aislamiento a un vial de 1.5 ml y se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min. Se
elimino el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 200 uL de buffer Tris-HCI 10 mM

pH 8; ademas, se agregaron 4 plL de una solucion de lisozima a 50 mg/L y se agitd en
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vortex. Los tubos se mantuvieron en incubacion por una hora en bafio de agua a 37°C;
después de la incubacion, se agregaron 6 puL de proteinasa K a 10 mg/L y se incub6 a 55°C
por una hora.

Al finalizar la incubacion se agregaron 200 pL de una solucion de lisis y se dejo
incubando 10 min a temperatura ambiente; a partir de este lisado se extrajo el ARN total
utilizando el kit QIAmp DSP viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se determino la cantidad y calidad del ARN total por
espectrofotometria en el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.)
midiendo la relacion de absorbancias a 260/280 y empleando la siguiente formula: [ARN]
= A260 x factor de dilucion x 40 pg/mL.

6.8.3. Estandarizaciéon de PCR en tiempo real.

Se construyeron curvas estandar para los genes blanco (cwp84 y slIpA) y el gen
enddgeno (16S rRNA); para cwp84 y slpA el rango dinamico utilizado fue de 12.5 ng a
200 ng por reaccion con diluciones seriadas 1:2. De manera similar, el rango empleado
para el gen enddgeno fue de 6.25 a 100 ng por reaccion con diluciones seriadas 1:2. Se
utilizaron los oligonucledtidos disefiados por Deneve et al (Deneve y Bouttier et al. 2009)

que se enlistan en la tabla 7.

Tabla 7. Oligonucleo6tidos utilizados para la PCR en tiempo real.

Oligonucleotido Secuencia Producto (pb)
16S-F GGGAGACTTGAGTGCAGGAG

16S-R GTGCCTCAGCGTCAGTTACA 20
cwp84-F TGGGCAACTGGTGGAAAATA

cwp84-R TAGTTGCACCTTGTGCCTCA !
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slpA-F AATGATAAAGCATTTGTAGTTGGTG
126

sIpA-R TATTGGAGTAGCATCTCCATC

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando un termociclador Cepheid
SmartCycler 11 real-time PCR system (Cepheid, Sunnyvale, CA). Para cada gen, las
mezclas de la amplificacion por PCR (25 pL), contenian 1X de 2X Reaction Mix, 0.5 pL
de SuperScript Il RT/Platinum Tag Mix, 5 mM de MgSOs, 400 nM de cada
oligonucle6tido descrito en la tabla 7 y la cantidad de ARN correspondiente a cada
dilucion de la curva. Cada punto de la curva estandar fue incluido por triplicado. Para la
amplificacion se llevo a cabo un paso inicial de retrotranscripcion a 50°C por 15 min;
seguido de 1 ciclo de activacion de la polimerasa a 95°C por 5 min; posteriormente se
incluyeron 45 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 s, alineamiento a 60°C por 30 s y
extension a 72°C por 25 s.

Los Ct obtenidos para cada punto de la curva fueron promediados y utilizados para
graficar logaritmo de la cantidad de ARN utilizado contra Ct; se obtuvo la R?y se
determing la ecuacion de la gréfica (y = mx + b) mediante regresion lineal. La eficiencia
(E) de la reaccion fue determinada mediante la formula:

E = (10 *Y™_1) x 100
Donde m es la pendiente obtenida de la ecuacion de la gréafica. Las curvas estdndar fueron
validadas cuando la eficiencia de la reaccion alcanzé de 90% a 100% y la R? fue de al
menos 0.9.
6.8.4. Determinacion de la expresion de cwp84 y sIpA.
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando un termociclador Pixo Real-

Time PCR System (Helixis, CA, EE. UU.). Para cada gen, las mezclas de la amplificacion
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por PCR (15 pL) incluyeron: 1X de 2X Reaction Mix, 0.3 pL de SuperScript III
RT/Platinum Taq Mix, 5 mM de MgSOs, 400 nM de cada oligonucledtido descrito en la
tabla 7 y 100 ng de ARN. Las reacciones fueron realizadas por duplicado por cada
aislamiento y por gen. La amplificacion se llevo a cabo con las mismas condiciones
utilizadas en la estandarizacion.

Los resultados obtenidos para cada aislamiento y por gen fueron normalizados
utilizando los niveles de expresion en las cepas ATCC 9689 y BAA-1805 (calibradores),
tanto para el gen endégeno como para los genes de interés. Para ello se calculd la cantidad
de nanogramos del gen de interés y del enddgeno tanto en los aislamientos como en las
cepas calibradoras. Los niveles de expresion relativos se calcularon siguiendo la formula

siguiente, propuesta por Chang et al (Chang y Chen et al. 2004).

NUmero de veces ng del gen de interés ng del gen de interés
en aislamientos en calibrador

ng del gen endégeno ng del gen enddgeno
de expresion relativa = en aislamientos en calibrador

Se consideré como sobreexpresion de los genes cuando el nivel de la expresion relativa era
al menos 3 en comparacién con la cepa calibradora. Los resultados se expresaron como
expresion relativa media £ desviacion estandar.
6.9. Andlisis estadistico.
Se determind la asociacion entre las caracteristicas de los aislamientos mediante la
prueba de chi-cuadrada utilizando el software SPSS Statistics version 22.0 (IBM
Corporation, Somers, NY). Este método se utiliz6 para determinar asociacion entre el

ribotipo y la produccion fuerte de biofilm, asi como ribotipo y resistencia a farmacos.
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Ademas, para determinar si hay diferencia entre grupos de aislamientos y la expresion de
genes se utilizo la prueba U de Mann-Whitney utilizando el software antes mencionado.
Para todas las pruebas estadisticas, un valor de P < 0.05 se consider6 estadisticamente

significativo.
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7. RESULTADOS

7.1. Aislamientos.

Se procesaron un total de 332 muestras colectadas en el periodo de febrero de 2011
a enero de 2016, de las cuales 214 provenian del hospital Civil de Guadalajara y 118
muestras provenian del Hospital Universitario en Monterrey. El diagnostico de los
pacientes, se realizo principalmente por el sistema Xpert® C. difficile/Epi en 213 de las
muestras, mientras que 141 de las muestras fueron analizadas mediante el uso de Meridian
ImmunoCard ® Toxins A&B; por lo que 22 muestras fueron analizadas mediante ambos
sistemas.

En cuanto al cultivo, se obtuvieron 132 aislamientos que fueron confirmados como
C. difficile por medio de la amplificacion de un fragmento del gen tpi y por el sistema
MALDI-TOF, con el 100 % de concordancia entre los dos métodos. Para el estudio se

incluyé un aislamiento por paciente.

7.2. Tipificacién y ribotipos.

Los genes de la toxina A y de la toxina B fueron amplificados en todos los
aislamientos (tcdA+, tcdB+), mientras que los genes de la toxina binaria fueron
amplificados en 89 (67.4%) de los aislamientos (cdtA+, cdtB+); de este grupo, 86 (96.6%)
contenian ademas la delecion de 18 pb en tcdC (tcdCA18+), mientras que tres (3.4%)
aislamientos no presentaron delecion (tcdCA18-). En el grupo de aislamientos sin toxina
binaria (43, 32.6%), solo uno (2.3%) presentd la delecion de 18 pb en tcdC, mientras que

el resto (97.7%) no contenian delecion.
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El analisis de ribotipificacion por medio de PCR agrupo a 81 (61.4%) aislamientos
con un patron de bandas igual al de la cepa control BAA-1805 de ribotipo 027; ademas,
estos aislamientos amplificaron los genes de las toxinas A, B y binaria y contenian la
delecion de 18 pb, por lo que fueron designados con este ribotipo. De este grupo de
aislamientos se seleccionaron 12 para el andlisis de ribotipo por electroforesis capilar en el
laboratorio de referencia en Leeds y el estudio confirmd el ribotipo. Por otro lado, hubo un
segundo grupo de 18 aislamientos (13.6%) con un patron de bandas similar al de la cepa
ATCC 9689 de ribotipo 001; de este grupo se confirmaron cuatro aislamientos como
ribotipo 001 en el laboratorio de referencia por lo que todos los deméas también fueron
designados como tal. Finalmente, en los 33 aislamientos restantes se identificaron los
ribotipos 002, 003, 012, 014, 017, 019, 020, 076, 106, 176, 220 y 353; asi como ribotipos

que no pudieron ser identificados en 16 aislamientos (tabla 8).

Tabla 8. Correlacién de ribotipos con genotipo.

n (%) Genotipo Ribotipos
81 (61.4) tedA+, tedB+, cdtA+, cdtB+, tcdCA 18+ 027
18 (13.6) tcdA+, tcdB+, cdtA-, cdtB-, 1cdCA 18- 001
4 (3) tcdA+, tcdB+, cdtA-, cdtB-, tcdCA 18- 106
3(2.3) tcdA+, tcdB+, cdtA+, cdtB+, tcdCA18+ 176
1(0.8) tcdA+, tcdB+, cdtA-, cdtB-, tcdCA 18- 003
1(0.8) tcdA+, tedB+, cdtA+, cdtB+, tcdCA 18- 019
1(0.8)? tcdA+, todB-+, cdtA-, cdtB-, edcazs- | 002 012 212‘(‘) %g,’ 020, 076,

&Un aislamiento por ribotipo
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7.3. Susceptibilidad de aislamientos.

Se encontro susceptibilidad reducida a ciprofloxacino, moxifloxacino, eritromicina,
clindamicina y rifampicina en mas del 70% de los aislamientos, mientras que no se
detectaron aislamientos con susceptibilidad reducida para fidaxomicina o tetraciclina; sin
embargo, se encontraron proporciones relativamente altas de susceptibilidad reducida para
agente antimicrobianos utilizados como tratamiento para la ICD, tales como vancomicina

y metronidazol (tabla 9).

Tabla 9. Susceptibilidad global de aislamientos.

Antimicrobiano CMlso CMlso >R
(mg/L) (mg/L) n (%)
Asociados a ICD

Ciprofloxacino >128 >128 129 (97.7)

Moxifloxacino 32 64 113 (85.6)

Eritromicina >128 >128 103 (78)

Clindamicina >128 >128 110 (83)

Tetraciclina 0.06 0.5 0(0)

Tratamiento de ICD

Vancomicina 2 4 41 (31)

Metronidazol 2 8 23 (17.4)

Fidaxomicina 0.015 0.06 0 (0)

Rifampicina >128 >128 105 (79.5)

Potencialmente terapéuticos

Linezolid 4 16 48 (36.4)
SR = susceptibilidad reducida

La susceptibilidad reducida fue mayor a 90% en el grupo de aislamientos del

ribotipo 027 para ciprofloxacino, moxifloxacino, eritromicina, clindamicina y rifampicina;
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mientras que en el grupo de aislamientos del ribotipo 001 solo hubo susceptibilidad
reducida mayor a 90% para ciprofloxacino y eritromicina; sin embargo, se encontrd
susceptibilidad reducida mayor al 80% en moxifloxacino, clindamicina y rifampicina.
Hubo asociacion entre la susceptibilidad reducida a moxifloxacino, eritromicina,
clindamicina, rifampicina (P < 0.001) y vancomicina (P < 0.05) y el ribotipo 027. De
manera similar, hubo asociacion entre la susceptibilidad reducida a eritromicina (P < 0.05)

y la susceptibilidad reducida a linezolid (P < 0.01) con el ribotipo 001.

Tabla 10. Susceptibilidad de los ribotipos 027 y 001.

Ribotipo 027 Ribotipo 001
(n=181) (n=18)

CMls | CMlgo SR CMlso | CMlgo SR
(mg/L) | (mg/L) n (%) (mg/L) | (mg/L) n (%)

Antimicrobiano

Asociados a ICD

Ciprofloxacino >128 >128 | 80 (98.8) >128 >128 18 (100)
Moxifloxacino 32 64 80 (98.8) 48 64 16 (88.9)
Eritromicina >128 >128 | 76 (93.8) >128 >128 | 17 (94.4)
Clindamicina >128 >128 | 79(97.5) >128 >128 | 16 (88.9)
Tetraciclina 0.03 0.25 0(0) 0.125 4 0 (0)
Tratamiento de ICD
Vancomicina 2 4 30 (37) 2 4 6 (33.3)
Metronidazol 2 8 14 (17.3) 0.25 0.5 0 (0)
Fidaxomicina 0.015 0.06 0 (0) 0.026 0.03 0 (0)
Rifampicina >128 >128 | 80(98.8) >128 >128 | 15(83.3)

Potencialmente terapéuticos
Linezolid 4 8 31 (38.3) 8 32 12 (66.7)

SR = susceptibilidad reducida
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7.4. Produccion de biopelicula y ensayos de desprendimiento.

Los aislamientos de C. difficile mostraron capacidad de adherirse in vitro sobre
superficies de poliestireno. Méas del 70% (98/132) de los aislamientos fueron clasificados
como productores fuertes de biopelicula, mientras que el 22% (29/132) fueron no
productores y el 4.5% (6/132) solo produjeron biopelicula débilmente.

La mayoria de los aislamientos productores fuertes pertenecieron al ribotipo 027,
sin embargo no se encontré asociacion entre el ribotipo y la produccién fuerte de

biopelicula (P > 0.05).

Tabla 11. Produccion de biopelicula y ribotipos.

n (%) Clasificacion Ribotipos (n)

29 (22) No adherente 027 (16), 001 (6), otros RT (7)

6 (4.5) Adherencia débil 027 (3), 176 (1), otros RT (2)
97 (73.5) | Adherencia fuerte 027 (62), 001 (12), 106 (3), otros RT (20)

Los ensayos de desprendimiento de biopelicula se realizaron en 71 aislamientos
productores fuertes de biopelicula que pertenecian a los principales ribotipos encontrados:
los ribotipos 001 (12 aislamientos) y 027 (59 aislamientos). En la tabla se muestran los
rangos de desprendimiento, la media y la desviacion estandar.

Los ensayos mostraron el mayor desprendimiento de la biopelicula cuando esta fue
tratada con proteinasa K, obteniéndose porcentajes de desprendimiento mayores al 90%
para ambos ribotipos; sin embargo, en los tratamientos con NalO4 (para carbohidratos) y

DNAsa (DNA en biopelicula) los resultados fueron muy variables con rangos que van
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desde 0.8 % (nulo desprendimiento) hasta 99.8 (desprendimiento fuerte); por lo que no
hubo diferencias significativas de desprendimiento en ninguno de los tratamientos ni por
ribotipo.

Tabla 12. Rangos y medias de desprendimiento por tratamiento y ribotipo.

Proteinasa K

RT 001 RTO027
Rango (%) 96.9 — 99.6 95.5 —99.8
Media (%) £SD 98.8+0.9 99.2+0.8

Metaperyodato de sodio
Rango (%) 0.8-81.8 3-89.6
Media (%6)+SD 493 +28.4 53.8+255
DNAsa |

Rango (%) 12.5-86.5 23.2-98.9
Media (%6)+SD 51+ 25.3 73.7+219

En la siguientes figuras se muestran las proporciones de aislamientos de cada ribotipo que
no presentaron desprendimiento (<10%), de desprendimiento intermedio (10 a 50%), de
desprendimiento moderadamente fuerte (51 a 75%) y de desprendimiento fuerte (mas de
75%). Para ambos ribotipos, el 100% de los aislamientos mostraron desprendimiento
fuerte de la biopelicula cuando esta fue tratada con proteinasa K; sin embargo, en los
tratamientos con NalO4 (para carbohidratos), alrededor del 30% de los aislamientos en
ambos ribotipos tuvieron desprendimiento intermedio y moderado. En el tratamiento con
DNAsa (DNA en biopelicula), mas de la mitad de los aislamientos tuvieron
desprendimiento fuerte en el ribotipo 027, mientras que una proporcion similar fue

encontrada en el ribotipo 001 pero en desprendimiento intermedio.
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Ribotipo 027
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Figura 3. Proporciones de desprendimiento por tratamiento en ribotipo 027.
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Figura 4. Proporciones de desprendimiento por tratamiento en ribotipo 001.

7.5. Expresion de cwp84 y sIpA.

Se analizaron 44 aislamientos, 17 de los cuales pertenecian al ribotipo 001 y 27 al
ribotipo 027. De los aislamientos del ribotipo 001, cinco fueron clasificados como no
productores de biopelicula y 12 como productores fuertes; mientras que en los
aislamientos de ribotipo 027, 13 de ellos eran no productores y 14 productores fuertes.

En el grupo de aislamientos del ribotipo 001 y tomando en cuenta el punto de corte

para considerar sobreexpresion de los genes sIpA y cwp84 (al menos 3 veces el nivel de
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expresion de la cepa calibradora) se encontrd sobrexpresion de cwp84 en 2/5 (40%) de los
aislamientos no productores de biofilm y en 4/12 (33.3%) de los aislamientos productores
fuertes; mientras que slIpA fue sobreexpresado en 5/5 (100%) aislamientos no productores
y en 12/12 (100%) de los aislamientos productores fuertes de biopelicula. En el grupo de
aislamientos del ribotipo 027 solamente se encontré sobrexpresion de cwp84 en un 1/13
(7.7%) aislamiento no productor de biofilm, y en ninguno de los aislamientos productores
fuertes; mientras que sIpA fue sobreexpresado en 4/13 (30.8%) aislamientos no
productores y en 1/14 (7.1%) de los aislamientos productores fuertes de biopelicula.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de la expresion relativa media de
los aislamientos por ribotipo y por gen, asi como el resultado de la prueba estadistica.
Solamente hubo diferencia significativa en la expresion de sIpA en los aislamientos

productores fuertes y no productores del ribotipo 027.

Tabla 13. Expresion relativa media de los aislamientos.

cwp84 4.1+3.6 3.2+3.4 0.461
oo slpA 152 +7.3 13+8.4 0.598
027 cwp84 1.6+0.97 0.99+0.68 0.099
slpA 3.745.9 0.77+1.65 0.017*

DE: desviacion estandar; P: valor P, 0=0.05
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8. DISCUSION

Multiples factores determinan la incidencia, la gravedad y la mortalidad asociadas
a la ICD, algunos de los cuales son la resistencia a los antimicrobianos, el tipo de cepa, la
produccién de toxinas, esporulacion y factores de virulencia adicionales, como la
produccién de biopelicula. En este estudio se pretendié hacer un analisis de distintos
factores de virulencia que estan presentes en las cepas circulantes de C. difficile en México

y que probablemente contribuyan a su diseminacion y adaptacion.

Aunque se analizaron muestras de pacientes con diagnostico confirmado de ICD
(por diversas metodologias ademés del diagnostico clinico), no fue posible recuperar el
agente causal en 60.2% de las muestras. Esto contrasta con diversos estudios en donde los
porcentajes de recuperacion son mayores (>90%) (Tyrrell y Citron et al. 2013; Han y
Chang et al. 2014). La baja recuperacion puede deberse a maltiples factores entre los que
se encuentra el almacenamiento inadecuado, ya que largos periodos de congelacion
pudieran haber afectado la viabilidad de las esporas; ademas, es probable que antes de su
congelacion, hayan pasado varias horas desde la obtencion de la muestra hasta su correcto
almacenamiento. Sumado a esto, a pesar de haber utilizado un medio selectivo para C.
difficile, hay otros medios enriquecido con sales biliares que estimulan la germinacion de
las esporas, dando una mejor recuperacion (Tyrrell y Citron et al. 2013). En cuanto a la
identificacion por ambos sistemas (PCR y MALDI-TOF), hubo concordancia del 100%, lo
que indica que ambos sistemas son utiles para la identificacion de C. difficile, aunque el

sistema MALDI-TOF posee la ventaja de ser un método mas rapido.
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En nuestro estudio, el ribotipo 027 fue la cepa predominante, que representé el
61.4% de los casos. Este ribotipo, estd ampliamente distribuido y cuenta con diversos
reportes en instituciones de todo el mundo (Barbut y Mastrantonio et al. 2007; Cheknis y
Sambol et al. 2009; Bauer y Notermans et al. 2011); desde su aparicién hasta la
actualidad, este ribotipo ha sido asociado a una mayor morbi-mortalidad y se ha descrito
como la cepa predominante en brotes e incluso como una cepa endémica en varias
instituciones. En nuestro pais, esta cepa ha sido reportada previamente, en un estudio
microbiologico-molecular en uno de los hospitales de nuestro medio (Camacho-Ortiz y
Lopez-Barrera et al. 2015); sin embargo, en el presente estudio se estudié un mayor
numero de casos y de aislamientos, lo que permitié recuperar aislamientos de otros
ribotipos diferentes a la cepa 027. Sin embargo, esta cepa también ha sido descrita en otros
nosocomios a nivel nacional, como en Jalisco en donde también es el ribotipo
predominantemente encontrado (Morfin-Otero y Garza-Gonzalez et al. 2016). Lo anterior
apoya la idea generalizada de que la cepa ribotipo 027 posee un mayor grado de
adaptabilidad y sus caracteristicas favorecen la diseminacion y permanencia dentro de las
instituciones de salud. Ademas, es bien sabido que en nuestro pais aun hay mucho por
hacer en cuanto a control del uso de antimicrobianos, y siendo este el factor de riesgo mas
importante para el desarrollo de la ICD es poco probable que haya una disminucion de la
presencia de esta cepa e incluso de la ICD en nuestro medio mientras no haya un adecuado

control y educacion sobre el uso adecuado de antimicrobianos.

El segundo ribotipo mas frecuente en nuestro medio fue el ribotipo 001,
representando el 13.6% de los casos. Esta cepa es el principal ribotipo circulante en Corea

(Lee y Lee et al. 2014), Republica checa (Krutova y Matejkova et al. 2016), Croacia
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(Novak y Spigaglia et al. 2014) y Eslovaquia (Nyc y Krutova et al. 2015); esta cepa se ha
asociado con una alta resistencia a los antibioticos, incluida la resistencia a ciprofloxacino,
eritromicina y clindamicina (Novak y Spigaglia et al. 2014; Adler y Miller-Roll et al.
2015), que por si mismos son factores de riesgo para el desarrollo de ICD. El ribotipo 001
es una cepa epidémica en Europa durante un largo periodo de tiempo, ya que ha sido
reportada en estudios multicéntricos europeos en diversos afios; fue reportado como el
segundo ribotipo de PCR en 2008 por Bauer et al. (Bauer y Notermans et al. 2011) y
también en 2015 por Davies et al (Davies y Ashwin et al. 2016). Sin embargo, esta es la
primera descripcién de la circulacion de este ribotipo en México. El hecho de encontrar un
segundo ribotipo predominante (si bien su proporcidon es varias veces menor que la
frecuencia del ribotipo 027) sugiere que las condiciones de las instituciones de salud
propician la aparicion y mantenimiento de cepas especificas. Ademas, el encontrar un
ribotipo que es predominante en otros paises y que ha persistido durante largos periodos,
es un motivo de preocupacién ya que por una parte, significa que en existen dos cepas
virulentas y con farmacorresistencia que coexisten en durante un mismo periodo de tiempo
y en un mismo nosocomio (todos los casos de ribotipo 001 fueron obtenidos en
Guadalajara); y por otra parte, que pudiera ocurrir desplazamientos de un ribotipo por otro

si se dan las condiciones propicias.

Por otro lado, se encontraron algunos aislamientos de ribotipos que también han
sido reportados en diversas areas geograficas y que incluso son cepas predominantes. Tal
es el caso del ribotipo 106 (se encontraron cuatro aislamientos) que fue el ribotipo mas
frecuente en un estudio en Escocia (Wiuff y Brown et al. 2011) y que se asocio con

resistencia a moxifloxacino, levofloxacino, eritromicina y cefotaxima. El ribotipo 176 (tres
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aislamientos) esta relacionado con el ribotipo 027, ya que pertenece al mismo clado y
posee las mismas caracteristicas en cuanto a toxinotipo, incluso se ha reportado que el
sistema Gene Xpert que se basa en la deteccidn de la toxina binaria, detecta como ribotipo
027 a los aislamientos del ribotipo 176. Por otro lado, se encontraron (un aislamiento por
ribotipo) el ribotipo 002, una cepa emergente y la tercera mas frecuente en Japon (Senoh y
Kato et al. 2015); el ribotipo 014, el cual ha sido detectado tanto en fuentes humanas como
en reservorios animales como cerdos, vacas, gatos, cabras y ovejas (Knight y Squire et al.
2016) y se encuentra dentro de los 10 ribotipos méas detectados en Europa (Bauer y
Notermans et al. 2011; Davies y Longshaw et al. 2014; Davies y Ashwin et al. 2016) y los
Estados Unidos (Tenover y Tickler et al. 2012; Tickler y Goering et al. 2014): y el
ribotipo 017, el cual no expresa TcdA debido a una delecion en en tcdA, sin embargo, se
ha relacionado con enfermedad severa y esta ampliamente distribuido en Asia (Collins y

Hawkey et al. 2013; Cairns y Preston et al. 2015).

De acuerdo con nuestros resultados, la resistencia a farmacos en esta especie, es
bastante alta como ha sido descrito en estudios anteriores y de diversos ribotipos; las cepas
del ribotipo 001, han sido reportadas hasta un 99% resistentes a moxifloxacino y
levofloxacino en Alemania (Zaiss y Witte et al. 2010). Del mismo modo, en Escocia, se
han notificado niveles elevados de resistencia a moxifloxacino, levofloxacino, eritromicina

y cefotaxima (Wiuff y Brown et al. 2011).

En ambos ribotipos hubo una elevada proporcién de susceptibilidad reducida para
los antibioticos que frecuentemente se relacionan con el desarrollo de la ICD, tal como
clindamicina, quinolonas y rifampicina. En este Gltimo caso, Norén et al encontraron que

el 80% los aislamientos que estudiaron presentaban CMI muy bajas (> 0.016 pg/ml) o bien
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CMI elevadas (>256 pg/ml), lo que sugiere una distribucion bimodal para este farmaco
(Noren y Alriksson et al. 2010); ademas, en un estudio Europeo, en Italia se encontraron
proporciones muy altas de resistencia a rifampicina, lo cual se asocié con el uso de la

misma para tratamiento para la tuberculosis (Freeman y VVernon et al. 2015).

Existen pocos estudios en donde se haya reportado susceptibilidad reducida a
linezolid en C. difficile (Marin y Martin et al. 2015; Freeman y Pilling et al. 2017); sin
embargo, en el presente estudio se encontrd susceptibilidad disminuida en el 36,4% de los
aislamientos. Ademas, los aislamientos del ribotipo 001 mostraron los CMI maés altos (8-
32 ug/ml) y se encontrd asociacion entre este ribotipo y la susceptibilidad reducida a
linezolid (p <0.001). Linezolid es un antimicrobiano usado ampliamente en el Hospital
Civil de Guadalajara para el tratamiento de la neumonia nosocomial, infecciones de
heridas quirurgicas y también se usa para infecciones del torrente sanguineo no asociadas a
catéter. Esto ultimo puede explicar la alta proporcion de aislamientos con susceptibilidad
reducida a linezolid que fueron recuperados en esta institucion (el 85.4 % de los

aislamientos resistentes se aislaron de este hospital).

El tratamiento estandar para la ICD es vancomicina o metronidazol, como se
recomienda en las guias clinicas (Cohen y Gerding et al. 2010). La resistencia a la
vancomicina se ha informado escasamente (Freeman y Vernon et al. 2015; Freeman y
Pilling et al. 2017); sin embargo, no se han definido valores de corte clinicamente
relevantes ya que se alcanzan concentraciones muy altas en tracto gastrointestinal tras la
administracion oral de vancomicina, por lo que los valores de CMI obtenidos pudieran no
reflejar la realidad clinica y por el término “resistencia” no puede utilizarse para describir

los valores obtenido en los aislamientos. Por otra parte, se encontraron proporciones
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relativamente altas de susceptibilidad reducida a metronidazol, lo que contrasta con
diversos estudios en donde no han detectado susceptibilidad reducida (Cheng y Xiao et al.
2016; Fraga y Nicodemo et al. 2016; Aptekorz y Szczegielniak et al. 2017). Similar al
caso de vancomicina, metronidazol alcanza niveles altos de concentracion en colon por lo
que la susceptibilidad reducida podria carecer de relevancia clinica. Sumado a esto, las
fallas clinicas con metronidazol como tratamiento se han atribuido al desarrollo de
heterorresistencia, lo que implica la existencia de sub poblaciones resistentes, dentro de la
poblacién bacteriana total y que son seleccionables por el tratamiento (Pelaez y Cercenado
et al. 2008). Ademas, se sabe que la resistencia al metronidazol es inestable, con la pérdida
de niveles de resistencia debido a la manipulacion de laboratorio (Spigaglia 2016); por lo
que aun los aislamientos susceptibles pudieran representar aislamientos que
potencialmente podrian desarrollar susceptibilidad reducida o resistencia ante la presion

selectiva del antibid6tico.

Recientemente la FDA, aprob¢ a la fidaxomicina para el tratamiento de la ICD; la
principal ventaja de este nuevo farmaco es que tiene un espectro limitado de actividad
antimicrobiana, lo que lo hace adecuado para el tratamiento con ICD ya que no altera
significativamente la microbiota intestinal. (Crawford y Huesgen et al. 2012). Para la
fidaxomicina se han reportado CMI bajas, ya que presenta buena actividad con diversas
cepas de C. difficile (CMI 90 de 0.5 ug/mL) (Goldstein y Babakhani et al. 2012). Sin
embargo, se ha reportado susceptibilidad reducida a este farmaco en algunos estudios;
particularmente en un ensayo clinico se detectaron aislamientos con CMI 16 pg/mL
(Goldstein y Citron et al. 2011), a pesar de ello, los pacientes involucrados respondieron al

tratamiento por lo que no se detecto resistencia clinica. La CMI 90 en nuestro estudio fue
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0.06 ug/mL; lo anterior es de particular relevancia ya que la fidaxomicina no esta
disponible en los hospitales mexicanos y ninguno de los pacientes incluidos en el estudio
estuvo expuesto a este medicamento; por lo que los valores obtenidos en el presente
estudio sirven como datos basales antes de la introduccion del farmaco en el pais; una vez
que eso suceda es necesario mantener la vigilancia a fin de prevenir la aparicion y
diseminacion de clonas con susceptibilidad reducida que pudieran generar un problema

nuevo de resistencia.

El estudio de la biopelicula de C. difficile es aun un &rea en desarrollo; poco
estudios se han realizado analizando biopelicula de esta especie, y hasta el momento no se
han analizado aislamientos clinicos, si no que se han realizado estudios de ciencia basica
(Dawson y Valiente et al. 2012; Dapa y Unnikrishnan 2013; Semenyuk y Laning et al.
2014). Ademas, la formacién de biopelicula en otros patégenos se asocia con
farmacorresistencia gracias a la barrera poco permeable que representa la matriz
extracelular que compone la biopelicula. En C. difficile la biopelicula pudiera representar
un ambiente cerrado en el que ademas de proteger a la poblacion bacteriana de la presién

del antibidtico, pudiera ademas propiciar la aparicion de recurrencias de la enfermedad.

La mayoria de los aislamientos analizados fueron productores fuertes de
biopelicula o bien, presentaron adherencia fuerte al poliestireno; sin embargo, no hubo
asociacion con algun ribotipo. Ethapa et al estudiaron la biopelicula producida por dos
cepas de C. difficile; una cepa de ribotipo no hipervirulento (RT 012) y una cepa de
ribotipo 027; y encontraron que la formacion de biopelicula era mayor y en menor tiempo,
por la cepa de ribotipo 027 llegando a un maximo a las 72 h (Ethapa y Leuzzi et al. 2013).

Se ha estudiado la biopelicula de C. difficile en biopelicula de tres, cinco y seis dias, con la
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méaxima formacion a los cinco dias (Dawson y Valiente et al. 2012; Semenyuk y Laning et
al. 2014); sin embargo, en este estudio observamos que a las 48 horas de incubacién la
mayoria de los aislamientos mostraron adherencia, lo cual concuerda con estudios en
donde se ha estudiado la biopelciula a 48 y 72 horas y donde se muestra que esta

completamente estructurada a ese tiempo de incubacion (Dawson y Valiente et al. 2012).

Ademas, la observacion microscdpica ha revelado que la biopelicula estd formada
por varias capas de bacterias protegidas por una matriz densa (Dawson y Valiente et al.
2012; Ethapa y Leuzzi et al. 2013; Semenyuk y Laning et al. 2014). En el presente estudio
se evaluo la posible participacion de proteinas, carbohidratos y DNA extracelular como
componentes de la matriz. Todas las cepas analizadas presentaron desprendimiento mayor
al 90% cuando se traté con proteinasa K la biopelicula de 48 horas; lo que sugiere una
participacion importante de esta biomolécula en la adherencia inicial o en el proceso de
maduracion de biopelicula. Lo anterior concuerda con estudios en donde tras tratar la
biopelicula preformada con proteinasa K, se observé una disminucién de la biopelicula en
comparacion con el control sin tratar; ademas, el tratamiento previno la formacion de
biopelicula cuando se afiadié proteinasa K previo a la formacién de la biopelicula (Ethapa
y Leuzzi et al. 2013). En el caso de los carbohidratos, también han sido estudiados como
probables componentes, ya que en algunos estudios se han realizados marcajes especificos
de carbohidratos y se han observado como estructuras fibrosas que se extienden sobre la
matriz de la biopelicula (Ethapa y Leuzzi et al. 2013); sin embargo, la evidencia sugiere
que los polisacaridos en la regiones intercelulares y los polisacaridos alrededor de las
células individuales no son similares (Semenyuk y Laning et al. 2014). En nuestro estudio,

el rango de desprendimiento vari0 desde considerarse sin desprendimiento hasta

58



desprendimiento fuerte pero con proporciones similares en ambos ribotipos estudiados, lo
que implica que el tipo de polisacarido no varia segun el ribotipo, si no que otros factores
modifican la proporcién de carbohidratos y/o tipo de carbohidratos en la matriz. EI ADN
extra celular también se ha descrito como un componente esencial de la biopelicula en C.
difficile, pero en proporciones menores a las de las proteinas (Ethapa y Leuzzi et al. 2013);
en este estudio la proporcion de desprendimiento fue diferente para las dos cepas

estudiadas, siendo mayor el desprendimiento en las cepas de ribotipo 027.

Aunque la metodologia utilizada es ampliamente conocida y sirve de modelo para
explicar y estudiar la formacion de biopelicula en distintos patégenos, en el caso de C.
difficile sirve como aproximacion a lo que pudiera suceder in vivo, ya que aunque las
células de C. difficile, presentan adherencia fuerte, podria no ser el modelo ideal para el
estudio de la biopelicula de C. difficile; sin embargo, la capacidad de adherencia de in vitro
de los aislamientos podria indicar mejor colonizacion in vivo (Ethapa y Leuzzi et al. 2013).
Evidencia sugiere que la colonizaciéon por C. difficile es un proceso complejo y que
involucra diversas moléculas que alin se encuentran en estudio y de las cuales se busca
determinar su contribucion a la adherencia inicial de C. difficile; tal es el caso de la
cisteina proteasa Cwp84 y de la proteina SIpA, la cual es una proteina precursora escindida
por Cwp84 para formar las subunidades de alto y bajo peso molecular en la capa S de C.
difficile (Sarker y Paredes-Sabja 2012). Dicha capa S, se encuentra involucrada en la
adherencia inicial de C. difficile en el colon, ya que se ha demostrado que la eliminacion
de SIpA, elimina la capacidad de adherencia a células en cultivo (Sarker y Paredes-Sabja
2012). En el presente trabajo sIpA se encontr0 sobreexpresado en el 100% de los

aislamientos de ribotipo 001 independientemente de su capacidad de produccion de
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biopelicula; en contraste cwp84 practicamente no se sobreexpreso en ninguno de los dos
ribotipos. Tomando en cuenta lo reportado por diversos autores, en donde encuentran
sobre expresion de las moléculas anteriores ante el estimulo de concentraciones
subinhibitorias de antibidticos (Deneve y Delomenie et al. 2008; Deneve y Boulttier et al.
2009), es posible gque la baja expresion de estas moléculas tenga que ver con el modelo
utilizado, ya que no se indujo la expresion al someter a las células al estrés del antibidtico
y el cual funcionaria como el estimulo para iniciar la adherencia y la posterior formacion
de biopelicula. Es posible que lo anterior se deba a que la adherencia inicial se dé ademas
sobre receptores celulares (aun desconocidos) de las células epiteliales del colon. Ademas,
Cwp84 no solo participa en la maduracién de la capa S, sino que ademas funciona
degradando la matriz extracelular del colon y produciendo nutrientes para las bacterias
adherentes (Sarker y Paredes-Sabja 2012); lo que explica la baja expresién encontrada, ya
gue no existen en el modelo los estimulos necesarios para su produccion. Lo anterior
resalta la necesidad de encontrar modelos adecuados para el estudio de la biopelicula de C.

difficile para entender su rol en la patogénesis.
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9. CONCLUSIONES

Existe circulacion de los ribotipos hipervirulentos RT027 y RT001 en México.

El ribotipo 027 estd asociado con susceptibilidad reducida a moxifloxacino,
eritromicina, clindamicina, rifampicina y vancomicina.

El ribotipo 001 estd asociado con susceptibilidad reducida a eritromicina y
linezolid.

Los aislamientos clinicos de C. difficile son productores fuertes de biopelicula; sin
embargo, no existe asociacion con los ribotipos encontrados.

Las proteinas tienen una participacion importante en la formacién de la matriz de la
biopelicula; mientras que la contribucion de DNA y carbohidratos es variable.

El gen sIpA se sobre expresa en las cepas de ribotipo 001 durante el

establecimiento de la biopelicula.
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10.PERSPECTIVAS

Realizar un estudio mas amplio cuidando las condiciones de captacion de muestras
para mejorar la recuperacion.

Determinar la composicion de biopelicula ante diferentes condiciones tal como la
presion de antibioticos.

Determinar la composicién de biopelicula a varios tiempos de maduracion de
biopelicula.

Determinar la expresion de moléculas asociadas a la biopelicula en diferentes

condiciones de presion con antibioticos.
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ANEXO I

Preparacion de reactivos y soluciones.

Agua-DEPC al 0.1%: Anadir 1 mL de DEPC por cada litro de HO libre de RNasas y
DNAsas previamente esterilizada, incubar de 12-14 h a 37°C con agitacion. Esteriliza

nuevamente.

Acido acético al 30%: Disolver 30 ml de &cido férmico en 70 ml de agua destilada.

Acido férmico al 70%: Disolver 70 ml de acido formico en 30 ml de agua grado HPLC.

Buffer para proteinasa K: Pesar 0.5844 g de NaCl y disolver en 100 mL de Tris-HCI 20

mM pH 7.5.

Buffer de lisis (extraccion RNA)