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1. RESUMEN

Clostridium difficile es una bacteria Gram positiva, anaerobia obligada, formadora
de esporas y es la causa mas comun de diarrea infecciosa asociada con el uso de
antibidticos. La infeccion causada por Clostridium difficile (CDI) es una enfermedad
mediada por las toxinas que produce; los sintomas varian de diarrea leve a severa,
colitis pseudomembranosa (PMC), megacolon téxico o incluso la muerte. El
aumento en la incidencia y severidad de la CDI resulta en una carga econémica
significativa sobre los sistemas de salud debido a los costos asociados con el
tratamiento y las estadias prolongadas. En la comunidad también existe un
incremento notable de las infecciones causadas por este patdgeno especialmente
en personas jovenes y sin antecedentes de uso de antibiéticos. La infeccion por C.
difficile en América del Norte y Europa esta bien documentada estimandose que C.
difficile coloniza a adultos sanos en un 3-15% de los residentes de la comunidad y
a mas del 20% de los adultos hospitalizados. Sin embargo, se sabe muy poco sobre
la propagacion de esta bacteria en América Latina. En México hay pocos informes
sobre la presencia de C. difficile y no existen estudios enfocados sobre este
patdgeno en personas sanas de la comunidad, las cuales podrian representar un
papel importante en la transmision de este patdégeno. En el presente trabajo
recolectamos 63 muestras de heces de infantes y adultos sanos, durante el periodo
de julio 2018 a junio del 2019 provenientes de las ciudades de Puebla y Tehuacan.
Realizamos un pretratamiento de la muestra con alcohol con el fin de reducir el
crecimiento de la microbiota habitual y posteriormente se llevé a cabo el cultivo
toxigenico en medio selectivo CCFA-TC (agar de cicloserina-cefoxitina-fructosa)
adicionado con taurocolato. El 60.31% n=38 de las muestras dieron positivo al
cultivo en condiciones de anaerobiosis. Posteriormente se detectd el gen tpi (que
tiene una alta especificidad para la identificacion de C. difficile) en 16% n=6 de las
38 muestras que resultaron positivas al cultivo, el gen tpi se encontrd en 6 individuos
(2 infantes y 4 adultos). Después determinamos por PCR los genes de las toxinas
tcdA, tcdB, cdtA y cdtB a partir del DNA de las 6 muestras positivas al gen tpi para

identificar C. difficile toxigénico. De este modo, se encontraron 2 cepas de C. difficile



toxigénico (la de un infante que amplificé el gen tcdA y la muestra de un adulto que
amplificd solamente el gen cdtA), mientras que 4 muestras (3 adultos y 1 infante) se
definieron como C. difficile no toxigénico ya que ninguna amplificé los genes tcdA,
tcdB, cdtA y cdtB. Con nuestros resultados es probable que las infecciones
causadas por C. difficile se conviertan en un problema importante en América
Latina. En México, la prevalencia de Clostridium difficile se informa poco, y es una
enfermedad subestimada por lo que es importante conocer la prevalencia de esta
bacteria en personas asintomaticas ya que representan un riesgo epidemioldgico y
asi evitar problemas graves de salud publica.



2. INTRODUCCION

2.1 Clostridium difficile

Clostridium difficile es un bacilo anaerobio (figura 1), Gram positivo, formador de
esporas, que se encuentra en el medio ambiente y en el tracto intestinal de animales
y seres humanos. Es la causa mas comun de enfermedad asociada a diarrea
infecciosa y ha emergido como un patégeno lider nosocomial en paises
desarrollados (Desai et al., 2016). Esta bacteria fue descrita por primera vez en 1935
tras su aislamiento en las heces de recién nacidos y fue nombrada Bacillus difficilis
para reflejar la dificultad de su aislamiento y cultivo (HALL & O'TOOLE, 1935). Se
estima que C. difficile se encuentra colonizando adultos sanos de entre 3-15% de
los residentes de la comunidad y mas del 20% de los adultos hospitalizados en
América del Norte, Europa y Japén (Crobach et al., 2018; Shannon-Lowe et al.,
2010)).

Figura 1. Microscopia de Clostridium difficile. Se observan células vegetativas con
morfologia bacilar y zonas de esporulacion (Martinez- De la Pefia).

La infeccién causada por Clostridium difficile (CDI) es una enfermedad mediada por

toxinas y caracterizada por diarrea (Donskey et al., 2015).



2.2 Sintomas asociados a la CDI

Los sintomas clinicos asociados con la CDI van desde diarrea leve a colitis
fulminante, y pueden incluir colitis pseudomembranosa, megacolon toxico
(dilatacion intensa del colon), perforacion, sepsis intestinal, asi como el sindrome
de disfuncion organica multiple (Leffler & Lamont, 2015). La diarrea grave asociada
a C. difficile a menudo va acompafada de una imagen endoscopica tipica de colitis
pseudomembranosa con hemorragia y ulceraciones profundas (figura 2) El
megacolon téxico se considera la entidad mas grave de la enfermedad y se
caracteriza por toxicidad sistémica y una alta mortalidad. Las manifestaciones
extraintestinales de CDI (incluida la bacteriemia) son extremadamente raras, y esto
enfatiza que son los efectos localizados de las toxinas, asociados con la pérdida de
la microbiota intestinal los que causan los signos y sintomas de CDI (Yu et al., 2015).

&Prgmmsheﬂ_l . . Qprgmamshell_l
ochum i W 3ochum

Figura 2. Colonoscopia. A, B: colitis pseudomembranosa grave en el colon después de
tratamiento con antibiéticos y lavado intestinal (Brechmann et al., 2015).

2.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo conocidos para CDI de acuerdo con el Centro para el Control
y la Prevencién de Enfermedades de Estados Unidos (CDC) son hospitalizacion
previa, enfermedad previa con C. difficile, tener un sistema inmunolégico debilitado,
como las personas con VIH / SIDA, cancer o pacientes con trasplante de érganos
gue toman medicamentos inmunosupresores, edad avanzada (> 65 afios) y, el mas

importante, el uso de antibiéticos (figura 3).Todas las clases de antibibticos se
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pueden asociar con CDI, pero la clindamicina, las cefalosporinas y las
fluoroquinolonas son las méas citadas(Slimings & Riley, 2014). Los antibioticos
inducen disbiosis de la microbiota intestinal protectora y a menudo subyace al
crecimiento de C. difficile y la produccion de toxinas (Theriot et al., 2016). Dado que
la alteracién de la flora intestinal persiste por mas de 3 meses después de la terapia
con antibioticos, los pacientes pueden seguir siendo susceptibles al desarrollo de
CDI mucho después de finalizar el tratamiento. La supresion acida por inhibidores
de la bomba de protones (cominmente utilizada para dispepsia, enfermedad de
Ulcera péptica y enfermedad por reflujo gastroesofagico) se ha asociado con
frecuencia con la CDI (McDonald et al., 2015), pero el papel preciso de los
inhibidores de la bomba de protones en CDI sigue siendo poco claro. De todos los
pacientes con diarrea asociada a antibioticos, 20-30% es causado por C. difficile
(Bartlett & Gerding, 2008).

Factores de Riesgo CDI

; @' Q " sistema 1 dac
~ '@ pinmunolégico ot previa
w 1L debilitado difficile

Figura 3. Factores de Riesgo asociados a la Infeccion por Clostridium difficile
Tomado de (CDC).

2.4 Factores de Virulencia

Los factores de virulencia para C. difficile se clasifican en factores toxigénicos y no
toxigénicos los cuales se describen a continuacion:

2.4.1 Toxinas

TcdAy TcdB

Todas las cepas de C. difficile toxigénico presentan un locus de patogenicidad
(PaLoc) de aproximadamente 19,6 kb (figura 4 a). Este locus esta formado por 5
genes (tcdA, tcdB, tcdC, tcdE y tcdR). Los genes tcdA y tcdB codifican para dos
toxinas TcdA y TcdB (toxinas A y B, respectivamente), ambas responsables de la
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patogenicidad de C. difficile. EI gen tcdR actia como regulador positivo de la
expresion de tcdA y tcdB, mientras que tcdC actia como regulador negativo,
evitando la expresion de todo el PaLoc. Finalmente, tcdE codifica una holina que se
encarga de hacer poros en la membrana citoplasmatica y permite la liberacion de
las toxinas (Carroll & Bartlett, 2011; Smits et al., 2016). TcdA es una enterotoxina
de 308 kDa y la toxina B es una citotoxina de 270 kDa ambas tienen actividad
glucosiltransferasa que inactivan las Rho GTPasas de las células dianas, causando
la interrupcion de las fibras de actina del citoesqueleto que resulta en una
disminuciéon de la resistencia transepitelial, la acumulacion de liquido y la
destruccion del epitelio intestinal (Gerding et al., 2014; Rupnik et al., 2009).

Las toxinas comparten multiples dominios conservados que incluyen un dominio
catalitico glucosiltransferasa ubicado en el N-terminal, un dominio cistein proteasa
gue se requiere para el autoprocesamiento y entrega del dominio catalitico al citosol
de la célula intoxicada. Adicionalmente, un dominio de translocacion hidrofobico,
ubicado dentro de las toxinas, se cree que esta involucrado en la formacion de poros
e insercion de las toxinas en la membrana endosomal previo a su liberacion en el
citosol. Finalmente, un dominio C-terminal de union al receptor (Awad et al., 2014).
Las toxinas tras unirse a sus receptores, son introducidas en las células diana
mediante endocitosis. Dentro de estos endosomas, en un ambiente acido, ocurre la
digestion autoproteolitica por la que la region N-terminal (con el dominio catalitico)
se separa del resto de la toxina. Al parecer solo esta region catalitica es la que sera
liberada al citosol y ejercera su funcién incorporando glucosa a determinadas
guanosin trifosfatasas (GTPasas) como las proteinas Rho y Rac, entre otras. Estas
GTPasas se encargan, de la regulacién de determinados procesos de sefalizacion
gue estan implicados en funciones relacionadas con el mantenimiento de la barrera
epitelial y las interacciones intercelulares (formacién del citoesqueleto), ademas de
intervenir en la fagocitosis y la produccién de citoquinas. Fruto de todo este proceso,
es que las células epiteliales se desestructuran separandose entre ellas e incluso
mueren, por lo tanto, se facilita la migracion de neutréfilos hacia el intestino

contribuyendo con la respuesta inflamatoria tipica de la colitis (Voth & Ballard, 2005).



Dada la homologia entre las dos proteinas, cabe destacar que TcdA y TcdB tienen
funciones marcadamente diferentes en los modelos de toxicidad animal.
Histéricamente, TcdA se ha visto como la enterotoxina mas potente, ya que la
administracion de TcdA purificada en los intestinos de conejos y roedores causa
necrosis tisular y una intensa infiltracion de células inmunes (Triadafilopoulos et al.,
1987). Sin embargo, en estudios que involucran tejido col6nico humano, TcdB
parece ser una potente toxina inflamatoria, mientras que TcdA es mas débil (Riegler
et al., 1995).

Toxina binaria CDT

La transferasa de C. difficile (CDT o toxina binaria) es una tercera toxina producida
por algunas cepas de C. difficile, incluidos los ribotipos de PCR epidémicos 027 y
078. CDT ha recibido una mayor atencion en los ultimos afios debido a la
prevalencia creciente en aislados de origen humano y animal (Gerding et al., 2014).
Esta toxina consiste en dos componentes, un componente enzimatico (CDTa) y un
componte de union a receptor (CDTb) (Gulke et al., 2001).

La CDT esta codificada por dos genes, cdtA y cdtB, que estan localizados en un
operon en el locus Cdt (CdtLoc) de aproximadamente 6,2 kb (figura 4 b). El locus
Cdt también alberga un gen regulador de respuesta cdtR que es un regulador
transcripcional positivo. El mecanismo patogénico de dicha toxina aun no esta del
todo dilucidado. Probablemente pueda formar protuberancias basadas en
microtubulos en las células epiteliales, que tedricamente podria tener un impacto
clinico. Al parecer también interviene, incrementando la adhesion de las cepas de
C. difficile y ademas actua a nivel del citoesqueleto de la célula provocando una
mayor pérdida de liquidos. Hay informes de desarrollo severo de CDI causado por
cepas TcdA~,TcdB~,CDT"*. Asi, las cepas portadoras de toxina binaria se han
asociado a una mayor virulencia (Carroll & Bartlett, 2011; Carter et al., 2007; Czepiel
et al., 2019; Perelle et al., 1997; Smits et al., 2016).
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Figura 4. Operones y Regulacién de las toxinas de Clostridium difficile. a:
Representacion esquematica del locus de patogenicidad (PaLoc), los genes de toxina tcdA
y tcdB estan en azul, los genes reguladores estan en naranja (positivo) y verde (negativo);
tcdE esta en amarillo y los genes ubicados fuera de PalLoc estan en gris. b: Representacion
esquemadtica del locus de la toxina binaria (CdtLoc). Los genes de las toxinas cdtA y cdtB
estan en azul, el gen regulador cdtR esta en naranja y los genes ubicados fuera del CdtLoc
estan en gris. Modificado de (Smits et al., 2016).

2.4.2 Factores de virulencia no toxigénicos

La regulacion de los genes que controlan la motilidad y la adherencia es un factor
importante que contribuye a la eficacia de la colonizacién y la virulencia de C. difficile
(Awad et al., 2014). La expresion flagelar es muy variable entre las cepas de C.
difficile y la falta de flagelos se ha relacionado con la alteracion de la adherencia al
epitelio intestinal. El papel de los componentes del flagelo como adhesinas que
median la unién bacteriana a las células del huésped no se limita a C. difficile. Por
ejemplo, el flagelo de Escherichia coli enteropatdégena contribuye a la adherencia a
las células epiteliales independientemente de la motilidad mediada por el flagelo.
Ademas, la flagelina (FIiC) y la proteina de cubierta flagelar (FliD) de Pseudomonas
aeruginosa se relacionan con la adherencia y colonizacién en el tracto respiratorio

a través del reconocimiento de mucina (Mucl), un componente abundante de la



proteina del moco en las vias respiratorias. Tasteyre y colaboradores observaron
gue la presencia de flagelos aumenta la capacidad de C. difficile de asociarse con
el tejido epitelial intestinal. C. difficile movil flagelado se adhiere de manera mas
eficiente a la pared cecal de ratones que las cepas no flageladas (Tasteyre,
Karjalainen, et al., 2001). En otro estudio, se demostré que las proteinas purificadas
de cubierta flagelar recombinante (FliD) y flagelina (FIiC) se adhieren a las células
de manera in vitro (Tasteyre, Barc, et al., 2001). Estos estudios llevaron a la
conclusion de que la flagelina y la proteina de cubierta flagelar pueden servir como
adhesinas de la superficie celular de C. difficile.

Curiosamente, las cepas mutantes que carecen de componentes de la maquinaria
flagelar muestran una expresion de toxina desregulada y la correspondiente
virulencia alterada in vivo, lo que sugiere un vinculo entre la expresion flagelar y la
regulacion de las toxinas (Baban et al., 2013). En C. difficile, la expresién del flagelo
esta regulada por el segundo mensajero intracelular di-guanosinmonofosfato ciclico
(di-GMPc). Di-GMPc se sintetiza a partir de GTP por la diguanilatociclasa, actia
como un ligando especifico y se une a un riboswitch rio arriba del operon flgB, que
es crucial en la formacion temprana del flagelo, y termina la transcripcion de flgB
(Sudarsan et al., 2008). Los niveles elevados de di-GMPc intracelular reprimen la
expresion del flagelo y, por lo tanto, la motilidad. También se ha visto que reprime
la sintesis de TcdA y TcdB. Al mismo tiempo, el di-GMPc activa otro riboswitch que
induce la expresion del Pili tipo IV que interactia con el epitelio intestinal y
contribuyen a la agregaciéon de C. difficile y formacion de biofilm (Bordeleau et al.,
2015). De esta manera, el di-GMPc actia como una sefal clave que puede cambiar
C. difficile a un estado altamente mdvil, productor de toxinas y un estado productor
de biofilm fuertemente adherente.

Otro factor de virulencia es la proteina de union a fibronectina (FbpA), la fibronectina
es una glicoproteina de gran peso molecular que es importante en la adhesion de
muchos patdégenos bacterianos al anfitrion. C. difficile se une a proteinas de la matriz
extracelular como fibronectina, fibrinbgeno, coldgeno y vitronectina y posee una
proteina de union a fibronectina (FbpA) cuyo gen codificante parece estar altamente

conservado en los aislados de C. difficile. El papel de la proteina de unién a
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fibronectina en la patogenia de la enfermedad no se entiende completamente. Se
ha demostrado que se une a los componentes de la matriz extracelular, incluidos la
fibronectina, fibrindGgeno y vitronectina, los anticuerpos contra la proteina de union
a fibronectina han demostrado inhibir parcialmente la union a las células in vitro, por
otro lado las proteinas de pared celular como Cwp66, Cwp84 y CwpV, e incluso
SpoOA (el regulador principal para la esporulacion), contribuyen a la adherencia de
C. difficile y podrian tener un papel importante en la formacion de biofilm (Awad et
al., 2014; bapa et al., 2013).

2.5 Fisiopatologia

C. difficile se transmite por la via fecal-oral (Figura 5). Existen tres fuentes de
infeccion (areas del cuidado de la salud, los animales y el medio ambiente). Las
esporas y células vegetativas de C. difficile ingresan por via oral, el paso por el
ambiente acido del estdbmago elimina la mayoria de las células vegetativas, pero no
a las esporas, éstas germinan y crecen en el duodeno gracias a componentes de
los acidos biliares. Posteriormente C. difficile coloniza el colon y es ahi donde
comienza la produccion de toxinas, nuevas esporas y células vegetativas que seran
excretadas por el paciente durante la infeccion (Smits et al., 2016). Las esporas son
células latentes que son altamente resistentes a las condiciones ambientales,
incluidos algunos desinfectantes y muchos antimicrobianos que generalmente se
dirigen a las células metabolicamente activas. Se cree que las esporas son el
vehiculo infeccioso dado que las células vegetativas (células metabdlicamente
activas) de bacterias anaerébicas obligadas son poco viables para sobrevivir en
ambiente oxigenado fuera del anfitrion o en el ambiente &cido del estdmago. De
hecho, una cepa no esporulada de C. difficile es incapaz de persistir en el medio
ambiente o transmitirse entre hospederos (Deakin et al., 2012).

La germinacion de las esporas depende de la deteccion primaria de acidos biliares
del higado como el taurocolato, por el receptor germinativo CspC y es inhibido por
acidos biliares secundarios en el colon como el &cido litocdlico o el &cido
desoxicolico. Ademas, la glicina puede actuar como un germinante a través de un

mecanismo no caracterizado. Una cascada proteolitica conduce a la degradacion

10



del peptidoglicano de la espora, la liberacion del dipicolinato de calcio y la
rehidratacion de la espora, resultando en el crecimiento de las células
(Bhattacharjee et al., 2015).

La propension de las esporas a crecer y colonizar esta muy influenciada por la
microbiota del huésped y su metaboloma asociado. Por ejemplo, los cambios
inducidos por antibidticos en la microbiota generan un ambiente propicio para la
infeccion por C. difficile. En el colon, las bacterias comensales productoras de
sialidasa escinden los azucares de las proteinas glicosiladas que se unen a la
membrana de la célula epitelial, esto proceso conduce a la liberacion de acido sidlico
libre en el lumen. Los fermentadores primarios descomponen los carbohidratos
complejos en acidos grasos de cadena corta. Ambos metabolitos. los azucares y los
acidos grasos de cadena corta, son rapidamente consumidos como fuentes de
energia por bacterias comensales. Sin embargo, el tratamiento con antibioticos
puede agotar las bacterias comensales competidoras, lo que conduce a una
abundancia de acido sialico y succinato, un acido graso de cadena corta que se
produce durante la fermentacion. Clostridium difficile tiene genes para el
catabolismo del acido sialico y los transportadores de succinato, lo que le permite
utilizar el exceso de acido sialico y succinato para su crecimiento (Abt et al., 2016).
Las células vegetativas de C. difficile producen enzimas mucoliticas como la
proteina de pared celular Cwp84, que son secretadas por la bacteria y degradan la
mucosa del colon. Estas proteinas de la pared celular han demostrado afectar la
adherencia de la bacteria a las células epiteliales del colon in vitro ya que ciertas
mutaciones en genes que codifican estas proteinas, o en los genes que codifican
las proteinas para su procesamiento generalmente atentan la virulencia (Kovacs-
Simon et al., 2014). Se ha visto que la expresion de al menos un subconjunto de
factores de colonizacién por la bacteria, como la proteina de la superficie celular
Cwp84 y la proteina de la capa superficial A (SIpA), es estimulada en presencia de

los antibioticos ampicilina y clindamicina (Deneve et al., 2008).

Por otro lado, las toxinas A y B causan un aumento de la permeabilidad vascular al
abrir las uniones estrechas entre las células y causar hemorragia. Ambas también

inducen la produccién de factor de necrosis tumoral alfa e interleucinas
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proinflamatorias que contribuyen a la respuesta inflamatoria y a la formacion de
pseudomembranas (figura 6). Las pseudomembranas colénicas tienen una
apariencia distintiva, con mucosa inflamada tachonada de placas elevadas blancas
y amarillas. Histologicamente, las pseudomembranas estan compuestas por
neutrofilos, fibrina, mucina y restos de células epiteliales (Poutanen & Simor, 2004).
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Figura 5. Etapas del ciclo de vida de Clostridium difficile en el tracto gastrointestinal
humano. SCFA, acido graso de cadena corta. Modificado de (Smits et al., 2016).
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Figura 6. Patogénesis de Clostridium difficile. Produccion de Toxinas y formacién de
pseudomembrana. Las células vegetativas de C. difficile producen las toxinas Ay By
enzimas hidroliticas (1). Produccion local de toxinas Ay B conduce a la produccion de factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) e interleucina IL-8 y citocinas proinflamatorias como IL-
1B, IL -12 e IL-23, aumento de permeabilidad, reclutamiento de neutréfilos y monocitos (2),
apertura de las uniones de células epiteliales (3) y apoptosis (4). La produccion local de
enzimas hidroliticas (no mostradas), conduce a la degradacién del tejido conectivo, lo que
lleva a colitis, formacién de pseudomembranas (5) y diarrea acuosa. Tomado de (Poutanen
& Simor, 2004).

2.6 Respuesta inmune ante Clostidium difficile

2.6.1 Inmunidad innata contra C. difficile.

El sistema inmunoldgico del huésped responde rapidamente a las moléculas
microbianas que atraviesan la barrera epitelial, un proceso que se intensifica en el
contexto del dafio del epitelio colénico mediado por la toxina de C. difficile. La
pérdida de la integridad epitelial da como resultado un aumento de la permeabilidad
intestinal y la translocacién de bacterias desde la luz intestinal hacia tejidos mas
profundos (Figura 7). En respuesta, las células epiteliales intestinales y las células
inmunitarias innatas residentes secretan quimiocinas proinflamatorias (como el
ligando 1 del motivo de quimiocina CXC (CXCL1), CXCL2 e interleucina-8 (IL-8)) y
citocinas proinflamatorias (como IL-1B, IL -12 e IL-23), lo que conduce al
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reclutamiento de neutréfilos y a la activacion de células linfoides innatas (ILC). La
sefalizacion de IL-12 impulsa la expresion de interferon-y (IFNy), mientras que la
sefializacion de IL-1P e IL-23 induce la produccion de IL-22. Las citocinas efectoras
IFNy e IL-22 inducen mecanismos de defensa como el aumento de la actividad
fagocitica de macrofagos y neutréfilos y la produccién de péptidos antimicrobianos
y enzimas que sintetizan especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas
de nitrégeno (RNS). Estos mecanismos de defensa limitan la diseminacién
bacteriana, atentan la actividad de la toxina y reparan el dafio epitelial (Abt et al.,
2016).
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Figura 7. Respuesta inmune innata ante Clostridium difficile. Modificado de
(Abt et al., 2016).
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2.6.2 Inmunidad adaptativa contra C. difficile.

Los investigadores que estudian la respuesta inmune adaptativa a la CDI han
examinado principalmente las respuestas de anticuerpos, incluidas IgA, IgM e IgG;
y las respuestas de las células T se comprenden menos. Las inmunoglobulinas de
las clases IgA, IgG e IgM son los principales anticuerpos capaces de proteger contra
infecciones bacterianas como la CDI. Tanto la IgA como la IgG de alta afinidad
neutralizan las toxinas, mientras que IgM caracteriza la fase temprana de la
respuesta inmune y suele tener menor afinidad por el antigeno (Rees & Steiner,
2018).

La mayor parte de la investigacion en inmunidad adaptativa se ha limitado a
respuestas de anticuerpos y/o células B, mientras que faltan investigaciones sobre
el papel de las células T en la CDI. La principal razén de esto es probablemente
metodoldgica; cuantificar los anticuerpos es sencillo, pero medir las respuestas
inmunitarias celulares es costoso y, con frecuencia, carece de sensibilidad. Las
células T CD4 + proporcionan sefales criticas a las células B después de la
exposicion y el procesamiento del antigeno; esta ayuda es necesaria para el cambio
de clase, la maduracion de la afinidad y el establecimiento de la memoria. Dado que
TcdAy TcdB son proteinas, es probable que existan fuertes respuestas especificas
del antigeno CD4* a estas toxinas, que pueden ser criticas para la inmunidad

protectora (Rees & Steiner, 2018).

2.7 Diagnéstico

El pilar para el diagnéstico de CDI es la presencia de sintomas clinicos mas un
ensayo de laboratorio bien elegido. Las pruebas de diagnéstico para C. difficile se
pueden dividir en pruebas para detectar productos de C. difficile y pruebas de
amplificacion de genes de C. difficile. Entre las pruebas para productos de C. difficile
se encuentra la deteccién de la glutamato deshidrogenasa (GDH), acidos grasos
aromaticos, las toxinas TcdA y/o TcdB; métodos de cultivo para la deteccién de C.

difficile productor de toxinas (cultivo toxigénico); identificacion de proteinas de la
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pared celular y proteinas involucradas en la esporulacion. De las pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos para genes de C. difficile se detectan el gen 16S
rRNA, genes de toxinas, la identificacién de genes housekeeping como el gen tpi
gue codifica la enzima triosa fosfato isomerasa (Bartlett & Gerding, 2008; Dhalluin
et al., 2003; Muioz et al., 2019).

La seleccion de la prueba es importante para diferenciar entre pacientes con CDI y
portadores asintomaticos. Las pruebas que detectan toxinas son especificas de
CDI, mientras que las que detectan un componente de la bacteria pueden indicar
colonizacion en lugar de enfermedad. Cabe destacar que las pruebas siguen siendo
positivas para las toxinas durante el tratamiento e incluso se pueden encontrar
toxinas después de un tratamiento exitoso, por lo cual no se recomienda el
monitoreo regular con pruebas de toxinas como seguimiento del tratamiento. Si no
hay toxinas libres, la CDI es muy poco probable (Planche & Wilcox, 2015). Si C.
difficile esta presente pero el resultado de la prueba de toxina es negativo, CDI no
puede ser definitivamente excluido. Los pacientes sin sintomas podrian estar
colonizados por C. difficile y con diarrea debido a una causa alterna o podrian estar
experimentando CDI con niveles de toxina por debajo del limite inferior de deteccidn

del ensayo utilizado (Smits et al., 2016).

A continuacién, se describen las pruebas mas utilizadas para el diagnéstico

microbiolégico de Clostridium difficile (Tabla 1):

2.7.1 Deteccion de glutamato deshidrogenasa (GDH)

GDH es una enzima denominada también Antigeno Comun producida por C.
difficile. A pesar que otras bacterias expresan una enzima similar, los
inmunoensayos comerciales actuales utilizan anticuerpos monoclonales que le
otorgan una sensibilidad de 85 a 95% y especificidad de 89 a 99%.

Esta prueba es de utilidad para la deteccion rapida cuando se combina con un

método de deteccion de toxinas (Flores & Duery, 2017).

La deteccion de glutamato deshidrogenasa (GDH) se considera altamente

especifico para la deteccion de C. difficile en muestras clinicas; sin embargo,
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problemas potenciales se han destacado con el uso de esta metodologia para la
notificacion de casos asintométicos de colonizacion. En un estudio, solo uno de
cinco casos positivos determinados por un método de cultivo de enriquecimiento fue
positivo por el ensayo de GDH, probablemente debido a niveles bajos de antigeno
GDH (por debajo del limite inferior de deteccion para este ensayo) en heces no
diarreicas (Crobach et al., 2018).

2.7.2 Deteccidn de toxinas por inmunoensayos

Son pruebas rapidas y de bajo costo, pueden detectar directamente solo la toxina
A, las toxinas A+B o A y B individualmente. Es posible encontrar métodos
inmunoenzimaticos con una sensibilidad de 65-85% y especificidad de 95 hasta
100% y métodos inmunocromatograficos con sensibilidad de 87-90% vy
especificidad de 90- 98%. Ademas, existen pruebas imnunocromatograficas que
incorporan la deteccion del antigeno GDH lo que favorece el rendimiento del ensayo

detectando el microorganismo y sus toxinas (Flores & Duery, 2017).

2.7.3 Ensayo de citotoxicidad

Esta prueba permite detectar la toxina B preformada de C. difficile en deposicion,
se basa en la observacion del efecto citopatico producido por la toxina B y neu-
tralizacion de este efecto con antisueros. Requiere el mantenimiento de lineas
celulares, por lo tanto, es una técnica costosa y laboriosa con obtencion de
resultados en 24 a 72 horas. Debido a que la toxina B es termolabil se ve afectada
la sensibilidad de la técnica, por lo tanto, la muestra debe procesarse lo antes
posible. Fue considerada tradicionalmente como el estandar de oro, siendo
desplazada ultimamente por el cultivo toxigénico debido a una mejor sensibilidad.
La especificidad del ensayo de citotoxicidad es de un 100%, por lo que un resultado
positivo siempre se asocia a infeccion, sin embargo, su sensibilidad se ha informado
en un rango de 67 a 100% (Flores & Duery, 2017).

Esta prueba detecta toxinas de C. difficile y no la presencia del organismo en si por

lo tanto su utilidad para detectar colonizacion es limitada (Crobach et al., 2018).
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2.7.4 Deteccion de &cidos nucleicos

En los dltimos afios se han implementado en los laboratorios ensayos de deteccion
de acidos nucleicos, ya que son técnicas rapidas y de una alta sensibilidad y
especificidad. Entre los métodos disponibles esta la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real. En general, los métodos de PCR detectan
secuencias del gen de la toxina B (tcd B), también algunos detectan regiones
conservadas del gen tcdA (Flores & Duery, 2017).

Estos métodos han demostrado poseer una sensibilidad mayor al 90% y una
especificidad entre un 94% y 99%, segun el tipo de método. El resultado positivo en
un paciente sintomético puede indicar infeccion o en menor probabilidad una
colonizacion de CD. Un resultado negativo descarta la infeccion. La PCR detecta la
presencia de un gen que codifica una toxina, por lo que confirma la presencia de la
cepa productora de toxina, pero no significa necesariamente que la cepa produzca

toxinas en ese momento (Czepiel et al., 2019).

2.7.5 Cultivo Toxigénico

Un estandar de oro alternativo para la CDI es el cultivo toxigénico, que incluye el
cultivo del organismo seguido de la deteccion de su capacidad de producir toxinas
mediante un inmunoensayo enzimatico (Tox A/B EIA), ensayo de citotoxicidad o una
prueba de amplificacion de acidos nucleicos (Crobach et al., 2018).

Es una metodologia que tiene una alta sensibilidad y especificidad, que consiste en
el cultivo de la muestra de deposicion en medios selectivos y enriquecidos, para
luego determinar la toxicidad del aislamiento obtenido. EI medio mas utilizado para
el cultivo de C. difficile es el Agar Cicloserina-Cefoxitina-Fructosa (CCFA) con o sin
sangre. Para mejorar la selectividad de la técnica, la muestra se somete
previamente a un shock etandlico, se incuba en ambiente anaerdbico por 48 horas
en un rango de temperaturas que va de los 25 y los 45° C siendo 30-37° C su
temperatura optima de crecimiento.

Las placas son incubadas por 48 horas a 35°C en anaerobiosis, se revisan las
placas, el aislamiento se realiza bajo lupa estereoscépica segun cantidad y pureza
del cultivo. En medios con sangre las colonias alcanzan un tamafio 2 a 5 mm de

diametro, pueden ser de color blanca o amarillentas, no presentan hemolisis, son
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planas o levemente convexas, pueden ser circulares o rizoides, opacas y de aspecto
granuloso, poseen un olor caracteristico a estiércol debido a la produccion de un
compuesto organico volatil lamado paracresol y muestran fluorescencia bajo la luz
UVv.

A partir de las colonias se puede realizar la determinacion de toxinas mediante
ensayo de citotoxicidad, inmunoensayos rapidos o de amplificacion molecular.
Existe la posibilidad de presencia de cepas toxigénicas y no toxigénicas, u observar
diferentes fenotipos en un mismo cultivo por lo que es recomendable realizar la
deteccion de toxinas simultdneamente sobre diversas colonias de la placa con el fin
de detectar la cepa productora de toxinas.

A pesar de que es una técnica de alto rendimiento, es laboriosa y requiere personal
entrenado. Es de utilidad para evaluar la implementacion de nuevas técnicas de
rutina, permite tipificar y conocer la susceptibilidad antimicrobiana de la cepa para

estudios epidemiolégicos (Flores & Duery, 2017).

2.7.6 Deteccion del gen tpi

El gen tpi codifica la enzima triosa fosfato isomerasa que cataliza
estereoespecificamente la conversion de fosfato de dihidroxiacetona (DHAP) en D-
gluceraldehido-3-fosfato (G3P). Dhalluin y colaboradores (Dhalluin et al., 2003)
compararon los fragmentos internos del gen tpi para distinguir 12 especies del
género Clostridium. Gracias a un trabajo previo (Lemee et al., 2004) disefiaron
cebadores especificos para amplificar el gen tpi de Clostridium difficile. Estos
cebadores amplificaron exitosamente en los 72 aislamientos de Clostridium difficile
de diferentes hospedadores y origenes geogréficos; ademas, no se amplifico en las
otras 11 especies probadas, incluyendo C. perfringens, C. sordelli y C.
bifermentans, estas dos ultimas son filogenéticamente cercanas a C. difficile o que
indicé que el gen tpi puede usarse como un buen marcador para la identificacion de
C. difficile (Dhalluin et al., 2003). Muchas investigaciones han empleado la deteccion
de este gen junto con la deteccion de toxinas (Camorlinga et al., 2019; Ferraris et
al., 2019; Lai et al., 2018; Samie et al., 2008).
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Prueba de Sensibilidad Especificidad Disponibilidad Habilidad para Producto
laboratorio detectar detectado
colonizacion
Gold estandar
Cultivo Alta Baja Limitada Sl C. difficile
Toxigénico toxigénico
Ensayo de Alta Alta Limitada NO Toxinas Ao B
citotoxicidad
Pruebas rapidas
GDH Alta Baja Amplia Sl GDH (antigeno
comun C.
difficile)
Deteccion de Baja Moderada Amplia NO ToxinasAoB
toxinas por
inmunoensayos
Acidos Alta Baja/moderada Limitada por Sl Genes tcdA,
nucleicos costo tcdB 6 tcdC

Tabla 1. Técnicas disponibles para el diagnéstico de CDI. Modificado de (Chen et al., 2017)

2.8 Tratamiento de Clostridium difficile

2.8.1 Terapia antimicrobiana

Los antibioticos actualmente disponibles que se recomiendan para el tratamiento
de la CDI son metronidazol, vancomicina y fidaxomicina. El antibiotico nitroimidazol
metronidazol en su forma parcialmente reducida inhibe la sintesis de acidos
nucleicos al alterar el ADN de las células microbianas anaerobicas. La vancomicina
inhibe la sintesis de la pared celular al unirse al residuo D-Ala-D-Ala del UDP- N —
acetiimuramil pentapéptido un precursor esencial en la sintesis de
peptidoglicano. EIl antibiético macrociclico fidaxomicina se une al complejo de
plantilla de ADN-ARN polimerasa y previene la separacion inicial de las cadenas de
ADN, lo que inhibe la sintesis de ARNm al obstaculizar la ARN polimerasa (Debast

et al., 2014; Maal et al., 2018).

El tratamiento solo debe iniciarse en pacientes con sintomas de CDI. La presencia
de la toxina de C. difficile sin sintomas de la infeccion no es una indicacion de
tratamiento. Las guias publicadas en 2014 por la ESCMID (Sociedad Europea de
Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas) mencionan el metronidazol
como farmaco de primera linea en la CDI no grave, mientras que la vancomicina es

el farmaco de eleccién en la CDI grave, por otro lado, la fidaxomicina es un farmaco
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gue ha estado disponible desde 2011 y es un antibiotico bactericida macrociclico de
espectro estrecho, dirigido principalmente contra patbgenos Gram-positivos. Tiene
una alta eficacia frente a C. difficile, sin influencia significativa sobre la flora del
colon. La fidaxomicina tiene una eficacia comparable a la vancomicinay, en algunos
grupos, una mayor eficacia para reducir la recurrencia de la CDI (Czepiel et al.,
2019).

Después del tratamiento de un episodio inicial de CDI, la probabilidad de recurrencia
en 8 semanas es del 15-25%; para un paciente con 1-2 recurrencias previas, el
riesgo de nuevas recurrencias es del 40-65%. Las recurrencias se asocian con una
respuesta inmune deteriorada por las toxinas de C. difficile y la alteracion de la
microbiota colonica (Kelly, 2012).

En 2017, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de Ameérica (IDSA) y Society
for Healthcare Epidemiology of America (SHEA) actualizaron sus directrices,
sefalando que la vancomicinay la fidaxomicina son la piedra angular del tratamiento
de CDI (tabla 2) (Czepiel et al., 2019).

Primer episodio de la infeccion

Enfermedad no grave + Vancomicina 125 mg por via oral cuatro veces al dia
durante 10 dias
* Fidaxomicina 200 mg por via oral dos veces al dia
durante 10 dias
* Si los agentes anteriores no estan disponibles:
metronidazol 500 mg por via oral tres veces al dia
durante 10 dias

Enfermedad severa » Vancomicina 125 mg por via oral cuatro veces al dia
durante 10 dias
* Fidaxomicina 200 mg por via oral dos veces al dia
durante 10 dias

Enfermedad * Vancomicina 500 mg por via oral o por sonda
fulminante nasogastrica cuatro veces al dia y Metronidazol 500
(anteriormente mg IV 3 veces al dia + alternativamente Si hay ileo:
denominada grave vancomicina por recto (vancomicina 500 mg en 100
complicada) ml de solucién salina como enema) cuatro veces al

dia * (10 a 14 dias)
Primera recurrencia
Si el primer episodio se tratdé con metronidazol o fidaxomicina:
» Vancomicina 125 mg por via oral cuatro veces al dia durante 10 dias
Si el primer episodio se traté con vancomicina:
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 Vancomicina por via oral (reduccién gradual de la dosis, cada dosis 125 mg):
# Cuatro veces al dia durante 10 a 14 dias
# Dos veces al dia durante 7 dias
# Una vez al dia durante 7 dias
# Cada 2 o 3 dias durante 2 a 8 semanas
 Fidaxomicina 200 mg por via oral dos veces al dia durante 10 dias
Segunda recurrenciay posteriores
* Vancomicina por via oral (régimen de reduccion gradual de la dosis como el
anterior)
 Fidaxomicina 200 mg por via oral dos veces al dia durante 10 dias;
» Vancomicina 125 mg por via oral cuatro veces al dia durante 10 dias, seguida
de rifaximina 400 mg tres veces al dia durante 20 dias
* Trasplante de microbiota fecal
Tabla 2. Tratamiento para la infeccion de CDI. Tomado de (Czepiel et al., 2019) * Si
hay ileo parcial, la vancomicina debe administrarse tanto por via oral como por via
rectal; si el ileo esta completo, solo se debe usar vancomicina rectal.
2.8.2 Bacterioterapia
La evidencia apoya el uso de probidticos para disminuir la recurrencia de la CDI
(Goldenberg et al., 2017). Los probiéticos se han utilizado como terapéuticos para
la CDI mediada por antibioticos y son seguros y eficaces para prevenir la diarrea
asociada a C. difficile. Bacterias como Bifidobacterium y Lactobacillus spp. pueden
inhibir la adhesion de las toxinas de C. difficile a las células epiteliales del colon del
huésped y pueden actuar como estimuladores de la respuesta inmune. Ademas,
bacterias como Lactobacillus pueden tener una actividad antimicrobiana directa
mediante la secrecidn de bacteriocinas y otros péptidos antimicrobianos. En algunos
estudios donde los pacientes reciben tratamientos de antibiéticos mas probioticos
se han visto resultados favorables, por ejemplo, en un estudio donde los pacientes
recibieron dosis altas de vancomicina mas probiGticos mostraron una tasa de
recurrencia de CDI significativamente menor en comparacion con los sujetos que
recibieron dosis altas de vancomicina mas placebo. Hasta ahora sélo se han
informado pocos estudios sobre el uso de probidticos para la ICD asociada a
antibidticos y, por lo tanto, se necesitan ensayos clinicos bien disefiados para

futuras investigaciones (Rineh et al., 2014).
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2.8.3 Trasplante de microbiota fecal

El trasplante de microbiota fecal (FMT) es un tratamiento de rescate altamente
efectivo y debe considerarse en pacientes que han tenido > 2 recurrencias, ya que
la eficacia de los antibidticos en estos pacientes es ~ 30%. El FMT se reserva mejor
para pacientes con recurrencias multiples de CDI que no respondieron a otras
opciones de tratamiento. Es importante destacar que FMT es un procedimiento no
estandarizado y las consecuencias a largo plazo de alterar la microbiota intestinal
de un paciente son desconocidas (Youngster et al., 2014).

En el FMT, se recolecta material fecal de un donante sano (figura 8). El material se
procesa (mezcla, filtracion) en pastillas o una solucion. Como parte de este proceso,
se confirma la ausencia de organismos patdégenos y multirresistentes. El material
procesado puede almacenarse antes de la administracion (Unica) mediante infusion
nasoduodenal donde las heces de los donantes se recolectan el dia de la infusion y
se diluyen con solucion salina estéril, después la solucion de heces del donante se
administra lentamente al paciente a través de un tubo nasoduodenal, otro método
es mediante infusion colonoscoépica o enema rectal para formulaciones en solucion
o por via oral para formulaciones en pildora. El tratamiento con antibioticos
generalmente precede a la administracion del FMT para reducir los niveles de
Clostridium difficile. Sobre la base de analisis de microbiomas y metabolomas, se
identifican firmas de resistencia a la colonizacion por C. difficile. Otro metodo
consiste en después de recolectar material fecal de donantes sanos, se cultivan las
especies identificadas en estas firmas de microbioma o0 que se cree que son
responsables de la firma metabolémica. Las mezclas definidas de estas cepas se
prueban para determinar su seguridad y capacidad para conferir resistencia a la
colonizacion en ensayos preclinicos y posteriormente validadas en estudios
clinicos. Las barras coloreadas indican la diversidad de la microbiota, que esta
severamente reducida en el paciente con infeccién por C. difficile (CDI) en

comparacion con el sujeto sano (Smits et al., 2016; van Beurden et al., 2017).
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Figura 8. Proceso del trasplante de microbiota fecal. Modificado de (Smits et al., 2016)

3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes generales

3.1.1 Toxinotipos

La toxinotipificacion es un método para clasificar cepas de C. difficile en grupos de
acuerdo con cambios especificos dentro de los genes de la toxina. A pesar de que
TcdA y TcdB son importantes para C. difficile virulencia, muchas cepas presentan
variaciones en el PaLoc. Los cambios en los genes de las toxinas tcdA y tcdB
pueden variar desde deleciones muy minimas limitadas a solo tcdA y algunas
mutaciones puntuales en tcdB y deleciones grandes que dejan solo un remanente
del PalLoc. Actualmente, diferentes toxinotipos son endémicos o estan asociados

con brotes en varios paises.
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La tipificacion por toxinotipificacion de C. difficile, un método de tipificacion basado
en polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) por PCR que
distribuye las cepas en toxinotipos al compararlas con una cepa de referencia, por
ejemplo, VPI 10463, en la que los genes de la toxina se secuenciaron por primera
vez. Las cepas similares a VPI 10463 se definen como cepas no variables de
toxinotipo 0 y las cepas con cambios en los genes tcdA y tcdB se definen como
cepas variantes y se distribuyen en 34 toxinotipos designados con numeros
romanos (I a XXXIV). Los toxinotipos méas prevalentes en aislados humanos son el
toxinotipo Il (PCR ribotipo 027), IV (PCR ribotipo 023), V (PCR ribotipo 078/126) y
VIl (PCR ribotipo 017) (Hunt & Ballard, 2013; Rupnik & Janezic, 2016).

3.1.2 Ribotipificacion
Para C. difficile se han desarrollado diferentes métodos de tipificacion, el método

mas utilizado en Europa, y que también ha recientemente fue adoptado en los EE.
UU., es el ribotipado por PCR.

El método se basa en la amplificacion de la region espaciadora intergénica (ISR)
entre los genes de ARNr 16S y 23S. Los ISR difieren en longitud de 200-600 pb, la
amplificacion por PCR de los ISR con un solo par de cebadores da como resultado

un patron de bandas, especifico para un determinado ribotipo de PCR.

Los ribotipos de PCR se pueden determinar comparando los patrones de bandas
con los ribotipos de PCR de referencia utilizando el software apropiado por ejemplo
BioNumerics (Applied Maths, Belgium) que se utiliza con mayor frecuencia para el
analisis de perfiles de bandas y la creacién de bases de datos y bibliotecas de
referencia. De tal forma que se considera que los aislados que tienen patrones de
bandas idénticos pertenecen al mismo ribotipo de PCR y si dos aislamientos difieren
en una sola banda, pertenecen a diferentes ribotipos de PCR (Janezic, 2016).

Se han identificado al menos 375 ribotipos diferentes de C. difficile y el nimero sigue

aumentando con cada nuevo estudio epidemioldgico (Hunt & Ballard, 2013).
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3.1.3 Epidemiologia
Desde el punto de vista epidemiologico se han producido cambios importantes

desde finales de los afios noventa. Entre los afios 2000 y 2005 se duplicaron los
casos de diarrea asociada a C. difficile (DACD) en hospitales estadounidenses y
algunos hospitales de Montreal (Quebec, Canada) donde reportan tasas 4 veces
superiores en comparacion con las encontradas en el afio 2000 (Pépin et al., 2004).
Estos cambios son atribuidos a la aparicién y diseminacion de una cepa epidémica
conocida como cepa B1/NAP1/027 (por presentar el patron de restriccion [REA] tipo
B1, el patron de campo pulsado NAP1 y pertenecer al ribotipo 027), la presencia de
esta cepa ha sido ampliamente documentada en Estados Unidos, Canada y en
algunos paises europeos, como el Reino Unido, Bélgica, Alemania, Holanda,
Francia, Italia, Dinamarca, Irlanda, Austria, Polonia, Suiza, Noruega, Finlandia y
Espafa ; en Asia, incluyendo Japon, Corea y Hong Kong; y en Australia (Baldan et
al., 2010; Freeman et al., 2010; He et al., 2013).

Esta cepa de C. difficile BL/NAP1/027 se ha estudiado a profundidad, observando
gue presenta una mayor virulencia asociada a la expresion de la toxina binaria 'y a
la mutacion del gen regulador negativo tcdC, mostrando ademas resistencia a
fluoroquinolonas. Su asociacion con una mayor morbilidad y mortalidad la llevo a

ser etiquetada como “hipervirulenta” (Loo et al., 2005).

Existen diferencias marcadas entre las primeras cepas que se describieron o
también llamadas cepas histéricas (Hist) y las cepas hipervirulentas/ epidémicas
(HV/Ep) de Clostridium difficile (Figura 9). Las cepas histéricas contienen tcdC de
longitud completa, pero carecen de la toxina binaria ademas de ser generalmente
sensibles a las fluoroquinolonas, tienen un fenotipo de agregacion positivo y no son
méviles. Las cepas hipervirulentas carecen del gen tcdC de longitud completa y
tienen el fenotipo opuesto de las cepas historicas para los factores de virulencia
involucrados en la agregacion y motilidad. Por otro lado, se analizé el genoma de
una cepa histérica con una hipervirulenta y se encontré6 que comparten un core o
ADN central de 3247 genes, 505 genes fueron exclusivos de la cepa historica y
estaban ausentes en las cepas hipervirulentas de C. difficile. Mientras que las cepas

hipervirulentas portaban 234 genes exclusivos de sus genomas que estan ausentes

26



en la cepa historica. Ademéas de las diferencias conocidas en tcdB, tcdC vy la
presencia de los genes que codifican la toxina binaria, la cepa hipervirulenta exhibio
mutaciones en gyrA que pueden explicar su resistencia Unica a las fluoroquinolonas.
En otros estudios se encontré que TcdB en las cepas hipervirulentas era capaz de
entrar en las células mas rapidamente y translocarse al citosol que la toxina de la
cepa historica (Hunt & Ballard, 2013)

Aqgregauon (+) Mot (+) /Mot( )
e LIS =
Aggregation (-) § \ Hi /L“ Hlst—\\\\A
st // HV/Ep S
HV/Ep = Flagella \\\
/(prv \\\
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Hist [icdRd tcdB. WtcdE bedAL s tedC. X cdtRD igyrAEE FoP

g

, HV/Ep CHGdRAM T tedB e 7R e SR EEgyi Fot
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505 variant genes

Figura 9. Comparacion de factores asociados ala virulencia entre cepas de C. difficile
histéricas e hipervirulentas. Las cepas historicas (Hist) e hipervirulentas / epidémicas (HV
/ Ep). Las cepas historicas contienen tcdC de longitud completa, pero carecen de la toxina
binaria, tienen un fenotipo de agregacion positivo (+) y no son méviles Mot (-). Las cepas
hipervirulentas carecen del gen tcdC de longitud completa. CwpV (proteinas de pared
celular). Tomado de (Hunt & Ballard, 2013).

En Europa, dependiendo del pais, se han descrito otros ribotipos como el 001, 053
y 106, o el 078 que posee un mecanismo similar de hiperproduccion de toxinas vy,
por tanto, también es capaz de producir brotes de la enfermedad (Rupnik et al.,
2009). Se espera que el impacto del CDI sea considerable en los préximos afios. La
evidencia epidemioldgica sugiere que un niumero cada vez mayor de casos de CDI
esta relacionado con poblaciones que generalmente se consideraban de bajo riesgo
(Hensgens et al., 2014). Clostridium difficile causé casi medio millon de infecciones

entre pacientes en los Estados Unidos en un solo afio (Figura 9) aproximadamente

27



29,000 pacientes murieron dentro de los 30 dias posteriores al diagnéstico inicial
de C. difficile. De ellos, se estima que alrededor de 15.000 muertes son atribuibles
directamente a C. difficile y mas del 80 por ciento de las muertes asociadas con C.
difficile ocurrieron entre estadounidenses de 65 afios 0 mas. Se encontré también
que 1 de cada 5 pacientes con una infeccion por C. difficile experimentaron una
recurrencia de la infeccion y 1 de cada 11 pacientes de 65 afios o0 mas con
una infeccion por C. difficile asociada con la atencion médica, muri6 al mes de haber
sido diagnoésticado (figuralO) (Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades por sus siglas, CDC).

Dada la gravedad de la infeccion y las estancias prolongadas en hospitales, se
estima una carga econémica de $ 5.4 billones de délares en lugares de atencion
meédica y $ 725 millones de dolares en entornos comunitarios de América del Norte
(Desai et al., 2016).

IMPACTO
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Se estima gue C. difficile causa casi Aproximadamente 1 de cada 6 Una de cada 11 personas mayores de

medio millon de infecciones en los pacientes que contraen C. difficile 65 afios diagnosticadas con una

Estados Unidos cada afio, afectando a  lo volveran a tener en las siguientes  infeccion por C. difficile asociada a

personas de todas las edades. 2 a8 =emanas. la atencion médica muere en el plazo
de un mes.

Figura 10. Impacto de la Infeccién causada por Clostridium difficile tomado de CDC.

La Infeccion por C. difficile en América del Norte y Europa se encuentra bien
documentada, pero se sabe muy poco sobre la propagacion de esta enfermedad en
América Latina, solo existen pocos estudios publicados. Recientemente se han
reportado el aislamiento y deteccion de la cepa 027 / Bl / NAP1 en pacientes con la
infeccion asociada a C. difficile (CDI) en Costa Rica, Panama, Chile y México (figura
11) (L6pez-Urefia et al., 2014; Morfin-Otero et al., 2016; Alvarez-Hernandez et al.,

2018). Quesada-Gémez y colaboradores reportaron que la cepa epidémica 027 de
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C. difficile est4 presente en América del Sur, destacando la necesidad de
incrementar la deteccidn de este ribotipo en otras regiones del continente.

Las pruebas de diagnostico para bacterias anaerobias no son un procedimiento de
rutina en laboratorios de América Latina. Lo comun en la préctica es reportar el
resultado como un “posible anaerobio”. Si el hospital esta interesado en la
identificacion de la especie, la cepa es enviada a un laboratorio de investigacion,
comunmente ubicado en alguna universidad. También es bastante caro y muchos
laboratorios no pueden cultivar bacterias anaerobias rutinariamente (Balassiano et
al., 2012).

Los posibles escenarios en paises de América Latina son: (a) La cepa 027 / Bl /
NAP-1 esta circulando en paises de América Latina, pero aun no se ha identificado;
(b), La cepa 027 / Bl / NAP-1 no esta presente; (c), América Latina tiene ribotipos
especificos que generalmente no se encuentran en el norte de América o Europa,;
o (d), algunas de las cepas mencionadas en los estudios son del tipo 027 / Bl / NAP-
1, que en la ausencia de ribotipificacion ha sido dificil de identificar.

Parece probable que las infecciones causadas por C. difficile se conviertan en un
problema importante en América Latina, por lo que seran importantes, los métodos
de deteccion, las estrategias actuales de diagndstico y el tratamiento para evitar

serios problemas de salud publica (Balassiano et al., 2012).

Aislados
N 027/BI/NAP1

Figura 11. Paises donde se ha aislado la cepa de Clostridium difficile 027/BI/NAP1.
Tomado de (Alvarez-Hernandez et al., 2018).
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3.2 Antecedentes especificos

3.2.1 Portador asintomatico de C. difficile

El ser portador y la colonizacion a menudo se consideran términos intercambiables.
La colonizacion asintomatica de Clostridium difficile es la condicion donde la
bacteria es detectada en ausencia de sintomas o infeccién (Donskey et al., 2015;
Furuya-Kanamori et al., 2015). La colonizacion asintoméatica de C. difficile es comun
en las instalaciones de atencién sanitaria y en la comunidad, puede atribuirse a
cepas toxigénicas o no toxigénicas, esto se ha visto en paises como Estados
Unidos, Canada, Japén, Reino Unido, e Iran (Zacharioudakis et al., 2015). En los
hospitales, la prevalencia de colonizacién asintomatica varia del 7% a 18%,
dependiendo de la duracion de la estadia, de enfermedad subyacente y
posiblemente del uso de medicacion acido-supresora, ademas de la exposicion a
antibiodticos y a C. difficile. Durante los brotes, las tasas de colonizacion pueden
aumentar hasta mas del 50% (Riggs et al., 2007). Las manos de los trabajadores
de la salud, contaminadas transitoriamente con esporas de C. difficile, son
probablemente el principal medio por el cual el organismo se propaga durante los
periodos sin brote (Friedman et al.,, 2013). La colonizacion asintomatica en la
comunidad es menor que en el entorno de la atencion de salud y esta en el rango
de 3-15% esto depende de las caracteristicas del huésped, del patégeno y factores
ambientales. El estudio que inform6 el 15% de colonizacion fue un estudio de
cohorte prospectivo realizado en siete grupos de individuos sanos que representan
diversas ocupaciones en Japon, los grupos estaban compuestos por estudiantes
universitarios, trabajadores de hospitales, empleados de una empresa y fuerza de
defensa personal (Furuya-Kanamori et al., 2015).

Varios estudios reportan altas tasas de portadores asintomaticos (25-35%) en nifios
durante el primer afio de vida y la tasa disminuye (hasta 15%) entre las edades 1-8
afios (Crobach et al., 2018; Leibowitz et al., 2015). Aungue la relevancia clinica de
colonizacion por C. difficile en lactantes se considera menos significativa debido a
las bajas tasas de enfermedad en esta poblacion, permanece su potencial como
reservorio de transmision para adultos. A los bebés rara vez se les diagnostica CDI.

Curiosamente, se pueden detectar altos niveles de toxina libre en muestras fecales
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de nifios pequefios sin sintomas diarreicos. Se ha postulado que los infantes
permanecen asintomaticos en presencia de altos niveles de toxinas debido a la
ausencia de los receptores en su tracto gastrointestinal aiin en desarrollo. Se cree
que los bebés pueden carecer de la maquinaria celular necesaria para la
internalizacién celular de la toxina, como los receptores de la toxina o los elementos
de la cascada de patogénesis identificados en estudios con animales. En 1 modelo
experimental, se demostr6 que el ileon de conejo recién nacido carece de
receptores de toxina A intestinal que se consideran necesarios para el dafio de la
mucosa mediado por toxinas. Una situacién similar ocurre en conejos recién nacidos
gue son resistentes a la toxina Shiga. Esto se atribuye al desarrollo relacionado con
la edad del receptor de la toxina glicolipida Shiga CB 3, que es bajo o ausente en
conejos recién nacidos y solo alcanza los niveles de adultos después del destete.

Por otro lado se cree que la presencia de microbiota intestinal se encuentra
inestable en los primeros 2-3 afos de vida (Bergstrom et al., 2014). También se ha
mencionado el efecto protector de la leche materna, se cree que las fracciones de
inmunoglobulina de la leche materna inhiben la union de la toxina A y también puede
tener un efecto sobre el microbioma intestinal y (Shim, 2014). Ademas, se postula
gue los genes de las toxinas pueden estar expresados minimamente o no y por lo
tanto no causan enfermedad, pero esto no es un hecho aceptado ya que en estudios
la evidencia sugiere recuentos bacterianos similares de C. difficile en adultos
sintomaticos y lactantes sanos. Los pacientes adultos con colitis
pseudomembranosa albergan C. difficile que varia de 10° a 10° bacterias por gramo
de heces humedas, mientras que los bebés sanos tienen recuentos de hasta 108,
bacterias por gramo de heces sin ningun sintoma evidente. También se encontrd
gue los titulos de toxinas en las heces eran similares para recién nacidos sanos y
adultos con diarrea asociada a C. difficile. Nueve estudios examinaron las tasas de
colonizacion de cepas productoras de toxinas en bebés sanos. Al combinar los
datos de estos estudios, el 13% de 928 lactantes sanos portaban cepas de C.
difficile toxigénicas frente al 17% de cepas no toxigénicas. Sin embargo,
comprender las tasas de colonizacién de cepas toxigénicas puede proporcionar una

mayor comprension de la relevancia de esta poblacibn como reservorio de
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transmision a adultos (Crobach et al., 2018; Jangi & Lamont, 2010). Por ejemplo,
(Stoesser et al., 2011) compararon cepas de C. difficile en niflos y adultos dentro de
la misma institucion, se extrajo ADN de subcultivos de una sola colonia incubados
durante 48 horas en agar sangre, los extractos se secuenciaron utilizando la
tecnologia lllumina HiSeq 2000 (lllumina Inc, San Diego, CA), generando lecturas
de 100 pares de bases y determinaron nueve tipos de secuencias compartidas entre
el 20% de pacientes pediatricos sanos y pacientes adultos sintomaticos.

Los aislamientos de lactantes han mostrado un predominio de ribotipos asociados
con CDI. (Adlerberth et al., 2014) encontraron que el 71% de los nifios colonizados
tenian cepas toxigénicas, con mas de la mitad identificados como ribotipos, que
pueden causar CDI endémica.

Una explicacion para la reduccion en las tasas de colonizacion después de la
infancia es que, a los 12 meses, la distribucion de la flora intestinal comienza a
parecerse mucho a la de un adulto sano, proporcionando una colonizacién con
efecto de resistencia. No obstante, estudios contemporaneos han informado tasas
mas altas (hasta 30%) de colonizacion asintomatica entre poblaciones pediatricas
no lactantes (Crobach et al., 2018).

Existen ciertos factores que actian en conjunto durante la colonizacién asintomatica
por C. difficile evitando su progresion a la CDI. Estos factores se pueden clasificar
como mediados por el huésped o relacionados con el patdgeno (figura 12). En
cuanto a los factores mediados por el huésped primeramente la composicion de la
microbiota restringe o permite la colonizacion de C. difficile. Se ha observado que la
presencia en cantidades importantes de una especie de Firmicutes como R. gnavus
estd asociado con la colonizacion por C. difficile. En contraste, la presencia de
Bifidobacterium spp. parece estar relacionado con una ausencia de colonizacién por
C. difficile y podria participar en las propiedades de resistencia a la colonizacion de
la microbiota intestinal infantil. Sin embargo, se necesitan mas estudios
confirmatorios (Rousseau et al., 2011). Otro factor es la presencia de ciertos
compuestos como las bacteriocinas o los péptidos antimicrobianos que inhiben la
proliferaciéon y germinacion de C. difficile. Por otro lado, existe evidencia sustancial

de que la colonizacién asintomatica de C. difficile no toxigénico tiene un efecto
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protector contra la progresion a la enfermedad a través de una respuesta
inmunomediada (Furuya-Kanamori et al., 2015).

En un estudio realizado por (Kyne et al., 2000) en pacientes hospitalarios mostré
que, en el momento de la colonizacién, los niveles de IgG eran méas altos en
pacientes colonizados asintoméaticamente por C. difficile en comparacién con
pacientes que posteriormente desarrollaron diarrea. Los mismos autores
demostraron que los pacientes con un solo episodio de diarrea habian aumentado
los niveles de IgM contra las toxinas A, B y antigenos no toxinicos en comparacién
con los pacientes con enfermedad recurrente, lo que indica que la presencia de
estos anticuerpos confiere un efecto protector. Muchos nifios sanos vy
aproximadamente el 60% de los adultos tienen anticuerpos IgG e IgA séricos
detectables para las toxinas A y B de C. difficile, incluso cuando no se detecta el
organismo. Si los anticuerpos se estimulan durante la infancia y a través de una
mayor exposicion a C. difficile del medio ambiente, sugeriria que la proteccion contra
CDI es una caracteristica dinamica mediada por el anfitrion (Furuya-Kanamori et al.,
2015).

Acerca de los factores relacionados con el patégeno se cree que la colonizacion por
cepas no toxigénicas de C. difficile puede ofrecer proteccidn contra la infeccién, esto
a través de la competencia por los nutrientes o acceso a células epiteliales de la
mucosa. La competencia entre cepas de clostridios puede reducir la proliferacion de
cepas patdgenas y por lo tanto aparicion de enfermedades (Furuya-Kanamori et al.,
2015).

Un meta-analisis de cuatro estudios, mostr6 que los pacientes colonizados
asintomaticamente con C. difficile en realidad tenian un menor riesgo de desarrollar
posteriormente CDI, pero no se hizo distinciébn entre la colonizacién por cepas
toxigénicas y no toxigénicas (Shim et al., 1998). Un estudio reciente incluy6
pacientes que se encontraban colonizados con cepas toxigénicas antes del ingreso
hospitalario (Zacharioudakis et al., 2015). En este estudio, a diferencia del anterior
(Shim et al., 1998), los pacientes con CDI previa no fueron excluidos y esto podria
haber confundido los resultados. En general, los pacientes que fueron tox+ tenian

un mayor riesgo de desarrollar CDI. Por el contrario, los pacientes colonizados por
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cepas no toxigénicas no parecen tener un mayor riesgo o incluso estan protegidos
de progresar a CDI. Este concepto fue probado recientemente en humanos; en un
estudio de fase clinica 2 que se realizd en centros de investigacion de Estados
Unidos, Canadé y Europa, donde a pacientes que habian tenido CDI y habian
completado con éxito el tratamiento de antibiéticos (metronidazol o vancomicina) de
atencion estandar, se les administro esporas de una cepa de C. difficile no
toxigénico para colonizarlos. La colonizacién fue bien tolerada y segura, ademas de
haber reducido significativamente las tasas de recurrencia de CDI (Gerding et al.,
2015). Sin embargo, mas exploraciones de este enfoque deben considerar que las
cepas no toxigénicas pueden volverse toxigénicas mediante la transferencia
horizontal de genes, ya que en un estudio se demostro que el PaLoc de una cepa
toxigenica era capaz de transferirse mediante un mecanismo similar a la
conjugacion a cepas no toxigénicas, ademas que eran capaces de la produccén de
toxinas inclusive a un nivel similar que la cepa donante. Claramente, si el PaLoc es
capaz de transferirse a las cepas no toxigénicas que se utilizan en tratamientos,
sera importante conocer las condiciones bajo las cuales se selecciona la
transferencia del PaLoc, aunque se desconoce si este proceso también ocurre en
el huésped humano (Brouwer et al., 2013).

Los pacientes colonizados de forma asintomatica pueden arrojar esporas a su
entorno y, en consecuencia, a otros pacientes. Ya en 1992, se reconocio que la
adquisicion nosocomial de una cepa de C. difficile fue precedida por la introduccion
de esa cepa a la sala por un paciente colonizado asintomaticamente (Clabots et al.,
1992). Sobre la base de un modelo epidemiologico de la transmisidén de C. difficile
en entornos de atencion de la salud, se demostré que el ingreso de pacientes
colonizados desempefia un papel importante en el mantenimiento de la transmisién

dentro de las salas hospitalarias (Lanzas et al., 2011).
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Exposicion a esporas de
C. difficile causando
colonizacion asintomatica

| / E‘ ‘| ' .‘ { \
® o ® @ | \ ® ® ® ©® e
e St i P ) ey g S e
Células epiteliales intestinales con microbioma intacto en un individuo con colonizacién
asintomatica de C. difficile

Factores que se encuentran protegiendo contra la -
Célula de Clostridium difficile =

n°o°é»8° %o
o® %0500 rogresion sintomatica de CDI: >
2 Fearsse®s Flora col I
00 g 000 000 0 © = . jora colonica normal
%3550, 5% 7Aumanto de Jos nivales de l9Cre IgN Esporas de Clostridium difficile
o, 02°¢2°85°00% 3 Microbioma intestinal intacto Toxina A 2
L] . .. .. - .
' ,p:§.f"’,,%%§° *Colonizacion por cepas de C. difficile menos virulentas Toxina B

Exposicion a esporas de
C. difficile causando CDI
sintomaticamente

Células epiteliales intestinales dafiadas en un individuo sintomatico con CDI

Figura 12. Factores de Riesgo de colonizacion asintomatica por C. difficile y
progresion a infeccion por C. difficile (CDI). Modificado de (Furuya-Kanamori et al.,

2015).

4. JUSTIFICACION

La incidencia de la infeccion causada por C. difficile se ha incrementado a nivel

mundial debido a los brotes epidémicos provocados por la cepa hipervirulenta

(027/BI/NAP-1) y se ha convertido en uno de los principales patégenos causantes

de infecciones nosocomiales en paises desarrollados. En América Latina la

presencia de Clostridium difficile es poco reportada por lo que la realizacion de este

trabajo tendra como beneficio la generacion de conocimiento acerca de la presencia

de este patdgeno en Meéxico, principalmente en portadores asintomaticos que

podrian representar un riesgo epidemioldgico.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México no existen estudios sobre portadores asintomaticos por lo que es
importante realizar un estudio que nos permita conocer si C. difficile se encuentra
colonizando asintomaticamente a grupos de la comunidad como nifios y adultos ya
que existe evidencia epidemiolégica que sugiere un numero cada vez mayor de
casos en grupos que se consideran de bajo riesgo. Ademas, conoceremos si las
cepas de C. difficile que colonizan asintomaticamente a las personas mexicanas
pueden ser toxigénicas o no toxigénicas. De esta manera se podra comparar si la
situaciobn en México, respecto a la presencia de C. difficile, se asemeja a lo
reportado en otros paises de Norte Ameérica y Europa donde ha provocado serios

problemas de salud publica.

6. HIPOTESIS CIENTIFICA
Clostridium difficile se encuentra colonizando asintomaticamente a nifios y adultos

de la ciudad de Puebla y Tehuacan.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Detectar portadores asintomaticos de Clostridium difficile en la ciudad de Pueblay
Tehuacan

7.2 Objetivos especificos

1. Aislar Clostridium difficile de portadores asintomaticos nifios y adultos de la

ciudad de Puebla y Tehuacan.
2. ldentificar molecularmente las cepas aisladas como Clostridium difficile.

3. ldentificar cepas toxigénicas y no toxigénicas de Clostridium difficile.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Estrategia de trabajo

Recoleccion de muestras
fecales: 30 Nifios y 30
Adultos Sanos

\ 4

Pre-tratamiento de las
muestras con etanol

—
4=

N M

Analisis de resultados J
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8.2 Técnicas y procedimientos

8.2.1 Recoleccion y procesamiento de las muestras
Se utilizé un formulario como instrumento de recoleccidon de datos clinicos de los

donadores (Anexos).

Se recolectaron aleatoriamente muestras de heces fecales de individuos sanos
tomando en cuenta los criterios de inclusién, exclusion y eliminacion:

Inclusion: se usaron muestras de nifios y adultos sanos de sexo indistinto que
abarcaran las edades de 1-12 afios y = 18 afos respectivamente.

Exclusion: se excluyeron las muestras de personas con sintomas diarreicos,
tratamiento de antibioticos previo 3 meses, antecedentes de CDI, hospitalizacion
previa, cirugia intestinal y enfermedades gastrointestinales.

Eliminacion: se eliminan muestras fecales que, a pesar de provenir de pacientes
sanos, presenten consistencia acuosa.

Los mismos donantes tomaron la muestra con la instruccion de que fuera en el
mismo dia la toma para su entrega, almacenamiento y procesamiento. Las muestras
se recolectaron en envases herméticos y se rotularon con el nombre del donante.
Se le asign6 a cada muestra una clave de identificacion. Posteriormente se

guardaron en el ultracongelador a menos 70°C para su preservacion.

8.2.3 Aislamiento y purificacion de las cepas

Setomd materia fecal de cada muestra (0.5g) y se coloc6 en tubos eppendorf (tubos
de microcentrifuga) a los cuales se les afiadio 500ul de etanol absoluto y se mezclo
perfectamente hasta disolver la materia fecal. Después se tomaron 100 pl de la
mezcla y se sembraron en placas de medio de cultivo especifico para Clostridium
difficile llamado CCFA-TC (Agar cicloserina-cefoxitina-fructosa y taurocolato) (ver
anexos) y se cultivaron las placas en condiciones de anaerobiosis a 37°C durante
48hrs. Algunas especies de clostridios (por ejemplo, butyricum, histolyticum,
innocuum, sordellii y subterminale) pueden crecer en este medio y producir colonias
amarillas y fluorescencia. (Edwards et al., 2013).

A partir del crecimiento bacteriano de cada cepa se obtuvieron colonias que se
sembraron en placas de Agar BHI (infusion cerebro coraz6n) adicionado con

extracto de levadura, nuevamente se cultivaron en condiciones de anaerobiosis a
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37°C durante 48hrs y a partir del crecimiento de estas placas se prepararon tubos
con medio liquido de BHI que se cultivaron en condiciones de anaerobiosis y se
obtuvieron paquetes celulares para la extraccion de ADN gendémico y también se
fijo el cultivo liquido en portaobjetos para la tincibn de Gram (ver anexo) (Edwards
et al., 2013).

8.2.4 Extraccion de ADN genomico de C. difficile: Lisis con Buffer 10 X

Para los lisados se tomé una colonia que se deposité en un tubo eppendorf y se le
adiciono 94 pul de buffer 10 x de PCR, posteriormente se afiadieron 4ul de lisozima
(500 ug/ml) se homogenizo y se incubo a temperatura ambiente durante 15 min,
pasado este tiempo se afiadieron 2 ul de proteinasa K, se homogenizo con vortex y
se incubo a 58°C durante 1 hora y después a 90°C durante 15 min. Después
enfriamos en hielo, se centrifugo y se paso el sobrenadante a un tubo nuevo. Se

midié en nanodrop y se ajusto la concentracion a 300 ng.

8.2.6 Deteccion del gen tpi para la identificacion de C. difficile

Para la identificacion de C. difficile se determind el gen tpi, el cual es un gen de
mantenimiento que codifica para la triosa fosfato isomerasa, y ha sido utilizado en
otros estudios. Dicho gen tiene un peso de 230 pb al realizar la amplificacion del

fragmento mediante PCR (Lemee et al., 2004) (ver anexo).

8.2.7 Deteccion de los genes tcdA, tcdB, cdtA y cdtB de C. difficile
Para los genes que codifican las toxinas de C. difficile tcdA, tcdB, cdtA y cdtB se
utilizé un par de oligos para cada toxina y las muestras de DNA se ajustaron a una

concentracion 300 ng (Persson et al., 2008) (ver anexo).

8.2.8 Confirmacién de especie basado en RNA ribosomal 16S (16S rRNA)

Se utiliz6 un par de oligos para la amplificacion de la region de interés,
posteriormente se purifico la banda correspondiente al producto de la reaccién de
PCR mediante el kit de recuperacion de DNA en gel (Zymoclean) y finalmente se
mando a secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Persson et al., 2008)

(ver anexo).
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8.2.9 Técnica de Electroforesis
Esta técnica nos permitié visualizar los productos de amplificacién de la PCR
ademas de separar fragmentos de ADN por su tamafio y carga.

La electroforesis consistié en aplicar una corriente a través de un gel que contiene
las moléculas de interés y debido a su tamafio y carga, las moléculas se

desplazaron por el gel a distintas velocidades, y se separaron unas de otras.

En este trabajo los productos de amplificacion del gen tpi y de las toxinas se
separaron en geles de agarosa al 0.8% bajo condiciones de voltaje constante de 85
V' y se tifieron con bromuro de etidio.

9. RESULTADOS

9.1 Recoleccion de muestras

Se recolectaron un total de 63 muestras fecales durante el periodo de julio 2018 a
junio del 2019 provenientes de las ciudades de Puebla y Tehuacan, 30 muestras de
adultos siendo 13 varones (43%) y 17 féminas (57%). Ademas 33 muestras de
infantes siendo 22 varones (67%) y 11 féminas (33%) (figura 13). Las edades de los
adultos abarcaron de los 19 a los 56 afios y el promedio fue 27.1 afios, mientras
gue las edades de los infantes comprendieron de los 8 meses a los 11 afios y el
promedio fue 4.10 afos. En las figuras 14 y 15 se muestran los porcentajes y
distribucion de las edades de adultos (18-30 afios 80% n=24, 30-40 afios 3% n=1,
40-50 7% n=2, 50-60 afios 10% n=3) e infantes (0-6 meses 0% n=0, 7-12 meses
27% n=9, 2-5 aflos 43% n=14, 6-9 afios 21% n=7, 10-12 afios 9% n=3). A cada
muestra se le asigndé un nombre interno comenzando por un ndmero y clave en
letras (CA para muestras de adultos y Cl para muestras de Infantes) (Ver anexos
14.7 y 14.8)
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Figura 13. NOmero de muestras recolectadas por sexo y grupo de edad.
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Figura 14. Distribucion del grupo de adultos de acuerdo a su edad.
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Figura 15. Distribucion del grupo de Infantes de acuerdo a su edad.

9.2 Aislamiento de colonias de C. difficile en medio CCFA-TC

Las 63 muestras de heces recolectadas tanto de adultos e infantes se trataron con
etanol para disminuir microorganismos contaminantes y recuperar solamente
microorganismos esporulados. De manera que el 60% n=38 de las 63 muestras
recolectadas fueron positivas al cultivo microbioldgico (tablas 3 y 6). Por grupo de
edad de las 38 muestras positivas al cultivo, 55% n=21 corresponden a adultos y
45% n=17 corresponden a infantes (figura 16). Tanto en las muestras de adultos
como de nifios se observo morfologia colonial correspondiente a C. difficile, colonias
grandes y amarillas con bordes irregulares. También se observaron otras
morfologias como colonias pequefias de color rosa con consistencia mucoide y
colonias pequefias, redondas de color amarillo, en las placas no se vio
heterogeneidad de colonias es decir no se observaron en una misma placa dos
morfologias distintas (Figura 17).
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Hombres 13 7
Mujeres 17 14
Nifios 22 13
Nifias 11 4
Total 63 38

Tabla 3. Muestras positivas al cultivo microbioloégico por grupo de género.

® Muestras de Adultos
positivas al cultivo
microbiolégico

= Muestras de Infantes
positivas al cultivo
microbiolégico

Figura 16. Aislamiento positivo en medio CCFA-TC.
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Figura 17. Imagenes representativas del cultivo microbiolégico en medio CCFA-TC
de muestras fecales de personas sanas. Muestras de Adultos. A: 025 (Morfologia tipica
de C. difficile) CA, B: 002 CA (Morfologia tipica de C. difficile), C: 015 CA (Morfologia tipica
de C. difficile), D: 018 CA (Morfologia tipica de C. difficile), E: 004 CA (Morfologia atipica de
C. difficile)., F: 009 CA (Morfologia tipica de C. difficile) Muestras de Infantes. G: 001 CI
(Morfologia tipica de C. difficile), H: 033 CI (Morfologia tipica de C. difficile), I: 031 CI
(Morfologia atipica de C. difficile).
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9.3 Tincién de Gram

A partir de las diferentes clonas obtenidas de las muestras que dieron positivo al
cultivo en medio CCFA-TC se realizaron tinciones de Gram para determinar la
presencia de bacilos Gram positivos que correspondieran a la morfologia de C.
difficile de tal manera que ademas de observarse bacilos Gram positivos en su
mayoria, también se observo otro tipo de morfologia como bacilos Gram negativos,

cocos Gram positivos y negativos (figura 18).
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Figura 18. Imagenes representativas de la Tincion de Gram en muestras que
crecieron en medio CCFA-TC. Muestras de Adultos. Bacilos Gram positivos: A: 015 CA,
B: 018 CA, C: 015 CA, D: 025 CA; otras morfologias: E: 017 CA (bacilos Gram negativos),
F: 001 CA (cocos y bacilos Gram negativos), G: 013 CA (cocos Gram positivos). Muestras
de infantes. Bacilos Gram positivos: H: 001 Cl, I: 027 Cl, J: 033 CI; otras morfologias K: 021
Cl (cocos Gram positivos), L: 011 CI (cocos Gram negativos).

9.4 Deteccion del gen tpi para la identificacion de Clostridium difficile

El gen tpi codifica la enzima triosa fosfato isomerasa, este gen se ha utilizado como
un buen marcador para la identificacion de C. difficile (Dhalluin et al., 2003). Por lo
tanto, se detecto este gen en todas cepas que fueron aisladas de las placas con
medio CCFA-TC para verificar la presencia de Clostridium difficile, el gen tpi se
presenté en el 16% n=6 de las 38 muestras recolectadas tanto de adultos como de
infantes que dieron positivo al cultivo microbiolégico, independientemente de la
tincion de Gram. De tal forma que 4 de 21 muestras de adultos amplificaron
positivamente el gen tpi (002 CA, 015 CA, 018 CA, 025 CA) y 2 de 17 muestras de
infantes amplificaron positivamente el gen tpi (001 Cl y 033 CI) (tablas 4 y 6, figuras
19y 20).

Solo con las clonas que amplificaron el gen tpi se continuo con la amplificacion de

los genes que codifican para las toxinas de C. difficile.
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Hombres 7 1 (3%)
Mujeres 14 3 (8%)
Nifios 13 2 (5%)
Nifias 4 0
Total 38 6 (16%)

Tabla 4. Muestras que amplificaron positivamente el gen tpi por grupo de género.

Figura 19. Amplificacion del gen tpi (230 pb) por PCR. Geles representativos Panel A.
Carril 1: 018 CA carril 2: 025 CA,; carril 3: 001 Cl clona 1; carril 4: 001 Cl clona 2; C+: control
positivo; carril 6: marcador de peso molecular DNA 1 Kb. Panel B. carril 1: 010 CA; carril 2:
008 CA,; carril 3: 025 CA,; carril 4: 002 CA; carril 5: 009 CA; carril 6: marcador de peso
molecular DNA 1 Kb; carril 7: 001 CA; carril 8: 001 ClI clona 3; carril 9: 010 CA, carril 10:
019 CA.
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Figura 20. Amplificacién del gen tpi (230 pb) por PCR. Geles representativos. Panel A.
carril 1: 009 CA clona 1; carril 2: 001 ClI clona 2; carril 3: 004 CI; carril 4: 019 CA; carril 5:
014 CA; carril 6: marcador de peso molecular DNA 1 Kb; carril 7: 018 CA; carril 8: 015 CA;
carril 9: 018 CA; carril 10: 009 CA clona 2. Panel B. carril 1: control negativo; carril 2:
marcador de peso molecular DNA 1 Kb; C+: WT control positivo; carril 4: 026 CI; carril 5:
011 Cl clona 1; carril 6: 011 ClI clona 2; carril 7: 027 CA clona 1; carril 8: 011 ClI clona 3;
carril 9: 031 CI; carril 10: 027 CA clona 2; carril 11: 016 CI; carril 12: 026 CA; carril 13: 027
Cl clona 1; carril 14: 021 CI; carril 15: 027 ClI clona 2; carril 16: 029 CA clona 1; carril 17:
027 CA clona 3; carril 18: 011 ClI clona 4; carril 19: 033 CI; carril 20: 029 CA clona 2.

9.5 Deteccion de los genes correspondientes a las toxinas de Clostridium
difficile: tcdA, tcdB, cdtA y cdtB

Con el fin de detectar C. difficile toxigénico se amplificaron los genes tcdA, tcdB,
cdtA y cdtB en las clonas de las 6 muestras positivas a la identificacién del gen tpi
tanto de adultos como de infantes. Nuestros resultados muestran la presencia de C.
difficile toxigénico en un 33% n=2 de las 6 muestras, corresponden a la muestra de
una mujer (025 CA) y un nifio (033 CI) (figuras 20, 22 y 23, tablas 5y 7). Por otro
lado, la presencia de C. difficile no toxigénico fue de 67% (figura 21) n=4 de las 6
muestras, las cuales corresponden a la muestra de 1 hombre, 2 mujeres y 1 nifio
(figuras 22, 23, 24 y 25, tablas 5 y 6).
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Género Deteccion de C. difficile Deteccion de C. difficile
toxigénico no toxigénico
Muestra Toxinotipo Muestra Toxinotipo
Hombres - - 015 CA (tcdA™
tcdB cdtA cdtB")
Mujeres 025 CA (tcdA~ 002 CA (tcdA™
tcdB cdtA*cdtB") tcdB cdtA cdtB")
018 CA
Nifios 033 ClI (tcdA~ 001 ClI (tcdA™
tcdB*cdtAcdiB") tcdB cdtAcdtB")
Nifias - - - -

Tabla 5. Deteccion de C. difficile toxigénico y C. difficile no toxigénico.

C. difficile
toxigénico
33%
C. difficile no

toxigénico
67%

Figura 21. C. difficile toxigénico y no toxigénico en muestras positivas a la

identificacion del gen tpi
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Figura 22. Amplificacion del gen tcdA (629 pb) por PCR. Gel representativo de la
deteccién del gen tcdA. carril 1: 025 CA; carril 2: 002 CA; carril 3: 018 CA clona 1; carril
4: 018 CA clona 5; carril 5: 001 ClI clona 2; carril 6: 001 CI clona 1; carril 7: 015 CA clona 1;
carril 8: 018 CA clona 2; carril 9: 001 CI clona 3; Carril 10: 001 ClI clona 4; carril 11: 033 ClI
clona 2; carril 12: WT control positivo; carril 13: control negativo; carril 14: tcdB 025 CA;
carril 15: marcador de peso molecular DNA 1 Kb.

Figura 23. Gel representativo de la deteccion del gen tcdB (410pb) por PCR. Carrill:
015 CA; Carril 2: 018 CA; Carril 3: 001 CI; Carril 4: 001 CI; Carril 5: 033 CI; C+: WT control
positivo; Carril 7: control negativo; Carril 8: marcador de peso molecular DNA 1 Kb; Carril
9: gen cdtA 025 CA,; Carril 10: gen cdtA 002 CA.
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Figura 24. Geles representativos de la detecciéon del gen cdtA (221 pb) por PCR. carril
1: 025 CA,; carril 2: 002 CA; carril 3: 018 CA; carril 4: 018 CA,; carril 5: 001 BB; carril 6: 001
Cl; carril 7: 015 CA,; carril 8: 018 CA,; carril 9: 001 CI; carril 10: 001 CI; carril 11: 033 CI; C+:
WT control positivo; carril 13, marcador de peso molecular DNA 1 Kb; carril 14, control

negativo; carril 15, vacio.

Figura 25. Gel representativo de la deteccién del gen cdtB (262 pb) por PCR. carril 1:
001 CI; carril 2: 001 CI; carril 3: 033 CI; C+: WT control positivo; carril 5: marcador de peso

molecular DNA 1 Kb; carril 6: control negativo; 7-10 carriles vacios.
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Total de Cultivo Identificacio Deteccion de C. difficile Toxigénico Deteccion de
muestras positivo n del gen (Amplificacion de los genes de las C. difficile no
recolectada @ en medio tpi toxinas) toxigénico
s CCFA-TC (tcdA~ tcdB”~
cdtA” cdtB’)
1 Muestra | (tcdA™ tcdB cdtA*cdtB") 3 Adultos:
de Adulto 002 CA
025 CA 015 CA
018 CA
(n=63) 60.31% 16% 1 Muestra | (tcdA™ tcdB*cdtAcdtB") 1 Infante:1
30 Adultos | (38/63) (6/38) de Infante Infante:
33 Infantes 21 4 Adultos: 033 ClI 001 CI
Adultos 002 CA
17 015 CA
Infantes 018 CA
025 CA (2/6) (4/6)
2 Infantes: 33% 67%
001 Ci
033 Cl

Tabla 6. Resumen de resultados del cultivo toxigénico y analisis molecular

9.6 Identificacion basada en ARN ribosomal 16S (16S rRNA)

Se resolvié confirmar la identificacion de Clostridium difficile basada en el gen 16S
rRNA de las 6 muestras que dieron positivo al gen tpi, tanto de adultos como de
nifios, por lo que se les realizo a 6 clonas representativas de las muestras la
amplificacion de la regiébn de interés y posteriormente se purifico la banda
correspondiente al producto de PCR (figura 26). Finalmente se mandaron a
secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM y posteriormente se analizaron
las secuencias en la base de datos del GenBank NCBI (Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica) mediante el programa BLAST (The Basic Local
Alignment Search Tool) que encuentra regiones de similitud entre secuencias
biol6gicas (anexos 14.9 y 14.10). A partir de los andlisis de las secuencias se
encontré que las 6 muestras se agruparon en el género Clostridium pero solo 2

muestras mostraron valores de similitud significativos 97% y 93% respectivamente
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con la especie de Clostridium difficile (tabla 7; anexo 14.10) y 4 de las muestras
mostraron similitud con la especie de Clostridium perfringens con valores de 95%,
97%, 96% y 92% respectivamente (tabla 7; anexo 14.9). Sin embargo, se realizaron
alineamientos mdultiples de las secuencias 16S rRNA mediante el programa
EMBOSS Stretcher con secuencias obtenidas en la base de Datos NCBI (anexo
14.11), primeramente, comparamos una secuencia del gen 16S rRNA de
Clostridium perfringens ATCC 13124 y otra del gen 16S rRNA de Clostridium difficile
ATCC 9689, al hacer el andlisis de las secuencias se observé que comparten
similitud en més del 80% y especificamente en las regiones donde amplifican los
oligonucleétidos que utilizamos son similares (apartado 9.6.1). De la misma forma
se realizo un alineamiento multiple mediante el programa Clustal Omega (apartado
9.6.2) de las 6 secuencias del gen 16S rRNA de las cepas aisladas (anexo 14.9)
con las secuencias del gen 16S rRNA de Clostridium difficile ATCC 9689 y las 8
copias de la secuencia del gen 16S rRNA de Clostridium perfringens ATCC 13124
(anexo 14.11). De manera que también observamos similitud entre las secuencias,
pero al analizar el arbol filogenético las secuencias de las cepas aisladas se
encuentran mas relacionadas con la cepa ATCC de Clostridium difficile que con las
secuencias de las cepas ATCC de Clostridium perfringens, por lo tanto, no se podria
establecer que nuestras muestras pertenecen a la especie de Clostridium

perfringens.

Por otro lado, aunque no secuenciamos el gen tpi de las muestras, realizamos el
alineamiento de 2 secuencias obtenidas de la base de datos ENA (Archivo Europeo
de Nucledtidos) mediante el programa EMBOSS Stretcher una secuencia
pertenecia al gen tpi de Clostridium perfringens cepa F262 y otra al gen tpi de
Clostridium difficile cepa E12 (Apartado 9.6.3; anexo 14.12), al analizar el
alineamiento de las secuencias se observd que comparten un porcentaje de
similitud muy bajo entre ellas, tan solo 68% y especialmente en las zonas donde
amplifican los oligos que utilizamos para este gen, no encontramos un parecido

significativo.

53



172 3 4 5 6 7 829

1062 pb

- - W 1000 pb

w500 pb

Figura 26. purificacién del producto de PCR del gen 16S rRNA. 1: 001 CI; 2: 033 CI; 3:
018 CA; 4: 025 CA; 5: 015 CA; 6: 002 CA; 7: marcador; 8-9 carriles vacios.

Resultado de la secuenciaciéon 16S rRNA (Analisis
mediante BLAST)

Muestras de Infantes
033 ClI 97% ldentidad Clostridium difficile
001 ClI 93% Identidad Clostridium difficile
Muestras de Adultos
002 CA 92% Identidad Clostridium perfringens
015 CA 96% Identidad Clostridium perfringens

018 CA 95% Identidad Clostridium perfringens

025 CA 97% ldentidad Clostridium perfringens

Tabla 7. Resultados del analisis de Secuenciacion
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9.6.1 Alineamientos del gen 16S rRNA de Clostridium perfringens ATCC 13124y

Clostridium difficile ATCC 9689

Clostridium perfringens: 231433-232945
Clostridium difficile: NR 112172.1

Identity: 1259/1522 (82.7%)
Similarity: 1261/1522 (82.9%)
Gaps: 65/1522 (4.3%)

Score: 5006

231433-232945 1 TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTA 50
NR 1121721 e A T T A AT A AT et 38
231433-232945 51 ACACATGCAAGTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGAAATGGATTAGCGGC 100
NR 1121721 B N s S &y 5 KO RS PN S
231433-232945 101 GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCT 150
NR 1121721 e A AT AR T S AT AT G TACAC A COCATA AT 125
231433-232945 151 TCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGT-TGAAAGATGGCATCATCAT 199
KR 1121721 126 ACCGAAAGGIATGCTAATACGCAT AR AT AT I GACA GECATE_TRE 173
231433-232945 200 TTA-ACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCT 248
KR 1121721 174 GAATATCAMAGHIG- - AGCCAGTACAGGATCGACCEGCEICTGATTAGCT 221
231433-232945 249 AGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAG 298
KR 1121721 220 AGIIGIAAGTAACGCT AL GACCAT AT AGC AT A 271
231433-232945 299 AGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA 348
NR 112172.1 272 AGGGTEATCOGCCACATIGEANCTEAGACACORTCCARRCTO-TACCHEE 320
231433-232945 349 GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACG 398
NR 112172.1 321 SRR oA TCCAeCARAGCCICATEORCCARLS 370
OligoF

231433-232945 399 CCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAA 448
KR 1121721 370 CeCCGeAG A ARG TG T A AT I TCAAGGAS 420
231433-232945 449 GATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG 498
NR 1121721 421 GATAATGACGTACTIGAGCACGAAGCCACCEUT AR CIACE TGN CAG 470
231433-232945 499 CCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAA 548
MR 112172.1 471 COmCGTAA AT A AT AT CCCGAT T TAC TGRS 520
231433-232945 549 GGGAGCGTAGGCGGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACT 598
MR 112172.1 521 GGG IACEa T CAAGTC G AT GAA A TACGALTCRACE 570
231433-232945 599 TGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGG 648

R N N N e e AR R R RN
NR 112172.1 571 GTAGTAA-GCTCTTGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGG 619



231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
231433-232945
NR 112172.1
OligoR
231433-232945

NR 112172.1

649

620

699

670

749

720

799

770

849

818

899

949

918

997

967

1046

1017

1096

1067

1146

1117

1196

1167

1246

1217

1295

1267

1345

1316

1394

1366

AATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTG

Frerrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e e e et e e e
AATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTT

GCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGG

FErrrrrrrarrrrrrrrrrrr e et et ettt
GCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAAT

LErrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGT

ACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGT

AR R N e e e N N R RN
ACTAGGTGTCGGGGGTT -ACCCCTTCGGTGCCGCA-CTAACGCATTAAGT

ATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACG

N Ay
ACTCCGCCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACT CAAAGGAATTGACG

GGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA

CEEEErrrrrrrrrr e e et ettt e e e rrrd
GGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA

GAACCTTACCTACACTTGACATCCC—--TTGCATTACTCTTAATCGAGGAA

I T A I O I N T AP I
GAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCAATGACATCTC-CTTAATCGGAGAG

ATCCCTTCGGGGACAA-GGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG

SPrrrrrrrrrrrrre rrrrrr e e e e e e e e e e e
TTCCCTTCGGGGACATTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG

TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTT

FEEEEErrrrrr et e e et e e e e e e e ey
TGTCGTGAGATGITGGGTTAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCITT

AGTTACTACCATTAAGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCA

R R R RN A R R R R R R R
AGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCT

GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGTAGGGC

FEEEEErrrrrr et et e e e e et e e Pl
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGC

TACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTG

RN R RN R e R R R RN Y PR R N I R R
TACACACGTGCTACAATGGGTAGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGTAAGGTG

GAGCCAAACT-TAAAAACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCG

R R N R R R R R R AR RN
GAGCTAATCCCTTAAAGCTACTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCG

CCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTG

PEEEEEEEEr e e e et b r et b e e it
CCTACATGAAGCTGGAGTTACTANTAATCGC-AATCAAAATGCTGCGGTG

AATACGTTCCCGGG-TCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTG

FErrrrrrrrr ettt e et et e e
AATGCGTTCCCGGGGTCTTNTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGTTG

GCAATACCCGAAGTCCG--TGAGCTAACCGCAAGGAGGCAGCGGCCGAAG

T T e e e e B I I B B B L I I R R
GAAACGCCCGAAG-CCGAATTATCTAACCTTTTGGAANAANTCSTCGAAA

698

669

748

719

798

769

848

817

898

867

948

917

996

966

1045

1016

1095

1066

1145

1116

1195

1166

1245

1216

1294

1266

1344

1315

1393

1365

1441

1414
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231433-232945
NR 112172.1
231433-232945

NR 112172.1

015
001

NR_112172.

033
002
018
025

NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.

015
001

NR_112172.

033
002
018
025

NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.

015
001

NR 112172.

033
002
018
025

NC 008261.
NC_008261.
NC 008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC 008261 .

015
001

NR 112172.

033
002
018
025

NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.
NC_008261.

e e e ] e e ]

e e

:683149-684661
:231433-232945
:82382-83894
:72551-74063
:c2783349-2781837
:c3034246-3032734
:310699-312211
:10168-11680

:683149-684661
:231433-232945
:82382-83894
:72551-74063
:c2783349-2781837
:c3034246-3032734
:310699-312211
:10168-11680

:683149-684661
:231433-232945
:82382-83894
:72551-74063
:c2783349-2781837
:c3034246-3032734
:310699-312211
:10168-11680

:683149-684661
:231433-232945
:82382-83894
:72551-74063
:c2783349-2781837
:c3034246-3032734
:310699-312211
:10168-11680

1442 GTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAAC

1491

1415 GTGGAATCAATAACTTGGGTNAANTCGTAACAAGGTAACCGTATCGGAA- 1463
1492 CTGCGGCTGGATCACCTCCTTT 1513
N \
1464 ———————- GG-—————————- T 1466
9.6.2 Alineamiento Mdltiple en Clustal Omega
0
0
45
0
0
0
0
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA 60
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA 60
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA 60
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA 60
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA 60
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA 60
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA 60
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAA 60
____________________________________________________________ O
____________________________________________________________ O
GTTGAGCGATTTACTTCGGT---—---———— AAAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG 95
____________________________________________________________ O
____________________________________________________________ O
____________________________________________________________ O
____________________________________________________________ O
GTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120
GTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGAAATGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120
GTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGAAATGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120
GTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120
GTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGGAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120
GTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120
GTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120
GTCGAGCGATGAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120
____________________________________________________________ O
____________________________________________________________ O
GGTAACCTACCCTGTACACACGGATAACATACCGAAAGGTATGCTAATACGGGATAATAT 155
- - - - - 0
- - - - - 0
____________________________________________________________ O
____________________________________________________________ O
GGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGT 180
GGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGT 180
GGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGT 180
GGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGT 180
GGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGT 180
GGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAACGT 180
GGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAACGT 180
GGTAACCTGCCTCATAGAGTGGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAACGT 180
___________________________________________________________ O
___________________________________________________________ O
ATTTGAGAGGCATCTCT--TGAATATCAAAGGTGAGCCAGTACAGGATGGACCCGCGTCT 213
____________________________________________________________ O
___________________________________________________________ O
___________________________________________________________ O
____________________________________________________________ O
TGAAAGATGGCATCATCATTTAACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCG 240
TGAAAGATGGCATCATCATTTAACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCG 240
TGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCG 240
TGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGGAGCAATCTGCTATGAGATGGACCCGCGGCG 240
TGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCG 240
TGAAAGATGGCATCATCATTTAACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCG 240
TGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCG 240
TGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCG 240
____________________________________________________________ 0

015
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CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG

—————————————————————————————————————————————— TTGRWGGCARGCAG
——————————————————————————————————————————— GGWRGGCAGCCRGGKGG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG

ATATACTMCAAATGGGGGGGAAACCTTAGCWSACAAMCGCGSGKGRAGKAKRKAAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGCC
GAATATTGCACAATGGGC-GAAAGCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGCCT
—————— TY-KGAGMCMGKGGATGTCCAATGGAACTATCCCACCCGGGA--GKT----AAG
KGGATATG---CACATGGGGAAACCTGATGCAGCACG-—-——-—— CGCGT--GAGTGATGAG
GAATWTTGCMCAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT
GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGT--GATGAAGGTT

TTYKGWMKYAAAAATYCTSTYTTTGGRRARRWWNAAWGAGCAACCAA-MGRGRGGARGCCM
TTGGGSCCATTGAATGCAATGCA---——— ACCTKASCACC--—-—--- CSG---TGAGTAG
TTCGGGTCGTAAAACTCTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGTACTTGAGGAG-GAAGCCC
TC--GGGTCGTAAACTCTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGTACTTGAGGAGCTAAGCCC
GTTCGAT----- CTAGCTGYTTGG-—————————— AGGWATGCSGGTCCAGGRGAAGCCA
TTTCGATCG---TAAGCTCTGTCTTGGGAAGATAATGACGTAC----CCAAGAGGAAGCA
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTKTGGGGAAGATAATGACGGTYRCCCAAGGAGGAAGCCA
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCC-AAGGAGGAAGCCA
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCC-AAGGAGGAAGCCA
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCC-AAGGAGGAAGCCA
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCC-AAGGAGGAAGCCA
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCC-AAGGAGGAAGCCA
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCC-AAGGAGGAAGCCA
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCC-AAGGAGGAAGTCA

TTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCC-AAGGAGGAAGCCA
* *

YGGCTYAAYWTSKKGCCMGRCMRGCSSGSGGGTATATACMKAGGKGGSSRRRSSGTYWTC

CTGTTCGTATYGTCT-----— CAGA------ AGTATRCCGTA-C-TRGAGGAGCTGCTAC
CGGCTAACTACGTGC------ CANCAGCCGCGGTAATACGTA-GGG-GGCTAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC------ CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-GGG-GGCTAGCGTTATC
TGGCT-AAYACGKGC------ AGCAGGCCGCGGTAWCG---T-R-GGGKGGSGRSGTTWT
CGGCTAACTACGKGC------ CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-GGTGGC--GAGCGTWTC
CGGCTRACTACGTGC------ CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-GGGTGGCGAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC------ CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-G-GTGGCGAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC —---CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-G-GTGGCGAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC —---CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-G-GTGGCGAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC —---CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-G-GTGGCGAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC------ CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-G-GTGGCGAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC------ CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-G-GTGGCGAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC------ CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-G-GTGGCGAGCGTTATC
CGGCTAACTACGTGC------ CAGCAGCCGCGGTAATACGTA-G-GTGGCGAGCGTTATC
* x

CGGATTTACKKGGSGKAAAA---AGGGARGSKWKGGCGGAWGGWTWARKKGGGRRWGKKK
TMCKKCAGCAGCGCGTAWCGTAGGGCTAGCGTATCGATTACTGCGTAGTYCTAGCGTCTT
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CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGTGCGTAGGCGGTCTTTCAAGTCAG----GA--—
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGTGCGTAGGCGGTCTTTCAAGTCAG----GA--—
CCGGWTTACTGGGSGT-----— AAGGGAGGSGTAS----- GCGGATGATAAG
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGAGCGTAGGSGGRWKGRTTAAGKGG
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGAGCGTAG-GSGGATGATTAACTGG
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGAGCGTAG-GCGGATGATTAAGTGG
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGAGCGTAG-GCGGATGATTAAGTGG
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGAGCGTAG-GCGGATGATTAAGTGG----GA--T
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGAGCGTAG-GCGGATGATTAAGTGG----GA--T
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGAGCGTAG-GCGGATGATTAAGTGG----GA--T
CGGATTTACTGGGCGT----- AAAGGGAGCGTAG-GCGGATGATTAAGTGG----GA--T
CGGATTTACTGGGCGT----- AAAGGGAGCGTAG-GCGGATGATTAAGTGG----GA--T
CGGATTTACTGGGCGT-----— AAAGGGAGCGTAG-GCGGATGATTAAGTGG----GA--T
* * x *

ARAWACCCCGGGCYYACACYTTGGKKGCTKCATTYCMAAACCTGGTTWT YYWRRGKSCMA
CAGTCAGGAKGAAGCTACGCTCACGTAGTAGCTCTTGAA--CTGG--AG--ACTGAGKGC
GTGAAAGGCTACGGCTCAACC-GTAGTAAGCTCTTGAAA--CTGGGAGA--CTTGAGTGC
GTGAAAGGCTACGGCTCAACC-GTAGTAAGCTCTTGAAA--CTGGGAGA--CTTGAGTGC
TKKAAATACCCGGGCCTCAACTGGGKGCTGCATTCCAAA--CTGGTATY--T-AGAGKGC
GTGAAATACCCGGGSTCAACTTKGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAA--CTGGTTAT--CTAGAGTGC

kk KA KK *

GGAGAAGRARAGTGGAAATTYYTAGTKTAGCGGTGAAATGCGTAGARGATTAGGAAGAAC
AGGRRAGGAG--AGTGGAATTCCTAGTGTAGCGTGAAATGC-GTAGATATTAGGAGGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGATATTAGGAGGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGATATTAGGAGGAAC
AGGAGRGGAGAGSKGGAWCTCTAGKGTAGSSGGTGAAATGS ~-GTAGRGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC

AGGAGAGGAGA-GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGC-GTAGAGATTAGGAAGAAC
* * ok * Kk kK KKk KAk kKKK KKK

MCCAGTGGCGAAGGCGACTYTYTGGACKGTAACTGACGCTGAGGCTYGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTYTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGA
ACCAGKGGSGAAGGSGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCCGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTYGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTYGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGA

kkokk ok kkkkk K kk ok kkkk Akkkkkkkkkkkkkkkk  kkkkAkkAkhkAkKk

GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACC-TGGTAGTGCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGGTGTCGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGGTGTCGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGGTGTCGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCSGTAAACGATYAATACSAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTRYACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGG

kokkkkkkkkkkkkkkkkkk khkkkhkkk Kkkkkk kk  kkkkk Kk kkk kkkkkk kkk

~GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
GGTT-ACCCCCTTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAARWAMT CCGCCTGGGAAGTACGCTC
GGTTACCCCTTCG--GT-GCCGCACTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGAAGTACGCTC
GGTTACCCCCYTCGGTG-CCGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGAAGTACGCTC
GGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
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~GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
~GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
~GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
~GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
~GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
~GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
-GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
-GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
-~GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
-GTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC

*k ok * * Kkkkkkkkkkkk ok kkkkkkkkkk Axkkkkk kk

GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTASCGGARCAYGTGGTTT
GCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTASCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT

GCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTT
okok ok kK Kk Kok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok Kk kk ok kkk ok kkkkkk ok Kk kk  kk Kk okkokkok

AATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGMCATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATMCCAATGACATCTCCTTAAT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCAATGACATCTCCTTAAT
AATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCAATGACATCTCCTTAAT
AATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTYTTAATC
AATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACYTGMCATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTCTTAATC

Kokkk kkkkkkkkkkkkkkkkAAkAARAKk* kK Ak Akk kK * kk Kk

GAGG--AAATCCCTTYGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTYGTGT
CGGAGAGTTCCCTTCGGGGACATTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGGAGAGTTCCCTTCGGGGACATTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGGAGAGTTCCCTTCGGGGACATTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
GAGG--AAATCCCTTYGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTYGTGT
GAGG--AAATCCCTTYGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTYGTCAGCTYGTGT
GAGG--AAATCCCTTYGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTYGTGT
GAGG--AAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
GAGG--AAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
GAGG--AAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
GAGG--AAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
GAGG--AAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
GAGG--AAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
GAGG--AAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT

GAGG--AAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
* kok ok kokk deokok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kk ok ok kkokkkok  kokkkokok ok kokkk

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGSTACTACCATT
CGTGAGATGYTGGGTTAARTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATT
CGTGAGATGYTGGGTTAARTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCMTT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATT

hokkokkkhkkk kkhkhkhkhhkk khkkkkkhkhkkkkkkkkkkkkkkkk *kkkk * * * * Kk

AAGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AASTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGTGGGGATGAMGTCA
AAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AAGTTGGGCACTCTAGMGAGACTGCCMGGGATAACCTGGAGGAAGGTGGGGMTGACGTCA
AAGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AAGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AAGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AAGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
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10.DISCUSION

La infeccion causada por Clostridium difficile se ha convertido en un problema de
salud publica a nivel mundial, dada la gravedad de la enfermedad y su asociacion
al uso de antibidticos ademas de un numero creciente de personas infectadas
dentro del entorno hospitalario. La colonizacién de Clostridium difficile resulta de la
ingestion de esporas y su germinacion en condiciones anaerobias en el tracto
gastrointestinal, esta colonizacién puede permanecer asintomatica y ser causada
tanto por Clostridium difficile toxigénico como no toxigénico.

Estudios sobre portadores asintomaticos provenientes de la comunidad en Norte
América, Europa y Asia muestran que Clostridium difficile se encuentra en una
prevalencia de colonizacion del 3-15% considerando C. difficile toxigénico y no
toxigénico (Crobach et al., 2018; Furuya-Kanamori et al., 2015) Por otro lado, se
han reportado altas tasas de portadores asintomaticos (25-35%) en nifios durante
el primer afio de vida y la tasa disminuye (hasta 15%) entre las edades 1-8 afios
(Leibowitz et al., 2015). De tal forma que la epidemiologia se ha modificado en el
ultimo par de décadas por la aparicion de brotes en instituciones de confinamiento
como asilos, asi como en la comunidad, ademas se observa un numero creciente
de infecciones en individuos cada vez mas jovenes y sin factores de riesgo (como
la exposicion al uso de antibidticos).

En México no existen estudios publicados de la presencia de este patégeno en
personas sanas de la comunidad, por lo que en el presente trabajo analizamos 63
muestras de individuos sanos de las ciudades de Puebla y Tehuacan, y
encontramos una prevalencia de colonizacion del 9.52% n=6 de Clostridium difficile,
de manera que nos sugiere similitud al porcentaje de colonizacién asintoméatica en
la comunidad reportado en la literatura, Crobach et al., 2018 y Furuya-Kanamori et
al., 2015. Se detectaron cuatro individuos portadores de Clostridium difficile no
toxigénico (1 infante y 3 Adultos). En estudios con voluntarios sanos de la
comunidad a partir de los aislados positivos a C. difficile se encontr6 C. difficile no
toxigénico en una prevalencia del 42-50% de los aislados (Kato et al., 2001;
Miyajima et al., 2011). Este porcentaje también es similar a lo que se ha observado

en pacientes asintomaticos del entorno hospitalario (Natarajan et al., 2013). En
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nuestro estudio, el porcentaje de C. difficile no toxigénico fue del 66% n=4 partiendo
de 6 aislados positivos. La proporcion de aislados de C. difficile no toxigénico podria
depender de la edad. De acuerdo a un estudio que encontré C. difficile no toxigénico
en 6.9% de los aislados en pacientes mayores de 60 afios, mientras que en los
aislados de pacientes menores de 20 afios el 22.8% fue C. difficile no toxigénico.
En nuestro estudio tuvimos 6 muestras de personas menores a 20 afios de las
cuales 2 fueron clostridium difficile no toxigénico que corresponderia al 33%. Este y
otros estudios apoyan la idea de que los aislamientos de C. difficile no toxigénico
son mas prevalentes en pacientes jovenes (Natarajan et al., 2013). Otra
caracteristica que se ha visto es que las personas colonizadas por cepas no
toxigénicas, parecen no tener un mayor riesgo o incluso estan protegidos de
progresar a la CDI. El mecanismo por el cual se da esta proteccion no esa bien
dilucidado, pero se cree que puede deberse a la competencia por el nicho
metabolico o de adherencia en el tracto gastrointestinal entre las cepas toxigénicas
y no toxigénicas (Gerding et al., 2015). Sin embargo, aunque las cepas no
toxigénicas se consideran benignas y no patdgenas, existen varios informes de su
asociacion con infeccidn en pacientes susceptibles y su participacion en infecciones
mixtas con C. difficile toxigénico (Natarajan et al., 2013). Debido a que han sido
poco estudiadas, su historia evolutiva no esta clara y su relacion con la enfermedad
sigue siendo controvertida. Recientemente se analizé el fenotipo de cepas no
toxigénicas de C. difficile provenientes de aislados clinicos, las cepas presentaron
una morfologia de colonias grandes ramificadas, una mayor resistencia al
metronidazol y una mayor eficiencia de esporulacion en comparacién con las cepas
de C. difficile toxigénico (Camorlinga et al., 2019). Por lo tanto, no se encuentra bien
definida la participacién de C. difficile no toxigénico ante la infeccion por CDI. Pero
es importante estudiar mas a fondo las caracteristicas de estas cepas para dilucidar
su importancia clinica y epidemioldgica.

Por otra parte, detectamos una prevalencia de Clostridium difficile toxigenico de 3%
n=2 correspondiente a la muestra de un infante de 9 meses siendo positivo
Unicamente a la toxina B de manera que su toxinotipo es A'B*CDT" y 1 muestra de

una mujer de 25 afos con toxinotipo A'B"CDT". Como ya se menciond existen varios
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estudios que indican la presencia asintomatica de C. difficile toxigénico en nifios
pequefos, ademas de que la infeccion por CDI en este grupo de edad no es comun,
se ha postulado que los infantes permanecen asintomaticos en presencia de altos
niveles de toxinas debido a la ausencia de los receptores en su tracto
gastrointestinal aun en desarrollo y también a la presencia de microbiota intestinal
gue se encuentra inestable en los primeros 2-3 afios de vida (Bergstrom et al.,
2014).

Hasta hace poco, se pensaba que todas las cepas toxigénicas asociadas con la
enfermedad producian tanto TcdA como TcdB. Los primeros estudios en modelos
animales indicaron que TcdA y TcdB actuaban sinérgicamente pero que se requeria
TcdA para producir el dafio inicial en el colon. En consecuencia, gran parte de las
investigaciones se han centrado en la inflamacion modulada por la toxina A. Sin
embargo, en estudios que involucran tejido colénico humano, TcdB parece ser una
potente toxina inflamatoria, mientras que TcdA es mas débil (Riegler et al., 1995).
Muchos informes recientes demuestran la importancia clinica de los aislados
(A"B*CDT") también conocido como toxinotipo VIII, las primeras cepas de este
toxinotipo se aislaron principalmente de recién nacidos y nifios asintomaticos, pero
ahora se han documentado en brotes de CDI, casos esporadicos de infeccion y
casos graves de colitis pseudomembranosa (PMC), ademas se ha descrito la
resistencia a la clindamicina y fluoroquinolonas en estas cepas (Drudy et al., 2007;
Rupnik, 2008). De tal forma, que el hallar este toxinotipo de importancia clinica en
portadores asintomaticos podria coincidir con la idea de que las personas
colonizadas por cepas toxigénicas representan un riesgo epidemioldgico para la
transmision de este patégeno. Por otro lado, las cepas con toxinotipo AAB"CDT* 6
toxinotipo Xl se pueden diferenciar en dos subgrupos. Uno caracterizado por la
ausencia total de PaLoc pero tiene los genes CDT. El otro grupo tiene genes CDT
intactos, pero posee un PalLoc truncado y por lo tanto no funcional. Si bien las cepas
positivas para CDT y PalLoc negativas son muy raras, el toxinotipo X| se puede
encontrar con frecuencia tanto en pacientes sintomaticos como asintomaticos (Geric
et al., 2003; Rupnik, 2008).
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La toxina binaria tiene efectos citotoxicos sobre las células en cultivo, pero su papel
en la enfermedad humana aun no esta definido. Se cree que la toxina binaria puede
desempeiar un papel complementario de las toxinas A y B en la patogenia de la
enfermedad asociada a C. difficile, pero por si sola no es suficiente para causar la
enfermedad (Geric et al., 2006; Geric et al., 2003). La muestra que obtuvimos
parece pertenecer al toxinotipo Xl, pero no amplific6 ambas toxinas binarias solo
amplificd cdtA por lo que se tendrd que confirmar mediante secuenciacion si
efectivamente esta toxina binaria es de Clostridium difficile ya que en este toxinotipo
se han descrito ambas toxinas binarias y no solo una.

En 1992, Clabots y colaboradores describieron que los pacientes colonizados de
forma asintomatica pueden arrojar esporas a su entorno y, en consecuencia, a otros
pacientes (Clabots et al., 1992). Por otro lado en otro estudio se demostro que el
ingreso de pacientes colonizados desempefia un papel importante en el
mantenimiento de la transmisién dentro de las salas hospitalarias (Lanzas et al.,
2011). El Programa de Infecciones Emergentes de los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC) descubrié que casi el 50% de todos los casos
iniciales de CDI habian comenzado en la comunidad. Por lo cual podemos sugerir
gue en nuestro entorno es importante reconocer el riesgo epidemiologico que
representan aquellos individuos que son portadores asintomaticos ya que en México
también se ha descrito un incremento de las infecciones hospitalarias causadas por
Clostridium difficile (Davila et al., 2017). Recientemente, (Ochoa-Hein et al., 2018)
reportaron un estudio de casos y controles en un hospital de tercer nivel en la Ciudad
de México (2015 y 2016) que 155 de 329 casos observados (47.1%) en el periodo
fueron casos nuevos adquiridos en el hospital y que 37 casos (11.2%) fueron
adquiridos en la comunidad. Por lo cual se puede observar que, en nuestro pais
Clostridium difficile, est4 cobrando gran importancia clinica a pesar de que no era
un patdgeno comunmente estudiado y hoy gracias a las herramientas y
metodologias moleculares es posible su deteccion de una manera mas facil y
rapida. En cuanto a la metodologia utilizada en nuestro estudio es importante
destacar que el cultivo toxigénico tiene un alta sensibilidad y especificidad, ademas

combinandolo con un pretratamiento de las muestras con etanol observamos
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mejores resultados, ademas de que las técnicas moleculares son una herramienta
muy valiosa para confirmar la deteccidn, esto a pesar de que es un método de
diagnéstico laborioso y costoso (Crobach et al., 2018; Edwards et al., 2013). En
nuestro estudio tuvimos limitaciones para conseguir el medio comercial de CCFA-
TC por lo que utilizamos un medio elaborado sin marca comercial, llama la atencion
qgue a pesar de estar adicionado con dos antibiéticos como cicloserina y cefoxitina,
gue inhiben el crecimiento de otros microorganismos, se observo en tincién de Gram
a bacterias Gram negativas o que no correspondian con la morfologia de C. dificile,
probablemente estas bacterias que crecieron podrian estar presentando resistencia
a los antibiéticos que utilizamos, asimismo se ha descrito resistencia al etanol por
ejemplo en un estudio para eliminar el 90% de la poblacién de P. aeruginosa en
etanol al 70%, fue de 9,7 min, nosotros utilizamos etanol absoluto durante 20
minutos (Mazzola et al., 2006). En cuanto a los resultados de la secuenciacion, tal
como se pudo observar en los alineamientos las secuencias del 16S rRNA de
Clostridium perfringens y Clostridium difficile son bastante similares y de hecho en
las bases de datos no encontramos una secuencia completa del 16S de Clostridium
difficile, solo encontramos secuencias parciales, en cambio hay muchas secuencias
completas disponibles para Clostridium perfringens, otros autores mencionan un
porcentaje de similitud también del 80% entre las secuencias de C. perfringensy C.
difficile. Al analizar los datos del arbol filogenético nuestras secuencias mostraron
estar mas relacionadas filogenéticamente con la cepa ATCC de Clostridium difficile
gue con la cepa ATCC de Clostridium perfringens. De tal forma que el gen 16S
parece no ser especifico en la identificacion de Clostridium difficile en cambio el
analisis del gen tpi podria representar una herramienta mas especifica para su
identificacion. Dhalluin y colaboradores compararon los fragmentos internos del gen
tpi para distinguir 12 especies del género Clostridium. Gracias a un trabajo previo
disefiaron cebadores especificos para amplificar el gen tpi de Clostridium difficile,
mismos que utilizamos en nuestro estudio. Estos cebadores amplificaron
exitosamente en los 72 aislamientos de Clostridium difficile de diferentes
hospedadores y origenes geogréaficos y no amplificé en las otras 11 especies

probadas, incluyendo C. perfringens, C. sordellii y C. bifermentans, estas dos
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tltimas son filogenéticamente cercanas a C. difficile por tanto, el gen tpi puede
constituir una alternativa para diferenciar especies de clostridios. (Dhalluin et al.,
2003).

Interesantemente las 2 secuencias que se identificaron desde el andlisis del BLAST
como Clostridium difficile son las que pertenecen a las muestras que fueron
positivas a la amplificacién del gen tpi en nifios, 033 Cl amplificé el gen de la toxina
B y 001 CI se identific6 como Clostridium difficile no toxigénico, ambas secuencias
mostraron estar mas relacionadas a la cepa ATCC de C. difficile en el andlisis
flogenético. Cabe mencionar que en muchos laboratorios no se estudia
rutinariamente a los microorganismos anaerobios, es importante implementar
herramientas y metodologias que nos permitan su estudio ya que nos aportan
informacion nueva y de importancia clinica. Asimismo, sera importante realizar
estudios sobre la presencia de Clostridium difficile con un numero mayor de
muestras, en diferentes etapas de la vida (infantes, adultos y geriatricos) e
incluyendo otras regiones de México. Esto nos permitira ampliar nuestra vision

sobre la epidemiologia de este patdgeno en nuestro pais.

11. CONCLUSIONES

1. Se detectardn portadores asintomaticos de Clostridium difficile en la ciudad de

Puebla y Tehuacan.

2. Se aislo Clostridium difficile de muestras de heces en personas sanas de la

comunidad.
3. Se identific6 molecularmente a Clostridium difficile en las muestras aisladas.
4. Se identificd Clostridium difficile toxigénico y Clostridium difficile no toxigénico en

muestras de adultos e infantes.

12. PERSPECTIVAS
1. Secuenciar el gen tpi de las muestras aisladas

2. Determinar el Ribotipo de las cepas aisladas

3. Determinar perfiles de resistencia a las cepas aisladas
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14. ANEXOS

14.1 formulario de datos clinicos de los donadores

Muestras proporcionadas para el estudio "Deteccién de Clostridium difficile en

portadores asintomaticos"

Nombre

Edad

Sexo

Presencia de diarrea en la ultima semana Si | No
Hospitalizacion durante los ultimos 4 meses Si | No
Cirugia Intestinal Si | No
Uso frecuente de antiacidos (especifique cual) Si | No
Uso de antibidticos/antimicrobianos durante los | Si | No
ultimos 2 meses (especifique cual)

Dieta especial, vegetariana u otra (especifique cual) | Si | No
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14.2 Estandarizacion de la PCR para la amplificacion del gen tpi

Para el gen tpi se utilizaran un par de oligos y las extracciones de DNA de las
muestras del estudio se ajustaran a 300ng. Las condiciones para la obtencién de

productos de PCR y los oligos seran los siguientes:

Oligos Tamafio de
Gen o
Amplicén pb
tpi-F
[5-AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA-3]
Tpi 230
tpi-R
[5-CATAATATTGGGTCTATTCCTAC-3]
Condicio'n.es termoci.clador H,0 7 95 ul
2 repeticiones 30 ciclos
95°C 3 min Buffer MgCI2 | 1.25 ul
95°C 20 seg dNTPs 0.2 ul
56°C 30 seg Oligo F 1 ul
72°C 30 seg Oligo R 1 ul
72°C 5 min Taq 0.1 ul
Polimerasa
DNA 1 ul

14.3 Estandarizacién de la PCR para la amplificacion de los genes tcdA, tcdB,
cdtA y cdtB correspondientes a las toxinas de C. difficile

Oligos Tamario de
Gen s
Amplicén pb
tcdA-F
[5-
tcdA GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA- 629
3]
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tcdA-R
[5- AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG -
3]

tcdB

tcdB-F

[5-
CCAAARTGGAGTGTTACAAACAGGTG-
3]

tcdB-R

[5-
GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGTA-3]

410

cdtA

CdtA-F

[5-
GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC-
3]

cdtA-R

[5-
GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGC-
3]

221

cdtB

cdtB-F

[5-
TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG-
3]cdtB-R

[5-
CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG-
3]

262
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Las condiciones para la obtencidén de productos de PCR, para cada toxina

individualmente, seran las siguientes:

Condicio_n(_as termocis:lador H,0 Z aul
2 repeticiones 30 ciclos
: Buffer MgCI2 1.25 ul
94°C 5 min
dNTPs 0.2 ul
94°C 45 seqg
55°C 50 seg Oligo F 1 ul
725C T min Oligo R 1 ul
72°C 10 min Tag Polimerasa | 0.15ul
DNA 1 ul

14.4 Estandarizacion de la PCR para la confirmacion de especie basado en la
identificacion molecular del 16S rRNA

Oligos Tamafo de
Gen o
Amplicoén pb
PS13
GGAGGCAGCAGTGGGGAATA
16S rRNA 1062
PS14
TGACGGGCGGTGTGTACAAG
Condiciones termociclador H,0 7 75l
2 repeticiones 35 ciclos
: Buffer MgClI2 1.25 ul
94°C 15 min
dNTPs 0.3 ul
94°C 45 seg
Oligo F 1 ul
59°C 50 seg
7550 1min Oligo R 1 ul
72°C 10 min Taq Polimerasa | 0.2 ul
DNA 1 ul
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14.5 Purificacion de Banda por kit
Todos los pasos de centrifugacion deberan realizarse entre 10,000 - 16,000 rpm

1. Se cortara el fragmento de DNA del gel de agarosa usando una cuchilla de afeitar,

bisturi u otro y sera transferido a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

2. Posteriormente se agregaran 3 volumenes de buffer ADB por cada volumen de
agarosa extirpado del gel (por ejemplo, por 100 ul (mg) de gel de agarosa se
agregaran 300 ul de ADB).

3. Después se incubara a 37-55 ° C durante 5-10 minutos hasta que el gel se

disuelva por complete.
4. Se transferira la solucién de agarosa derretida a una columna Zymo-Spin ™
5. Centrifugaremos durante 30-60 segundos y desecharemos el sobrenadante.

6. Agregaremos 200 pl de tampon de lavado de ADN a la columna y centrifugaremos
durante 30 segundos. Desecharemos el sobrenadante. A continuacion, repetiremos

el paso de lavado.

7. Pondremos la columna en un tubo nuevo de 1.5 ml y agregaremos 10 pul de
tampon de elucidon de ADN o agua directamente a la matriz de la columna y

centrifugaremos de 30-60 segundos para eluir el ADN.

8. Por ultimo correremos 1ul del ADN purificado en un gel de agarosa para verificar

gue el proceso fue exitoso.

14.6 Tincién de Gram

1. Se etiquetaran los portaobjetos por uno de sus extremos con los nombres de las

cepas.
2. Prepararemos los frotes bacterianos a partir de cultivos liquidos.
3. Fijaremos con calor (mechero).

4. Agregaremos cristal violeta en cantidad suficiente para cubrir el frote (2 a 3 gotas)

y dejaremos actuar durante 1 minuto.
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5. Lavaremos con el minimo de agua para eliminar el exceso de colorante.

6. Agregaremos lugol en cantidad suficiente para cubrir el frote (2 a 3 gotas) y

dejaremos actuar durante 1 minuto.

7. Lavaremos con el minimo de agua para eliminar el exceso de mordiente.
8. Decoloraremos con alcohol acetona hasta que el efluente salga incoloro.
9. Lavaremos con agua para eliminar el exceso.

10. Agregaremos safranina en cantidad suficiente hasta cubrir el frotis (2 6 3 gotas)

y dejaremos actuar por 1 minuto.
11. Lavaremos con agua para eliminar el exceso del colorante de contraste.
12. Dejaremos secar la preparacion a temperatura ambiente.

13. Observaremos al microscopio con el objetivo de 100x.
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onpefaN | oanebaN | onnebeN | onneban | oapebaN | soanebau weis sojioeg 4 YD /T0 eunfuiN ON ON ON ON ON 0z oujuawa- 8T0Z/0T/TT
onpebaN | oapebaN | oapebeN | oanebeN | oaneban - - VD 9T0 eunbuiN ON ON ON ON ON [44 oujuswag 8T02/0T/TT
onpefaN | oapefaN | oapebaN | oapebaN soapisod weis sojioeg € VO GT0 | eunbuiN ON ON ON ON ON 0z oujinase 8102/0T/0T
onnebaN | onneban | onneban | onnebaN | oanebaN | soanisod weio sod0) z V2 710 eunbuiN ON ON ON OoN ON 12 ouluawa- 8702/80/90
onneboN | oanebaN | oanebeN | oanefaN | oapebaN | soanisod weld s090D T VO ET0 | eunbuN ON ON ON ON ON 25 ouluawaS 8T02/80/90
onpefaN | onpefaN | oapefaN | oapefaN | oapefan - - vD210 | eunbuiN ON ON ON ON ON 25 oujinasei 8102/80/90
onpebaN | oapebaN | ongebeN | onnefan | oapebaN | soapebsu weis sojioeg Z VYO TT0 eunbuiN ON ON ON ON ON 14 oulnosepy 8102/80/90
onpefaN | oanebaN | onpebeN | onnefan | oapebaN | soanisod wel sojioeg v VD 0TO eunfuiN ON OoN ON ON ON 22 ouluawa- 8702/90/.2
o>_ummm2 OE.Eme o>_u5mw2 o>_~mm®Z O>_Hmmm2 mo>_.:wo& wels) sojioeg g YO 600 mr_:m:_Z ON ON ON ON ON {74 ouluswa+ 8T0¢2/96/S¢
onpefaN | oapebaN | onpebeN | onneBan | oapebaN | soanisod wel sojioeg v vD2800 | eunbuN ON ON ON ON ON 44 ouluawa- 8102/90/22
ongebaN | oanebaN | onpebeN | oanefaN | oaneban - - ongebaN | w0200 | eunBuiN ON ON ON ON ON 4 oulnosep 8102/90/22
onpebaN eboN | onpebaN BaN - - o V2900 | eunbuiN ON ON ON ON ON 144 oulnosep 8102/90/2¢2
oAebaN BaN BN BaN € ON VO G00 | eunBuiN ON ON ON ON ON [44 8102/90/2¢
onpebaN BaN BN BaN 2 OA VO 700 | eunbuiN ON ON ON ON ON €2 8102/90/2¢
onpebaN BaN BaN BaN I T O VO €00 | eunBuiN ON ON ON ON ON 14 ounase 8102/90/2¢
onpebaN nebaN nebeN nefeN | oapisod nisod weis sojioeg Z ON vD200 [ eunbulN ON ON ON ON ON 2 ouuswed | 8102/90/22
onpebaN | oanefaN | onpeBeN | oanefaN | oanefan SsoAeBau 2 OAMNSOd | VO TOO | ®eunBuiN ON ON ON ON ON 4 ounase 8102/90/80
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Sajueju| ap Selisan|\ soleq ap uold23|029Y e|gel 8T

onnebeN | oanebeN | oAmsOd | oAnebaN | oAnsod | soAnisod wels sojoeg z 0ANISOd | 1D €€0 eunbuiN ON ON ON ON ON T oulnoseN | 6102/90/62
onebaN | oaneBeN | oaneBeN | oaneBeN | oaneBeN - - onpebaN | 10 2€0 eunbuiN ON ON ON ON ON 9 ouuswad | 6102/90/62
onpebaN | oanebaN | oanebaN | oaneboaN | oapnebaN | soanisod wels sod0D Z OARISOd 1D TE0 eunbuiN ON ON ON ON ON / ouluawa 6T02/90/62
onebsN | oAneBeN | oaneBeN | oAneBeN | oaneBeN - - onnebaN [ 10 0€0 eunbuiN ON ON ON ON ON 60 ouynoseN | 6102/90/62
onpebeN | oanebaN | oanebaN onprebaN - - 10 620 eunbuiN ON ON ON ON ON ¥ ouuswad | 6702/90/62
oAebaN | oAneBaN | oAneBeN onnebaN - - 12 820 eunbuiN ON ON ON ON ON S ouuswad | 6102/90/62
onpebaN | onnebaN | oaneben onpebaN | soanisod weio sojioeg 2 12220 eunbuiN ON ON ON ON ON 6 ouluawa- 6T02/90/62
onpebaN | onnebaN | oapebaN onpebaN | soanisod wel s020) Z OARNISOd 12920 eunbuiN ON ON ON ON ON Z 6102/90/62
onnebsN | onnebeN | oanebeN onnebaN - - onpebaN [ 10 G20 eunbuiN ON ON ON ON ON 0T 6T02/90/62
oAebaN | oAneBaN | oaneBeN | oAneBeN | oAneBeN - - onnebaN [ 10 720 eunbuiN ON ON ON ON ON 8 ouynoseN | 6102/90/22
OAIeBaN | oAleBoN | oAneBeN | oAneBaN | oAneBeN | soanisod wels sojioeg T oANisod | 10°€20 eunbuiN ON ON ON ON ON z oulnoseN | 6102/90/22
OAeBaN | oAneBaN | oAneBeN | oAneBeN | oAneBaN - - onnebaN [ 10220 eunbuiN ON ON ON ON ON z ounoseN | 6102/90/22
onpebaN | onnebaN | onnebaN | onpebeN | oapeban od weio so020) 3 OANISOd 12120 eunbuiN ON ON ON ON ON Z oulnose 6T02/90/22
OAeBaN | oAneBaN | oAneBeN | oAneBaN | oAneBaN | soanisod wei sojoeg 12 0ANISOd | 10020 eunbuiN ON ON ON ON ON 1T ounoseN | 6102/90/22
onnebaN | oAneBsN | oaneBeN | oaneBeN | oaneBeN | soanisod weis sojoeg z 0ABISOd [ 1D 6T0 eunbuiN ON ON ON ON ON 2 ouynoseN | 6102/90/22
onnebaN | onnebeN | oanebeN | oanebeN | oanebaN - - onebaN [ 10810 eunbuiN ON ON ON ON ON 8'0 ouluswa- 6102/90/2C
onnebaN | oAneBsN | oaneBeN | oaneBeN | oaneBeN | soanisod weis sojoeg € 0AmISOd [ 1D /10 eunbuiN ON ON ON ON ON z ouynoseN | 6102/90/ST
onnebaN | onnebaN | oanebsN | onanebeN | oanebeN | soanisod weis sojioeg T OAllISOd 12 9170 eunbuiN ON ON ON ON ON T OulinoseiN 610Z/90/ST
onpebaN | onnebaN | onanebaN | onpebaN | oapeban - - onnebaN | 1D GT0 eunbuiN ON ON ON ON ON Z oujuswaH 6102/90/ST
onnebaN | onnebeN | oanebeN | oaneben | oanebeN - - ongebaN [ 10 #T0 eunbuIN ON ON ON ON ON T oulnosep 6102/90/ST
onebaN | oAneBaN | oaneBeN | oAneBeN | oAneBeN - - onnebaN [ 10€T0 eunbuiN ON ON ON ON ON 1T ouynoseN | 6102/90/ST
onnebaN onnebaN onnebaN onnebaN onnebaN - - onpeBbaN 12210 eunbuiN ON ON ON ON ON S ouluswao 6T0Z/90/ST
ongebaN | oanebaN | oaneBeN | oapeBeN | oapeBaN | soanebau weis soo0) ¥ oAnIsod | 1D TT0 eunbuiN ON ON OoN OoN ON 9 oulnoseN | 6T02/90/ST
onneboN | onnebeN | oanebaN | oaneBeN | oaneben - onpebaN [ 10010 eunbuiN ON ON ON ON ON T ouuswa4 | 6T02/90/ST
ongebaN | onnebaN | oanebeN | oaneBeN | oapnebaN | soamsod weid sojoeg z oANISOd | 1D 600 eunbuiN ON ON ON OoN ON € ouluawad | 6T02/90/ST
onpebaN | oanebeN [ oanebeN | onpeBeN | oapebeN - - ongebaN [ 10800 eunbuiN ON ON ON ON ON ¥ oujnaseiN | 6T02/90/ST
OAeBaN | oAneBaN | oAneBeN | oAneBeN | oAneBaN - - onnebaN [ 10200 eunbuiN ON ON ON ON ON g oulnoseN | 6102/90/ST
onpebeN | oanebaN | oanebeN | oapeBeN | oapebeN - - ongebaN [ 10900 eunbuiN ON ON ON ON ON € oujnaseN | 6T02/90/ST
onnebaN | oanebaN | oaneBaN | oaneBaN | oaneBaN | soanisod wels sojioeg T oANISOd | 1D G00 eunbuiN ON ON OoN ON ON T oundse | 6102/90/ST
onpebaN | onnebeN | oanebeN | oanebeN | oapebaN | soamsod weis sojoeg v oAnisod | 1D ¥00 eunbuiN ON ON ON ON ON € oulnaseN | 8T0¢/.0/80
onpebaN | onnebaN | oanebaN | oanebeN | oapebaN | soanisod weis sojioeg 1 OARISOd 12 €00 eunbuiN ON ON ON ON ON 8 oulnose 8T02/,0/80
onpebaN | onpebeN | oanebeN | onnebeN | oapebaN | soamsod weis sojoeg T oAnIsod | 1D 200 eunbuiN ON ON ON OoN ON 80 ouluswas | 8T0¢/.0/80
onnebeN | onnebaN | oaneBeN | oAnebaN | oAnsod | soAnisod wels sojoeg v oANISOd | 1D T00 eunbuiN ON ON ON ON ON T oujnoseiN | 8102/.0/80
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14.9 Secuencias de las muestras aisladas positivas al gen tpi

>033 CI

GKGKAGGCAGCMSMGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
CCTTCGGGTCGTAAACTCTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGTACTTGAGGAGCTAAGCCCCGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGG
TCTTTCAAGTCAGGAGTGAAAGGCTACGGCTCAACCGTAGTAAGCTCTTGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGG
AGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTTGCGAAGGCGGC
TCTYTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCTGTAAACGATGAGTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCYTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGC
CTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTASCGGAGCATGTGGT
TTAATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCAATGACATCTCCTTAATCGGAGAGTTCC
CTTCGGGGACATTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGYTGGGTTAARTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGMGAGACTGCCMGGGATAACCT
GGAGGAAGGTGGGGMTGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGCTACACACGTGCTMCAATGGGTAG
TACAGAGGGTTSCCAAGCCGTAMGGTGGASCTMATCCCTTAAAGCTACTCTCAGTTCSGMTTSTAGGCTGAAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGMGTTACTAGTAATCGCMGMTCASAATGCTGCGGACTSCC

>001 CI

TTGGGSCCATTGAATGCAATGCAACCTKASCACCCSGTGAGTAGCTGTTCGTATYGTCTCAGAAGTATRCCGT
ACTRGAGGAGCTGCTACTMCKKCAGCAGCGCGTAWCGTAGGGCTAGCGTATCGATTACTGCGTAGTYCTAGCG
TCTTCAGTCAGGAKGAAGCTACGCTCACGTAGTAGCTCTTGAACTGGAGACTGAGKGCAGGRRAGGAGAGTGG
AATTCCTAGTGTAGCGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGTA
ACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAGTGCACGCTGTAAACGATGA
GTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCTTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAARWAMTCCGCCTGGGAAGTACGCT
CGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTASCGGARCAYGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATMCCAATGACATCTCCTTAATCGGAGAGTTCCCTTCGGGGACATTG
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGYTGGGTTAARTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAASTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGTGGGG
ATGAMGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGSTACACACGTGCTMCAATGGGTAGTACAGAGGGTTCCC
AAGCCGTAAGGTGGACMTCATCCMTTAAAGYTACTCTCAGTTMCGATYGTAGGMTGAAACTYGCCTACAGAAG
CWGGAGTTACTAGTAATCGCMGMTCASAAYGATGCGACACCC

>018 CA

TTGRWGGCARGCAGKGGATATGCACATGGGGAAACCTGATGCAGCACGCGCGTGAGTGATGAGTTTCGATCGT
AAGCTCTGTCTTGGGAAGATAATGACGTACCCAAGAGGAAGCACGGCTAACTACGKGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCGAGCGTWTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGSGGRWKGRTTAAGKGGGATGTG
AAATACCCGGGSTCAACTTKGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTC
CTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCCGGACTGTAACTG
ACGCTGAGGCTYGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCSGTAAACGATYAATA
CSAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC
AAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTYGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATTACTYTTAATCGAGGAAATCCCTTYGGGGACAAGGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTYGTCAGCTYGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGT
CGTTAGTTACTACCMTTAAGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACMSAGAGATGCAATMCC
SYGAGGTGGAGCCAAACTTWAAAACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTYGCCTACATGAAGCTGGA
GTTACTAGTAATCGCGAATCAGAAKTCGCTKAAATSC
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>025 CA

GGWRGGCAGCCRGGKGGGAATWTTGCMCAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTKTGGGGAAGATAATGACGGTYRCCCAAGGAGGAAGCCACGGCTRACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGS
GGATGATTAACTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAGTGC
AGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTYGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTRYACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTC
CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGT
GGTTTAATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACYTGMCATCCCTTGCATTACTCTTAATCGAGGAAAT
CCCTTYGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTYGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACC
AGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTG
GTACMSAGAGATGCAATMCCSCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAAACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATCAGAATTCGCGKACTSC

>015 CA

GRTTTTGGTAGWGASACCKGKGGGAGAATATACTMCAAATGGGGGGGAAACCTTAGCWSACAAMCGCGSGKGR
AGKAKRKAAAGGTTTTYKGWMKYAAAAATYCTSTYTTTGGRRARRWWAAWGAGCAACCAAMGRGRGGARGCCM
YGGCTYAAYWTSKKGCCMGRCMRGCSSGSGGGTATATACMKAGGKGGSSRRRSSGTYWTCCGGATTTACKKGG
SGKAAAAAGGGARGSKWKGGCGGAWGGWTWARKKGGGRRWGKKKARAWACCCCGGGCYYACACYTTGGKKGCT
KCATTYCMAAACCTGGTTWTYYWRRGKSCMAGGAGAAGRARAGTGGAAATTYYTAGTKTAGCGGTGAAATGCG
TAGARGATTAGGAAGAACMCCAGTGGCGAAGGCGACTYTYTGGACKGTAACTGACGCTGAGGCTYGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAAC
ACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTT
GMCATCCCTTGCATTACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTYGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTYGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGSTACTACCATTAAG
TTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGTGTAGGGCTACACACGTGCYACAATGGCTGGTACMSAGAGATGCAATMCCSYGAGGTGGAGCCAAACTTW
AAAACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTYGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
AGAAKTCGCTAATCSC

>002 CA

TYKGAGMCMGKGGATGTCCAATGGAACTATCCCACCCGGGAGKTAAGGTTCGATCTAGCTGYTTGGAGGWATG
CSGGTCCAGGRGAAGCCATGGCTAAYACGKGCAGCAGGCCGCGGTAWCGTRGGGKGGSGRSGTTWTCCGGWTT
ACTGGGSGTAAGGGAGGSGTASGCGGATGATAAGTGATKKAAATACCCGGGCCTCAACTGGGKGCTGCATTCC
AAACTGGTATYTAGAGKGCAGGAGRGGAGAGSKGGAWCTCTAGKGTAGSSGGTGAAATGSGTAGRGATTAGGA
AGAACACCAGKGGSGAAGGSGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCG
CCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACC
CGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTYGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGC
ATTACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTYGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTYGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACTCTA
GCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGTAGGGCT
ACACACSTGCYACAATGGSYGGTACMSAGAGAYGCAATMCCSCGAGSTGGAGCCAAACTTWAAAACCAGTCTC
AGTTYGGATTGTAGGCTGAAACTYGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATCAGAATTCGCKWA
ATTYC
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14.10 Resultados de la secuenciacion (Andlisis mediante BLAST)

14.10.1 Andlisis de la secuencia 033 Cl en GenBank NCBI mediante BLAST

Titule 033cl

profesional

ELIMINAR ZAGBKH11012 Lo busqueda vence el 01-05 02:22am
Descargar todo v

Programa BLASTN@  Citacion

Basededatos  Nuevo Testamento  Ver defalles v

ID de consulta  lcl| Query_4397

Descripcion Minguna
Tipode adn
molécula

Longituddela 1007
consulta

Otros informes  Arbol de distancia de resultados VisordeMss @

Resumen gréfico Alineaciones Taxonomia

Secuencias que producen alineaciones significativas

seleccionar todo 100 secuencias seleccionadas

Descargar “

[ Seleccionar columnas ™

mostrar

GenBank Graficos  Arbol de distancia de resuliados  [EEEVisor de MSA

[<E<H<N<N<N<N<N<N<N<N<]

Descripeién
-

Cromosoma de Clostridicides difficile cepa TW11-RT078

Clostridioides difficile cepa PCK083 168 gen de ARN ribosémico_secuencia parcial
Clostridioides difficile cepa CBA7204 cromosoma, genoma completo

ma.genoma eompleto

Cepa de Clostridioides difficile FDAARGOS_723
Clostridioides difficile cepa ERU_BCD12 Gen de ARM ribosdmico 168, secuencia parcial

Clostridioides difficile cepa ERU_BCD11 Gen de ARN ribosomice 163, secuencia parcial

Clostridioides difficile cepa ERU_BCD10 gen de ARN ribosdmico 16S,_secuencia parcial
Clostridioides difficile copa ERU_BCDY Gan de ARN ribosémico 165, secusncia parcial
C idioi difficile cepa ERU_BCDS gen de ARN ribosdmice 165, secuencia parcial
Clostridioides difficile cepa ERU_BCD7 gen de ARN ribosémico 165, ia parcial

Clostridicides difficile cepa ERU_BCD6 Gen de ARM ribosémico 168, secuencia parcial

Nombre
cientifico
-

Clo:

Clostridioides di...

lostridi ...
Clostridioides di -
Clostridioides di...
Clostridioides di...
Clostridioides di...

lostridi ...
Clostridioides di...
Clostridioides di...
Clostridioides di...

es di...

Maximo Puntaje

puntaje  total
- -

1722
1722
1722
1722
1722
1722
1722
1722
1722
1722
1722

20588
1722

20660

20622
1722
1722
1722
1722
1722
1722
1722

Cubierta
de
consulta

-

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Valor
E
-
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Por.
Ident
-

97,10%
97.10%
97,10%
97,10%
97,10%
97,10%
97,10%
97,10%
97,10%
97,10%

Acc.Len  aghesion
-

97,10% 3592931 CP0354991

1293 MM913838 1
4038993 CP029566 1
4178106 CP046327 1

1380 MN720594 1

1380 MN720593.1

1374 Amiizensedly |

1382 VemnZp0sE1Y |

1382 MN720590.1

1379 MN720589.1

1380 MN720588 1
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14.10.2. Andlisis de la secuencia 001 Cl en GenBank NCBI mediante BLAST

Titulo ooicl

profesional

ELIMINAR ZA46XMHU3016  La basqueda vence el 01-05 02:32 om
Descargar todo v

Programa BLASTN@  Citacion v

Basededatos  Nuevo Testamento Ver detalles v

ID de consulta  Icl|Query_7131

Descripcion Ninguna

Tipo de adn

molécula

Longituddela 918
consulta

Otros informes  Arbol de distancia de resultados. Visorde MSA @

Resumen gréfico Alineaciones Taxonomia

Secuencias que producen alineaciones significativas

seleccionar todo 100 secuencias seleccionadas

Descargar ¥ [ImX Selecci

trar [ 100v | @

GenBank  Graficos ~ Arbol de distancia de resultados  [EEAVisor de MSA

Maximo Puntaje Cubleda Valor  Por.
Descripcion Nombre cientifico de Acc.Len  Adhesion
v - puntaje total E Ident -
v v consulla v
v
Clostridioides difficile cepa MD991 16S gen de ARN il i iap.. C difficile 1212 1212 83% 00 _93.73% 1253 MK909923.1
Cromosoma de Clostridioides difficile cepa TW11-RT078 lostridioi ifficil 1206 14367  83% 00 9361% 3592931 CP035499 1
Clostridioides difficile cepa PCK083 16S gen de ARN ribosémico, secuencia p... Clostridioides difficile 1206 1206 83% 00 9361% 1293 MN9138381
Clostridioides difficile cepa CBA7204 cromosoma._genoma completo lostridioi ifficils 1206 14461  83% 0.0 9361% 4038993 CP029566.1
Cepa de Clostridioides difficile FDAARGOS_723 genoma idio iffici 1206 14445 83% 00 9361% 4178106 CP046327 1
Clostridioides difficile cepa ERU_BCD12 Gen de ARN ribosémico 16S, secue... Clostridioi ifficil 1206 1206 83% 00 9361% 1380 INT2022 f. 1 \/
Clostridioides difficile cepa ERU_BCD11 Gen de ARN ribosémico 16S. secue... Clostridioides difficile 1206 1206 83% 00 9361% 1380 MN720593.%
Clostridioides difficile cepa ERU_BCD10 gen de ARN ribosomico 16S, secue... Clostridioi ifficil 1206 1206 83% 00 9361% 1374 MN7205921
lostridioides difficile cepa ERU_BCD9 Gen de ARN ribosémico 16S secuen... Clostridioides difficile 1206 1206 83% 00 9361% 1382 MN720591.1
Clostridioides difficile cepa ERU_BCDS gen de ARN ribosémico 16S. secuenc... Clostridioides difficile 1206 1206 83% 00 9361% 1382 MN7205901

14.10.3 Andlisis de la secuencia 018 Cl en GenBank NCBI mediante BLAST

Titulo 018 CA

profesional

ELIMINAR Z47743)G013 Lo busqueda vence el 01-0502:37 am
Descargar todo v

Programa BLASTN@  Citacion v

Basededatos  Nuevo Testamento Ver detalles v

ID de consulta  Icl | Query_19565

Descripcién Ninguna

Tipo de adn

molécula

Longituddela 986
consulta

Otros informes  Arbol de distancia de resultados Visor de MSA @

Desc

LLEEN  Resumen gréfico Alineaciones Taxonomia

Secuencias que producen alineaciones significativas

seleccionar todo 700 secuencias seleccionadas

Descargar ¥ [If Seleccionar columnas “ mos'rar (2]

Clostridium perfringens cepa 3116 16S gen de ARN ribosdmico. secuencia parcial
Clostridium perfringens cepa 9091 16S gen de ARN ribosémico. secuencia parcial
Clostridium perfringens cepa 9085 16S gen de ARN ribosémico. secuencia parcial
Clostridium perfringens cepa 9051 16S gen de ARN ribosémico _secuencia parcial
Clostridium perfringens cepa 9049 16S gen de ARN ribosémico _secuencia parcial

Clostridium perf... 1576 1576 96%
Clostridiumperf... 1576 1576 96%
Clostridium perf... 1576 1576 96%
Clostidium perf... 1576 1576  96%
Clostidium perf... 1576 1576 96%

Gen de ARN ribosémico 16S de la cepa 8334 de C| idium perfringens. ia parcial Clostridium perf... 1576 1576 96%

Clostridium il cepa 8112 16S gen de ARN ribosémit ia parcial

Clostridium perf... 1576 1576  96%

Gen de ARN ribosémico 16S de la cepa de Clostridit fril 7637, secuencia parcial Clostridium perf... 1576 1576 96%

o Nombre Maximo Puntaje Cubierta
Descripcion cientifico puntaje  total L)
X v v w  consulta
-
Qrganismo no cyltivado clon ELU0161-T363-S-NIPCRAMgANa_000461 gen de ARN ribosémico de su... organismoinculto 1581 1581 96%

Valor
E
v

|Z:;| gecilen
&

95.48% 1429
_95.38% 1413

9538% 1374

95,38% 1379

9538% 1312

95,38%

95,38%

95.38% 1385

95.38% 1395

Adhesién

HQ808830 1
MT613499.1
MT 1
MT539083.1
_ MT539074.1

MT! 7
MT516175 1
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14.10.4 Andlisis de la secuencia 025 CA en GenBank NCBI mediante BLAST

Titulo 025CA

profesional

ELIMINAR ZATIJTNSHO13 Lo busqueda vence el 01.05 02:43 am

Descargar todoe v

Programa BLASTN@  Citacién v

Base de datos Nuevo Testamento  Ver detalles v

ID de consulta el | Query_3523

Descripcién Ninguna

Tipo de adn

molécula

Longituddela 1005

consulta

Otrosinformes  Arbol de distancia de resultados Visor de MSA @
Descrip Ll Resumen grafico Alineaciones Taxonomia

Secuencias que producen alineaciones significativas

seleccionar todo 700 secuencias seleccionadas

L R<N<N<N<N<N<N<N<]

14.10.5 Andlisis de la secuencia 015 Cl en GenBank NCBI médiantnnt

Deseripeidn
-

Clostridium perfringens cepa 9091 163 gen de ARN ribosémico. secuencia parcial

Clostridium perfringens cepa 9085 16S gen de ARN ribosémico._secuencia parcial

Clostridium perfringens cepa 9051 165 gen de ARN ribosdmico._secuencia parcial

Clostridium perfringens cepa 8112 16S gen de ARN ribosémico. secuencia parcia

Clostridium perfringens cepa 5616 16S gen de ARN ribosémico. ia parcial

Gen de ARN ribasémico 165 de'la cepa 5615 de Clostridium perfringens,

secuencia parcial

Descargar ¥

GenBank  Gréficos
Nombre Maximo
cientifico puntajs

- -
Clostridium perf... 1725
Clostridium perf . 1725
Clostridium perf... 1725
Clostridium perf... 1725
Clostridium perf. .. 1725

Clostridium perf... 1725

Clostridium perf... 1725

Clostridium perf... 1725

[=7 Seleccionar columnas

Arbol de distancia de resultados

Puntaje

total

1725
1725
1725
1725
1725
1725
1725
1725

Cubierta
e

consulta
-

Valor
E
-

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

mostrar (2]
[P Visor de MSA

Por.

Ident | ACLeN Adnesién
ST77% 1374 MT539085.1
9777% 1379  MT539083 1
97.77% 1312 MT539074.1
97.77% 1385  MT538907.1
97.77%  13s5tivarsdeiraio
9777% 1388 “MT54B174 %
97.77% 1422 MT5104421
97.77% 1426 MT510441.1

e BLAST

Titulo 015CA

profesional

ELIMINAR ZATXETP4013 Lo busqueda vence el01-0502:43 am

Descargar lodo v

Programa BLASTN®  Citacion v

Basededatos  Nuevo Testamento  Ver defalles v

IDdeconsulta Il Query_8387

Descripcion Ninguna

Tipo de adn

melécula

Longituddela 1038

consulta

Otros informes  Arbol de distancia de resultados Visor de MSA @

Resumen grafico Alineaciones Taxonomia
Secuencias que producen alineaciones significativas Descargar ~ [M=d Seleccionar columnas ~  mostrar (7]
seleccionar todo 100 secuencias seleccionadas GenBank Gréficos Arbol de distancia de resultados — [EEVisor de MSA

Descripcion Itlnm-hlle Maxin"m Puntaje Cu:i:rla Valor  Por e (e T
- C\EﬂLlflcO pungje tutjl coradlts E' Idevnl =
-

Clon de bacteria sin cultivar DolRc_17558 Gen de ARN ribosémico 165, secuencia parcial bacteriamo culti.. 1197 1197  67% 0.0 9645% 1334 JQ2006471
Clostridium perfringens cepa 3116 165 gen de ARN ribosémico secuencia parcial Clostridium perf... 1194 1194 67% 0.0 _G531%. 1413 MT6134951
Clostridium perfringens cepa 9091 165 gen de ARN ribosdmico._secuencia parcial Clostridium perf... 1194 1194 67% 0.0 9631% 1374 MT539085.1
Clostridium perfringens cepa 9085 16S gen de ARN ribosémico. secuencia parcial Clostridium perf... 1194 1194 67% 0.0 9631% 1379 MT539083.1
Clostridium perfringens cepa 9051 16S gen de ARN ribosdmico._secuencia parcial Clostridium perf. . 1194 1184 67% 00 8631% 1312, ~tMI5390T44 4]
Clostridium perfringens cepa 9049 16S gen de ARN ribosdmico._secuencia parcial Clostridium perf... 1194 184 67% 0.0 9631% 1319e =MT538073.4c|C
Gen de ARN ribosémico 16S de la cepa 8334 de Clostridium perfringens, ia parcial Clostridium perf,.. 1194 194 67% 0.0 9631% 1333 MT538984.1
Clostridium perfringens cepa 8112 168 gen de ARN ribosémico, secuencia parcial Clostridium perf... 1194 1194 67% 00 9631% 1385 MT 71
Gen de ARN ribosdmico 16S da la cepa de Clostridium perfringans 7637, secuencia parcial Clostridium perf... 1194 1194 67% 00 9631% 1395 MI5161751
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14.10.6 Andlisis de la secuencia 002 CA en GenBank NCBI mediante BLAST

Titulo 002 CA

profesional

ELIMINAR ZASTWCTWO13 Labusqueda vence el 01-0502:54am
Descargar todo v

Programa BLASTN@  Citacién v

Basededatos  Nuevo Testamento Ver detalles v
1D de consulta lcl | Query_38403

Descripcion Ninguna

Tipode adn

molécula

Longituddela 954

consulta

Otros informes  Arbol de distancia de resultados Visorde MSA @

Resumen grafico Alineaciones Taxonomia

Secuencias que producen alineaciones significativas Descargar ¥ [ Seleccionar columnas ~ mostrar (2]
seleccionar todo 100 secuencias seleccionadas GenBank  Gréficos  Arbol de distancia de resultados  [PE3Visor de MSA
Descrindion Nombre Maximo Puntaje Cu:xena Valor  Por. Aeifien B
L fcm cientifico puntaje total 2 E Ident ccv 2 Adhesion
- v v consulta - v
v
Clon de bacteria sin cultivar DolR¢_DL35rect19808 Gen de ARN ribosémico 16S. ia parcial bacteria no culti... 1308 1308 90% 0.0 9236% 1336 JQ203037.1
Clon de organismo no cultivado ELU0058-T402-S-NIPCRAMgANa_000512 gen de ARN rib ico de ... organismo inculto 1308 1308 90% 00 9236% 1431 HQ7656351
Organismo no cultivado clon ELU0161-T363-S-NIPCRAMgANa_000241 gen de ARN ribosémico de su... organismo inculto 1308 1308 90% 00 9236% 1425 HQB808610.1
Gen de ARN ribosémico SInGs_01ASL4aGA 16S de clon de bacteria sin cultivar, secuencia parcial bacteria no culti... 1306 1306 90% 00 9235% 1333 JQ206335.1
Clon de bacteria sin cultivar CE2_f05_1 Gen de ARN ribosémico 16S, secuencia parcial bacteria no culti... 1306 1306 90% 00 9235% 1371 EU467988
Clostridium perfringens cepa 27-4 gen de ARN ribosémico 168 ia parcial Clostridium perf... 1304 1304  90% 0.0 9225% 1352 CMNgg7560'f) H C
L4 Clon de bacteria no cultivado CE3_aai07d05 Gen de ARN ribosémico 16S secuencia parcial bacteria no culti... 1304 1304 90% 00 9226% 1374  EDA59403 1
Llon de bacteria no cultivado CEJ_aall/d0o Gen de ARN nbosomico 109, R
4 C idium perfringens cepa 3116 16S gen de ARN ribosémico _secuencia parcial Clostridium perf... 1303 1303 90% 00 9225% 1413 MT6134991
parcial Rer
Cl idium perfringens cepa 9091 16S gen de ARN ribosémico _secuencia parcial Clostridium perf. 1303 1303 90% 00 9225% 1374 MT5390851
N A SCLE VRS SSEERERED ¥ Y- ) SESUCTRR AR T U SRR AT RSB SRS ) [ LB RS ) annn anan anns AR AAArar 4ATA  aaTrAAAaa o

14.11 Secuencias obtenidas de la base de datos NCBI.

>NC 008261.1:231433-232945 Clostridium perfringens ATCC 13124, complete
sequence
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAT
GAAGTTTCCTTCGGGAAATGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGT
GGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGTTGAAAGATGGCATCATCATTTAACCAAAGG
AGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGC
GGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAG
TGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACG
CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATT
ACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACT
CTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAA
ACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGCAATAC
CCGAAGTCCGTGAGCTAACCGCAAGGAGGCAGCGGCCGAAGGTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTIT
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>NC 008261.1:310699-312211 Clostridium perfringens ATCC 13124, complete
sequence
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAT
GAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGT
GGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAACGTTGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGG
AGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGTCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGC
GGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAG
TGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACG
CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATT
ACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACT
CTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAA
ACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGCAATAC
CCGAAGTCCGTGAGCTAACCGCAAGGAGGCAGCGGCCGAAGGTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

>NC 008261.1:683149-684661 Clostridium perfringens ATCC 13124, complete
sequence
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAT
GAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGT
GGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGTTGAAAGATGGCATCATCATTTAACCAAAGG
AGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGC
GGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAG
TGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACG
CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATT
ACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACT
CTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAA
ACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGCAATAC
CCGAAGTCCGTGAGCTAACCGTAAGGAGGCAGCGGCCGAAGGTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

>NC 008261.1:10168-11680 Clostridium perfringens ATCC 13124, complete
sequence
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAT
GAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGT
GGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAACGTTGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGG
AGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
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CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGC
GGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAG
TGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACG
CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATT
ACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACT
CTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAA
ACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGCAATAC
CCGAAGTCCGTGAGCTAACCGCAAGGAGGCAGCGGCCGAAGGTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

>NC 008261.1:82382-83894 Clostridium perfringens ATCC 13124, complete
sequence
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAT
GAAGTTTCCTTCGGGAAATGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGT
GGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGTTGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGG
AGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGC
GGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAG
TGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACG
CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATT
ACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACT
CTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAA
ACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGCAATAC
CCGAAGTCCGTGAGCTAACCGCAAGGAGGCAGCGGCCGAAGGTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

>NC 008261.1:c2783349-2781837 Clostridium perfringens ATCC 13124,
complete sequence
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAT
GAAGTTTCCTTCGGGGAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGT
GGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGTTGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGG
AGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGC
GGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAG
TGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACG
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CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATT
ACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACT
CTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAA
ACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGCAATAC
CCGAAGTCCGTGAGCTAACCGCAAGGAGGCAGCGGCCGAAGGTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

>NC 008261.1:c3034246-3032734 Clostridium perfringens ATCC 13124,
complete sequence
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAT
GAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGT
GGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAACGTTGAAAGATGGCATCATCATTTAACCAAAGG
AGCAATCCGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGC
GGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAG
TGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACG
CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATT
ACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACT
CTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAA
ACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGCAATAC
CCGAAGTCCGTGAGCTAACCGCAAGGAGGCAGCGGCCGAAGGTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

>NC 008261.1:72551-74063 Clostridium perfringens ATCC 13124, complete
sequence
TAAATTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAT
GAAGTTTCCTTCGGGAAACGGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTCATAGAGT
GGAATAGCCTTCCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAATGTTGAAAGATGGCATCATCATTCAACCAAAGG
AGCAATCTGCTATGAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGC
GGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAG
TGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACG
CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCATT
ACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACT
CTAGCGAGACTGCCTGGGTTAACCAGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGATGCAATACCGCGAGGTGGAGCCAAACTTAAAA
ACCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCGCGAATC
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AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGCAATAC
CCGAAGTCCGTGAGCTAACCGCAAGGAGGCAGCGGCCGAAGGTAGGGTCAGCGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

>NR 112172.1 Clostridioides difficile ATCC 9689 = DSM 1296 16S ribosomal
RNA, partial sequence
ATCATKGCTCABGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA
GCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTACCCTGTACACACGGATAACATACCGAAAGGTATGCT
AATACGGGATAATATATTTGAGAGGCATCTCTTGAATATCAAAGGTGAGCCAGTACAGGATGGACCCGCG
TCTGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC
GAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACTCTGTCCTCAAGGAA
GATAATGACGGTACTTGAGGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCANCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGG
CTAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTCTTTCAAGTCAGGAGTGAAAGGCTA
CGGCTCAACCGTAGTAAGCTCTTGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGTAACTGACG
CTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTA
CTAGGTGTCGGGGGTTACCCCTTCGGTGCCGCACTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGAAGTACGCTCG
CAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCAATGACATCTCCTTAATCGGAGAGTTCCCTTCGGGGAC
ATTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTAGT
ACAGAGGGTTGCCAAGCCGTAAGGTGGAGCTAATCCCTTAAAGCTACTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGA
AACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTANTAATCGCAATCAAAATGCTGCGGTGAATGCGTTCCCGGGG
TCTTNTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGTTGGAAACGCCCGAAGCCGAATTATCTAACCTTTTGGA
ANAANTCSTCGAAAGTGGAATCAATAACTTGGGTNAANTCGTAACAAGGTAACCGTATCGGAAGGT

14.12 Secuencias obtenidas de la base de datos ENA.

>ENA|EIA17207 |EIA17207.1 Clostridium perfringens F262 triosephosphate
isomerase
ATGAGAACTCCAATAATCGCAGGAAACTGGAAAATGCACTATACAATAGACGAGGCTGTTAAATTAGTTGAAG
AATTAAAGCCATTAGTTAAAGATGCTAAATGTGAAGTTGTTGTTTGCCCAACTTTTGTTTGCTTAGATGCAGT
TAAAAAAGCTGTTGAAGGAACAAACATAAAAGTAGGTGCTCAAAACATGCACTTTGAAAAAAAAGGAGCATTC
ACTGGAGAAATCGCTCCAAGAATGTTAGAAGCTATGAACATAGATTACGTTATAATTGGACATAGTGAAAGAA
GAGAATACTTCAACGAAACAGATGAAACTTGCAACAAAAAAGTTAAAGCTGCTTTCGCACACAACTTAACTCC
AATCCTTTGCTGTGGAGAAACTTTAGAGCAAAGAGAAAACGGAACTACTAACGACGTTATAAAAGCTCAAATC
ACTGCTGATTTAGAAGGATTAACTAAAGAGCAAGCTGAGAAAGTTGTTATAGCTTACGAACCAATCTGGGCTA
TCGGAACTGGAAAAACTGCTACTTCAGACCAAGCTAATGAAACAATAGCTGCTATAAGAGCTATGGTTGCTGA
AATGTTCGGACAAGAAGTTGCTGATAAAGTAAGAATCCAATACGGTGGATCAGTTAAGCCTAACACAATAGCA
GAGCAAATGGCTAAATCAGACATCGATGGTGCTTTAGTTGGTGGAGCTAGCTTAGTTGCAGCTGACTTTGCTC
AAATCGTAAACTACTAA

>ENA|CCL81405|CCL81405.1 Clostridioides difficile E12 Triosephosphate
isomerase (TIM) (Triose-phosphate isomerase)
ATGAGAAAACCTATAATTGCAGGAAACTGGAAAATGCATAAAACAATAAAAGAAGCTTTAGAATTTGTAAATG
AAGTTAAAGATAAAGTAAATTCTGATAAAGTAGAAGCTGTTATATGTGCACCATTTACTTTATTAAAGGATTT
AAAAGAAGCTACTAAGGGTACAAATATAAAGATAGGTGCTCAAAATATGCACTTTGAAGAAAAAGGAGCATTT
ACAGGAGAAGTTTCACCTCTTATGTTAAAAGAAATAGATATGGACTATGTTGTAATAGGACATTCAGAAAGAA
GACAATACTTCAATGAAACTGATGAAACTGTAAACAAGAAAGTTTTAAAAGCATTAGAAGTAGGAATAGACCC
AATATTATGTGTTGGAGAAACTTTAGAACAAAGAGAAGCTGGAAAAACTAAAGATGTTTGTAAAGTTCAAGTT
GAAAAAGCTTTAGAAAATGTTCTTAAAGATGATTTAGCAAAAGTAGTTGTTGCATATGAGCCAATCTGGGCTA
TTGGAACTGGTAAAACTGCAACTGCTGAAGATGCTAATGACGTTATATCTTATATAAGAGAAGTTATAAAAGG
ATTATATGGAGAATTAGCTAATGAAGTTAGAATACAATACGGTGGAAGTGTTAAACCTTCAAATGTAGCCGAA
ATAATGGGTCAAAGTGATATAGATGGAGCTTTAGTAGGTGGAGCTAGTTTAGCTAGTAATGATTACCTAGACC
TTGTTAATTTCTAA
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