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RESUMEN

La infeccion por Clostridioides difficile (ICD) plantea un desafio significativo para la salud
publica a nivel mundial, dando origen a brotes de diarrea vinculados al uso de antibioticosy
colitis pseudomembranosa en entornos clinicos. La prevalencia de cepas epidémicas, como
la RT027/STO1, caracterizada por su alta virulencia y resistencia a antibidticos, ha
experimentado un aumento global, alcanzando una notoria prevalencia del 63% en México.
A pesar de este escenario, la investigacion gendmica en cepas mexicanas es limitada, sin
comparaciones gendémicas a nivel internacional. El presente trabajo tuvo como objetivo
realizar un analisis de las caracteristicas gendmicas, filogenéticas y patogénicas de cepas
aisladas en Puebla, México. Para esto, se recolectaron 93 muestras fecales de pacientes de
un hospital privado en Puebla entre junio de 2022 y enero de 2023, a partir de las cuales se
aislaron y tipificaron 16 cepas de C. difficile mediante PCR. Estas cepas se integraron con
22 cepas almacenadasen el Laboratorio de Biologia Molecularde Enteropatégenos (LBME).
Posteriormente se evalud la susceptibilidad a antibiéticos mediante concentracion minima
inhibitoria (CMI)y se llevé a cabo la Secuenciacion del Genoma Completo (WGS) de 9 cepas.
La comparaciéon de estas cepas con otros genomas de México (75 genomas) y de otros
paises (74 genomas) provenientes de bases de datos publicas permitid realizar la
clasificacién y analisis filogenético basado en Tipificacion Multilocus de Secuencias (MLST).
Asimismo, se identifico y compard el viruloma y resistoma mediante analisis bioinformaticos.
Los resultados de las pruebas de susceptibilidad revelaron una variabilidad significativa en
los patrones de resistencia, destacando tasas de resistencia del 13% a vancomicinay del
26% a metronidazol. El analisis filogenético basado en MLST arroj6 un arbol filogenético que
evidencio una alta similitud genética entre las cepas mexicanas, identificandose un total de
19 secuenciastipo (STs) distribuidas en tres grupos filogenéticos o “clados” distintos (C1, C2
y C4), siendo especialmente notoria la prevalencia del STO1 que alcanz6 un 44% en el clado
2, ademas, se detectaron 18 STs compartidos con cepas de otros paises. Mediante la
clasificacion cgMLST se observé que las cepas del clado 2 comparten un mayor numero de
cgSTs dentro de las cepas de un mismo pais, especificamente en México se encontré en el

5% de las cepas (n=7), esto indica que las cepas de este clado presentan una menor
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variabilidad genética. En cuanto al pangenoma, el analisis de 149 cepas revel6 un
pangenoma "abierto" con 10,300 genes, donde el 26% pertenecia al genoma central y el
74% al genoma accesorio, con genes del nucleo blando (3%), genoma periférico (11%) y
genoma diferencial (60%). En el analisis de los factores de virulencia, se encontrd una
similitud notable en la distribucion de genes de toxinas entre cepas mexicanas y de otros
paises. Se detectaron 20 genes de virulencia, incluyendo toxinas, reguladores
transcripcionales, y genes relacionados con adherencia y exoenzimas. La subtipificacion de
la toxina B reveld la presencia de multiples subtipos, destacando el TcdB2.1 en cepas STO1
del clado 2. Ademas, la exploracion del resistoma evidenciola presenciadel cluster de genes
vanG, constituido por genes vanS y vanR, cuyas mutaciones se han relacionados con la
resistencia a vancomicina. Este cluster estuvo presente en el 100% en los clados 1y 2, pero
ausente en el clado 4. Se identificaron mutaciones puntuales asociadas con la elevada CMI
en vancomicina como VanR T115A que estuvo presente en el 94% de cepas mexicanas
STO1 del clado 2. Se identifico la presencia plasmidos asociados a resistencia, como pCD-
METRO, vinculado a la resistencia al metronidazol. Sin embargo, al evaluar la resistencia
fenotipica en nueve cepas que albergaban este cluster, se confirmé que el 100% de ellas
mostraron sensibilidad a la vancomicina. Este resultado indica que, aunque esté presente, el
cluster vanG por si solo no es suficiente para conferir resistencia a este antimicrobiano.
Ademas, la ausencia del plasmido Ptef1 en cepas mexicanas sugiere una variabilidad unica
en la resistencia a aminoglucésidos. Estos hallazgos resaltan la complejidad de los perfiles
de resistencia y la variabilidad genética en cepas de C. difficile, con implicaciones

importantes para la gestion clinica y la prevencion de infecciones en México.

Palabras clave: Clostridioides difficile, gendmica comparativa, susceptibilidad

antimicrobiana, secuenciacién genémica, analisis bioinformatico.
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1. INTRODUCCION
1.1 Caracteristicas generales de Clostridioides difficile

Clostridioides difficile, anteriormente conocido como C. difficile, es una bacteria Gram
positiva del género Clostridioides Esta bacteria es anaerobia estricta, movil, esporulada y
productora de, enterotoxinas. Fue descrita por primera vez en 1935 tras su aislamiento en
las heces de recién nacidos y originalmente nombrada Bacillus difficilis debido a las
complicaciones asociadas con su cultivo (Lawson et al., 2016). Esta bacteria, esta presente
en el tracto intestinal de humanos y animales como un organismo comensal. Sin embargo,
en circunstancias particulares, como la alteracion de la microbiota intestinal por el uso
prolongado de antibiéticos de amplio espectro, principalmente en pacientes hospitalizados,
puede tornarse en un patdgeno oportunista, desencadenando infecciones que varian desde
diarreas leves hasta colitis grave (Lascurain de Mora, 2018). La emergencia de cepas
hipervirulentas en diversas regiones del mundo ha ampliado el impacto de C. difficile,
afectando a diferentes grupos poblacionales como a personas jovenes de 0 a 30 afios o de
la comunidad, incluso cuando no han tenido previamente exposicion a antibiéticos. (Burke
& Lamont, 2014). Este fendmeno destaca la necesidad critica de investigarlas cepas de C.
difficile, subrayando la importancia de un analisis de gendmica comparativa entre cepas
aisladas en México y otras partes del mundo, proporcionando asi una base sélida para el

desarrollo de estrategias efectivas de prevencion y tratamiento.
1.2 Infeccion por C. difficile (ICD)

La infeccion por C. difficile (ICD) representa un riesgo grave, especialmente para personas
mayores de 65 afos con microbiota intestinal alterada o sistemas inmunoldgicos
comprometidos, debido a hospitalizaciones prolongadasy el uso extensivode antibioticosde
amplio espectro (Figura 1). Esta infeccion gastrointestinal puede variar desde diarrea leve
hasta formas severas, incluyendo complicaciones como colitis pseudomembranosa y
megacolon toxico, siendo potencialmente fatal en casos extremos (Martinez-Melendez, J.A.,
2018).
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La ICD es mediada principalmente por toxinas que dafian la mucosa intestinal y esta
estrechamente relacionada con el uso de antibiéticos, ya que estos alteran la microbiota
normal permitiendo que C. difficile colonice el intestino (Mufioz-Dias, C.M., 2018). Se estima
que C. difficile es responsable del 25% al 30% de los casos de diarrea intrahospitalaria
asociada a antibiéticos (Alvarez-Hermandez et al., 2018). Sin embargo, numerosos casos
ocurren en personas que no han recibido tratamiento con antibiéticos ni han estado
hospitalizadas. Se calcula que alrededor del 20% al 28% de ICD se adquieren en entornos
comunitarios. En paises como Estados Unidos, SueciaeInglaterra, se registra unaincidencia
de 20 a 50 casos por cada 100,000 habitantes (Chitnis et al., 2013)
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Figura 1. Principales factores de riesgo de la ICD.
Elaboracion propia 2023.

1.3 Genoma de Clostridioides difficile

La caracterizacion del genomade C. difficile comenzéen 2006 por Sebaihiay colaboradores,
en donde describieron el primer genoma completo secuenciado y anotado de C. difficile con
la cepa 630 (RT012), aislada de un paciente con colitis pseudomembranosa en Suiza. Su

genoma presenta un cromosoma circular de aproximadamente 4.3 millones de pares de
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bases (4.3 Mb), alberga alrededor de 3,776 secuencias codificantes de proteinas (CDSs), y
un contenido de GC del 29.06% (Figura 2). También se identifico un plasmido circular
(pCD630) de 7,881 pares de bases que contiene 11 CDSs (Sebaihia et al., 2006).
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Figura 2. Mapa circular del cromosoma de 4.3 Mb de la cepa 630 de C. difficile.

Los circulos concéntricos se describen de la siguiente manera (de afuera hacia adentro): los circulos 1 y 2 representan
3,776 posibles secuencias codificantes de proteinas (CDSs) transcritas en direcciones opuestas; el circulo 3 muestra CDSs
compartidos con otros clostridios secuenciados (en azul); el circulo 4 resalta CDSs exclusivos de C. difficile (en rojo); el
circulo 5 identifica elementos méviles, como transposones enrojo/palido, profagos en rosa, profagos/transposones parciales
enmarron, el elemento skin en azul y lasislas gendmicas en magenta; el circulo 6 muestra genes de ARN, donde los rARNs
estan en azul, los tARNs en rojo y los ARN estables en morado;finalmente, los circulos 7 y 8 indican el contenido de G-C
y la desviacién de GC. Imagen modificada de Sebaihia et al., 2006.

Desde la secuenciaciondela cepa 630, se han secuenciadoyanotado completamente varios
otros genomas con tamafios de 4,1 a 4,3 Mbp, revelando que el genoma de C. difficile es un
mosaico genético dinamico, debido a que alrededor del 11% de su genoma esta
compuesto por elementos genéticos méviles, que incluyen bacteriéfagos pertenecientes a
las familias Myoviridae y Siphoviridae, que a menudo estan involucrados en la regulacion de

la produccion detoxinas y pueden llevara cabo la transduccion de otros elementos genéticos
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(Elliott et al., 2017), intrones del grupo |, secuencias de insercion (IS), elementos sigk
intervenientes (skin), repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente (CRISPR)-
cas, islas gendmicas y elementos transponibles y conjugativos. Esta alta proporcion de
elementos moviles sugiere la capacidad de C. difficile para adquirir y transferir genes

rapidamente, lo que contribuye a su adaptabilidad y virulencia (Knight et al.2015)

La diversidad gendémica de C. difficile se puede definir mediante su pangenoma, el cual
representa el repertorio genético de la especie o "pool génico". EI pangenoma esta
compuesto por un genoma central (los genes presentes en todos los aislados) que contiene
genesesencialespara las funciones celulares basicasy factores de virulenciaasociados con
la patogenicidad, y un genoma accesorio o adaptativo altamente variable (genes ausentes
en uno o mas cepas o unicos de unacepa en particular). Ademas, se ha observado que el
pangenoma de C. difficile es "abierto", esto se refiere a que su tamafio aumenta
indefinidamente al agregar nuevos genomas; por lo tanto, la secuenciacion de cepas
adicionales probablemente producira genes nuevos, indicando una gran capacidad de

intercambio genético (Norsigian et al., 2022).
1.3.1 Caracterizacion molecular de C. difficile basado en MLST

La tipificacién por multilocus de secuencias (MLST) es un método ampliamente usado para
el tipado molecularde C. difficile. Implica amplificar y secuenciar entre 300 y 500 pares de
bases de siete genes constitutivos (adk, atpA, dxr, glyA, recA, sodA y tpi) (Tabla 1) en C.
difficile, asignando a cada variante de secuencia un numero especifico. Estos numeros se
combinan para formar un perfil alélico denominado secuencia tipo o ST (Lemée & Pons,
2010) (Figura 11). La comparacion de los ST de diferentes cepas se realiza facilmente
mediante bases de datos en linea como PubMLST (Jolley et al. 2018), que actualmente
cuenta con informacion sobre 3179 ST de C. difficile
(http://pubmist.org/organisms/Clostridioides-difficile/, ultima actualizacién el 21 de agosto de
2023).
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Tabla 1. Genes housekeeping utilizados para la tipificacion MLST en C. diffiicle
Basado en (Lemée & Pons, 2010; Jolley et al. 2018)

GEN FUNCION PAPEL RELEVANCIA
adk (adenylate kinase) Sintesis y mantenimiento de Generacion de Energia celular
nucledtidos de adenina ATP
atpA (subunidad a de la atp Produccionde ATP apartir de ADP Respiracion Conversion de
sintasa) y fosfato inorganico celular energia
dxr (1-desoxirribulosa-5-fosfato Via de sintesis de isoprenoides | Componentesde | Estructuracelular

reductoisomerasa) la membrana
celular
glyA (serina Metabolismo de la serina Sintesis de Nutricion celular

hidroximetiltransferasa)

aminoacidos

esenciales

recA (recombinasa a)

Reparacion del ADN y

recombinacién genética

Respuesta al
dafo genético

Integridad
gendémica

sodA (superéxido dismutasa a)

Neutralizacion de radicales libres

de oxigeno

Proteccioén contra

el dafio oxidativo

Estrés oxidativo

tpi (triosa fosfato isomerasa)

Interconversion de triosas fosfato

Produccion de
energiay
precursores
metabdlicos

Metabolismo
celular

Una ventaja fundamental del MLST es su habilidad para establecer relaciones evolutivas
entre diversas cepas, lo que ha permitido investigar la filogenia de C. difficile. Esta bacteria
se compone de al menos seis grupos o clados filogenéticos: Clados principales 1 a 5, y tres
clados cripticos designados como C-I, C-Il y C-lll Un clado criptico se refiere a un grupo de
organismos que comparten unaascendenciacomun peroque noson facilmente distinguibles
por caracteristicas morfologicas o fenotipicas, Estos clados cripticos pueden representar

ramificaciones evolutivas mas recientes o grupos mas divergentes dentro de la especie, y su
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identificacion se basa en analisis moleculares que revelan diferencias genéticas. El Clado 5,
el mas divergente entre los clados no cripticos, se estima que se separo del resto de la
especie hace entre 1.1 y 85 millones de afios (Elliott et al., 2017). Destaca que en el clado 1
se agrupan la mayoria de los STs identificados hasta el momento, lo que ofrece valiosa
informacidn sobre la diversidad genética y la evolucion de este microorganismo (Figura 3).
Este método se ha revelado esencial para comprender la variabilidad genética y
epidemioldgica de C. difficile (Roberts & Mullany, 2016).

Clado C-ll

Clado C-1

Clado C-l11

Clado 1

Clado 3

Clado 2 0.005

Figura 3. Arbol de maxima verosimilitud generado utilizando datos de MLST de todos los clados de C.difficile conocidos
presentes en la base de datos PubMLST.

La historia evolutiva fue inferida utilizando el método de maxima verosimilitud basado en el modelo Tamura-Nei. El arbol

esta representado a escala, con longitudes de ramas medidas en el nUmero de sustituciones por sitio. Imagen modificada

de Elliott et al., 2017.

1.4 Principales factores de virulencia
La presentacién clinica de la ICD esta influenciada por una serie de factores de virulencia,
que incluyen laadherencia, produccion detoxinas, enzimasy proteinas de superficie, (Tabla

2). Principalmente, la patogénesis esta impulsada por la actividad de las toxinas A y B,

codificadas dentro del locus de patogenicidad (PaLoc).
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Tabla 2. Resumen de los principales factores de virulencia de C. difficile

Factor de
Virulencia

CbpA
CD0873, CD2831,
CD3246
Cwpb6

CwpV
FbpA/Fbp68
CDT Toxina

binaria

TcdA (Toxina A),
TcdB (Toxina B)

Cwp84

Zmp1

Resistencia a
lisozima
Biofilm
Formacion de
esporas

Truncamiento de
regulador TcdC

18

Funcion

Adherencia a las células epiteliales
Proteina A de union al colageno
Implicadas en la adherencia, colonizacion, union al
colageno
Proteina de pared celular, contribuye a la adhesion en
células epiteliales y permite la tolerancia al estrés.
Proteina de pared celular, propiedades auto
agregativas.
Proteina A de unién a la fibronectina.

Exotoxinas
Desorganiza el citoesqueleto y aumenta la adherencia
a las células epiteliales

Inactivan Rho GTPasas y desorganizan el citoesqueleto.

Exoenzimas
Proteasa de cisteina asociada a la superficie celular de
la bacteria, permite la degradacién de proteinas de la
matriz extracelular de las células epiteliales,
permitiendo la colonizacion
Metaloproteasa dependiente de zinc que degrada
componentes de la matriz extracelular, y modula la

adhesion a través de la escision de la proteina CD2831.

Caracteristicas de Virulencia Amplias
Resistencia a la hidrolisis de la lisozima.

Facilita la resistencia y persistencia.
Esencial para la transmision y resistencia ambiental.
Internalizacion en enterocitos (ref. Castro-Cordova
nature communications)
Aumenta produccién de toxinas Ay B, asociada con
cepas hipervirulentas como RT027

Referencia
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141 Locus Paloc

El PalLoc (locus de patogenicidad) de C. difficile es una region gendmica que abarca
aproximadamente 19.6 kb y codifica 5 proteinas, las toxinas Ay B (TcdA y TcdB), y los
reguladores TcdR, TcdE y TcdC, (Figura 4) (Lital Meyer et al., 2014).

Las toxinas A y B constan de cuatro dominios similares (Figura 4A): el dominio de
glucosiltransferasa (GTD) en el extremo N-terminal inactivalas Rho GTPasas, mientras que
el dominiode proteasa de cisteina (CPD) se encarga del auto-procesamiento y liberacion del
GTD. El Dominio de Entrega y Unidn al Receptor (DRBD) facilita la translocacién del GTD
desde las vesiculas endociticas al citoplasma. El dominio C-terminal de unioén al receptor
(CROPS) esta involucrado en la unién al receptor (Hartley-Tassell et al., 2019). TcdA 'y TcdB
se unen areceptores celulares especificos, se internalizan yforman canalesen la membrana
celular. En el citosol, inactivan las Rho GTPasas, provocando la disfuncion celulary la

alteracion del citoesqueleto de actina (Donnelly et al., 2022).

La proteina TcdR es un regulador positivo de la produccion de toxinas, mientras que TcdC
actua como un regulador negativo, reprimiendo la expresion de las toxinas, ademas su
mutacion se ha relacionado con la hipervirulencia de ciertas cepas clinicas. Mutaciones de
ganancia de parada (stop-gain) o deleciones provocan la formaciéon de una proteina TcdC
truncada. Estas mutaciones ocasionan la interrupcion prematura de la secuencia de la
proteina TcdC, dandocomo resultado una proteinamas corta y sin funcionalidad.La proteina
TcdE actua como una proteina similar a holinas que forman poros en la membrana celular,
permitiendo la liberacidn de toxinas u otros compuestos al exterior de la célula (Figura 4B)
(Buddle & Fagan, 2023).

El PaLoc se encuentra en el mismo sitio de integracién cromosémica en todas las cepas
toxigénicas de C. difficile, sin embargo, las cepas que carecen de PalLoc en su genoma no
estan asociadas con la ICD. No obstante, se ha observado la transferencia horizontal de
Pal oc entre diferentes cepas, lo que puede transformar una cepainicialmente no toxigénica

en toxigénica (Kachrimanidou y Malisiovas 2011).
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Figura 4. Organizacion y estructura del locus Paloc de C. difficile

A) Estructura de las toxinas A y B, y la funcién del dominio. B) Estructura del Palocy funcién de los reguladores. El locus
de patogenicidad (PaLoc) consta de cinco genes: tcdA y tcdB, que codifican las toxinas A y B; tcdR, un factor sigma
alternativo y posible regulador positivo del PaLoc (Flechas en verde); fcdE, que codifica una proteina similar a holinas
implicada en la secrecion de toxinas; y tcdC, un regulador negativo de los genes del PaLoc (Flechas en rojo). Las toxinas
Ay B comparten una estructura de cuatro dominios, con el dominio glucosiltransferasa (GTD) siendo la porcion activa. La
proteina tcdE participa en la translocacion de GTD al citoplasma, y el dominio receptor C-terminal se une a receptores
celulares. Mutaciones en fcdC, como ganancia de parada o deleciones, resultanen una proteina TcdC truncada e ineficaz
Imagen modificada de Buddle & Fagan, 2023.

1411 Subtipificacion de las toxinas TcdAy TcdB en C. difficile

El estudio detallado de las secuencias de aminodacidos de las toxinas TcdA y TcdB en C.
difficile ha revelado multiples variantes con diferencias significativas en su estructura y
conservacion de aminoacidos, lo que afectan la funcionalidad de las toxinas (Mansfield et al.,
2020). Se han identificado 7 subtipos para TcdA y 12 subtipos para TcdB, siendo los tipos
dominantes TcdB1-4 en los aislamientos epidémicos principales (Figura 5). Por ejemplo,
subtipos como TcdB2, asociados con cepas epidémicas como RT027/ST01, exhiben mayor
virulenciaal adherirse eficientemente acélulasintestinalesy evadirla respuestainmune (Pan
etal., 2021). La identificacion de subtipos de TcdB con diferenciasdel 5.03% en la secuencia
de aminoacidos sugiere variaciones estructurales significativas, influyendo en aspectos clave
como la unién areceptores celularesy la capacidad de glucosilacion, Los subtipos TcdB1,
TcdB2 y TcdB3, que muestran una mayor variabilidad, prevalencia y potencia en ensayos de
inyeccion en ratones, podrian ser mas virulentos y estar estrechamente asociados con

enfermedades graves en humanos y animales (Shen et al., 2020).
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Figura 5. Diversidad de secuencias de aminoacidos de TcdA y TcdB.

A) Se observaqueen TcdAlos residuos no conservados se encuentran principalmente en laregién CROPs, mientras
que en TcdB los residuos no conservados se dispersan en toda la secuencia. B) Variaciones de secuencia entre
TcdB1 y los tipos dominantes TcdB1-4. Las lineas verticales en los graficos representan las posiciones de los
residuos de aminoacidos no conservados. Imagen modificada de Shen et al., 2020.

1.4.2 Toxina binaria CDT

Algunas cepas de C. difficile, en particular la cepa hipervirulenta RT027/ST01, también
expresan otra toxina, denominada toxina binaria o transferasa de C. difficile (CDT), que
puede potenciar la virulenciay no esta codificadaen el locus Paloc (Gerding et al., 2014).
Esta toxina, estd compuesta por dos proteinas CdtA y CdtB, ubicados dentro de una regioén
de 6,2 kb designada como el locus CDTloc (Figura 6), ademas contiene el gen cdtR de
regulacion positiva de la produccion de CDT (Carter et al., 2007). Se ha observado que en
ciertas cepas como RTO027 el gen cdfR regula positivamente la produccién de las toxinas
TcdA y TcdB, esta regulacidén ocurre a nivel transcripcional, posiblemente a través de la
regulacion indirecta de TcdR, sin embargo, este efecto puede variar en cada cepa (Lyon et
al., 2016).

La proteina CdtA, es una ADP-ribosil transferasa que ribosila la actina de la membrana
celularen células eucariotas, y CdtB, que forma poros en endosomas acidificados y facilita
la transferencia de CdtA al citosol, lo que da como resultado protuberancias celulares
formadas por microtubulosy un mejor suministrode fibronectinaala superficie celular,lo que
mejora la adhesion de C. difficile a los enterocitos/ o epitelio colonico(Schwan et al., 2014;
(Abt et al., 2016).
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Figura 6. Representacion dellocus CDT y sus componentes
Imagen modificada de Martinez-Meléndez et al., 2022

1.5 Mecanismo de patogenicidad

C. difficile, como anaerobio estricto con competencia limitada por nutrientes, utiliza sus
esporas como principal medio de transmision, infeccion y persistencia en el colon, su nicho
ecoldgico (Figura 7). Aunque las esporas son ubicuas, solo germinan, proliferan y producen
toxinas tras la alteracion de la microbiota intestinal principalmente por antibioticos de amplio
espectro (Lital Meyer et al., 2014). La germinacion esta condicionada por sales biliares
primarias y ciertos aminoacidos, mientras que algunas sales, como el acido queno-
deoxicdlico,actuan como inhibidores (Paredes-Sabja et al., 2014). La terapia antimicrobiana,
al cambiar la microbiota, aumenta los niveles de acido célico, favoreciendo la germinacion
en el colon, la colonizacidny liberacidn de toxinas. Este proceso, junto con la reduccion de
competidores microbianos, desencadena la ICD (Hernandez-Rocha et al., 2012).

Las toxinas TcdA y TcdB inactivan las proteinas de las células epiteliales del colon,
provocando la deformacion del citoesqueletoy la pérdida de la funcién de barrera epitelial.
Como resultado, se activan respuestas inmunitarias que agravan la inflamacién y la
permeabilidad vascular (Figura 7) (Martinez-Melendez, J.A., 2018). Las cepas productoras
de toxinas CDT pueden incrementar su adherencia a las células epiteliales intestinales al
inducir protuberancias de microtubulos, mejorando asi la adhesién de C. difficile a estas
células (Abt et al., 2016). Esta alteracién en la integridad del epitelio promueve la liberacion
de citocinas proinflamatorias, facilitando el ingreso de neutréfilos al lumen intestinal,
desempefando un papel significativo en el proceso de formacion de pseudomembranas. La
infeccién resultante puede manifestarse en diarrea, colitis pseudomembranosa y megacolon

toxico, pudiendo llegarincluso a ser letal en casos graves. A pesar de los tratamientos con
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antibidticos orales, la recolonizacion adecuada de la flora intestinal normal no se promueve,
lo que conduce a casos recurrentes de infeccion por C. difficile en un porcentaje significativo

de pacientes adultos (Shields et al., 2015).
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Figura 7. Patogénesis de C. difficile. Produccion de Toxinas y formaciéon de Pseudomembrana.
Elaboracion propia, basado en Shen, 2012; Abt et al., 2016; Martinez-Melendez, J.A., 2018.

1.6 Mecanismos conocidos de resistencia antimicrobiana en Closftridioides
difficile

La resistencia antimicrobiana en C. difficile involucra distintos mecanismos, estos incluyen la
presencia de genes en su ADN cromosémico como B-lactamasas y proteinas de unioénala
penicilina (Spigaglia,2016). También se han identificado elementos genéticos moviles (EGM)
como transposonesy plasmidos, que facilitan la transferencia de genes de resistencia (Fig.
7). En estos se incluyen aquellos responsables de la metilaciéon del ARN ribosémico 23S
(ermB), proporcionando resistencia a macrélidos, lincosamidas y estreptograminas B
(MLSB), o transposones como Th5397y Tn916, que transfieren genes como tet(M) y tet(W)

que proporcionan resistencia a tetraciclinas (Dingle et al., 2014). También se han observado
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mutaciones puntuales como en gyrA que afecta de ADN girasa, implicadas en la resistencia
a fluoroquinolonas, junto con cambios metabdlicos relacionados con nitrorreductasas,
captacion de hierro y reparacion del ADN. La presién selectiva in vivo induce alteraciones en
los objetivos de los antibidticos y estimula la formacién de biopeliculas, confiriendo

adaptabilidad ante los desafios antimicrobianos (Figura 8) (Peng et al., 2017).

Figura 8. Esquema llustrativo de los Factores Conocidos que Contribuyen al Desarrollo de la Resis
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Transferencias de EMG mediante conjugacion, transducciony/o transformacion (por ejemplo, transposones) o la ocurrencia
natural de mutaciones génicas (por ejemplo, genes de [(-lactamasa). La presion selectiva in vivo y la formacion de
biopeliculas. FQs, fluoroquinolonas; GAT, gatifloxacino; MTZ, metronidazol; TET, tetraciclina; VAN, vancomicina; MXF:
Fluoroquinolonas; TetM, proteina transportadora de tetraciclina; ermB: Gen de resistenciaa macrdlidos (Modificado de Peng
etal.,, 2017).

1.6.1 Resistencia a los principales antibiéticos usados para tratar ICD
1.6.1.1 Vancomicina

La vancomicina es un glucopéptidode amplio uso en el tratamiento de infecciones causadas
por patégenos Gram positivos, ejerce su accion en la biogénesisdela pared celular. Al unirse
al terminal D-ala-D-ala, no solo impide el entrecruzamiento de cadenas peptidicas, sino que
también inhibe la glucosiltransferasa, contribuyendo a su accion bactericida mediante la
generacion de estrés osmético. Sin embargo, la resistencia a la vancomicina en C. difficile

aun no se comprende completamente (Dureja et al., 2022).
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En C. difficile, los mecanismos de resistencia mas detalladamente estudiados involucran
alteraciones en el sitio diana mediadas por grupos o clusteres de genes van, que modifican
el motivo terminal D-Ala-D-Ala del lipido Il, donde la vancomicina se une para ejercer su
mecanismo de accion. Estos genes de resistencia, bien caracterizados en Enterococcus
spp., también estan presentes en C. difficile (Eubank et al., 2022). Las modificaciones en el
terminal D-Ala incluyen resistencia de alto nivel, codificada por los clusters vanA y vanB, y

resistencia de bajo nivel causada por clusteres vanC, vanE y vanG (Dureja et al., 2022).

Se haidentificado un cluster vanG criptico, lo que indica que este cluster no se manifiesta de
manera evidente o activa en cepas de C. difficile sensiblesala vancomicina, especificamente
vanGCd, presente en aproximadamente el 85% de las cepas de C. difficile, que no induce
resistencia en cepas susceptibles, posiblemente debido a la preferenciade las células por
precursores de peptidoglicano que terminan en el dipeptido D-Ala-D-Ala (Ammam et al.,
2013). La expresion de estos grupos esta finamente controlada un sistema regulador de dos
componentes, VanSR, compuesto por la cinasa de membrana VanS y el regulador de la
respuesta citoplasmatica VanR (Eubank et al., 2022). VanS, al detectar la presencia de
vancomicina, inicia la autofosforilacioén y transfiere su grupo fosforilo a VanR. El VanR
fosforilado se une a la regidon promotora para inducirla transcripcion de vanG, alterando el
extremo del péptido D-Ala-D-Ala del peptidoglicano y reduciendo su afinidad por la
vancomicina (Figura 9) (Depardieu et al., 2015). Investigaciones recientes revelaron que
mutacionesen los reguladoresVanS (Thr349lle, Ser313Phe Gly319Asp, Arg314Leu) y VanR
(Thr115Ala) desencadenaron la expresion constitutiva de VanG, otorgando resistencia a la
vancomicina en cepas de C. difficile RT027 (Figura 10) (W.-J. Shen et al., 2020). Estos
clusteres, como vanA, vanB, vanG y vanW, junto con ortdlogos de vanZ, estan asociados
con mayores valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de vancomicinaen C. difficile
(Woods et al., 2018).

Se ha observado que los plasmidos pueden desempefiar un papel en la resistencia a la
vancomicina, como la adquisicion del plasmido pX18-498 que se ha observado que reduce

la susceptibilidad a la vancomicina en C. difficile (Figura 10) (Dureja et al., 2022). Este
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plasmido tiene una estructura circularde ADN y contiene 51 ORFs (Open Reading Frames,
por sus siglas en inglés), que son secuencias de codificacién de proteinas o elementos
funcionales. Uno de los elementos codifica una enzima llamada N-acetiimuramoil-L-alanina-
amidasa. Esta enzima esta implicada en la remodelacion del peptidoglicano. La actividad de
la N-acetilmuramoil-L-alanina-amidasa contribuye a alterar la estructura del peptidoglicano,
lo que puede tener como consecuencia la disminucién de la susceptibilidad de las cepas de
C. difficile a la vancomicina.Ademas, estudios en ratones infectados con cepas de C. difficile
que portan el plasmido pX18-498 han demostrado un fenotipo de enfermedad mas severo

cuando los ratones son tratados con vancomicina (Pu et al., 2021).

También se ha documentado alteraciones en los aminoacidos de proteinas MurG asociadas
a la biosintesis del peptidoglicano, afectando la actividad de la vancomicina (Figura 8). Sin
embargo, los mecanismos de resistencia a la vancomicina en C. difficile siguen siendo poco
comprendidos, a pesar de la presencia de genes van, ortdlogos y plasmidos (Woods et al.,
2018).

1.6.1.2 Metronidazol

El metronidazol de la clase de nitroimidazoles es un antimicrobiano que inhibe la sintesis de
ADN después de su reduccioén parcial por ciertas bacterias anaerébicas, lo que conduce ala
citotoxicidad. A pesar de haber sido el tratamiento de eleccion para las ICD durante muchos
afios, ya no se recomienda segun la IDSA (Sociedad de Enfermedades Infecciosas de
Ameérica) debido a tasas de curacion inferiores tanto en casos iniciales como recurrentes en
comparacién con la vancomicina. Ademas, se ha relacionado el uso repetido o prolongado

de metronidazol con neurotoxicidad (Johnson et al., 2021).

Los mecanismos de resistencia al metronidazol en C. difficile aun estan en proceso de
comprension, pero parecen ser procesos que involucran alteraciones en el metabolismo,
como las nitrorreductasas, la captacién de hierro, la reparacién del ADN o la formacion de
biofilm (Figura 8). En otras especies bacterianas, los mecanismos de resistencia al

metronidazol incluyen la reduccion en las tasas de crecimiento y captacién del farmaco,
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efusion activa, la presencia de nitroimidazol reductasas codificadas por genes nim,
modificaciones en las vias de piruvato-ferredoxina oxidoreductasas (pfo o PFOR) y rutas de
respuesta al estrés, o mutaciones en genes como hemN, el regulador de captacion de hierro
ferrico (fur), mutaciones en las proteinas FeoB1 e IscR, que afectan su activaciéon (Figura
10) (O’'Grady et al., 2021).

Unode los aspectos mas interesantes de la investigacion sobre laresistencia al metronidazol
en C. difficile es el plasmido pCD-METRO (Figura 9) Este plasmido de alto numerode copias,
que mide 7 kb, se ha encontrado en cepas resistentes al metronidazol y se ha dispersado
internacionalmente en cepas toxigénicasy no toxigénicas (Boekhoud et al., 2020). Aunque
su mecanismo de resistencia no esta completamente claro, el plasmido pCD-METRO
contiene genes relacionados con la resistencia al metronidazol. Por ejemplo, contiene un
pequefopseudogen con similitud de proteinas a NimB de Bacteroides fragilis, aunque carece
del dominio catalitico necesario para conferir resistencia en el laboratorio (O'Grady et al.,
2021). También alberga un gen de metalohidrasa/oxidoreductasa que aun no se ha
caracterizado en detalle. Lo intrigante es que este plasmido persiste en cepas resistentes
inclusoen ausenciade metronidazol,lo que sugiere que otorga unaventaja de supervivencia
a las cepas que lo albergan. Esto podria contribuir a la propagacién de la resistencia y
complicar su control (Smits et al., 2022). Se ha observado que el contenido de guaninay
citosina (GC%) del plasmido pCD-METRO (41.6%) no coincide con el estandarde C. difficile
(28—-30%). Esto indica que el plasmido podria haber sido adquirido mediante transferencia
horizontal de genes de otro organismo no identificado. El origen preciso del plasmido pCD-

METRO sigue siendo objeto de investigacion (Boekhoud et al., 2020).
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Figura 9. Representacion del plasmido de resistencia al metronidazol pCD-METRO.
El plasmido pCD-METRO muestra posibles marcos de lectura abierta (ORFs) en verde en el circulo exterior, y los productos
génicos se enumeran al lado. El circulo interior representa el contenido de GC, con valores por encima del promedio en
amarillo y por debajo del promedio en morado. Imagen modificada de Boekhoud et al., 2020

1.6.1.3 Fidaxomicina

La fidaxomicina es un antibidtico de espectro reducido perteneciente a la clase de los
macrolidos, ejerce su accion al inhibirla sintesis de ARN al interferir con la formacion del
complejo de polimerasa de ADN-ARN antes de que pueda iniciarla transcripcion. Su efecto
se centra en la ARN polimerasa de C. difficile, que es inhibida por la fidaxomicina; dicha
enzimaposee un residuo especifico (lisina84) al cualla fidaxomicinase une,actuando como
un sensibilizador crucial que posibilita la actividad bactericida de este antibiético (Giacobbe
et al., 2022).

Este residuo especifico esta ausente en las bacterias comunes de la microbiota intestinal,
como aquellas pertenecientes a los filos Bacteroides y Proteobacteria. Al bloquear esta

enzima esencial para la sintesis de ARN, la fidaxomicina interrumpe la replicacion celulare
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inhibe la expresién de genes de esporulacion (spolllD y spolIR) en C. difficile (Babakhani et
al., 2012). Esto la convierte en una opcion atractiva debido a su capacidad para dirigirse
especificamente a C. difficile, con efectos minimos en otros componentes del microbioma
intestinal y tasas similares de curacion inicial en comparacion con vancomicina (Dureja et al.,
2022). Sin embargo, la resistenciaa fidaxomicinahasidodocumentada,aunque se considera
una ocurrencia rara en comparaciéon con otros antibidticos. Las mutaciones en las
subunidades RpoB y RpoC de la ARN polimerasa son las principales responsables de la

resistencia a fidaxomicina en C. difficile (Figura 10) Buddle & Fagan, 2023.
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Figura 10.Mecanismos de resistencia de C. difficile frente a los principales antibiéticos utilizados en el tratamiento
de la ICD.
Estos mecanismos incluyen la adquisicion de resistencia mediante plasmidos y mutaciones en proteinas clave. Imagen
modificada de Buddle & Fagan, 2023.

1.7 Genémica Comparativa en C. difficile

La genomicacomparativa se ha convertidoen unaherramientainvaluable en lainvestigacion
cientificay la epidemiologia molecular, y su aplicacién en el estudio de C. difficile no es una
excepcidn. En esta seccion, se exploraran en detalle los fundamentosy la relevanciade la
genomica comparativa en el contexto de C. difficile, destacando como este enfoque ha
revolucionado nuestra comprension de la diversidad gendmica, la evolucion y la distribucion

global de las cepas de esta bacteria patégena.
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1.7.1 Fundamentos de la Genémica Comparativa

La gendmica comparativa se basa en la comparacion de secuencias gendmicas completas
o parciales entre diferentes cepas o especies. En el caso de C. difficile, este enfoque implica
realizar la secuenciacion del genoma completo (WGS), analizar los genomas de multiples
cepas y comparar sus caracteristicas genéticas. Esto se ha vuelto mas accesible gracias al
rapido avance de las tecnologias de secuenciacion de nuevageneracion (NGS), permitiendo
la lectura simultanea de millones a miles de millones de secuencias de ADN, lo que ha
impulsado estudios sobre microbiota, microbioma y metagenoma de manera rapida (Kobras
et al., 2021). Estas tecnologias permiten la creaciéon de genomas bacterianos, cuyas
secuencias pueden ser almacenadas en bases de datos publicas como NCBI (National
Center for Biotechnology Information), Enterobase, el cual permite analizary visualizar la

variacion genomica dentro de las bacterias entéricas. (Quainoo et al., 2017).

En el proceso de secuenciacion masiva, se realizan cuatro etapas principales (Figura 11):
extraccién de ADN, preparacion de bibliotecas, secuenciacion y analisis bioinformatico. Las
herramientas bioinformaticas desempefian un papel crucial en este proceso, desde el control
de calidad de las secuencias hasta el ensamblaje y analisis de variantes genéticas. La
bioinformatica también permite identificar genes de interés, realizar la anotacién del genoma
y construir dendrogramas para comparar aislados y comprender las relaciones genéticas
(Hernandez et al., 2020).
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Figura 11.Diagrama del proceso analitico para examinar el genoma bacteriano
Imagen adaptada de Hernandez et al., 2020.

1.7.2 Metodologias de la Genémica Comparativa en C. difficile

El estudio de C. difficile a nivel gendmico mediante gendémica comparativa se ha vuelto
esencial en la investigacion epidemioldgicay la caracterizacidn de esta bacteria patdgena,
que se encuentra cada vez mas en entornos hospitalarios y comunitarios, asi como en
reservorios no humanos. Las metodologias de gendmica comparativa proporcionan una
comprension detallada de la epidemiologia y la transmision de C. difficile, y permiten
identificarlas similitudesy diferencias genéticas entre las cepas. En este contexto, se utilizan
distintos enfoques principales: el analisis de polimorfismos de nucledétido unico (SNP),
métodos basados en la comparacion MLST del genoma central (cgMLST) o MLST de
genoma completo, (wgMLST) (Figura 12), analisis basado en el pangenoma (Janezic &
Rupnik, 2019)
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SHETH CCCGGCAATCCTCGGGACATCCCTGTCCGAGCGTCAATGCCACCCCAAAGCACGGCTAGTGTGTTCGGCCGCCGTCCACCCCGACCGCGGGGCAGAC

B StrainA  CCCGGCATTCCAGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCCACCCCTAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCGCCGTCCCCCCCGACCCCGGGGGAGAC
StrainB  CCCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGCCATTGCCACCCCTAAGCACGGCTATTGTGTTGGGCCGCCGACCCCCCCGACCCCGGGGGAGAC
StrainC  CCCGGCATTCCAGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCCACCCCTAAGCACGGCTTTTGTGTTGGGCCGCCGTCCCCCCCGACCCCGGGGGGGAC

strainD CCCGGCATTCCAGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCCACCCCTAAGCACGGC GTGTTGGGCCGCCGTCCCCCCCGACCCCGGGGGGGAC Z S 0

Figura 12.Comparacion entre enfoques de tipificacion basados en alelos y SNPs.
A) Mientras que MLST se basa en solo siete genes de referenciay puede identificar cepasidénticas en estos genes, los
enfoques cgMLST y wgMLST analizan multiples loci en todo el genoma, lo que permite una mayor resolucion. B) En el
enfoque de SNP, se alinean secuencias cortas con un genoma de referencia para identificar diferencias en regiones
codificantes y no codificantes, proporcionando informacioén sobre el nUmero de diferencias de SNP entre pares de aislados
(Imagen modificada de Janezic & Rupnik, 2019).

1.7.21 Comparacion mediante cgMLST

El enfoque de comparacion de genes a nivel gendmico, conocido como cgMLST (MLST del
genomacentral), se basa en el mismo principioquelaMLST clasica, pero con unaampliacion
significativa. Mientras que la MLST tradicional analiza un conjunto limitado de siete genes
constitutivos para asignar perfiles alélicos para distinguir cepas, cgMLST amplia la
comparacién a multiples locus en todo el genoma central (Figura 12) (Janezic & Rupnik,
2019).

La implementacion de cgMLST en C. difficile sigue un enfoque que utiliza un conjunto
especifico de genesdentro de un esquemade MLST de genomacompleto (wgMLST), el cual

se define a partir de la construccion del pangenoma de C. difficile. Este pangenoma
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representa todos los ortdlogos de copia unica dentro de un conjunto representativo de
aislados bacterianos. A partir de esto se selecciona un subconjunto especifico de genes que
formaran parte del genoma central para el esquema de cgMLST. Este subconjunto de genes
varia dependiendo del esquema de tipificacién que se utilice, en el esquema de tipificacion
cgMLST de la plataforma ENTEROBASE

(https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/clostridium) se utilizan 2556 genes

centrales, que se eligen segun ciertos criterios, como su presencia en una proporcion
especifica del conjunto de referencia, su integridad y su falta de excesiva divergencia
(Frentrup et al., 2020). EI cgMLST utiliza perfiles alélicos de estos genes centrales para
asignar un secuenciotipo del genoma central (cgST) a cada cepa. El cgST es un cdodigo
numeérico que representa subtipos o variantes de alelos del genoma central, facilitando
comparaciones precisas entre cepas, incluso aquellas con el mismo ST. Esta metodologia
se revela como una herramienta valiosa para estudios epidemiologicos, investigaciones de
transmision, analisis filogenéticos y para comprender la diversidad genética de C. difficile
(Quainoo et al., 2017; Janezic & Rupnik, 2019).

1.7.2.2 Anadlisis del Pangenoma

El analisis del Pangenoma es un enfoque bioinformatico que implica la recopilacién y
comparacién de secuencias genémicas de multiples cepas de C. difficile, las cuales son
anotadas para identificar genes y caracteristicas genéticas especificas, como genes de
virulenciaoresistenciaa antibioticos. Luego, se comparan estas secuencias para determinar
los genes compartidos (genoma central) y los genes especificos de ciertas cepas (genoma

accesorio), estos ultimos se dividen en categorias descritas en la Tabla3 (Page et al., 2015).

Ademas, se evalua la estabilidad del pangenoma al agregar nuevas secuencias genodmicas
para determinar si el pangenoma es "abierto", es decir, si sigue aumentando con nuevas
cepas, o "cerrado”, indicando unarelativa estabilidad en la diversidad genética. Estos analisis
proporcionan informacion crucial sobre la diversidad genética, la evolucion y la adaptacion

de la especie bacteriana estudiada, lo que es esencial para comprender su patogenicidad y

33


https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/clostridium

para el desarrollo de estrategias terapéuticas y preventivas mas precisas y efectivas (Chordia
Golchha et al., 2022)

Tabla 3. Descripcion de las categorias de los genes accesorios dentro del pan genoma
Basado en Page etal., 2015

Categoria Descripcion

Genes centrales  Presentes en el 100% de los genomas
(Core)

Genes del Se encuentran en el 95% al 99% de los genomas analizados
nicleo blando
(Soft core)

Genes Se observan en el 15% al 95% de los genomas
periféricos

(Shell)
Genes del Presentes en el 1% al 15% de los genomas analizados.

nucleo blando
(Soft core)

1.8 Distribucion global de C. difficile: Epidemiologia molecular en un contexto

internacional

La epidemiologia molecularde C. difficile es de suma importancia en el ambito internacional
debido a su papel como causa principal de la diarrea asociada a antibidticos en seres
humanos. A nivel global, la investigacion ha estado histéricamente concentrada en regiones
como elReinoUnido,Américadel Norte y Australia,donde se han identificado diversas cepas

y se ha estudiado su evoluciéon molecular a lo largo del tiempo (Elliott et al., 2017).

En particular en 2021 un estudio global realizado por Zhao et al. evalué la distribucion
geografica de los clados y ribotipos de C. difficile en todo el mundo, revelando patrones
notables. Se han identificado cinco clados y se ha analizado su presencia en diferentes
continentes. El clado 1, el mas diverso, se ha encontrado en todos los paises/regiones y
predomin6 en Oceania y Asia. Los clados 2y 5, representados por ribotipos RT027 y RT078,
fueron mas comunes en América del Norte y Europa, respectivamente. En los Estados
Unidos, clado 2 fue mas comun en las costas este y oeste, mientras que clado 1 prevalecié

en el interior. El clado 3 se encontrd principalmente en Europa, y el clado 4 predomind en
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Asia (Figura 13) (Zhao et al., 2021).
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Figura 13.Distribucion geografica de los ribotipos y clados comunes de C. difficile alrededor del mundo.
Obtenido de Zhao et al. 2021

En el contexto de América Latina, y especificamente en México, la investigaciéon sobre la
epidemiologia molecular de C. difficile ha comenzado a cobrar relevancia. Un estudio
realizado por Aguilar-Zamora y colaboradores, en siete hospitales de la Ciudad de México
entre 2014 y 2018 examind 94 aislamientos de C. difficile utilizando WGS. Los resultados
revelaron una diversidad de cepas con 20 ST, principalmente del clado 2 y clado 1. EI STO1

fue predominante tanto en adultos como en nifios (Aguilar-Zamora et al., 2022).
2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Tabla 4. Descripcion de antecedentes especificos sobre C. difficile relevantes para este estudio

Camacho et al., 2009 y 2015 (México) - Métodos: Estudio del brote en un hospital de la Ciudad de
México. Identificacion de cepa NAP1/ribotipo 027/STO1.
Analisis filogenético comparativo de cepas en México y
Latinoamérica.
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Ramirez-Vargas et al., 2017 (Costa Rica)

Gomez Rivera et al., 2019 (México)

Guerrero-Araya et al., Latinoamérica, 2020

Velazquez Romero et al., 2021 (México)

Ahn et al., 2021 (Corea)
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Resultados: Deteccion del brote en 2005 con aumento
significativo en la incidencia. Identificacién de cepa
NAP1/ribotipo 027/STO1 en México y otros paises
latinoamericanos. Presencia de genes de resistencia a
antibioticos en cepas de Chile, Honduras y México.

- Métodos: Estudio del linaje endémico de C. difficile
(NAPCR1 / RT012 / ST54) en hospitales de Costa Rica. Analisis
gendmico para identificar mutaciones y elementos genéticos
moviles.

Resultados: Identificacion de SNPs asociados a resistencia en
genes como gyrA y rpoB. Presencia de 8-9 genes de resistencia
antimicrobiana adquirida (AMR) en los aislamientos. Genes
AMR ubicados en elementos genéticos méviles indicaron
capacidad para adquirir genes AMR.

- Métodos: Deteccion de C. difficile en muestras de heces de
pacientes de tres hospitales mexicanos. Analisis del gen tpi y
genes de toxinas.

Resultados: Aislamiento de C difficile en 23 de 44 muestras.
Identificacion del genotipo A+B+ en la mayoria. Presencia de
toxinas A+B+CDT+ en dos muestras.

- Métodos: Comparacion de secuencias WGS de 25
aislamientos clinicos de C. difficile en Costa Rica, Chile,
Honduras y México. Filogenética bayesiana y analisis de SNP.
Resultados: Introducciones independientes de cepas
B1/NAP1/RT027/STO1 desde linajes FQR1y FQR2 en
Latinoamérica. Mutaciones distintas y genes de resistencia a
antibidticos en cepas latinoamericanas. Presencia de genes
similares a cfr y tetM en elementos genéticos méviles
putativos.

- Métodos: Investigacion de portadores asintomaticos en
Puebla y Tehuacan. Cultivo anaerdbico y pruebas de PCR para
genes de toxinas.

Resultados: 16% (n=6) de las muestras fueron positivas para
el gen tpi de las 38 muestras que resultaron positivas en el
cultivo. Dos cepas toxigénicas identificadas (una amplificod tcdA
y otra cdtA). Presencia de C. difficile no toxigénico en otras
muestras.

- Métodos: Aislamiento de 9 cepas de C. difficile de pacientes
con infeccién por C. difficile (ICD) en el Hospital Universitario
Nacional de Corea. Secuenciacidon completa del genoma y
analisis filogenético basado en 16S rRNA y MLST.
Comparacion con 51 cepas de referencia.

Resultados: Todas las cepas (60 en total) pertenecian al
género Clostridioides. Se dividieron en cinco grupos



filogenéticos distintos. Se identificd resistencia a clindamicina
en todas las cepas, con variabilidad en otros genes de
resistencia. Se destacaron seis cepas del tipo de secuencia 17
con caracteristicas gendmicas Unicas para genes de toxina y
resistencia a antibidticos.

Aguilar-Zamora et al., 2022 (México) - Métodos: Investigacion de 94 aislados de C. difficile de siete
hospitales en Ciudad de México (2014-2018). Secuenciacion
WGS y correlaciéon genotipo-fenotipo.

Resultados: Identificacion de 20 tipos de secuencia diferentes
(ST). Cepas predominantemente toxigénicas (87.2%)
principalmente del clado 2 y clado 1. EI STO1 fue
predominante tanto en adultos como en nifios y resistentes a
varios antibioticos, como linezolid y clindamicina. Correlacién
entre mutaciones en rpoB, rpoC y fusA y resistencia a
antibioticos. Presencia del gen cfrE en cepas resistentes a
linezolid.

3. JUSTIFICACION

La ICD se ha convertido en uno de los principales patégenos causantes de infecciones
nosocomiales en paises desarrollados. Sin embargo, no se han explorado los determinantes
genotipicos de virulenciay resistencia de la ICD en México, y particularmente en el estado
de Puebla. Por lo tanto, este estudio pretende analizar las caracteristicas gendmicas,
filogenéticas, funcionales y patogénicas de cepas que ya se tienen caracterizadas de C.
difficile aisladas de pacientes mexicanos, ademas de seguir recolectando mas cepas
provenientes de pacientes sintomaticos y asintomaticos, y asi realizar un analisis gendmico
comparativo con otras cepas aisladas de varios paises Junto con las caracteristicas
genomicas identificadas de los aislados de C. difficile de México. La acumulacion de mas
informacién de la secuencia del genoma completo de diversas cepas de C. difficile podria

servir como informacion basica para la prevencion y el tratamiento de la ICD en México.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Realizar la comparacion genomica entre genomas de C. difficile aislados de pacientes

mexicanos y de genomas reportados en otras partes del mundo.
4.2 Objetivos especificos

. Ampliar la identificacidén y aislamiento de cepas de C. difficile en pacientes sintomaticos

. Caracterizar la susceptibilidad fenotipica a distintos grupos de antibiéticos en cepas de C.
difficile recolectadas durante el actual estudio como del banco de cepas existente del
periodo 2019-2020.

. Investigar por PCR la presencia de los genes tpi, tcdA y tcdB y toxinas CDT en las cepas
aisladas, durante la investigaciéon actual y en aquellas recopiladas en el banco de cepas
existente entre 2019 y 2020.

4. Seleccionar cepas toxigénicas y no toxigénicas para la secuenciacion de genoma completo

5. Realizar un analisis in silico del resistoma y viruloma mediante las secuencias de genoma
completo de aislados obtenidos en el presente estudio.

. Realizar estudio de gendmica comparativa con las secuencias de cepas aisladas en este

estudio, con cepas reportadas en bases de datos aisladas en otras partes del mundo.
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5. MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras
fecales para Cultivoy

aislamiento de C. difficile
periodo 2022.2023

Cepario C. difficile
2019 y 2020
laboratorio Biologia
molecular de
enteropatogenos
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Figura 14.Esquema general de trabajo




5.1 Estudio experimental
5.1.1 Muestreo y consideraciones clinicas

Durante el periodo comprendido entre junio de 2022 y enero de 2023, se llevd a cabo la
recoleccion de un total de 93 muestras fecales de pacientes provenientes del Hospital
particular MAC Puebla. Este proceso formé parte de un estudio retrospectivo, descriptivo y
observacional en el cual se incluyeron a todas las muestras de pacientes que fueron
referenciados al laboratorio clinico del hospital, incluyendo casos de diarrea con o sin

solicitudde la pruebainmunoenzimatica para la deteccion de las Toxinas Ay B de C. difficile.

Se presentd unasolicitud formal de autorizacién para la recoleccion y utilizacién de muestras
biolégicas para el presente proyecto de investigacion. Esta solicitud fue dirigida al director
médico y al jefe de ensefianza del hospital, quienes brindaron su aprobacién para llevar a
cabo el estudio. El documento oficial de aprobacion se encuentraadjuntoen el Anexo A para
su referencia. Es relevante destacar que, en este proceso, no se solicitd directamente el
consentimiento informado a los pacientes, ya que no se llevaron a cabo intervenciones
clinicas adicionales. La autorizacién obtenida respeta los protocolos éticos y legales
necesarios para la recoleccion y uso de muestras bioloégicas en el ambito de la investigacion,

garantizando la integridad y privacidad de los participantes.

Los criterios de inclusion, exclusiéon y eliminacion aplicados en esta fase del estudio se

detallan a continuacién:

Criterios de Inclusion:

Todas las muestras fecales que llegaron al laboratorio clinico del Hospital se incluyeron en
esta investigacion. Esta decisidon se baso en la premisa de que las muestras ya no eran
necesarias para los fines clinicos después de que el personal del laboratorio habia
completado las pruebas de laboratorio pertinentes. Por lo tanto, se consideré esencial incluir
todas las muestras disponibles para representar integralmente el conjunto de datos del

estudio.
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Criterios de Exclusion:

No se aplicaron criterios estrictos de exclusion en este contexto debido a las caracteristicas
especificas de la recoleccion de muestras retrospectivas. Sin embargo, se evaluaron las
muestras en busca de posibles problemas, como la falta de informacién de identificacion del
paciente o signos de deterioro o contaminacion. Estas evaluaciones se llevaron a cabo para

garantizar la calidad de los datos y la confiabilidad de los resultados.

Criterios de Eliminacion:
Las muestras fecales se recolectaron despuésde la finalizacion delas pruebasde laboratorio

clinico, no fue necesario eliminar muestras especificas del conjunto de datos.

Es importante destacar que se protegio rigurosamente la confidencialidad de los pacientes
en todo momento, y se siguieron todas las regulaciones éticas y legales aplicables en
relacidn con la recopilacion y el uso de las muestras. Las muestras fueron recolectadas en
recipientes herméticos y etiquetados con el nombre del donante. A cada muestra se le otorgd
un codigo de identificacion. Luego, se almacenaron en un ultracongeladora unatemperatura

de -80°C para su conservacion, hasta su procesamiento.

Durante todo el proceso de recoleccion y almacenamiento, se rigio por las pautas
establecidas para la gestién de residuos biolégico-infecciosos peligrosos, conforme a lo
dispuesto en la normativa NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Estas directrices aseguran el
manejo adecuado y la disposicion final responsable de las muestras, en linea con los
estandares medioambientales y sanitarios establecidos. Cabe destacar que el Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas (CICM) de la BUAP, cuenta con la autorizacién
para el manejo y desecho de muestras bioldgicas bajo la autorizacion SEMARNAT NRA:
UAP2111400417.

Se recolectaron datos demograficos, incluyendo edad y sexo, asi como informacion
pertinente sobre el servicio médico de ingresoy la fecha de admision. Estos detalles fueron
registrados en una bitacora de recoleccion de datos, cuyo formato se describe

detalladamente en el Anexo B.
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5.1.2 Aislamiento

Para el cultivo y aislamiento de C. difficile, se sigui6 el protocolo detallado por Roberts &
Mullany 2016, con algunas modificaciones especificas para nuestras muestras, el proceso
de cultivo y aislamiento se detalla en el Anexo C. En la Figura 15 se resume el protocolo de

cultivo y aislamiento de cepas de C. difficile.

—

LT -
fecales a temperatura

ambiente. «Tomar 0.5g de materia
*Tratamiento con etanol fecal, disolver en 500

*Almacenamiento de
cepas en glicerol -80°C
para su conservacion a
largo plazo y futuros
analisis

*Realizar tincion de
Gram para confirmar la
presencia de bacilos
Gram positivos
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colonial y seleccionar
de 1a 4 colonias por
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seleccionadas en
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caracteristicos de C.
difficile.

Figura 15. Esquema general del protocolo de cultivo y aislamiento de cepas de C. difficile

5.1.3 Identificacion de aislamientos

5.1.3.1 Extraccion gendmica de los aislamientos y deteccion de genes
especificos (tpi, tcdA, tcdB, cdtA, cdtB) mediante PCR

El protocolo de extraccién de ADN utilizado en esta investigacion se realizé mediante fenol-
cloroformo, basado en la metodologia descrita por Andreou en 2013 con algunas
modificaciones.Laconfirmacion de cepas de C. difficile se llevo a cabo mediante la deteccion
del gen ipi utilizando la técnica de PCR en punto final, siguiendo los procedimientos y
condiciones previamente establecidos por Lemee y Dhalluin etal.en 2004. Se utilizo la cepa
de referenciaR20291 como control positivo. La deteccion de los genesde toxinas tcdA, tcdB,
CdtA y cdiB se llevd a cabo mediante cuatro reacciones de PCR separadas, cada una
empleando sus respectivos oligonucledtidos. El protocolo de extraccion, las condiciones de
amplificacién de PCR para los genes especificos y los oligonucledtidos utilizados se detallan

en el Anexo D. En la Figura 16 se resume protocolo de extraccion gendmicay deteccion de
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genes especificos.

Extraccion gendmica

Lisis celular utilizando Extraccion mediante
lisozima, SDS y fenol:cloroformo y
proteinasa Ka 37 2Cy precipitacién con NaCl

Centrifugacién de los
cultivos en caldo BHI a

El pellet resultante se

resuspendié en buffer

8000 rpm durante 5
min.

TES (NaCl, EDTA, Tris-

HCI) 55 oC. y etanol absoluto.

Interpretacion de los

Resultados Deteccion de genes

2 especificos
Aislamiento tpi+ y genes de A
toxinas+: Cepea toxigénica. Confirmacién de cepas
de C.difficile mediante
PCR del gen tpi, y
deteccion de los genes

de toxinas.

Verificacion de calidad Lavados con etanol al
de ADN mediante 70%, seguido de un
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Aislamiento tpi+, negativo
para genes de toxinas: Cepa
no toxigénica.

Aislamiento tpi negativo:
Negativo a C.difficile

Resultados confirmados con
| control positivo ATCC 9689. )

Figura 16.Esquema general del protocolo de extracciéon genémica y detecciéon de genes especificos mediante PCR.

5.1.4 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Se llevé a cabo una evaluacién de la susceptibilidad antimicrobiana por concentracion
minima inhibitoria (CMI)de 16 cepas de C. difficile aisladas en el presente estudio, junto con
22 cepas que se tenian resguardadas en el cepario del laboratorio de biologia molecularde
enteropatégenos (LBME) provenientesde los estudios realizados por Gémez Riveraen 2019

y Velazquez Romero en 2021.

Se probd la susceptibilidad en una cepa de referencia de C. difficile R20291 con CMI
conocidas de acuerdo con lo reportado por Stabler et al., 2009. Aunque no se encontraron
CMI para cefotaxima en la cepa R20291, se tomé como referenciala CMI para cefalosporinas
de acuerdo con lo reportado por Gargis et al., 2023. Esta cepa R20291 se utiliz6 como control
interno (Tabla 6).

43



La determinacién del perfil de susceptibilidad se realizé mediante el método de dilucion en
agar y por epsilometria con pruebas ETEST de la marca BioMériux, este ultimo se aplicd
especificamente para evaluar la susceptibilidad a la vancomicinay se realizé en 25 de las
cepas estudiadas. Se siguieron los protocolos de susceptibilidad establecidos por el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), tal como se especifica en el manual para
microorganismos anaerobios M11-9ed 2023. Se probd la susceptibilidad a vancomicina'y
metronidazol siendo los antibidticos considerados de primera linea para el tratamiento de
ICD. También se probd la susceptibilidad a cefotaxima, eritromicina, cloranfenicol y
tetraciclina considerados como antibiéticos que pueden facilitar el desarrollo de la ICD. Los
valores de corte CMI para vancomicina, metronidazol, cefotaxima y cloranfenicol se basaron
en las tablas 2J-M11 del CLSI M100-Ed33 2023. Sin embargo, dado que no existen valores
de corte definidosporel CLSIniel EUCAST para eritromicinay tetraciclina, se tomaron como
referencialos informes de Valiente et al., 2012 y Mutai et al., 2021 (Tabla 5). Los protocolos

de dilucién en agary ETEST se destallan en el Anexo E.

Tabla 5. Valores de corte de CMI de los antibiéticos usados para las pruebas de susceptibilidad

CMI pg/mL

S | R Referencia
VAN - - >4 CLSI 2021
MTZ | <8 16 | 232 CLSI 2021
CTX - - >32 CLSI 2021
ERY - - >8 [Mutai et al., 2021
CHL | <8 16 | 232 CLSI 2021
TET - - >32 [Valiente et al., 2012

VAN: Vancomicina, MTZ: Metronidazol, CTX: Cefotaxima, ERY: Eritromicina, CHL: Cloranfenicol, TET: Tetraciclina

44



Tabla 6. Perfil de susceptibilidad de la cepa de referencia R20291

C. difficile R20291

CMmI Interpretacion Referencia
0.93 S Stabler et al., 2009
0.9 S Stabler et al., 2009
64 R Gargis et al., 2023
>256 R Stabler et al., 2009
16 | Stabler et al., 2009
0.22 S Stabler et al., 2009

S: Sensible; R: Resistente; I: Intermedio

5.1.5 Secuenciacién del genoma completo (WGS)

Posterior a la extraccién gendmica por fenol-cloroformo descrito en la seccién anterior, se
cuantificé la cantidad de ADN gendmico extraido mediante Nanodrop, se ajustd la
concentraciéon a 300 ng, asegurando asi que se cumplieran los requisitos de pureza para la
secuenciacion descritos en la Tabla 6. Se logro realizar la secuenciacién completa del
genoma (WGS) de 9 aisladosde C. difficile. La secuenciacion sellevd a cabo en colaboracién
con el grupo de investigacion de la Dra. Corina-Diana Ceapa, en el Instituto de Quimica de
la Universidad Nacional Autdbnoma de México (UNAM), en conjunto con el servicio de
secuenciacion Analitek/lllumina, Mexico. Ademas, algunas cepas fueron enviadas al servicio

de secuenciacion SeqCenter en Pittsburgh, Estados Unidos.

Tabla 7. Valores indicativos de pureza en muestras de ADN
Basado en Departamento de control de calidad del Banco Nacional de ADN Carlos |11 2020; SeqCenter Illumina DNA sequencing 2022.

Técnica de analisis Analisis Parametros  Criterios de validez
A260/280 Pureza >1.8-2.1 Pureza dptima
>1.6-1.7 Pureza aceptable
<1.6 ADN contaminado con
compuestos aromaticos
Espectrofotometria >2.1 ADN contaminado con ARN
A260/230 Pureza >2-2.2 Pureza optima*
>1.8 Pureza aceptable*
<1.8 ADN contaminado con sales,
fenol, hidratos de carbono
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<1.5 ADN altamente contaminado
con sales, fenol, hidratos de
carbono

* Estas ratios solo tendrdn validez con concentraciones altas de ADN (aprox > 50ng/ul

Para la seleccion de las cepas de C. difficile, se tomaron en consideracion las caracteristicas
genotipicas relacionadas con la expresion de los genes de las toxinas, los cuales habian sido
previamente identificados mediante PCR, asi como los datos clinicos asociados a los
pacientes. Se incluyeron cepas del presente estudio, asi como cepas de los estudios
realizados por Gomez Rivera en 2019 y Velazquez Romero en 2021 del cepario del LBME.
Se optd por incluircepas con diversos perfiles de toxigénicos, abarcando desde cepas no
toxigénicas hasta aquellas con diferentes perfiles de toxigenicidad. La secuenciacion sellevo
a cabo utilizando la tecnologia lllumina NextSeq 2000 con una cobertura de 100X, lo que

resultd en la generacion de lecturas de 2x151 pares de bases por muestra.
5.2 Analisis in silico

5.2.1 Control de calidad, ensamble, anotacion e identificacion taxonémica de

las secuencias genémicas

En esta seccidn, se detalla el analisis in sillico realizado como parte del procesamiento de
las lecturas obtenidas después de la secuenciacién porlllumina. Las secuencias o reads en
crudo en formato FASTQ se cargaron en la plataforma en linea BV-BRC v3.31.12 (Bacterial
and Viral Bioinformatics Resource Center). Inicialmente, se utilizé el servicio de ensamblaje
dentro de la plataforma para unirlas secuencias o lecturas. Este proceso se inicié con la
limpieza de secuencias mediante la herramienta "trim-galore" v0.6.10, con el propdsito de
eliminarbases o lecturas de baja calidad, adaptadores, secuencias contaminantesoregiones
no deseadas en el ADN. A continuacion, se realizé un analisis de calidad de las secuencias
recortadas utilizando FASTQC v0.11.9 para garantizar quela calidad promedio (Phred)fuera

igual o superior a 30 (Q30) en la mayoria de las posiciones de las lecturas.

El siguiente paso consistio en llevar a cabo un ensamblaje genémico de novo utilizando
Spades v3.13.0 para obtener los contigs correspondientes. La calidad de los ensambles
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genomicos se evalué mediante la herramienta QUAST v5.2.0 (Quality Assessment Tool for
Genome Assemblies). Se descartaron ensambles con unalongitud menora 3.8 Mbp, ya que
esta longitud es la esperable minima para C. difficile. Para la seleccion del mejor ensamblaje
de cada cepa, se consideraron los criterios de mayor valor de N50 y menor valor de L50,
donde L50 representa la cantidad de secuencias necesarias para alcanzar el valor de N50.
Los valores de N50 obtenidos se compararon con los reportados en el estudio de Dingley
colaboradores (Dingle et al., 2014). También se retuvieron aquellas secuencias con un
contenido de GC (%GC) en el rango del 28% al 29% y una longitud promedio del genoma de
4 a 5 megabases (Mb) debido a que corresponden al contenido de GC y tamafio promedio

del genoma de C.difficile.

Para llevar a cabo la anotacién de los archivos de ensamblaje, las secuencias FASTA de
ensamblaje se cargaron en la plataforma en linea Galaxy (https://usegalaxy.eu/), donde se
empled Prokka v1.14.6 (Prokaryotic Genome Annotation) como un programa de linea de
comandos con los parametros predeterminados. Este proceso generd archivos anotados en

formato GFF3, que se utilizaron para analisis posteriores.

Finalmente, la identificacion taxondmica se realizé6 mediante el servicio Similar Genome
Finderde la plataforma BV-BRC. Esta herramienta comparé las secuencias de consulta con
genomas publicos de referencia o representativos almacenados en BV-BRC, calculando la

distancia gendmica utilizando la técnica de Mash/MinHash.
5.2.2 Tipificacion de secuencias multilocus (MLST)

Con el objetivo de determinar la secuenciatipo (ST) y llevar a cabo la clasificacion de los
clados a través del esquema de tipificacion MLST, se empled el esquema disponible en la
base de datos de PubMLST de C. difficile, la cual se encuentra accesible en la siguiente

direccion web: hitp://pubmlst.org/cdifficile. Para llevar a cabo este analisis, se utilizaron las

secuenciasde ensamble genomicoen formato FASTA. La informacion resultante permitio no
solo la asignacién de ST que facilitan la caracterizacion de las cepas individuales, sino

también la agrupacion de cepas en clados en funcion de similitudes genéticas. Esto
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contribuyd a una comprension mas profunda de la diversidad y las relaciones evolutivas

dentro de la poblacion de C. difficile investigada.
5.2.3 Identificacion de genes de virulencia

En el proceso de busqueday caracterizacion de genes de virulencia se empled la base de
datos VFDB (Virulence Factors Data Base), la cual se encuentracompiladaen la herramienta
ABRIcate v1.0.1. Esta tarea se llevd a cabo mediante la ejecucion de comandos en un
entorno Ubuntu v22.04.2LTS con el uso de Conda v23.5.0. Ademas, se realiz6 una
identificacion mas exhaustiva de los genes de virulencia utilizando la herramienta de linea
de comandos NCBI AMRFinderPlus v3.10.24 (Antimicrobial Resistance Gene Finder Plus),
con la opcién --plus. Esta opcién proporciona resultados adicionales, como factores de
virulencia, genes de respuesta al estrés y mutaciones puntuales. Para considerar un gen
como relevante, se establecié un criterio de conservacion con un porcentaje de identidad
igualo superioral 90% y un porcentaje de cobertura igual o superioral 80% de las secuencias
correspondientes. Los resultados obtenidos se almacenaron en un formato tabular de Excel

para su posterior analisis.

La subtipificacion de las toxinas TcdB en las cepas de C. difficile se realizé mediante la base

de datos publica DiffBase (https://diffbase.uwaterloo.ca/). Primeramente, se extrajeron las

secuencias genéticas de la toxina tcdB de las cepas a partir de los archivos en formato
FASTA, mediante un analisisde similitud con el gen tcdB (GenBank: AJP10336.1) de la cepa
de referencia CD630 utilizando la herramienta Blastn. Se establecié un criterio de cobertura
del 95% para garantizar la integridad de las secuencias comparadas. Posteriormente, las
secuencias geneéticas obtenidas se tradujeron a secuencias de proteinas utilizando la
herramienta Translate de Expasy (htips://web.expasy.org/translate/). Esta traduccion
permitié analizar las variantes de las proteinas asociadas con la toxina tcdB en la base de
datos de diffBase. La subtipificacion se basé en un criterio de identidad del 99% o superior,

lo que garantizé la identificacion precisa de los subtipos.

5.2.4 Identificacion de genes y mutaciones puntuales asociados a resistencia
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a antibioticos

Para detectar genes de resistenciay mutaciones puntualesa partir de los ensambles FASTA
se emplearon las herramientas AMRFinderPlus v3.10.24 de la base de datos de NCBl y la
base de datos RGI 6.0.2 (Resistance Gene Identifier) dentro de la herramienta CARD 3.2.7
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database). Para considerarun gen como relevante en
términos de resistencia a antibidticos, se establecié un criterio de conservacién con un
porcentaje de identidad mayor al 90% y una cobertura superioral 60%, tanto para mutaciones
cromosémicas como para genes adquiridos relacionados con la resistencia a
antimicrobianos. Los resultados obtenidos fueron almacenados en un formato tabular de

Excel para analisis posteriores.

5.2.5 Identificacion de plasmidos asociados a resistencia a antibiéticos

Para identificar la presencia de plasmidos, se utilizé la base de datos Plasmidfinder 2.1,
integrada en la herramienta ABRIcate v1.0.1. La identificacion especifica del plasmido PCD-
METRO se realizé manualmente, ya que Plasmidfinderaun no incluye este plasmido en su
base de datos. Inicialmente, se llevda cabo un analisisde similitud utilizando blastn en todas
las secuencias de ensamblaje gendmico en formato FASTA. Se utilizé la secuencia de
referencia del plasmido pCD-METRO caracterizado por Boekhoud et al., 2020 (GenBank:
OM972905.1) como guia para la identificacion precisa de este plasmido en las muestras
analizadas. Se considerd relevante la presencia de un plasmido si se cumplian ciertos
criterios de conservacion: un porcentaje de identidad igual o superioral 90% y un porcentaje

de cobertura igual o superior al 80% de las secuencias correspondientes
5.2.6 Metodologias de genémica comparativa aplicadas en el presente estudio
5.2.6.1 Recopilaciony seleccion de genomas para analisis comparativo

Recopilacién de Genomas de C. difficile de Cepas Mexicanas:
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Se incluyeron en el analisislas 9 cepas secuenciadas en el presente estudio, junto con 66
cepas de C. difficile de distintos estudios cuyos genomas completos presentaban una calidad
de secuencia mayor al 90%, y estaban disponibles en las bases de datos del NCBI y del
CNGBdb (China National GeneBank DataBase). EI numero total de genomas completos de
cepas mexicanas de C. difficile utilizados en el analisisfuede 75. En la Tabla 7 se resume

el numero de cepas utilizadas de acuerdo con cada estudio realizado.

Tabla 8. Recopilacion de Genomas completos de C. difficile de cepas aisladas de pacientes en México

Nombre del estudio Autores/Base de datos utilizada Numero de Cepas Utilizadas/Region

Molecular Epidemiology and Antimicrobial Aguilar-Zamora et al. (2022) /INCBI 58 cepas de Ciudad de México

Resistance of Clostridioides difficile in
Hospitalized Patients From Mexico

Origin, genomic diversity and Guerrero-Araya et al. (2020) /NCBI 1 cepade Ciudad de México
microevolution of the C. difficile

B1/NAP1/RT027/STO01 strain in Costa
Rica, Chile, Honduras and Mexico

Global Landscape of Clostridioides difficile
Phylogeography, Antibiotic Susceptibility,
and Toxin Polymorphisms by Post-Hoc
Whole-Genome Sequencing from the
MODIFY I/ll Studies

Zhao et al. (2021) / CNGBdb

7 cepas de Guadalajara, México

Analisis de gendmica comparativa entre
cepas de Clostridioides difficile aisladas en
México y de otras partes del mundo

Cepas del presente estudio

9 cepas de Puebla, México

Total de Genomas de Cepas Mexicanas

75 cepas

Recopilacién de Genomas de C. difficile de Cepas Aisladas en Otras Partes del Mundo:

Se tomo la decisidn de recopilar genomas completos de C. difficile de diferentes partes del
mundo utilizando bases de datos publicas como NCBI, Enterobase y CNGBdb. Se
recolectaron en total 74 cepas de genomas completos de C. difficile, en correspondencia con
la cantidad de cepas mexicanas disponibles (75 cepas mexicanas). En el proceso de
recopilacion se procurd incluiruna cantidad similar de cepas de cada ST. Estos genomas se

obtuvieron de estudios previos que abordaron aspectos especificos de C. difficile. En la Tabla
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8 se resume el numero de cepas utilizadas de acuerdo con cada estudio, autores, pais de

origen y base de datos utilizada.

Todos los genomas recopilados se ensamblaron de novo a partir de lecturas pareadas de
lllumina utilizando el servicio de ensamblaje de la plataforma BV-BRC. Este servicio permitio
la carga directa de archivos de lectura utilizando los numeros de acceso SRA de las
secuencias de lectura del NCBI y siguié el mismo protocolo de control de calidad vy

ensamblaje mencionado en la seccion 5.2.1.

Tabla 9. Recopilacion de Genomas de C. difficile de cepas aisladas en otras partes del mundo

Estudio Autores/Base de datos utilizada Numero de Cepas
Utilizadas/Pais de origen

Plasmid-mediated metronidazole resistance in Boekhoud et al. (2020) /NCBI 2 cepas de Paises Bajos
Clostridioides difficile)

Antibioticresistance and genomic features of Clostridioides Gu et al. (2022) /INCBI 1 cepas de China
difficile in southwest China

Origin, genomic diversity and microevolution of the C. Guerrero-Araya et al. (2020) 14 cepas de varios paises
difficile B1/NAP1/RT027/ST01 strain in Costa Rica, Chile, /NCBI

Honduras and Mexico

Emergence and global spread of epidemic healthcare- He et al. (2013) /NCBI 15 cepas de varios paises
associated C. difficile

Base de datos
https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/ Clostridium Enterobase (2005-2012) 20 cepas de varios paises

New Insights into C. difficile (CD) Infection in Latin America: Mufioz et al. (2018) /NCBI 8 cepas de Colombia
Novel Description of Toxigenic Profiles of Diarrhea
Associated to CD in Bogota, Colombia

Genomic Analysis of Clostridioides difficile in 2 Regions of Pecora et al. (2022) /NCBI 9 cepas de Estados Unidos
the United States Reveals a Diversity of Strains and Limited
Transmission

Plasmid acquisition alters vancomycin susceptibility in Pu et al. (2021) /INCBI 1 cepade Estados Unidos
Clostridioides difficile
Comparativegenome and phenotypicanalysis of C. difficie Stabler et al. (2009) /NCBI 1 cepade Reino Unido

027 strains provides insight into the evolution of a
hypervirulent bacterium

Global Landscape of Clostridioides difficile Zhao et al. (2021) / CNGBdb 3 cepas (2 de Brasil, 1de
Phylogeography, Antibiotic Susceptibility, and Toxin Argentina)
Polymomhisms by Post-Hoc Whole-Genome Sequencing
from the MODIFY V/Il Studies

Total de genomas de cepas de otras partes del mundo 74 cepas
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5.2.6.2 Inferencia filogenética basada en cgMLST

La tipificacion de secuencias mediante MLST y laasignacion de clados de las 149 secuencias
genomicas recopiladas, se realiz6 siguiendo la misma metodologia descrita en la seccion
5.1.7. Con el objetivo de visualizary comparar la diversidad genética revelada por el MLST,
se construyo un arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en los clados obtenidos.
Este analisis se realiz6 utilizando la herramienta cgMLSTFinder V1.2 de la plataforma CGE
(Center for Genomic Epidemiology) (https://cge.food.dtu.dk/services/cgMLSTFinder/), que
utiliza el esquema de tipificacién cgMLST de C. difficile de la base de datos de Enterobase.
Todas las secuencias en formato FASTA fueron cargadas en la plataforma para su analisis.
Posteriormente, las alineaciones, los archivos de arboles y la informacién sobre cgMLST

estuvieron disponibles para su descarga una vez que el programa finalizo su ejecucién.

Un arbol de expansion minima, conocido como Minimum Spanning Tree (MST), funciona
como un mapa simplificado que resalta las conexiones fundamentales entre distintos
elementos, ya sea especies 0 secuencias genéticas. Este tipo de arbol proporciona una
representacién sencilla y eficiente de las relaciones mas importantes en un conjunto de
datos. En el contexto de nuestroanalisis, se ha creado un arbol de expansion minimabasado
en cgMLST. El propdsito de este arbol es visualizarla distribucion de secuencias cgMLST
(cgST) en las cepas examinadas. Para realizar este proceso, se utilizé un archivo .txt que
contenia los resultados de perfiles alélicos identificados por cgMLSTFinder. Ademas, se
empled un archivo .txt auxiliar que incluia datos generales sobre las cepas analizadas. Estos
archivos fueron posteriormente cargados en la plataforma PHYLOViZ Online

(https://online.phyloviz.net/index) con el fin de construir y editar el arbol. De esta manera, se

logré representar de manera grafica y comprensible las conexiones esenciales entre las
secuencias cgMLST, ofreciendo una vision clara de la estructura filogenética en el conjunto

de cepas estudiadas.
5.2.6.3 Construccion del pangenoma y relacién filogenética
El analisis del pangenoma de las 149 secuencias gendmicas de C. difficile se realizo
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mediante la herramienta Roary v3.11.2 dentro de la plataforma Galaxy, el cual permite
realizar un alineamiento del genoma central a partir de los archivos de anotacion gendmica
en formato GFF3, generando una matriz de presencia y ausencia de genes Core y
accesorios, ademas de toda la informacién pan gendmica identificada. Se configuré con un
umbral predeterminado para la asignacion del nucleo del 99%, y se utilizaron dos umbrales
diferentes para la identidad de BlastP, especificamente del 95% y del 90%. La eleccion de
Galaxy como plataforma se debié a que ya contenia tanto los datos gendmicos como los
archivos GFF3 anotados por Prokka, lo que optimizé significativamente el tiempo de analisis
y redujo la probabilidad de errores durante la carga de archivos. Finalmente, para una
visualizacion claray comprensiva, los resultados del analisis del pangenoma producidos por
Roary, se correlacionaron con los arboles filogenéticos basados en cgMLST, mediante su
visualizacion conjunta en la plataforma Phandango v1.3.0, permitiendo una visualizacion

interactiva de filogenias del genoma.

5.2.6.4 Comparacion de factores de virulencia y resistencia antimicrobiana

en las cepas de C. difficile

El analisis comparativo implicod la evaluacion de la presencia y ausencia de genes de
virulencia, genes de resistencia, asi como la identificacion de plasmidos y mutaciones
puntuales asociadas con la resistencia antimicrobiana. Para llevar a cabo este analisis se

utilizé la herramienta de visualizacion Microreact (https://microreact.org/), el cual es un

visualizadoren lineaque permite laintegracién de conjuntos de datos de secuenciacién.Esta
herramienta posibilita una visualizacién integrada de diversos aspectos, permitiendo
correlacionar los arboles filogenéticos basados en cgMLST con los determinantes de
resistenciay virulencia, datos geograficos y temporales, entre otras variables de interés para
la epidemiologia gendmica. Ademas, es importante destacar que esta visualizacion se baso

en una solida base de datos construida previamente en Excel.
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6. RESULTADOS
6.1 Analisis experimental
6.1.1 Caracterizacién Microbiolégica de las muestras recolectadas

Durante el periodo de juniode 2022 a enerode 2023, se recolectaron un total de 93 muestras
fecalesde pacientes del Hospital MAC Puebla,incluyendo casos de diarrea con o sin solicitud
de la prueba inmunoenzimatica para la deteccién de las Toxinas A y B de C. difficile. Cada
muestra fue catalogada con un nombre interno, comenzando con MX_MAC seguido de un
numero correlativo segun el orden de recepcidn.Las muestras fecales se cultivaron y aislaron
en agar CCFA-TC bajo condiciones de anaerobiosis, revelando una amplia gama de
morfologias coloniales, con un diametro que oscila entre 2 y 5 milimetros, de color rosa y
amarillo, con bordes circulares y, en algunas ocasiones, irregulares. La superficie de estas
colonias era convexa, con consistencia mucoide y opaca (ver Figura 17A). Dependiendode
las variaciones en la morfologia colonial, se seleccionaron de 1 a 3 clonas de cada aislado
para ser resembradas en agar BHI con taurocolato, manteniendo las condiciones de
anaerobiosis. Posteriormente, se realizé unatincion de Gram para confirmarla presencia de
bacilos Gram positivos en las diferentes clonas aisladas (ver Figura 17B). De las 93
muestras recolectadas, se observo crecimiento en agar CCFA-TC en 37 muestras (40%).
Estas clonas seleccionadas fueron resembradas en agar BHI y posteriormente se cultivaron
en caldo BHI para llevar a cabo la extraccién gendmica mediante el método de fenol-
cloroformo, obteniéndose un rango de concentracion de ADN de 50 a 100 ng/uL (ver Figura
17C).
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Figura 17.Cultivo microbiolégico en CCFA-TC de muestras fecales y extraccion genémica
A) Cultivo microbiolégico en agar CCFA-TC de muestras de fecales, se observaron morfologias coloniales de 2 a 5 mm,
de colorrosa y amarillo, con bordes circulares, en algunas irregulares, con una superficie convexa, consistencia mucoide y
opacas. B) Tinciéon Gram de los aislamientos, se observaron bacilos Gram positivos. C) Gel representativo de las
extracciones gendmicas realizadas por método de fenol-cloroformo.

6.1.2 Analisis gendmico de las cepas aisladas

Serealizé la deteccion del gen tpi mediante PCR en 16 de los 37 aislamientosen agar CCFA-
TC (43%) (Figura 18). En cuanto al origen de las muestras, 13 correspondieron a pacientes
de consulta externa, 2 a pacientes de terapia intensivay 1 a un paciente hospitalizado. Del
total, 7 muestras (44%) pertenecian a pacientes de 50 a 90 afios, 6 muestras (37%) a
pacientes de 30 a 50 afios y 3 muestras (19%) a pacientes menores de 18 afios (Figura
19A). A continuacion, se llevo a cabo un analisis de los principales factores de virulencia,
incluyendo la Ttoxina A (tcdA), la Ttoxina B (fcdB) y la toxina binaria (cdtA y cditB). Este
analisis reveld los siguientes fenotipos en las 16 muestras evaluadas: 37.5% (n=6)
presentaron el gen tcdB, 12.5% (n=2) mostraron tcdA y tcdB, 37.5% (n=6) no exhibieron
toxigenicidad, 6% (n=1) mostrd tcdB, cdtA y cdiB, y 6% (n=1) exhibio cdtA y cdtB (Figura
19B).
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Figura 18.Gel representativo para la determinacion del gen tpi
Gel al 1% de agarosa, cada carril corresponde a una cepa, se utilizé la cepa de referencia R20291 como control posifivo
para la amplificacion de PCR, Carril M, 100 pb Plus DNA Ladder.
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Figura 19.Caracteristicas demograficas de cepas de C. difficile y perfil toxigénico
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Analisis detallado de las cepas de C. difficile aisladas, centrandose en dos aspectos fundamentales. En la Parte A, se ilustra
la distribucion demogréfica de los pacientes de los cuales se obtuvieron las muestras, destacando la variabilidad en las
edadesy los tipos de pacientes,como los provenientes de consulta externa y terapia intensiva. En la Parte B, se muesta
la variabilidad en los factores de virulencia, incluyendo las toxinas Ay B, asi como las toxinas binarias, revelando diferentes
patrones toxigénicos presentes en las cepas analizadas.

6.1.3 Analisis de susceptibilidad Antimicrobiana

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad realizadas en 38 cepas de C. difficile, junto
con la cepa de referencia R20291, revelaron patrones diversos de susceptibilidad. Se
observaron elevados porcentajes de susceptibilidad para todos los antibiéticos evaluados,

con la excepcion de cefotaxima, que exhibié mayores porcentajes de resistencia.

En detalle, se identifico resistencia a vancomicinaen el 13% de las cepas (n=5), mientras
que se encontré resistencia a metronidazol en el 26% (n=10), eritromicina en el 46% (n=18),

cefotaxima en el 59% (n=23), tetraciclina en el 8% (n=3) y cloranfenicol en el 13% (n=5).

Esimportante destacar la variabilidad significativaen losrangos de CMI, que oscilaron desde
las concentraciones mas bajas hasta las mas altas probadas para cada antibiotico evaluado,

como se ilustra en la Figura 20.

Antibidicos Rango CMI
pg/ml
VAN  0.064- >4
MTZ 8- 264
CTX 8-264
ERY 2-216
CHL 8-32
TET 8->64
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Figura 20.Patrén de frecuencia de susceptibilidad antimicrobiana en 39 aislados de C. difficile
VAN: Vancomicina, MTZ: Metronidazol, CTX: Cefotaxima, ERY: Eritromicina, CHL: Cloranfenicol, TET: Tetraciclina. S:
Sensible, I: Intermedio, R: Resistente

Enla Tabla9, querepresenta las cepas que integran el cepario de C.difficile del LBME. Se
identificaron 19 muestras aisladas de pacientes hospitalizados y 3 provenientes de
aislamientos en pacientes asintomaticos. Entre estas ultimas, dos cepas fueron obtenidasde
recién nacidos, destacando que la cepa no toxigénica 001CI-C1 demostrd susceptibilidad a
todos los antibioticos evaluados. Todas las muestras de este grupo exhibieron sensibilidad a
vancomicina, mientrasque 3 cepas aisladas de pacientes hospitalizadosy 1 cepa de portador

asintomatico mostraron resistencia a metronidazol.

En contraste, la Tabla 10 presenta el conjunto de las 16 cepas del presente estudio aisladas
en el Hospital MAC Puebla, junto con la cepa de referencia C. difficile R20291. En este
conjunto, se observo que 5 cepas presentaron resistencia a vancomicinay 6 cepas fueron
resistentes a metronidazol. Es relevante sefialarque unacepaaisladade la unidad de terapia
intensiva demostré resistencia a 5 de los 6 antibidticos evaluados, siendo susceptible
Uunicamente a tetraciclina. Las cepas destacadas en verde fueron elegidas parallevar a cabo
la secuenciacion gendmica, mientras que las demas cepas fueron almacenadas para ser

secuenciadas en una etapa posterior.
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Adicionalmente, se observaron diferencias en los rangos de CMI en la cepa de referencia,
en comparacion con lo reportado previamente, destacandose principalmente la resistencia

obtenida en metronidazol (264 pg/mL) y cloranfenicol (32 pg/mL).

Tabla 10. Resultados de las pruebas de susceptibilidad de cepas del LBME por CMI, y perfil
toxigénico por PCR
Cepario LBME- '
A) CICM-ICUAP |SEXO|EDAD| VAN MTZ | ERY CTX TET CHL | Perfil toxigeno por PCR
ID de cepa 24 232 |tcdA tcdB | cdtA | cdtB

1 100 CI - - |o19| 8 8 8

2 355 Cl - - |o009a s 8 8

3 571 Cl - - |0094 8 2 8 8

4 602 - - |o0.004 2 8 8

5 572 Cl - - |o0094 38 2 8 8

6 246 - - |o1 | 8 8 8

7 774 - - o025 | 8 2 8 8

8 799 - - |o2s | 8 2 8 8 8

9 472 - - |o2s | 8 2 8 8

s:;g;f:s 10| Cdnd2-C1 - | - |ozs 16 8
aisladas en | [t1] CdndlE-C2 - - 10 8 2 8 8
hospitales 12| Cdnd3-C2 - - 1.0 8 8
13| Cdnd4-C1 - - |oa2s| 8 16 8

14| Cdnd 6-cl - - |oi2s| 8 2 8 8

15[ Cdnd10-C2 - - |o2s | 8 16 8

16| Cd014-C5 F 66 [0.094 8 8 8

17l Cd010-C1 F 43 | 20 2 16 8

15| Cd018-C1 M 1 |0125| 8 2 8

19 Cd021-C1 F 20 {094 | 8 2 8 8

Cepas de o 025cA-C1 F 25 | 2.0 16 8
portadores |4 15|  001CI-C1 M| 1|10 s 2 8 8 8
asintomdticos 22| 033CI-C1 M 1 0.5 8 16 3

Antibiéticos CMI ug/mL

Tabla 11. Resultados de las pruebas de susceptibilidad por CMI y perfil toxigénico por PCR 16 cepas
recolectadas del Hospital MAC Puebla periodo 2022-2023
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B) Hospital MAC SEXO | EDAD Perfil toxigeno por PCR
ID CEPA tcdA | tcdB | cdtA | cdtB
23| A MAC.5-C2 F 17
24| A MAC.7-C2 F 14
25| A MAC12.C1 F 71
26| A MAC 13.C1 F 84
27| A MAC 14.C3 M 68
28| A MAC 16.C2 F 82
29| A MAC 18.C1 F 72
30] * MAC 20.C2 M 35
31| A MAC 22.C5 M 40
32(A MAC 23.C2 F 51
33| A MAC 32.C3 M 6
34| A MAC 33.C3 M 91
35(A MAC 53.C3 M 43
36| * MAC 60.C1 F 82
37| ® MAC 63.C1 M 39
38| A MAC 72.C1 M 48
39 REF.R20291
Antibidticos CMI ug/mL
Clase de antibidticos evaluados
Glucopéptidos  13% . Betalactdmicos 59% % Terapia intensiva - Resistente/Presencia
. Nitroimidazélico 26% . Tetraciclinas 8% @® Hospitalizacién Sensible/Ausencia
. Macrélidos 46% Fenicoles 13% A Consultaexterna

Las cepas destacadas en verde fueron elegidas para llevar a cabo la secuenciacidon gendmica, mientras que las demas
cepas fueron almacenadas para ser secuenciadas en una etapa posterior..

6.2 Analisis In silico
6.2.1 Evaluacion de la calidad de las secuencias

Tras la implementaciéon de la estrategia de ensamblaje descrita en la metodologia, se
obtuvieron genomas con un tamafo promedio que oscil6 entre 3.81 y 4.31 Mb. Estos
ensambles consistian en un numero variable de secuencias contiguas o “contigs”, que iba
desde 25 hasta 634. Ademas, se observd una uniformidad en el contenido de guanina-
citosina (%GC), que se mantuvo constante en un rango de 28.17% a 29.11%. El valor N50
promedio, indicando la longitud del contig donde se encuentrael 50% del genoma, fue de
161440.2 bp, con un rango de 54813 a 397470. Ademas, el valor L50 promedio de 17.8, con
unrango de 9 a 40, sugeria que se necesitaban alrededor de 18 contigs en promedio para

cubrir la mitad del genoma de C. difficile. Estos resultados revelaron informacion importante
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sobre la calidad y complejidad de los ensambles gendmicos de esta bacteria. La informacion

ampliada de los resultados obtenidos de los genomas puede ser consultada en el Anexo F.
6.2.2 Analisis Gendmico en base a la tipificacion MLST

Los resultados del analisis MLST de las 75 cepas mexicanas revelaron una notable
diversidad genética, clasificandose en 19 secuencias tipo (STs) distribuidas en 3 clados
diferentes (C1, C2y C4). Como se puede observar en la Figura 22B. Dentro del clado 2, el
STO01 fue el mas predominante, abarcando el 44% (n=33) de las cepas, como se detallaen

la Figura 21.

Al comparar estas cepas mexicanas con 74 cepas de genoma completo de otros paises, se
encontraron 18 STs en comun como se observa en la Figura 21. Sin embargo, 1 STs (ST-

245) presente en las cepas mexicanas no se encontraron en las bases de datos publicas.
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Figura 21.Diversidad de los STs identificados en los genomas de cepas mexicanas y de otros paises
En el grafico se representanlos 19 STs identificados en cepas. Las barras en color verde representan el nUmero de cepas
mexicanas, y las barras en colorazul representan en nimero de cepas aisladas en otras partes del mundo recuperadas de
bases de datos publicas.

6.2.3 Analisis Filogenético de C. difficile basado en cgMLST
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6.2.3.1 Analisis filogenético basado en cgMLST

La investigacién sobrela variabilidad genéticaen 149 cepas de C. difficile aisladas en México
mediante cgMLST revel6 hallazgos significativos. Cada cepa fue analizada utilizando 2556
locus genéticos de acuerdo con el esquema de tipificacion cgMLST de ENTEROBASE, y se
encontré que el porcentaje de alelos llamados varid entre el 87.4% y el 93.27%. Este
porcentaje representa la cantidad relativa de variantes genéticas encontradas de todos los
posibles alelos en los 2556 locus. Para profundizar en las relaciones genéticas, se construyo
un arbol filogenético Neighbor-Joiningbasado en el analisis de cgMLST (Figura 22A), lo cual
reveld la amplia distribucion de las cepas STO1 en el clado 2. Este arbol fue utilizado para

analisis posteriores.
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Figura 22.Analisis filogenético basado en cgMLST de cepas mexicanas y de otros paises

A) Arbol filogenético circular neighbor-joining, basado en cgMLST de 149 cepas de C. difficile. Se observan las relaciones
filogenéticas entre los 19 ST de cepas mexicanas y cepas de otros paises. El contenido de los circulos, organizados de
manera progresiva desdeel mas interno, se detalla de la siguiente manera: El circulo 1 indica el arbol filogenético agrupado
en 3 clados representado por colores. El circulo 2 indica la distribucion de STs en las cepas. El circulo 3 indica los paises a
los que pertenecen las cepas analizadas. B) Graficas de porcentajes de distribucion. Grafica del circulo 2.ST, que indica
los porcentajes de distribucion de STs en las cepas analizadas. Grafica del circulo 3. Paises, que indica los porcentajes de
distribucién de los paises a los que pertenecen las cepas analizadas. Arbol filogenético construidomediante cgMLSTFinder
V1.2. Editado y visualizado mediante yiTOL v6.

Se construyeron arboles de expansion minima basado en el analisis cgMLST, observando
que las cepas analizadas se clasificaron en 120 cgSTs, observandose una clara agrupacion
por clados como se observa en la figura Figura 23A. Es importante destacar que se
identificaron 7 cepas (5%) idénticas de acuerdo a la clasificacion cgMLST, especialmente en
las cepas STO1 del clado 2 de cepas mexicanas. Esto indica que las cepas de este clado

presentan una menor variabilidad genética, como se puede observar en la Figura 23B, ya
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que las cepas que se repiten al menos unavez se agrupan mayormente en el clado 1 de las
cepas mexicanas que se denotan con color verde. Sin embargo, las cepas de otros clados,
aunque comparten el mismo tipo ST, mostraron variaciones en las secuencias cgST, lo que
sugiere una mayor diversidad genética entre estas cepas, lo cual puede influir en la
virulencia, resistencia a antibioticos u otras propiedades biologicas de las cepas, y tener

implicaciones en la respuesta al tratamiento y la propagacién de la enfermedad.
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Figura 23.Arboles de expansién minima basado en el analisis cgMLST de cepas en México y en otros paises
Arboles divididos en los 3 clados identificados. Cada nodo del arbol representa una cepa especifica.
A) Los nodos coloreados indican perfiles alélicos cgST que se repiten al menos una vez, mientras que los nodos en gris
representan perfiles cgST Unicos que no se repiten. Ademas, el grafico circularilustra el porcentaje de distribucion de estos
perfiles alélicos cgST en el conjunto de datos. B) Los nodos coloreadosindican los paises a los que pertenecen las cepas.
El grafico circular ilustra el porcentaje de distribucion de los paises en las cepas analizadas. Arboles filogenéticos
construidos y editados en PHYLOViZ Online.

6.2.4 Analisis del pangenoma de C. difficile: Comparacion entre Cepas

Mexicanas y de Otros Paises

En analisisdel pangenomade C. difficile se evaluaron 149 cepas, de las cuales 75 son cepas
provenientes de México y 74 cepas de diferentes paises, revelando patrones distintivos en
las cepas de diferentes regiones geograficas, mostrando en ambos grupos una gran
diversidad genética, con caracteristicas de un pangenoma "abierto", que de acuerdo con la
definicion de Tettelin et al.2008 el pangenoma no estafijo y puede expandirse a medida que

se secuencian y analizan nuevas cepas (Figura 24A).

El conjunto de 149 cepas presentd un pangenoma total de 10,300 genes de los cuales el
26% (2650 genes) pertenecen al genoma central, y el 74% (7650 genes) pertenecen al

genoma accesorio, incluyendo los genes del nucleo blando (3%), genes periféricos (11%) y
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genesdiferenciales (60%)(Figura 24B). Estos genes, quenoson esenciales para la especie,
pero confieren diversidad y adaptabilidad, estan presentes en diferentes proporciones en
estas cepas, esto indica una considerable diversidad y adaptacién genética, posiblemente

como resultado de presiones ambientales y evolutivas Unicas en esas regiones geograficas

especificas.
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Figura 24.Pangenoma de 149 cepas de C. difficile
A) Curvas de visualizacion del pangenoma. Siguiendo la definicion de Tettelin et al.2008. El pangenoma de la especie C.
difficile mostré caracteristicas de un pangenoma “abierto”, esto quiere decir que la curva del pangenoma seguira
aumentando a medida que se incluyan mas genomas en el analisis. Grafico de la curva construido mediante Roary v3.13.
B) Grafico circular que representa el pangenoma de 149 cepas aisladas en México y en otros paises. El grafico muestrala
proporcion de genes centrales y accesorios presentes en las cepas.

La construccion de graficos de matriz de presencia/ ausencia de genes en el pangenoma, y
el analisis combinado con el arbol filogenético basado en cgMLST proporcion6 una vision
mas profunda de la estructura genética de las cepas de C. difficile (Figura 25). Tanto en las
cepas mexicanas, como en las cepas aisladas en otros paises se observé una variabilidad
descendente en el tamafo del genoma central y la dispersion de genes accesorios en
relacion con los clados, lo que revela patrones interesantes en la diversidad genéticade esta

bacteria.

Especificamente, las cepas del clado 2 constituidas por 70 genomas, exhibieron un total de
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5,480 genes, destacando un nucleo genético amplio compuesto por 3,190 genes (58%) y
2,290 genes accesorios menos dispersos. Estos ultimos se constituyeron principalmente por
genes del nucleo blando (30%), genes periféricos (7%), y genes diferenciales (5%),

sugiriendo una mayor homogeneidad genética dentro de este clado (Figura 26).

En contraste, las cepas del clado 1 constituidas por 69 genomas mostraron un total de 8,584
genes, con un genoma central de 2,583 genes (30%) menos extenso que el de las cepas del
clado 2. Ademas, presentaron 6,001 genes accesorios mas dispersos, mayormente
conformados por genes del nucleo blando (51%), genes periféricos (13%), y genes
diferenciales (6%), indicando una estructura genética mas variable en comparacion con el
clado 2 (Figura 27).

Por otro lado, las cepas del clado 4, compuestas por 10 genomas, exhibieron un total de
4,784 genes, con un genoma central de 3,036 genes (63%). Ademas, presentaron 1,748
genes accesorios, predominantemente constituidos por genes periféricos (26%) y genes del
nucleo blando (11%) (Figura 28).
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Figura 25.Matriz de presencia/ausencia de genes en el pangenoma de C. difficile en las cepas analizadas
A) Pangenoma de 149 cepas aisladas en México y en otros paises. Cada cuadro azul representa un gen en particular, La
posicion del cuadro a lo largo del eje horizontal indica la ubicacidén del gen en el genoma, si el mismo gen se encuentraen
varios genomas se observara una linea de cuadros azules a lo largo de varias filas, cada una representando un genoma
diferente. Laslineas punteadas de colores representanel genomacentral asociado a cada clado, y la linea horizontal inferior
representa los genes accesorios. Esta matrizfue generada utilizando la herramienta Roary v3.13, y esta filogenéticamente
relacionada con el arbol filogenético creado mediante cgMLSTfinder, y visualizado en Phandango.



A) Escala de drbol: 1000 CI-ADO 2

TOTAL DE GENES=5480 B)
| | H
. {1 |
enes | [ |
diferenciales “ ! ‘
]
30% I\‘ 7 | !
TR
R i I !
Genes | | !
ey n | I
periféricos Genes | ‘ ‘ ‘ . o
7% centrales : I \ '
58% I ‘ N . ! .
Genes del del [ | “ I ‘ |
niicleo blando

o TR N !

|
[y u NN
o n [} | ] L] I‘ ] ]
‘ \‘ | ‘ I‘ | 1 \ | 1
[ U )
(B | I |
‘ ::::H o ‘
|H ' | 1 I| | |I | I | 1 | L] 1
| ! I” I ” I“\ ‘\III \H ! \I‘\ ‘\ - n
J"ul I\‘ (LM O
Genes centrales (n=3190) ACCESORIOS (n=2290)

Figura 26.Pangenoma de C. difficile en las cepas del clado 2

A) Grafico circular que representa el pangenoma de cepas aisladas en México y en otros paises. El grafico muestra la
proporcion de genes centrales y accesorios presentes en las cepas

B) Matriz de presencia/ausencia de genes en el Pangenoma de C. difficile en las cepas del clado 2
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Figura 27.Pangenoma de C. difficile en las cepas del clado 1
A) Grafico circular que representa el pangenoma de cepas aisladas en México y en otros paises. El grafico muestra la
proporcion de genes centrales y accesorios presentes en las cepas. B) Matriz de presencia/ausencia de genes en el

Pangenoma de C. difficile en las cepas del clado 1.
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Figura 28.Pangenoma de C. difficile en las cepas del clado 4
A) Grafico circular que representa el pangenoma de cepas aisladas en México y en otros paises. El grafico muestra la
proporcion de genes centrales y accesorios presentes en las cepas
B) Matriz de presencia/ausencia de genes en el Pangenoma de C. difficile en las cepas del clado 4

6.2.5 Analisis de comparacién del viruloma entre cepas mexicanas y de otros

paises

Se generaron graficos de presencia y ausencia de genes de virulencia, los cuales fueron
relacionados filogenéticamente con el arbol basado en cgMLST. Se destacaron notables
similitudes en la distribucion de genes de virulencia entre las cepas mexicanas y las de otros
paises. Sin embargo, se evidenciaron marcadas diferencias en la distribucién de genes al
considerar los diferentes clados y STs. Se identificaron un total de 20 genes de virulencia,
incluyendo aquellos que codifican para los genes de toxinas tcdA, tcdB, cdtA y cdtB. Se

identificaron, ademas, 14 subtipos de toxinas B.

Adicionalmente, se identificaron genes que codifican para reguladores como tcdC, tcdE, tcdR
y CdtR. También se hallaron 8 genes relacionados con laadherenciay 4 genes asociados a
exoenzimas. Llamativamente, se observé que genes de adherenciacomo CD0873, CD2831,
fbpA/fbp68, groEL, y los genes de exoenzimas cwp84 y zmp1 estuvieron presentes en el

99% de las cepas analizadas.
Cepas del clado 2:

En el analisis detallado de las cepas STO1 del clado 2 (Figura 29), se observé una
uniformidad en la presencia de genes de toxinas, fcdA, tcdB, cdtA y cdtB. Todas las cepas
mostraron el subtipo de toxinas B2, siendo B2.1 el mas predominante con el 97% de
prevalencia. Los genes reguladores, como fcdE, tcdR y cdiR, estuvieron presentes, mientras
que los genes reguladores tcdC solo estuvieron presentes en el 3%. Ademas, los genes de
adherencia cwp66 y los genes de exoenzimas iap e ibp estuvieron presentes en todas las
cepas STO1 del clado 2. Sin embargo, los genes de adherencia CD3246, cbpA y sIpA

estuvieron mayormente ausentes en este clado.

Cepas del clado 1:
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En el analisis detallado del clado 1, como se ilustra en la Figura 30, se evidencié una
marcada variabilidad en los STs. Un 68% de las cepas pertenecientes al clado 1 codifican
los genes de toxinas tcdA y tcdB, con la presencia de las cepas ST015, 26 y 48. Dentro de
las cepas que codificaron la toxina B, el subtipo B1 fue el mas prevalente, destacando B1.2
con una prevalencia del 23%. No se detectaron genes que codifiquen para toxinas binarias

CdtA o cdtB en ninguna cepa del clado 1.

Las cepas toxigénicas presentaron del 65% al 68% de los genes reguladores de la presencia
de toxinas, como fcdC, tcdE y tcdR. En dos cepas ST55, se observo la presencia de genes
de las toxinas tcdA y tcdB a pesar de la ausencia del gen regulador fcdR. Respecto al
regulador cdtR, se constatd su presencia en el 55% de las cepas del clado 1, excluyendo las

cepas ST015, 26, 35y una del ST58, a pesar de la falta de presencia de toxinas binarias.

Los genes de adherencia CD3246'y cbpA estuvieron presentes en todas las cepas del clado
1, marcando una diferencia con las cepas del clado 2 que carecian de estos genes. En
contraste, los genes de adherencia sIpA se encontraron en solo el 4% de las cepas, y los

genes de exoenzimas iap e ibp estuvieron mayoritariamente ausentes.

Cepas del clado 4

Los resultados del analisis de las cepas del clado 4 revelan una marcada heterogeneidad
entre los diferentes Tipos de Secuencia (ST) examinados (Figura 31). La cepa ST37 exhibid
una prevalenciadel 60% en la presencia del gen tcdB subtipo B3.1, junto con la presencia
de reguladores clave (tcdC, tcdE y tcdR) y genes asociados a la adherenciay exoenzimas.
En contraste, las cepas ST0109 y ST39 se caracterizaron principalmente porla presencia de
genes de adherencia, excluyendo el gen sIpA, y la ausencia de genes de exoenzimasiap e

ibp
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Figura 29.Andlisis comparativo de genes de virulencia en cepas del clado 2 entre cepas mexicanas y de otros paises
A) Arbol filogenético basado en cgMLST y grafico de presencia/ausencia de genes de virulencia
B) Grafico porcentual de distribucion de genes de virulencia
C) Gréficos circulares de los porcentajes de distribucion de los subtipos de toxinas B presentes en las cepas, y porcentajes
de distribucion de los paises a los que pertenecen las cepas analizadas.
Determinacion del viruloma realizado mediante la base de datos VFDB de ABRIcate v1.0.1, y AMRFinderPlus v3.10.24.
Edicion y visualizacion del grafico realizado mediante Microreact.

73



CLADO 1

A)

Escala de arbol: 1000

B)

Subtipo tcdB
CcD0873
CD2831
CD3246
cpr

cwp66
fbpA/fbp68

PAIS
ST
lch
tcdB
cdtA
cdiB
lch
tcdE
lcdR
cdiR

CLADO 1

groEL
sipA
cwpsd
iap

g ibp
zmp1

Exuruxmas 1%

Excenzimas 95
g
55
®
i
3
}5
3 w il
EXoTOXINAS ADHEREN ExOENZIMAS
FoF & & o é‘lqc”y@
& & 5l A
u\s'-.x&&o@&mg c,sgoi‘s’ E
®CEPAS DEMEXICO  m CEPAS DE OTROS PAISES
Subtipo de toxinas B C) Pais
BL1  BLI0| (g 197 BRASIL
3% 6% a% Py '1";
Ausente B1.16 ALEMANIA
32% / 2% 15%
812 ESPAIA
13;6 Mexico 3%
# 51%
B1.79 /
1% EU16%
BL.6
3%
B1S5 PAISES BAIOS

............ .7 BL4 B1.3
68 6555 100 97 5210098 4 98 1 100 10% 16% COLOMBIA G ARGENTINA 1%

oot
oL

58

i
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Figura 31.Analisis comparativo de genes de virulencia en cepas del clado 4 entre cepas mexicanas y de otros paises
A) Arbol filogenético basado en cgMLST y grafico de presencia/ausencia de genes de virulencia

B) Grafico porcentual de distribucion de genes de virulencia

C) Gréafico circular de los porcentajes de distribucidn de los paises a los que pertenecen las cepas analizadas

El analisis de los factores de virulencia en las 9 cepas de Puebla, México, secuenciadas en
este estudiorevel6 notables similitudes con cepas del mismo ST (Figura 32). De las 8 cepas,
7 pertenecieron al clado 1, mientras que una cepa fue asignada al clado 4. La cepa R20291
del clado 2 se incorporé como genoma de referencia para la identificaciéon de factores de
virulencia. Entre las caracteristicas observadas, 7 cepas exhibieron los genes de toxinas
TcdA y TedB, asi como los reguladores tcdC, tcdE y tcdR, mientras que mostraron ausencia
de los genes sIpAy de las exoenzimas iap e ibp. En contraste, las cepas ST015 del clado 1

y la cepa ST39 del clado 4 no presentaron genes de toxinas ni sus reguladores.
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~ Figura 32.Analisis de los factores de virulencia identificados en las 9 cepas secuenciadas en el presente estudio
Arbol filogenético basado en cgMLST relacionado con la presencia y ausencia de genes. 8 cepas pertenecenal clado 1,y

una cepa pertenece al clado 4. Se incorporo la cepa de referencia R20291 del clado 2 como control para la identificacion
de factores de virulencia.

La construccion de tablas de comparacion permiti® mostrar una gran similitud entre la

distribucidén degenesde virulenciaen los STs y clados de cepas mexicanas y de otros paises.

Los datos simplificados se detallan en las Tabla 11
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Tabla 12. Distribucion de los genes de virulencia en los clados y STs en cepas mexicanas y de otros

CLADO

P R R R RRRERRRRRBRRENN

paises

MLST Zhaoetal, 2021  Numerodecepas tcdA tcdB SubtipotcdB cdtA cdtB tcdC tcdE tcdR cdtR CD3246 chpA cwpb6 slpA iap  ibp

ST RT Reguladores
ST-1 027 66 | B21 |
ST-41 244378 2 | B222 |
ST-95 075 2 | B21 |
ST2  014/020 7 | BL2 |
ST-8 2 2 | BL2 |
ST-15 10 8
ST-16 29 2 | BL6 |
ST-26 39 2
ST-35 46 10 B1.3/BL16
ST-42 106 8 BLA4/BLS
ST-46 087 2 | BL1 |
ST-48 104 2
ST55  057/070 8 | BL2 |
ST-58 056 4 | BL1D |
ST-103 043 2 | BL3 |
sus - : I

st o7 | 831 |
ST 08
ST09 013

.::es::\:iaa -Presencia variable
Los STs estan organizados en sus respectivos clados, y se asocian con sus correspondientes Ribotipos (RT) segun el
esquemade tipificacion de Zhao etal., 2021. Ademas, se proporciona informacion sobre el nimero de cepas analizadas en
las cuales se identificaron los factores de virulencia.
La representacion graficadistingue claramente la presencia, ausencia y presencia variable de los factores de virulencia. La
presencia variable se refiere ala condicién enla que un factorde virulencia especifico en un ST particular se observé tanto
en cepas con presencia como en aquellas con ausencia de dicho factor, indicando una variabilidad en su manifestacion.

6.2.6 Analisis de comparacion del resistoma entre cepas mexicanas y de otros

paises

El analisis in silico para la evaluacion de presencia de genes o mutaciones asociados a
resistencia reveld notables diferencias entre cepas de origen mexicano y aquellas
procedentes de otros paises. En total, se identificaron 35 genes de resistencia, 4 plasmidos
movilizables y 11 mutaciones puntuales asociados al resistoma de C. difficile. Estos
elementos estuvieron asociados con 12 clases de antimicrobianos, incluyendo
glucopéptidos, nitroimidazoles, aminoglucosidos, beta-lactamicos, fosfomicina, macrélidos-
lincosamidas-estreptomicinas (MLS), Fenicoles, Quinolonas, tetraciclinas, trimetoprima y
rifampicina. En la Tabla 12 se describen los determinantes de resistencia antimicrobianay

su funcidn, identificados en las cepas analizadas.
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Tabla 13. Resistoma identificado en las cepas analizadas

GEN |11P0 DE ELEMENTOl SUBCLASE DE ANTIMICROBIANO | FUNCION
Glucopéptidos

vanG GEN Vancomicina D-alanine--D-serine ligase VanG-Cd
vanR-Cd GEN Vancomicina Regulador de respuesta a la resistencia a la vancomicina del factor de transcripcidn VanR-G-Cd.
vanS-Cd GEN Vancomicina Quinasa de histidina de resistencia a la vancomicina tipo VanG-Cd VanS.
vanT-Cd GEN Vancomicina Serina racemasa de membrana VanT-Cd.

vanZ1 GEN Teicoplamid Proteina de resi ia a glicopéptidos VanZ1.

VanR_T115A MUTACION Vancomicina Mutacién en el regulador de transcripcién VanR.

Fenicoles
Cloranfenicol Acetiltransferasa O de cloranfenicol tipo A-11 CatP.

Se realizaron graficos de comparacion del resistoma de cepas de México y de otros paises,

78



revelando diferencias significativas, especialmente en la distribucion de entre los clados y

STs. A continuacion, se describen las principales diferencias y similitudes.

clado 2:

En el analisis comparativo del resistoma entre cepas mexicanasy de otros paises en el clado
2 se identifico la presencia del cluster de genes vanG (vanR, vanS, vanT) en el 100% de las
cepas, tanto en cepas de origen mexicano como en aquellas provenientes de otros paises
(Figura 33). La mutacion en vanR T115A exhibié una diferencia significativa, registrandose
en el 94% de las cepas mexicanas, mientras que solo se observé en el 23% de las cepas

provenientes de otros paises.

En cuanto a la presencia de genes de resistencia a aminoglucdsidos, se detecté en un rango
del 0 al 14%. Los genes blaCDD, asociados a la resistencia a betalactamicos, estuvieron
presentes en el 100% de ambas categorias de cepas. Por otro lado, los genes cfr(E),
relacionados con la resistencia a MLS, mostraron una presencia significativa del 89%

exclusivamente en cepas mexicanas.

En el caso de los genes erm(B) de resistencia a macrélidos, se identificé su presencia en el
94% de las cepas mexicanas, en contraste con el 43% en cepas originarias de otros paises.
La mutacion C656T, asociada a |a resistencia a macrolidos, presenté una mayor frecuencia

en cepas de otros paises, alcanzando el 54%.

En relacion con las mutaciones asociadas a la resistencia en quinolonas, la mutacion
gyrA_T82l estuvo presente en el 94% de las cepas mexicanas, comparado con el 80% en
las cepas de otros paises. La mutacion rpoB_R505K, vinculadaala resistenciaa rifampicina,
se evidencio en el 94% de las cepas mexicanas, en contraste con el 23% en cepas

provenientes de otros paises.
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) Figura 33.Analisis comparativo del resistoma entre cepas mexicanas y de otros paises en el clado 2
A) Arbol filogenético basado en cgMLST correlacionado con la presencia/ausencia de genes de resistencia
B) Grafico porcentual de la comparacion del resistoma en cepas del clado 2 aisladas de México y de otros paises

En el analisis comparativo de entre cepas mexicanasy de otros paises en el clado 1 (Figura

34), se constatd la presencia del cluster de genes vanG (vanR, vanS, vanT) en el 100% de

las cepas, tanto en las de origen mexicano como en las procedentes de otros paises. La
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presencia de genes de resistenciaa aminoglucésidos vario del 0 al 32%, tanto en las cepas
mexicanas como en las de otros paises. Los genes blaCDD mostraron porcentajes similares,
registrando el 86% en cepas mexicanasy el 82% en cepas de otros paises. Se observo un
mayor porcentaje de la mutacion C656T en cepas mexicanas. Ademas, se destacé la

ausencia de mutaciones en rpoB en cepas mexicanas.
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) Figura 34.Analisis comparativo del resistoma entre cepas mexicanas y de otros paises en el clado 1
A) Arbol filogenético basado en cgMLST correlacionado con la presencia/ausencia de genes de resistencia
B) Grafico porcentual de la comparacion del resistoma en cepas del clado 1 aisladas de México y de otros paises
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clado 4:

En este clado no se identificaron los genes correspondientes al cluster vanG. Asi mismo, se
identificd la ausencia de mutaciones en VanR T115A. Ademas, se observd una notoria

carencia de genes fosB, cfr(B), y mutaciones en rpoB en las cepas mexicanas (Figura 35).

CLADO 4

B_D426N

A_T821

B_1130R

aac(6')-lefaph(2-)-la

aac(6')-lefaph(2-)-112

aac(6')-Im

aadA27
aadE
ant(6)-la
aph(2)-lla
aph(2")-It
aph(3)-llla
i f

<
w
=
N
TS
$>
[ ]

@1poB_HS0ZN
@ rpoB_R505K

MX78 (1]
Mx8z 1
MRL 532 EE
MX 591 1]
s0178 1] A)
6797 1]
; CDHs01028 |4 1]
L MXMS08 1
MXCDOT4CS [ 30! 1
YNCD175 1] Clase de antibiéticos
100 Glucopéptidos
gg m Aminoglucésidos
gg B Beta lactamicos
;g B rosfomicina
65 = MLS
60 _
55 m Macrélidos
2 50
= 45 m Fluoroquinolonas
gg M Tetraciclinas
gg M Trimetoprima
ig M Rifampicina
lg I I I I @ Mutaciones
n
puntuales
AR P F &P e @ o & e
&t e’*" CEENSE S SOy B)
'oQ 430 © ‘Y" / ¥ ’
& & & & &
G\.\ ‘\‘\?' G\ Ny (QO
& ®
? Py

M CEPAS DE MEXICO  m CEPAS DE OTROS PAISES

) Figura 35.Analisis comparativo del resistoma entre cepas mexicanas y de otros paises en el clado 4
A) Arbol filogenético basado en cgMLST correlacionado con la presencia/ausencia de genes de resistencia
B) Grafico porcentual de la comparacion del resistoma en cepas del clado 4 aisladas de México y de otros paises

El analisisdetalladodelas 9 cepas secuenciadasen el presente estudio mostré gran similitud
con respecto a los mismos STs que se evaluaron en todo el conjunto de 110 cepas
mexicanas de C. difficile. Se correlaciono el analisis bioinformatico del resistoma con la
resistencia fenotipica evaluada mediante pruebas de susceptibilidad por concentracion

minima inhibitoria (CMI). Se observé que todas las cepas demostraron sensibilidad a la
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vancomicina, sin identificarse determinantes genotipicos relacionados con la resistencia a

este antimicrobiano (Figura 36).

Las cepas R20291 y ST 245 exhibieron resistencia aumentada al metronidazol, no se
identificaron determinantes genotipicos asociados. La resistenciaa cefotaxima fue comun en
todas las cepas, excepto en la cepa MX_MAC7C2 del ST58, identificandose los genes

blaCDD y blaCDD-2 relacionados con la resistencia a betalactdmicos.

Las cepas que manifestaron resistencia a la eritromicina exhibieron determinantes genéticos
especificos, como la presencia del gen erm(B) y la mutacion C656T, los cuales estan
asociados con la resistencia a los macrolidos. En contraste, las cepas MX_MAC7C2 y
MX_CD571, pertenecientes a los ST58 y ST103, respectivamente, demostraron sensibilidad

fenotipica, y no se detecto la presencia de los genes erm(B) ni la mutacion C656T en ellas.

Laresistenciaal cloranfenicol se observé solo en la cepa de referenciaR20291, sin embargo,
no se identificaron determinantes genéticos vinculados con esta resistencia. Todas las cepas
fueron sensibles a tetraciclina, sin embargo, se identificaron genes tet(M) en 2 cepas ST015
clado 1 y ST39 clado 4, siendo esta ultima portadora del plasmido repUS43 que contiene el
gen tet(M).
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Figura 36.Correlacion entre resistoma y su evaluacion fenotipica en 9 cepas secuenciadas en el presente estudio
Se presenta un arbol filogenético basado en cgMLST que incluye las 9 cepas secuenciadas en este estudio, junto con la
cepa de referencia R20291 utilizada como control en las pruebas de susceptibilidad. Esta representacién se correlaciona
con laidentificacion del resistoma y el perfiltoxigénicomediante analisis bioinformatico. En el grafico, se exhiben los valores
de las CIM de cada cepa, asi como los puntos de corte segun los estandares del CLSI M11 para microorganismos
anaerobios.

En el andlisis de la presencia de plasmidos en las cepas analizadas (Figura 37) se observo
queen las cepas del clado 2, se detecto la presenciadel plasmido pCD-METRO, relacionado
con la resistencia a metronidazol, en un 6% de las cepas mexicanas, mientras que en las
cepas de otros paises de este clado no se observo la presencia de dicho plasmido.

En ningunalas cepas mexicanas, se identifico la presencia del plasmido Ptef1, vinculadoa
la resistencia a aminoglucdsidos. En cepas de otros paises, se registrd un 3% en el clado 1
y un 15% en el clado 4.

La presencia del plasmido ColRNAI_1, asociado a la resistencia a quinolonas, solo se
observé en un 6% de las cepas mexicanas del clado 2, sin embargo, en cepas de otros

paises no se identifico la presencia del plasmido en ningun clado.
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En relacion con el plasmidorepUS43, asociado con la resistencia a tetraciclinas, se evidencio
unadistribucion porcentual similarentre los clados, tanto en las cepas mexicanas como en
las provenientes de otros paises. Por ejemplo, en el clado 2, se observé en un 3% tanto en
cepas mexicanascomo en las de otros paises. En el clado 1, se registré en un 31% de cepas
mexicanasy en un 32% de cepas de otros paises. Por ultimo, en el clado 4, se identificd en

un 60% de cepas mexicanas y en un 80% de cepas de otros paises.
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Figura 37.Grafico Comparativo de Identificacion de Plasmidos en 149 cepas Analizadas
A) Representacion del arbol filogenéticobasadocgMLST, con una correlacién destacadarespecto a la presenciao ausencia
de plasmidos en las cepas examinadas.
B) Graficos porcentuales segmentados por clados, ilustrando de manera diferenciada la comparacion en la presencia de
plasmidos entre cepas de origen mexicano y aquellas procedentes de otros paises.
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7. DISCUSION

La presente investigacién ofrece el primer estudio de gendmica comparativa entre cepas
mexicanas y cepas aisladas en otros paises, ofreciendo una vision mas detallada de la
diversidad gendmica, el pangenoma, factores de virulencia, resistencia antimicrobianay
patrones filogenéticos de C. difficile en México, estableciendo comparaciones significativas

con estudios previos realizados en diversas regiones geograficas.
7.1 Diversidad genémica y filogenia

Los arboles filogenéticos basados en cgMLST han sido fundamentales para revelar la
relacion genéticaentre las 9 cepas secuenciadas en este estudioanalizadasen conjunto con
66 genomas de cepas mexicanasy 74 genomas de cepas de otros paises recuperados de
bases de datos publicas. Nuestro estudio, especificamente, identificd cepas pertenecientes
alosclados 1, 2y 4. Sin embargo, investigaciones previas,como la de Aguilar-Zamoraet al.,
2022, han informado la presencia de otros clados en México, como el clado 5 y un clado
criptico, aunque hastala fechano se hay estudios que evidencien la presencia del clado 3
en México. De acuerdo con lo reportado por Shaw et al., 2020 el clado 3 es el menos
caracterizado y consiste predominantemente en cepas del ribotipo PCR (RT) 023

encontradas en algunos paises de Europa y Asia.

En nuestro analisis resalta la prevalencia en el 44% de la cepa hipervirulenta STO1,
productora de toxinas A, By CDT. Esto coincidey amplia los estudios previos reportados por
Aguilar-Zamoraet al., 2022y Zhao et al., 2021. Ambos estudios coinciden en laidentificacion
de hasta 20 STs diferentes en México, con cepas predominantemente toxigénicas (87.2%),

especialmente del clado 2 y clado 1, siendo STO1 el mas predominante.

En el clado 1 los STs mas destacados fueron ST26 (8%) relacionado con RT039, una cepa
no toxigenicaaisladaen animalesy medio ambiente, hasta el momento no se harelacionado
con ICD de acuerdo con lo reportado por Mengoli et al., 2022. Asi mismo, el ST35 (7%)

vinculado con RT046, el cual de acuerdo con lo reportado por Mengoli et al., 2022 se ha
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observado su incremento en hospitales de Brasil asociandose a ICD.

Es importante destacar que mediante la clasificacion cgST se observé que las cepas del
clado 2 comparten un mayor numero de cgSTs dentro de las cepas de un mismo pais,
especificamente en México se encontréen el 5% de las cepas (n=7) presentaron cgST 20031
en cepas STO1 del clado 2. Sin embargo, las cepas de los clados 2 y 4, aunque comparten
el mismo ST, mostraron variabilidad en las secuenciascgST, lo cual coincide con lo reportado
por Elliott et al., 2017, en donde destaca que las cepas de los clados 1, 3,4 y 5 distintos al
clado 2 tienen origenes genéticos mas distantes o han estado sujetos a diferentes presiones

evolutivas a lo largo del tiempo.

7.2 Pangenoma y variabilidad genética:

En el analisis del pangenoma de C. difficile, se evaluaron cepas de Méxicoy otros paises, revelando
un pangenoma “abierto” en ambos grupos, esto coincide con la nocién de que el pangenoma de
C. difficile es dinamicoy puede expandirse continuamente con la secuenciacion de nuevas
cepas, respaldando hallazgos previos de otros estudios como el realizado por Scaria et al.,
2010 y Knightetal., 2019, en donde llevo a cabo un analisis del pangenoma de C. difficile
utilizando 260 ST distribuidas en 5 clados y 3 clados cripticos (CI,CII,Clll), mostrando

igualmente un pangenoma abierto.

La matriz de presenciay ausencia de genes en el pangenoma realizado con Roary, permitio
visualizarlacomparacion de tamafios de genoma central y genes accesorios entre diferentes
clados de C. difficile revelando patrones notables interesantes. El clado 2, dominado por
cepas hipervirulentas ST01, exhibe un genoma central amplio y genes accesorios menos
dispersos, contrastando con los genes accesorios mas dispersos en los clados 1y 4. Estos
resultados coinciden con observaciones realizadas por Knight et al. 2019 y Dingle et al.,
2014, destacando la observacién de un genoma central mas pequefio pero una mayor
dispersion de genes adicionales en cepas de los clados 1 y 4 sugiere una adaptacion
genética unica en estas cepas, siendo esta capacidad relacionada con su virulencia y

singular adaptabilidad.
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7.3 Comparacion del viruloma identificado en cepas de C.difficile

El analisisde los factores de virulenciareveld similitudes notables en la distribucién de genes
de toxinas entre cepas mexicanas y de otros paises. Sin embargo, se identificaron grandes
diferencias en la distribucion de factores de virulencia entre clados y STs. En general se
identificaron 20 genes de virulencia, incluyendo genes de toxinas, reguladores de toxinas,
genes que participan en la adherencia y exoenzimas. Ademas, también se realizd la

subtipificacion de toxinas TcdB.

Nuestro estudio identific6 multiples subtipos de toxinas B, siendo cuatro los subtipos
especificos detectados en las cepas analizadas (B1, B2, B3 y B5) con sus respectivos
subtipos en cada uno. En donde se identificé una mayor presencia del subtipo TcdB2.1
presente en cepas ST01 clado 2. Esto concuerdacon los hallazgos de Mansfield etal., 2020,
quienesidentificaronlaprevalenciaglobal de TcdB2, en ciertos subtiposde TcdB que pueden

estar asociados con cepas mas virulentas

En nuestro estudio no se observo que algun subtipo de toxina TcdB se compartiera entre
clados, por ejemplo, los subtipos de toxinas TcdB2 solo se identificaron en cepas del clado
2, los subtipos TcdB1 en cepas del clado 1 y los subtipos TcdB3 en cepas del clado 4.
Contrario a lo reportado por Shen et al. 2020 en donde sugieren la posibilidad de
transferencia horizontal y el intercambio de los genes tcdB entre diferentes cepas y regiones
geograficas. Esta discrepancia podria deberse a diferencias en las cepas analizadas o a la

diversidad geografica considerada en cada estudio.

En nuestro estudio, hemos observado que el 98% de las cepas analizadas conservan genes
de adherencia, tales como CD0873, CD2831, fbpA/fbp68, groEL, y exoenzimas como cwp84
y zmp. Este hallazgo coincide con resultados previamente reportados por Oleastro et al.,
2022, y Maestri et al., 2023, donde se encontré una alta presencia de estos factores de
virulencia en cepas de diferentes secuencias tipificadas (ST) aisladas en diversas regiones
geograficas. Estos resultados sugieren que estos genes son constitutivos en la especie C.
difficile.
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Contrariamente,hemos observado que en todas las cepas del clado 2 estan ausentesciertos
genesde proteinas cruciales parala adhesion yla formacion de biofilm, como CD3246, cbpA
y SIpA. Los genes CD3246'y cbpA solo estuvieron presentes en cepas de los clados 1y 4.
El gen de la proteina sIpA solo estuvo presente en el 5% de cepas del clado 1, como ST35
en cepas mexicanas, y ST48 en cepas de otros paises. En cepas ST37 y ST109 del clado 4,
estuvo presente en ambos grupos. Estos patrones coinciden con los resultados previamente
informados por Oleastro et al., 2022, donde se analizaron diversas cepas con distintos STs,

sefialando que la presencia no es uniforme en todas las cepas.

Todas las cepas del STO1 del clado 2 exhibieron la presencia de las toxinas (TcdA, TcdB y
CDT) asi como los genes reguladores fcdE, tcdR y cdtR. Ademas, mostraron la ausencia del
regulador negativo fcdC, caracteristica que se alinea con informado por Matamouros et al.,
2007, en donde se sugiere que el gen tcdC actua como regulador negativo en la produccion
de toxinas en el locus de patogenicidad (PaLoc) de C. difficile. Segun lo descrito por
Matamouros et al., 2007, las deleciones en este gen afectan la funcion regulatoria, lo que

podria explicar la alta presencia de los genes de toxinas en esta cepa.

Existen pocos estudios sobre la participacion del gen regulador tcdC en clados adicionales
de C. difficile. Uno de ellos, llevado a cabo por Bakker et al., 2012, sugiere que tcdC no
desempenfia un papel significativo en la regulacion de la expresion de toxinas en la cepa C.
difficile 630 (RT012, ST54 del clado 1). A pesar de la presenciadel reguladortcdC, esta cepa
presentd las toxinas A y B. Otro estudio realizado por Murray et al., 2009, observé que el
truncamiento en la regidn tcdC en aislamientos clinicos de C. difficile no esta asociada con
un aumento en la actividad biolégica de las Toxinas A o B en cepas no relacionadas con
STO1. Sin embargo, en cepas ST01, se observan mutaciones o truncamientos con mayor

frecuencia.

En nuestro estudio observamos que en el 100% de las cepas del STO1 del clado 2 se
presentaron los genes de las toxinas fcdA, tcdB asi como las toxinas binarias cdtA, cdtB y el

regulador cdtR. Esto concuerda con lo reportado por Carter et al., 2007 en donde indica que
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cdtR regula positivamente la produccion de toxinas CDT principalmente en cepas

hipervirulentas como STO01.

Por otro lado, entre las cepas del clado 1 que presentaron toxinas fcdA y tcdB, ninguna
presentd genes para toxinas binarias, pero el 98% si presento el gen regulador cdtR, excepto
ST35 del clado 1, que presento las toxinas tcdA y tcdB pero sin cdtR. La cepa ST48 del clado
1 no presentd ninguna toxina, pero si presenté reguladores tcdC, tcdE, tcdR y cdtR, estos
resultados concuerdan con loreportado por Lyon et al., 2016, queindico que el gen regulador
cdtR sorprendentemente también influye en laregulacién delastoxinas TcdAy TcdB, aunque
el locus CdfLoc no esté genéticamente vinculado a PalLoc. Lyon et al. sugieren que la
regulacion ocurre a nivel transcripcional, probablemente como resultado de la regulacién

indirecta del regulador positivo de la expresidon génica en PalLoc, TcdR.

Es fundamental destacar que la funcion de cdtR puede ser especifica del tipo de cepa, ya
que Lyon et al., 2016 no observan la regulacién de TcdAy TcdB por cdiR en todas las cepas
analizadas, especialmente en algunas del RT078 (aislamiento animal) y en algunas cepas
del clado 1, como la cepa 630 del RT012, ST54. Sin embargo, nuestros resultados sugieren
que, en otras cepas, especialmente del clado 1, CdtR podria estar participando en la
produccion de toxinas tcdA y tcdB. Esto sugiere la posibilidad de variantes de CdtR que

afectan su funcién especifica en la regulacion de las toxinas.
7.4 Comparacion del resistoma identificado en cepas de C.difficile

El analisis del resistoma revel6 diferencias significativas entre cepas mexicanas y de otros
paises. La presencia de genes, mutaciones puntuales y plasmidos movilizables asociados a

la resistencia antimicrobiana mostré variabilidad en relacion con los clados y STs.

En primer lugar, se observo la presencia del cluster de genes vanG (vanR, vanS, vanT) en
el 100% de las cepas de los clados 2 y 1, tanto en cepas mexicanas como en cepas de otros
paises. Sin embargo, en el clado 4, no se detectd la presencia de dicho cluster. Estos

resultados concuerdan con investigaciones previas, como la de Ammam et al. en 2012, que
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sefala unadistribucion amplia de este cluster en la especie C. difficile, destacando que la
mera presencia del cluster vanG no es suficiente para conferirresistencia a la vancomicina.
Al evaluar la resistencia fenotipica en nueve cepas que poseian este cluster, observamos
que el 100% fueron sensibles a vancomicina, confirmando que este cluster por si solono es

suficiente para conferir resistencia.

Resultados adicionales respaldados por Zhao et al., 2021, donde también incluimos sus
cepas mexicanas STO1 en nuestroestudio, indicaron que,aunque todaslas cepas ST01 eran
susceptibles a vancomicina y metronidazol, presentaron concentraciones inhibitorias
minimas (CIM) mas altas quelas cepas no STO1 sin esa mutacion. Esta observacion coincide
con los informes de Wickramage et al., 2023, que asocian la mutacién VanR T115A con una
elevada CIM de vancomicina en aislados clinicos de Clostridioides. Sin embargo, Gargis et
al., 2023, presentan un matiz al sefialar que la presencia de VanR T115A no siempre se
asocia con CIM de vancomicina elevadas, ya que el 87.7% de los aislamientos con la
mutacion T115A tenian un CIM <2 ug/mL, sugiriendo que esta mutacion podria representar
unavariante comun en la poblacién RT027, asi como se observo en nuestros resultados ya
que se observo la presenciade esta mutacidon en el 94% de las cepas mexicanas solo del

clado 2, y en un 23% de cepas de otros paises en este mismo clado.

La resistencia a la eritromicina se observo en el 80% de las cepas a las que se les evalud la
susceptibilidad, identificandose genes como erm(B) y mutaciones en C656T como
determinantes genéticos, esto de acuerdo con lo reportado por Dingle etal., 2014 es comun
principalmente en cepas hipervirulentas como STO01, en las que se ha observado que
metilacion del ARN ribosémico 23S (ermB) proporcionan resistencia a macrélidos

lincosamidas y estreptograminas B.

ldentificamos la presencia de genes de resistencia al cloranfenicol exclusivamente en las
cepas del clado 1, detectandose en el 3% de las cepas provenientes de México y en el 12%
de cepas de otros paises. Este hallazgo concuerda con lo reportado por Peng etal. en 2017,

donde se sefala que la resistencia al cloranfenicoles poco comun en C. difficile. Esta baja
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frecuencia puede atribuirse a una menor presion selectiva ejercida por el cloranfenicol en
comparacion con otros agentes antimicrobianos de uso mas extendido. Esta observacién se
respalda al evaluar la susceptibilidad al cloranfenicol en nuestras cepas, evidenciando

sensibilidad en el 80% de las cepas analizadas.

Cabe resaltar que nosotros observamos resistencia a cloranfenicol en la cepa de referencia
R20291, aunque no pudimos localizar genes o mutaciones especificas asociadas a dicha
resistencia.No obstante, resulta imperativo indagarsobre otros determinantes de resistencia,
como la presencia de transposones, ya que investigaciones anteriores, como el estudio
realizado por Stabler et al. en 2009, han evidenciado la existencia de un transposon
conjugativodenominado CTn-027 en |la cepa de referencia R20291. Este transposon alberga
el gen de resistencia al cloranfenicol CDR20291 3461, demostrando un fenotipo de

resistencia intermedia con una concentracion inhibitoria minima (MIC) de 16 mg/l.

Nuestro analisis bioinformatico resalta la presencia del plasmido pCD-METRO en un 6% de
las cepas mexicanas del clado 2 y en un 9% de cepas del clado 1, asi como en un 12% de
cepas de otros paises pertenecientesal clado 1. Segun Boekhoud etal., 2020, este plasmido
ha sido vinculado a una susceptibilidad reducida al metronidazol en cepas de C. difficile
estudiadas en paises bajos. Hasta la fecha, no disponemos de estudios detallados sobre la
epidemiologia global de este plasmido. Aunque el mecanismo exacto de resistencia aun no
esta completamente esclarecido segun Boekhoud, se sugiere que este plasmido alberga
genes relacionados con la resistencia al metronidazol, incluyendo un pequefio pseudogen
NimBCD con similitud proteica a NimB de Bacteroides fragilis. Este gen esta esta involucrado
en la conversion de los nitroimidazoles a productos no toxicos, contribuyendo asi a la
resistencia bacteriana contra estos compuestos. Sin embargo, en nuestro estudio, no
pudimos identificar genes asociados al metronidazol, incluso en las cepas que presentaban
el plasmido. Por lo tanto, seria necesario realizar un analisis mas amplio para determinar la

prevalencia y distribucién global de este plasmido y comprender mejor su prevalencia.
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8. CONCLUSIONES

. La presente investigacién revela el primer estudio de gendmica comparativa de C. difficile
entre cepas de México y otras partes del mundo, identificando cepas de los clados 1, 2 y 4,
con ausenciadel clado 3. Evidenciando la necesidad de explorar mas a fondo para considerar
otros clados previamente reportados en México, como los clados 5 y cripticos.

. Elanalisisdelpangenomade C. difficile revelé unadiversidad genéticadinamica, respaldando
la nocion de un pangenoma "abierto" que se expande continuamente con nuevas
secuenciaciones.

. Se identifican 20 genes de virulencia, y el analisis de subtipos de toxinas B revela patrones
especificos, como la prevalencia del subtipo TcdB2.1 en cepas ST01 del clado 2. Estos datos
proporcionan una comprension mas detallada de la virulencia y la diversidad toxigénica de las
cepas estudiadas.

. Se observé que en el 100% de las cepas del STO1 del clado 2 se presentaron los genes de
las toxinas tcdA, tcdB asi como las toxinas binarias cdfA, cdtB y el regulador positivo cdiR.
Esto destaca la consistencia en la expresion de estos factores de virulencia en estas cepas
especificas.

. La evaluacion de la regulacion de toxinas revelé de manera significativa la ausencia total del
regulador negativo tcdC en cepas STO1 del clado 2, tanto en cepas mexicanas como en las
de otros paises. Paralelamente, se observo la presencia del regulador tcdC en el 80% de las
cepas del clado 1, incluso en ausencia de la expresion de genes de toxinas CDT.

. La deteccion del cluster de genes vanG en el 100% de los clados 1 y 2, contrastado con su
ausenciaen el clado 4, fue un hallazgo notable en nuestro estudio. Sin embargo, al evaluarla
resistencia fenotipica en nueve cepas que albergaban este cluster, se confirmé que el 100%
de ellas mostraron sensibilidad a la vancomicina. Este resultado indica que, aunque presente,
el cluster vanG por si solo no es suficiente para conferir resistencia a este antimicrobiano.

. La mutacién en el regulador VanR T115A, asociada con resistencia a vancomicina en C.
difficile, se encontrd solamente en cepas ST01 del clado 2 en el 94% de las cepas mexicanas,

y en un 23% de cepas de otros paises en el mismo clado.
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8. Nuestro analisis bioinformatico resalta la presencia del plasmido pCD-METRO en un 6% de
las cepas mexicanas del clado 2 y en un 9% de cepas del clado 1, asi como en un 12% de

cepas de otros paises pertenecientes al clado 1
9. PERSPECTIVAS

1. Se recomienda realizar la evaluacion de toxicidad celular de las cepas toxigénicas
mediante cultivos celulares, con el objetivo de comprender mejor sus efectos a nivel celular
y proporcionar datos relevantes para la investigacion.

2. Secuenciacion completa del genoma de las cepas restantes del Laboratorio de Biologia
Molecular de Enteropatégenos (LBME), con el propdsito de obtener una comprension
detallada de la informacion genética contenida en estas cepas.

3. ldentificacién de otros elementos Genéticos Moviles como transposones e integrones, que
sean determinantes genéticos de resistencia antimicrobiana. Este enfoque puede permitir
identificarfactores adicionales que contribuyen ala resistenciay comprender su movilidad
genética.

4. Se propone realizar la exploracion de Bacteriéfagos con un enfoque especifico en la
terapia con fagos. Este enfoque emergente en el tratamiento de infecciones bacterianas,
incluidas aquellas causadas por C. difficile, ofrece nuevas perspectivas para la gestion de
estas infecciones.

5. Se recomienda realizar estudio de Asociacion Pangendmica (pan-GWAS) para identificar
variantes genéticasen todo el pangenoma, abarcando desde las variantes comuneshasta
las raras presentes en las cepas. Este enfoque puede permitiridentificarasociaciones que
podrian pasar desapercibidas en estudios de asociaciéon convencionales centrados
unicamente en variantes genéticas comunes.

6. Identificarvariantes de cdtR que afectan su funcién especifica en la regulacion positiva de
las toxinas tcdA, ftcdB.
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11.ANEXOS

11.1 ANEXO A. Solicitud de autorizacion para la recoleccion y utilizacién de

muestras biolégicas

SAN ANDRES CHOLULA, PUE. A 02 DE MAYO DEL 2022
ASUNTO: SOLICITUD DE RECOLECCION DE MUESTRAS PARA PROYECTO DE INVESTIGACION

DR. FRANCISCO ESPANA MEJIA
DIRECTOR MEDICO HOSPITAL MAC PUEBLA

DR. JORGE OLIVER VALDES PINEDA
JEFE DE ENSENANZA DE HOSPITAL MAC PUEBLA

PRESENTE
QC. Charlen Guzman Ortiz Flores, estudiante de la maestria en ciencias microbiolégicas con numero de matricula
221470355 de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Por medio del presente escrito me dirijo a usted para solicitar apoyo con la siguiente peticion personal.

En base a la horma oficial mexicana hom-004-ssa3-2012, del expediente clinico y al reglamento de la ley general
de salud en materia de investigacién para la salud que especula en los siguientes articulos:

Que la ley general de salud ha establecido los lineamientos y principios generales a los cuales deberd someterse la
investigacion cientifica y tecnoidgica desiinada a la salud, correspondiendo a la secretarfa de salud orientar su
desarrolio; ARTICULO 1°, 3°Y 4°.

Que la investigacion para la salud es un factor determinante para mejorar las acciones encaminadas a proteger,
promover y restaurar la salud del individuo y de la sociedad en general, conforme a las bases establecidas en dicha
ley: ARTICULO 5° Y 6°.

Que la realizacion de fa investigacion para la salud debe atender a aspectos éticos que garanticen la dignidad y el
bienestar de la persona sujeta a investigacion, ARTICULO 13°Y 16°.

Es por ello que a través de este medio escrito solicito tenga a bien permitirme la autorizacién para la recoleccion de
muestras fecales de pacientes que sean referidos al area de laboratorio clinico del hospital MAC Puebla, con el
objetivo de la realizacion del proyecto de investigacion para tesis de maestria que lleva por nombre “Analisis de
genémica comparativa entre cepas de Ciostridioides difficile aisladas en México y de otras partes del
mundo”. El propésito de la investigacion es evidenciar si alguno de los pacientes que son referidos al laboratorio del
hospital MAC Puebla ha cursado con algun proceso infeccioso causado por Clostridioides difficile, el cual es un
patégeno potencial en pacientes con sindrome diarreico.

Este proyecto sera financiado por la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado (VIEP) de la BUAP en el
laboratorio de biologia molecular deenteropatégenos (LBME) del Centro de investigaciones en ciencias microbiolégicas
(CICM) perteneciente al Instituto de ciencias BUAP (ICUAP). El presente proyecto de tesis es coordinado por la D.C.
Claudia Fabiola Martinez de la Pefia Profesor investigador CICM-ICUAP BUAP.

Las muestras fecales seran recuperadas y resguardadas a partir de la misma muestra que sea entregada en el
laboratorio clinico del hospital MAC, y posteriora la terminacién de los estudios correspondientes requeridos lasolicitud
de cada paciente. Las muestras obtenidas serdn transportadas al LBME, donde seran procesadas para cultivo,
aislamiento y determinacion por PCR de genes especificos para C.difficile. Se pretende realizar la recoleccion de
muestras en el hospital durante un afic aproximadamente.

Los datos requeridos de los pacientes utilizados para la investigacién seran el sexo, edad, diagnostico probable y
consumo de antibidticos dentro de los dltimos 3 meses, obteniendo esta informacién para su analisis, con fines
educativos y con el cumplimiento de informacion de investigacion reguerida.

Es importante destacar que se pretende realizar una publicacién como articulo cientifico de los resultados obtenidos en
el presente proyecto, comprometiéndome a nombrar a hospitales MAC como colaborador en el articulo de publicacion.
Asf mismo me comprometo a nombrar a hospitales MAC en los agradecimientos del proyecto, y una vez culminado me
comprometo a entregar un ejemplar de la tesis en el area de ensefianza, y presentar un seminaric de los resultados
obtenidos frente al personal que labora en el hospital.
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Comprometiéndome a no ventilar la informacién obtenida de los pacientes, siguiendo los principios éticos de los
articulos 13° y 16°, del reglamento de la ley general de salud de materia de investigacion para la salud.

Sin mas por el momento, quedo atento a la respuesta a mi solicitud y también, por cualquier duda que pudiera existir
de la presente. Me despido agradeciéndole su atencién. Reciba un cordial saludo.

QC. Charlen Guzman Ortiz Flores
Estudiante de maestria en ciencias
microbiolégicas ICUAP-BUAP
charlen_ortizf @hotmail.com
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11.2 ANEXO B. Bitacora de recoleccion de muestras en el Hospital MAC

CODIGO SEXO EDAD DIAGNOSTICO SERVICIO Aspecto de lamuestra | Prueba de Toxinas A,B,GDH CRECIMIENTO EN CCFA CLONAS TPl TcdA TedB CdtA CdtB | CEPAEN GLICEROL

MAC-1 M 51 Amebiasis Externo Dura pastosa No

MAC-2 M 7 - Externo Dura pastosa No No

MAC-3 M 8 - Externo Dura pastosa No SI 3 No

MAC-4 F 2 Abseso hepatico Externo Blanda No No

MAC-5 F 17 - Externo Blanda No S| 2 SI No Si No No SI

MAC-6 M 65 - Ucl Liquida No No

MAC-7 F 14 - Externo Blanda No SI Q2 Sl Sl SI No No Sl

MAC-8 F 10 - Externo Pastosa dura No S| (1 NO SI

MAC-9 M 4 - Externo Pastosa dura No No

MAC-10 F 57 - Externo Pastosa dura No No

MAC-11 F 70 Amebiasis Externo Pastosa dura No SI Q2 No Sl

MAC-12 F 71 - Externo Blanda No SI (1 SI No No No No Sl
No Sl Q2 Sl No No No No Sl
No SI (] SI No No No No SI

MAC-13 F 84 Amebiasis Externo Blanda No SI (1 S| No No No No SI

MAC-14 M 68 - Externo Blanda No Sl (] SI No Si No No SI

MAC-15 M 73 - Externo No No

MAC-16 F 82 Artritis Externo Bkanda No S| (1 S| No No No No SI
No SI Q2 SI No No No No Sl
No SI (3 SI No No No No SI

MAC-17 M 27 ICD ucl Liquida A+, B+, GDH+ No

MAC-18 F 7 - Externo Pastosa dura No S| (1 S| Si Si No No S|

MAC-19 F 23 ICD ucl Liquida A-, B+, GDH+ No

MAC-20 M 35 ICD ucl Liquida A+, B+, GDH+ S| Cl Si No Si No No S|
No Sl 2 SI No Si Si Sl SI
No Sl a Si No si No No SI

MAC-21 M n - Externo Pastosa dura No No

MAC-22 M 40 - Externo Blanda No Sl (5 SI No No No No SI

MAC-23 F 51 - Externo Blanda No Sl ] SI No No Si Si SI

MAC-24 F 18 - Hospitalizacion Blanda No Sl No Sl

MAC-25 M 35 - Externo Pastosa dura No NO

MAC-26 F 53 - Externo Pastosa dura No NO

MAC-27 F 24 ICD ucl Liquidoa A-B-, GDH- NO

MAC-28 M 52 - Externo Pastosa dura No SI No S|

MAC-29 M 3 - Externo Pastosa dura No SI No SI

MAC-30 F 37 - Laboratorio Pastosa dura No SI No SI
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CODIGO | SEXD EDAD | DIAGNOSTICO SERVICIO Aspecto delamuestra | Pruebade Toxinas A,BGDH|  CRECIMIENTO ENCCFA CLONAS 11 TadA TedB CdtA CdtB | CEPAEN GLICEROL
MAC-31 F 1 Laboratorio Pastosa dura No §l No Sl
MAC-32 M b Externo Blanda No 8l €] Sl No Si No No Sl
MAC-33 M il Externo Blanda No §l o] Sl No No No No Sl
MAC-34 F 1 Externo Pastosa dura No No

MAC-35 F 4 Externo Pastosa dura No No

MAC-36 F ES) Externo Pastosa dura No No

MAC-37 M 80 Externo Pastosa dura No No

MAC-38 M 15 Externo Pastosa dura No No

MAC-39 F 51 Externo Pastosa dura No No

MAC-40 F il Externo Pastosa dura No No

MAC-41 M i Laboratorio Pastosa dura No No

MAC-42 M 1 Hospitalizacion Pastosa dura No No

MAC-43 F Bl Laboratorio Pastosa dura No No

MAC-44 F 3 Externo Pastosa dura No No

MAC-45 M 1 Laboratorio Pastosa dura No No

MAC-46 F ] Externo Blanda No No

MAC-47 M B Laboratorio Blanda No No

MAC-48 M % Laboratorio Blanda No No

MAC-49 M ] Laboratorio Dura pastosa No No

MAC-50 M 64 Externo Dura pastosa No No

MAC-51 M 41 Laboratorio Blanda No No

MAC-52 M 9 Externo Blanda No No

MAC-53 M 8 Laboratorio Blanda No §l a Si No No No No Sl
MAC-54 M 37 Laboratorio Dura pastosa No No

MAC-55 M 4 Laboratorio Blanda No No

MAC-56 F f6 Externo Blanda No No

MAC-57 M 4 Hospitalizacion Blanda No No

MAC-58 F 76 Externo Blanda diarreica No No

MAC-59 M bb Externo Liquida No No

MAC-60 F 8 ICD ucl Diameica A+B+ GDH+ Si (1 Si No Si No No Sl
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CODIGO | SEXO EDAD | DIAGNOSTICO SERVICIO Aspecto delamuestra | Pruehade ToxinasA,BGDH|  CRECIMIENTO EN CCFA CLONAS T TcdA TedB CdtA CdtB | CEPAEN GLICEROL
MAC-61 F 61 ICD Hospitalizacion Liquida A+ B+, GDH+ No
MAC-62 M 0 Laboratorio Pastosa No No
MAC-63 M B2 Lahoratorio Diameica No S (1 Si No S No No S
MAC-64 M 0 Laboratorio Pastosa No No
MAC-65 M 5 Hospitalizadon Liquida No No
MAC-66 M R Laboratorio Pastosa No No
MAC-67 M 4 Laboratorio Pastosa dura No No
MAC-68 F 74 Externo Pastosa dura No No
MAC-69 M R Laboratorio Liquida No No
MAC-70 M Q Laboratorio Pastosa dura No No
MACT1 M R Externo Pastosa dura No No
MAC-T2 M a8 Lahoratorio Pastosa dura No Si o] Si No Si No No 8l
MAC-73 M 38 Laboratorio Liquida No No
MAC-74 M i Externo Blanda No No
MAC-T5 F 15 Externo Pastosa dura No No
MAC-76 M R Laboratorio Pastosa dura No No
MAC-77 M L] ICD ucl Liquida A+ B+, GDH+ No
MAC-78 F Ji! Externo Blanda No No
MAC-79 F Ji! Externo Blanda No No
MAC-80 F 70 Externo Blanda No No
MAC-81 F ) Externo Blanda No No
MAC-82 M 10 Laboratorio Pastosa dura No No
MAC-83 F ) Laboratorio Blanda No No
MAC-84 F 76 Externo Blanda No No
MAC-85 M 65 ICD Hospitalizadon Blanda 4B+, GDH- No
MAC-36 M ] ICD Hospitalizadion Liquida A+ B+, GDH+ No
MAC-87 F ) Laboratorio Pastosa dura No No
MAC-88 F 7 Laboratorio Pastosa dura No No
MAC-89 M 85 Fxterno Pastosa dura No No
MAC-90 F 7 Externo Blanda No No
MACO1 M &8 Externo Pastosa dura No No
MAC-92 M 1 Laboratorio Pastosa dura No No
MAC-93 F ) Lahoratorio Blanda No No
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11.3 ANEXO C. Protocolo de cultivo y aislamiento

PROTOCOLO DE CULTIVOY AISLAMIENTO DE C. DIFFICILE A PARTIR DE
MUESTRAS FECALES

. Pesar 0.01g a 0.5g materia fecal tubos eppendorf (tubos de microcentrifuga)

Anadir un volumen 1:1 de muestra fecal y etanol absoluto, por ejemplo 0.5g de
material fecal con 500ul de etanol absoluto y mezclar perfectamente en vortex
hasta disolver, posteriormente dejar reposar por 40 min a temperatura ambiente.

Pasado el tiempo de reposo, volvera mezclar por vortex y tomar aproximadamente
100 pl de la mezcla con unapuntaestéril de micropipeta con el extremo de la punta
cortada para facilitar la toma completa de la muestra.

Sembrar en placas de medio de cultivo especifico para C. difficile CCFA-TC (Agar
cicloserina-cefoxitina-fructosaytaurocolato), distribuiren toda la superficie del agar
con laayudade unaespatulade plastico o vidrio estéril, posteriormente dejar secar
por 5 min

. Cultivarlas 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).

. Observar la morfologia colonial después de las 48 horas de incubacion, y realizar

tincion gram.

A partir del crecimiento bacteriano de cada placa, seleccionar de 1 a 3 colonias
diferentes cuya morfologia y tincion Gram sea similar a C. difficile. Sembrar por
estria en placas de Agar BHI (infusion cerebro corazon) adicionado con extracto de
levadura, nuevamente cultivar en condiciones de anaerobiosis a 37°C durante
48hrs.

A partir del crecimiento de estas placas resembrar en tubos con medio liquido de
BHI (5mL) y cultivar en las mismas condiciones

Tomar 1 ml de caldo y transferir a un tubo Eppendorff, obtener el paquete celular
por centrifugacion a 12 000 rpm por 5 min para hacer lisadosde las clonas, también
del mismo caldo tomar 500uL y mezclar con 500uL de glicerol para guardarse a -
80°C.

Referencias

1. Edwards, A. N., Suarez, J. M., & McBride, S. M. (2013). Culturing and
maintaining Clostridium difficile in an anaerobic environment. Journal of
Visualized Experiments: JoVE, 79, e50787. https://doi.org/10.3791/50787

2. European Centre for Disease Prevention and Control, (2018). Laboratory
procedures for diagnosis and typing of human Clostridium difficile infection,
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11.4 ANEXO D. Protocolo de extraccion y PCR
Protocolo de extraccion de DNA (G+)

El protocolo de extraccién de ADN utilizado en esta investigacion se realizé6 mediante
fenol-cloroformo, basado en la metodologia descrita por Andreou en 2013 con algunas

modificaciones:
En campana (esterilidad)

1.-Tomar el tubo con el cultivo overnighty centrifugarpor 5 min a 8000 rpm. Quitar el

sobrenadante.

2.- Resuspenderel pellet en 250 uL de buffer TES. (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20
mM Tris-HCI).

3.- Agregar 50 uL de lisozima 10 mg/mL y resuspender suavemente.

*La lisozima se prepara el dia que se va a usar, se prepara el stock de 10 mg/mL (0,01
g) en H20 MiliQ.

4.- Incubar a 37 °C por 30 min.

5.- Adicionar 60 uL de SDS 10 % y 5 uL de proteinasa K (20 mg/mL).

*La proteinasa K se prepara el dia que se va a usar, se prepara el stock 20 mg/mL
(0,02 g) en H20 MiliQ.

6.- Incubar por 20 min a 55 °C

* Dos opciones: 1° En agua a 55 °C
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2° En termobloque a 55 °C
En mesa (no esterilidad)
7.- Agregar 250 uL de fenol:cloroformo y agitar vigorosamente por 3 min.
8.- Centrifugar por 5 min a 14000 rpm.
9.- Pasar la fase acuosa a un tubo nuevo (eppendorf de DNA con cloroformo).

*Por lo general se pueden tomar maximo 300 ulL, sacar la fase acuosa con una p200
e irtomando volumenes de 100 ulL, asi se va a tener unaidea del volumen que se va

a sacar.
10.- Agregar 1:1 volumen de cloroformo.

*Ejemplo: Si se tomaron 300 uL en el punto 9, se agregan 300 uL de cloroformo
11.- Realizar un pequefo vortex y centrifugar por 5 min a 14000 rpm.

12.- Pasar la fase acuosa en un tubo nuevo (eppendorf de DNA).

*Por lo general se pueden tomar maximo 300 ulL, sacar la fase acuosa con una p200
e irtomando volumenes de 100 ulL, asi se va a tenerunaidea del volumen que se va

a sacar.

13.- Agregar 1/10 volumen de 5 M NaCly 2.5 volumenes de Etanol abs frio. Agitar por

inversion suavemente.

* Ejemplo: Si se tomaron 200 uL en el punto 12, se agregan 20 uL de NaCly 450 uL
de ETOH abs

14.- Incubar a -20 °C por 15 min.

*En este puntopuededejar mas tiempo de incubacion, por si tiene que hacer otra cosa.
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15.- Centrifugar por 10 min a 14000 rpm.

16.- Descartar el sobrenadante, tener cuidado con el pellet. “No siempre se ve.

17.- Agregar 500 uL de etanol al 70 %.

18.- Realizar un pequefo vortex y centrifugar por 10 min a 14000 rpm.

19.- Descartar el sobrenadante, tener cuidado con el pellet. *No siempre se ve.
En campana (esterilidad)

20.- Dejar secando a temperatura ambientey luegoagregar 30 uLde H20 con RNAasa
al 4 % (2 uL de RNAasa en 50 uL de H20 milli Q)

21.- Guardara 4 °C.
NOTAS
*El tubo de DNA debe quedar rotulado y con fecha de extraccion.

*Se debera correr un gel de agarosa para confirmar que funcioné la extraccion y ver la

integridad del DNA. Gel de agarosa 0.8 % 0 1.2% (Ver protocolo electroforesis).
Deteccion de genes especificos (tpi, tcdA, tcdB, cdtA, cdtB) mediante PCR

Conelfinde lograr unaidentificacion precisade C. difficile, se llevé a cabo la deteccion
de varios genes especificos de importancia mediante PCR, incluyendo el gen ipi,
ampliamente utilizado como marcador de mantenimiento en estudios de identificacion.
El gen tpi codificala enzima triosa fosfato isomerasa y presenta unalongitud de 230
pares de bases (pb) durantela amplificacién porPCR, segun lo reportado previamente
(Lemee et al., 2004)

La amplificacion del fragmento del gen tpi se realizé utilizando la técnica de PCR en

punto final, siguiendo los procedimientos y condiciones previamente establecidos por
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Lemee y Dhalluin et al. en 2004, los cuales se encuentran detallados en la Tabla 4.

Para todas las reacciones de PCR, se prepararon mezclas maestras de acuerdo con
las férmulas especificadas en la Tabla 5. Estas mezclas se distribuyeron
cuidadosamente en tubos Eppendorf destinados para PCR, garantizando la precision

y uniformidad en la preparacién de las reacciones.

La deteccidn de los genes de toxinas tcdA, tcdB, cdtA y cdtB se llevd a cabo mediante
cuatro reacciones de PCR separadas, cada una empleando sus respectivos
oligonucledtidos, pero manteniendo las mismas condiciones de amplificacion. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Thermo 2720 de Applied
Biosystems, utilizando los parametros de amplificacién correspondientes a la
deteccidn de genes de toxinas, tal como se detalla enla Tabla 5. Es importante sefalar
quese incluydlacepa ATCC R20291 de C. difficile (A+B+CDT+, RT 027) como control

positivo en estas reacciones para garantizar la fiabilidad de los resultados.

Tabla 14. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo
Gen Primer Secuencia (5-3") Tamanfo del Referencia
amplicén (pb)
16S rRNA CD16F GGAGGCAGCAGTGGGGAATA 1062 Pearson, et al., 2008
CD16R TGACGGGCGGTGTGTACAAG
tpi tpi F AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA 230 Lemee, et al., 2004
iR CATAATATTGGGTCTATTCCTAC
tcdA fcdAF GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA 629 Pearson, et al., 2008
tcdAR AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG
tcdB tcdBF CCAAARTGGAGTGTTACAAACAGGTG 410 Pearson, et al., 2008
tcdBR GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA
cdtA CdtA F GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC 221 Pearson, et al., 2008
cdtAR CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA
cdtB cdtB F TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 262 Pearson, etal., 2008
cdtB R CGGATCTCTTGCTTCAGTC TTTATAG

En la tabla se muestra la secuencia y el tamafio del amplicon esperado.

Tabla 15. Condiciones para la obtencion de productos de PCR

fcdA, tcdB, cdtA, cdtB y 16s rRNA 2 horas 13 minutos
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Cabe destacar que la interpretacion de los resultados de estas PCR se basé en la
presencia o ausencia de bandas especificas. Para el gen tpi, un aislamiento de C.
difficile se considerd tpi-positivo si se detectaban bandas correspondientes al pb del
gen usado como control. Por otro lado, en la deteccién de la toxina binaria, algunos
aislamientos podrian presentar una banda cdtA débil o ausente en lareaccion de PCR
duplex de toxina binaria. En tales casos, cuando solo estaba presente la banda cdiB,
se realizé una PCR adicional con mezclas monoplex separadas para cdtA y cdtB. Se
considero que un aislamiento de C. difficile era CDT+ Uunicamente si era positivo para
ambos cdtA y cdtB.

En el caso de aislamientos de C. difficile que resultaron positivos en PCR para la
deteccidn del gen fpi pero negativos para los genes de toxinas clostridiales grandes

(A-B-, cdtA-, cftB-), se consideraron cepas no toxigénicas, lo que fue relevante para la
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clasificaciéon de las cepas.
11.5 ANEXO E. Protocolos de pruebas de susceptibilidad

11.5.1 Preparaciéon de soluciones Stock de antibiéticos para realizar las

pruebas de susceptibilidad por dilucién en agar para C. difficile.

Se deben preparar soluciones madre de por lo menos una concentracion 10 veces
mayor que la mas alta del rango establecido (por Ej.: para un rango establecido de 8
a 32 yg/ml para metronidazol se podrian evaluar concentraciones hasta de 64 ug/mL,
se podria preparar una solucion madre de 640 ug/ml), y conservarse en alicuotas a -
60°C por 6 meses 0 mas. A continuacion, se describen las férmulas y procedimientos
de preparacién de cada uno de los stocks de antibidticos utilizados para las pruebas

de dilucién en agar.

Preparacion de solucién stock de eritromicina

Para determinar la cantidad de polvo antimicrobiano (ATB) o solventes
necesarios para preparar una solucion estandar (SE) se puede utilizar la

siguiente formula:

Férmula 1

Pesada de ATB (mg) = Volumen de SE (ml) x Concentraciéon de SE (ug/ml)

Potencia de ATB (ug/mg)
Para preparar 5ml de solucion Stock de Eritromicina a una concentracion de 10
000ug/mL, si la potencia del antibiético es de 930 pg/mg ( lo que significaque hay

930 microgramos de eritromicina por cada miligramo del antibiotico).

Pesada de ATB (mg) = Volumen de SE (5 ml) x Concentracién de SE (10 000ug/ml)

Potencia de ATB (930 ug/mg)
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Pesada de ATB (mg): 53.76 mg = 0.05376 g de polvo de eritromicina en 5ml de
Etanol 90% como solvente

Concentraciones a probar para la prueba de dilucién en agar de acuerdo a los valores de corte de
CLSI:

8,4,2y1 ug/ml
Para preparar 4 ml de una solucidn de eritromicina con una concentracion de 80 ug/ml a partir de
un stock de 10,000 ug/ml
V1= (80ug/mlx4ml)/ 10,000 ug/ml

V1 =0.32 ml de stock con 360 ul de agua

Posteriormente realizar 4 diluciones seriadas 1:2 a partir de la solucion de 80 pg/ml (80, 40,20, y
10 pg/ml)

Posterior mente se tomara 1mL de cada dilucion para diluirlo en placa Petri con 9ml de agar
Mueller-Hinton sangre (Dilucidn 1:10) por ejemplo para la primera concentracion 80 pg/ml/ 10= 8

ug/ml.

Preparacion de soluciéon Stock de Tetraciclina

Para preparar 5ml de solucién Stock de Tetraciclina a una concentraciéon de 10 000ug/mL, sila
potencia del antibidtico es de 900 pg/mg ( lo que significa que hay 900 microgramos de
Tetraciclina por cada miligramo del antibidtico).

Pesada de ATB (mg) = Volumen de SE (5 ml) x Concentracion de SE (10 000ug/ml)

Potencia de ATB (900 pg/mg)

Pesada de ATB (mg): 55.5 mg = 0.055 g de polvo de Tetraciclina en 5ml agua como

solvente

Concentraciones a probar para la prueba de diluciéon en agar de acuerdo a los valores de corte de
CLSI:

16, 8,4y 2 ug/ml

Para preparar 4 ml de una solucidn de tetraciclina con una concentracion de 160 ug/ml a partir de
un stock de 10,000 ug/ml
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V1= (160 ug/mlx 4 ml) /10,000 ug/ml

V1 = 0.064 ml de stock con 3936 ul de agua

Posteriormente realizar 4 diluciones seriadas 1:2 a partir de la solucién de 160 ug/ml
(160, 80,40,

y 20 ug/ml)

Posterior mente se tomara 1mL de cada dilucién para diluirlo en placa Petri con 9mi
de agar Mueller-Hinton sangre (Dilucién 1:10) por ejemplo para la primera

concentracion 160 pg/ml / 10=16 pg/ml.
Preparacion de soluciéon Stock de Cloranfenicol

Para preparar 5ml de solucion Stock de Cloranfenicol a una concentracion de 10
000ug/mL, si la potencia del antibi6tico es de 980 pg/mg (1o que significa que hay 980
microgramos de cloranfenicol por cada miligramo del antibiético).

Pesada de ATB (mg) = Volumen de SE (5 ml) x Concentracién de SE (10 000ug/ml)

Potencia de ATB (980 pg/mg)

Pesada de ATB (mg): 51.02 mg = 0.051 g de polvo de cloranfenicol en 5ml de etanol 90% como
solvente

Concentraciones a probar para la prueba de diluciéon en agar de acuerdo a los valores de corte de
CLSI:

32,16, 8,y 5 pug/ml

Para preparar 4 ml de una solucion de cloranfenicol con una concentracion de 320 ug/ml a partir
de un stock de 10,000 ug/ml.

V1= (320 ug/mlx 4 ml) /10,000 ug/ml

V1 = 0.128 ml de stock con 3872 ul de agua

Posteriormente realizar 4 diluciones seriadas 1:2 a partir de la solucion de 320 pug/ml (320, 160,80,
y 40 ug/ml)
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Posterior mente se tomara 1mL de cada dilucién para diluirlo en placa Petri con 9ml de agar
Mueller-Hinton sangre (Dilucidn 1:10) por ejemplo para la primera concentracién 320 ug/ml/ 10=
32 pg/ml.

Preparacion de soluciéon Stock de Cefotaxima

Para preparar 5ml de solucion Stock de Cefotaxima a una concentracion de 10 000ug/mlL, sila
potencia del antibidtico es de 964 ug/mg ( lo que significa que hay 964 microgramos de
cloranfenicol por cada miligramo del antibidtico).

Pesada de ATB (mg) = Volumen de SE (5 ml) x Concentracion de SE (10 000ug/ml)
Potencia de ATB (964 ug/mg)

Pesada de ATB (mg): 51.86 mg = 0.0518 g de polvo de cefotaximaen 5ml de agua como
solvente

Concentraciones a probar para la prueba de dilucién en agar de acuerdo a los valores de corte de
CLSI:

32, 16, 8,y 5 pg/ml

Para preparar 4 ml de una solucién de cefotaxima con una concentracidén de 320 ug/ml a partir de
un stock de 10,000 ug/ml.

V1= (320 ug/mlx 4 ml) /10,000 ug/ml

V1 = 0.128 ml de stock con 3872 ul de agua
Posteriormente realizar 4 diluciones seriadas 1:2 a partir de la solucion de 320 pg/ml (320, 160,80,
y 40 pg/ml)

Posterior mente se tomara 1mL de cada dilucién para diluirlo en placa Petri con 9ml de agar
Mueller-Hinton sangre (Dilucidn 1:10) por ejemplo para la primera concentracién 320 ug/ml/ 10=
32 pg/ml.

Preparacion de soluciéon stock para Vancomicina

La solucién inyectable de Vancomycin cp se encuentra a 500mg por cada 10 ml de solucién (50
mg/ml)= 50,000 ug/ml (Stock)

Concentraciones a probar para la prueba de dilucién en agar de acuerdo a los valores de corte de
CLSI:

4,2,1y0.5ug/ml
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Para preparar 2ml de vancomicina con una concentracién de 40ug/ml
V1i=(C2v2)/C1

V1= (40ug/mlx 2 ml) /50,000 ug/ml

V1 =0.0016 ml=1.6ul de stock con 1998.4 de agua

Posteriormente realizar 4 diluciones seriadas 1:2 a partir de la solucion de 40 pg/ml (40, 20,10, y 5
ug/ml)

Posterior mente se tomara 1mL de cada dilucién para diluirlo en placa Petri con 9ml de agar
Mueller-Hinton sangre (Dilucién 1:10) por ejemplo para la primera concentracién 40 ug/ml/ 10= 4

ug/ml.

Preparacion de solucién para Metronidazol

La solucion de flagyl se encuentra a una concentracion de Metronidazol
5mg/mL=500 ug/mL (Stock)

Concentraciones a probar para la prueba de diluciéon en agar de acuerdo a los valores de corte de
CLSI:

32, 16,8 y 4 ug/ml
Para preparar 2ml de Metronidazol con una concentracién de 320ug/ml

V1=(C2v2)/C1
V1=(320 ug/mlx 2ml) /5000 ug/ml

V1 = 0.128 ml= 128ul de stock con 1872ul de agua

Posteriormente realizar 4 diluciones seriadas 1:2 a partir de la solucion de 320 pug/ml (320, 160,80,
y 40 pg/ml)

Posterior mente se tomara 1mL de cada dilucion para diluirlo en placa Petri con 9ml de agar
Mueller-Hinton sangre (Dilucidn 1:10) por ejemplo para la primera concentracién 320 ug/ml/ 10=
32 ug/ml.

11.5.2 Método de determinacién de CMI por dilucion en agar para C.
difficile (método de referencia para bacterias anaerobias CLSI M11-A8
2012

La dilucion en agar es un método bien establecido para la determinacién de la
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sensibilidad a los antimicrobianos. El agente antimicrobiano se incorpora dentro del
medio con agar, de manera tal que cada placa contenga una concentracion de
antibidticodiferente. Paralograr el rango de dilucion deseado se deben preparar varias
placas de medio, cada una con una determinada concentracién de antimicrobiano,
normalmente en escala aritmética decreciente en base 2 (CLSI M0O7-A9 2012). El
documento M11-A8 2012 del CLSI describe los estandares especificos para analizar
anaerobios utilizando ya sea procedimientos de CIM de dilucién en agar o

microdilucion en caldo.
1. Preparacion del medio

Normalmente el medio de cultivo empleado es base de agar MH, pero en funcion del
microorganismo a testar podria resultar necesario emplear un medio diferente y la
adicion de nutrientes especificos al medio. Para bacterias anaerobias se utilizara Agar
Brucellao agar MuellerHinton suplementado con vitamina K1 (1ug/ml)y 5% de sangre
de carnero lacada. (La sangre se laca congelandola y descongelandola
alternativamente) (CLSI M11-A8 2012).

Una vez esterilizado el medio de cultivo, habitualmente mediante 15 minutosa 121°C
en autoclave, debe dejarse enfriar hasta unos 40-50°C antes de afiadirlas soluciones
con antimicrobianoy la sangre. Después se vierte en placas Petri estériles, evitando
la formacién de burbujas. Una vez solidificadas, las placas se usaran inmediatamente
o se almacenaran refrigeradas y selladas para evitar su desecacion (idealmente seran

usadas el mismo dia de su preparacion).
2. Preparacion de las diluciones en el agar

Se utilizaran los puntos de corte recomendados por el CLSI para metronidazol. (CLSI
2012)

Sensible= <8 ug/mL Resistente= =232 ug/mL
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Se probaran 4 concentraciones de 8, 16, 32y 64 ug/mL

Se Prepararan soluciones intermedias del antibidtico, partiendo de la solucion Stock
(10x 640ug/mL) haciendo diluciones sucesivas 1:2, 1:4, y 1:8 usando el método
descrito en CLSIM100 (Figura 1).

1. Adicionaruna parte de la solucion de antimicrobiano 10X en nueve partes de

agar fundido (Ej. 18 ml de agar con 2 ml de dilucién de antibiético)

2. Agregue la solucion de antibiético apropiada para cada dilucion, en el agar

fundido y enfriado a 45 - 50°C en bafo de agua.

3. Agite la mezcla agar-antibidtico y coléquela en la placa de petri hasta alcanzar

una profundidad de 3-4 mm.

4. La mezcla agar-antibiotico debe ser colocada rapidamente en las placas para
evitar la solidificacion total o parcial de la misma dentro del recipiente de mezclado,

evitando la formacion de burbujas.

5. Las placas se dejan solidificar a temperatura ambiente y si no se usan de
inmediato se pueden guardar en bolsas plasticas selladas a 2 - 8°C por 5 dias para

ensayos de referencia o por mayor tiempo para uso de rutina.
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Stock metronidazol 7 mL 12 7 mL 14

14 mL 7m 7m

640 ug/mL 320 ug/mL 160 ug/mL 80 ug/mL

2mL 2 mL 2 mL 2mL

‘e0ee

Figura 38.Preparacion de las placas de agar con las diluciones de antibiético. Basado en CLSI M11-A8 2012.

3. Preparacion del inoculo para las pruebas de diluciéon

Realizar una suspension de la cepa en tubos con caldo BHI, hasta alcanzarun 0.5
McFarland de turbidez La densidad final del in6culo, en ambos casos, sera de 1 x 104

en cada gota sobre la placa.
4. Inoculacion de las placas de agar

1. Los tubos que contienen la suspension bacteriana ajustada y diluida (107
UFC/ml) se deben colocar en orden en una gradilla. Luego se debe distribuir una

alicuota de cada tubo, bien homogeneizado (Figura 2).

2. Se debe marcar cada placa de agar para conocer la ubicacion de los inéculos
en la misma.
3. Aplicarunaalicuotade 1 a 2 yl de cada in6culo sobre la superficie del agar, por

medio del replicador, ansa calibrada o pipeta. De debe realizar la diluciéon adecuada

del in6culo de tal forma de obtener una concentraciéon de 104 UFC/ inoculo.
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4. Para comenzar se debe inocular una placa control de agar sin antibiético
(control de viabilidad) y luego se inoculan las que contienen las distintas
concentraciones del antibiético comenzando por la de menor concentracion. Se debe
inocularunasegundaplacacontrol de viabilidad al finalizarla serie, para confirmar que
no hubo contaminacién o un significativo efecto "carry over" de antibiotico durante el

procedimiento.

5. Se debe realizar una muestra de cada in6culo sobre una placa de medio de
cultivo sélido, e incubar"overnight" para detectar mezcla de cultivosy para contar, al

dia siguiente, con un cultivo fresco en caso de que la prueba se deba repetir.

104 UFC

/"

Sol. salina con
suspension 0.5
McFarland de células

C.difficile

64 ug/mL 32 ug/mL 16 ug/mL 8 ug/ml

Figura 39.Inoculacién en las placas de agar con el antibiético respectivo.
Cada circulo azul representa una cepa diferente de C. difficile. En cada placa se inocularan 10 cepas diferentes.
Basado en CLSIM11-A8 2012.

5. Incubacion de las placas

Las placas inoculadas se deben mantenera temperatura ambiente hasta que el agar
absorba el liquido que acompafia al inéculo, pero no mas de 30 minutos. Luego se

deben incubar invertidas a 35 + 2°C por 48 horas en anaerobiosis
6. Determinacién del punto final

1. Para determinar el puntofinal, las placas se deben colocar sobre una superficie
oscura y opaca. La CIM se registrara como el valor de la menor dilucion que inhibe

completamente el desarrollo bacteriano, no se debe considerar el desarrollo de una
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simple colonia o unatenue pelicula causada por el depdsito del inéculo. El punto final
en estos casos correspondera a la concentracion en la que haya mas del 80 % de

reduccién del crecimiento comparando con el control.

2. Si persisten 2 0 mas colonias en concentraciones superiores al aparente punto
final, o si se encuentra desarrollo a altas concentracionesy no a bajas, se debe

controlar la pureza del cultivo y probablemente deba repetirse la prueba
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11.5.3 Protocolo prueba susceptibilidad E-TEST

BIOMERIEUX

424000 059212 - 01 - 2022-06 @

ETEST® Vancomicina (VAN) (0.016-256 pg/mL )

IVD

Uso previsto

ETEST® es una técnica cuantitativa manual para la determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias
aerobias grampositivas y gramnegativas no exigentes y bacterias exigentes. El sistema comprende un gradiente de
antibidtico predefinido que se utiliza para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI, en ug/mL) de diferentes
agentes antimicrobianos frente a microorganismos sembrados en medio de agar tras una noche de incubacién.

Indicaciones de uso

ETEST® VAN se puede emplear para determinar la CMI de la ceftarolina frente a los siguientes microorganismos:
+ Aerobios:
= Aerobios grampositivos: Staphyloccocus aureus
+ Streptococcus pneumoniae

+ Streptococcus agalactiae
* Haemophilus influenzae

Principio
ETEST® es una delgada tira de plastico no poroso e inerte f—
con |a escala de lectura de CMI en pg/mL por un lado (A) y A'e B
un gradiente de antibiético predefinido por el otro lado (B). Codigo  AB |
de antibiotict a
Cuando la tira se aplica a una superficie de agar inoculado, 256 Yy
el gradiente de antibidtico preformado se transfiere ]
inmediatamente a la matriz de agar para formar un E
gradiente estable, continuo y exponencial de P
concentraciones de antibiético directamente bajo la tira. ¥
El crecimiento bacteriano se hace visible durante la Escala 1§ Gradiente
. . N R . N de lectura 3 antimicrobiano
incubacién y aparece una elipse de inhibicion simétrica decMl T & exponencial
centrada a lo largo de la tira. El valor de CMI se lee enla (pg/mt) 39
escala, en términos de pg/mL, en |la zona de inhibicion 3%
completa del crecimiento bacteriano, donde el extremo en [
punta de la elipse corta la tira. H !
Aungue se procesa de la misma manera que la prueba de §§§ b
difusion con disco (preparacion del indculo, eleccion del T
medio de cultivo y condiciones de incubacion similares), Ejemplo de una tira ETEST®
ETEST® no es un método de difusién y su concepto es i . . y
totalmente diferente al de los métodos en disco (hay disponibles d:fer?ntes escalas en funcion del
convencionales. El gradiente de concentracién farmaco)

antimicrobiana de ETEST® esta preformado, predefinido,
es estable y no depende de la difusion.

Contenido del kit

IF-2023-60275302-APN-INPM#ANMAT

bioMérieux SA Espafiol - 1
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ETEST® Vancomicina (VAN) (0.016-256 ug/mL )

059212 - 01 - 2022-06 -es

Envase unitario: 30 tiras de analisis Cada tira contiene:
424000

« Intervalo de CMI de Vancomicina*: 0.016-256 pg/mL

*Origen: microbiano semisintético.

1 ficha técnica disponible para descargar en www.biomerieux.com

Material necesario pero no suministrado

Materiales

Equipamiento general de un laboratorio de microbiologia.

Torundas (estériles, no téxicas y con un hilado no demasiado apretado) y tubos de ensayo.

Aplicador manual [por ejemplo, el Mini Grip-It (Ref. 411200), el lapiz de vacio NEMA C88™ (Ref. 559804), pinzas o
dispositivo similar].

McFarland Standard (Ref. 70900) o equivalente.

Incubador (+35 °C £ 2 °C).

Microorganismos de control de calidad.

Inoculador RETRO C80™ (opcional) (Ref. 559803).

Aplicador SIMPLEX C76" (opcional) (Ref. 559802).

Medios de cultivo recomendados

Utilice un medio bien definido y de alta calidad para pruebas de sensibilidad antimicrobiana (AST) que favorezca el
crecimiento (consulte la Tabla 1 al final del apartado de Modo operativo de esta ficha técnica). La marca elegida deberia
tener buena reproducibilidad entre lotes para garantizar que se obtienen valores de CMI precisos y fiables.

Para verificar la calidad de los medios, analice cepas de control de calidad apropiadas. Consulte la ficha técnica
proporcionada por el fabricante de los medios.

Aseglrese de que la placa de agar tiene una profundidad de 4,0 + 0,5 mm yun pH de 7,3 + 0,1.

Precauciones de utilizacion

Unicamente para diagnéstico in vitro.

Exclusivamente para uso profesional. Esta previsto que esta prueba la utilicen exclusivamente profesionales de
laboratorio formados.

Siga procedimientos asépticos en todo momento cuando manipule muestras bacterianas. Observe estrictamente las
precauciones establecidas frente a los riesgos microbiolégicos.

La tira es para un solo uso y no se debe reutilizar.

Almacenamiento y estabilidad

Almacénelo segun la temperatura especificada en el envase.

No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad indicada en el envase.

Proteja en todo momento las tiras de ETEST® de la humedad, el calor y la exposicidn directa a una luz intensa.
No guarde las tiras ETEST® de envases unitarios que se hayan abierto.

Utilizacion

Antes de utilizar las tiras ETEST® de un envase cerrado, inspeccione visualmente el envase para asegurarse de que
esté intacto. No las utilice si el envase presenta dafios.

Cuando se retira del refrigerador/congelador, deje que el envase unitario alcance la temperatura ambiente antes de
abrirlo (aproximadamente 15 minutos si se almacena a +4 °C o aproximadamente 30 minutos si se almacena a

-20 °C) y retire la tira del envase justo antes de usarla. Antes de abrir el envase, deje que se evapore
completamente la humedad condensada en la superficie exterior.

No toque la superficie de la tira que contiene el gradiente (el lado opuesto a la escala de CMI). Se recomienda
utilizar un aplicador manual [por ejemplo, Mini Grip-It (figura 1), el lapiz de vacio NEMA C88™ (figura 2), pinzas o
dispositivo similar) para recoger las tiras ETEST®. Cuando manipule las tiras ETEST® con las manos, pinzas o
dispositivos similares, toque solamente el asa de la tira (la zona donde se encuentra el cédigo de 2 o 3 letras).

IF-2023-60275302-APN-INPM#ANMAT

bioMérieux SA  Espafiol - 2
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Figura 1 Figura 2
Retirada de la tira ETEST® del envase unitario utilizando el Retirada de la tira ETEST® del cartucho utilizando el lapiz de
Mini Grip-It vacio NEMA C88™

Instrucciones para envases unitarios:

Golpee suavemente el envase sobre una superficie dura para asegurarse de que la tira esté en
la parte inferior del envase antes de abrirlo, luego sostenga el envase entre el pulgar y el dedo
indice, colocando la yema del pulgar en la hendidura de la parte trasera.

Presione hacia delante con el pulgar y hacia atras con el indice para abrir la pelicula de
aluminio, asegurandose de que el desecante permanezca en la parte superior del envase.

Doble la parte superior hacia atras para abrir el envase completamente.

£
é’h Saque la tira ETEST® del envase con unas pinzas u otro aplicador.

Instrucciones de uso

Preparacion del inéculo e inoculacion

1. Ponga el medioy las tiras ETEST® a temperatura ambiente.

2. Consulte la tabla 1 al final de este apartado.

3. Prepare el indculo: emulsione las colonias bien aisladas de una placa de agar incubada durante la noche. Para los
microorganismos exigentes como neumococos, estreptococos, gonococos, anaerobios y Haemophilus spp., utilice la
suspension preparada en caldo durante 15 minutos. Aseglrese de que la suspensién del inéculo tenga el numero
correcto de UFC/mL (unidades formadoras de colonias) para que coincida con el patrén de McFarland apropiado;
especialmente importante para los microorganismos exigentes y mucoides. Si el indculo es correcto, se obtendra un
crecimiento confluente o casi confluente después de la incubacion.

4. Los patrones de turbidez de McFarland no garantizan el niimero correcto de células viables en la suspension. Haga
un recuento de las colonias con regularidad para verificar si el procedimiento proporciona el nimero correcto de
células viables en UFC/mL. Consulte el apartado CONTROL DE CALIDAD.

5. Inoculacién: sumerja una torunda estéril, no téxica y con un hilado no demasiado apretado en la suspension del
inéculo y elimine el exceso de liquido presionando la torunda contra la pared interna del tubo de ensayo. Retire mas
liquido al sembrar una placa de 90 mm y menos para una placa de 150 mm. Pase la torunda por la superficie
completa del agar tres veces, girando la placa aproximadamente 80 grados cada vez, para asegurar una distribucion

IF-2023-60275302-APN-INPM#ANMAT

bioMérieux SA Espafiol - 3
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11.6 ANEXOF. Calidad de las secuencias genémicas

[ == .
Mala Mediana Buena
calidad calidad calidad

Estadisticas genémicas

REF_R20291_fasta

MX_MAC18C1_fasta ~ MX_MAC7C2_fasta

Fraccion del genoma (%) 87.947 89.179 90.372
Ratio de duplicacion 1.001 1.001
Alineacion mas grande 123060 123302 123203

Longitud total alineada
NGA50
LGA50

Montajes erréneos

3672728
43615

3691786
42971

3740920
54682
28

# misassemblies 55 64 82
Longitud de los cdntigos mal ensamblados _ 2889165 2998105 3766891
Desajustes

# discrepancias por 100 kbp 763.57 786.18 778.63

# indeles por 100 kbp 34,2 372 34.32
#N's por 100 kbp 0 0 0

Estadisticas sin referencia
# contigs 1 85 195 83

Contig mas grande 577257
Longitud total 4191339 4195220
Longitud total (>=1000 bp) 4101330 4177991

MX_CDND10C2_fasta

MX_CDND2_fasta  MX_CD571_fasta ~ MX_CD355_fasta

90.911 91,303 91116
1.001
13103 137584 143152
3765667 3780825 NN
62403 60715 51184
Pi] 3 u
7 2 8
3664282 3856649 3768302
786.1 EE s
34.68 37.53 35.76
0 R
56 49 46
745358 734790 561177
4061152 4052064 4055537
4056851 4044034 4052684

MX_CD246_fasta

90.166
1.001
137082
3734829
64926
23

76
3645641

758.72
3178
0

54
738909
4145106
4139056

MX_CD100_fasta

9113
1.001
143152
3772169
57214
24

80
841

7923
3597
0

43
361177
4056073
4053419

MX_CD014C5_fasta
80.487
1.001

3691424
54405
25

8
3941600

0

39
722205
4151960
4150301

Figura 40.Imagen representativa de los parametros de calidad de ensamblaje en 9 cepas de C. difficile

secuenciadas en el presente proyecto

A)

Tamafio cumulativo promedio 4.2 Mbp

Contenido de GC promedio 28%

B)

REF_R20291_fasta

2000 v

e
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) ) ) ] [ 100 1m0 140 160 180thcanti

Figura 41.Graficas estadisticas de calidad de ensamblaje en 9 cepas de C. difficile secuenciadas en el presente

Grafica de tamafo promedio de los genomas. B) Grafica de contenido promedio de Guanina-Citocina
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