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Resumen
Clostridium difficile también denominado como Clostridioides difficile es la primera causa
de diarrea hospitalaria en los paises desarrollados. Cuenta con mudltiples factores de
virulencia que contribuyen a su colonizacion intestinal. Los principales factores de
virulencia producidos por C. difficile son la Toxina A (enterotoxina) y la Toxina B
(citotoxina). Se han descrito cepas de C. difficile que producen una toxina binaria (CDT).
Ademas, existen cepas que no producen ninguna toxina. El diagnostico de la enfermedad
asociada a C. difficile se basa en la combinacion de un cuadro clinico compatible mas un
estudio de heces positivo para C. difficile. Existen diversos examenes para su deteccion,
entre los principales esta el cultivo de heces como el estandar de oro, pero debido a que
es una técnica lenta, laboriosa y que requiere personal calificado, solo se recomienda en
casos especiales y para evaluar nuevas técnicas utilizadas en el laboratorio clinico.
Mientras que en otras partes del mundo la situacion emergente de infeccién por C. difficile
es clara, en México, se desconoce la prevalencia y el comportamiento real de esta
enfermedad, excepto en algunos hospitales académicos de alta especialidad. Por lo tanto,
el propdsito de este trabajo fue determinar la presencia y caracterizacion molecular de C.
difficile para conocer su importancia en los entornos hospitalarios mexicanos. En el
presente trabajo se estudiaron 44 muestras fecales provenientes de tres diferentes
hospitales, dos de ellos de la ciudad de Puebla y uno de México. El aislamiento de C.
difficile se hizo de las muestras fecales en el medio CCFA-TC en condiciones de
anaerobiosis. Las muestras se trataron con etanol absoluto para reducir la contaminacion
de las otras bacterias presentes en la muestra y recuperar las esporas de C. difficile. Se
llevo a cabo la tincidbn de Gram y se realizé la busqueda de los principales factores de
virulencia como son: la Toxina A (tcdA), la Toxina B (tcdB) y la toxina binaria (cdtA y cdtB);
también se determino el gen tpi para confirmar la especie de la bacteria. Se encontré que
de las 44 muestras fecales analizadas en el medio CCFA-TC solo 23 muestras crecieron
en este medio, a las cuales se les analizo el gen tpi, detectandose en 19 muestras. El
analisis de las toxinas de estas 19 muestras mostro las toxinas A*B* en 10 muestras, 2
muestras tenian las tres toxinas A*B*CDT" y en las 7 muestras restantes no se encontro
ningun gen de las toxinas. Se logré demostrar la presencia de C. difficile en muestras de

heces de pacientes provenientes de tres hospitales mexicanos.
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1. Introduccion

Clostridium difficile se describié por primera vez en 1935 por Ivan C. Hall y Elizabeth
O’Toole en heces de recién nacidos sanos. Se le denomin6 entonces como Bacillus
difficilis por sus caracteristicas de morfologia bacilar, requerimiento de condiciones
anaerobias, formacion de esporas y la dificultad de aislamiento (Hall y O'Toole, 1935). No
fue sino hasta 2016 que Clostridium difficile fue reclasificado a Clostridioides difficile por
un estudio basado en el gen 16S rRNA, donde se propuso inicialmente un cambio de
Clostridium difficile a Peptoclostridium difficile, ya que el analisis filogenético revelo que C.
difficile se encuentra dentro de la familia de Peptostreptococcus. Sin embargo, debido a
costos en la industria de la atencion médica por la perdida de los términos “C. diff”, CDIl y
CDAD el cambio a Clostridioides difficile permitiria que dichas abreviaturas sigan siendo

aplicables (Lawson, et al., 2016).

1. 1 Caracteristicas generales

C. difficile es un bacilo Gram positivo, anaerobio estricto que mide entre 0.5 x 3 a 6 um,
algunas cepas son méviles por la presencia de flagelos peritricos (Flores y Duery, 2017).
Otra caracteristica importante es la formacién de esporas, una estructura que le da
resistencia ante condiciones ambientales adversas, como la deshidratacion, el calor y el
oxigeno, permitiéndole sobrevivir hasta meses en la superficie de objetos (el Unico
desinfectante capaz de eliminar las esporas es el hipoclorito de sodio) (Barra, et al., 2014).
Otra caracteristica peculiar es el olor que desprende debido a sustancias volatiles que
sintetiza (ejemplo p-cresol), un olor caracteristico que recuerda a las heces de los caballos

(olor a establo de caballos) (Limbago, et al., 2012).

Después de 48 horas de incubacion las colonias de C. difficile llegan a medir de 2 a 5 mm
de didmetro, son circulares con un borde levemente filamentoso, poco odulado a plano,
aspecto de vidrio esmerilado y de color amarillo, presentan fluorescencia verdosa bajo luz
ultravioleta de onda larga (365 nm), esta desaparece después de una hora de exposicion
al oxigeno (Salazar, et al., 2013). Cuando las colonias se exponen al oxigeno pueden

cambiar el color de amarillo a rosa y disminuir su viabilidad.
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C. difficile ha sido aislado del medio ambiente (suelo, arena, heno) en animales de granja,
animales salvajes y animales domeésticos (perros y gatos) (Flores y Duery, 2017). En
condiciones normales C. difficile no afecta a nifios y adultos sanos ya que forma parte de
la microbiota intestinal, sin embargo, algunos antibiéticos pueden interferir en este
equilibrio de manera que C. difficile puede empezar a multiplicarse y producir toxinas. En
el ser humano, C. difficile esta presente en un 50% de los recién nacidos y lactantes
durante el primer afio de vida, en un 3 a 5% en la poblacion adulta como parte de la
microbiota intestinal y hasta en un 25% en pacientes hospitalizados por tratamiento
prolongado con antibiéticos de amplio espectro, en pacientes inmunosuprimidos, y en
pacientes con enfermedades crénicas o adultos mayores de 65 afios (mas susceptibles a
la infeccidn) (Zea, et al., 2012).

1. 2 Factores de virulencia principales
1.2.1. Toxina A y Toxina B

La toxina A y la toxina B son los principales factores de virulencia de C. difficile. La toxina
A es una enterotoxina de 308 kDa y la toxina B es una citotoxina de 270 kDa (Aktories, et
al., 2017). La toxina A y la toxina B son dos proteinas de cadena Unica con actividad
glucosiltransferasa que inactivan las Rho GTPasas (Rho, Rac, Cdc42) de las células
dianas. Estas toxinas estan codificadas por los genes tcdA y tcdB respectivamente. Los
genes tcdA y tcdB se encuentran ubicados en una region del cromosoma llamada locus
de patogenicidad (PaLoc de =19.6 kb), el cual contiene también 3 genes adicionales, tcdR
codifica un factor sigma de ARN polimerasa que regula positivamente la expresion de las
toxinas, tcdC parece codificar un represor de la expresion de las toxinas y tcdE que se
cree tiene la funcion de facilitar la liberacion de las toxinas al codificar un holina que forma
un poro en la pared de C. difficile (Chandrasekaran y Lacy, 2017) (Figura 1). En cepas no
toxigénicas (ni tcdA ni tcdB) el PaLoc se reemplaza por una secuencia no codificante de
75pb 0 115pb o 7.5kb de funcién aun desconocida (Braun, et al., 1996; Elliott, et al., 2009;
Dingle, et al., 2011; Monot, et al., 2015); sin embargo, estas cepas pueden adquirir el
PalLoc de cepas toxigénicas por transferencia horizontal (Brouwer, et al., 2013).
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tcdR tcdB tcdE tcdA tcdC
PaLoc (19.6 kb)
Figura 1. Locus de patogenicidad de C. difficile. Imagen tomada de (Chandrasekaran y
Lacy, 2017).

1.2.2 Estructura de las toxinas

La toxina Ay la toxina B tienen 2710 y 2366 aminoacidos respectivamente y consisten de
al menos cuatro dominios segun el modelo ABCD (Jank y Aktories, 2008). El dominio A
biolégicamente activo en el extremo N-terminal alberga la actividad glucosiltransferasa que
modifica las proteinas Rho (GTD). Se sugiere que la parte C-terminal de la toxina (dominio
B) esta involucrada en la union a receptor el cual consiste de oligopéptidos repetitivos
combinados (CROPSs). El dominio C (corte) sigue al dominio A y posee la funcion de
proteasa (APD dominio de autoprocesamiento). EI dominio D probablemente esté
involucrado en el suministro de la toxina (o parte de la toxina) al citosol de las células diana
(Figura 2) (Aktories, et al., 2017).

A D
GTD APD  Dominio de translocacion CROPs

1 543 841 1812

1 544 839 1814

Region hidrofdbica

Figura 2. Dominios de las toxinas Ay B. A color rosa (GTD); B color amarillo (CROPs); C
color verde (APD); D color azul (dominio de translocacion). Imagen modificada de (Orrell,
et al., 2017).
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1.2.3 Mecanismo de accién de TcdAy TcdB
El primer paso para la accion toxica por C. difficile es ejercido por las toxinas Ay B que se
unen a su receptor en las células del colon, sin embargo, aun se desconocen los
receptores relevantes a los que se une TcdA y TcdB. Los estudios que se han realizado
para conocer la naturaleza de estos receptores se han hecho en el modelo de conejo
donde se encontré que TcdA se une a secuencias de glicanos a-Gal-(1,3)-3-Gal-(1,4)-B-
GIcNAc en los eritrocitos, pero estas secuencias no estan presentes en las células
humanas. Otro estudio se hizo en ileon de conejo, donde TcdA se unié a una glucoproteina
(sacarasa-isomaltasa, Sl), receptor que tampoco se expresa en las células epiteliales del
colon humano. Posteriormente se identificé la glucoproteina 96 (gp96) en colonocitos
humanos pero se sugiere que no es un receptor primario por lo que puede ser un co-
receptor (Chandrasekaran y Lacy, 2017). En el 2015 Yuan, et al., identificaron el
proteoglicano de sulfato de condroitina 4 (CSPG4) como un receptor para TcdB (Yuan, et
al., 2015). Después de la identificacidon de CSPG4 como receptor para TcdB, se publicaron
otros dos trabajos que muestran que NECTIN3 (también denominada proteina similar al
receptor de poliovirus (PVRL3)) y las proteinas frizzled 1, 2 y 7 funcionan como receptores
epiteliales de colon para TcdB (NECTIN3 y frizzled se expresan en la superficie del epitelio

colonico humano) (LaFrance et al.,, 2015; Tao et al., 2016).

Después de la unién de TcdA y TcdB a su respectivo receptor, la célula ingresa las toxinas
por endocitosis mediada por receptor. A pesar de la homologia de TcdA y TcdB, ambas
toxinas utilizan vias endociticas distintas para intoxicar la célula huésped. TcdA ocupa la
via dependiente de dinamina e independiente de clatrina y TcdB la via mediada por clatrina
y dependiente de dinamina (Papatheodorou, et al., 2010; Chandrasekaran, et al., 2016).
Una vez que las toxinas se internalizan en la célula, éstas se transportan en vesiculas las
cuales se fusionan a los endosomas tempranos, entonces la region hidrofébica de las
toxinas se desenvuelve del dominio de translocacion (D) y se inserta en la membrana del
endosoma formando asi un poro. A dosis bajas, los dominios GTD y APD de TcdA/TcdB,
se translocan a través del poro, donde la APD escinde proteoliticamente y libera la GTD
en respuesta al hexafosfato de inositol (Insp6). El GTD libre inactiva las proteinas de la

familia Rho al transferir una glucosa (cuadros naranjas) (Figura 3A). La glucosilacion
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interrumpe la sefializacién de las GTPasas, lo que lleva primero a efectos citopaticos y

luego a efectos citotoxicos (Figura 3A). A altas dosis, TcdB (100pM o més), estimula una

via necrética que es independiente de GTD (Figura 3B) (Orrell, et al., 2017). TcdB induce

la necrosis de las células diana al desencadenar una produccion excesiva de especies

reactivas de oxigeno (ROS) a través del ensamblaje del complejo NADPH oxidasa (NOX)

en los endosomas. Los altos niveles de ROS promueven la necrosis celular por el dafio al

ADN, la peroxidacion de lipidos, la oxidacion de proteinas y/o la disfuncion mitocondrial
(Figura 3B) (Chumbler, et al., 2012).

TedB TcdA

Células
epiteliales

colénicas

Endosoma

% Lumen
. 1 )
Células Citosol
epiteliales
colénicas
;/

Endosoma
y+ Redox-activo 3

Endosoma

Complejo
oxidasa
NADPH

NADPH NADP*+H

Figura. 3. A. Mecanismo de accion de las Toxinas Ay B de C. difficile. color rosa (GTD);

color amarillo (CROPs); color verde (APD); color azul (Dominio de translocacion). B. Efecto

citotoxico de TcdB independiente de la glucosilacion. Imagen tomada de (Orrell, et al.,

2017).
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1.2.4. Toxina binaria
La toxina binaria (CDT) solo es producida por algunas cepas de C. difficile (Gerding, et al.,
2014). La CDT pertenece a la familia de las toxinas ADP ribosilantes, donde también se
encuentran la toxina C2 de C. botulinium, la toxina iota de C. perfringens y la CST de C.
spiroforme (Aktories y Barth, 2004). Esta toxina consiste de dos componentes, un
componente enzimatico (CDTa) y un componte de union a receptor (CDTb) (Gulke, et al.
2001). La CDT esta codificada por los genes cdtA y cdtB que se encuentran en una region
cromosomica distinta a PaLoc, llamada Cdt o CdtLoc de 6.2kb. CdtLoc también contiene
un tercer gen cdtR que regula positivamente a CDT (Figura 4). Las cepas negativas a CDT

tienen una delecion de 2 kb dentro de CdtLoc.

CdtRAT,\\

dtR dtA : cdtB :

C
| CdtLoc (6.2 kb) !

Figura 4. Locus Cdt o CdtLoc de C. difficile. Imagen tomada de (Chandrasekaran y Lacy,
2017).

1.2.5 Mecanismo de accion de la toxina binaria de C. difficile (CDT)
La actina es una proteina que desempefia un papel fundamental en diferentes procesos
celulares como la fagocitosis, la adhesion, la morfologia celular, el trafico intracelular, etc.,
(Visay Percipalle, 2010) es también el sustrato de modificaciones postraduccionales como
la ADP ribosilacion causada en este caso por la toxina CDT de C. difficile. CDT modifica

la polimerizacion de la actina al ADP-ribosilar la G-actina en la arginina 177.

El primer paso es la union de la CDT a su receptor (receptor de lipoproteina estimulada
por lipolisis (LSR)) en las células diana, el componente de union (CDTb) de CDT es el que
se une al receptor LSR. Una vez que se une a este receptor en su forma monomeérica,
CDTb se polimeriza para formar heptameros. La formacion de heptameros permite la unién
del dominio CDTa. El complejo LSR-CDT es endocitado y en los endosomas a pH bajo el

componente CDTb se une a la membrana endosomica formando un poro por el cual CDTa
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se transloca al citosol (Gerding, et al., 2014). En el citosol, CDTa ADP-ribosila la G-actina;
la actina-ADP ribosilada no se puede polimerizar y se queda en su forma monomérica.
Esta estructura que forma (ADP-R) actla como proteina protectora que bloquea la
polimerizacion en el extremo positivo de la F-actina lo que provoca la despolimerizacion

del citoesqueleto de actina (Figura 5A) (Kihn y Mannherz , 2017).

La ADP-ribosilacion de actina por CDT afecta la organizacion y la dinamica de los
microtubulos. Los microtubulos se polimerizan en direccion de la membrana celular pero
Su crecimiento se bloquea por la red de actina que se encuentra debajo de la membrana
celular. La actina captura y estabiliza los microtubulos evitando aiin mas su crecimiento,
pero debido a que CDT modifica la polimerizacidbn de la actina, el crecimiento de
microtubulos no se bloquea en la membrana celular, creando protuberancias llenas de
microtUbulos que llegan a tener un didmetro de 0.05-0.5 um y diferentes longitudes de 5-
150 pm (Schwan, et al., 2009). En estudios de microscopia electronica estas
protuberancias forman una red de filamentos en la superficie de las células epiteliales que
aumenta la adherencia de la bacteria. El mecanismo preciso de la formacion de protrusion
inducida por CDT no es claro, pero algunos estudios sugieren un papel fundamental de
las septinas (reguladas por la pequefia GTPasa Cdc42 y su proteina efectora Borg), ya
que éstas se unen a la actina y también a los microtdbulos. Cuando ocurre la
despolimerizacion de actina por CDT, las septinas se separan de la actina y se
redistribuyen en el citosol y en la membrana. Las septinas forman un tipo de anillo en la
membrana que parece un punto de contacto para los microtibulos para guiarlos hacia la
superficie celular y formar las protuberancias; esto se ha comprobado ya que al inhibir a
las septinas, se reduce de gran manera la formacién de las protuberancias (Figura 5B)
(Nolke, et al., 2016).

Otra consecuencia de la despolimerizacion de la F-actina inducida por CDT es el
redireccionamiento de la fibronectina y de otras proteinas de la matriz extracelular desde
la membrana basolateral de las células epiteliales al lado apical, donde facilitan la unién
de la bacteria (Orrell, et al.,, 2017). Las proteinas de la matriz extracelular (p. Ej.,

fibronectina) interactian con los receptores de integrina en el lado basolateral de las
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células epiteliales, donde se endocitan a través de receptores de integrina y alcanzan las
vesiculas asociadas a Rab5 y Rab11. La despolimerizacion parcial de actina inducida por
CDT altera el reciclaje de vesiculas. Al usar microtubulos como pistas, las vesiculas se
traslocan a la membrana apical, donde se liberan fibronectina y otras proteinas de la
membrana extracelular. Por lo tanto, la adherencia de las bacterias puede incrementarse
mediante la formacion de una red similar a un tentdculo basada en microtabulos y
mediante la acumulacion de glucoproteinas adhesivas en la superficie apical de las células
(Figura 5B) (Schwan, et al., 2014).

1.3 Otros factores de virulencia

Aunque TcdA y TcdB son los principales factores de virulencia de C. difficile, hay otros
factores que pueden desempefiar un papel en la adherencia y la colonizacion de la
bacteria, estos son, las proteinas de unién a fibronectina, flagelos, fimbrias y la proteina
de choque térmico GroEL (Awad, et al., 2014).

1.3.1 Fimbrias y pili
Solo algunas cepas de C. difficile tienen fimbrias, las cuales tienen un 4-9 nm y una
longitud de hasta 6 um y parecen ser origen polar (Borriello, et al., 1988) aunque parece
gue no hay correlacion entre la presencia de fimbrias y la capacidad de causar una CDI
(Awad, et al., 2014). Mediante analisis bioinformaticos se ha demostrado que la mayoria
de cepas de C. difficile codifican genes para un pili tipo IV (Janoir, 2016 y Awad, et al.,
2014). El papel del pili tipo IV en la fisiopatologia de C. difficile aln es hipotético; sin
embargo, esta involucrado en la autoagregaciéon bacteriana a altas concentraciones de c-
di-GMP (Bordeleau, et al., 2015), lo que plantea la hipétesis de que la regulacion inversa
de la motilidad y la autoagregacion promueve la formacién de biopeliculas (Purcell, et al.,
2012). No obstante no hay muchos que definan el papel de las biopeliculas en CDI y sus
recurrencias, pero se ha demostrado que estas biopeliculas mejoran la resistencia de C.
difficile a los antibioticos asi como al estrés por el oxigeno y la persistencia de la bacterias

como espora (Dawson, et al., 2012 y Semenyuk, et al., 2014).
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1.3.2 Flagelos

Se sabe que algunas cepas de C. difficile son moviles y poseen flagelos; las proteinas
flagelares mejor caracterizadas son FliC y FIiD (Tasteyre, et al., 2000), el papel de los flagelos
en la patogénesis de C. difficile aun es polemico, pero en algunos aislados clinicos se ha
desmostrado su importancia en la adherencia de la bacteria hacia las células del tejido
intestinal (Janoir, 2016 y Awad, et al., 2014). Los primeros estudios de los flagelos en el
proceso de colonizacién mostraron que las proteinas purificadas FIiC y FIiD pueden unirse al
moco murino y que las cepas no flageladas se adhieren menos al ciego del intestino del raton
gue las cepas flageladas (Tasteyre, et al., 2001). A pesar de que se ha dilucidado que las
proteinas flagelares promuven la union de C. difficile al moco, el papel de los flagelos en el

proceso de colonizacion aun no es del todo claro.

1.3.3 Proteinas de unién a Fibronectina

C. difficile se une a proteinas de la matriz extracelular como la fibronectina, el fibrindgeno, el
coldgeno y la vitronectina (Cerquetti, et al., 2002). Se ha identificado a la proteina Fbp68 que
se une a estos componentes de la matriz extracelular (Lin, et al., 2011). Al igual que muchos
factores de virulencia de C. difficile, el papel de la proteina Fbp68 en la patogénesis de la
enfermedad no se comprende completamente, pero se ha demostrado que se une a estas
proteinas (Janoir, 2016 y Awad, et al., 2014).

1.3.4 Proteina de choque térmico GroEL

La adherencia de C. difficile a las células epiteliales in vitro aumenta después del choque
térmico, lo que ha llevado a la identificacion y caracterizacion de las proteinas Cwp66 y de
GroEL como proteinas participantes en la adherencia de C. difficile (Hennequin, et al., 2001).
Cwp66 es una adhesina, la primera que se identifica en clostridios, es sobreproducida en la
superficie de la bacteria después de un choque térmico que media la adhesion a las células
Vero (Waligora, et al., 2001). GroEL es una proteina de 58 kDa que se expresa después de la
exposicion a una serie de tensiones (calor, choque éacido, osmotico, privacion de hierro,
presencia de concentraciones sub-inhibitorias del antibidtico ampicilina) (Janoir, 2016; Awad,
et al., 2014).



1.3.5 Enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) de C. difficile

La enzima GDH es una proteina asociada a la pared de C. difficile, se produce de forma
constitutiva y en grande cantidades es por ello que se considera un buen marcador para la
deteccion de esta bacteria (Ledesma, et al., 2017). El gen que codifica para esta enzima se
denomina gluD y se ubica fuera del PaLoc, esta altamente conservado en cepas toxigénicas y
no toxigénicas de C. difficile (Vaustat y Rollet, 2018). La enzima GDH de C. difficile se ha
caracterizado previamente por ser una enzima dependiente de NAD y estd implicada en la
degradacion del glutamato (Anderson, et al.,, 1993). No se conoce bien el papel que
desempeiia en C. difficile pero en un trabajo realizado por Girinathan, et al., en el 2014, donde
crean una mutante del gen gluD, encontraron que crecia mas lentamente en comparacion con
la cepa original; también encontraron una mayor sensibilidad al H202 (datos inconclusos),
sugiriendo que GDH es una enzima importante y necesaria para el crecimiento eficiente de C.
difficile (Girinathan, et al., 2014).

1.3.6 Enzima Triosa Fosfato Isomerasa (TPI) de C. difficile

Los genes de mantenimiento que codifican enzimas metabdlicas pueden proporcionar
marcadores alternativos al 16S rRNA para la caracterizacion genotipica y filogenética de
especies bacterianas. El gen tpi codifica para la enzima triosa fosfato isomerasa y ofrece una
herramienta precisa para la identificacion de especies dentro del género Clostridium
proporcionando un marcador alternativo de 16S rRNA. Lemee, et al., en el 2004 disefaron
cebadores especificos para la amplificacion de gen tpi de C. difficile, estos cebadores los
dedujeron de un trabajo previo donde hicieron alineamientos de los fragmentos internos del
gen tpi para diferenciar 12 especies de Clostridium incluyendo C. difficile (Dhalluin, et al.,
2003). Lemee, et al., probaron la amplificacion de tpi en 72 aislamientos de C. difficile de
diversos origenes hospedadores y geogréficos; ademas, se ensayaron 11 especies diferentes
a C. difficile, no detectando sefial en estas especies diferentes de Clostridium, pero si se
detecto el gen tpi en los 72 aislamientos de C. difficile, sugiriéndo el uso de este gen tpi como
un buen marcador para la identificacion de C. difficile (Lemee, et al., 2004).
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1.4 Enfermedad
1.4.1 Factores de riesgo de una CDAD

Hay varios factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad causada por C. difficile,
pero el mas importante es la administracion de antibioticos de amplio espectro. Los antibioticos
con mayor asociacion son, Clindamicina, Ampicilina, Amoxicilina, Cefalosporinas vy
Fluoroquinolonas. Otros factores son la edad avanzada, especialmente ancianos
hospitalizados, ya que este tipo de poblacion presentan una falla en la produccion de
inmunoglobulina G anti-toxina A como respuesta inicial a la infeccidén; pacientes con
enfermedades cronicas; pacientes con estados de inmunosupresion; pacientes con
guimioterapia; el consumo de antiacidos y cirugias gastrointestinales (Zea y Salazar 2012;
Smits, et al., 2016). La estancia prolongada en hospitales (en particular centros para personas
de la tercera edad y UCI), es un factor importante debido a la capacidad de C. difficile de
esporular. La presencia de esporas en el medio ambiente hospitalario y su transmisién a los
pacientes se ve influenciada por las inadecuadas practicas de desinfeccion de los espacios
fisicos (instrumentos médicos, bafios utilizados por el paciente portador de C. difficile) y el

lavado de manos del personal (Smits, et al., 2016) (Figura 6).
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Figura 6. Resumen de los factores de riesgo que participan en el desarrollo de la enfermedad

asociada a C. difficile.
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1.4.3 Manifestaciones clinicas

Los sintomas clinicos asociados a la infeccién por C. difficile varian desde una diarrea leve
hasta una colitis fulminante (Smits, et al., 2016). La diarrea leve a moderada, consiste de una
diarrea abundante de 3 0 mas deposiciones diarias acompafiadas de sintomas como fiebre,
dolor abdominal y generalmente autolimitada. Si el tratamiento es ineficaz se puede llegar a
una diarrea severa, la cual es una diarrea mas profusa (mas de 6 deposiciones al dia) con
fiebre o escalofrios o el hallazgo de colitis pseudomembranosa (placas amarillentas en el
intestino), pudiendo llegar a la colitis fulminante, que es la manifestacibn mas grave por
presentar ademas de una colitis pseudomembranosa, alteracion del estado general del
paciente, si el cuadro se agrava a un mas se puede presentar el megacolon toxico (dilatacion
severa del colon) hasta llegar a la colectomia e incluso la muerte. En algunos casos se pueden
presentar recurrencias, en un 15-45% de los pacientes que tuvieron la enfermedad asociada
a C. difficile sufren recaidas en un periodo de 2 meses, posiblemente porque no se ha
erradicado por completo las esporas en el intestino del individuo. Tambien se pueden
presentar, infecciones extra-intestinales, rara vez se ha reportado este tipo de infecciones
(casos como septicemia, peritonitis, osteomielitis, abscesos viscerales y cerebrales).
Finalmente la perforacion del intestino por las toxinas de C. difficile puede facilitar el paso de

estas bacterias al torrente sanguineo causando una septicemia (Smits, et al., 2016).

1.5 Patogénesis
C. difficile se transmite por via oral-fecal por la ingestién de esporas, las cuales son resistentes
ala accioén del &cido gastrico y por lo tanto pueden germinar en el tracto gastrointestinal inferior
(ileon). EI componente que promueve la germinacion de las esporas a células vegetativas con
replicacion activa, es el taurocolato (acido biliar primario), un componente de los acidos biliares
(Figura 7) (Abt, et al., 2016).

Una vez que las células vegetativa de C. difficile llegan al colon en un hospedero susceptible
(paciente con una alteracién del microbioma por la administracién de antibioticos), proliferan y
coloniza la mucosa (Rodriguez, et al., 2013). C. difficile penetra en la capa de moco gracias a
la produccion de proteasas (Cwp84) con lo que puede adherirse facilmente a los enterocitos
por medio de sus adhesinas, dando lugar a la primera etapa de la colonizacion (Simor, 2010).

Una vez que C. difficile ha colonizado el intestino, secreta las toxinas A y B, desencadenando
Pagina | 24



apoptosis en las células epiteliales y una cascada de inflamacion (Figura 8) (Pant, et al., 2011).

Se ha informado que la expresion de las toxinas esta influenciada por varios estimulos

ambientales, incluida la temperatura, concentraciones subinhibitorias de ciertos antibioticos,

sefalizacion de quoérum, acidos grasos de cadena corta (acido butirico), la presencia de una

fuente de carbono rapidamente metabolizable y ciertos aminoacidos (Chandrasekaran y Lacy,

2017).
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1.6 Diagnéstico clinico

El diagnéstico de la enfermedad asociada a C. difficile se basa en la clinica del paciente, en
examenes de rutina (colonoscopia o estudios histoldgicos) y estudios de laboratorio (McCollum
y Rodriguez, 2012). La manifestacion clinica clave es la presencia de diarrea. Hasta ahora no
hay una Unica prueba estandar para detectar a C. difficile a partir de este tipo de muestra, pero
existe varios métodos, entre ellos el cultivo toxigénico (TC), ensayos de citotoxicidad, ensayos
inmunoenzimaticos (EIA) para toxinas A, B y/o glutamato deshidrogenasa (GDH) y pruebas de
amplificacion de &cido nucleico (NAAT) (Peng, et al., 2018).

1.6.1 Caracteristicas de las muestras

La diarrea acuosa o las heces blandas es la mejor muestra para el diagndstico de la infeccidn
asociada a C. difficile. Cuando las muestras de heces se analicen en el laboratorio clinico por
EIA, estas deben transportarse inmediatamente en recipientes estériles de cierre hermético y
sin medio de transporte (muestra de heces frescas) en caso de que no se puedan analizar
inmediatamente se pueden refrigerar de 2°C a 8°C hasta ser analizadas (durante las primeras
48-72 horas); esto debido a la inactivacion de las toxinas a temperatura ambiente. Si la
deteccion de C. difficile se realiza por cultivo toxigénico las muestras pueden analizarse
después del tiempo recomendado, debido a la capacidad de C. difficile de producir esporas e
incluso las muestras pueden congelarse (-60°C a -80°C) hasta su procesamiento por este
meétodo (Alcald, et al., 2016).

1.6.2 Criterios clinicos y de laboratorio para definir una CDAD

Si se tiene sospecha de una CDAD se puede seguir una serie de criterios clinicos, el primer
criterio es la presencia de 6 emisiones de deposiciones liquidas en las ultimas 36 horas o 3
episodios en las ultimas 24 horas, seguido de antecedentes de uso de antibidticos en un
periodo de hasta 8 semanas previas al inicio del cuadro, observacion de pseudomembranas
en el estudio endoscopico de intestino bajo, confirmar en las muestras de deposiciones C.
difficile toxigénico. Respuesta favorable a tratamiento especifico y ausencia de otra etiologia
para la diarrea (Alcala, et al., 2016).
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1.6.3 Procedimiento diagnostico de la infeccion por C. difficile

Como se menciond anteriormente no existe un Unico método para la deteccion de C. difficile
en muestras diarreicas. Sin embargo, en los laboratorios clinicos la deteccion se hace
mediante pruebas inmunoenzimaticas debido a que son pruebas rpidas, sencillas y de bajo
costo, pero por su baja sensibilidad y especificidad las descartan como método Unico en el
diagnostico de C. difficile. No obstante, se hace una combinacion de estas pruebas
inmunoenzimaticas con otros métodos para mejorar el diagnéstico de la infeccion, el
procedimiento se le conoce como algoritmo de diagndéstico (consiste de 2, 3 y multiples pasos)
(Figura 9) (Peng, et al., 2018).

Se ha propuesto la técnica de deteccion de glutamato deshidrogenasa (GDH) la cual es una
enzima de la pared celular de C. difficile que se produce con mayor cantidad que las toxinas.
Es por ello que su sensibilidad y el valor predictivo negativo son muy altos. Es una técnica
poco especifica, dado que la GDH se encuentra tanto en cepas toxigénicas como no
toxigénicas, por lo que un resultado positivo ha de confirmarse por deteccidén de las toxinas
(Rodriguez, et al., 2013). La Sociedad Americana de Epidemiologia Hospitalaria (SHEA) y la
Sociedad Europea de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia clinica (ESCMID), sugieren
hacer el diagnéstico en 2 o 3 pasos: Determinar la presencia de GDH mediante métodos
inmunoenzimaticos (EIA); Deteccién de TcdA y/o TcdB mediante EIA. Si es negativo para GDH
y/o toxinas, se da un resultado final negativo. Si da positivo para GDH y para alguna toxina, se
informa como positivo. En los resultados positivos solo para GDH o para las toxinas se debe
realizar pruebas confirmatorias, como el cultivo, estudios de citotoxicidad, asi como técnicas

moleculares (Cohen, et al., 2010).
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Sospecha de infeccién por C. difficile
(Factores de riesgo + manifestaciones clinicas)

Obtencién de la muestra

GDH por EIA
Resultado
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Solicitar
EIA de TcdAy TcdB
Resultado ¢Alto indice de sospecha?
Positivo (+) Negativo (-) Cultivo toxigénico/NAAT
Confirma Resultado

Infeccién por Positivo (+) Negativo (-)

Clostridioides difficile
Confirma

GDH por EIA: Glutamato deshidrogenasa por inmunoensayo enzimatico |nfeCC|0n pOr
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Figura 9. Algoritmo diagndstico para la confirmacion de la infeccidén por Clostridioides difficile.

Imagen modificada de (Alvarez, et al., 2018)
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1.6.4 Cultivo de C. difficile

El cultivo microbioldgico de C. difficile (cultivo toxigénico) se hace a partir de muestras fecales
y posterior deteccion de las toxinas de los aislados de C. difficile. Los medios selectivos
tradicionales (CCFA, Brazier o CCEY) han sido reemplazados por medios que llevan
taurocolato que favorece la germinacién de la esporas de C. difficile (Alcala, et al., 2016). El
medio mas utilizado es el CCFA-TC y se recomienda como medio selectivo y de diferenciacion
para el aislamiento de esta bacteria. Para mejorar la selectividad de la técnica, la muestra se
somete previamente a un shock etandlico y la incubacion se realiza en condiciones de

anaerobiosis por 48 horas a 37°C (Figuras 10y 11) (Tenover, et al., 2011).

Luz ambiental Luz ultravioleta

Figura 10. Morfologia colonial y fluorescencia de C.difficile en el medio CCFA-TC. Imagen

modificada de Manual of Microbiological Culture Media 2009.

1.6.5 Limitaciones del medio CCFA-TC

Algunas especies de clostridios (por ejemplo, butyricum, histolyticum, innocuum, sordellii y
subterminale) pueden crecer en este medio y producir colonias amarillas y fluorescencia
verdosa parecida a C. difficile. Como algunos microorganismos anaerobios facultativos podrian
producir reacciones similares a C. difficile se recomienda utilizar una placa incubada en
atmosfera aerobia para confirmar que el aislamiento es un microorganismo anaerobio estricto
(Hardy Diagnostics 2017).



1.6.6 Sistemas anaerobios GasPak

Los sistemas GasPak producen una atmdsfera adecuada para favorecer el crecimiento de C.
difficile, mediante el uso de sobres que desplazan el Oz sustituyéndolo por otros de gases (Hz,
N2, CO2) (Medical Laboratories 2016).

TN (TN

Figura 11. Sistemas de anaerobios GasPak. Imagen de BD 2017

1.7 Tratamiento

El primer paso para iniciar el tratamiento de la enfermedad asociada a C. difficile (CDI), es
dejar el antibiético que inicialmente produjo el problema, irGnicamente el tratamiento para la
CDI es otro antibiético. ElI metronizazol y la vancomicina son los antibidticos de primera
eleccion (Freeman, et al., 2010). Recientemente se ha comercializado un nuevo antibiético
para el tratamiento de la enfermedad llamado fidaxomicina, se trata de un antibiético especifico
contra C. difficile ya que actda inhibiendo la ARN polimerasa de la bacteria, esto le da una
ventaja con respecto a los otros dos antibioticos al respetar el microbioma del colon y al inhibir
la esporulacién de C. difficile, evitando asi el aumento de recurrencias (Rodriguez, et al., 2013).
Otro tipo de tratamiento que ha comprobado una gran eficacia ha sido al trasplante de materia
fecal (FMT) el cual consiste en la administracién de bacterias fecales de un donante sano al
tracto gastrointestinal de otra persona que presenta una patologia concreta con el fin de
manipular el microbioma del receptor y combatir el problema (Garcia, et al., 2015). En el FMT

las heces de un donante sano (sometido a rigurosos controles sanitarios) se mezclan en una
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solucion salina hasta hacer una suspension liquida la cual se filtra para eliminar las particulas
grandes. Aungue en un principio el método de administracion era por enema de retencion,
actualmente el tratamiento se ha modificado en funcién de las necesidades y de la situacién
clinica del paciente ya sea a través de la parte superior (sonda nasogastrica y sonda
nasoduodenal) o inferior (colonoscopia) del tracto gastrointestinal. Sin embargo, actualmente
se ha optado por la administracion de capsulas rellenas de bacterias fecales, permitiendo asi
una via menos invasiva y dolorosa para el paciente. La finalidad del FMT es reestablecer la
microbiota del paciente la cual evita la colonizacion de C. difficile. Este tratamiento ha sido tan
eficaz que en 24 horas el paciente se reestablece por completo (Boyle, et al., 2015). En algunos
trabajos se esta probando la colonizacién intencional del pacientes con cepas no toxigénicas
de C. difficile, por ejemplo en un estudio que se realiz6 en el 2015 por Kociolek, et al., mostré
gue la administracion de esporas de una cepa de C. difficile no toxigénica fue efectiva para
evitar recurrencia en la infeccion, pero aun se sigue en estudio el método para comprobar su

eficacia (Kociolek, et al., 2015).
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2. Antecedentes Generales

Aungue se describié por primera vez en 1935, la importancia clinica de C. difficile no se
reconocio hasta que varios pacientes murieron de colitis fulminante después de recibir
clindamicina en la década de 1970. La prevalencia de C. difficile ha aumentado notablemente
desde principios de los afios 2000 y ahora forma parte de las causas méas frecuentes e

importante de diarrea a nivel hospitalario (Goudarzi, et al., 2012).

En la actualidad se calcula que la infeccion por C. difficile que causa diarrea y colitis se
presenta en 20,000 personas al afio solo en los Estados Unidos de Norteamérica, sin embargo,
nuevos datos del Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) en el 2017,
estima 223,900 casos en pacientes hospitalizados y 12,800 muertes en los Estados Unidos al
afo (CDC 2019).

La incidencia y gravedad de C. difficile ha aumentado en los ultimos 20 afios presentdndose
aun mas en paises desarrollados. Esta predisposicién es mas destacada en las personas de
edad avanzada en el ambiente hospitalario, tan solo en los EE. UU, C difficile es ahora la 18a
causa principal de muerte en las personas mayores de 65 afios (Depestel y Aronoff, 2015). La
enfermedad por C. difficile constituye una importante carga de morbilidad, mortalidad y por
tanto econdmica en los sistemas de salud. De acuerdo a un modelo econémico de 2011, en
los Estados Unidos se estiman los costos por infeccién en nueve mil délares y anualmente y

un costo global por mas de 500 millones de délares (McGlone, et al., 2012).

Desde el punto de vista epidemioldgico se han producido cambios importantes en la incidencia
de la enfermedad producida por C. difficile; estos cambios estan atribuidos a la aparicion y
diseminacién de una cepa hipervirulenta conocida como NAP1/ BI/027 (por presentar el patrén
de restriccion [REA] tipo B1, el patron de campo pulsado NAP1, pertenecer al ribotipo 027 y
tener, ademas, el toxinotipo Ill). Esta cepa fue aislada por primera vez en 1984 y se encontrd
en Estados Unidos, en Canada y en algunos paises europeos, como el Reino Unido, Bélgica,
Alemania y Holanda, pero debido al incremento de las infecciones por C. difficile no puede
atribuirse solo a este cepa, ya que en Europa se han descrito otros ribotipos, como a los 001,
053y 106, o el 078, que posee un mecanismo similar de hiperproduccién de toxinas y capaces

de producir brotes de la enfermedad (Freeman, et al., 2010).
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Los agentes etiolégicos de los brotes en Quebec y en varios hospitales de Estados Unidos
fueron cepas hipervirulentas entre la que destaca NAP1/ BI/027. Esta cepa produce de 16 a
26 veces mas toxinas que otras. Ademas de Canada y todos los estados de los Estados
Unidos, la presencia de esta cepa ha sido ampliamente documentada en Europa, incluyendo
Reino Unido, Francia, Alemania, Italia, Dinamarca, Irlanda, Holanda, Austria, Polonia, Suiza,
Noruega, Bélgica, Finlandia y Espafia; en Asia, incluyendo Japén, Corea y Hong Kong y en

Australia (Balassiano, et al., 2012).

Desde 2004, el papel de otras cepas emergentes de C. difficile se ha extendido, estas derivan
de 39 ribotipos diferentes, pero la cepa 027 es el aislado mas comun responsable de la
enfermedad asociada a C. difficile. Sin embargo, con el tiempo esto se ha ido modificando ya
gue se ha reportado el ribotipo 078 con una mayor prevalencia y el ribotipo 244 parece
presentar mayores tasas de mortalidad que las tasas asociadas con el ribotipo 027. La
prevalencia de otros ribotipos ahora parece superar la de 027, incluyendo los ribotipos 037,
018 y 078 (Morfin, et al., 2016).

En cuanto a los estudios realizados en América Latina, en la década de 1980 se informaron
los primeros datos relacionados con C. difficile y sus toxinas en 122 nifios menores de un afio.
El estudio se realiz6 en pacientes con diarrea asociada a antibiéticos, diarrea no asociada a
antibiéticos y sanos; los resultados mostraron que el 23% de los nifios con diarrea asociada a
antibidticos tuvieron cultivo positivo para C. difficile y el 7.3% se detecto toxina B. Sin embargo,
en nifios sin diarrea que habian recibido antibi6ticos y en nifios sanos se encontrd C. difficile
en cultivo en 20% y 27.2%, respectivamente, por ello, el papel de C. difficile y la presencia de
toxinas en nifilos no fue totalmente esclarecido (Camacho, et al., 2009). De los 25 paises que
la Organizacién Panamericana de Salud considera pertenecientes a América Latina, se ha
encontrado solo un informe reciente de enfermedad asociada a C. difficile en Brasil, Chile,
Argentina, Pera, Costa Rica, México y Jamaica, solo registrdndose casos en menos de la

tercera parte de estos paises (Organizacion Panamericana de la Salud, 2007).
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2.1 Antecedentes Especificos

En el 2009, Camacho, et al., publicé los resultados de un estudio de cuatro afios realizado en
un hospital de atencién terciaria en la Ciudad de México, cuyo objetivo era determinar la
incidencia y los factores de riesgo asociados con la enfermedad asociada a C. difficile. De las
3130 muestras fecales presentadas para la deteccién de TcdA, 170 (5,43%) fueron positivas.
Se detectd un brote durante el estudio en agosto de 2005 cuando la incidencia de la
enfermedad asociada a C. difficile aumenté de 5.04 a 29.5 casos por 1000 descargas

hospitalarias (Camacho, et al., 2009).

En el 2015 Camacho, et al., publicaron un trabajo realizado en un Hospital de Nuevo Leén; en
este estudio analizaron 106 muestras que se obtuvieron del periodo de marzo del 2011 hasta
agosto del 2012, reportando asi el primer informe de C. difficile ribotipo NAP1/B1/027 en
México (Camacho, et al., 2015).

Otro estudio llevado a cabo en el Hospital Civil de Guadalajara entre diciembre de 2013 y
diciembre de 2014, como un caso-control de pacientes adultos con C. difficile, se evaluaron
288 pacientes adultos con diarrea definida y a pacientes con episodios de C. difficile
nosocomial, encontrandose la cepa NAP1/B1/027 en 39% de los pacientes con C. difficile
(Morfin, et al., 2016).
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3. Planteamiento del problema

A pesar de que actualmente las enfermedades diarreicas asociadas a C. difficile han ido en
aumento en paises desarrollados, en Latinoamérica y en particular en México se desconoce
su prevalencia o si es una enfermedad sub-diagnosticada, asi que como equipo de trabajo nos
hicimos las siguientes preguntas.

% ¢Hay presencia de C. difficile en pacientes hospitalizados con diarrea en México?
% ¢Qué tan sensible y especifica es la prueba de las toxinas por el método
comercial?

% ¢Qué toxinotipo tienen las muestras aisladas de C. difficile en México?
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4. Justificacion

En el estado de Puebla, no se cuenta con informacion sobre la prevalencia de C. difficile en
pacientes hospitalizados cursando con diarrea y relacionados con el consumo de antibiéticos.
Por lo tanto, no tenemos datos comparables con la literatura cientifica a nivel mundial, sobre
el estado o zona donde hay mayor numero de casos reportados. Debido a la capacidad
patdgena de las cepas, de los diferentes ribotipos encontrados, es necesario buscar, aislar y
caracterizar C. difficile en pacientes hospitalizados en nuestra poblacion y analizar en qué
porcentaje existen en los aislados clinicos de estos pacientes y si concuerdan con los

resultados de la deteccion de toxinas por pruebas inmunoenzimaticas usadas en la clinica.
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5. Objetivos

Objetivo General:

Estudiar la presencia de C. difficle en muestras de heces provenientes de pacientes

hospitalizados con episodios de diarrea asociada a tratamiento con antibioticos.
Objetivos Especificos:

« Aislar C. difficile de muestras diarreicas con un resultado Toxina A y B positivo o
negativo por diagnostico clinico.

% Confirmar especie por determinacion del gen tpi que codifica para la enzima
triosa fosfato isomerasa.

+ Determinar genotipo toxigénico.
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6. Material y métodos

6.1 Muestras

Se recolectaron un total de 44 muestras diarreicas de pacientes hospitalizados en el periodo
comprendido de Julio 2018 a Julio 2019, de la cuales 21 muestras fueron del Hospital Angeles
Puebla, 11 muestras del Instituto Mexicano del Seguro Social (“La Margarita”) y 12 muestras

del Hospital Infantil de México (“Federico Gémez”).

6.2 Muestras sembradas en el medio CCFA-TC

Se pesaron de 0.01g a 0.3g de muestra fecal y se diluyé en un mililitro de agua tridestilada
estéril, posteriormente se mezclo en el vortex hasta homogenizar completamente la muestra
en el agua. De dicha mezcla se tomaron 100uL y se colocaron en una placa con el medio
CCFA-TC, la muestra se distribuy6 en toda la superficie del agar con la ayuda de una espétula
de plastico, se dejo secar por 5 min y se incub6 en condiciones de anaerobiosis a 37°C por 48
horas. Después del periodo de incubacién se observo la morfologia colonial y se seleccioné
de 1 a 4 clonas por muestra sembrada en el medio CCFA-TC, las clonas seleccionadas se
resembraron en placas de BHI suplementado (Extracto de levadura y Taurocolato), las placas
se incubaron en condiciones de anaerobiosis a 37°C por 48 horas. Las clonas que crecieron
en el medio BHI suplementado (Extracto de levadura y Taurocolato) se resembraron en caldo
BHI (3 ml), los tubos se incubaron en condiciones de anaerobiosis a 37°C por 48 horas, se
tom6 1 ml del caldo y se transfirio a un tubo Eppendorff, se obtuvo el paquete celular por
centrifugacion a 12 000 rpm por 5min para hacer lisados de las clonas, también del mismo

caldo se tomo 500uL y se mezclo con 500uL de glicerol para guardarse a -80°C.

6.3 Procesamiento de las muestras

Para aislar C. difficile de las muestras y evitar la contaminacion por otros microorganismos que
pudieran crecer en el medio CCFA-TC, se utilizé el método de choque con etanol. Se mezclo
perfectamente en vortex partes iguales de la muestra fecal con etanol absoluto (1:1) de modo
gue toda la muestra estuviera en contacto con el etanol, la mezcla se dejo reposar por 20 min
a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugé la mezcla a 12 000 rpm por 30
segundos y se coloco todo el sobrenadante en la placa con el medio CCFA-TC con la ayuda
de una espatula de plastico y se dejo secar por 5 min. Los cultivos se realizaron en
anaerobiosis utilizando jarra gas-pack a 37°C por 48 horas. Después de las 48 horas de

incubacion se observé la morfologia colonial y se selecciond 1 a 4 clonas por muestra
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sembrada en el medio CCFA-TC. Las clonas que crecieron en el medio BHI suplementado
(Extracto de levadura y Taurocolato) se resembraron en caldo BHI (3 ml), los tubos se
incubaron en condiciones de anaerobiosis a 37°C por 48 horas, se tom6 1 ml de caldo y se
transfirio a un tubo Eppendorff, se obtuvo el paquete celular por centrifugacion a 12 000 rpm
por 5 min para hacer lisados de las clonas, también del mismo caldo se tomo 500uL y se

mezclo con 500puL de glicerol para guardarse a -80°C.
6.4. Agar Fructosa Cicloserina Cefoxitinay Taurocolato (CCFA-TC)

En 1979 George, et al., desarrollaron un medio llamado CCFA (agar cicloserina-cefoxitina-
fructosa), que es un medio sin sangre, basado en el agar de yema de huevo de McClung y
Toabe con fructosa como reemplazo de la glucosa (George, et al., 1979; McClung y Toabe,
1947). El agar cicloserina-cefoxitina-fructosa (CCFA) es medio selectivo y diferencial que se
emplea para el aislamiento primario de C. difficile a partir de muestra fecales, posteriormente
se volvio a modificar el medio agregando taurocolato (CCFA-TC) para aprovechar el ciclo de
esporulacion de C. difficile. En el presente trabajo se buscaron en la literatura los componentes
del medio CCFA ya que no se pudo conseguir comercialmente y solo se agregaron los
antibidticos cicloserina, cefoxitina y el taurocolato (LAB 90).

Tabla 1. Componentes y cantidades del medio CCFA-TC utilizado en este trabajo.

Férmula por litro de agua purificada
Peptona de caseina 259g/L
Extracto de levadura 15 g/L
Agar 15 g/L
Fosfato disddico Sg/lL
Fructosa 6g/L
Sulfato de Magnesio 0.1g/L
Fosfato de potasio monobasico 1g/L
Cloruro de sodio 29/l
Rojo neutro 0.03 g/L
Glucosa 1g/L
Taurocolato 1g/L
Hemina 0.01g/L
Cicloserina 0.5g/L
Cefoxitina 16pL/L
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La peptona y la fructosa suministran las fuentes necesarias de nitrégeno y carbono. Los
fosfatos mantienen el pH. La cicloserina y cefoxitina son agentes selectivos para suprimir las
bacterias acompafiantes. El Taurocolato Sédico favorece la germinacion de las esporas. La
presencia del Rojo neutro, en el crecimiento de C. difficile permite ponerlo en evidencia por un

cambio de pH (de rojo a amarillo).

El medio CCFA-TC se preparo de la siguiente manera: se peso cada componente del medio
(Tabla 1) y se mezclaron con agua tridestilada, se ajusto el pH a 7.3 y se esterilizo a 15 Lb por
15 min, después de esterilizarse se dej6 enfriar (tolerable al dorso de la mano) y se agregaron
los antibioticos (Cicloserina-Cefoxitina), se homogenizo y se vertié el medio en placas de
60x15 mm (aproximadamente 12 ml para cada placa) o en placas de 90x15mm
(aproximadamente 20 ml para cada placa). Las placas inoculas se colocaron en forma invertida
en la Jarra de anaerobios GasPak, se humedeci6 la tira Anaerotest® con 35 ml de agua
tridestilada estéril, la tira se introdujo con la pagina impresa dirigida hacia las placas, se cerro

inmediatamente la jarra de anaerobios y se incub6 a 37°C por 48 horas.

6.5 Extraccion de DNA

6.5.1 Lisado en thermoblock

El lisado en thermoblock se realizo en un volumen de 100 uL, se agreg6 94 uL de buffer 10X
(Tris-HCI 0.2M, KCI 0.5M, pH 8) y de 1 a 3 colonias bacterianas o 1 ml de cosecha de caldo,
se adiciono 4 pL de lisozima (500 pL/ml), se dej6 a temperatura ambiente por 15 min,
posteriormente se agrego 2 uL de proteinasa K (10 mg/ml), el tubo se incubé en el thermoblock
a 58°C por una hora, una vez transcurrido el tiempo se subio la temperatura a 90°C por 15 min
para inactivar la proteinasa K. Se dejo enfriar y se centrifugo a 12 000 rpm por 10 min, el
sobrenadante se pas6 a un tubo nuevo, se midio la concentracién de ADN gendémico en el

Nanodrop y se ajustd a 200ng.

6.5.2 DNA Gendémico

Para obtener el DNA gendmico se inocul6 una colonia de C. difficile en 3 ml de caldo BHI y se
incubd a 37°C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis. Se hizo la cosecha del caldo

centrifugando a 12000 rpm por 10 min. Se deseché el sobrenadante (este y los siguientes
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pasos se realizaron sin las condiciones de anaerobiosis). Se lavo el sedimento con 1 ml de
tampon TE (se homogenizé con pipeta). Se centrifugd nuevamente a 12000 rpm por 10 min.
Se desecho el sobrenadante.

El paquete celular se resuspendid con 50 pl de la solucién de lisozima (50 mg/ml) (mezclando
suavemente) y se coloco a bafio Maria a 37°C por 15 min. Se dej6 enfriar y se agrego 250 pl
de la solucion GES (Cloruro de Guanidina 5.02M, EDTA 0.5M pH 8 y Sarkosyl 20%), se mezclé
suavemente invirtiendo de 4 a 7 veces (no usar vortex) se incub6 en un lugar oscuro por 17
min a temperatura ambiente, una vez transcurrido el tiempo se agregd 125 ul de acetato de
amonio 7.5 M y se mezclé suavemente de 4-7 veces y se incubo en hielo por 10 min. Después,
se agrego 350 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25: 24: 1 (v/iviv) y se mezclo (100X).
La muestra se centrifugd a 12000 rpm por 10 min. Posteriormente se retird con cuidado la fase
acuosa (fase superior) y se transfirié a un tubo nuevo (Evitar transferir la interfaz blanca, que
contiene proteinas y desechos celulares, repetir hasta que la interfaz blanca ya no esté visible).
El siguiente paso fue adicionar Isopropanol 0.5 pl por volumen de la fase acuosa y se mezclé
durante 2 min por inversion, aproximadamente 2 inversiones por seg. Se Incubo a -20°C por

20 min para precipitar el DNA.

Pasado el tiempo de precipitacion del DNA se centrifugd a 12000 rpm por 20 min, se decantd
el sobrenadante y se agrego 750 ul de etanol al 70% al tubo. Se mezcl6 suavemente por
inversion y posteriormente se centrifugd a 12000 rpm por 4 min, se decanto el etanol cuidando
de dejar el pellet en el tubo. Este fue el primer lavado, se repitié el lavado 3 veces mas hasta
completar 4 lavados. Después del cuarto lavado se decanto y se extrajo cuidadosamente todo
el etanol restante dejando el sedimento en el fondo (extrayendo hasta la ultima gota). Se
Invirtieron los tubos sobre toallas limpias de papel hasta que seco por completo el tubo del

exceso de etanol. EI DNA se resuspendio en 30 pl de agua tridestilada grado molecular estéril.

6.6 Identificacion de genes especificos de C. difficile

Los PCR se realizaron en un volumen total de 12.5 yL que contiene los siguientes reactivos:
Buffer 10x, MgCl2 20 mM, dNTPs 10uM, Dream Taq DNA polimerasa 5U/uL y oligonucleétidos
a 10uM que se muestran en la Tabla 2, las condiciones de Termociclador para los genes, 16S
rRNA, tcdA, tcdB, cdtA y cdtB fueron las siguientes, una desnaturalizacion inicial de 5 min a
94°C seguidos de 30 ciclos de una segunda desnaturalizacion de 45 seg a 94°C, un
alineamiento de 50 seg a 55°C y una extension de un 1 min a 72°C y una extension final de 5
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min a 72°C. Para el gen tpi, una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°C seguidos de 30 ciclos

de una segunda desnaturalizacion de 20 seg a 95°C, un alineamiento de 30 seg a 56°C, una

extension de 30 seg min a 72°C y una extension final de 5 min a 72°C. Los productos de PCR

se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo, en la tabla se muestra la secuencia, la
concentracion a la que se trabajé y el tamafio del amplicon esperado.

Gen

16S rRNA

tpi

tcdA

tcdB

cdtA

cdtB

Primer

CD16F
CD16R
tpiF
tpiR
tcdAF
tcdAR
tcdBF
tcdBR

CdtAF

CdtAR

cdtBF
cdtBR

Secuencia (5-3")

GGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TGACGGGCGGTGTGTACAAG
AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA
CATAATATTGGGTCTATTCCTAC
GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA
AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG
CCAAARTGGAGTGTTACAAACAGGTG
GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA

GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC

CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA

TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG
CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG

Concentracion
primer (UM)

10
10

10

10
10

10
10
10

10

10

10
10

Tamafio del
amplicén (pb)

1062

230

629

410

221

262

Referencia

Pearson, et al., 2008
Lemee, et al., 2004
Pearson, et al., 2008

Pearson, et al., 2008

Pearson, et al., 2008

Pearson, et al., 2008
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7. Esquema general de trabajo

Pacientes hospitalizados

|

Muestra diarreicas

A

y

Muestras positivas
Toxina Ay B por
inmunoensayo

l

Muestras sin solicitud
a ToxinaAyB

v

Muestras negativas
para Toxina A y B por
inmunoensayo

Aislamiento de C. difficile en medio CCFA-TC,
en condiciones de anaerobiosis a 37°C por 48h

PCR pi, tcdA, tcdB, cdtA,
cdtBy 16S rRNA

Tincion de Gram

Analisis de resultados
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8. Resultados

Se recolectaron un total 44 muestras diarreicas de tres hospitales durante el periodo Julio 2018-
Julio 2019. De las cuales, 21 muestras fueron de Hospital Angeles Puebla (HA), 11 muestra del
Instituto Mexicano del Seguro Social (“La Margarita” Puebla) y 12 muestras del Hospital Infantil
de México (“Federico Gomez”). Durante ese periodo se aceptaron muestras diarreicas con o sin

solicitud a la prueba inmunoenzimatica que detecta Toxina A y B de C. difficile (Figura 12).

De las 21 muestras del Hospital Angeles solo a 18 se les realizé la prueba Toxina Ay B de C.
difficile, 4 muestras fueron positivas a la prueba Toxina A y B. Las 11 muestras diarreicas del
IMSS fueron una donacién de la Dra. Lilia Cedillo y dichas muestras no tenian la solicitud para
Toxina A y B de C. difficile. De las muestras de Hospital Infantil de México, 2 muestras eran
diarreicas y 10 eran cepas de C. difficile ya aisladas en ese mismo Hospital, dando un total de
12 muestras del Hospital Infantil de México que ya habian sido identificadas con la presencia
de C. difficile toxigénico (Figuras 13y 14).

2%

48%

m 21 Hosp Angeles Pue. m 11 IMSS la Margarita. 12 Hosp Infantil Mex.

Figura 12. Muestras recolectadas. Un total de 44 muestras diarreicas se recolectaron de tres
hospitales, 21 muestras corresponden a Hospital Angeles Puebla, 11 muestras del IMSS “La
Margarita” Puebla y 12 muestras del Hospital Infantil de México “Federico Gémez”. La gréafica

representan los porcentajes de cada Hospital con respecto al total de muestras recolectadas.
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NUmero de muestras

Iﬁﬁl\

Hosp. Angeles IMSS La Margarita  Hosp. Infantil Mex. Total
Pue. Pue.
Hospitales
Solicitud de Toxina Ay B Sin solicitud para Toxina Ay B

Figura 13. Determinacion de Toxina Ay B de C. difficile EIA. La deteccion de C. difficile en
los hospitales se realiza por EIA. En la grafica se muestra el nimero de muestras de cada

hospital a las cuales se les solicitd o no, la determinacion de Toxina Ay B.

16
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@ 12
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Hosp Angeles Pue. Hosp Infantil Mex. Total
Hospitales
Resultado Positivo Resultado Negativo

Figura 14. Muestras positivas y negativas a Toxina Ay B por EIA en los hospitales. Solo
en dos Hospitales (Hosp. Angeles Pue y Hosp. Infantil Mex) se determinaron las Toxina Ay B

por EIA. La grafica muestra los resultados positivos y negativos de cada Hospital.

Pagina | 45



8.1 Aislamiento de C. difficile en el medio CCFA-TC sin tratamiento con etanol
8.1.1 Hospital Angeles Puebla

El aislamiento de C. difficile de las muestras diarreicas se hizo en el medio de cultivo CCFA-TC
en condiciones de anaerobiosis. Las muestras se diluyeron antes en agua para su cultivo en el
medio. De julio 2018 hasta agosto del mismo afio se recibieron 14 muestras del Hospital
Angeles y una muestra externa al hospital que se decidié incluir en el mismo para fines mas
practicos dando un total de 15 muestras para esa fecha. Las muestras se les dio un nombre
interno, comenzanco con Cd y un numero de acuerdo a como se iban recibiendo. Las 15
muestras del Hospital Angeles se sembraron en el medio CCFA-TC, de las cuales 10 muestras
(Cd01, Cd02, Cd03, Cd08, Cd010, Cd011, Cd012, Cd014 y Cd015) crecieron en el medio (Tabla
7). La morfologia colonial que se observo fue desde colonias pequefas hasta colonias grandes,
de color rosa y amarillo, con bordes circulales, en algunas irregulares, con una superficie
convexa, cosistencia mucoide y opacas, no se observo la morfologia tipica de C. difficile como
se ha descrito en este medio (CCFA-TC), solo Cd010 tenia una morfologia diferente a las
demas, colonias grandes amarillas, con bordes irregulares (Figura 15). Dependiendo de la
diferencia en la morfologia colonial se tomé 1 a 6 clonas de cada aislado. Se obtuvio un total de
42 clonas de las 10 muestras, el total se baso por el numero de clonas que se tomo de acuerdo

a la morfologia colonial observada en cada aislamiento.
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Figura 15. Cultivo microbioldgico en CCFA-TC de muestras de heces (método por dilucion).
Hospital Angeles Puebla. A: Cd01, B: Cd02, C: Cd03, D: Cd08, E: Cd010, F: Cd011, G: Cd012,
H: Cd015.

8.1.2 IMSS La Margarita Puebla

A las 11 muestras diarreicas del IMSS se le asigno un nombre interno para diferenciarlas de las
muestras de Hospital Angeles, empezando con Cdnd y un nimero. De las 11 muestras
diarreicas del IMSS que se sembraron en el medio CCFA-TC solo 5 crecieron en ese medio
(Cdnd1l, Cdnd2, Cdnd3, Cdnd4 y Cdnd7) (Tabla 8). La variacién en la morfologia colonial fue
similar a la observada en las muestras del Hospital Angeles y de acuerdo a la diferencia en la

morfologia de las colonias se tomaron de 1 a 4 clonas de cada muestra para su posterior

andlisis, obteniéndose un total de 12 clonas del IMSS de las 11 muestras (Figura 16).

Figura 16: Cultivo microbiolégico en CCFA-TC de muestras de heces (método por dilucion).
Instituto Mexicano del Seguro Social (“La Margarita” Puebla). A: Cdnd1l, B: Cdnd3, C: Cdnd4,
D: Cdnd7.

8.1.3 Determinacion de Gram
Para observar la presencia de bacilos Gram positivos de las diferentes clonas que se aislaron
del medio CCFA-TC se realizo la tincidbn de Gram de las cepas de los dos Hospitales (HA e
IMSS), sin embargo, ademas de bacilos Gram positivos se observaron otro tipo de morfologia
bacteriana como cocos Gram positivos y negativos, bacilos Gram negativos, bacilos con
esporas sub-terminales, algunas formas filamentosas y unas estructuras con forma de

levaduras que se tefiian de color morado (Figura 17).
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Figura 17. Tincion de Gram de las muestras de heces sin tratamiento con etanol. Hospital
Angeles Puebla. A: Cd01 clona 1, B: Cd02, C: Cd03 clona 12, D: Cd06 clona 14, E: Cd08 clona
20, F: Cd010 clona 23, G: Cd011 clona 25, H: Cd012 clona 31, I: Cd014 clona 34, J: Cd015
clona 38. IMSS. a: Cdnd1, b: Cdnd2, c: Cdnd3 clona 4, d: Cdnd4 clona 7, e: Cdnd7 clona 12, f:
Wild type.
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8.1.4 Estandarizaciéon de los genes 16s rRNA, tcdA, tcdB, cdtA, cdtB y tpi
Se estandarizaron las condiciones de PCR para la amplificacion de los genes 16S rRNA
(1062pb), tcdA (629pb), tcdB (410pb), cdtA (221pb), cdtB (262pb) y tpi (230pb) utilizando
oligonucledtidos previamente reportados (Tabla 2). Inicialmente se propuso un PCR multiple
pero las condiciones no fueron siempre reproducibles por lo que se optd por realizar PCR

individuales probando diferentes temperaturas de alineamiento para cada gen (Figura 18).

1000pb

165 rRNA (1062ph)
1000pb .o —>500pb
tcdA (629ph)
500pb pi (230pb)

tcaB (410pb)
caiB (262pb)
CatA (221pb)

Figura 18. Estandarizacién de los genes 16s rRNA, tcdA, tcdB, cdtA, cdtB y tpi: carril M:
Marcador de 100pb Plus DNA Ladder, carril A: gen tcdA, carril B: gen tcdB, carril a: gen cdtA,
carril b: gen tcdB, carril S: 16S rRNA, carril 1: tpi temperatura de alineamiento 56°C, carril 2: tpi

temperatura de alineamiento 57.9°C.

8.1.5 Determinacién de los genes 16s rRNA, tcdA, tcdB, cdtA y cdtB del HA y del
IMSS
Para las 42 clonas que se obtuvieron del crecimiento de las 10 muestras de HA y las 12 clonas
de las 5 muestras del IMSS por el método de dilucion de heces, el resultado para la amplificacion
de los genes tcdA, tcdB, cdtA y cdtB fue negativo. Como no se tuvo un resultado positivo en la
amplificacion de los principales factores de virulencia de C. difficile, se analizé su tincién de

Gram y de acuerdo a la morfologia bacilar de las mismas, se eligié una clona por cada muestra

Pagina| 49



a la cual se le amplificé el gen 16S rRNA con oligonucleétidos universales para secuenciar e
identificar dichas cepas. Las secuencias se analizaron bioinformaticamente por medio de
BLAST encontrando diferentes géneros bacterianos como Enterococcus sp y Clostridium sp y
Klebsiella sp en mayor porcentaje (Figura 19). Observamos que en el medio CCFA-TC fueron
capaces de crecer microorganismo anaerobios facultativos y anaerobios estrictos resistentes a

los dos antibiéticos Cicloserina y Cefoxitina presentes en el medio.

Klebsiella sp

18% Clostridium sp
23%
Serratia sp
6%
Enterococcus sp Lactobacillus sp
35% iy

Collinsella sp
6%

Figura 19. Géneros identificados por secuenciacién de 16S rRNA.

8.2 Aislamiento de C. difficile de muestras tratadas con etanol

8.1.2 Hospital Angeles Puebla
Debido al crecimiento de microorganismos contaminantes, se decidioé probar la metodologia de
choque con etanol en el tratamiento de las muestras de heces de los dos Hospitales de Puebla
con el fin de eliminar la contaminacion que estaba creciendo en el medio CCFA-TC y recuperar
solamente microorganismos esporulados especialmente C. difficile. En esta etapa se incluyeron

4 nuevas muestras del Hospital Angeles. Se observd una disminucion significativa del
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crecimiento microrganismo e incluso la morfologia de las colonias cambié ya que no se
observaron colonias rosas ni colonias pequefas. Otra observacion fue que las muestras que
dieron positivo al cultivo por la metodologia anterior, dieron negativo al cultivo con el tratamiento
de etanol. Usando esta metodologia hubo crecimiento de solo 6 muestras (Cd05-E, Cd010-E,
Cd014-E, Cd016-E, Cd0O18-E y Cd021-E) mostrando que se reduce el crecimiento de
microorganismos contaminantes. Se seleccionaron 31 clonas de las 6 muestras con la finalidad

de analizarlas (Figura 20 y Tabla 9).

Figura 20: Cultivo microbiol6gico en CCFA-TC de muestra de heces tratadas con etanol.
Hospital Angeles Puebla. A: Cd05-E, B: Cd010-E, C: Cd014-E, D: Cd015-E, E: Cd018-E, F:
Cd021-E.

8.2.3 IMSS La Margarita Puebla

Las muestras del IMSS también se trataron con etanol para reducir los microrganismos
contaminantes. 4 de las 5 muestras positivas al cultivo por dilucion de heces sin tratamiento con
etanol (Cdndl, Cdnd2, Cdnd3 y Cdnd4), también crecieron en el agar cuando se les dio el

choque por etanol (solo Cdnd7 fue negativo) pero la morfologia de las colonias fue diferente.
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Con etanol se observaron colonias amarillas, mas grandes con bordes irregulares y un centro
ligeramente blanco, a lo que se observo si tratamiento que era colonias rosas, pequefas y de
bordes circulares. Ademas, se presentaron muestras que fueron positivas al cultivo por choque
de etanol (Cdnd5, Cdnd6, Cdnd10) y que no crecieron por dilucion de heces. Se seleccionaron

un total de 33 clonas de las 7 muestras (Figura 21 y Tabla 10).

Figura 21: Cultivo microbiolégico en CCFA-TC de muestras tratadas con etanol. Instituto
Mexicano del Seguro Social (“La Margarita” Puebla). A: Cdnd1-E, B: Cdnd2-E, C: Cdnd3-E, D:
Cdnd4-E, E: Cdnd6-E, F: Cdnd10-E.

8.2.4 Determinacion de Gram
Se realiz6 tincion de Gram a las clonas que se aislaron de las muestras tratadas con etanol (HA
e IMSS) y se observé la presencia de bacilos Gram positivos; ya no se observaron formas

bacterianas diferentes a bacilos como se observaron usando la primera metodologia (Figura22).
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Figura 22. Tincién de Gram de las muestras de heces tratadas con etanol. Hospital Angeles
Puebla. A: Cd05-E, B: Cd010-E clona 2, C: Cd014 clona 10, D: Cd016-E clona 17, E: Cd018-E
clona 25, F: Cd021-E clona 30. IMSS. a: Cdnd1-E clona 2, b: Cdnd2-E clona 7, c: Cdnd3-E
clona 13, d: Cdnd4-E clona 16, e: Cdnd5-E clona 24, f: Cdnd6-E clona 25, g: Cdnd10-E clona
33, h: Wild type.
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8.3 Hospital Infantil de México (Federico Gomez)

El Hospital Infantil de México nos facilitd 2 muestras diarreicas con la referencia de que ya se
habian identificado por inmunoensayo la presencia de C. difficile toxigénico. Las dos muestras
se cultivaron en el medio CCFA-TC, pero ninguna de las dos crecié en el medio de cultivo.
Posteriormente recibimos 10 cepas de C. difficile ya aisladas de muestras fecales, las cuales
fueron transportadas al laboratorio en agar Chocolate (Figura 23A). Las 10 cepas se

resembraron en el CCFA-TC y todas crecieron (Figura 23B).

Figura 23: Ejemplo de cultivo microbioldgico de las muestras positivas a C. difficile del Hospital
Infantil de México (“Federico Gémez”). A) Agar Chocolate. B) Agar CCFA-TC. C) Morfologia de

las colonias de C. difficile.

8.3.1 Determinacion de Gram
Se realizé tincion de Gram de las 10 cepas del Hospital Infantil de México y se observo en
todas la presencia de bacilos Gram positivos; no se observo otro tipo de morfologia bacteriana
(Figura 24).
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Figura 24. Tincién de Gram de las cepas del Hospital Infantil de México (“Federico Gomez”). I
Cdmx3, II: Cdmx4, Ill: Cdmx5, IV: Cdmx6, V: Cdmx7, VI: Cdmx8, VII: Cdmx9, VIII: Cdmx10, IX:
Cdmx11, X: Cdmx12.

8.4 Aislamiento de C. difficile en el medio CCFA-TC

El porcentaje de crecimiento en el medio CCFA-TC del HA fue de 29% (n=6) del total de
muestras (21), del IMSS fue del 64% (n=7), con respecto a su total (11) y del Hospital Infantil
de México el crecimiento fue del 83% (n=10) del total de muestras (12); En total 23 muestras
de heces crecieron en el medio CFFA-TC que representa el 52% de todas las muestra
recolectadas (44). El porcentaje de crecimiento por cada Hospital se muestra en la Figura 25y
Tabla 3.
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Figura 25. Crecimiento en CCFA-TC de muestras de heces tratadas con etanol. Las muestras
del Hospital Angeles y del IMSS se trataron con etanol. El 29% (n=6) de las muestras del
Hospital Angeles crecié en el medio CCFA-TC al igual que el 64% (n=7) de las muestras del
IMSS y el 83% (n=10) de las muestras del Hospital Infantil de México.

Tabla 3. Crecimiento en CCFA-TC de muestras de heces tratadas con etanol. La tabla
representa el nimero de muestras que crecieron en el medio CCFA-TC, el porcentaje que
representan por cada hospital.

Crecimiento en CCFA-TC de muestras de heces tratadas con etanol

Hospital Crecimiento/Total de % por Hospital % por el total de
muestras por Hosp muestras (44)
Hosp. Angeles Pue. 6/21 28.6% 13.6%
Hosp. IMSS La Margarita Pue. 7/11 63.6% 15.9%
Hosp. Infantil de Méx. 10/12 83.3% 22.7%
Total 23/44 - 52.2%
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8.5 Determinacién de gen tpi

Para la identificacion de C. difficile de las clonas que se aislaron de los tres hospitales primero
se realizo la amplificacion del gen tpi, para identificar la presencia de C. difficile y solo con las
clonas que dieron positivo a tpi se siguidé el estudio con la amplificacion de los genes que
codifican para las toxinas. De las 6 muestras del Hospital Angeles Puebla, 4 muestras dieron
positivo a tpi (Cd010-E, CdO14E, Cd018-E, Cd021-E) solamente dos muestras (CdO5-E y
Cd016-E) no amplificaron para este gen (Tabla 4). De las 7 muestras del IMSS (La Margarita
Puebla), 6 muestras dieron positivo a tpi (Cdnd1-E, Cdnd2-E, Cdnd3-E, Cdnd4-E, Cdnd5-E,
Cdnd6-E y Cdnd10-E) solo una muestra dio un resultado negativo (Cdnd5) (Tabla 5) y del
Hospital Infantil de México (Federico Gomez) de las 10 muestras, 9 dieron positivo a tpi (Cdmx3,
Cdmx4, Cdmx5, Cdmx6, Cdmx7, Cdmx9, Cdmx10, Cdmx11 y Cdmx12) y solo una muestra dio
negativo a tpi (Cdmx8) (Tabla 6, Figura 26).

1000pb

500pb

tpi (230pb)

Figura 26: Gel representativo para la determinacion del gen tpi: carril M, 100 pb Plus DNA
Ladder; carril -, control negativo; carril +, control positivo; carril 1, Cd018-E clona 1; carril 2,
Cd018-E clona 2; carril 3, Cd018-E clona 3; carril 4, Cd018-E clona 4; carril 5, negativo; carril 6,
Cd014-E clona 1.
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8.6 Determinacion de los genes de las toxinas de C. difficile

Para la identificacion de C. difficile toxigénico, de las clonas positivas al gen tpi, se amplificaron
los genes tcdA, tcdB, cdtA y cdtB (Figura 26). Se amplificaron los genes de las toxinas (tcdA,
tcdB, cdtA y cdtB) de las 4 muestras (Cd010-E, Cd014-E, Cd018 y Cd021-E) del HA, solo 3 de
ellas muestras (Cd010-E, Cd018 y Cd021-E) dieron positivo para los genes tcdA y tcdB y 1
muestra (Cd014-E) dio positivo para tcdA, tcdB, cdtA y cdtB (Tabla 4). En 6 muestras (Cdnd1-
E, Cdnd2-E, Cdnd3-E, Cdnd4-E, Cdnd6-E y Cdnd10-E) del IMSS no amplificaron los genes de
las toxinas dado un resultado negativo de los cuatro genes (Tabla 5) y de 10 muestras (Cdmx3,
Cdmx4, Cdmx5, Cdmx6, Cdmx7, Cdmx9, Cdmx10, Cdmx11 y Cdmx12) del Hospital Infantil de
México, 7 muestras dieron positivo para los genes tcdA y tcdB (Cdmx3, Cdmx4, Cdmx5, Cdmx6,
Cdmx10, Cdmx11 y Cdmx12), 1 muestra (Cdmx7) dio positivo para tcdA, tcdB, cdtA y cdtB, y
hubo solamente una muestra (Cdmx9) que dio negativo para los cuatro genes de las toxinas
(Tabla 6) (Figuras 27 y 28).
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Figura 27: Gel representativo de la determinacion de los genes de las toxinas de C. difficile de
la muestra Cd018-E: carril N, control negativo para tcdA; carril P, control positivo para tcdA;
carril 1, Cd018-E clona 1; carril 2, Cd018-E clona 2; carril 3, Cd018-E clona 3; carril 4, Cd018-
E clona 4; carril V, Vacio; carril N*, control negativo para tcdB; carril P*, control positivo para
tcdB; carril 1*, Cd018-E clona 1; carril 2*, Cd018-E clona 2; carril 3*, Cd018-E clona 3; carril 4%,
Cd018-E clona 4; carril M, 100 pb Plus DNA Ladder.
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Tabla 4. Resultado de la amplificacién de los genes tpi, tcdA, tcdB, cdtA y cdtB de las cepas
aisladas de las muestras del Hospital Angeles Puebla.

Hospital Angeles Puebla

PCR para detectar genes de toxinas Tipo de produccion de

(2 tpi tcdA/tcdB cdtA/cdtB toxinas
Cd05-E - -/ -/- NA
Cd010-E + +/+ -/- A*B*CDT-
Cd014-E + +/+ +/+ A'B*CDT"
Cdo16-E - -/- -/- NA
Cd018-E ] S -/- A*B*CDT-
Cd021-E + +/+ -/- A*B*CDT-

NA: No aplica tpi negativo

Tabla 5. Resultado de la amplificacién de los genes tpi, tcdA, tcdB, cdtA y cdtB de las cepas
aisladas de las muestras del IMSS “La Margarita”.

IMSS La Margarita Puebla

PCR para detectar genes de toxinas Tipo de produccion de

MU tpi tcdA/tcdB cdtA/cdtB toxinas
Cdnd1l-E + -/- -/- ABCDT
Cdnd2-E + -/- -/- ABCDT
Cdnd3-E + -/- -/- ABCDT
Cdnd4-E + -/- -/- ABCDT
Cdnd5-E - -/- -/- NA
Cdnd6-E + -/- -/- ABCDT
Cdnd10-E + -/- -/- ABCDT

NA: No aplica tpi negativo

Tabla 6. Resultado de la amplificacién de los genes tpi, tcdA, tcdB, cdtA y cdtB de las cepas
aisladas de las muestras del Hospital Infantil de México “Federico Gomez”.

Hospital Infantil de México (Federico Gémez)
PCR para detectar genes de toxinas Tipo de produccion de

Muestra tcdA/tcdB cdtA/cdtB toxinas
Cdmx1 + +/+ -/- A*B*CDT-
Cdmx2 + +/+ -/- A*B*CDT-
Cdmx3 n e /- A*B*CDT-
Cdmx4 + ++ /- A*B*CDT-
Cdmx5 + +/+ /- A*B*CDT-
Cdmx6 + ++ /- A*B*CDT-
Cdmx7 + ++ +/+ A*B*CDT*
Cdmx8 - /- /- NA
Cdmx9 + /- /- A'B-CDT
Cdmx10 + +/+ -/- A*B*CDT-

NA: No aplica tpi negativo
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Tabla 7. Datos de la muestras del Hospital Angeles Puebla sin tratamiento con etanol

Datos PCR Gram Identificacion del Microorganismo por
Clave Paciente | Sexo | Afios | Toxina Ay B | Forma de la Heces | Cantidad de muestra | Cultivo Clonas tpi | tcdA | tcdB | cdtA | cdtB Secuenciacion de 16S rRNA
1 - - - - - + Clostridium sp
Cdo1 P1 M 30 Negativo Liquida 0.1919 sl 4 g - - - - - :
4 - - - - - +
Cd02 P2 M 66 Negativo Liquida 0.1923 Sl 1 5 - - - - - + Serratia sp
6 - - - - - +
7 - - - - - +
8 - - - - - +
Cd03 P3 F 22 Negativo Pastosa 0.0336 Sl 7 9 - - - - - + Clostridium sp
10 - - - - - +
11 - - - - - +
12 - - - - - +
Cdo4 P4 M 45 Negativo Pastosa 0.0383 NO
Cd05 P5 M 32 Negativo Liquida 0.2005 NO
13 - - - - - Bacilos -
) . 14 - - - - - Bacilos +
Cd06 P6 M 3 Negativo Liquida 0.1148 SI 4 5 - - - - - Bacilos + Lactobacillus sp
16 - - - - - Bacilos +
Cdo7 P7 F 49 Negativo Pastosa 0.0339 NO
17 - - - - - Bacilos +
. 18 - - - - - Bacilos +
Cdo8 P8 M 65 Negativo Pastosa 0.0257 Sl 4 19 - - - - - Bacilos + Collinsella sp
20 - - - - - Bacilos +
Cd09 P9 F 45 Negativo Liquida 0.0886 NO
21 R - - - - Bacilos +
cdo1o | P10 Fo| 43 NR Pastosa 0.1037 st |4 2211 . Cocos *
23 - - - - - Cocos +
24 - - - - - Cocos + Enterococcus sp
25 - - - - - Cocos + Enterococcus sp
. 26
Cdo11 P11 M 65 Negativo Pastosa 0.0883 Sl 4 27 - - - - - Cocos +
28 - - - - - Cocos +
29 - - - - - Cocos +
cdo12 P12 F | 20 NR Pastosa 0.0883 st |4 11— - - - Cocos + Lactobacillus sp
31 + - - - - Bacilos +
32 - - - - - Bacilos +
Cd013 P13 F 70 Negativo Pastosa 0.2263 NO
33 - - - - - Cocos + Enterococcus sp
cdo14 P14 F | 66 Positivo Liquida 0.1752 sl |41 - - - - Cocos + Enterococcus sp
35 - - - - - Cocos +
36 - - - - - Cocos +
37 - - - - - Cocos - Klebsiella sp
38 - - - - - Cocos - Klebsiella sp
cdo15 | Pisext. | F - NR Pastosa 0.1451 s 6 2 |- | - - - - cocos -
40 - - - - - Cocos -
41 - - - - - Cocos - y Bacilos + Klebsiella sp
42 - - - - - Cocos - y Bacilos +
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Tabla 8. Datos de la muestras del Instituto Mexicano del Seguro Social “La Margarita” sin tratamiento con etanol

Datos PCR Identificacion del
Clave | Paciente | Sexo | Aflos | ToxinaAyB Form:cii las C?Sg:t?;e Cultivo | Clonas | tpi | tcdA | tcdB | cdtA | cdtB Gram SecL':Aéﬁz:?;cr?éinljsemloeg?kNA
Cdnd1 P1 - - NR Pastosa 0.0719 Sl 1 1 - - - - - Cocos + Clostridium sp
Cdnd2 P2 - - NR Pastosa 0.0665 Sl 1 2 - - - - - Cocos + Enterococcus sp
3 - - - - - Bacillos +
Cdnds | P3 - - NR Pastosa 0.0134 sl |afA 41 - - - - Bacillos + Clostridium sp
5 - - - - - Cocos + y Bacillos +
6 - - - - - Bacillos +
Cdnd4 | P4 - - NR Pastosa 0.2997 SR [P B T - - - Cocos + Enterococeus sp
8 - - - - - Cocos +
Cdnd5 P5 - - NR Pastosa 0.0384 NO
Cdnd6 P6 - - NR Pastosa 0.0836 NO
9 - - - - - Cocos -
cdnd7 | P7 - - NR Pastosa 0.0443 sl |apl -t - - - - Bacilos +
11 - - - - - Cocobacilos +
12 - - - - - Cocos - y Cocobacilos +
Cdnd8 P8 - - NR Pastosa 0.0017 NO
Cdnd9 P9 - - NR Liquida 0.2101 NO
Cdnd10 P10 - - NR Pastosa 0.2019 NO
Cdnd11 P11 - - NR Pastosa 0.3471 NO
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Tabla 9. Datos de las muestras del Hospital Angeles Puebla tratadas con etanol

Datos PCR
Clave Paciente exo | Afios | ToxinaAyB Forma de las Heces Cantidad de muestra Cultivo | Clonas | tpi | tcdA | tcdB | cdtA | cdtB Gram
Cd01-E P1 M 30 Negativo Liquida 0.230g NO
Cd02-E P2 M 66 Negativo Liguida 0.200g NO
Cd03-E P3 F 22 Negativo Pastosa 0.076g NO
Cd04-E P4 M 45 Negativo Pastosa 0.200g NO
Cd05-E P5 M 32 Negativo Liquida 0.200g Sl 1] 1 - | Bacilos +
Cdo6-E P6 M 3 Negativo Liquida 0.130g NO
Cdo7-E P7 F 49 Negativo Pastosa 0.200g NO
Cd08-E P8 M 65 Negativo Pastosa 0.031g NO
Cd09-E P9 F 45 Negativo Liguida 0.200g NO
2 + + + - - Bacilos +
3 -
4 R
Cdo010-E P10 F 43 NR Pastosa 0.058g SI 7 5 -
6 -
7 -
8 -
Cd011-E P11 M 65 Negativo Pastosa 0.0395¢g NO
Cd012-E P12 F 20 NR Pastosa 0.1230g NO
Cd013-E P13 F 70 Negativo Pastosa 0.3207g NO
9 s i + - - Bacilos +
10 + + + - - Bacilos +
11 A + + - - Bacilos +
Cd014-E P14 F 66 Positivo Liquida 0.1029¢g Sl 7 12 + + + - - Bacilos +
13 A + + i + Bacilos +
14 + + + + + Bacilos +
15 + - - - - Bacilos +
Cd015-E P15 F - NR Pastosa 0.2722g NO
16 - Bacilos +
17 - Bacilos +
18 - Bacilos +
. 19 - Bacilos +
Cdo16-E P16 M 59 Negativa Pastosa 0.1194g Sl 8 20 - Bacilos +
21 - Bacilos +
22 - Bacilos +
23 - Bacilos +
Cd017-E P17 M 93 Negativa Pastosa 0.1959¢g NO
24 + + + - - Bacilos +
25 + + + - - Bacilos +
Cd018-E P18 M Oa Positivo Liquida 0.24169g Sl 5 26 + + + - - Bacilos +
27 A + + - - Bacilos +
28 + + + - - Bacilos +
Cd019-E P19 F 30 Negativo Pastosa 0.08649g NO
Cd020-E P20 M 49 Positivo Liquida 0.1988g NO
29 + + + - - Bacilos +
Cd021-E P21 F 20 Positivo Solida 0.1593¢g Sl 3 30 + + + - - Bacilos +
21 + + + - - Bacilos +
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Tabla 10. Datos de las muestras del Instituto Mexicano del Seguro Social “La Margarita” tratadas con etanol

Datos PCR
Gram
Clave Paciente | Sexo | Afios | ToxinaAyB | Formade las Heces Cantidad de muestra | Cultivo | Clonas | tpi | tcdA | tcdB | cdtA | cdtB
1 - Bacilos -
2 + | - - - - Bacilos +
3 - Bacilos -
Cdnd1-E P1 - - NR Pastosa 0.05669 SI 6 2 . Bacilos -
5 - Bacilos -
6 - Bacilos -
7 i - - - - Bacilos +
8 + | - - - - Bacilos +
Cdnd2-E P2 - - NR Pastosa 0.0333g Sl 51 9 + |- - - - Bacilos +
10 | + | - - - - Bacilos +
11 | + | - - - - Bacilos +
12 | - Bacilos -
Cdnd3-E P3 - - NR Pastosa 0.01069g Sl 3113 | + |- - - - Bacilos +
14 | - Bacilos -
15 | + | - - - - Bacilos +
16 | + | - - - - Bacilos +
17 | + | - - - - Bacilos +
Cdnd4-E P4 - - NR Pastosa 0.0800g SI 7118 | + | - - - - Bacilos +
19 | + | - - - - Bacilos +
20 | + | - - - - Bacilos +
21 | + | - - - - Bacilos +
22 - Bacilos -
Cdnd5-E P5 - - NR Pastosa 0.0926¢g Sl 3] 23 - Bacilos -
24 - Bacilos -
25 | + | - - - - Bacilos +
26 | + | - - - - Bacilos +
27 | + | - - - - Bacilos +
Cdnd6-E P6 - - NR Pastosa 0.0785g Sl 7128 | + |- - - - Bacilos +
29 | + | - - - - Bacilos +
30 | + | - - - - Bacilos +
31 + | - - - - Bacilos +
Cdnd7-E P7 - - NR Pastosa 0.0701g NO
Cdnd8-E P8 - - NR Pastosa 0.0827¢g NO
Cdnd9-E P9 - - NR Liquida 0.3875¢g NO
32 - Bacilos -
Cdnd10-E P10 - - NR Pastosa 0.0911g Sl 2 3+ - - - - Bacilos &
Cdnd11-E P11 - - NR Pastosa 0.1020g NO

NR: No se realizo
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Tabla 11. Datos de la muestras Hospital Infantil de México “Federico Gomez”

Datos PCR

Fecha | Clave Mex | Clave |Paciente | Sexo |Afios | Toxina Ay B | Forma de las Heces | Cantidad de muestra | Cultivo | Clonas | tpi | tcdA | tcdB | cdtA | cdtB Gram
dic-18 799 Cdmx1 - - - Positivo Liguida 200uL NO

ene-19 567 Cdmx2 - - - Positivo Liguida 200uL NO

oct-19 100 Cdmx3 - - - Positivo - - Sl 1 s + s - - Bacilos +
feb-19 571 Cdmx4 - - - Positivo - - Sl 1 + + + - - Bacilos +
feb-19 572 Cdmx5 - - - Positivo - - Sl 1 + + + - - Bacilos +
mar-19 774 Cdmx6 - - - Positivo - - SI 1 + + + - - Bacilos +
mar-19 799 Cdmx7 - - - Positivo - - Sl 1 + + + + + Bacilos +
nov-14 179 Cdmx8 - - - Positivo - - Sl 1 - Bacilos +
sep-15 246 Cdmx9 - - - Positivo - - Sl 1 + - - - - Bacilos +
feb-19 355 Cdmx10 - - - Positivo - - Sl 1 + + + - - Bacilos +
ene-19 472 Cdmx11 - - - Positivo - - Sl 1 + + + - - Bacilos +
feb-19 602 Cdmx12 - - - Positivo - - Sl 1 + + + - - Bacilos +
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9. Discusion

La infeccidn por Clostridioides difficile se ha convertido un problema de salud publica en todo el
mundo y México nos es la excepcion; sin embargo, no se conoce la magnitud real de esta
enfermedad en nuestro pais debido a las escasas publicaciones. En este trabajo se analizaron
44 muestras diarreicas que se recolectaron por un periodo de un afo (Julio 2018-Julio 2019) de
tres diferentes hospitales (Hospital Angeles Puebla, IMSS La Margarita Puebla y el Hospital
Infantil de México Federico Gomez), pero debido a politicas de estos hospitales no se tuvo
acceso a todos los datos clinicos de los pacientes. Del Hospital Angeles solo se cuenta con
datos como edad, género y resultado de EIA; del Hospital Infantil de México solo con el resultado
de EIA y del IMSS no se cuenta con ningun dato. Se hizo la solicitud a los mismos, de
informacion del tratamiento con antibidticos que recibieron estos pacientes para poder conocer
el antibiotico con mayor asociacion a la infeccion por C. difficile, la duracion de este tratamiento,
si hubo presencia de diarrea y si fue paciente hospitalizado o ambulatorio pero no se contd con
esta informacién por lo que la discusién de resultados solo serd en base a lo obtenido por el
cultivo y por amplificacion de los genes toxigénicos. De acuerdo a los datos del Hospital
Angeles, la edad promedio de los pacientes incluidos fue de 45.9 afios (0-93), 11 muestras

(52%) eran hombres y 10 muestras (45%) de mujeres.

Actualmente los inmunoensayos enzimaticos (EIA) para la deteccién de las toxinas de C. difficile
no son lo suficientemente sensibles y pueden dar un diagndstico erroneo para CDI; sin embargo
el cultivo toxigénico sigue siendo el estandar de oro por su alta sensibilidad y especificidad y
aunque es una técnica lenta (1-3 dias), laboriosa y requiere personal preparado, se sigue
utilizando como método de referencia. Esta metodologia permite la caracterizacion del
microorganismo aislado para la posterior realizacion de estudios epidemioldgicos y del perfil de
susceptibilidad antimicrobiana. Aunque las pruebas de inmunoensayo tienen un costo
accesible, que las convierte en una prueba ideal para el abordaje inicial de los pacientes con
diarrea de inicio reciente, cuando se comparan con el cultivo toxigénico alcanzan una
sensibilidad y especificidad >90%. El cultivo toxigénico se utiliza como una prueba de referencia
para realizar tanto monitorizacion de técnicas implantadas en la rutina diagnostica como

evaluaciones de otras técnicas de diagnostico nuevas. El objetivo de este trabajo no solo fue el
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aislamiento y caracterizacion de C difficile sino también comparar las técnicas usadas en los

hospitales con los resultados del cultivo toxigénico.

Se hizo cultivo toxigénico en el medio CCFA-TC de las 44 muestras diarreicas recolectadas de
los tres hospitales, cuando se sembraron las muestras, la primera vez se hizo de manera directa
(sin tratamiento de las muestras); sin embargo, al caracterizar los aislados (PCR de las toxinas)
se tuvo un resultado negativo, pero al tratar la muestras con etanol se pudo recuperar mas
esporas de C. difficile por este método, que tal vez con la metodologia anterior no eran
suficientes esporas para poder caracterizar esta bacteria. De las 44 muestras 30 ya habian sido
analizadas por EIA en los hospitales reportando un resultado positivo para 16 de estas
muestras, en cambio en nuestro trabajo 23 muestras de las 44 totales presentaron crecimiento
en el medio CCFA-TC. Después de que se analizar los genes de las toxinas de estos
aislamientos se encontr6 que solo 12 muestras era C. difficile toxigénico y comparando con lo
gue reportan los hospitales se puede ver que el resultado de 4 muestras no corresponde con
nuestros resultados; como se mencioné anteriormente los EIA de las C. difficile tienen un baja
sensibilidad y especificidad, lo que dificulta la deteccion de correcta de la enfermedad asociada
a C. difficile (Figura 28).

El gene de mantenimiento tpi que codifica para la enzima metabdlica triosa fosfato isomerasa
proporciona un marcador alternativo al 16S rRNA para la caracterizacion genotipica de C.
difficile. El protocolo de PCR dirigido a un fragmento interno especifico de este gen ya ha sido
descrito por primera vez por Lemee, et al., en el 2004, Lemee corroboré su especificidad
detectandose sefal de amplificacion de tpi solo en C. difficile y no en las 11 especies diferentes
del genero Clostridium. A partir de este trabajo se han reportado otros que utilizan estos
cebadores para la identificacion primaria de C. difficile y descartar otros microorganismos y
seguir con el andlisis de las toxinas, entre ello, Samie, et al., en el 2008 que estudio 322
muestras de heces, 45 resultaron positivas para el gen tpi, de estas positivas 22 eran toxina
negativa y 23 tenian al menos uno de los tres genes de las toxinas. Shin y Lee en el 2014
identificaron de 530 muestras fecales 180 aislados como C. difficile, 27 de estas eran cepas no
toxigénicas, todas con tpi positivos. Park, et al., en el 2015 analizaron 1402 muestras de heces
encontrando C. difficile en 231 aislados, confirmado por el gen tpi. Camorlinga, et al., en el 2019

identificaron cepas no toxigénicas de C. difficile de pacientes en México amplificando el gen tpi.
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Desde que se reportd el primer protocolo de PCR de un gen de mantenimiento para la
identificacion de C. difficile, el gen tpi se ha utilizado para confirmar si es o no C. difficile y poder
seguir con la amplificacién de los genes de las toxinas de C. difficile. Es por ello que se decidio
usar esto cebadores para amplificar el gen tpi de los aislados que se obtuvo en el medio CCFA-
TC.

A las 23 muestras positivas en el cultivo, se les amplifico el gen tpi, de estos aislamientos solo
19 dieron positivo al gen tpi. Por hospital, del HA (n=6) solo 4 muestras (Cd010-E, Cd014-E,
Cd018-E y Cd021-E) dieron positivo para tpi y 2 muestras (Cd05-E y Cd016-E) dieron negativo;
del IMSS (n=7), 6 muestras (Cdnd1-E, Cdnd2-E, Cdnd3-E, Cdnd4-E, Cdnd6-E y Cdnd10-E)
dieron positivo a tpi y 1 muestra (Cdnd5-E) dio negativo y del Hospital Infantil de México (n=10),
9 muestras (Cdmx3, Cdmx4, Cdmx5, Cdmx6, Cdmx7, Cdmx9, Cdmx10, Cdmx11 y Cdmx12)
dieron positivo a tpi y una muestra dio negativo (Cdmx8). De estas 19 muestras positivas al gen
tpi, se siguid con la amplificacién de los genes de las toxinas y solo 12 aislados (4 del HA'y 8
del Hosp. Infantil de Méx) amplificaron para algunos de los dos genes; 7 aislados (6 del IMSS y
1 del Hosp. Infantil de Méx) no amplificaron para ninguna de las toxinas. A pesar de que en los
reportes para la identificacion de C. difficile solo se amplifican las toxinas de los aislados a tpi
positivos, decidimos amplificar los genes de las toxinas de los 4 aislados (Cd05-E, Cd016-E,
Cdnd5-E y Cdmx8) negativos a tpi para confirmar que no era C. difficile toxigénico dando un
resultado negativo para todos los genes de las toxinas. Nuestros resultados se pueden
comparar con los de Samie, et al., en el 2008 y Shin BM y Lee en el 2014, donde también
analizaron aislados de muestras fecales y al amplificar el gen tpi de estos aislados, obtuvieron
resultados tanto positivos y negativos para este gen, posteriormete siguieron con la
amplificacion de los genes de las toxinas solo de las cepas positivas a tpi, obteniendo cepas de
C. difficile toxigénicas y no toxigénicas con tpi positivo. En nuestros resultados, 12 aislados
fuero C. difficile toxigénico y 7 aislados C. difficile no toxigénico (NTCD) con resultado positivo

a tpi.

De los 7 aislados (6 del IMSS y 1 del Hosp. Infantil de Méx) que no amplificaron para ninguno
de los genes de toxinas, pero resultado positivo a tpi, se reportan como cepas de C. difficile no
toxigénicas, aunque en las referencias anteriores también utilizan la ampliacion del gen 16S

rRNA. Lo que sugeriria la necesidad de secuenciarlo en estas cepas para confirmar la especie.
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Las cepas de C. difficle no toxigénica (NTCD) generalmente se aislan de individuos
asintomaticos, pero hay algunos informes de la asociacion de estas cepas NTCD con la diarrea.
Ademas de que se han aislado de pacientes infectados con cepas toxigénicas se sugiere que
estan involucradas en infecciones mixtas, el papel de estas cepas en la enfermedad intestinal

sigue sin ser muy claro (Camorlinga, et al., 2019).

La muestra Cd010-E del Hospital Angeles, cuyo resultado fue positivo a C. difficile A*B* por
cultivo toxigénico, no tuvo solicitud en dicho hospital para determinacion de Toxinas por EIA.
Debido a la falta de datos del paciente no se pude saber si cursé con algun sintoma o si tomo
algun antibiético durante su estancia. De acuerdo a un consenso realizado en el 2019 por la
revista de gastroenterologia de México, las pruebas de laboratorio clinico por si solas no pueden
distinguir entre colonizacion asintomatica y sintomas clinicos de la infeccién, puesto que éstas
solo se deben realizar en pacientes con sospecha clinica, quiza esta sea la razén de porque a
esta muestra no se le solicitd la determinacion de toxinas por EIA, posiblemente no tenia
sintomas que pudieran sospechar un CDI. Si este paciente fuera un portador asintoméatico de
C. difficile toxigénico (habria que confirmar con historia clinica) tiene la capacidad de contribuir
a la transmisién de la infeccién en el hospital. Ademas del riesgo de presentar una CDI al recibir

un tratamiento antibiético.

La muestra Cd014-E del Hospital Angeles, con un resultado positivo a Toxina A/B por EIA, en
el cultivo toxigénico se encontré tres diferentes genotipos C. difficile A*B*CDT*, A*B*CDT-, AB-
CDT en esta misma muestra. Este resultado se obtuvo después de que la muestra se tratara
con etanol y fue la Unica muestra que tenia la toxina CDT del Hospital Angeles Puebla. Las
muestra Cd014-E, Cd018-E y Cd020-E coincidieron con el resultado positivo del EIA y con el
resultado positivo del cultivo toxigénico; sin embargo, la muestras Cd021-E que también tenia
un resultado positivo a EIA, no present6 crecimiento en el cultivo toxigénico, aun después de
varias repeticiones, incluso disminuyendo la concentracion de los antibidticos del medio a la
mitad, ya que algunas referencias menciona que al reducir la cefoxitina y la cicloserina a la
mitad de la concentracion que normalmente se agrega al medio, puede mejorar en crecimiento.
También se probo crecer la muestra sin tratamiento con etanol pero tampoco hubo crecimiento
por lo que se tom6 como un resultado negativo. Esto nos podria indicar que puede haber un

falso positivo de esta muestra por las técnicas usadas en este hospital.
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La muestra Cd015-E fue un caso especial, como mencionamos en los resultados se incluy6 en
la muestras del Hospital Angeles Puebla, para mayor facilidad ya que esta muestra no es
proveniente de este Hospital, esta muestra fue de un paciente que se visitdé en su domicilio, el
cual menciond que habia ingresado al hospital por una cirugia percutanea del pie y habia
recibido un tratamiento de antibiotico (Clindamicina) a su egreso y después de dos semanas de
reposo ingres6 nuevamente en el hospital por los sintomas que present6 (dolor abdominal y
diarrea). En su reingreso al hospital, se le diagnostico CDI solo por sintomatologia ya que no se
le hizo ninguna prueba que lo confirmara, por lo cual se decidio realizar el cultivo toxigénico y
obtuvimos un resultado negativo, no encontramos la presencia de C. difficile toxigénico, como
lo habia diagnosticado en el hospital donde se atendi6 a este paciente; sin embargo,
encontramos la presencia de Klebsiella sp por la primera metodologia para hacer el cultivo. Lo
gue podemos notar es la falta de informacion por parte de algunos médicos para detectar C.
difficile en las muestras fecales, no solo se debe basar en sintomatologia sino también en

pruebas EIA y hasta técnicas moleculares.

Las muestras Cd05-E y Cd016-E con un resultado a EIA negativo, tuvieron crecimiento en el
CCFA-TC, pero el resultado del gen tpi fue negativo para todas la clonas de estas dos muetras.
A pesar de este resultado se decidid seguir con amplificacién de los genes de las toxinas para
corroborar, el resultado fue negativo para TcdA, TcdB y CDT, lo que puede ser es que hubo
crecimiento de otras especies de Clostridium, como se mencion6 anteriormente el medio tiene
algunas limitaciones entre las cuales es el crecimiento de algunas otras especies de Clostridium

gue tiene una morfologia similar a C. difficile.

Las 12 muestras del Hospital Infantil de México, estan reportadas como positivo a EIA de las
toxinas de C. difficile, pero las muestras Cdmx1 y Cdmx2, no crecieron en el medio CCFA-TC
aunque se sembraron por triplicado. Las muestras Cdmx3, Cdmx4, Cdmx5, Cdmx6, Cdmx7,
Cdmx8, Cdmx9, Cdmx10, Cdmx11 y Cdmx12 crecieron en el medio CCFA-TC y solo 8 (Cdmx3,
Cdmx4, Cdmx5, Cdmx6, Cdmx7, Cdmx10, Cdmx11l y Cdmx12) de estos aislamientos dieron
positivo para las toxinas y solo la muestra Cdmx7 amplifico para las tres toxinas (A*B*CDTY), la
muestra Cdmx8 no amplificd para ninguno de los genes que se estaba buscando, tal vez lo que
crecio fue otro especie de Clostridium, la muestra Cdmx9 solo amplifico el gen tpi, pero para

ninguna de las tres toxinas, las demas muestras tenian un genotipo A*B*. Lo que podemos decir
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de los resultados de este hospital es que la sensibilidad de la técnica que estén usando debe
ser menor a 90% ya que al comparar con el cultivo toxigénico se encuentra un contraste de
algunas muestras que supuestamente eran positivas a presencia de C. difficile toxigénico por

EIA, con lo que podemos darnos cuenta de la presencia de algunos falsos positivos.

En cuanto las muestras del IMSS, que en su mayoria eran muestras fecales de bebes, no se
encontro la presencia de C. difficile toxigénico, ya que los 6 aislamientos solo amplificaron para
el gen tpi, presentando solo genotipo de A'B'CDT", en las muestras Cdnd1-E, Cdnd2-E, Cdnd3-
E, Cdnd4-E, Cdnd6-E y Cdnd10-E, a pesar de que algunos reportes mencionan que en nifios
pequefios con frecuencia existe colonizacién intestinal por este agente, tal es el caso de las
muestra Cd018-E del HA que es de un nifio de 0 afos, sin embargo en este hospital no fue el

caso.

En la actualidad se reconoce a la infeccién de por C. difficile como principal causa de diarrea
nosocomial en los paises desarrollados. Aunque se ha reportado un incremento dramatico del
namero de casos en Estados Unidos y Europa, el incremento no solo es de paises de primer
mundo si no a nivel global al haber reportes provenientes de Latinoamérica como Brasil, Perq,
Chile y México. Clostridioides difficile ha captado la atencion de los investigadores y médicos
en los ultimos afios debido al incremento del nUmero de infecciones y su elevada mortalidad y
reincidencia por la aparicién de una nueva cepa (C. difficile NAP1/BI/027), aunque Loo, et al.,
en Quebec, Canada y McDonald, et al., en Estados Unidos publicaron en diciembre del 2018
varios brotes intrahospitalarios causados por la cepa NAP1/BI/027, en nuestro trabajo no
pudimos identificar esta cepa por la falta de tiempo y material ya que se requiere montar una
PCR y un software para la identificacion de este ribotipo, pero se sospecha de dos aislados,
Cd014-E y la Cdmx7 por el genotipo que presentan (A*B*CDT) por lo que habria que analizar
mas adelante si en nuestro entorno esta circulando esta cepa hipervirulenta. Solo se hizo la

amplificacion del gen 16S rRNA de estas dos cepas (Cd014-E y Cdmx7).
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10.

Conclusiones

. Se aislo C. difficile toxigénico de las muestras diarreicas del Hospital Angeles Puebla y

del Hospital Infantil de México, pero no de IMSS La Margarita Puebla.

2. El genotipo que mayor predomina es C. difficile A*B* seguido de A*B*CDT*y A'B.CDT".

. Se encontré C. difficile A*B* de una muestra que no tenia solicitud para la determinacion

Toxina Ay B de C. difficile del Hospital Angeles.

. Se encontro6 resultados falsos positivos en dos muestras del Hospital Infantil de México

ya que estas muestras ya habian sido reportadas con la presencia de C. difficile

toxigénico; sin embargo, en el laboratorio dieron negativo a las toxinas de C. difficile.

. Con base en los resultados que se obtuvieron en este trabajo se demostro la presencia

de C. difficile toxigénico en pacientes hospitalizados.

. Solo en dos cepas de C. difficile se encontr6 la toxina binaria (CDT) coincidiendo con los

reportes de que solo del 6 al 12.5% de las cepas de C. difficile tienen CDT.
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11.

Perspectivas

. Secuenciar gen 16S rRNA de las cepas de C. difficile aislados por el método de

choque con etanol.

. Determinar el ribotipo de C. difficile.

. Determinar estudios de resistencia.
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13. Anexos

13.1 CCFA-TC
Formula para 1L

Peptona de caseina......................oo. 259
Extracto de levadura........................... 15¢g
AQar. .. 15¢g
Fosfato de sodio dibasico...................... 5g
Fructosa.........cooiiiiii 69
Sulfato de magnesio.............c.coceeviennnn. 0.1g
Fosfato de potasio monobasico.............. 19
Clorurode sodio.........ccovvviiiiiiiniienenn. 29
Rojoneutro.........coooiiiii, 0.03g
GlUCOSA. ... 19
Taurocolato..........ccooviiiiiii 19
Hemina.........ooooiiii s 0.01g
Cicloserina.........c.ooooiiiiiiiii, 0.5g
Cefoxitina.........cooviiiiiiii 16ul del stock

Pesar cada uno de los componentes del medio, mezclar con agua tridestilada y ajustar el
pH a 7.3, esterilizar a 15 Lb por 15 minutos, dejar enfriar (tolerable al dorso de la mano)
y agregar los antibidticos, homogenizar y verter en placas de 60x15 mm
(aproximadamente 12 ml para cada placa).

13.2 Stock Cefoxitina
40mg.....coevenennnn. 1ml agua tridestilada estéril.

13.3 GES (Guanidine-EDTA-Sarkosyl)
Para un volumen de 25 ml

Cloruro de guanidinio (5.02M)..........cooiiiiiiiiiiiieeens 129
EDTA (0.2M PH 8)...oeeeeeeee e, 12.5ml
Sarkosyl al 20190.........cuuiiiiiiiiiee e 1.25ml
Agua tridestilada esteéril.............cooiii 3.5ml
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Pesar los 12g de Cloruro de guanidinio en un tubo Falcon y agregarle los 12.5ml de
EDTA, poner en agitacion a 37°C hasta que la mezcla se torne transparente, agregar el
Sarkosyl y el Agua tridestilada estéril, mezclar y cubrir el tubo con papel aluminio, se

puede almacenar a temperatura ambiente.

13.4 BHI suplementado
Formula para 1L

BHI. ..o 379

Extracto de levadura......... 5g
Agar......coooiiiiiiii 159
Taurocolato..................... 0.1% en un volumen final

Pesar cada uno de los componentes del medio, mezclar con agua tridestilada y esterilizar

a 15 Lb por 15 minutos.

13.5 Caldo BHI
Formula para 1L de medio

En tubos pequeiios (tapa de rosca) con un volumen de 3ml de caldo cada uno.

13.6 Tincidon de Gram
Cristal violeta.

Cristal violeta..............ccccoiiiiiiiiiinee. 0.5¢
Agua destilada...............ccooeeviiiiinninns 50ml
Preparacion:

Disolver el colorante en agua tridestilada estéril.

Safranina.
Safranina.........ccceeeeviiiiii, 0.25¢g
Agua destilada..............ccoevviiiiiiinnns 50ml.

Preparacion:
Disolver el colorante en agua tridestilada esteéril.

Alcohol acetona. Para un volumen de 10ml.

Pagina | 86



Etanol 95%.......coeeveeeieeeeaae

FAXo1<] (o] § = TR

Preparacion: Mezclar los ingredientes respectivos de cada combinacion para su uso.

Solucion de yodo yodurado (Lugol) al 20%.

Lugol concentrado

Agua tridestilada estéril

Para un volumen de 10ml.

13.7 Preparacion de Oligos a 10 uM

: . Concentracion | Tamafo del
Clave Gen Primer Agua | Oligos 0ligos (M) amplicon (pb)
4597 CD16F | 92.7ul | 7.3ul 10
4598 165 TRNA CD16R | 95.1ul | 4.9ul 10 1062
3440 . tpiF 96.2ul | 3.8ul 10
3441 i tpiR 96.2ul | 3.8ul 10 230
4589 tcdAF 93.4ul | 6.6l 10
4590 tcdA tcdAR 93.6ul | 6.4ul 10 629
4591 tcdBF | 92.9ul | 7.1ul 10
4597 | B tcdBR | 93.8ul | 6.2l 10 410
4593 A CdtAF 95.5ul | 4.5ul 10 91
4594 ¢ cdtAR | 93.8ul | 6.2l 10
4595 cdtBF | 94.5ul | 5.5ul 10
4596 cdtB cdtBR | 92.2ul | 7.8yl 10 262
13.8 Reactivos de PCR
Reactivos tcdA tcdB cdtA cdtB tpi 16S rRNA
H20 7.95ul 8.95ul 7.95ul 8.95ul 8.95ul 7.95ul
Buffer/MgCl. | 1.25ul 1.25ul 1.25ul 1.25ul 1.25ul 1.25ul
dNTPs 0.2ul 0.2ul 0.2ul 0.2ul 0.2ul 0.2ul
Oligo F 1ul 0.5ul 1ul 0.5ul 0.5ul 1ul
Oligo R 1l 0.5ul 1l 0.5ul 0.5ul 1pl
Dream Taq 0.1pul 0.1pl 0.1pl 0.1l 0.1l 0.1pul
DNA 1ul 1ul 1ul 1ul 1ul 1l
Total 12.5ul 12.5ul 12.5ul 12.5ul 12.5ul 12.5ul
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13.8 Condiciones de PCR

tcdA, tcdB, cdtA, cdtB y 16s rRNA

X 30
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<
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Imin ] 10min
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13.9 BLAST de las secuencias de 16S rRNA

Clave
Sec.

Clave
Lab.

Muestra

pb

Secuencia completa

BLAST secuencia
completa

pb

Secuencia corta

BLAST secuencia
Corta

6066.CPN1
Fabl.abl

CPN1-F

Cdo1(1)

944

TKGGGCACTTGATGCAGCACGCCGCGTGAGTGATGACGGTCTT
CGGATTGTAAAGCTCTGTCTTTAGGRACGATAATGACGGTACCT
AAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGKGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAG
GGAGCGTAGGTGGATATTTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGC
TTAACCTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGATATCTAGAGTGCAG
GAGAGGAAAGGAGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATTAGGAAGAATACCAGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGT
AACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGT
AGGGGTTGTCATGACCTCTGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTA
TTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGACTTGACATCTCCTGAAT
TACTCTGTAATGGAGGAAGCCACTTCGGTGGCAGGAAGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCTACCATT
TAKTTGAGCACTCTAGCGAGACTGCCCGGGTTAACCGGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTAGGG
CTACACACGTGCTACAATGGTCGKACATGAGATGCAACCTCSC
GAGAGTGAGCAAAMTATAAAACCGATCTCARTTCGRATTGGAG
GCTGAAACTCSCCTACCTGAAGCTGGAGTTGCTAGTATC

Clostridium sp.

Identities
98.40%

30-821

792

GTGATGACGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTCTTTA
GGRACGATAATGACGGTACCTAAGGAGGAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
KGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGG
AGCGTAGGTGGATATTTAAGTGGGATGTGAAATACCC
GGGCTTAACCTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGATATC
TAGAGTGCAGGAGAGGAAAGGAGAATTCCTAGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAATACCAGT
GGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTAACTGACACTGA
GGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGT
GTAGGGGTTGTCATGACCTCTGTGCCGCCGCTAACG
CATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA
TTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCTAGACTTGACATCTCCTGAATTACTCT
GTAATGGAGGAAGCCACTTCGGTGGCAGGAAGACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATT
GTTAGTTGCTACCATTTAKTTGAGCACTCTAGCGAGA
CTGCCCGGGTTAACCGGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTAGGGCT

Clostridium sp.

Identities
99.62%

6067.CPN2
Fabl.abl

CPN2-F

Cdo2

1036

TKCSCAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGARRAGGAAGGTGGTGARCT
TAATACGYTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTG
TTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATT
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATT
GGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAA
AGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGGATGAC
GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGCATATACATGGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCG
GACCTYWTAAAGTATGTCRTASTCCGGATTGGAGTCTGCAACT
CGACTCCATGAAGTCGGATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATG
CTACGGKGAATACKTTCCCGGGCCTTKGTACMMMCCSTCCCSK
TCCAA

Serratia sp.

Identities
98.52%

20-885

885

ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA
GCACTTTCAGCGARRAGGAAGGTGGTGARCTTAATA
CGYTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
CACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAG
CTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG
TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCT
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGG
AGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAAC
GCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGA
AGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCC
AGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATC
CTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGA
GACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGCATATACATGGAGAAGCGA

Serratia sp.

Identities
99.42%

6068.CPN3
Fabl.abl

CPN3-F

Cd03(4)

877

CTKGGGACCTGATGCAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACC
CAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAA
GGGAGCGTAGGCGGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGG
GCTCAACTTGGSTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAGTGCA
GGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTG
TAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTG
TGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTA
TTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCAT
TACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACRAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTACTACCATTA
AGTTGAGGACTCTAGCGAGACTGCCTGGKTTTACCAGGAGGAA
GGTGGRGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTGTAGGGG
MTACWCWCATGCTACATTGGCTGGTATAKAGAKATGTATTTAC
CTCGAGGGTGKAACTC

Clostridium sp.

Identities
97.80%

20-779

760

CGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG
CTCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGTACCCAAGGA
GGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT

AATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGG
GCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGATGATTAAGTGGGAT
GTGAAATACCCGGGCTCAACTTGGSTGCTGCATTCCA
AACTGGTTATCTAGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAA
TTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAA
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGACTGTAA
CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA

ATACTAGGTGTGGGGGTTTCAACACCTCCGTGCCGC

CGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
GCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA

CGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATCCCTTGCAT
TACTCTTAATCGAGGAAATCCCTTCGGGGACAAGGTG

ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG

AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACRAGCGCAACCCT

TGTCGTTAGTTACTACCATTAAGTTGAGGACTCTAGC

GAGACTGCCTGGKTTTACCAGGAGGAAGGTG

Clostridium sp.

Identities
99.47%

6751.CPN3
Rabl.abl

CPN3-R

Cdo3(4)

1008

GCATTTCGCGAMTTCTGATTCGCGATTACTAGTAACTCCAGCTT
CATGTAGGCGAGTTTCAGCCTACAATCCGAACTGAGACTGGTTT
TWAAGTTTGGCTCCACCTCGCGGTATTGCATCTCTCTGTACCA
GCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACACATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCTGGTTAACCCAGGCAGT
CTCGCTAGAGTCCTCAACTTAATGGTAGTAACTAACGACAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCRAAGGG
ATTTCCTCGATTAARAGTAATGCAAGGGATGTCAAGTGTAGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCRAATTAAACCACATGCTCCGCTACT

Clostridium sp.

Identities
98.80%

20-919

900

TCGCGATTACTAGTAACTCCAGCTTCATGTAGGCGAG
TTTCAGCCTACAATCCGAACTGAGACTGGTTTTWAAG
TTTGGCTCCACCTCGCGGTATTGCATCTCTCTGTACC
AGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACACATAAGG

GGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCTG
GTTAACCCAGGCAGTCTCGCTAGAGTCCTCAACTTAA
TGGTAGTAACTAACGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCG

GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA
CAACCATGCACCACCTGTCACCTTGTCCCCRAAGGG

ATTTCCTCGATTAARAGTAATGCAAGGGATGTCAAGT

Clostridium sp.

Identities
99.44%
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TGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACC
GTACTCCCCAGGCGGAATACTTAATGCGTTAGCGGCGGCACGG
AGGTGTTGAAACCCCCACACCTAGTATTCATCGTTTACGGCGTG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCRAG
CCTCAGCGTCAGTTACAGTCCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGG
TGTTCTTCCTAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTAGGAATTC
CACTCTCCTCTCCTGCACTCTAGATAACCAGTTTGGAATGCAGC
ACCCAAGTTGAGCCCGGGTATTTCACATCCCACTTAATCATCCG
CCTACGCTCCCTTTACGCCCAGTAAATCCGGATAACGCTCGCC
ACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGC
TTCCTCCTTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCAAAGACAGAGCTT
TACGATCCGAAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTGCAT
CAAGGTTTYCCCCCATTGTGMATATTCCCCACTGCTGCCTYCAA
GAAG

GTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCRAATTAAACCA
CATGCTCCGCTACTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGA
ATACTTAATGCGTTAGCGGCGGCACGGAGGTGTTGA
AACCCCCACACCTAGTATTCATCGTTTACGGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT
TCRAGCCTCAGCGTCAGTTACAGTCCAGAGAGTCGC
CTTCGCCACTGGTGTTCTTCCTAATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACTAGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCAC
TCTAGATAACCAGTTTGGAATGCAGCACCCAAGTTGA
GCCCGGGTATTTCACATCCCACTTAATCATCCGCCTA
CGCTCCCTTTACGCCCAGTAAATCCGGATAACGCTCG
CCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGGCTTCCTCCTTGGGTACCGTCATTATCTTC
CCCAAAGACAGAGCTTTA

6069.CPN4
Fabl.abl

CPN4-F

Cd06(4)

320

AACAATCCAGACCTAGAGGCCCAACCCCCCGTGAGTGARATKG
CTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGWWGGAGAAGAATGGKCTGC
AGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCATCCAGAAAGCCA
CKGCTAACTACGTGCCAKCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTATCCGGATTTATTGKSCGTAAAGCGAKCGCAGGCGGT
TTTTTAACTCTGATGTGAAAGCTCTCGGCTTACCCGAGGAAGTG
CATCGGAAACTGGRAAACTTGASTGTWAARAGGACAGTGKAAC
TCCATGTGWWGCGKKGAA

Lactobacillus sp.

Identities
91.07%

6070.CPN5
Fabl.abl

CPN5-F

Cd08(3)

354

TGGGGGGGGCCTGATGCCGCRTGCCGCGTGTGTGAAGAAAGS
CCTCSGGGTSWWAAACASYTTTCACCAGCGCGAGGGGGACTG
TCCCTGCAGAACARGCCCCGGCTAACTACSMGCCAGAAGCCC
CGGTTATACGTAGGCCGCCAGTGTCATCCGGATTCATTGGGCG
TAAAGGGCGCGTAGGCCTGCGGCAAGCCGGGGGTCGAAGCG
GGGGGCTCAACCCCCCGAAGCCCCCGGAACCTCCGCGGTTTG
CGTCCGGTCGGGAGGGTGGAACMCCCGGTGTASCGTTGGAAT
GCKCMATATCGCGTCGAACCCCCGCTSGAWTTSGGCCCTCTG
GTCCGATACCRACGCTRA

Collinsella sp.

Identities
86.86%

6752.CPN5
Rabl.abl

CPN5-R

Cd08(3)

1000

CGCAAGTTCTAMKGSATGCTSGTCCRCGATTACTAGCGGTCCK
ACTTCTGGGKGCGCGKGSRRGCCCCAGTGSSAGCTGGGGGCG
GCTTTGGTGGTCCGCTCCCGCTGKCGGSKYGKSWTCCCTCTG
GACCGGYCATGGYASGMCGYGTGCGCCCCAGGGGATGMGGG
GYATGATGACTTGACGTCGKCCCCSCCCTCGTCCSCGTTGACG
GCGGGGGGCCGGCGGGSGKTCCCGGCGTCACGCSATGGCAA
CMCKYRKGGGGGGTTGCGCTCGGTGCGGGACTTAACCCAACA
TCTCACRACACRAGCTGACGGRGCCATGSACCACGTGTATGGG
CTCCTCTCGGCCACGGGGTCTCCCCCGCTTCACCCATATGTCA
RGCCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAGCCACAT
GCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTT
AGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGACGCTTAATGCGTT
GGCTGCGGCACGGGGGGATCGTCCCCCCACACCTAGCGTCCA
TCGTTTACGGCTGGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTC
CCCCAGCTTTCGCGCCTCAGCGTCGGTCTCGGCCCAGAGGGC
CGCCTTCGCCACCGGTGTTCCACCCGATATCTGCGCATTCCAC
CGCTACACCGGGTGTTCCACCCTCCCCTACCGGACCCAAGCC
GCGGAGGTTCCGGGGGCTTCGGGGGGTTGAGCCCCCCGCTTC
GACCCCCGGCCTGCCGGGCCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCA
ATGAATCCGGATAACGCTCGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGCAGGTACAGTCTT
GACTCTTCCCTGCTGAAAGCGGTTTACGACCCGAAGGCCTCCG
TCCCGCACGCGGCGTCGCTGCGTCAGGGTTCCCCCCATTGCG
CAAGATTCCCMCYTGCTGCCTCCA

Collinsella sp.

Identities
93.51%

30-929

900

TTACTAGCGGTCCKACTTCTGGGKGCGCGKGSRRGC
CCCAGTGSSAGCTGGGGGCGGCTTTGGTGGTCCGCT
CCCGCTGKCGGSKYGKSWTCCCTCTGGACCGGYCAT
GGYASGMCGYGTGCGCCCCAGGGGATGMGGGGYAT
GATGACTTGACGTCGKCCCCSCCCTCGTCCSCGTTG
ACGGCGGGGGGCCGGCGGGSGKTCCCGGCGTCAC
GCSATGGCAACMCKYRKGGGGGGTTGCGCTCGGTG
CGGGACTTAACCCAACATCTCACRACACRAGCTGAC
GGRGCCATGSACCACGTGTATGGGCTCCTCTCGGCC
ACGGGGTCTCCCCCGCTTCACCCATATGTCARGCCC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAGCCACA
TGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTT
GAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGA
CGCTTAATGCGTTGGCTGCGGCACGGGGGGATCGTC
CCCCCACACCTAGCGTCCATCGTTTACGGCTGGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCCAGCTTT
CGCGCCTCAGCGTCGGTCTCGGCCCAGAGGGCCGC
CTTCGCCACCGGTGTTCCACCCGATATCTGCGCATTC
CACCGCTACACCGGGTGTTCCACCCTCCCCTACCGG
ACCCAAGCCGCGGAGGTTCCGGGGGCTTCGGGGGG
TTGAGCCCCCCGCTTCGACCCCCGGCCTGCCGGGC
CGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATGAATCCGGATA
ACGCTCGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGCAGGTACAGTCTT
GACTCTTCCCTGCTGAAAGCGGTTTACGACCCGAAG
GC

Collinsella sp.

Identities
93.59%

6071.CPN6
Fabl.abl

CPNG6-F

Cd010(4)

472

CKGGGGGACCTGAYGCAGCACGCCGCGTGAGTGATGAGGTTT
TCGGATCGTAAARCTCTGTCGTTGGGAAGACAAGGACGGTACC
CAACTGAACGTCCCCTGACGGYAACTAACCMGAAAGCRCGGCT
AACTACGTGCCGSCAGCCKCGGTAATACTTCTGTGGCRAGCGT
TGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGYTTCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGAGAMTTGAGTGCRTAASAGGARAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTARATATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGSTCTCTGGTCTGTRACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGCGTGGGGAGCAMACAGGATTAGATACCCTGGTWGTCCA
CKCCGYAAACRATGASTGCTMARTGTTGGAGGGKTTCCGCCCT
TC

Enterococcus sp.

Identities
90.89%

6072.CPN7
Fabl.abl

CPN7-F

Cd011(2)

519

TGCSCARGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGC
CTTCGGRTTGTAAAGCWCTTTYGKYRAAGAGGAAGGGGACGAR
STTAAACTGAACRTCCCCTGACGGTATCTAAMCARAAAGCCCC
GGCTAACTMCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGKAGGKKGCA
AGCGTTGTYCGGAWTTATTGGGCGYAAAGCGMGCGCAGGCGG
TTTSTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCSGGCTCAACCKGGGAGG
GKCMTTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCMGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCATGTGTAKCGGTGAAATGCGTRGATATWTGGAGGAA
CACCMGTGGCGAAGGCGGCTCYCTGGTCTGTAACTGACSCTG
AGGCTCKAAAGCGTGTGGAGCAAACMGGATTARATACCCTGG
WAGTCCACGCCCSTCAACGATGAYTGCTACWTGTTTGAGGGYT
TCCGCCCTTCAKTGKTGCAWCMAACCCMTTAAKCACCCCGCCT
GGGGSKCCC

Serratia sp.

Identities
80.05%

6753.CPN7
Rabl.abl

CPN7-R

Cd011(2)

1035

GSAAGTTMCGCGGCGTGCTGRTCCGCGATTACTAGCGRTTCCG
GCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCRWTCCGAACTGAGAG
AAGCTTTAAGAGATTKGCRTGASCTCGCGGTCTASCGACTCGKT
GTACTTCCCATTGTAGCACGKGTGTAGSCCAGGTCATAAGGGG

Enterococcus sp.

20-869

GRTCCGCGATTACTAGCGRTTCCGGCTTCATGCAGG
CGAGTTGCAGCCTGCRWTCCGAACTGAGAGAAGCTT
TAAGAGATTKGCRTGASCTCGCGGTCTASCGACTCGK
TGTACTTCCCATTGTAGCACGKGTGTAGSCCAGGTCA

Enterococcus sp.
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CAKGAKGATTTGACGTCWTCCCCACCTTCCTCCGGTTKGTCAC
CGGCAGTCGCGGTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAC
AATAAGGGTTGGGCTCGTTGCGGGACTTAACCGARCATCTCAC
GACGCGAGCTGACGACRACCATGCRCCACCTGTCACTTGGTCC
CCGAAGGGAAAGYTCTAGCTCGAGASTGGYCAAAGGATGGCAG
GACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTGSAATTAAACCACATGC
TCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAA
CCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGC
TGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCAT
CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCC
CCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCARAGAGCCG
CCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGC
TACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCA
GTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATC
AGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCC
GGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACG
TAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTT
CARTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACGACAGAGTTTTACAA
TCCGAAACCTTCTTCACTCACGCGMGTTGMTCGGTCAGACTTT
CGTCCATTGCCRAAAATYCCCMCKKGCTGCCTYCMAAGG

Identities
92.09%

850

TAAGGGGCAKGAKGATTTGACGTCWTCCCCACCTTC
CTCCGGTTKGTCACCGGCAGTCGCGGTAGAGTGCCC
AACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGGGCTC
GTTGCGGGACTTAACCGARCATCTCACGACGCGAGC
TGACGACRACCATGCRCCACCTGTCACTTGGTCCCC
GAAGGGAAAGYTCTAGCTCGAGASTGGYCAAAGGAT
GGCAGGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTGSAAT
TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGT
CAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCC
CAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTGA
AGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT
CCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACC
ARAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATAT
CTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTC
CTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTA
AGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCC
GGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGC
TGGCACGTAGT

Identities
96.11%

6073.CPN8
Fabl.abl

CPN8-F

Cd012(2)

97

CKKSCSMAGCCYKRWWGCAGCMTGCCGCGTGWGTGAAGAAG
GCYTTCGGGTYGTAAAGCTCTKTCGWYGASGSSGAAGGGGCK
GMACAKWAWCYGTT

Error

6754.CPN8
Rabl.abl

CPN8-R

Cd012(2)

798

GSAAATTMTGCGGCGTGCTGRTCSGCGATTACTAGCGRTTCCG
ACTTCGTGTAGGCGAGTKGCAGSCTACRGTCCGAACTGAGAAT
GGCTTTAAGAGATTRGCTTGACCTCGCGGTCTCGCARCTCGKT
GTACCRTCCATTGTAGCACGGGTGTAGSCCAGGTCATAAGGGG
CATGAKGATTTGACGTCATGCCCACCTTCCTCCGGTTTGTGRCC
GGCAGTCGTAGTAGGGTGSCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTC
ATAAGGGTTGGGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACGTCTCACG
ACGCKAGCTGACGACRAGCWTGCGCCACCTGTYWTTTTGCCC
CCGAAGGGGAAACCKGAKSTCKCAGGTGATCAAAASATGGCAG
GACYTGGTAAGGTTCTTGGCGTTGCTTGCAGTGAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGKCAATTCCTTTGAGTTTCA
ACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAG
CTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCA
TCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTA
CCCATGCTTTCGAGCCTCASCGTCAGTTACAGACCAGACAGCC
GCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTACCGC
TACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCA
RTTTCCGATGCACTTCCTCGGTTAAGCCRAGGGCTTTTCACATC
AGACTTAAAAAACCGCCTGC

Lactobacillus sp.

Identities
93.80%

20-719

700

GRTCSGCGATTACTAGCGRTTCCGACTTCGTGTAGG
CGAGTKGCAGSCTACRGTCCGAACTGAGAATGGCTT
TAAGAGATTRGCTTGACCTCGCGGTCTCGCARCTCG
KTGTACCRTCCATTGTAGCACGGGTGTAGSCCAGGT
CATAAGGGGCATGAKGATTTGACGTCATGCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTGRCCGGCAGTCGTAGTAGGGTGSC
CAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGGGCT
CGTTGCGGGACTTAACCCAACGTCTCACGACGCKAG
CTGACGACRAGCWTGCGCCACCTGTYWTTTTGCCCC
CGAAGGGGAAACCKGAKSTCKCAGGTGATCAAAASAT
GGCAGGACYTGGTAAGGTTCTTGGCGTTGCTTGCAG
TGAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCG
KCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCC
CCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTG
AAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTT
TACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGC
TACCCATGCTTTCGAGCCTCASCGTCAGTTACAGACC
AGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATAT
CTACGCATTTACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCC
TCTTCTG

Lactobacillus sp.

Identities
93.56%

3007.4CDC
Fabl.abl

4-CDCF

Cd014(1)

483

CAAWMWYGGMWMTGASCSARCCAMGCCGCGYGAGTGAAGAM
GGTTTTCSSATCGTAAAACTCTGTTGTRCCCCCATGAWCAAGGA
CGTTAGTWACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACCTGCCASCAGCCGCGGTAATACSTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAMCCSGGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAACAGGARAGTG
GAATTACATGTGTAGCGGTGAAATGCKTCGATMTRTGGAGGAA
CACCGSCGGCGAAGGCGGCTCTCTGCCCTGTAACTGATRCTGA
GGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACCGGATTATATACCCTGGTG
GTCYACGCCGTCAACAATGAGTGCTAACWGTCGGAGGGTTTCC
SCCCTTCTTTG

Enterococcus sp.

Identities
90.77%

3420.4RCD
CFabl

4-CDCR

Cd014(1)

963

GGCGAGTTCCGMKKCGWGCTGRTCCRCGATTACTAGCGRTTC
CGGCTTCATGCAGGCRAKTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGA
GAAGCTTTAARAGATTTGCRTGACCTCGCGGTCTASCSACTCGK
TGTACTTCCCATTGWAGCACGGGTGYAGCCCAGGYCATAAGG
GGCATGAKGATTTGACGTCWTCCCCACCTTCCTCCGGTTGGTG
ACCGGMAGYCGCGGTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTA
ACAATAAGGGTTGGGCTCGTTGCGGGACTTAACCGARCATCTC
ACSACGCSASCTGACSACRACCATGCRCCACCTGYCACTTGGT
CCCCRAAGGKAAAGCTCTAGCTCGARAGTGGYCAAAGGATGGC
AAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTGSAATTAAACCACAT
GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC
AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTT
GCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTC
ATCGTTTACRGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT
CCCCACGCTTTCRAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCARARAGC
CSCCTTCSCCMCTGGTGTTCCTCTWAWATCTACGCATTTCACC
GCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCC
CAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACA
TCAGACTTAARAAAMCGCCTGCGCTCGCTTWCCCAYAATAAAT
CCGGACAACGCTTGSCACCTAARWWATTACCRCRGCTGCTRG
MAMRWAAAATAARCCRWGGCATTMCWGATWAAAAACACRRAC
KRGGAAACAMTTCAKTTCCTAGCKKRCCTTGGTTSTTMYTGTGR
CAGWGGAAGTTTTTAC

Enterococcus sp

Identities
91.85%

3008.5CDC
Fabl.abl

5-CDCF

Cd014(2)

517

AGGGSGAAGAMCYMTGAACCSMAACAACGCCSGCGGGGAGGT
GAAGAAAGGTTTTCGGRATCGTAAAAACTCTGCTTGTTAGGAAA
GAAYAAGGACGTTAKTAACTGAACGTCCCCTGACKGTATCTWA

CCAGAAAGCCACKGCTAACTACKTGCCATSAGCCGCGGWAATA
CSTWGGTGGCTAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTTAAGCGA
GCGCACGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGYTCA
MCCCGGGAGGGKCATTGGAAWCTGGKAGACTTGAGTGCAGAA
GARGASAGTGGTATTCCATGCGTRCCGMYGAAATGCGTWSATA
TMTGGAGGAACACCTKTGGTGATGGCGCYTCTCTGGACAGAAT
RTGAYCTWKCTCTGTGTCATAKTACCGATTTCTTGGTAACACGC

Enterococcus sp.

Identities
86.76%

Pagina| 91




CAATACKAGATGCATGTGTTTGCYCTCCTTATTAGCKCACCTAC
TCCCCGWTGCGGATGCCCCATAACAMACCKCCGTGAGTCTTTK

3421.5RCD
CFabl

5-CDCR

Cd014(2)

1033

GSAGTCGMGKCGWGCTGATCCGCGATTACTAGCGRTTCCGGC
TTCATGCAGGCRAGTTGCAGCCTGCRATCCGAACTGAGAGAAG
CTTTAARAGATTKGCRTGASCTCGCGGTCTASCSACTCGKTGTA
CTTCCCATTGWAGCACGGGTGYAGCCCAGGYCATAAGGGGCA
TGAKGATTTGACGTCWTCCCCACCTTCCTCCGGTTGGTGACCG
GMAGYCGCRGTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAA
TAAGGGTTGGGCTCGTTGCGGGACTTAACCGARCATCTCACGA
CGCGAGCTGACGACRACCATGCRCCACCTGTCWCTTGGTCCC
CGAAGGGAAAGCTSTAGCTCGARAGTGGYCAAAGGATGGCAAG
ACCTGSTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTGSAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCRGRCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAAC
CTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGARTGCTTAATGCGTTTGCT
GCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCWCCAACACTTAGCACTCAT
CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCC
CCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCG
CCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGC
TACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCA
GTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGAGGGCTTTCACATC
AGACTTAARAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCC
GGACAACGCTTGCCWCCTACRTATTACCGCGGCTGCTGGCAM
GTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGWTAGATACCGTCAGGGACGTT
CARTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACRGAGTTTTAMC
GATCCGAAAATATTCTTCMCTCACGAGRCGTTGCTCGGTCARA
CTTTCGTCCATTGCCGAAARATTCCCCMACTGSTKCCTYMCA

Enterococcus sp.

Identities
93.75%

3004.1CDC
Fabl.abl

1-CDCF

Cd015(1)

1062

TKCGCAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTGAGGT
TAATAACCTYATTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTG
TCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TTCGAAACTGGCAGGCYGGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTG
CRAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTWAAGTCGACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCMACGCGAAGA
ACCWTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAYTTAKCAGAGATGCTT
TGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
RCAACCCTTATACTCTGTTGCCAGCGATTAGGTCGGGAACTCAA
AGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGAYGSRC
CTSAACGTCATCATGGCCCTTMCGASTAKGGCTACACACGTGC
TACARTGGCATATACAAAGAGAAAGCWAYCTCKYGAGAGCAAG
CGGAMCTCWAAARTATGTYGTACTYCGTATTGTAKTCYTGCTAG
YTMSAMTCYWTKAAGTCRGARTCGCTAKTAWTYSTGTAAKATG
AAKGSCCMGTMGAATWRTKTTCTCGGGCSTTKRTACWACMMC
TGCTCSCGTCAATCMMAWATAMWCATGTGTC

Klebsiella sp.

Identities
96.15%

TGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
TACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTGAGGTTAATAA
CCTYATTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGG
TGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGG
CYGGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG
TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCRAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGG
AGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAAC
GCGTWAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCMACGCG
AAGAACCWTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAYTTAK
CAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCRCAACCCTTATA
CTCTGTTGCCAGCGATTAGGTCGGGAACTCAAAGGA
GACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGG

Klebsiella sp.

Identities
98.48%

3005.2CDC
Fabl.abl

2-CDCF

Cd015(2)

946

AKCSCAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGCACTCTTCAGCGGGGAGGAAGGCGKTGAGG
TTAATAACCTYAYCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC
TGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTG
CATTCRAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA
TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC
CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGG
TGCRAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGG
CGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAA
GAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGG
ATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGYCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTYCGGCCGGGAACT
CAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGYCATCATGGCCCCTTACGACCAGGGCTACACACGT
GCTACAWTGGSKTATAAMAAARAAGCTKCGACTTCGCGAGARC
AARRGGACCACYACAAGTATGTCATAASTCCGCTTTGGAAKCCT
GCA

Klebsiella sp.

Identities
96.26%

20-819

800

ATGCCGCGTGTGTGAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
CACTCTTCAGCGGGGAGGAAGGCGKTGAGGTTAATA
ACCTYAYCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCRAAACTGGCA
GGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACC
GGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG
CTCAGGTGCRAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTA
ACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTT
CCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGYCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
CCTTTGTTGCCAGCGGTYCGGCCGGGAACTCAAAGG
AGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCA

Klebsiella sp.

Identities
98.75%

3006.3CDC
Fabl.abl

3-CDCF

Cd015(5)

992

TKCSCAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTRTGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGYACTTTCAGCGRGGAGGAAGGCRKTGAGGT
TAATAACCTYASYGATTGACGTTACYCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCT
GTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATTCRAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAAT
TCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACC
GGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGT
GCRAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCYGTAAACGATGTCKATTTGGAGGTTGTKCCCTTGAGGM
GTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATMGACCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTSGTTTAATTCGATGCAACGCGAAG

Klebsiella sp.

Identities
94.17%

21-770

750

TGCCGCGTGTRTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
YACTTTCAGCGRGGAGGAAGGCRKTGAGGTTAATAA
CCTYASYGATTGACGTTACYCGCAGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
CACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCRAAACTGGCAG
GCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGC
TCAGGTGCRAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCYGTAAACGATGTCKATTTG
GAGGTTGTKCCCTTGAGGMGTGGCTTCCGGAGCTAA
CGCGTTAAATMGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA

Klebsiella sp.

Identities
96.00%
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AACCTTACCTRSTCTTGACATCCACAGAACTTWCCAGAGATGS
WTTGGTGCCTTCGGGAACTSTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCSTGTTGTGAAATGYTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTMTCCTTTGTTGYCARCGGTTCGGCCCGGGAAC
TCAAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGARGAAAGGTGGGGGA
TGACGGWCAAKCAATCATGGCCCTTACAACCAAGGGGCTACAC
MACGTGCCACAGTTGTCATAGKCAAAGAGAGAGGGATCTCTTC
SGCCGGCAAACGAAACACCARAYAGTGTAATAGTAATTMGGGA
TTGCAGTCCGRAAGTCCAATTCCTTAAGACWGGAAGGRGCGGT
TATCTG

GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTSGTTTAATTCGATGCAACGCG
AAGAACCTTACCTRSTCTTGACATCCACAGAACTTWC
CAGAGATGSWTTGGTGCCTTCGGGAACTSTGAGACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCSTGTTGTGAAAT
GYTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTMTC
CTTTGTTGYCARCGGTTCGGCCCGGGAA

6074.CPN9
Fabl.abl

CPN9-F

Cdnd1l

1018

TGGGGTACCTGATGCAGCACGCCGCGTGAGTGATGACGGTCTT
CGGATTGTAAAGCTCTGTCTTTAGGGACGATAATGACGGTACCT
AAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAG
GGAGCGTAGGTGGATATTTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGC
TTAACCTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGATATCTAGAGTGCAG
GAGAGGAAAGGAGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATTAGGAAGAATACCAGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGT
AACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGT
AGGGGTTGTCATGACCTCTGTGCCGCCGCTAACGCATTAAGTA
TTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGACTTGACATCTCCTGAAT
TACTCTGTAATGGAGGAAGCCACTTCGGTGGCAGGAAGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCSTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCTACCATT
TAGTTGAGCACTCTAGCGAGACTGCCCGGGTTAACCGGGAGGA
AGGTGGGGATGACRTCAAATCATCATGCCCCCTTATGTCTAGG
CGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAGATGCCACC
CTCGCGAGAGTGAKCAAAACTATAAAACCGATCYTCAGTTCGGA
TTGTAGGCTGAARCTCGCCTACTRAMSSTGGGAGTTGCTAGTA
ATCGCRAATCAAATGGTCGCGRGGAAWAMSKTCTCAWGGCCT
TGTYAMYAYCYSCCCYGYAACWMTMAM

Clostridium sp.

Identities
98.03%

20-879

860

CGCCGCGTGAGTGATGACGGTCTTCGGATTGTAAAG
CTCTGTCTTTAGGGACGATAATGACGGTACCTAAGGA
GGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGG
GCGTAAAGGGAGCGTAGGTGGATATTTAAGTGGGAT
GTGAAATACCCGGGCTTAACCTGGGTGCTGCATTCC
AAACTGGATATCTAGAGTGCAGGAGAGGAAAGGAGA
ATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGA
AGAATACCAGTGGCGAAGGCGCCTTTCTGGACTGTA
ACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAATACTAGGTGTAGGGGTTGTCATGACCTCTGTGCC
GCCGCTAACGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTAC
GGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCTAGACTTGACATCTCCT
GAATTACTCTGTAATGGAGGAAGCCACTTCGGTGGCA
GGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCSTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATTGTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTC
TAGCGAGACTGCCCGGGTTAACCGGGAGGAAGGTG
GGGATGACRTCAAATCATCATGCCCCCTTATGTCTAG
GCGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAATGAG
ATGCCACCCTCGCGAGAGTGAKCAA

Clostridium sp.

Identities
99.19%

6075.CPN1
OFabl.abl

CPN10-F

Cdnd2

321

CCMMRMGGKMTTTGRCSSCSCAACGCCCGCGTGAGTGAGAAG

GTTTTCGGATCGTAAACTCTGTTGWWAGCCAAGAACAAGGGTG
AGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGKATCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCARCAGCCGCGGTAATACSTAKGTGGCAA

GCGTTGKCCGGATTTATTTTTTCGTAAAGCSAGCGCARGCSGTT
TCTTAARTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCTGKGAGGGK

CATTGGAACMTGGGAGACTTGAYTGCYSAARAGAAAATGSAATT
CCATGYGYASCGGTGAAA

Enterococcus sp.

Identities
87.83%

6755.CPN1
ORabl.abl

CPN10-R

Cdnd2

1041

CCTCAATMCCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCC
GGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCRWTCCGAACTGAGA
GAAGCTTTAAGAGATTAGCTTASSCTCGCGACTTSSCARCTCGK
TGTACTTCCCATTGTAGCACGKGTGTRGSCSAGGTCATAAGGG
GCATGAKGATTTGACGTSATSCCCACCTTCCTCCGGTTKGTSAC
CGGCAGTCKTGSTAGAGTGCCCAACTGAATGATGGCAACTAAC
AATAAGGGTTGGGCTTTTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG
ACRCGAGCTGACGACAASCATGCRCCACCTGTCACTTTGCCCC
CGAAGGGGAAGCTCTATCTCKAGAGTGGTCAAAGGATGKCARG
ACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCSAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAAC
CTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAMTGCGTTAGCT
GCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTKCAT
CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCC
CCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGARAGCCG
CCTTCGCCACTGGTGTYCCTCCAYKATATCTACGCATTTCACCS
CTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACWCRWMGWCTC
CCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCSGGGGCTTTCAC
ATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAA
TCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACMSWARTTAGCCGTGGMTTTCTGGTTAGATACCGTCAAGGGA
TGAACAGTTACTCTCATCCYTGTTCTTRTCTAACACMGAAGTTTT
AMGATCCACAAACCTTCTTCRCTCMCGCGGCGATWGCTCGCW
MAAACTTTMCKCRTTKGCCGAARAATCCCMCTGSCTGCTTCAG
GG

Enterococcus sp.

Identities
94.02%

29-878

850

ATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCA
GCCTGCRWTCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATT
AGCTTASSCTCGCGACTTSSCARCTCGKTGTACTTCC
CATTGTAGCACGKGTGTRGSCSAGGTCATAAGGGGC
ATGAKGATTTGACGTSATSCCCACCTTCCTCCGGTTK
GTSACCGGCAGTCKTGSTAGAGTGCCCAACTGAATG

ATGGCAACTAACAATAAGGGTTGGGCTTTTTGCGGGA

CTTAACCCAACATCTCACGACRCGAGCTGACGACAAS
CATGCRCCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAG

CTCTATCTCKAGAGTGGTCAAAGGATGKCARGACCTG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCSAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTG
AGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGT
GCTTAMTGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAA

CCCTCCAACACTTAGCACTKCATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCT
TTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGARAGCCG
CCTTCGCCACTGGTGTYCCTCCAYKATATCTACGCAT
TTCACCSCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTG
CACWCRWMGWCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCC

GGTTGAGCCSGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAAC
CGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACA
ACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA

CMSWARTTAGC

Enterococcus sp.

Identities
95.00%

6076.CPN1
1Fabl.abl

CPN11-F

Cdnd3(2)

918

TGGGGGACGTGATGCAGCACGCCGCGTGAGTGATGACGGCCT
TCGGGTTGTAAAGCTCTGTCTTTGGSGCACGATAATGACGGTA
CCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATMCGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTA
AAGGGAGCGTAGGCGGATTTTTAAGTGGGATGTGAAATACCCG
GGCTCAACCTGGGTGCTGCATTCCAAACTGGAAATCTAGAGTG
CAGGAGGGGAAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAAYGCGT
AGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGAC
TGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGG
TGTAGGGGTTGTCATGACCTATGTGCCGCCGCTAAMGCATTAA
GTATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAG
GAATTGACSGGGGCCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCMACGCGAARAACCTTACCTAGACTTGACMTCTCCT
GAATTACCATGTAATGTGGGAAGTCCCTTCSGGGACAGGAAGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCMACCCTATTGTTAGTTGCTAC
CATTTTRGTTGAGSACCTCTAGCGAGACATGCCCGGGTTAACC
SGGAGGAAAGGTGGGGGATGAACTTCAAATCWTCWTGCCCCT
TATGTCTTRGRGCTACACACGTGCTACAATCGACCGCGSCCAS
MCAWATGCAATAKCGTGWGGTGGAGAAAACTATCWAATCSGG
CCTCATTCCCATTGTWGGT

Clostridium sp.

Identities
94.41%

19-789

780

ACGCCGCGTGAGTGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAA
GCTCTGTCTTTGGSGCACGATAATGACGGTACCCAAG
GAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATMCGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTAC
TGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGATTTTTAAGTGG
GATGTGAAATACCCGGGCTCAACCTGGGTGCTGCAT
TCCAAACTGGAAATCTAGAGTGCAGGAGGGGAAAGT
GGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAAYGCGTAGAGATTA
GGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGACT
GTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAATACTAGGTGTAGGGGTTGTCATGACCTATGT
GCCGCCGCTAAMGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACSGG
GGCCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCMACGCGAARAACCTTACCTAGACTTGACMTCT
CCTGAATTACCATGTAATGTGGGAAGTCCCTTCSGGG
ACAGGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCMACCCTATTGTTAGTTGCTACCATTTTRGTTGAGS
ACCTCTAGCGAGACATGCCCGGGTTAACCSGGAGGA
AAGGTGGGGGATGAACTTC

Clostridium sp.

Identities
97.16%
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6077.CPN1
2Fabl.abl

CPN12-F

Cdnd4(1)

197

AACCCAGGTATCATGACCGAAGTAACGCCGCGTGAGTGAAGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTWAGGGGAAGAAGGGGA
TGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACTAGAGGGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAACGTACGTGGAA
AAAAGTTTATTTTTTTTTGAATTT

Enterococcus sp.

Identities
91.88%

26548.CD1
4Fabl

CD14-F

Cd014(6)-E

1007

CGWCSCAGCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCC
TTCGGGTCGTAAAACTCTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGTAC
TTGAGGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAA
AGGGTGCGTAGGCGGTCTTTCAAGTCAGGAGTGAAAGGCTACG
GCTCAACCGTAGTAAGCTCTTGAAACTGGGAGACTTGAGTGCA
GGAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATTAGGAGGAACACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTG
TAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGGTG
TCGGGGGTTACCCCCYTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTA
CTCCGCCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAMAGGAA
TTGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCAATGA
CATCTCCTTAATCGGAGAGTTCCCTTCGGGGACATTGGTGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCA
TTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTAG
GGCTACACACGTGCTACAATGGGTAGTACAGAGGGTTGCCAAA
CCCGTAAGGTGGAGCTAATCCCTTAAAGCTACTCTCAGTTCGG
ATTGTAGGCTGAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAT
CGCAGATCAGAATGCTGCGGTGAATGCGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCCGCCCGTCAAA

Clostridioides
difficile

Identities
99.30%

21-920

900

CGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAA
ACTCTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGTACTTGAG
GAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGATTTAC
TGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTCTTTCAAGTCA

GGAGTGAAAGGCTACGGCTCAACCGTAGTAAGCTC
TTGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAG
TGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT
TAGGAGGAACACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTCTGG
ACTGTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT
AAACGATGAGTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCYT
CGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGG
GAAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAMAGGAATT
GACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTT
GACATCCCAATGACATCTCCTTAATCGGAGAGTTCC
CTTCGGGGACATTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCAT

TAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAA

CCTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGCTTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GGTAGTACAGAGGGTTGCCAAACCCGTAAGGTGGA
GCTAATCCCTTAAAGCTACTCTCAGTTCGGATTGTAG

GCTGAACTCG

Clostridioides
difficile

Identities
99.45%

26549.CD7
99Fabl

CD799-F

Cdmx7

1007

TKGSGAGCTGATGCAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGTACTT
GAGGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAAAG
GGTGCGTAGGCGGTCTTTCAAGTCAGGAGTGAAAGGCTACGG
CTCAACCGTAGTAAGCTCTTGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAG
GAGAGGAGAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATTAGGAGGAACACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTCTGGACTGT
AACTGACGCTGAGGCACRAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTACTAGGTGT
CGGGGGTTACCCCCTTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTAC
TCCGCCTGGGAAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGACATCCCAATGACA
TCTCCTTAATCGGAGAGTTCCCTTCGGGGACATTGGTGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATT
AAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTYAGGG
CTACACACGTGCTACAATGGGTAGTACAGAGGGTTGCCAAGCC
GTAAGGTGGAGCTAATCCCTTAAAGCTACTCTCAGTTCGGATTG
TAGGCTGAACTCGCCTACATGAAGCTGGAGTTACTAGTAATCG
CAGATCAGAATGCTGCRGTGAAATGCGTTCCCGGGTCTTGTAC
ACMCCCGCCCCGTCAAA

Clostridioides
difficile

Identities
99.10%

CCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACT
CTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGTACTTGAGGAG
GAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGGGCTAGCGTTATCCGGATTTACTGG
GCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTCTTTCAAGTCAGG
AGTGAAAGGCTACGGCTCAACCGTAGTAAGCTCTTG
AAACTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGG
AATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAG
GAGGAACACCAGTTGCGAAGGCGGCTCTCTGGACT
GTAACTGACGCTGAGGCACRAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAA
CGATGAGTACTAGGTGTCGGGGGTTACCCCCTTCGG
TGCCGCAGCTAACGCATTAAGTACTCCGCCTGGGAA
GTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGACCCGCACAAGTAGCGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTAAGCTTGAC
ATCCCAATGACATCTCCTTAATCGGAGAGTTCCCTTC
GGGGACATTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGT
TGGGCACTCTAGAGAGACTGCCAGGGATAACCTGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC
TTATGCTYAGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTAG
TACAGAGGGTTGCCAAGCCGTAAGGTGGAGCTAAT
CCCTTAAAGCTACTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGA
ACTCGCCT

Clostridioides
difficile

Identities
99.67%
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