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Resumen

La prevalencia de infecciones por Clostridium difficile ha aumentado en todo el
mundo debido, en parte, a la aparicion y posterior diseminacion de cepas NAP1,
gue se caracterizan por ser hiperproductoras de toxinas, producir una toxina binaria
y presentar resistencia a las fluoroquinolonas. Aqui se describe por primera vez en
hospitales de Honduras el hallazgo de tres diferentes tipos de cepas NAP1, de
acuerdo a la técnica de electroforesis en gel de campo pulsado. En congruencia con
su tipificacion, estas cepas poseen una delecion de 18 pb en el gen tcdC, producen
toxinas A, B y binaria, pertenecen al toxinotipo IV y presentan efecto citopatico

clasico en células HelLa.

Se obtuvo la informacion epidemioldgica, donde el rango de edad es de 24 a 86
afos; por otro lado, el 90% de los pacientes tuvo exposicion a cefalosporinas y el
33% tuvo exposicidon a fluoroquinolonas previa a la aparicion de los sintomas de la

enfermedad.

Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos (PSA) realizados con tiras E-test
revelaron que las cepas NAP1l hondurefias son altamente resistentes a
fluoroquinolonas, clindamicina y linezolid, también todas las cepas son sensibles a
vancomicina y metronidazol, estos dos antimicrobianos son utilizados como
tratamiento para las ICD, por lo que esta linea podra seguir siendo utilizada como

tratamiento.
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En conjunto, estos resultados describen la aparicion en Honduras de cepas de C.
difficile con alto potencial de virulencia. En este contexto, el conocimiento generado

permitird tomar medidas para mitigar el impacto causado por este patégeno.

Palabras clave: Clostridium difficile, NAP1, PSA, resistencia, ICD.
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CAPITULO 1: Introduccion

Clostridium difficile es un bacilo Gram-positivo esporulado, anaerobio estricto. Esta
bacteria fue asociada por primera vez a enfermedad en humanos en 1978 y es la
causa mas comun de diarrea asociada al uso de antibiéticos (DAA) dentro de
hospitales (J. M. Amy et al. 2015) en Ameérica del Norte, Latinoamérica, Asia y
Europa (Rodriguez-Pardo et al. 2013).

Las infecciones por C. difficile (ICD) pueden manifestarse de diferentes formas,
entre las que destaca una inflamacion del colon que se manifiesta como un cuadro
diarreico que aparece frecuentemente tras el uso de antimicrobianos,
especialmente  clindamicina, cefalosporinas y fluoroquinolonas. Estos
antimicrobianos alteran la microbiota intestinal, generando las condiciones para que
la bacteria germine y colonice el intestino (T. 2015). En algunos casos, las ICD
pueden tener un desenlace clinico severo, como la colitis pseudomembranosa y
megacolon toxico (Matamouros et al. 2007).

La transmision de C. difficile es por via fecal-oral, debido a la ingestion de las
esporas de la bacteria, las cuales son altamente resistentes en el entorno y facilitan
su persistencia en ambientes aerobios fuera del hospedero (Goudarzi et al. 2014).

Los principales factores de virulencia de C. difficile son dos toxinas que pertenecen
a la familia de grandes toxinas clostridiales, las cuales tienen actividad
glicosiltransferasa y modifican GTPasas monoméricas. La toxina A (enterotoxina) y
la toxina B (citotoxina), son codificadas por los genes tcdA y tcdB, respectivamente
(Dingle et al. 2014). En la mayoria de las cepas, estos genes se encuentran en una

region cromosomal de 19.6 kb, conocido como el locus de patogenicidad (PaLoc).



El PaLoc ademas posee los genes tcdR y tcdC, que regulan la expresion de los
genes de las toxinas, y el gen tcdE que codifica por una proteina parecida a una
holina posiblemente relacionada con la secrecion de las toxinas (J. M. Amy et al.
2015).

Las toxinas A y B de C. difficile son endocitadas y activadas en los endosomas
cuando estos se acidifican (Kasendra et al. 2013), son toxinas muy potentes que
glicosilan a las GTP monoméricas, provocando la remodelacién del citoesqueleto
de actina, ruptura de las uniones estrechas y el desprendimiento de las células
epiteliales de la membrana basal, generando un efecto citotoxico en las células

epiteliales intestinales del hospedero (Carroll & Bartlett 2011).

La implementacion de métodos de tipificacion molecular como PFGE, REA y la
toxinotipificacion, permiten comprender mejor la epidemiologia, genética y algunas
caracteristicas toxigénicas de C. difficile, enfocados principalmente en el estudio de

brotes en la actualidad (O’Horo et al. 2012).

Desde el afio 2002 se conoce una cepa de C. difficile clasificada por ribotipificacion,
analisis de endonucleasa de restriccion, electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE) vy toxinotipificacion como 027/BI/NAP1/llIb (Camacho-Ortiz et al. 2015).
Estas cepas hipervirulentas NAP1 se caracterizan por ser altamente resistentes a
las fluoroquinolonas y clindamicina, producir toxinas A y B, la produccién de una
tercera toxina llamada toxina binaria (CDT), ademas, posee una delecion de 18 pb
en el gen regulador tcdC (Carter et al. 2011). La presentaciéon clinica de estas

cepas, se caracteriza por fiebre > 38°C, dolor abdominal, leucocitosis marcada y



disminucién de la motilidad intestinal; asociadas también a recurrencias de la

enfermedad hasta en un 42% de los casos (Pepin et al. 2006).

La cepa hipervirulenta de C. difficile NAP1 se ha extendido rapidamente por el
mundo en las Ultimas décadas, aumentando la prevalencia y la gravedad de las
infecciones humanas (Freeman et al. 2010). Estas cepas han sido responsables de
grandes brotes de la enfermedad en centros hospitalarios en América del Norte,
Europa y varios paises asiaticos, aumentando las tasas de mortalidad hasta un 20%

en ICD (Marin et al. 2014).

Recientemente, en América Latina se ha documentado la presencia de cepas NAP1
de C. difficile dentro de hospitales de México, Panama y Chile, asi como brotes en
hospitales de Costa Rica (Anon 2012; Camacho-Ortiz et al. 2015; Lopez-Urena et
al. 2014). En vista de esto, es pertinente evaluar la distribucion de C. difficile NAP1

en toda América Latina para controlar su diseminacion (Lopardo et al. 2015).

Antes de este estudio los datos sobre la presencia de cepas hipervirulentas de C.
difficile dentro de los hospitales era desconocido en Honduras. En este pais el
sistema publico y privado de salud tiene dificultades para diagnosticar las ICD,
debido a que los laboratorios no pueden aislar e identificar esta bacteria ni

demostrar sus toxinas en heces de pacientes con clinica sugestiva.

En este trabajo, se presenta por primera vez la caracterizacidn molecular de cepas
NAP1 de C. difficile obtenidas durante el afio 2016 en el Hospital del Instituto
Hondurefio de Seguridad Social (IHSS) y el Hospital Escuela Universitario (HEU),

los centros hospitalarios de mayor demanda e importancia en Honduras.



Las cepas encontradas, pertenecen al genotipo NAP1 con toxinotipo IV, altamente
resistentes a las fluoroquinolonas, linezolid y clindamicina. Ademas, poseen una
delecion en el gen regulador negativo tcdC, presencia de las toxinas TcdA, TcdB y
CDT, y presentan un efecto citopatico clasico en células HelLa; en conjunto, estos
resultados describen la aparicion en Honduras de cepas hipervirulentas de C.

difficile.

Esta informacién se complementé con un andlisis epidemiolégico de los pacientes,
con el fin de conocer los factores de riesgo asociados a la ocurrencia de estas
infecciones en los hospitales de Honduras, esta informacion posibilita la elaboracion
e implementacion de medidas para la mitigacion del impacto por este patégeno,
dado que cada centro de atencidon en salud presenta sus propias particularidades

gue influyen en la mayor o menor extension del problema.



CAPITULO 2: Marco tedrico

En las Ultimas décadas las practicas médicas en los centros hospitalarios a nivel
mundial han proporcionado el ambiente ideal para que muchos patdégenos
microbianos puedan proliferar e infectar a pacientes susceptibles dentro de estos
centros de atencion en salud. A estas infecciones ocurridas dentro de los hospitales
se les conoce como infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS); estas
infecciones son cada vez mas reconocidas como un importante problema de salud
en actualidad, siendo el caso de patégenos como Clostridium difficile (O’Horo et al.

2012).

C. difficile es un bacilo Gram-positivo, esporulado, anaerobio estricto, mide
aproximadamente 0.5 x 3-6 ym y tiene un crecimiento optimo a 37°C en agar
enriquecido con sangre de caballo (Freeman et al. 2010). Fue aislado por primera
vez por Hall y O'Toole en 1935, pero no fue sino hasta 1978 que fue asociado con
la enfermedad humana como el microorganismo responsable de la mayoria de los
casos de colitis pseudomembranosa y la diarrea asociada al uso de antibioticos

(Price et al. 1979).

Esta bacteria, frente al estrés del medio, produce esporas resistentes a condiciones
ambientales extremas, cambios fisicos y quimicos como altas temperaturas, luz
ultravioleta y exposicién a desinfectantes que no contienen cloruros (Depestel &

Aronoff 2013).



C. difficile en su forma de espora es resistente a los antibiéticos, puede permanecer
en el tracto gastrointestinal y contribuir potencialmente a la enfermedad recurrente
después del tratamiento; las esporas también es uno de los factores por los que C.
difficile puede proliferar rdpidamente dentro de los hospitales. C. difficile se
encuentra en las heces de pacientes tanto sintomaticos como asintomaticos y el
contagio dentro de los hospitales se produce en un entorno contaminado por
esporas, por lo que el riesgo aumenta en proporcion a la duracion de la

hospitalizacion de los pacientes (Freeman et al. 2010; Rodriguez-Pardo et al. 2013).

La contaminacion ambiental tiene un papel importante en la transmision de C.
difficile en entornos de la atencion médica. Se ha documentado brotes, en los cuales
se compartieron termometros rectales e inodoros entre los pacientes de alto riesgo
de transmision que contribuyeron al contagio de la bacteria (Van Kleef et al. 2014).
Otra forma en la que los pacientes pueden estar expuesto a las esporas de C.
difficile es por el contacto con un trabajador sanitario que tenga una colonizacion
transitoria en sus manos, y el indice de contagio durante la hospitalizacion aumenta
en forma lineal con el tiempo y puede ser tan alta como un 40% después de estar

hospitalizado por aproximadamente cuatro semanas (S. Cohen et al. 2010).

2.1. Epidemiologia

En los ultimos afios C. difficile se ha convertido en un patégeno importante dentro
de los centros hospitalarios, considerandolo el responsable de diarrea asociada al

uso de antibioticos en muchos paises (Heinlen & Ballard 2011).



El impacto econdémico de las ICD en los sistemas de salud es importante en muchos
paises, ya que se ha descrito que tiene un costo aproximado anual de 496 millones
dolares en paises como Estados Unidos (McGlone et al. 2012; Freeman et al. 2010).
Los costos suelen ser elevados para los hospitales debido a que se requiere de un
aislamiento total del resto de los pacientes, de atencion médica especializada, de
tratamientos especificos para eliminar a C. difficile, de cuidados higiénicos
especiales en los servicios de enfermeria, que incluyen descontaminacién del
ambiente y en el caso de brotes epidémicos y la clausura de servicios médicos

(Weber et al. 2013).

La epidemiologia de las infecciones por C. difficile ha cambiado en los ultimos afos,
debido a que se ha observado un aumento en la incidencia de ICD, dando lugar al
reconocimiento de nuevas cepas altamente virulentas, causando brotes globales
dentro los hospitales. Por lo mencionado anteriormente, entre los afios 2007 y 2008,
la incidencia media de ICD en 14 hospitales de Europa se reportaron 18 casos por
cada 10,000 admisiones (Bauer et al. 2009); mientras que un estudio en Quebec,
Canada, informé de un aumento en la incidencia de 156.3 casos por cada 100,000

habitantes en 2003 y 20,000 muertes en los ultimos afos.

Entre los afios 2000 y 2005 se duplicaron los casos de ICD en los hospitales de
Estados Unidos y algunos hospitales de Montreal, Canada (J. M. Amy et al. 2015;
Freeman et al. 2010). Este aumento en el numero de casos fue atribuido a la
aparicion de una cepa hipervirulenta, que muestra altos niveles de clonalidad y

resistencia a multiples farmacos (Karlowsky et al. 2012).



Esta cepa fue descrita como ribotipo 027 por ribotipificacidén, grupo B1 en andlisis
de endonucleasa de restriccion (REA), pulsotipo NAP1 en electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE), y toxinotipo Il por toxina polimorfismo, y esta fue nombrada

como B1/NAP1/027 (Kuijper et al. 2006).

Desde el 2003, esta cepa ha provocado brotes epidémicos en Canada, Estados
Unidos, Japén, Hong Kong, Corea del Sur, Australia y muchos paises europeos
(Rodriguez-Pardo et al. 2013; Chen & Lamont 2013; Collins et al. 2013). Por otro
lado, en América Latina esta cepa se ha encontrado en Panama, Chile, México, y
ha causado brotes en hospitales de Costa Rica (Barra-carrasco et al. 2014;

Camacho-Ortiz et al. 2015; Lopez-Urena et al. 2014).

Entre los aflos 2004 — 2008 en 17 hospitales de tercer nivel en Asia, se ha reportado
un aumento en la incidencia de ICD de 1.7 / 1.000 ingresos para adultos a 2.7 /
1.000 admisiones (Collins et al. 2013). Otro estudio realizado en China entre marzo
de 2007 y abril de 2008 en un hospital de 1.216 camas en Shanghai, durante este
periodo, 42,936 pacientes fueron dados de alta y 587 pacientes habian tenido
resultado positivos para la deteccién de toxinas en heces y cultivo anaerobio; en
general, la incidencia de ICD fue de 17.1 por cada 10.000 admisiones (Huang et al.

2009).

En cuanto a la recurrencia de las ICD, se ha informado de que 12-24% de los
pacientes experimentan al menos una recurrencia y el riesgo de recidivas aumenta
hasta el 50-65% si un paciente ha tenido mas de dos episodios previos (McFarland

2005).



La mayoria de las recidivas se presentan con los primeros 30 dias después de haber
completado la terapia en contra de ICD (Kelly 2012). Existen varias causas que
favorecen la recurrencia de la enfermedad como alteraciones nuevas en la
microbiota intestinal con la consiguiente pérdida de resistencia a la colonizacion, la
persistencia de las esporas de C. difficile en el tracto gastrointestinal, una respuesta
inmune defectuosa por parte del hospedero o una reinfecciébn con una nueva cepa

(Van Nood et al. 2009).

C. difficile se ha reportado con poca frecuencia en nifios, se ha descrito que la
colonizacion es muy superior a la colonizacién en los adultos, alcanzando en
promedio hasta 37% con muy escasa presentacion de la enfermedad (Village 2013).
En un estudio en Estados Unidos en el 2005, porcentaje entre 10% - 19% de la
colonizacion asintomatica de la cepa NAP1 de C. difficile en los nifios, siendo mas

frecuente en los bebés y los nifios mas pequeiios (Hourigan et al. 2016).

2.2. Patogenia y factores de virulencia de Clostridium difficile

Durante su evolucion las bacterias han desarrollado varios factores de virulencia
cruciales para el éxito en el establecimiento de la enfermedad. El conocer y
comprender los factores de virulencia explotados por los patdégenos para evadir o
interrumpir la barrera de la mucosa intestinal, es muy importante para implementar
medidas de prevencion y desarrollar nuevas alternativas de tratamiento (Kasendra

et al. 2013; J. M. Amy et al. 2015).



En el caso particular de C. difficile, esta bacteria expresa multiples adhesinas de
superficie y factores de colonizacion, incluyendo las proteinas asociadas a la
superficie celular (Capa S), proteina de union a fibronectina FbpA, proteasas tales
como Cwp84, enzimas hidroliticas, proteinas de choque térmico GroEL, un factor
flagelar FIiD, y flagelina FIiC (Dingle et al. 2011). Los flagelos tienen un papel
importante en la motilidad y la quimiotaxis, aumenta la ocurrencia de potenciales
interacciones entre el patdégeno y la superficie de la mucosa epitelial (Baban et al.

2013).

Ademas, como se menciond anteriormente, esta bacteria es formadora de
endosporas; a través de un proceso dependiente de la fosforilacion del factor de
transcripcion SpoOA como respuesta a cambios ambientales y fisioloégicos
desfavorables para su sobrevivencia. Este proceso culmina con la formacién de una
espora durmiente que es altamente resistente a multiples factores de estrés, lo que
le permite sobrevivir en el medio ambiente por largo tiempo (Underwood et al. 2009;

Barra-carrasco et al. 2014).

La infeccion por C. difficile inicia con la ingestion de esporas que resisten la accion
del acido gastrico; los pacientes hospitalizados que tienen mayor riesgo de
desarrollar ICD, son los que han utlizado antibiéticos como clindamicina,

cefalosporinas, beta-lactdmicos y fluoroquinolonas (Khanna & Pardi 2014).
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Los antibidticos disminuyen la microbiota intestinal, encargada de metabolizar las
sales biliares; lo que induce un incremento en la secrecion de los niveles de sales
biliares especificos, es decir, colatos y sus derivados (taurocolato, glicocolato, colato
y desoxicolato); como consecuencia, las esporas germinan transformandose en
células vegetativas en el intestino delgado, para posteriormente adherirse a la
superficie del epitelio intestinal, luego estas formas vegetativas llegan al ambiente
anaerobio del intestino ciego y colon, donde proliferan y colonizan la mucosa

intestinal (Paredes-Sabja et al. 2014).

Una vez que las formas vegetativas se adhieren al epitelio intestinal, comienzan a
secretar dos toxinas, la toxina A (TcdA) y la toxina B (TcdB). Estas toxinas son
codificadas por los genes tcdA y tcdB, que se encuentran en una seccion de 19.6
Kb del ADN cromosémico conocido como el locus de patogenicidad (PaLoc) (Fig.1)
(Spigaglia & Mastrantonio 2002; Camacho-Ortiz et al. 2015). El PaLoc también
contiene al gen tcdR que actia como regulador positivo de la expresion de tcdA 'y
tcdB, mientras que tcdC actiia como regulador negativo (factor anti-sigma) asociado
a una regulacién negativa del PaLoc, y el gen tcdE codifica una proteina parecida a
las holinas de fagos y esta vinculada con la liberacion de las toxinas a través de la

pared de la célula bacteriana (Rupnik et al. 1997).
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19.6 kb

tcdD = fcdB tcdE tcdA tedC
TedD TedB TedE TcdA TedC
Regulador Toxina Permeabiliza Toxina Regulador
positivo B la pared A negativo
celular, holin.

Figura 1. Disposicion de genes en el PaLoc que codifican por las toxinas de
C. difficile. Modificado de Matamouros y colaboradores.

Los genes tcdB y tcdA codifican pora ambas toxinas, el gen tcdE codifica por una
proteina parecida a una holina posiblemente implicada en la secrecién de las
toxinas, el gen tcdR por un factor sigma promotor de la expresion de los genes de
las toxinas y tcdC por un posible factor anti-sigma que probablemente esta asociado

a una regulacion negativa del PaLoc (Dupuy et al. 2008; Matamouros et al. 2007).

Las toxinas TcdA y TcdB son grandes exotoxinas tipo AB, que pertenecen a la
familia de las grandes toxinas clostridiales, de 308-kDa de 270-kDa,
respectivamente, mostrando aproximadamente un 63% de homologia (Di Bella et
al. 2016). Estas toxinas son endocitadas y activadas en los endosomas cuando
estos se acidifican, luego las toxinas se someten a un cambio conformacional,
seguido de la insercion de la region de transmembrana en la membrana endosomal
y translocacion del dominio glicosiltransferasa (GTD) en el citosol (Govind & Dupuy

2012).
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Con este proceso las toxinas inactivan mediante glucosilacion a las GTPasas
monomeéricas como Rho, Rac, Cdc42, y R-Ras, las cuales son esenciales para
varias funciones de la célula hospedera, entre las que destacan: el funcionamiento
de la barrera del epitelio, la migracion de células inmunes, fagocitosis y produccion

de citoquinas (Fig. 2) (Kasendra et al. 2013; Chen et al. 2015a).

La inactivacion de GTPasas da como resultado una alteracion de los
microfilamentos de actina y las uniones estrechas, lo que genera un efecto citotdxico
en las células epiteliales intestinales del hospedero, que se visualizan como
cambios morfologicos drasticos, como el redondeo de las células; causando una
disminucién en la funcion de barrera intestinal que posteriormente conduce a la
acumulacion de liquido, la inflamacién, dafio intestinal; y el resultado final es la
alteracion de la barrera epitelial y dafio a la mucosa intestinal del hospedero (Pruitt

et al. 2012; Chen et al. 2015b).
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Figura 2. Internalizacion y mecanismo de accion de las toxinas A y B. Las
toxinas son internalizadas en un endosoma, se insertan en la membrana, se
autoprocesan para liberar el dominio glicosil-transferasa al citoplasma de la célula
hospedera y posteriormente catalizan la monoglicosilacion de GTPasas
monomeéricas pequefias y su consecuente inactivacion. Tomado de Jank y

colaboradores (Jank et al. 2015).

TcdA se designa como una enterotoxina responsable de la acumulacién de fluido
en el ileon, particularmente genera una importante respuesta inflamatoria a través
de la liberacion de leucotrienos y factor de necrosis tumoral alfa, acompafnado de la
migracion de neutroéfilos, mientras que TcdB, con mayor potencia citotoxica que
TcdA, a su vez, cruza a través de la alteracion de las uniones estrechas hacia el
lado baso-lateral de la célula epitelial para realizar su actividad citotoxica, causando

pérdida de K* (Zhang et al. 2015; Di Bella et al. 2016; Rothman et al. 1984).

Algunas cepas de C. difficile denominadas hipervirulentas, ademas de producir las
toxinas A y B, producen una tercera toxina con actividad ribosil-transferasa (C.
difficile transferasa: CDT) denominada también toxina binaria. Esta toxina esta por
2 subunidades (CDTa y CDTb), codificada por los genes ctdA y ctdB, estos se
localizan juntos en una regiéon del ADN llamada locus CDT o CdtLoc, el cual se ubica
en una region del genoma separada del PaLoc denominada CdtLoc, esta es una
region conservada entre las diferentes cepas y posee un gen regulador (cdtR)

(Knapp et al. 2016).
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Esta toxina binaria interviene incrementando la adhesibilidad de la bacteria en las
células hospederas y ademas puede catalizar ADP-ribosilacion de G-actina (Lanis
et al. 2013), dando como resultado la despolimerizacién de filamentos de actina,
provocando una mayor pérdida de liquidos por la alteracién en el citoesqueleto de

la célula eucariota (J. Amy et al. 2015; Matamouros et al. 2007; Monot et al. 2015).

Las cepas epidémicas NAP1 producen adicionalmente la toxina binaria y presentan
una delecién de 18 pares de bases en el gen tcdC del PaLoc y un aumento en la
resistencia a las fluoroquinolonas (Vaishnavi 2015). Varios estudios aportan
informacion acerca de que estas cepas son capaces de producir aproximadamente
10 veces mas toxina A y aproximadamente 23 veces mas toxina B que las cepas
historicas, lo que controversialmente se ha atribuido a una delecion parcial en el gen

regulador tcdC (Brierley 2005).

2.3. Factores de riesgo de la aparicion de diarrea asociada a Clostridium
difficile

La infeccion por C. difficile esta relacionada con el aumento de los costos de
atencion de la salud debido a estancias hospitalarias mas largas. Este patdégeno es
un agente infeccioso asociado a la atencion en salud por lo que los pacientes, los
trabajadores de la salud, el ambiente hospitalario y la exposicion a antibiéticos;

contribuyen al desarrollo de ICD (Saliba et al. 2014).

Los principales riesgos para la ICD son:

v' Exposicion a antibiéticos como clindamicina, cefalosporinas, beta- lactamicos

y fluoroquinolonas (Tabla 1).
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v' Edad avanzada.

v' Personas inmunocomprometidas.

v Hospitalizacion, y la residencia en el centro de atencién a largo plazo.

v Estancia en una unidad de cuidados intensivos (UCI).

v Inhibidores de la bomba de protones (Heinlen & Ballard 2011; Knecht et al.

2014).

La ICD también puede ocurrir sin exposicion a los antimicrobianos sobre todo en

pacientes de edad avanzada o personas inmunocomprometidas.

Cuadro 1. Antimicrobianos relacionados a ICD, adaptada de (Saliba et al.
2014; Goudarzi et al. 2014; T. 2015; Knecht et al. 2014).

Muy frecuentes | Frecuentes Poco frecuentes
Ampicilina Quinolonas Vancomicina
Amoxicilina Macrolidos Teicoplanina
Cefalosporinas Tetraciclinas Aminoglucosidos
Clindamicina Cloranfenicol Rifampicina
Fluoroquinolonas | Trimetropin Teicoplanina

Se ha demostrado que la microbiota intestinal protege contra la infeccion de C.
difficile a través de un proceso llamado resistencia a la colonizacion, que involucra
microbios comensales que compiten con el patégeno por el espacio y los nutrientes

en el intestino (van der Waaij et al. 1971).
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Los pacientes dentro de un hospital al estar con tratamiento con antibidticos, hace
qgue la microbiota intestinal sufra alteraciones, esto junto con la exposicién a las
esporas de C. difficile, se convierte en un paso inicial importante en la patogénesis
de ICD (Buonomo & Petri 2016). Estudios recientes han identificado que las
alteraciones en la microbiota en respuesta al tratamiento con antibiéticos, induce
picos de acido sialico que son explotados por C. difficile para facilitar su expansién

en el intestino (Ferreyra Jessica, Wu Katherine 2014)

2.4. Respuesta inmune del hospedero contra la infeccion por Clostridium
difficile

Los patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPs) como lipidos, acidos
nucleicos proteinas e hidratos de carbono, contribuyen a la respuesta inflamatoria
del hospedero (Cowardin et al. 2015). Las alteraciones en la polaridad celular
inducidas por las toxinas de C. difficile, pueden permitir a los PAMPs desencadenar
la produccion de citoquinas inflamatorias y quimiocinas como IL23, IL-13. Mientras
gue la activacion de los diferentes receptores Toll-like (TLRs) (Ryan et al. 2011),
juegando un papel fundamental en la determinacion del resultado final de la

infeccion (Fig. 3).

Se ha demostrado que C. difficile reconoce inicialmente los TLR4, lo que resulta en
la expresion de bajo nivel de IL-23; mientras que la intoxicacion de las células del
hospedero por las toxinas A y B, conduce a la secrecion de IL-1B, que manda
sefales a través del receptor de IL-1 para incrementar la produccion de IL-23; que
puede ser un regulador clave del equilibrio entre la erradicacion bacteriana y el dafio
tisular (Cowardin et al. 2015; Kasendra et al. 2013; Ryan et al. 2011).
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También se ha descrito que las células dendriticas parecen actuar como los
principales impulsores para establecer la respuesta Th1l7 durante el pico de la
infeccidn; esto esta altamente relacionado con el dafio epitelial disminuido (Leber et

al. 2015).

El papel de los anticuerpos anti-toxina, especialmente la respuesta anti-TcdA, juega
un papel muy importante en la prevencién de la enfermedad primaria y recurrencia
de la enfermedad. Varios estudios sugieren que ambas toxinas son fundamentales
para la patogénesis de la enfermedad y, por tanto, ambos deben ser objeto de una
proteccion efectiva (Zhao et al. 2014). Se ha descrito que los pacientes que llegan
a ser colonizadas con C. difficile, y que pueden impulsar una respuesta inmune
sistémica contra las toxinas de C. difficile, son menos propensos a desarrollar
sintomas. Asi también los pacientes sintomaticos que pueden montar una respuesta
inmune temprana en el curso de su enfermedad son menos propensos a desarrollar

una recurrencia de la enfermedad (Kelly & Kyne 2011; Bauer et al. 2014).
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Figura 3. Infeccion por C. difficile y la estimulacion de la respuesta inmune en
el hospedero.

A). La respuesta inmune esta mediada por los receptores TLR. Estos detectan las
moléculas de las bacterias en la lamina propia, hay liberacion de citoquinas. B).
Durante la terapia antimicrobiana, da como resultado de la sefalizacion, la
acumulacion de células proinflamatorias Thl7 y hace que la mucosa sea mas
permeable. C). La infeccion por C. difficile da como resultado una lesion adicional
mediada por las toxinas al epitelio, causando necrosis, liberacion de citoquinas
proinflamatorias y migracion de neutrofilos desde la circulacidn periférica. Tomado

de Salomon y colaboradores (Solomon 2013).

19



2.5. Manifestaciones Clinicas de las ICD.

C. difficile coloniza el intestino de los seres humanos y animales (Péchiné &
Collignon 2016), las ICD presenta una amplia gama de enfermedades clinicas que
puede varias desde una colonizacién asintomatica, diarrea acuosa autolimitada y
sin complicaciones, fiebre > 38 ° C, megacolon toxico, y hasta una colitis

pseudomembranosa fatal (Bauer et al. 2009).

En la inflamacién masiva del colon, las lesiones dan como resultado la formacion de
una pseudomembrana, moco y tejido necrdtico. La colitis pseudomembranosa
representa una etapa avanzada de la enfermedad y es virtualmente diagnostica de
la ICD. En algunos casos, se puede producir distension del colon, una condiciéon
conocida como megacolon toxico (Martin et al. 2016). Los pacientes con ICD grave
o fulminante pueden presentar signos de toxicidad sistémica y el sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, incluyendo leucocitosis (= 15000 células/pl),
insuficiencia renal aguda, y dificultad respiratoria. También, puede conducir a
perforaciones y sepsis, que son indicadores de mal prondstico y elevada mortalidad.
La colitis fulminante puede también dar lugar a la necesidad de una colectomia total

(Saliba et al. 2014).

Desafortunadamente, la tasa media de mortalidad es alta tras la colectomia. En un
2 — 3% de los casos requieren cuidados intensivos y la tasa de mortalidad atribuida
a ICD es de hasta 6% Yy puede llegar a 20% en brotes dentro de los hospitales

(Rupnik et al. 2009; Freeman et al. 2010; Goudarzi et al. 2014).
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2.6. Diagnostico de las ICD.

El diagndstico rapido y preciso de las ICD es esencial para mejorar el tratamiento
de los pacientes y para reducir la transmision en los centros de salud (O’Horo et al.
2012). El diagnéstico debe de estar basado en una combinacién de la clinica del
paciente, los exdmenes de rutina como la colonoscopia o estudios histologicos, y el

laboratorio.

En el laboratorio, existen diferentes métodos para establecer el diagnéstico de la

enfermedad como ser:

v' Ensayos inmunoenzimaticos.

v Cultivo anaerobio, mas pruebas de identificacion.

v' Ensayos de neutralizaciéon de citotoxina por cultivo celular.

v" Pruebas moleculares: PCR convencional o de tiempo real (Rodriguez et al.

2016).

Un caso de ICD, se define con la presencia de diarrea, acompafiado de un analisis
de materia fecal positivo para toxinas de C. difficile o hallazgos colonoscépicos o
histopatoldgicos que revelen un caso de colitis pseudomembranosa (S. H. Cohen et

al. 2010).

Ensayos inmunoenzimaticos (EIA): son ampliamente utilizados y uno de los
ensayos mas comunes para la deteccién de la toxina A, la toxina B o0 ambas en

materia fecal.
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Los resultados deben ser comparados con de la historia clinica del paciente, debido
a que hay cepas que pueden no expresar la toxina que se esté evaluando. Este tipo
de prueba muestra sensibilidades del 72% al 82%, con especificidades entre 97%

a 98% (Kim et al. 2014).

Cultivo anaerobio: para el aislamiento de C. difficile se utilizan medios selectivos,
diferenciales y enriquecidos incubados en anaerobiosis, con el fin de favorecer el
crecimiento de C. difficile y, por otro lado, eliminar la microbiota acompafiante. Los
medios de cultivo mas ampliamente utilizados es el de agar cicloserina-cefoxitina-
fructosa (CCFA) y el medio selectivo que contiene clorhidrato de cisteina,
norfloxacina, y moxalactam (CDMN), estos medios de cultivo se basan en la
capacidad de la cicloserina y cefoxitina de inhibir el crecimiento de la flora
acompanfante, y el clorhidrato de cisteina, norfloxacina y moxalactam, que reducen

las contaminaciones (Quesada-Gomez et al. 2015).

Otra de las estrategias utilizadas previa al cultivo, es el shock con etanol a la
muestra de heces, que se basa en la alta capacidad de supervivencia de las esporas
de la bacteria frente alcohol, eliminando la microbiota acomparfiante y favorecer el

crecimiento de la bacteria (Aspinall & Hutchinson 1992).

El cultivo anaerobio permite el aislamiento de la bacteria para su identificacion
fenotipica, estudios del perfil de resistencia y estudios moleculares. Es un método
gue tiene varias desventajas, ya que no esta disponible en todos los laboratorios,
debido a la dificultad que representa trabajar con bacterias anaerobias (Mullany &

Roberts 2010).
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Cultivo celular: El ensayo de neutralizacion de toxinas, es la prueba de referencia
para la identificacion de la toxina B en materia fecal, con este ensayo se puede
identificar el efecto citopatico que produce in vitro la toxina sobre tejido humano.
Numerosas lineas celulares son satisfactorias para la deteccion de la citotoxicidad,
muchos laboratorios prefieren utilizar los fibroblastos humanos basandose en el
hecho de que son la linea de células méas sensible para la deteccion de la toxina a
bajas titulaciones. Se recomienda utilizar esta prueba en combinacién con los
criterios clinicos, la deteccion de genes y toxinas, debido a la variabilidad de las

cepas de C. difficile (Knoop et al. 1993; S. Cohen et al. 2010).

La aparicion de brotes epidémicos causados por cepas hipervirulentas de C. difficile,
hacen necesario distinguir a los aislados mas alla del nivel de especie; actualmente
existen diversas técnicas de tipificacion de las cepas, como las técnicas basadas en
acidos nucleicos, que son una herramienta muy util, que pueden ser utilizadas para
fines epidemioldgicos, para entender los modos de transmision, evaluar los factores
de virulencia y los mecanismos de resistencia bacteriana. A continuacion, se

describen las técnicas moleculares mas usadas para C. difficile.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Identifica el gen tcdB que codifica
la toxina B, el gen tcdA para la toxina A, el gen ctdB del dominio de unién de la
toxina binaria, el gen del regulador negativo del PaLoc tcdC y de la triosa fosfato
isomerasa (tpi) mediante PCR multiplex o PCR en tiempo real; se utiliza el gen tpi a
pesar de ser un gen conservado pero algunas regiones variables son explotadas

para la identificacion de C. difficile (Lemee et al. 2004).
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En el afio 2008, la FDA aprobo el primer kit comercial para PCR en tiempo real para
deteccion de las toxinas de C. difficile. La sensibilidad de la reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (PCR) para la toxina A / B han sido superiores al 95%

y con una especificidad del 100% (Kilic et al. 2015).

Electroforesis en campo pulsado en gel (PFGE por sus siglas en inglés): La
técnica de PFGE es uno de los primeros métodos implementados para la tipificacion
de C. difficile, siendo considerada la técnica estdndar en Norteamérica
(Ngamskulrungroj et al. 2015). Esta técnica emplea la enzima de restriccion Smal,
gue se encarga de cortar y fragmentar el genoma bacteriano; posteriormente estos
fragmentos son separados en un gel de agarosa que es sometido a un campo
eléctrico, lo que permite a los fragmentos migrar a través del gel de acuerdo con su
tamafo y ser analizados a través de un software. Al final de la técnica se obtienen
patrones de macrorestriccion que permite clasificar a C. difficile en un determinado
pulsotipo de acuerdo al patron de las bandas en el gel. Cada pulsotipo se designa
como NAP y se le asigna un numero (p. ej. NAP1) (Bidet et al. 2000; Killgore et al.

2008).

Toxinotipificacion: La toxinotipificacion es un método basado en un ensayo de
RFLP de los genes que codifican por las toxinas, de acuerdo con la longitud y
patrones de restriccion de 2 fragmentos (el B1 y A3) del PalLoc. Esta técnica
presenta una gran reproducibilidad. Cuando se realiza en conjunto con PFGE o
PCR-ribotipificacién da buenos resultados del estatus toxigénico de las cepas de C.

difficile en estudio.
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Actualmente, se puede obtener el dato de toxinotipo por medio de un gel in sillico a
partir del analisis de la secuenciacion del genoma completo de la bacteria. Se
conocen 34 toxinotipos diferentes de C. difficile, estos se nombran del | al XXXIV

(Marin et al. 2014; Rupnik et al. 2009; Rupnik & Janezic 2016).

Andlisis con endonucleasas de restriccion (REA): Esta técnica utiliza enzimas
especificas que cortan el ADN bacteriano en muchos fragmentos que son
separados por electroforesis en un gel de agarosa. La enzima mas utilizada es la
Hind-1ll, una enzima "cortadora" de 6 pb con numerosos sitios de restriccion en el
genoma. Esta técnica fue importante en el momento de identificar la cepa epidémica

BI/NAP1/027 (Killgore et al. 2008; Huber et al. 2013).

Ribotipificacion: Asi como PFGE es la técnica mas utilizada en América, la
ribotipificacion es la mas utilizada en Europa y Asia. El ribotipo se define como un
grupo de cepas con patrones de bandas idénticos, donde una diferencia en una sola
banda representa un nuevo ribotipo. Esta técnica se basa en la amplificacion, por
medio de cebadores especificos de la region espaciadora interna que se encuentra
entre el rARN 16S y 23S. El resultado de estas amplificaciones son bandas entre
200y 700 pb visualizadas, normalmente, sobre un gel de agarosa o también a través

de un software (Rupnik et al. 2009; S. Cohen et al. 2010; Marin et al. 2014).

Andlisis de secuencias de locus multiples (MLST): Esta técnica permite el
estudio de la relacion entre especies de bacterias, a través de la amplificacion y
secuenciacion de aproximadamente 450-500 pb de fragmentos internos de 5 a 7

genes cromosomales. (Griffiths et al. 2010).
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2.7. Tratamiento de la enfermedad asociada a Clostridium difficile.

Debido al aumento de la incidencia de las ICD en los ultimos afos, los entes de la

salud se han visto obligados a crear una guia de tratamiento para las ICD. Los

antibidticos pueden ser iniciados a la espera de diagndéstico cuando hay suficiente

sospecha clinica (Bauer et al. 2009; S. H. Cohen et al. 2010).

Cuadro 2. Recomendaciones de tratamiento para ICD, segun La Sociedad
Epidemiol6égica de Norteamérica (SHEA) y la Sociedad de Enfermedades
Infecciosas de Norteamérica (IDSA).

Definicion clinica

Datos clinicos de apoyo

Tratamiento

Inicial leve o Leucocitos con un recuento de | Metronidazol 500mg, 3 veces
moderado. 15,000 células/pL. por dia, de 10 — 14 dias.
Leucocitos con un recuento de | Vancomicina 125mg, 4 veces
Inicial grave 15,000 células/pL, mas un | al dia, de 10 — 14 dias.
nivel elevado de creatinina en
suero.
Hipotension o] choque, | Vancomicina 500mg, 4 veces
Inicial grave, megacolon. por dia, via oral o por tubo
complicado. nasogastrico. Mas
metronidazol 500mg cada 8
horas por via intravenosa.
Primera | ----m-mmmmm e Igual que el episodio inicial.
recurrencia
Segunda Vancomicina con un régimen

recurrencia

de reduccion gradual o dosis
interrumpidas.

Tomado de (Zar et al. 2007; Leber et al. 2015; S. Cohen et al. 2010).

Debido a los reportes de fracaso del tratamiento y la recurrencia de ICD los

esfuerzos recientes se han centrado en generar o considerar nuevas opciones

terapéuticas.
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En este contexto, en los Ultimos afios se propuso una opcidn terapéutica para la
ICD; en mayo de 2011, la Food and Drug Administration (FDA) aprobé fidaxomicina
como el primer nuevo antibiético para la ICD y en diciembre de 2011, fidaxomicina
fue aprobado por la Agencia Europea de Medicamentos (Vaishnavi 2015; Chaparro-

Rojas & Mullane 2013).

La fidaxomicina es un antibiético bactericida, que tiene actividad muy limitado contra
la microbiota del intestino. Produce una rapida supresion de la sintesis de ARN,

seguido de la inhibicién de la sintesis de proteinas (Biedenbach et al. 2010).

También ha surgido alternativas de tratamiento como el trasplante fecal, utilizando
microorganismos intestinales a partir de un donante sano, este método se ha
utilizado para tratar a pacientes con recaidas de ICD como una alternativa a la
terapia con antibiéticos en un esfuerzo para restaurar la microbiota intestinal, donde
se ha obtenido resultados positivos (Gough et al. 2011). Alrededor de 27 estudios,
han reportado una tasa de éxito del 92%, en donde los pacientes respondieron

favorablemente después de un solo tratamiento (Vaishnavi 2015).

2.8. Resistencia a los antibi6ticos en C. difficile

Se ha observado que las cepas aisladas de C. difficile son resistentes a una amplia
gama de antibioticos, incluyendo betalactamicos (penicilinas y cefalosporinas),
aminoglucosidos, eritromicina, cefotaxime, ciprofloxacina, moxifloxacina,

levofloxacina, clindamicina, tetraciclina, rifampicina y recientemente linezolid.
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Las investigaciones realizadas sobre la resistencia a los antibitticos de C. difficile,
han descrito multiples mecanismos de resistencia, asociados por lo general a

transposones y otros tipos de elementos genéticos moviles (Baines & Wilcox 2015).

Otro grupo importante de fenotipos de resistencia a antibioticos en C. difficile estan
asociados con mutaciones cromosomales. Por ejemplo, la resistencia a las
fluoroquinolonas se debe a mutaciones idénticas en la subunidad A de la enzima
ADN girasa (gyrA) (Wasels et al. 2015), mientras que la resistencia a rifampicina y
rifaximina se asocia a mutaciones en la subunidad B de la ARN polimerasa

bacteriana rpoB (O’Connor et al. 2008; Lopez-Urefia et al. 2016).

La resistencia a clindamicina estéa relacionada al gen ermB, el cual metila el ARNr
23S bacteriano. No obstante, existen reportes de cepas clindamicina resistente sin
erm(B) y clindamicina-susceptibles con erm(B) (Tang-Feldman et al. 2005); por lo
tanto, parece que existen mecanismos alternativos de resistencia para esta familia

de antibiético (Spigaglia 2016).

En C. difficile la resistencia a la tetraciclina se manifiesta como una consecuencia
de la produccion TetM pero también puede ser debido a TetW (Tenover et al. 2012).
Tanto TetM como TetW son proteinas citoplasmaticas que protegen a los ribosomas

de la accion de tetraciclinas (Chopra & Roberts 2001).

En los ultimos afios pocos estudios han documentado la resistencia a linezolid en
cepas de C. difficile. El linezolid es una oxazolidinona activo frente a bacterias Gram-
positivas por inhibicion de la sintesis de proteinas a través de la interferencia con el

ARNr 23S de las bacterias (Stevens et al. 2007).
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El andlisis adicional de cepas resistentes a linezolid por PCR y secuenciacion han
demostrado la presencia de genes similares a cfr, que confiere resistencia a

fenicoles y una resistencia cruzada a linezolid (Gene et al. 2015).

2.9. Prevencion y control de casos

La mejora en el control de infecciones, con un enfoque en la prevencion de la
transmision, son normativas que cada centro asistencial en salud debe elaborar, y
mantener al personal actualizado sobre la importancia de tomar en cuenta estas

medidas de prevencion.

Los métodos de prevencion para ICD deben ser implementados por todo el personal

de salud. Entre ellos tenemos:

v' La higiene de las manos: lavarse las manos con aguay jabon es mas efectivo
para la eliminacion de esporas.

v' Precauciones de barrera, que incluyen guantes y gabacha.

v' Toallitas germicidas con 10% de hipoclorito de sodio son buenos adyuvantes
para la limpieza del medio ambiente, especialmente en una situacion de
brote.

v" Enlos pacientes con ICD se recomienda la hospitalizacion en pieza individual
y en caso de ser compartida, que sea con pacientes con ICD documentada.

v Restriccion en el uso de antibidticos.

v' Deteccion precoz de pacientes infectados, cumplimiento de medidas de

control y prevencién establecidas (Van Kleef et al. 2014; Rupnik et al. 2009).
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CAPITULO 3: Metodologia

3.1. Objetivo general:

Determinar las caracteristicas moleculares, epidemioldgicas y de resistencia
a antimicrobianos de las cepas de Clostridium difficile aisladas de pacientes
hospitalizados en el Instituto Hondurefio de Seguridad Social y el Hospital

Escuela Universitario, Tegucigalpa, Honduras. Febrero 2016 - Junio 2016.

3.2. Objetivos especificos:

Determinar la presencia de Clostridium difficle en muestras de heces
diarreicas de pacientes con sospecha clinica por medio de la deteccion de
toxinas Ay By cultivo de cepas.

Describir las caracteristicas epidemiolégicas de los cuadros clinicos de C.
difficile asociado a diarrea por el uso de antibidticos.

Determinar las caracteristicas moleculares por medio de la deteccion de
genes tcdA, tcdB, tcdC, pulsotipo por PFGE vy toxinotipo de los aislamientos
de C. difficile obtenidos a partir de pacientes hospitalizados.

Determinar la capacidad de las toxinas de C. difficile de producir efecto
citopatico mediante ensayos de citotoxicidad en cultivo celular.

Describir el perfil de resistencia a los antimicrobianos de los aislamientos de

C. difficile.
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Esta investigacion fue realizada en Honduras, donde los principales investigadores
son el asesor de este trabajo, el Dr. Edgardo Tzoc (tutor de tesis), profesor de la
Escuela de Microbiologia, UNAH, y la autora de esta tesis, Fanny Hidalgo Villeda.
En Costa Rica el investigador principal es el Dr. Carlos Quesada Gomez, profesor
de la Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica y como asesor el Dr.
César Rodriguez, profesor de la Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa
Rica. Adicionalmente, se contd con el apoyo del Dr. Marco Tulio Luque, Infect6logo
del Comité de prevencién y control de infecciones intrahospitalarias del Hospital de
Especialidades del hospital del IHSS e Infectdlogo Pediatra del Departamento de

Pediatria del HEU.

3.3. Disefio del estudio

En el presente trabajo de investigacion es un estudio descriptivo transversal.

3.4. Enfoque del estudio

Cuantitativo.

3.5. Area de estudio

Se recolectaron muestras en dos hospitales de mayor demanda en Honduras como
ser el Instituto Hondurefio de Seguridad Social (IHSS), ubicado en la colonia La
Granja en Comayaguela, Tegucigalpa, Honduras. El IHSS cuenta con 821 médicos,

mas de mil enfermeras, personal administrativo, de limpieza y técnicos.
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Anualmente se atienen 2,688,518 consultas médicas. El total de afiliados directos
ascienden a 600 mil personas y los beneficiarios indirectos representan 1 millén de
personas. Las salas donde se recolectaron las muestras fueron medicina interna
tanto de hombre como mujeres, séptico, patolégico, unidad de cuidados intensivos

de adultos y nifios.

El Hospital Escuela Universitario (HEU), ubicado en el boulevard Suyapa, avenida
1ro de enero, Tegucigalpa, Honduras. Actualmente es el centro hospitalario de

referencia nacional y ademas el centro de educacién médica de pre y postgrado.

Es el unico hospital en Tegucigalpa con servicio de emergencia en todas las
especialidades para nifios y adultos con cobertura las 24 horas del dia, los 365 dias
del afio. Las salas donde se recolectaron las muestras fueron medicina interna tanto
de hombre como mujeres, emergencia de medicina interna, oncologia pediatrica,

nutricion y séptico.

3.5. Poblacién de estudio:

Personas de cualquier edad, hombre o mujer, con sospecha clinica de ICD,
hospitalizados en el Instituto Hondurefio de Seguridad Social o el Hospital Escuela

Universitario, Tegucigalpa, Honduras. Enero 2015 - mayo 2016.
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3.6. Criterio de inclusion:

Se utilizaron algunas recomendaciones de Guias de practica clinica para la infeccién
por Clostridium difficile realizada por la Sociedad de Salud Epidemiolégica de
Norteamérica (SHEA) y la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de Norteamérica

(IDSA).

Personas de cualquier edad, hombre o mujer; hospitalizados en el Instituto
Hondurefo de Seguridad Social o el Hospital Escuela Universitario, con presencia
de diarrea definida como 3 0 mas evacuaciones de heces no formadas en 24 horas
consecutivas 0 menos, que el motivo de ingreso de la persona al hospital no sea
por diarrea, que la diarrea se presente 48h después de haber ingresado al hospital
y que el médico a cargo del paciente avale la sospecha clinica de una ICD. El

paciente debera firmar el consentimiento informado (S. Cohen et al. 2010).

3.7. Criterio de exclusion:

Persona que no cumpla con los criterios de inclusion. Persona que no desee

participar en el estudio, que no firme y apruebe el consentimiento informado.

3.8. Aspectos éticos
El presente estudio no representd ningun riesgo para los participantes, siguiéndose

un riguroso proceso de codificacion de las muestras para la proteccion de la
privacidad y confidencialidad de los individuos. El protocolo de investigacion de este
estudio fue evaluado por el Comité de Etica de Investigacion de la Maestria de
Enfermedades Infecciosas y Zoondéticas (CEI-MEIZ), y el Comité de ética del IHSS

y HEU respectivamente, obteniendo un dictamen favorable (Anexol).
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3.9. Tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico por conveniencia.

3.10. Tamafno de la muestra

En el periodo de tiempo comprendido entre Febrero y Junio del afio 2016, se
recolectaron 52 muestras de heces provenientes de pacientes con sospecha clinica

de ICD, 37 HEU y 15 de IHSS, obteniendo un total de diez cepas de C. difficile.

3.11. Implementacion del estudio

El presente estudio “Caracterizacion molecular y epidemioldgica de las cepas de
Clostridium difficile aisladas de pacientes hospitalizados en el Instituto Hondurefio
de Seguridad Social y el Hospital Escuela Universitario, Tegucigalpa, Honduras.
Febrero 2015 - junio 2016” se realizé en colaboracion de la Universidad de Costa

Rica (UCR).

El estudio se llevo a cabo en el IHSS y HEU, cuando el médico tuvo una sospecha
clinica de un paciente con ICD, se procedié a informar al responsable de la
investigacion en cada uno de los centros asistenciales, el cual explicé el

consentimiento informado al paciente, y este procedio a firmarlo.

Una vez firmado el consentimiento informado, se procedio a aplicar el cuestionario
clinico y también se le explicé al personal médico y de enfermeria las condiciones
de la toma de la muestra de heces. La muestra fue trasladada inmediatamente en
una hielera al Laboratorio de Bacteriologia (UNAH), donde se realizaron las

primeras pruebas, como la deteccidon de toxinas y cultivo anaerobio.
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Posteriormente las muestras en las que se confirmé la presencia de C. difficile,
fueron trasladadas al Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Anaerobia
(LIBA) ubicado en la Universidad de Costa Rica, en San José, Costa Rica para
realizar la tipificacion molecular, perfil de resistencia a antimicrobianos y ensayos
de citotoxicidad (Anexo 2). A continuacién, se describe a detalle el proceso antes

mencionado.

3.12. Consentimiento informado de los participantes

El consentimiento informado fue disefiado por Fanny Hidalgo y aplicado por
estudiantes de la carrera de Microbiologia capacitados; se le explico detalladamente
al paciente o familiar los riesgos y beneficios de participar en el estudio. También
se aclaré que posterior a los resultados de la deteccion de toxinas para C. difficile,

este resultado seria informado lo mas pronto posible al médico a cargo del paciente.

Los pacientes tuvieron tiempo para hacer preguntas y aclarar dudas sobre el
estudio. Los pacientes que aceptaron participar en el estudio, firmaron el formulario
de consentimiento informado antes de iniciar su participacion. El consentimiento fue
firmado por un testigo en los casos en que los pacientes que participaron no
supieran leer ni escribir. A cada participante se le asegurd que toda la informacion
proporcionada sera tratada con confidencialidad y que su participacion es libre y
voluntaria. Posteriormente se entregd el consentimiento informado el cual el

paciente firmoé y entregé al equipo de investigacion (Anexo 3).
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3.13. Consentimiento de los padres (Menores de edad)

Este tipo de consentimiento fue aplicado por personal capacitado; se le explicé al
padre, madre o familiar a cargo del menor detalladamente los riesgos y beneficios
de participar en el estudio. También se aclardé que posterior a los resultados de la
deteccién de toxinas para C. difficile, este resultado fue informado lo mas pronto

posible al médico a cargo del paciente.

El padre, madre o encargado tuvieron tiempo para hacer preguntas y aclarar dudas.
Los padres que aceptaron que el menor participara en el estudio, firmaron el
formulario de consentimiento informado antes de iniciar la participacion del menor;
el consentimiento fue firmado por un testigo en los casos en que los pacientes que
participaron no pudieran leer ni escribir. A cada participante se le aseguro de que
toda la informacion proporcionada sera tratada con confidencialidad y que su
participacion es libre y voluntaria. Posteriormente se entregd el consentimiento

informado el cual el paciente firmd y entregé al equipo de investigacion (Anexo 4).

3.14. Asentimiento de los menores de edad

Los nifios cuyos padres firmaron consentimiento informado fueron invitados a
participar en el estudio. Los nifios que manifestaron su consentimiento a participar
en el estudio se inscribieron como consientes (o que esto involucré contestar un
cuestionario, proporcionar una muestra de materia fecal). El asentimiento del nifio
se obtuvo verbalmente y fue documentado a través de un formulario de asentimiento

de los nifios (Anexo 5).
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3.15. Recoleccion y manejo de datos epidemioldgicos

Para implementar el estudio se administré6 un cuestionario clinico (Anexo 6) a los
participantes. Asimismo, se les solicitdé una muestra de heces para ser examinada

en busca de las toxinas, perfil molecular y citotoxicidad de C. difficile.

La recoleccion de datos se llevd a cabo usando un cuestionario clinico, antes de
aplicar el cuestionario en la poblacién de estudio, se realiz6 una validacion del
mismo. La entrevista se realizé en privado y cada pregunta fue hecha verbalmente
con las respectivas aclaraciones de ser necesario; los datos recolectados en el
cuestionario clinico fueron edad, sexo y sala de los pacientes, el conteo mas alto de
globulos blancos, la temperatura corporal registrada en el expediente durante el
proceso de la enfermedad, también el médico a cargo proporcion6 datos sobre la
exposicion previa a antimicrobianos y el diagnostico de ingreso de cada uno de los

pacientes.

A cada participante se le asigndé un numero de registro Unico de identificacion para
el estudio y toda informacion que permita identificarla fue manejada de forma
confidencial, también se cred un registro electronico y un libro de registro como

respaldo.

3.16. Recoleccidén y transporte de la muestra de heces

Se distribuy6 recipientes transparentes, limpios, de boca ancha y con tapadera
hermética en los dos centros asistenciales para la recoleccion de muestras de

heces.
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También se les dio indicaciones especificas de como recolectar las muestras. El
participante entregd la muestra de heces al encargado de la investigacion y este la

rotuld con el nombre y cddigo asignado al participante.

Las muestras recolectadas fueron transportadas inmediatamente al Laboratorio de
Bacteriologia (UNAH), introducidas en una hielera con icepacks para mantener una
temperatura fria, para que las toxinas de la bacteria no se degradaran. De no poder
transportar la muestra el mismo dia al laboratorio, esta se mantuvo a -10 °C, hasta

su transporte al laboratorio.

3.17. Técnicas de laboratorio

3.17.1 Procesamiento de muestras fecales:

Las muestras fecales recibidas y registradas fueron sometidas a los siguientes

procedimientos:

a) Deteccidn de toxinas Ay B de C. difficile

Se realiz6 por medio de un inmunoensayo en las muestras de heces, utilizando la
prueba Xpect Clostridium difficile toxinas A/B test (Remel®), siguiendo las

instrucciones del fabricante (Anexo 7) (S. Cohen et al. 2010).

b) Cultivo anaerobio de C. difficile a partir de las muestras de heces

Para el cultivo anaerobio, se guio por lo establecido anteriormente por Quesada y

colaboradores (Quesada-Gémez et al. 2015).
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Brevemente, las muestras de heces fueron tratadas con etanol al 96% y se
inocularon en placas de agar cefoxitina-cicloserina con fructosa (CCFA) (Oxoid), y
se incubaron durante 48 - 72 horas a 37°C en una jarra de anaerobiosis. Las
colonias amarillas en CCFA se inocularon en placas de agar de Brucella con sangre
de caballo lisada al 5% (Oxoid) y suplementado con 10 mg / ml de vitamina K (BAK),
se incubaron durante 48 horas a 37°C en jarras anaerobicas. La identificacion
fenotipica de los aislamientos se realiz6 utilizando el sistema RaplD 32A
(bioMériuex) y la prueba de fluorescencia en agar BAK bajo luz ultravioleta de onda

larga.

Estos medios se realizaron de acuerdo a los protocolos establecidos por el LIBA,

UCR, Costa Ricay las instrucciones de los fabricantes. (Anexo 8 y 9).

3.17.2. Mantenimiento de las cepas después del cultivo hasta su traslado a
Costa Rica

Los aislamientos se subcultivaron en caldo infusion cerebro corazon (BHI) con 20%
de glicerol y se congelaron a -20°C hasta su transporte al LIBA de la Universidad de

Costa Rica para su caracterizacion molecular (Anexo 10).

3.17.3. Transporte de las cepas al LIBA, Costa Rica

Se prepararon las esporas de C. difficile a partir de los aislamientos almacenados a
-20°C, estas se cultivaron en BAK por cinco dias a 37°C en jarras de anaerobiosis.
Después de ese periodo de incubacion, se verificO la pureza de las cepas
(morfologia colonial, tincibn de Gram, olor, fluorescencia en UV) de las cepas

crecidas en BAK.
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Posteriormente se realizd una suspension de las esporas en agua destilada estéril,
se inocularon 100 pl en el papel filtro seco, cuando el papel filtro estaba totalmente
seco, se introdujo 4 papeles filtro por cepa en bolsas estériles. Se guardaron hasta

su traslado al LIBA, UCR.

3.17.4. Procedimientos a realizar a partir del cultivo anaerobio

Las esporas de las cepas se trasladaron en papel filtro al LIBA, UCR. Cada
fragmento de papel filtro con esporas de C. difficile, se coloc6 en medio de carne
picada con BHI y pre-reducido para bacterias anaerobias, asignandoles un cédigo
del LIBA, estos medios se incubaron 48h a 37°C. Después de este tiempo, los
caldos fueron sembrados en Agar Clostridium difficile monoxalactam y norfloxacina
(CDMN) y se incubaron 48h en camara de anaerobiosis bajo una atmdsfera
compuesta de 90% de N2, 5% de Hz y 5% de CO> (Bactron Il, ShellLab, Cornelius,
OR, EE.UU.). Las colonias sospechosas se sembraron en Agar Brucella
suplementado con vitamina Ky 5% de sangre lisada de caballo (BAK), se incubaron
48h en la camara de anaerobiosis. A partir del cultivo de BAK se realiz6 a cada cepa

la prueba de fluorescencia y coloracion de Gram (Anexo 10).

A partir del cultivo en BAK, se realiz6 el siguiente procedimiento:

a) Extraccion de ADN

El ADN de cada cepa se obtuvo a partir de cultivos de ocho horas en BHI, utilizando
el kit comercial InstaGene (Bio-Rad, Hércules, CA) segun las instrucciones del
fabricante y segun lo descrito previamente por Quesada y colaboradores (Quesada-

Gomez et al. 2015) (Anexo 11).
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b) Deteccién de genes tcdA, tcdB, tcdC, ctdB y tpi

Se determiné la presencia de los genes de la toxina A (tcdA), toxina B (tcdB), del
dominio de unién de la toxina binaria (ctdB), del regulador negativo del PaLoc (tcdC)
y para la confirmacién de la identificacion de los aislamientos el gen triosa fosfato
isomerasa (tpi) mediante PCR-multiplex. Se utilizé el protocolo, los cebadores y las

condiciones descritas por Lemee y colaboradores (Lemee et al. 2004).

Los productos amplificados se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1.5% de doble peine en buffer TBE 0.5X, con una corrida de 100V por 90 minutos
y se visualizaron con un colorante de carga de ADN suplementado con Gelred
(Biotium) y las imagenes fueron capturadas utilizando un fotodocumentador BioDoc-

it ™ (UVP).

Como controles de amplificacion fueron utilizados, una cepa NAP1 de referencia
R20291 (A+B+ con una delecion de 18 pb en el tcdC y CDT+), una NAP7 (A+B+,
con unadelecion de >18 pb en el tcdC y CDT+) y una cepa NAP9 (A-B+, sin delecion

en el tcdC y CDT+) (Anexo 12).

c) Determinacion de pulsotipo por electroforesis en campo pulsante

(PFGE)

Se determiné el patrén de macrorestriccion mediante PFGE de cada uno de las
cepas de C. difficle de acuerdo con el método descrito por Quesada y
colaboradores (Quesada-Gomez et al. 2015). Brevemente, el ADN bacteriano se

obtuvo a partir de cultivos de 6 a 8 h en BHI.
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Se prepararon tapones de agarosa mezclando volimenes iguales de suspensiones
bacterianas y agarosa Seakem Gold® en tampén Tris-EDTA (Sigma, Deisenhofen,
Alemania). Los tapones se incubaron durante la noche a 37°C con lisozima (2 mg /
ml) y ARNasa a (20 pg/ml) (Sigma) y se trataron con proteinasa K (20 mg / ml). Se
realizd la digestion con la enzima de restriccion Smal (Roche®, Mannheim,
Alemania) y se incubd durante la noche a 37°C, los fragmentos de ADN se
separaron en agarosa al 1% ( Bio-Rad® Pulse Field Certified Agarose) mediante un
equipo CHEF-DRIII (Bio-Rad® Laboratories) durante 21 horas. Los geles se tifieron
con bromuro de etidio y se fotodocumentaron usando ChemiDoc™ XRS,
posteriormente, las imagenes fueron analizadas con el software BioNumerics, v4.6
(Applied Maths), y los patrones de macrorestriccion obtenidos, se compararon con
los depositados en la base de datos del National Microbiology Laboratory de
Canada. Como control de corrida se utilizé se utilizé ADN obtenido de una cepa

Salmonella ser. Braenderup H9812 (Anexo 13).

d) Toxinotipificacion

La Toxinotificacion es una técnica donde se amplifica el segmento B1 de la toxina
B y el segmento A3 de la toxina A mediante un PCR con las condiciones descritas

por Rupnik y colaboradores (Rupnik & Janezic 2016).

En este estudio se escogieron tres cepas representantes de cada patrén de
macrorestriccion para secuenciar su genoma completo y asi determinar su
toxinotipo in silico. Para el patron 0461 la cepa HON11, para el patron 1056 la cepa

HON10, y para el patrén 1057 la cepa HONOG.
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Para mandar a secuenciar cada una de las cepas mencionadas, se realiz6 una
extraccion de ADN utilizando un Kit comercial (QUIAGEN-DNeasy® Blood & Tissue

Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 14).

Al finalizar este procedimiento, se obtuvieron 200 uL de ADN de cada cepa, el cual
se cuantificd en el NanoDrop, obteniendo las siguientes concentraciones, para la
cepa HONO6 30 ng/ul, para HON10 23.6 ng/ul y para HON11l 22.6 ng/ul;
posteriormente se realiz6 una electroforesis en agarosa al 1%, el ADN fue

almacenado en tubos Eppendorf a -20° C hasta su envio.

El ADN fue enviado via FedEx a la empresa MicrobesNG en el Reino Unido para su
secuenciacion. Para obtener el toxinotipo de cada cepa, se realizé una digestion in
silico con las enzimas EcoRI y Hincll de los fragmentos A3 y B1 utilizando el
software GeneiousR10, se ingresaron las secuencias de los fragmentos A3 y B1 al
software, y se digirieron in silico con las enzimas EcoRI y Hincll, obteniendo

finalmente un gel virtual.

e) Ensayos de citotoxicidad y determinacion del efecto citopatico

Se utilizaron monocapas de células HeLa para determinar los titulos de citotoxicidad
y efecto el efecto citopatico (CPE) de cada una de las cepas. Los sobrenadantes de
24 horas se diluyeron decimalmente 10-12 veces de forma seriada y estas
diluciones se afiadieron a monocapas de cultivo celular. EI CPE se determiné
mediante la observacion en un microscopio invertido por deformacién redondeada
con ramificaciones para el efecto clasico arborizante o por deformacién mas

marcadamente redondeada sin ramificaciones para el efecto variante.
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El titulo de citotoxicidad fue establecido como la méxima dilucion positiva en la que

se presente un efecto citopatico.

El titulo de citotoxicidad se reportd como el promedio + desviacion estandar de los
resultados de los experimentos en células HelLa por duplicado. Ademas, se reporté
el CPEsoy% (que se establece como el inverso de la dilucion en la que se afecta a un
50% de las células) de cada una de las cepas en estudio, evaluando asi en
porcentajes la presencia del CPE en la monocapa del cultivo celular de HelLa. La
figura del ensayo de citotoxicidad se prepard con el programa GraphPad Prism 5,
ajustando los datos con una regresion no lineal para el calculo de la dosis letal 50

por patron de macrorestriccion (Anexo 15).

f) Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos

Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) para la
clindamicina, cefoxitina, ciprofloxacina, moxifloxacina, levofloxacina, linezolid,
tetraciclina, tigeciclina, rifampicina, vancomicina y metronidazol, utilizando tiras de
E- test (AB bioMérieux, Askim) y placas de agar Brucella con 5% de sangre lisada
de caballo, 1 ug / mL de vitamina Ky 5 ug / mL de hemina, con 4mm de espesor
(Agar E-test). Se utilizdé C. difficile ATCC 700057 como cepa control, segun los
lineamientos establecidos en M11-A7, M100-S21 por Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI).
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Para lo anterior, se realiz6 una suspension de la bacteria equivalente a la turbiedad
del estdndar 3 de McFarland a partir de colonias crecidas en BAK durante 18-24
horas a 37°C en anaerobiosis (90% Nz, 5% Hz, 5% COg; Bactron I, Shell Lab®),
esta suspension se inocul6 en agar E-test en tres direcciones y se colocan las tiras
de antibiético en los 5 minutos siguientes. Las placas se incubaron bajo una
atmésfera compuesta de 90% de N, 5% de Hz y 5% de CO2 en una camara de
anaerobiosis Bactron Il (ShellLab, Cornelius, OR, EE.UU.) a 37°C durante 48 h.
Para la categorizacion de susceptibilidad se utilizaron los puntos de recomendados
por el CLSI: 0.25 ug/ml para tigeciclina, 4 pg/mL para linezolid, 8 ug/mL para
clindamicina, ciprofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina, 16 pg/mL para
tetraciclina, 32 pg/ml para metronidazol y 64 pyg/ml para cefoxitina. Para rifampicina
y vancomicina se adoptaron los puntos de corte recomendados en el documento
M100-S21 para Staphylococcus aureus porque no se han definido valores para las
bacterias anaerobias; estos valores fueron 4 ug/mL para rifampicina y 16 ug/mL

para vancomicina (Anexo 16).

g) Deteccion de los genes tetM y cfr por PCR

Se realiz6 una PCR para determinar la presencia de genes que se asocian a
resistencia a tetraciclina (tetM) y linezolid (cfr). Se utiliz6 el protocolo, cebadores,
las condiciones descritas por Marin, Spingaglia y colaboradores (Marin et al. 2015;

Spigaglia et al. 2006).
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Los productos amplificados se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1.5% en buffer TBE 0.5X, con una corrida de 100V por 90 minutos, luego se
visualizaron con un colorante de carga de ADN suplementado con Gelred (Biotium)
y las imagenes fueron capturadas utilizando un fotodocumentador (BioDoc-it ™ de

UVP) (Anexo 17).

3.18. Aspectos de bioseguridad

El estudio fue presentado al Oficial de Bioseguridad de la Maestria en
Enfermedades Infecciosas y Zoondticas de la Escuela de Microbiologia para su
evaluacion en relacion al cumplimento de las normas de bioseguridad establecidas

(Anexo 18).

La manipulacion de las muestras, asi como los procedimientos se desarrollaron en
un laboratorio con nivel de bioseguridad tipo Il dadas las caracteristicas de la
muestra en estudio que representaba un riesgo minimo de infeccion, debido a la
biologia de la bacteria, y que se necesitan condiciones especificas para poder
desarrollar ICD. Se elaboraron y siguieron los procedimientos operativos estandar

especificos de cada etapa del estudio.

3.19. Analisis de datos.

Dado el disefio del estudio de tipo descriptivo y las caracteristicas de las cepas, se
determinaron estadisticos descriptivos de frecuencia, para ellos se utilizd el

programa estadistico INFOSTAT para el analisis de estadistica descriptiva.
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Se elaboraron tablas y figuras para la presentacion de las frecuencias de los datos

microbiologicos, epidemioldgicos, moleculares y de resistencia.

Para la digitalizacion del gel y determinacion de pulsotipo se utilizd el software

BioNumerics v4.6 (Applied Maths) y la base de datos del National Microbiology

Laboratory of Canada, Public Health Agency.

Adicionalmente, se cre6 una figura para los ensayos de citotoxicidad, con la cual se

estimé las CPsp para cada una de las cepas, utilizando una regresién no lineal con

el programa GraphPad Prism 5 y los datos se separaron por patron de

macrorestriccion.

Cuadro 3. Plan de analisis de datos

Variables Fuente de datos Analisis estadistico
1. Presencia de Prueba Xpect C. difficile -Descriptivo:
toxinas Ay B A/B test de Oxoid ® -Analisis de frecuencias de las
de C. difficile toxinas Ay B.
2. Cultivo Crecimiento de C. difficile -Descriptivo:

anaerobio de C.

en Agar BAKy CCFA

- Andlisis de frecuencias de

difficile cultivos positivos por C. difficile.
3. Presencia de PCR multiplex para los - Descriptivo.

genes tcdA, genes tcdA, tcdB, tcdC, - Analisis de frecuencias de
tcdB, tcdC, ctdB y tpi. cada uno de los genes.

ctdB y tpi.

4. Pulsotipo Determinacion de Software BioNumerics v4.6

pulsotipo por electroforesis
en campo pulsante
(PFGE)

(Applied Maths) con las bases
de datos del National
Microbiology Laboratory of
Canada, Public Health Agency,
Analisis de frecuencias de los
pulsotipos resultantes.
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5. Toxinotipo

Toxinotipificacion

Descripcion de toxinotipos

6. Citotoxicidad

Ensayos de citotoxicidad y
determinacién del efecto
citopético

Regresidén no lineal

7. Perfil de
susceptibilidad
alos
antimicrobianos

Pruebas de susceptibilidad
a los antimicrobianos.
CMiis de clindamicina,

ciprofloxacina,
moxifloxacina,
vancomicina, rifampicina,
linezolid y metronidazol

mediante el uso de tiras E-

test®.

PCR para los genes tetM y
cfr

Determinacion de porcentajes
de resistencia y de percentiles
50 y 90 para cada uno de los
antimicrobianos.

Andlisis de frecuencia de los
genes tetM y cfr.
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CAPITULO 4: Resultados

Durante el periodo comprendido de Febrero a Junio del afio 2016, se analizaron un
total de 52 muestras fecales de centros hospitalarios de Honduras, Hospital Escuela
Universitario (n= 37) y el hospital del Instituto Hondurefio de Seguridad Social

(n=15), obteniendo un total de diez aislamientos de C. difficile.

4.1. Deteccion de toxinas Ay B, y aislamiento anaerobio de C. difficile

El 21% del total de las muestras resultaron positivas para las toxinas Ay B, de las

cuales, un 15% provenientes del HEU y un 6% del IHSS.

El porcentaje de recuperacion por cultivo anaerobio fue ligeramente mayor que el
resultado en la deteccidn de las toxinas, ya que se aislaron un 27% del total de las
muestras (HEU: 21% vs. IHSS: 6%). Las muestras con cultivo anaerobio positivo,
dieron lugar a 10 aislamientos, que fueron caracterizados por PCR multiplex, PFGE
y toxinotipo; obteniendo las caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes, datos

de citotoxicidad y de resistencia a los antimicrobianos.

4.2. Andlisis epidemioldgico de los aislamientos de C. difficile

A patrtir del cuestionario clinico, se obtuvieron los porcentajes para cada uno de los

datos clinicos y epidemiolégicos de las infecciones producidas por C. difficile.

En los 10 aislamientos obtenidos (8 del HEU y 2 del IHSS), el rango de edad de los
pacientes fue de 24 a 86 afios de edad (Cuadro 4). El 80% de los pacientes
corresponden al sexo femenino y el 20% al sexo masculino.
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El 70% de los pacientes infectados obtuvieron un conteo de glébulos blancos por
encima de 15,000 células/ul y una temperatura >38°C durante el transcurso de la

infeccion.

En cuanto al diagnéstico inicial de los pacientes, la sepsis, diabetes, enfermedad de
origen gastrointestinal y respiratorio, fueron las patologias reportadas en estos

pacientes.

Por otro lado, se obtuvo informacidén sobre la exposicion a antibiéticos de los
pacientes previa a la aparicion de los sintomas de la enfermedad; resaltando que la

mayoria tuvieron exposicion a cefalosporinas, carbapenems y fluoroquinolonas.

Cuadro 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes infectados con genotipo

NAP1 de C. difficile (n=10).

Variable (%)
Edad (rango) *
24 - 86
Sexo:
Femenino 80
Masculino
20
Caracteristicas clinicas:
Conteo de globulos blancos >15,000 células/ul 70
Fiebre >38°C
70
Diagndstico de inicio:
Sepsis
30
Diabetes
30
Respiratorio
20
Gastrointestinal
20
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Exposicidn a antimicrobianos:

Exposicion a cefalosporinas 90
Exposicion a Carbapenems 40
Exposicion a fluoroquinolonas 33

* La informacion se obtuvo a partir de un cuestionario clinico— epidemioldgico.

4.3. Caracterizacion molecular de las cepas de C. difficile

4.3.1. PCR Multiplex

Las cepas fueron analizadas por PCR-multiplex (Multiplex | y Multiplex 1) para
demostrar la presencia de genes del PalLoc (tcdA, tcdB, ctdB y tcdC) y el gen tpi

para confirmar la identidad de las cepas como C. difficile.

El PCR Multiplex | y Il demostré que todas las cepas tenian la presencia de los

genes tcdA, tcdB, tcdC, cdtB y tpi; asi como una delecion en el gen tcdC (Fig. 4).

Figura 4. Deteccidon de genes de toxinas y confirmacidén de identificacion de

C. difficile por PCR multiplex.
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Muitiplex | . Blanco 11, HONOS
2. Escalera 12. HONO0S
3. NAP1 13. Espacio
. NAP7 14. HON10
A-B+ 15. HON11
5. HONO1 16. HON13
HONOS 17. HON14
. HONOG 18. A-B+
. Espacio 19. NAP7
0. HONO7 20. NAP1

MulSplex i . Blanco 11. HONOS
. Escalera 12. HONO0S
3. A-B+ 13. HON10
. NAP1 14. HON11
5. NAP7 15. HON13
5. HONO1 16. HON14
. HONOS 17. Espacio
. HONOG6 18. NAP7

Espacio 19. NAP1
0. HONO7 20. A-B+

Escalera: Gene Ruler, 100pb, Fermentas.

Se utilizaron las cepas NAP1 (tcdA +, tcdB +, cdtB+, tcdC+ y fpi +), NAPT (tcdA +, tedB +, cdtB+, tedC+ y tpi +) y A-B+
(tcdA -, tcdB +, cdtB-, tcdC+ y tpi +) como controles de peso molecular de las bandas para los diferentes genes.

4.3.2. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).

Al total de las cepas se les realizo una electroforesis en gel de campo pulsado para
obtener la clasificacion NAP y el patron de macrorestriccion Smal de cada una ellas.
Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el software BioNumerics, v4.6
(Applied Maths). Para dar una designacion NAP y el patron de macrorestriccion a
cada una de las cepas, el patrén de bandas debié coincidir con algin genotipo en
la base de datos, en el caso de que no coincidieran se determind como genotipo

nuevo.
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Todas las cepas analizadas fueron clasificadas como genotipo NAP1, encontrando
tres diferentes patrones de macrorestriccion Smal denominados 0461 y 1056
(encontrados en ambos hospitales), mientras que el patron 1057 fue encontrado

solamente en el HEU (Fig. 5).

Figura 5. Tipificacion de cepas de C. difficile por electroforesis en gel de

campo pulsado.

% Similitud Cepa Partron Hospital
Smal

HONO7 0461 HEU
HONO8 0461 HEU

HONO9 0461 HEU
HON11 0461 IHSS
HON13 0461 HEU
HON14 0461 HEU
HONO5 1057 HEU
HONO6 1057 HEU
HONO1 1056 IHSS
HON10 1056 HEU

4.3.3. Toxinotipificaciéon

La toxinotipificacion fue realizada solamente a una cepa de cada uno de los
patrones de macrorestriccion Smal encontrados, es decir, HONO6 del patrén 1057,

HON10 del patrén 1056, y HON11 del patrén 0461.
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La obtencion de dos fragmentos para A3 (EcoRIl, 1403 bp+ 1688 bp) y dos
fragmentos para B1 (Hincll, 1681 bp + 1408 bp) reveld que todos los aislamientos

pertenecian al toxinotipo IV (Fig. 6).

Figura 6. Toxinotipificacion de cepas de C. difficile utilizando las enzimas

restriccion EcoRl e Hincll.

Fragmento A3 Fragmento B1
HONOG HON10 HON11 HONOE HON10 HON11
A3 A3 A3 B1 B1 B1
3,500 ‘— 3,500 ‘—
3,000 ‘S— 3,000 S—
2,500 w— 2,500 ‘—
2,250 S— 2,250 ‘—
2,000 ‘— 2,000 —
L750 "= v  w— w— 1,750 === v e  —
1,500 ‘e— 1,500 v—
em— — — — e— —
1,250 ‘— 1,250 ‘—
1,000 ‘w— 1,000 S—
750 — T50) —
SO0 — SO0 w—
250 w— 250 w—
“Se p3COgic una cepa de cada patron de macorresticoon para secusnoiar s genoma completo y se realing una digestion in silicode los fragmentos A3 y 81 - GeneiousR 14,
=L compararan los lamafios esperados para los fagmentos de los diferentes tosinobipes con la base de daios publicads pos Bupnik y colaboradores,

4.4. Ensayos de citotoxicidad

Para realizar los ensayos de citotoxicidad se inocularon los sobrenadantes de las
toxinas de las 10 cepas de C. difficile en células HeLa y se observé el efecto

citopatico (CPE), obteniendo los titulos de citoxicidad y la CPE50 de las cepas.
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Las cepas analizadas producen un CPE clésico en células HelLa, que se caracteriza
por una deformacion redondeada de las células. El porcentaje de mortalidad més
alto fue el de la cepa HON11 del patron 0461 (100% de mortalidad hasta la dilucion
11), mientras que el patrén 1056 dio lugar a un 25% de mortalidad hasta la dilucion

10y el patron 1057 a un 25% de mortalidad hasta la dilucién 8 (Figura 7).

También se obtuvo los datos de CPES50, resaltando que el dato mas alto fue para
las cepas HON14, HON11l y HONOS8, estas cepas pertenecen al patrén de
macrorestriccion 0461. Mientras que los datos de CP50 mas bajos son para las

cepas HON10 (1056) y HONOG (1057).

Figura 7. Efecto citopatico en células HeLa producido por las toxinas de C.

difficile, agrupados por patrén de macrorestriccion Smal.
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A Citotoxicidad en células HelLa (Smal 1056) B Citotoxicidad en células HeLa (Smal 1057)
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