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2. Resumen

La infeccion causada por el patégeno anaerobio Clostridioides difficile es la principal causa de
diarrea nosocomial y conlleva elevadas tasas de morbilidad, mortalidad y gasto sanitario. A
pesar de la existencia de tratamiento antibi6tico, existen un elevado porcentaje de fracasos
con aparicion de recurrencias. El antibiético Metronidazol, considerado como principal opcion
durante anos, ha demostrado ser menos eficiente que otros farmacos, por lo que hoy por hoy,
en primera linea se encuentran los antibiéticos Vancomicina y Fidaxomicina. La Microbiologia
clinica no analiza la sensibilidad antibiética ya que esta patologia no se diagnostica mediante
cultivo, y por tanto, no se puede realizar el antibiograma. En este contexto, se consideraban
todas las cepas como sensibles, aunque han aparecido trabajos que comunican la presencia
de cepas resistentes a estos farmacos. Este trabajo analiza la barrera genética de estos
farmacos mediante la exposicidon repetida a concentraciones subinhibitorias de los mismos;
pretendiendo simular con este modelo in vitro una pauta posologica incorrecta. A pesar de la
repetida exposicion a los farmacos, ambos tienen gran dificultad para seleccionar mutantes
resistentes, destacando que la Fidaxomicina cuenta con una mayor barrera genética que la

Vancomicina.
PALABRAS CLAVE: Clostridioides difficile, ICD, Fidaxomicina, Vancomicina, resistencia
Abstract

Infection caused by the anaerobe pathogen Clostridioides difficile is the main cause of
nosocomial diarrhoea, and implies high rates of morbidity, mortality and health input. Although
it does exist antibiotic treatment, there is also a great rate of failure and recurrence appearing.
Metronidazol, considered as the main option for years, has demonstrated to be less efficient
than other treatments, therefore, currently only Vancomycin and Fidaxomicin are found in first
line. Clinical microbiology does not analyse sensibility, since this pathology is not diagnosed
through culture, and therefore, the antibiogram cannot be done; though all strains were
considered sensible, some studies have communicated the existence of resistant strains to
these antibiotics. This study analyses the genetic barrier of these treatments through the
repeated exposure to subinhibitory concentrations of both; intending to simulate with this in
vitro model an incorrect dosage. In spite of the repeated exposure, both have great difficulties
in selecting resistant mutants, highlighting the great genetic barrier that Fidaxomicin has over

Vancomycin.

KEY WORDS: Clostridioides difficile, CDI, Fidaxomicin, Vancomycin, resistance



3. Introduccion

Clostridioides difficile fue reclasificado tras evidenciar la distancia filogenética con el género
Clostridium (Lawson et al., 2016) en el que antes se encontraba incluido. Se trata de una

bacteria anaerobia, Gram positiva, generadora de toxinas y esporas.

La infeccion por Clostridioides difficile (ICD), se considera un problema de salud publica;
debido a sus elevadas tasas de morbilidad, mortalidad y recurrencia, uniendo a todo ello la
presencia de variables que incrementan el riesgo como la estancia hospitalaria prolongada o

edad avanzada (Alcala-Hernandez et al., 2016).

Su ciclo presenta tanto la forma vegetativa potencialmente productora de toxinas, y por tanto
patdbgena; como la espora de resistencia, presente cuando las condiciones del medio se
vuelven desfavorables. Se encuentra principalmente en muestras de heces humanas, suelo y
agua (Sinnathamby et al., 2023); lo que se relaciona directamente con el hecho de que la ICD
sea una de las infecciones nosocomiales mas comunes. Un inadecuado procedimiento de
higiene hospitalaria puede llevar a la transmision fecal-oral entre pacientes; esto, unido a la
mayor probabilidad de disbiosis del microbioma intestinal por hospitalizacion, acaba por
provocar la germinacion de las esporas en el colon dando lugar a la aparicion de la infeccion
(Buddle & Fagan, 2023).

La principal causa disbiosis intestinal resulta de la exposicion a antibiéticos de amplio
espectro. El tratamiento con este tipo de antibiéticos altera la eubiosis natural, situacion
aprovechada por C. difficile para colonizar el intestino. Dicha proliferacion resulta en la
aparicion de sintomatologia siempre y cuando estas cepas sean patdgenas, productoras de
toxinas. Las toxinas A y B, se integran en los colonocitos y alteran su metabolismo, causando
la muerte celular; y por consiguiente produciendo diarrea, colitis e incluso colitis

pseudomembranosa en los casos mas extremos (Wang et al., 2025).

El p-cresol compuesto producido por C. difficile debido a la fermentacion de la tirosina parece,
ademas de dotar de su olor caracteristico a “cuadra de caballo” (Alcala-Hernandez et al.,
2016), favorecer la disbiosis gracias a la incapacidad de otras bacterias intestinales

(especialmente Gram negativas) de tolerar este compuesto (Passmore et al., 2018).
3.1 Patogenicidad

Las cepas toxigénicas cuentan con el locus de la patogenicidad (PaLoc) que regula la
produccién de las exotoxinas A y B; ocupa una region de aproximadamente 19,6 kb (Figura

2A) (Buddle & Fagan, 2023) y puede encontrarse en distintos lugares del genoma (Monot
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et al., 2015). Contiene 5 genes; dos de ellos codifican las toxinas A (tcdA) y B (tcdB), mientras
que los otros tres codifican proteinas reguladoras: tcdR, tcdE 'y tcdC. tcdR es un factor sigma
que regula positivamente la transcripcion; mientras que tcdC actua como un anti-factor sigma,
regulando tcdR (Alam & Madan, 2024).

Mientras que tcdE, codifica proteinas tipo holinas (caracteristicas de los bacteri6fagos,
permiten la liberacién de los mismos mediante la alteracion de la pared celular) que median

la salida de las toxinas del medio intracelular (Govind & Dupuy, 2012).
3.1.1 Toxinas A (TcdA) y B (TcdB)

Ambas estan formadas por 4 dominios funcionales. El N-terminal relacionado con la actividad
catalitica (glucosiltransferasa, GTD), el C-terminal afin a la unién con el respectivo receptor
de membrana, un dominio encargado de la formacion del poro y otro con actividad
autocatalitica para liberar el dominio GTD al citosol tras la formacién del poro en la membrana

del endosoma (Chandrasekaran & Lacy, 2017).

Aunque el porcentaje de identidad compartido entre ambas es relativamente elevado, un 47%,
una de las principales diferencias reside en el dominio de unidbn a sus receptores de
membrana. En el C-terminal se encuentran los dominios CROPS (Combined Repetitive
Oligopeptides); para TcdA se determinaron como receptores objetivo diversos carbohidratos,
entre los que se encuentran la sacarosa-isomaltosa (Sl) y la glicoproteina 96 (gp96). Para
TcdB se ha identificado como receptor de membrana CSP4 (proteoglicano 4 de sulfato de
condroitina), y tras este, tanto NECTIN3, como varias proteinas “frizzled” (1,2 y 7) presentes

en el epitelio intestinal (Chandrasekaran & Lacy, 2017).

A pesar de que en los inicios se considerase a TcdA como el mayor factor contribuyente a la
toxicidad. TcdB, parece jugar un mayor rol en lo que respecta a la patogenicidad, la cada vez
mas acusada presencia de cepas A-B+, demuestra la independencia ante TcdA para mostrar
toxicidad (Drudy et al., 2007).

El modo de accién ABCD (A, actividad biolégica; B, union; C, corte; D, entrega) que aplica a
ambas es parecido, ya que su estructura multimodular define su mecanismo de accion (Jank
& Aktories, 2008). Tras su unidn a los receptores extracelulares (Figura 1B), son internalizadas
mediante endocitosis mediada por clatrinas (Papatheodorou et al., 2010). La acidificacion del
interior del endosoma produce cambios conformacionales; la region hidrofobica de la proteina
se expone, permitiendo su insercion en la membrana (Qa’Dan et al., 2000). Esto, permite la

salida del dominio catalitico de las toxinas al citosol celular. El dominio N-terminal cuenta con



actividad GTD, tiene como objetivo la treonina 37 (Herrmann et al., 1998). La glucosilacién en

Thr37 impide la unién de Rho al GTP, manteniendo su forma inactiva (Jank & Aktories, 2008).

Debido al papel esencial de Rho como regulador del citoesqueleto; tras su alteracion se
produce la desorganizacion de las fibras de actina, la disrupcién de las uniones celulares
mediadas por la mismas, asi como al redondeamiento celular (Pothoulakis, 2000). La
disrupcién de las uniones celulares causa la pérdida de la integridad de la barrera epitelial, y
como consecuencia un aumento de la permeabilidad intestinal resultando en la aparicién de

diarrea.

De manera complementaria al dafio celular, se secretan citocinas proinflamatorias como TNF-
a y se reclutan tanto neutréfilos como monocitos (Figura 1A); en este proceso de activacion
del sistema inmune innato tras el inicio de la inflamacion. Esto, suma a la mucosa inflamada
placas blancas y amarillas, distintivas de la presencia de colitis pseudomembranosa; ya que
las pseudomembranas estan compuestas principalmente por detritos celulares, neutrofilos,

fibrina y mucina (Poutanen, 2004).
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Figura 1. Mecanismo de patogenicidad de C. difficile mediado por TcdA y TcdB. A) Detalle de la
cascada de sefializacion del sistema inmune iniciada tras su la entrada (Chandrasekaran & Lacy, 2017)
B) Detalle del mecanismo de entrada y liberacion de las exotoxinas en el interior de los colonocitos
(Wang et al., 2025).

3.1.2 Toxina binaria (CDT)

La regulacién de CDT es independiente del locus PalLoc, se encuentra en una region distinta
de unos 6,2kb (Figura 2B). De nuevo, fcdR, actia como un regulador positivo para su

transcripciéon (Buddle & Fagan, 2023). La cantidad de cepas productoras de CDT se encuentra



en una horquilla de entre el 5 y el 30%, y normalmente, se asocian a la presencia de cepas
hipervirulentas (Alam & Madan, 2024).

La CDT esta compuesta por dos regiones: CDTa y CDTb. CDTa, cuenta con dos dominios
que se encargan tanto de la interaccion con CDTb como de la actividad catalitica (ADP-
ribosilacién de la actina), una vez la CDT es liberada en el citosol celular. Mientras, CDTb
cuenta con 5 dominios que se centran en facilitar la entrada de CDTa al interior del citosol.
Desde la unién del complejo CTDa-CTDb a la membrana hasta la formacién del poro en la
membrana del endosoma; incluyendo la activacion y oligomerizacién necesarias que permiten

el cambio de estructura para la formacién de dicho poro (Martinez-Meléndez et al., 2022).
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Figura 2. Organizacién de los genes de las toxinas en el genoma de C. difficile (Alam & Madan, 2024).
A) Representacion de Paloc. Los genes codificantes de toxinas se sefialan en rojo, mientras que los
azules representan los reguladores; las flechas indican la direccion de la transcripcion. B)

Representacion del locus de la CDT.

En cuanto al mecanismo relativo a CDT; CDTb se une al receptor de lipoproteinas (LSR),
altamente expresado en tejido intestinal. Recluta entonces a CTBa y el complejo es
endocitado. Debido al cambio de pH en el interior del endosoma CDTb oligomeriza formando
un poro en la membrana de este, permitiendo a CDTa translocarse al citosol. Donde el dominio
catalitico de CDTa es capaz de ribosilar la actina (en la arginina 177), impidiendo su
polimerizacién y provocando alteraciones en el andamiaje microtubular (Gerding et al., 2014).
Cuando CDT se combina con TcdA y TcdB potencia la liberacion de citoquinas
proinflamatorias, agravando la reaccion inflamatoria y la respuesta del hospedador (Alam &
Madan, 2024).

3.2 Esporas: produccién y germinacion.

La produccion de esporas altamente resistentes (al oxigeno, calor, desecacion, luz UV...)

potencia la transmision de la bacteria, a la par que complica el seguimiento de su ciclo.



La regulacién sobre la esporulacion mediada por el gen Spo0OA, permiti6 comprobar su papel
en la correcta transmision. La generacién de mutantes defectivos en este gen conduce a la
incapacidad de formar esporas, a la vez que lleva a una deficiente transmision entre

huéspedes murinos (Deakin et al., 2012).

El proceso de esporulacién (Figura 3) comienza cuando las condiciones en el medio se
vuelven indeseables: cambios en el pH, presencia de antibibticos o, principalmente, falta de
nutrientes en el medio. La formacion de un septo inicia el proceso de separacion entre la proto-
espora y la bacteria inicial. La futura espora recibe una copia del genoma completo y
seguidamente es engullida, dando lugar a una espora inmadura, libre en el citoplasma
bacteriano. La maduracién resulta de la adicién de capas protectoras a su recubrimiento.
Finalizado el proceso las esporas son liberadas al medio gracias a la lisis bacteriana (Buddle
& Fagan, 2023). La madurez de las esporas resulta clave para su resistencia, cada capa le

confiere propiedades Unicas que resultan en esta tenacidad.
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Figura 3. Ciclo de vida de C. difficile (Buddle & Fagan, 2023).

El alto porcentaje de &cido dipicolinico unido a calcio (Ca-DPA), hasta un 25%, contenido en
el nucleo se encarga de deshidratar la espora; favoreciendo la disminucién de la movilidad
molecular y, aumentando, la resistencia térmica de las proteinas presentes en el nucleo.
Ademas, las pequefas proteinas acido-solubles (SASPs) de tipo a/, presentes en nucleo, se

unen al ADN, ayudando a protegerlo de factores de dafio (Setlow, 2014).

La membrana interna, situada inmediatamente después del nucleo parece jugar un papel
clave en la prevencion del acceso de quimicos nocivos al nucleo (Setlow, 2014). De la misma
forma, el manto juega con su impermeabilidad, sirviendo como primera barrera de proteccion;
evitando, el paso de grandes enzimas que podrian conllevar la degradacién de las capas

internas.
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Figura 4. Representacion de la sucesion de capas tras la maduracion de las esporas. A) (Setlow, 2014)
B) (Buddle & Fagan, 2023).

Cuando las esporas alcanzan el colon, la germinacion se ve favorecida gracias a la presencia
de 4cidos biliares como el taurochocolate. Este es detectado por una pseudoproteasa (CspC),
la cual inicia una cascada de sefalizacion que desencadena en la degradacion de la corteza
y la posterior rehidratacién del ADN contenido en el nucleo (Buddle & Fagan, 2023). Tras la
rehidratacion, se reanuda el metabolismo y la germinacion sucede rapidamente; a los 30
minutos las esporas estan germinando de forma activa y entre los 90 y 180 minutos

posteriores ya se da el crecimiento vegetativo normal (Dembek et al., 2013).
3.3 Transmisioén y epidemiologia

La principal causa de transmision, en lo que respecta a la ICD, es de caracter nosocomial.
Esto, sumado a una situacién de disbiosis intestinal, generada bien por otra condicion médica
0 bien por un tratamiento con antibibticos; resulta en las condiciones ideales para la
proliferaciéon de la bacteria y el desarrollo de la infeccidn. Los principales reservorios resultan
tanto las instalaciones hospitalarias contaminadas como los pacientes colonizados (Poutanen,
2004).

Aunque la transmisién se dé principalmente en hospitales, el ciclo de transmision de C.
difficile; resulta complejo, ademas de incompleto para el conocimiento actual. El enfoque “One
health” (Alexiou et al., 2025) valora la contribucién de elementos del propio sistema ademas

del ambiente; como la salud animal o la cadena tréfica.

Si bien la transferencia zoonética no ha sido estrictamente demostrada; un analisis de
polimorfismos de nucle6tidos unicos (SNP) (Knetsch et al., 2018) demostraba que tanto
cerdos como granjeros compartian cepas idénticas (SNP = 0) o casi idénticas (SNPs < 2),
sugiriendo que la transferencia podria no deberse unicamente a causas ambientales. Ademas,
y aunque sin casos reportados, otro factor potencialmente significativo podria darse en la

transferencia de esporas a través de la comida (Alexiou et al., 2025).



Durante el periodo 2016-2024 se ha descrito un aumento tanto del riesgo de adquisicidén
comunitaria como hospitalaria. Aunque la incidencia es bastante inferior en la primera, la
variacion de la estimacion de casos por 100.000 personas ha pasado de 14,34 (periodo 2005-
2015) a 20,62. De igual modo, en la transmision hospitalaria cada 1000 casos, ha aumentado
de 2,24 a mas de 4 (Akorful etal.,, 2025). El incremento acusa la creciente evolucion

epidemiolbgica de la ICD.

Para explicar esta potenciacion en la Gltima década no basta con tener en cuenta la
transmisiébn nosocomial y las diferentes causas que llevan a la pérdida de la eubiosis.
Numerosos factores de riesgo, asi como la elevada tasa de recurrencia contribuyen a este
incremento. En torno a un 20-25% de los pacientes tratados de ICD son susceptibles de sufrir
recurrencias en los 20 dias siguientes a la finalizacidén del tratamiento; y entre un 3 y un 5%

de sufrir mas de 6 recurrencias (Bartlett, 2002).

En lo que se refiere a otros factores de riesgo, destacan principalmente: personas mayores

de 65 anos, inmunodeficiencia y situaciones de comorbilidad (Khanna & Pardi, 2012).
3.4 Diagnéstico

Segun el protocolo establecido por la SEIMC (Sociedad Espafola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica) entre un 1 y un 3% de la poblacion general son portadores;
asi como, en torno a un 20% de los pacientes hospitalizados. Por ello, es importante
determinar correctamente los parametros bajo los que se recomiendan pruebas diagnosticas,
con el objetivo de reducir posibles falsos positivos (Alcala-Hernandez et al., 2015). Se realizan
las pruebas diagnésticas una vez descartados otros enteropatégenos y siempre y cuando el
paciente presente 3 0 mas deposiciones liquidas en las Ultimas 24 horas (incluyendo los
niveles del 5 al 7 de la escala de Bristol (Lewis & Heaton, 1997)(Alcala-Hernandez et al.,
2015).

La determinacion de diversos parametros clinicos ayuda a la caracterizacidén de la gravedad
de la enfermedad. Entre ellos, el recuento leucocitario y la creatinina sérica. Recuentos
superiores a 15.000 células/pL, muestran leucocitosis fruto de la elevada estimulacion del
sistema inmunitario. Del mismo modo, cuando los valores de la creatinina sérica superan 1,5
veces el nivel basal, la infeccion ha podido desencadenar en fallo renal (Ramos Martinez
et al., 2011). A excepcién de la presencia de comorbilidades, que puedan llevar a un aumento
de estos parametros, cuando se presentan estos valores se determina la ICD como grave; el
anadido de otra sintomatologia como ileo o megalocolon pueden incrementar el nivel de riesgo

de la caracterizacion de la enfermedad (Alcala-Hernandez et al., 2015).
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3.4.1 Deteccion de la enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH)

La GDH es una enzima esencial en el metabolismo de C. difficile, responsable de la
conversién del glutamato en a-cetoglutarato. Producida en grandes cantidades por la mayoria
de las cepas, tanto toxigénicas como no toxigénicas. Evaluando la accion del gen gluD,
gracias a una cepa modificada en la que se interrumpe el mismo, se observo el papel de la
GDH en la colonizacion intestinal. Ya que dicha cepa fue incapaz de colonizar el intestino de

los hamsteres modelo (Girinathan et al., 2016).

Diferentes técnicas de inmunoensayos (IE) se comercializan para la deteccion de esta enzima.
Se basan en la utilizacion de anticuerpos monoclonales, para evitar las reacciones cruzadas
con proteinas homoblogas provenientes de otras bacterias intestinales (Alcala-Hernandez
et al., 2016). Dentro de la variedad de IE, se encuentran tanto enzimoinmunoensayos (tanto

ELISA como CLIA) como técnicas de inmunocromatografia.

Los resultados positivos tras las pruebas determinantes de GDH, han siempre de
complementarse con pruebas de toxicidad; ya que se puede tratar de cepas no toxigénicas o

de una colonizacion no patdgena.
3.4.2 Deteccion de las toxinas Ay B

Al igual que para la deteccion de la GDH, existen numerosas técnicas de |IE para detectar
TcdA y TcdB. El inconveniente que presenta la deteccion directa de toxinas resulta la baja

sensibilidad en comparacién con el cultivo toxigénico (Alcala-Hernandez et al., 2015).

La aplicacion de técnicas moleculares como la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
para la deteccion de los genes tcdA y tcdB, resulta una de las técnicas mas fiables. La
posibilidad de modificacion de dianas para esta técnica permite la deteccion de diferentes
cepas. Aunque se centren en la deteccion del gen tcdB para no omitir las cepas toxigénicas
A-/B+, también existen dianas concretas para tcdA e incluso para ambos genes
simultdneamente. Ademas, también se puede determinar la presencia de ribotipos
hipervirulentos como el 027 gracias a que cuentan con delecciones concretas en el represor
tcdC (Alcala-Hernandez et al., 2015).
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Figura 5. Algoritmos diagnésticos para la deteccion de C. difficile (Alcala-Hernandez et al., 2016).
3.4.3 Cultivo toxigénico

Se realiza una siembra en medio selectivo a partir de la muestra de heces, tras comprobar y
seleccionar las colonias se realizan pruebas in vitro para determinar la presencia de TcdA y
TcdB. Aunque resulta el perfecto método de referencia diagnéstica, debido a su elevada
sensibilidad; la desventaja del tiempo de realizacion (entre 1 y 3 dias) (Alcala-Hernandez

et al., 2015) hace que no se utilice como prueba de primera linea.
3.5 Tratamiento

Debido a la falta de comparativas directas entre tratamientos, la pauta varia en funcion de la
gravedad de la infeccion en el momento del diagnéstico, y de la cantidad de recurrencias

sufridas (Garcia, s. f.) (Figura 6).

Los tres antibi6ticos mas ampliamente utilizados contra la ICD son el Metronidazol (MTZ), la
Vancomicina (VNC) y la Fidaxomicina (FDX). A pesar de la gran aplicacion del MTZ en los
inicios de la lucha contra C. difficile, la aparicidbn de resistencias lo ha desplazado como

recurso ante la falta de disponibilidad de mejores opciones (Morado & Nanda, s. f.).
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Figura 6. Pauta de tratamiento ante la ICD (Van Prehn et al., 2021).

El Bezlotuxumab es un anticuerpo monoclonal dirigido a la TcdB, utilizado junto con la pauta
antibiética correspondiente para reducir el riesgo de recurrencia (Van Prehn et al., 2021). Al
unirse a la region CROP (encargada de mediar la unién con el receptor de membrana) de

TcdB, previene su internacionalizacidn y por tanto los efectos citotoxicos (Orth et al., 2014).
3.5.1 MTZ

Este antibiético sufre una reducciébn una vez se encuentra en el interior celular. Los
metabolitos reducidos cuentan con una potencial capacidad para dafiar el ADN, provocando
como consecuencia la muerte bacteriana (Piddock, 1998). Actualmente, el MTZ solo es
indicado como tratamiento contra la ICD como segunda opcion y se baraja su uso
principalmente en zonas donde el acceso a las terapias antibidticas recomendadas puede

resultar complejo.
3.5.2VNC

La VNC se caracteriza como un antibiético glicopéptido que inhibe el crecimiento bacteriano
mediante la interrupcion de la sintesis de la pared. Actua uniéndose al extremo C-terminal del
pentapéptido D-Ala-D-Ala, impidiendo la polimerizacidén y por tanto la correcta sintesis de la
pared (Lee et al., 2019).
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La forma de administracion puede ser en pulso o en tapering. El tapering consiste en la
reduccidn progresiva de la concentracién de antibiético durante el tratamiento, y conlleva
tratamientos mas prolongados, mientras que por pulso se entiende la administracién en
periodos mayores a un dia, siendo lo normal un tratamiento de 10 dias. La combinacién de
ambas ha demostrado ser superior a la administracion independiente (Shegal et al., 2021),

manteniéndose como alternativa a los tratamientos predilectos.
3.5.3 FDX

Es un antibiético macrociclico cuyo componente activo es la lipiarmicina (Lin et al., 2018). El
nucleo que conforma la RNA polimerasa se une al factor o para formar el complejo promotor
de apertura (RPO0), que precede a la unidén de la hebra molde de ADN, y, por tanto, a la sintesis
de ARN. Este antibi6tico inhibe el crecimiento bacteriano mediante la inhibicion de la ARNpol;

impidiendo la formacién del complejo RPO (Artsimovitch et al., 2012).

Aunque resulta menos perjudicial para la microbiota y su espectro de actividad es menor; su

elevado coste limita su aplicacion (Van Prehn et al., 2021).
3.5.4 Tigeciclina (TGC)

Actla alterando la sintesis proteica mediante la unién a la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano, perturbando como consecuencia el metabolismo de la bacteria e inhibiendo su
proliferacién (Korczak, s. f.). A pesar de la falta de estudios centrados en el uso de la TGC
como terapia para la ICD, el 6ptimo resultado obtenido de su aplicacidén en casos de severidad

hace que se mantenga como opcién ante este tipo de situaciones limite (Larson et al., 2011).
3.5.5 Transferencia de microbiota fecal (TMF)

Tras dos recurrencias, y el fracaso del tratamiento antibiotico de todas las prescripciones
anteriores se recomienda el TMF. Su éxito esta altamente relacionado con la calidad de la
muestra del donante: riqueza microbiana, salud general del individuo, etc. Terapias
comerciales de restauracion de la microbiota como RebyotaTM o VowstTM, han demostrado
una eficacia similar tras su aplicacion; en general el TMF resulta una manera eficaz y segura

de tratar la ICD en casos extremos (Morado & Nanda, s. f.).
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4. Antecedentes y objetivos

En las Ultimas décadas, se ha producido un considerable aumento de la resistencia antibiética
(AMR). Cuando los microorganismos pierden la sensibilidad a los tratamientos convencionales
surge un problema de abordaje del tratamiento; volviéndose mas dificil y, en ocasiones, hasta
imposible llegar a combatir ciertas bacterias multirresistentes. Aunque resulta complejo
determinar la evolucion de la generacion de resistencias, no cabe la menor duda de que el
pronéstico tiende a la aparicion de multitud de nuevos mutantes resistentes (Tackling drug-
resistant infections, 2016). Cuando se centra el foco en C. difficile se suma otra limitacion
inherente a la naturaleza de la bacteria: la escasez de antibiéticos altamente efectivos que

crea un factor de riesgo afiadido cuando se trata de generacion de resistencias.

A pesar de que durante afnos el MTZ haya sido el tratamiento por excelencia, el aumento de
cepas resistentes lo ha relegado a un segundo plano. Estudios derivados de aislados clinicos
han demostrado mecanismos de inhibicion contra el MTZ; como la presencia del plasmido
pCD-METRO (cuyo mecanismo se desconoce) o la bomba de eflujo del transportador ABC
CD2068 (Wickramage et al., 2021).

Del mismo modo, mutantes en el lugar de unién de la VNC a los precursores en la sintesis del
peptidoglicano han demostrado la generacion de resistencias (Wickramage et al., 2021). El
cluster génico VanG, similar al operon de resistencia de Enterococcus faecalis; demuestra,
gracias a su expresion constitutiva en cepas hipervirulentas un aumento de la resistencia. La
sustitucion de la D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-Ser, reduce su afinidad como sustrato de la VNC

permitiendo, la correcta formacién de la pared bacteriana (Shen et al., 2020).

Aunque actualmente la FDX estd mejor posicionada como tratamiento, principalmente por su
menor tasa de recurrencia (Louie et al., 2011). Las cepas resistentes, en raras ocasiones

reportadas, surgen de mutaciones en la subunidad 3 de la ARNpol (Wickramage et al., 2021).

En cualquier caso, un mejor conocimiento de estos mecanismos y de la respuesta de C.
difficile ante la exposicion a ambos antibidticos puede ayudar a prevenir la generacion de
resistencias; es por ello por lo que los objetivos de este Trabajo de Fin de Grado son:

- Comprobar el efecto de la exposicidn repetida a concentraciones subinhibitorias de
antibiético en C. difficile.; simulando un incorrecto seguimiento de la pauta antibi6tica
prescrita.

- Demostrar la generacion de nuevos fenotipos con una menor sensibilidad tanto a VNC
como a FDX.

- Hipotetizar el origen de dichas mutaciones en funcion de la estabilidad observada a
través del cambio observado en las CMIs, tras retirar la exposicion al antibiotico.
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5. Materiales y métodos
5.1 Aislados clinicos

Para el desarrollo de los experimentos se ha hecho uso del cepario de C. difficile propiedad
del grupo de investigacibn en microbiologia del Instituto de Investigacidbn Sanitaria y
Biomédica de Alicante (ISABIAL). Se seleccionaron 4 cepas criopreservadas a -80°,
confirmando antes de su utilizacion la presencia de C. difficile mediante siembra en agar
cromogénico (43871, Bioméreux) y MALDI-TOF.

El agar cromogénico, es diferencial ademas de selectivo; facilita la deteccion visual de C.
difficile mediante la tincion de las colonias con un color negro o gris oscuro (Figura 7B). El
cambio de tonalidad se produce debido a la hidrélisis de la esculina presente en el medio, en
glucosa y esculetina (Figura 7A). La reaccion Unicamente se produce en presencia de la
actividad B-glucosidasa de Clostridioides; dando lugar a la tincién de las colonias cuando la

esculetina reacciona con el citrato férrico también presente en el medio (Connor et al., 2016).

Ferric ions are reduced and
brown or blackening of the
medium due to production
of Iron

->-OH el} HO~ /\\\_3/@,\\ In the
I P9

presence of
HO™ 7 "0” Yo Ferric ions

Glucose

Figura 7. A) Representacion de la hidrélisis de la esculina por accion de la B-glucosidasa (Veena,

2011). B) Crecimiento de C. difficile en agar cromogénico.

A su vez, para asegurar la presencia de bacterias del género Clostridioides y de la especie
difficile, se recurrid a la técnica de espectometria de masas MALDI-TOF (Bruker, EEUU).
Confirmando la presencia de dicha bacteria al obtener una puntuacion mayor o igual a 1,7
(Figura 8C).

Colonias aisladas fueron seleccionadas y se extendieron sobre el pocillo correspondiente de
la tarjeta (Figura 8A). Posteriormente se afiadi6 acido férmico, que ayuda a lisar la pared

bacteriana contribuyendo a una mejor tasa de identificacion (Garcia et al., s. f.); y matriz, acido
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a-ciano-3,4-hidroxicinamico (HCCA), que permite ionizacion de las proteinas de la muestra,
tras la sublimacion del complejo muestra-matriz. Ademas, al absorber la matriz la mayor parte
de la energia UV, se impide la excesiva fragmentacion de la muestra, conservandola intacta

para su identificacion (Garcia et al., s. f.).

W

Figura 8. A) Tarjeta de MALDI-TOF con muestras preparadas en los pocillos. B) Resultados de la
lectura segun la identificacién en la tarjeta. C) Desarrollo de los resultados con la identificacién

microbiana y su puntuacion.
5.2 Medio de cultivo

La base de agar CM0601 C. difficile de Oxoid ha sido utilizada para la preparacion del medio
especifico; al cual se ha afiadido un 7% de sangre de caballo (STO050C, Thermo Scientific,
UK) como favorecedor del crecimiento y un vial de medio selectivo para Clostridioides, 125

mg D-cicloserina y 4 mg Cefoxitina (CM0601B, Oxoid).

Para la preparacion de las placas se ha tenido en cuenta la capacidad del vial de suplemento
selectivo; disefiado para 500 mL de medio. Tras la resuspension de la cantidad necesaria de
agar, 34,5 g, en el volumen total de agua desionizada y el autoclavado de la mezcla; se
afiadieron tanto el suplemento selectivo como la sangre. Valorando siempre la temperatura
del medio, previa a la adicion de cualquiera de estos suplementos. La resuspensién del vial
D-cicloserina/Cefoxitina se recomienda a unos 50 °C, mientras que el 7% de sangre de caballo
ha de afiadirse a una temperatura algo menor para evitar la hemolisis. Posterior e
inmediatamente antes de plaquear el medio, se afiadi® y homogeneizd el volumen
correspondiente de antibidtico (en los 20mL totales de medio por placa) para obtener la
concentracion deseada. Las concentraciones utilizadas recogen desde 0,01 ug/mL hasta 64

pg/mL, preparadas a partir de stocks de 10 mg/mL y 5 mg/mL.

Las placas preparadas se conservan en nevera hasta el momento de su utilizacién y, siempre
teniendo en cuenta las recomendaciones del fabricante. No superar los 7 dias si el agar

contiene sangre, y entre 5y 7 dias para medios selectivos (OXOID - Technical Support, s. f.).
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Para los pases sin antibiético se ha utilizado Agar Schaedler (SDS) (43401, Bioméreux),

medio comercial enriquecido con un 5% de sangre de oveja.
5.3 Esterilidad del proceso

Con el objetivo de evitar contaminaciones todo el material utilizado ha de ser estéril. Siempre
que el material no sea estéril y no pueda ser autoclavado (121°C, vapor), como en el caso de
los tubos especificos para el McFarland; estos seran expuestos a luz UV-C en campana,

durante al menos 30 minutos para disminuir la probabilidad de contaminacion.
5.4Siembra y crecimiento

Tras la verificacion de la presencia de C. difficile, las muestras se incubaron en anaerobiosis
durante 48 horas a 37 °C. A partir de estas se realiz6 un McFarland 0,5 utilizado para sembrar
en césped, las placas correspondientes a ese pase. La siembra se llevé a cabo partiendo del
control en concentracién ascendente de antibiético; en cada pase se sembraron al menos seis
placas de concentraciones variables segun la evolucién de cada cepa. Siempre manteniendo
un margen de al menos dos concentraciones por encima a la Ultima placa crecida en la lectura

del pase anterior.

En los sucesivos pases, tras la lectura, se seleccioné la placa crecida a mayor concentracion;
con ella se realiz6 el McFarland para la siembra del siguiente pase. De esta manera, se
consigue seleccionar los mutantes; a la par que se favorece tanto la generacion de nuevas
mutaciones como el mantenimiento de las obtenidas. Una vez sembradas las placas se
introdujeron en una bolsa de anaerobiosis, con su correspondiente secuestrador de oxigeno
y una tira indicadora; si la anaerobiosis se ha realizado correctamente la tira habra virado su
color de azul claro a blanco. Se incubaron entonces en estufa a 37 °C durante 48h, y se

comprobo el viraje de la tira indicadora.

Se realizaron un total de 15 pases consecutivos, siguiendo el sistema anterior en el cual se
expusieron repetidamente las cepas a concentraciones subinhibitorias. Si en la evolucion de
los pases el valor de la CMI se aproximaba a la resistencia, la cantidad de pases era

incrementada a 20.

En la sucesion de pases se establecieron 2 o 3 puntos de control. En los pases: 10,15y 20,
si lo hay. Cuando se alcanzaron, se llevaron a cabo tres tareas: criopreservacion de la cepa,
céalculo de la CMI y sucesion de tres pases sin antibiético. Tras los pases en Agar SDS, se

criopreservé de nuevo la cepa y se volvié a determinar la CMI. El objetivo era comprobar si
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las mutaciones aparecidas (con su consecuente incremento de la CMI) eran estables o

desaparecian tras retirar la exposicion al antibiético.

La siembra a partir de un McFarland 0,5, estaba condicionada a la utilizacion de una placa
fresca. Si habia que repetir algun pase, el valor del McFarland aumentaba a 1 (teniendo en

cuenta la antigliedad de la placa).

x15 pases*

x3 pases en Agar SDS

*k

Figura 9. A) Comprobacion de la presencia de C. difficile mediante la siembra en Agar cromogénico y
MALDI-TOF. B) Ejemplo de un ciclo de pases. En total se realizaron 15 pases (*20 si la cepa llegaba a
una CMI cercana a la que marca la resistencia) exponiendo a la cepa a concentraciones subinhibitorias
de VNC o FDX; se sembrd en césped a partir de un MacFarland 0,5 en 6 placas. Sembrando en
concentracion ascendente a partir del control. Para realizar el siguiente pase se tomo la placa crecida
a mayor concentracion. C) Cuando se alcanzaron los puntos de control 10,15y 20 (si lo hay); se congeld
la cepa, se midi6 la CMIy se comenz6 una sucesion de 3 pases Agar SDS. D) Tras las tres exposiciones
se congeld de nuevo la cepa y se volvié a medir la CMI. **La figura representa el procedimiento para la
VNC, con medicion de la CMI mediante E-Test en Agar SDS. Para la FDX, debido a la falta de E-Test
comerciales, se determiné la CMI a través de siembra en placas, con gradiente ascendente de

concentracion.
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5.5 Métodos de determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias

El Test Epsilon (E-Test), permite evaluar cuantitativamente y de forma sencilla la CMI para
multitud de antibiéticos. Consiste en una tira con un gradiente del antibiético deseado (de
0,016 a 256 pg/mL para la VNC); este difunde una vez en contacto con la placa y comienza a
inhibir, 0 no, el crecimiento de la bacteria. Tras la incubacion, se observa una elipse de
inhibicién, en la que se puede determinar facilmente el valor de la CMI, viendo la interseccion

elipse-tira (Sergio Jaramillo, 1998)

A B

ETEST®

Figura 10. A) Modelo E-Test VNC. B) Elipse de inhibicioén de la VNC en C. difficile, agar SDS.

Las CMIs de la VNC fueron establecidas, para cada punto de control, con sus
correspondientes E-Test. Para ello, se realizd una siembra en césped (Agar SDS) sobre la
cual se depositd la tira; intentando evitar la formacion de burbujas durante la colocacion.
Pequefias burbujas pueden entorpecer la difusion del antibiético contenido en la tira, alterando

el valor de la CMI.

La ausencia de E-test comerciales para la FDX implic6 la determinacion de su CMI mediante
siembra en placas con gradiente ascendente de concentracidén. Tras cada punto de control,

se realiz6 un pase extra siguiendo el mismo procedimiento que para la siembra convencional.

En la lectura se establece la CMI con el valor de la placa con menor concentracion en la que
no se observo crecimiento. Teniendo en cuenta el posible error humano en la preparaciéon de
las placas. Una vez terminados los pases se realiz6 una comprobacién para asegurar la
validez de los datos obtenidos para la FDX (Figura 16). Para minimizar el error en la
interpretacion se sembraron las tres variantes de la cepa en la misma placa (original, Gltimo
pase realizado y éste, tras la exposicion a placas sin antibi6tico). La siembra se realizo6
directamente desde la cepa conservada en criotubo a -80 °C, 10 yuL en cada tercio
correspondiente. Las placas abarcan las concentraciones necesarias para incluir las CMlIs de

las tres variantes, y al menos una placa por encima a la concentraciébn mas alta.
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5.6 Conservacion de cepas

Con el propésito de secuenciar posteriormente las cepas para evaluar el tipo y estabilidad de
las mutaciones aparecidas; todas se criopreservaron por duplicado en cada uno de los puntos

control. Se conservan a -80 °C en 1 mL de tioglicolato+glicerol.

5.7 Extraccion y validacion de acidos nucleicos para la secuenciacion masiva

de fragmentos largos mediante tecnologia Oxford Nanopore.

Tras la preparacion (adicién de PBS y Buffer de lisis) e incubacion de la muestra durante 30
minutos, la obtencién de ADN se llevd a cabo utilizando el kit 202 de la tecnologia MagCore
(MVN400-04, RCB-Bioscience).

Se afiadieron proteinasa K, PBS y “Carrier” a la muestra incubada, completando los 400 uL
que se introdujeron en el MagCore. La lisis de los pasos previos permite la union de las
particulas magnéticas al ADN; el cual, tras varios lavados se libera de dichas particulas
gracias a la adicion de un buffer de baja fuerza i6nica. Se obtuvo finalmente el ADN en el

volumen seleccionado inicialmente, 40 L.
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Figura 11. Detalle del kit de extraccién 202 MagCore (RBC Bioscience, 2018)

Una vez obtenido, el ADN se cuantifica y verifica la calidad de la muestra. Validando, mediante

técnicas fluorimétricas (Qubit), la concentracion de las muestras con al menos 30 ng/uL.

La TapeStation es la técnica electroforética utilizada para comprobar la integridad del ADN
obtenido a partir de las muestras Existe un estandar para el control de calidad: una escala de
integridad del ADN. EIl DIN (DNA integrity number), determina el porcentaje de degradacion
de la muestra, tomando el 10 como referencia de una muestra intacta. Para garantizar el éxito
de las posteriores técnicas interesa contar con valores DIN lo mas elevados posible; de este
modo se reducen los pequefios trozos formados por pocos pares de bases, que pueden llegar

a interferir en la secuenciacion.
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Figura 12. A) Resultados de la electroforesis segun la degradacion de la muestra, en orden de DIN
ascendente (Genomic DNA Quality Control, TapeStation | Agilent, s. f.) B) Grafica correspondiente a
las muestras de la Figura 12A (Genomic DNA Quality Control, TapeStation | Agilent, s. f.), siendo los
resultados de “Sample 4” el objetivo para validar la calidad de muestras en este experimento. C)

Resultados de la validacion del ADN de la cepa original 0286.

Para secuenciar las cepas y sus variantes obtenidas se utilizé la tecnologia ONT (Oxford
Nanopore Technologies), la cual permite la secuenciacion masiva de fragmentos largos (hasta
mas de 4Mb) gracias a su metodologia basada en nanoporos. Cuando las bases atraviesan
el nanoporo alteran la corriente que lo atraviesa de forma diferente segun cada base. La
divergencia entre sefiales es utilizada por el algoritmo para decodificar la secuencia de la

cadena inicial. Obteniendo de este modo el resultado de la secuenciacion en pocas horas.
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6. Resultados y discusion.

6.1 VNC

Con el objetivo de evaluar la generacion de resistencias se ha utilizado el punto de corte clinico

establecido por EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing); para

la VNC: 2 mg/L (ESCMID - European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

2008, s. f.). Considerandose resistentes Unicamente aquellas cepas que superen dicho valor.
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Figura 13. Ejemplo de comprobacién de las CMIs de la Cepa 0286 mediante medicidén cuantitativa con
E-Test, para VNC. A) CMI de la cepa original 0286, 0,094 ug/mL. B) CMI en el pase 15, 1,5 pg/mL. C)

CMIl en el pase 15 tras la exposicion a tres pases sin antibiotico, 0,125 pg/mL. D) CMI en el pase 20, 2

pg/mL. E) CMI en el pase 20 tras la exposicion a tres pases sin antibiotico, 1,5 pg/mL.

CMI VNC (pg/mL)

Cepa P.10 P.10,3 P.15 P.15,3 P.20 P.20,3
5444 0,25 0,25 0,25 0,25 0,19 - -
5303 0,19 0,5 0,125 0,5 0,25 - -
0286 0,094 0,5 0,125 1,5 0,125 2 1,5
6648 0,125 0,25 0,25 0,25 0,25 - -

Tabla 1. Valores de las CMIs para VNC obtenidas tras la sucesion de pases. Concentraciones en

pg/mL. En las columnas se observa el numero de pase al que fue realizada la determinacién mediante
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E-test; siendo “Cepa” la medicion original de la CMI sin exposicion a antibiético, P.”X” el pase numero

“X” de la sucesion y P.X “,3” el mismo pase tras la retirada de la VNC.

La cepa 6648, al alcanzar el pase 10 (0,25 pg/mL) ya habia duplicado su CMI original (0,125
pg/mL). Como se observa en la Figura 14A, el incremento se detiene en ese momento ya que
se mantiene el mismo valor al alcanzar el pase 15. Sin embargo, este exhibe el ejemplo ideal
de adquisicion de mutaciones estables. Pues, tras retirar la exposicion al antibiotico, tanto a

continuacién del pase 10 como del 15, la cepa siguié mostrando el doble de la CMI original.

La cepa 0286, se llevd hasta el pase numero 20 ya que en el pase 15 mostraba una CMI de
1,5 pg/mL (cercana al corte de resistencia: 2 ug/mL). Al pase 20, la cepa alcanzaba la
concentracion del corte, sin embargo, al no superarla no se puede afirmar la aparicién de
mutantes resistentes a VNC a lo largo del experimento. En la sucesion de pases se produjo
un aumento sustancial a partir del décimo, donde se observaron CMIs de 0,5 ug/mL, 1,5
pg/mLy 2 ug/mL en los pases: 10, 15y 20, respectivamente. No obstante, como se advierte
en la Figura 14B, tras retirar la exposicién a VNC se produce un descenso de la CMI en cada
uno de ellos. Cabe, sin lugar a duda, destacar el papel que jugb en este caso la continuacion
de los pases hasta el vigésimo. Mientras la CMI en el pase 15,3 se quedaba en 0,125 pg/mL,
en el pase 20,3 aumenté hasta 1,5 pg/mL. Lo que parece demostrar que, aunque no se
alcanzase la resistencia, la continuacién puede haber potenciado la estabilizacién de la

mutacion en esta cepa.

Para la cepa 5444, se obtuvo un valor de CMI de 0,25 pg/mL tras la cuantificacion posterior a
todos los pases, salvo en el caso del 15,3, el cual mostrd una CMI de 0,19 ug/mL. Teniendo
en cuenta la cercania de este valor con los anteriores y la dificultad que supondria una
ganancia de sensibilidad respecto a la cepa original; la interpretacion de este parece estar
sujeta a la influencia de un leve error metodolégico, bien sea de lectura o de colocacién del
E-test. Independientemente, se puede afirmar la falta de influencia de la exposicion a

concentraciones subinhibitorias en la cepa 5444 (Figura 14C).

La cepa 5303 ascendi6 a 0,5 pg/mL, y mantuvo dicha CMI en los pases 10 y 15. Al igual que
con la cepa 0286, tras retirar la exposiciéon a la VNC, la CMI vuelve a valores cercanos a la
original: 0,19 ug/mL. De nuevo, se observa en el pase 10,3 una CMI de 0,125 ug/mL, inferior
a obtenida originalmente; del mismo modo que en la cepa 5444, ha de tratarse de un error

metodolobgico.
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Figura 14. Detalle de la evolucion de las CMIs para cada una de las cuatro cepas tras la exposicion a
VNC.

Las cuatro cepas, mostraron tres situaciones posibles:

i) La estabilidad de la CMI ante la exposicion repetida a concentraciones
subinhibitorias (Cepa 5444).
ii) El aumento en la CMI, sin llegar a adquirir resistencia, y el mantenimiento de este

aumento después de retirar la VNC (Cepa 6648).
iii) El aumento, en mayor o menor magnitud, del valor de la CMI; seguido, en todos

los casos, de su pérdida (Cepas 0286 y 5303).

Estudios recientes han evaluado las resistencias a VNC, en los que en torno a un 3% de las
cepas resultaban resistentes (Dilnessa et al., 2022)(Zhang et al., 2024). Hasta ahora, la
resistencia a VNC se ha relacionado con la presencia de mutaciones en el cluster génico
VanG. VanT, responsable de codificar la Serina racemasa que convierte la L-Ser en D-Ser;
VanG productor de una ligasa D-Ser-D-Ala, y VanY de una D,D-carboxipeptidasa, susceptible
de truncar los residuos de D-Ala presentes en el C-term. Estas tres variaciones contribuyen a
la sustitucion del dipéptido D-Ala-D-Ala por D-Ser-D-Ala, disminuyendo la capacidad de union
de la VCN por la escasez del dipéptido de Ala por el que presenta gran afinidad; resultando

en un aumento de la resistencia antibi6tica (Wickramage et al., 2021)(Buddle et al., 2024).
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En cualquier caso, las tres situaciones fruto de los ensayos muestran la dificultad que presenta
C. difficile para generar mutantes estables, resistentes a VNC. Los datos respaldan el hecho
de que la VNC es un antibiético con una fuerte barrera genética; entendiendo esta, como la

dificultad de generar los mutantes resistentes a dicho antibiotico.
6.2 FDX

Del mismo modo que para la VCN, se utiliz6 el punto de corte clinico establecido por EUCAST
para la FDX: 0,5 mg/L (ESCMID - European Society of Clinical Microbiology and Infectious

Diseases 2008, s. f.). Considerandose resistentes Unicamente aquellas cepas que superen

dicho valor.
CMI FDX (pg/mL)
Cepa P.10 P.10,3 P.15 P.15,3 P.20 P.20,3
5444 0,06 1 0,12 2 1 2 0,25
0,12 0,25 0,12 0,5 0,12 - -
0286 0,03 0,06 0,06 0,12 0,06 - -
6648 0,12 0,5 0,25 2 0,25 4 0,5

Tabla 2. Valores de las CMIs para FDX obtenidas tras la sucesion de pases. Concentraciones en
Hg/mL. En las columnas se observa el nimero de pase al que fue realizada la determinacién mediante
siembra en placa con concentracion ascendente de FDX; siendo “Cepa” la medicion original de la CMI
sin exposicion a antibiético, P.”X” el pase numero X de la sucesion y P.X “3” el mismo pase tras la
retirada de la FDX.

Tanto la cepa 5444 como la 6648 fueron llevadas hasta el pase 20, ya que en el pase 15
mostraban una CMI de 2 ug/mL; concentracidn superior al punto corte para la resistencia (0,5
pg/mL) y que, por tanto, demuestra la aparicidn de mutantes resistentes a FDX. Sin embargo,
en ambos casos desaparecieron tras los pases sin FDX. En ambos casos la CMI 20,3 se

establecia en 0,25 pg/mL, cercana a la CMI original de las cepas.

La cepa 5303 (Figura 15C) cuadruplicd el valor inicial de su CMI al alcanzar el pase 15; no
obstante, la lectura de las determinaciones posteriores a la eliminacién de FDX demostraron

el retorno, en todos los puntos de control, a su valor inicial.

La cepa 0286 (Figura 15D) mostr6 una evolucion similar a la 5303, volviendo a un valor de
CMI cercano al original tras la finalizacion de los pases. Aunque el incremento en el valor de

la CMI fuese notablemente inferior en este caso.
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Figura 15. Detalle de la evolucion de las CMIs para cada una de las cuatro cepas tras la exposicion a
FDX.

Teniendo en cuenta el posible error metodolégico en la determinacion de las CMlIs
(incrementado en la FDX por la preparacion de las placas); se realiz6 una comprobacion de
los valores obtenidos siguiendo el procedimiento expuesto en la Figura 16, con el objetivo de

estandarizar dicho error. Los datos obtenidos (Tabla 3), respaldan las mediciones realizadas

durante la sucesion de pases, estableciendo un error de + una unidad de valor de CMI.

S e D

Control 0,01 pg/mL 0,03 yg/mL 0,06 pug/mL 0,12 pg/mL

Figura 16. Ejemplo de comprobacion CMI Cepa 0286. La placa control muestra el crecimiento de todas
las variantes de la cepa: “A” cepa original, “B” cepa a los 15 pases y “C” tras la retirada de la exposiciéon
al antibioético. Tanto en A como en C se observa crecimiento hasta la placa con concentraciéon 0,01
pg/mL, por lo que la CMI de ambas se establece en 0,03 ug/mL; en el caso de B, al observarse

crecimiento hasta 0,06 pug/mL se determina su CMI en 0,12 pg/mL.
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CMI FDX (pg/mL)
Cepa P.15 P.15,3 P.20 P.20,3
5444 0,12 - - 2 0,25
0,25 1 0,25 - -
0286 0,03 0,12 0,03 - -
6648 0,12 - - 2 0,25

Tabla 3. Valores de las comprobaciones de CMI para FXD.

Numerosos estudios han comprobado la baja tasa de resistencia ante FDX, entre un 0 y un
2% (Boyanova et al., 2023). La existencia de cepas con sensibilidad disminuida se debe
principalmente a mutaciones cercanas (5 A) al lugar de union de la FDX a la ARNpol. La
mutacion V1143D en la subunidad B de la ARNpol, es la mas comun hasta la fecha tanto en
aislados clinicos como en ensayos in vitro. El ahora Aspartico interactua formando un puente
salino con la Arginina 326 de la misma subunidad, perdiendo asi la disponibilidad para actuar
como sustrato de la FDX; y por tanto, aumentando el valor de la CMI ante este antibiotico. (Le
et al., 2024).

De acuerdo con los resultados expuestos para los cuatro aislados clinicos en este ensayo, se
llega a una Unica conclusion; ya que todos los aislados clinicos revierten los cambios
fenotipicos observados en los puntos de control. Evidenciando tanto la falta de estabilidad de
las mutaciones como la considerable fortaleza de la barrera genética con la que cuenta este

antibiético.
6.3 Origen de los cambios fenotipicos

Los cambios fenotipicos observados a lo largo del experimento no pueden explicarse
mediante cambios estables en el genoma. La resistencia adaptativa generada en los modelos
clinicos surge de la exposicion a concentraciones subinhibitorias, la cual dispone una situacion
de estrés que lleva a C. difficile a desarrollar hetero-resistencia; entendiendo esta como la

aparicion de variantes menos sensibles tras el proceso de presion selectiva.

La remision del fenotipo con sensibilidad disminuida, o incluso resistencia, tras la retirada de
la exposicion al antibi6tico acusa la posibilidad de que dichos cambios cuenten con un origen
epigenético. La eliminacion de la exposicion ante el factor de estrés lleva a la pérdida del
patrén epigenético heredado en la sucesion de pases, debido a la supresién de la sefal
inductora de las metilasas (Figura 16). Modificaciones de este tipo como la metilacién del ADN

o la acetilacion proteinas similares a las histonas ya han sido relacionadas con cambios
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fenotipicos sustanciales tanto en el incremento de la resistencia como en la patogenicidad de

diversas bacteria, entre otros (Villalba de la Peha & Kronholm, 2024).

Las bacterias cuentan con un sistema de defensa basado en la metilacion: sistema de
restriccion-modificacién (R-M). Las metiltransferasas (MTasas) afiaden grupos metilo a las
adeninas o citosinas, para identificar el ADN propio de la célula; cuando se reconoce ADN
exo6geno (no metilado, o con un patrén de metilacion diferente) este es degradado. Sin
embargo, existen MTasas fuera de este sistema de defensa bacteriana denominadas “MTasas
huérfanas”. La metilacion, tanto de adeninas como de citosinas, lleva a la alteracién de la
transcripcion y por tanto a la modificacién fenotipica observada. Los cambios pueden tanto
reprimir como promover la expresion génica. La metilacidn en citosinas puede desencadenar
una transversion (cambio de una citosina por una timina). Normalmente la desaminacion de
la citosina lleva a un cambio a uracilo, que inicia la maquinaria de reparacién del ADNg. Sin
embargo, teniendo en cuenta que al desaminar una citosina metilada se obtiene una timina, y
que la frecuencia de desaminacién es mayor en este caso; se considera que las citosinas

metiladas son “HOT SPOTS” desencadenantes de mutaciones (Ghosh et al., 2020).

De manera complementaria, metilaciones en el ARN también han demostrado impactar sobre
el aumento de las CMIs. Sin embargo, unicamente el ARNr es susceptible de ser transmitido
debido a su relativa estabilidad en el interior celular. La adicion de grupos metilo al ARNr
puede contribuir a la misma evitando la union del antibiético a su sitio activo
(Villalba de la Pefia & Kronholm, 2024).

Ademas, las proteinas estructurales del ADN en bacterias: NAPs (Nucleoid-Associated
Proteins), pueden sufrir modificaciones postraduccionales, como la acetilacién que influyen
en su union al ADN. Estas alteraciones fruto del estrés creado por la exposicion antibibtica,
pueden provocar cambios transcriptémicos relacionados con la pérdida de sensibilidad.
Ademas de ser modificaciones estables (en cuanto a la transmisidén a la progenie), han sido
vinculadas a la regulacion de genes favorecedores de la formacion de biofilms; estructuras de
bacterias adheridas a una superficie y recubiertas por una matriz, las cuales han demostrado
favorecer el AMR (Villalba de la Pefia & Kronholm, 2024).
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7. Conclusiones y proyeccion futura

Tras el analisis de los datos experimentales, se extraen las siguientes conclusiones:

La exposicidn a concentraciones subinhibitorias de antibiético es capaz de aumentar
la CMI en todos los aislados clinicos estudiados para la FDX; y en el 75% de los casos
para la VNC.

Del 87,5% con aumento de CMI Unicamente un 28,5% generoé resistencia durante la
sucesion de pases (ambos casos ante la FDX).

A pesar de la falta de generacion de fenotipos resistentes, la VNC ha demostrado
contar con una menor barrera genética que la FDX. Tras la retirada de la exposicion
antibiética el 100% de los aislados expuestos a FDX reestablecieron su CMl inicial, o
un valor considerablemente proximo a la misma (teniendo en cuenta el error
experimental); mientras que Unicamente el 50% de los expuestos a VNC cumplian esta
premisa.

La rapida reversibilidad del fenotipo menos sensible evidencia su origen; descartando

mutaciones genéticas estables y poniendo el foco en modificaciones epigenéticas.

La secuenciacion del genoma en los puntos de control, y su comparacion con la cepa original

permitira conocer en los mecanismos que subyacen tras los cambios fenotipicos observados

en la variacion de la CMI. Ayudando a una mejor comprension tanto de la influencia de los

mecanismos epigenéticos en el AMR, como de la dindmica molecular de C. diff bajo estrés

antibiotico.

Teniendo en cuenta las conclusiones extraidas de los ensayos in vitro, y el panorama actual

de alarma sanitaria ante el AMR; resulta esencial contar con programas como los PROA

(Programa de Optimizacion de uso de Antibi6ticos). Que centren el foco en la prevencion de

la generacion de resistencias, sobre todo en casos como el de C. difficile donde las terapias

antibidticas altamente efectivas son escasas.
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