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Resumen

Clostridioides difficile es un agente patégeno del tipo “Una sola salud”, y que es responsable
de la diarrea asociada a antibiéticos. Su epidemiologia es dindmica, y se ha reportado que
existe un cruce o solapamiento entre hospederos humanos y animales a nivel global. El
objetivo de la presente investigacién es caracterizar aislamientos obtenidos a partir de
heces de origen animal que podrian actuar como reservorio de resistencia a los antimi-
crobianos (RAM). Mediante el uso de técnicas de cultivo, PCR, ribotipificacién y pruebas
de susceptibilidad a los antimicrobianos (PSA), se caracterizaron 10 aislamientos no
toxigénicos de C. difficile. Todos ellos fueron identificados como RT596, una cepa que
ha sido previamente documentada en animales y humanos. Ademds, los aislamientos
revelaron cuatro perfiles de multidrogoresistencia (MDR). Nuestros hallazgos constituyen
la primera caracterizacién a nivel regional de un genotipo no toxigénico, con potencial
zoonébtico y MDR. Se plantea la posibilidad de que, debido a la falta de inclusién de la
PSA en los algoritmos de diagndstico actuales o a su circulacién en ambientes hospi-
talarios, este genotipo pueda actuar como un vector de MDR.

Palabras clave: cD1, Clostridioides difficile, MDR, RT596.

Abstract

Clostridioides difficile is a One Health pathogen responsible for antibiotic-associated
diarrhea. Its epidemiology is dynamic and overlap between human and animal hosts
has been reported globally. The aim of the present investigation is to characterize iso-
lates obtained from animal feces that could act as a reservoir of antimicrobial resistance
(AMR). Using culture, PCR, ribotyping and antimicrobial susceptibility testing (AST)
techniques, 10 non-toxigenic isolates of C. difficile were characterized. All of them were
identified as RT596, a strain that has been previously documented in animals and hu-
mans. In addition, the isolates revealed four multidrug resistance (MDR) profiles. Our
findings constitute the first region-wide characterization of a non-toxigenic genotype
with zoonotic potential and MDR. We raise the possibility that, due to the lack of in-
clusion of AST in current diagnostic algorithms or its circulation in hospital settings,
this genotype may act as a vector of MDR.

Keywords: cp1, Clostridiodes difficile, MDR, RT596.
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Clostridioides difficile RT596:

una cepa no-toxigénica multidrogoresistente

Clostridioides difficile RT596:

a non—toxigenic multi rug—resistant strain

Introduccion

La infeccién por Clostridioides difficile (CDI) constituye una de las principales causas de
diarrea infecciosa asociada a la atencién sanitaria (Abad & Safdar, 2021). La expansion
global de cepas hipervirulentas agudiza la morbilidad y mortalidad de los casos clinicos
(Smits et al., 2016). C. difficile es un agente con potencial zoonético frecuentemente aislado
en animales, y el ambiente (Esfandiari et al., 2021); los animales han sido sefialados como
reservorios de resistencia a los antimicrobianos (RAM) (Argudin et al., 2017). Las cepas no
toxigénicas de C. difficile no son capaces de causar dano, indistintamente de su hospedero, y
en tal contexto, su importancia radica en la posibilidad de acarrear y transferir genes RAM
a otras cepas toxigénicas y no toxigénicas de forma horizontal, tal como sugiere un estudio
realizado en el sudeste asidtico (Imwattana et al., 2020), contribuyendo a la evolucién de
su capacidad patogénica.

En animales, C. difficile se ha sido asociado con diarrea neonatal y tiflocolitis en
lechones, enterocolitis en equinos y enfermedad entérica (diarrea) en murinos (Uzal
et al., 2016); los modelos porcinos constituyen una valiosa fuente de informacién ex-
perimental para el desarrollo de fairmacos, tratamientos o evaluacién de patogenicidad
(Grzeskowiak et al., 2019). En la dltima década se ha incrementado el reporte de so-
lapamientos entre cepas de C. difficile y hospederos (humanos y animales), por lo que
su implicacién como agente de interés “Una sola salud” requiere vigilancia y control
(Knetsch et al., 2018).

La RAM es un factor determinante en la epidemiologia cambiante de C. difficile
(Abad & Safdar, 2021; Lim et al., 2020), la caracterizacién de reservorios de RAM, asi
como posibles fuentes de infeccidn, son vitales para contribuir con el control y manejo
del patégeno; notoriamente, los animales han sido sefialados como posibles reservorios
(Argudin et al., 2017). Asimismo, la RAM supone una amenaza al tratamiento de DI
(Peng et al., 2017); el fallo terapéutico conlleva episodios de relapso y severidad (Cho
etal.,2021). La presencia de C. difficile no toxigénico ocurre aparentemente de manera

Portal de la Ciencia, n.° 20,2025, p.5-14 | 7



frecuente en ambientes hospitalarios (Natarajan et al., 2013), y por ello no se debe ignorar
su rol en la dindmica de CDI1, ya que puede acarrear y transferir genes de resistencia a
los antimicrobianos (Imwattana et al., 2020), funcionando asi como reservorio, que por
razones técnicas (al no causar enfermedad o producir toxinas), puede ser subestimado
o no detectado mediante los algoritmos diagndsticos actuales (Lee et al., 2021).

Aislamientos toxigénicos hipervirulentos de C. difficile con RAM han sido reportados a
partir de humanos en Costa Rica (Ramirez-Vargas et al., 2017) y Honduras (Hidalgo-Villeda
et al.,2018), asi como genotipos con potencial zoonético a partir de fuentes animales (An-
dino-Molina et al., 2019). Consecuentemente, nuestra investigacién tiene como objetivo la
caracterizacién fenotipica y genémica de aislamientos no toxigénicos de C. difficile a partir
de muestras fecales porcinas, evaluando asi su potencial como vector de RAM.

Metodologia

El presente estudio es descriptivo, transversal y no probabilistico. Se realizé el aislamiento
de C. difficile a partir de muestras fecales en lechones sin historial declarado de uso o
aplicacién de antimicrobianos o factores de crecimiento en una finca costarricense de
produccién con fines educativos. Brevemente, 44 lechones (5-7 dias postparto en 2017)
aparentemente sanos fueron muestreados y 88 hisopados fueron obtenidos y transporta-
dos en medio FAB (Lab M) hasta su procesamiento. Las muestras (0.5 - 1 g de materia
fecal de 44 hisopados rectales) fueron posteriormente inoculadas en los medios agar
Cefoxitina-Cicloserina-Fructuosa (ccFa; Oxoid) y en caldo de enriquecimiento para
Anaerobios Fastidiosos (FAB; Lab M), ambos incubados en anaerobiosis a 37 °C por 24
y 168 horas, respectivamente (Andino-Molina et al., 2019; Ramirez-Vargas et al., 2017).

Colonias tipicas en CCFA fueron inoculadas en agar Columbia enriquecido con sangre
ovina [5%], hemina y vitamina K, y aquellas con resultados positivos para la prueba de
aglutinacién en ldtex para la deteccién de la enzima glutamato-deshidrogenasa (consti-
tutiva en C. difficile) y la prueba de fluorescencia a 365 nm fueron sometidas a PCR para
su identificacién y toxinotipificacion (#cdA, tcdB, cdtAB,y delecién en #dC), de acuerdo
con metodologias previamente publicadas (Schneeberg, Neubauer, Schmoock, Baier, et
al., 2013). Posteriormente, regiones ARN, 165/23S fueron amplificadas y separadas por
medio de electroforesis capilar (Schneeberg, Neubauer, Schmoock, Baier, et al., 2013);
el electroferograma obtenido se procesa digitalmente y los perfiles de amplicones re-
sultantes se comparan con los depositados en el sistema Webribo (http://webribo.ages.
at), para la obtencién de ribotipo (RT).
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Finalmente, se realizé la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos (PSA) me-
diante el método epsilométrico utilizando tiras de antibiéticos (ETEST®, Biomerieux,
Francia; Liofilchem, Italia) para antimicrobianos que se constituyen como tratamiento
para DI, promotores de CDI, y aquellos cominmente utilizados en sistemas hospitala-
rios, entornos comunitarios y atencién veterinaria. Asimismo, los puntos de corte para
la interpretacion de los resultados se detallan a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Antimicrobianos y criterios de interpretacion para prueba
de susceptibilidad a los antimicrobianos de C. difficile

Punto de corte

Antimicrobiano (MIC ug/mI) Rango analizado (jg/mlL)

(XL) Amoxicilina-4cido clavuldnico >16 0.016 — 256
(AM) Ampicilina >2 0.016 — 256
(CT) Cefotaxime >64 0.002 - 32
(CD Ciprofloxacina >8? 0.002 —32
(EN) Enrofloxacina >8e 0.002 - 32
(MX) Moxifloxacina >8e 0.002 - 32
(LE) Levofloxacina >8e 0.002 - 32
(CL) Clindamicina 28 0.016 — 256
(CF) Cloranfenicol 232 0.016 — 256
(MP) Meropenem 28 0.002 - 32
(MZ) Metronidazol 216 0.016 — 256
(TE) Tetraciclina 216 0.016 — 256
(VA) Vancomicina >2P 0.016 — 256

Nota. En esta tabla se muestra la informacién técnica de acuerdo con las guias meto-
dolégicas de CLSI (a) y EUCAST (b), para la interpretacién de los resultados de los
aislamientos de C. difficile no-toxigénicos (Clinical Laboratory Standards Institute, 2012,
2017; 'The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2019); CLSI
M11-A8, M100-S27.
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El presente estudio conté con la aprobacién del Comité de Bienestar Animal y
Bioética, oficio nimero FCSA-CBAB-EMV-ACUE-005-2016.

Resultados y discusion

C. difficile no-toxigénico (CDNT; zedA', tedB-, CDT") fue aislado en 22.7% (10/44) de las
muestras de lechones aparentemente sanos. La colonizacién de C. difficile no-toxigénico
y toxigénico puede presentarse tanto en animales sanos como en animales sintomaticos
(Uzal et al., 2016). El andlisis de electroferogramas de las regiones ARN 165/23S en la
base de datos Webribo consigné el ribotipo RT596 al 100% (10/10) de los aislamientos.
El genotipo RT596 ha sido previamente descrito en bovinos (Schneeberg, Neubauer,
Schmoock, Grossmann, et al., 2013) y en pacientes de un hospital europeo (Krutova et
al.,2016). Su presencia en entornos diversos sugiere un potencial zoonético similar a lo
descrito en Australia, América y Europa con los genotipos RTo14 y RT078 (Knetsch
et al., 2018; Knight et al., 2017).

Los aislamientos no toxigénicos RT596 mostraron resistencia (RAM) y multidrogore-
sistencia (MDR) a los antimicrobianos; lo anterior coincide con investigaciones recientes
que demuestran la plasticidad genémica y el potencial como vector de RAM/MDR de C.
difficile expresado fenotipicamente (Imwattana et al., 2020); los perfiles de resistencia (PR) y
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) se detallan en las Tablas 2 y 3, respectivamente.

Tabla 2. Perfiles de resistencia a los antimicrobianos en aislamientos de C. difficile RT596

Perfiles de resistencia Clases de antibidticos (n) Aislamientos (n=10)
EN/CI+CL+AM +CF+CT 5 1
EN/LE/CI + CL + AM + CF + CT 5 3
EN/LE/CI + CL + AM + CT 4 3
EN/LE/CI + AM + CT 3 3

Nota. EN (Enrofloxacina), CI (Ciprofloxacina), LE (Levofloxacina), CL (Clindamicina),
AM (Ampicilina), CF (Cloranfenicol), CT (Cefotaxime).
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Considerando el potencial zoonético del RT596, debido a su hallazgo en poblaciones
animales (Schneeberg, Neubauer, Schmoock, Grossmann, et al., 2013) y humanas
(Krutova et al., 2016), asi como en el ambiente (Dharmasena & Jiang, 2018), es evi-
dente que el control y vigilancia de cepas no toxigénicas es vital para mitigar el riesgo
de expansién de genes y elementos RAM/MDR.

Tabla 3. Concentraciones minimas inhibitorias en aislamientos de C. difficile RT596

Antimicrobiano Rango CMI (ug/ml.)  Aislamientos resistentes (n)
(XL) Amoxicilina-4cido clavuldnico 0.5-1.5 0
(AM) Ampicilina 1-3 5
(CT) Cefotaxime >32 10
(1) Ciprofloxacina > 32 10
(EN) Enrofloxacina > 32 10
(MX) Moxifloxacina 0.5-0.75 0
(LE) Levofloxacina 3-12 2
(CL) Clindamicina 612 7
(CF) Cloranfenicol 6—32 1
(MP) Meropenem 0.75 -1 0
(MZ) Metronidazol 0.13-0.75 0
(TE) Tetraciclina 24 — 48 10
(VA) Vancomicina 0.5-0.75 0

Nota. Para la interpretacion de los resultados de los aislamientos de C. difficile no-toxi-
génicos se han utilizado los criterios clinicos (Clinical Laboratory Standards Institute,

2012,2017; The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2019)
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Conclusiones

Nuestros hallazgos demuestran que los aislamientos no toxigénicos derivados de fuentes
animales poseen potencial zoonético y acarrean elementos de RAM/MDR que podrian
transferirse a cepas ya toxigénicas y potencialmente epidémicas o a cepas no toxigénicas
que podrian circular en entornos comunitarios u hospitalarios.

El presente estudio tiene como principal limitacién la naturaleza clonal de los
aislamientos, lo que no permite una generalizacién contextual apropiada; sin embargo,
constituyen el primer reporte a nivel latinoamericano del genotipo RT596 MDR a partir
de poblaciones porcinas.

Es evidente que el anilisis de genoma completo y su comparacién con otros geno-
tipos toxigénicos/no toxigénicos es clave para comprender mds sobre la epidemiologia
de C. difficile; asimismo, nuestros resultados respaldan la necesidad de una vigilancia no
solo molecular sino fenotipica de los aislamientos de C. difficile, indistintamente de la
presencia o ausencia de toxinas (A, B o binaria) o sus genes, en un contexto y abordajes
consistentes con el enfoque “Una sola salud”.
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