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RESUMO

CARACTERIZACAO DE CEPAS DE Clostridioides difficile ISOLADAS EM
PACIENTES DE RISCO EM HOSPITAIS PUBLICOS DO RIO DE JANEIRO

Andressa Rosario de Azevedo

Orientadores: Prof@. Dr2. Eliane de Oliveira Ferreira
Prof. Dr2. Tatiana de Castro Abreu Pinto

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Péds-
Graduagdo em Medicina (Doengas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Aplicadas a
Infectologia (Doencas Infecciosas e Parasitarias).

Clostridioides difficile € um bacilo anaerdbico, Gram-positivo, formador de
esporos e o principal agente da colite pseudomembranosa associada ao uso de
antimicrobianos. Algumas cepas produzem toxinas, TcdA e TcdB, e raramente toxina
binaria (CDT). No Brasil, a epidemiologia de C. difficile é pouco estudada devido a
escassez de laboratérios especializados e estudos indicam que os ribotipos mais
comuns incluem RT133 e RT135. Em 2024, foi detectado um surto de C. difficile na
UTI do Hospital Federal da Lagoa envolvendo uma cepa né&o toxigénica, impactando
pacientes. Este estudo objetiva caracterizar cepas de C. difficile isoladas de amostras
ambientais e de pacientes internados no Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho e no Hospital Federal da Lagoa. Foram coletadas fezes de pacientes
hospitalizados com diarreia e suspeita de CDI. Apds isolamento em meio seletivo
(CDBA), colbnias sugestivas foram identificadas por espectrometria de massas
MALDI-TOF. A caracterizagdao molecular incluiu identificacdo do ribotipo, producéo de
toxinas, genes de resisténcia e perfil de suscetibilidade. Foram identificadas 11 cepas
de C. difficile, sete do ribotipo 010, duas do ribotipo 027 e duas com perfil ndo
identificado no banco de dados do Laboratério de Biologia de Anaerdbios. Dentre as
sete RT010, duas apresentavam o plasmideo pCD-METRO e cinco, o gene ermB. Ja
as cepas RT027, ambas eram resistentes a eritromicina e moxifloxacina. Esses
achados destacam a importancia da identificagdo dos ribotipos circulantes e dos
genes de resisténcia para tragar estratégias de controle da infecgéo, contribuindo para
a seguranca dos pacientes e a eficacia dos tratamentos.

Palavras-chave: C. difficile; CDI; Antimicrobianos; Cepas nao toxigénicas; Genes de

Resisténcia

Rio de Janeiro
Maio/2025



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF Clostridioides difficile STRAINS ISOLATED FROM AT-
RISK PATIENTS IN PUBLIC HOSPITALS IN RIO DE JANEIRO

Andressa Rosario de Azevedo

Orientadores: Prof2. Dr2. Eliane de Oliveira Ferreira
Prof. Dra. Tatiana de Castro Abreu Pinto

Abstract da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina (Doencas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Aplicadas a
Infectologia (Doengas Infecciosas e Parasitarias).

Clostridioides difficile is an anaerobic, Gram-positive, spore-forming bacillus and the
main agent of pseudomembranous colitis associated with antimicrobial use. Some
strains produce toxins, TcdA and TcdB, and rarely binary toxin (CDT). In Brazil, the
epidemiology of C. difficile is poorly studied due to the scarcity of specialized
laboratories and studies indicate that the most common ribotypes include RT133 and
RT135. In 2024, an outbreak of C. difficile was detected in the ICU of Hospital Federal
da Lagoa involving a non-toxigenic strain, impacting patients. This study aims to
characterize C. difficile strains isolated from environmental samples and from patients
admitted to Hospital Universitario Clementino Fraga Filho and Hospital Federal da
Lagoa. Feces were collected from hospitalized patients with diarrhea and suspected
CDI. After isolation on selective medium (CDBA), suggestive colonies were identified
by MALDI-TOF mass spectrometry. Molecular characterization included identification
of ribotype, toxin production, resistance genes and susceptibility profile. Eleven C.
difficile strains were identified, seven of ribotype 010, two of ribotype 027 and two with
a profile not identified in the Anaerobic Biology Laboratory database. Among the seven
RTO010 strains, two presented the pCD-METRO plasmid and five, the ermB gene. Both
RTO027 strains were resistant to erythromycin and moxifloxacin. These findings
highlight the importance of identifying circulating ribotypes and resistance genes to
design infection control strategies, contributing to patient safety and treatment efficacy.

Key-words: C. difficile; CDI; Antimicrobials; Non-toxigenic strains; Resistance genes

Rio de Janeiro
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1 INTRODUGAO

A infecgao por Clostridioides difficile (CDI), anteriormente conhecido como
Clostridium difficile, € uma doenca que afeta principalmente o cdélon, acometendo
individuos que tenham sofrido algum tipo de desequilibrio na comunidade microbiana
que vive no intestino, em especial aqueles que fizeram uso de antimicrobianos. A
doenca € marcada por varios episodios de diarreia, sua manifestagao clinica mais
comum. Em casos mais graves, o paciente pode desenvolver a colite
pseudomembranosa e evoluir para um quadro infeccioso grave de megacodlon téxico,
este podendo levar o individuo a ébito. O ciclo de transmissao de C. difficile ocorre a
partir da aquisicdo dos esporos que podem estar presentes no ambiente hospitalar,
em animais e alimentos. Quando chegam no duodeno, durante um processo de
disbiose, esses esporos germinam e as células vegetativas, em um ambiente
disbiético, conseguem aderir ao epitélio intestinal (enterdcitos), produzindo toxinas e
dando inicio ao quadro inflamatdrio. As toxinas sao o principal fator de viruléncia da
espécie, e que contribuem para o quadro infeccioso da doenca. A CDI pode ser
provocada por diferentes ribotipos e a sua epidemiologia varia de acordo com as
regides geograficas, fontes de isolamento e o grupo de pacientes acometidos.
Embora a epidemiologia da CDI seja bem estabelecida nos paises da Europa e da
América do Norte, 0 mesmo ndo acontece no Brasil devido ao numero limitado de
laboratorios com a tecnologia necessaria para o estudo dessa bactéria e poucos
profissionais qualificados para trabalhar com a mesma. Desta forma, a maioria dos
dados epidemiolégicos de C. difficile no territério brasileiro, principalmente no Rio de
Janeiro, provém do nosso grupo de pesquisa, o Laboratério Biologia de Anaerdbios,
na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Quanto aos ribotipos mais
comuns no Brasil, temos: RT014/020, 043, 046, 106, 132, 133, 134, 135, 136, 142,
143 e 233. Ja em outros paises europeus e da América do Norte, a cepa epidémica

que mais causa preocupacao e surtos € a BI/NAP1, pertencente ao ribotipo 027.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivos Principal

Isolar e caracterizar as cepas de Clostridioides difficile, a partir de amostras
de pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s) dos hospitais
publicos Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) e Hospital

Federal da Lagoa.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Clostridioides difficile

Clostridioides difficile (antigo Clostridium difficile) € um bacilo Gram-
positivo anaerdbio obrigatério, movel e formador de esporos. Este patégeno foi
descrito pela primeira vez em 1935 pelos pesquisadores Hall e O’Toole apds ter
sido isolado de fezes de recém nascidos assintomaticos [1]. Em 2016, Clostridium
difficile foi reclassificado como Clostridioides difficile com base em estudos
genéticos que mostraram que essa bactéria ndo pertence ao mesmo grupo
evolutivo do tipo original do género Clostridium. A partir de analises do gene 16S
do RNA ribossomal desta bactéria, foi observado que ela esta mais relacionada a
outras espécies da familia Peptostreptococcaceae, 0 que justificou a criagao de
um novo género, Clostridioides. A mudanca foi feita para refletir com mais
precisao sua posicao filogenética, mas o novo nome foi escolhido de forma a
preservar a sigla “C. difficile”, amplamente usada em ambientes clinicos e

laboratoriais, minimizando impactos praticos e comerciais [2].

C. difficile é o agente causador de infecgdes de importancia clinica, como
a diarreia e a colite pseudomembranosa associada principalmente ao uso de
antimicrobianos. Esse patdgeno é mais prevalente em ambientes hospitalares e,
por isso, estd mais associado a surtos de infec¢cdes nesses ambientes (HA-CDI),
estando atualmente entre as cinco Infecgcoes Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS) mais importantes da medicina moderna [3, 4]. Apesar de classicamente C.
difficile ser descrito como um patdégeno nosocomial, atualmente, a incidéncia das
infec¢des causadas pelo C. difficile(CDI) adquiridas na comunidade (CA-CDI) vem
aumentando na América do Norte e na Europa, e isto vem provocando um
aumento no numero de casos (51%), no perfil dos individuos afetados (< 65 anos)
com a CDI e na gravidade da doenca [1, 5]. Acredita-se que esse aumento de
casos na comunidade esteja acontecendo, devido a outras fontes de
contaminagao e transmissao, como o contato com animais selvagens e de grande

porte (caprinos, suinos e ovinos); com animais domésticos (caes e gatos); por via



alimentar (tubérculos, carnes suina e bovina) e pelo ambiente, como agua e solo
[6, 7].

Dentre os fatores relacionados ao estabelecimento da HA-CDI, o uso de
antimicrobianos de amplo espectro, como as penicilinas e cefalosporinas de
amplo espectro, clindamicina e fluoroquinolonas, apresentam maior risco de
inducdo da CDI. Isso porque esses medicamentos promovem o desequilibrio na
microbiota intestinal destes individuos [8]. Outros fatores de risco também
merecem destaque e, estdo associadas ao desenvolvimento da CDI, como longos
periodos de hospitalizagao, idade avangada (= 65 anos), o uso de inibidores de
bomba de prétons, pacientes transplantados e imunocomprometidos [1, 9, 10].
Dentre os individuos imunocomprometidos, os pacientes oncolégicos também
apresentam alta incidéncia da CDI, e isto se deve principalmente pelo uso de

quimioterapicos e a radioterapia [11].

Com relagdo a CA-CDI, os pacientes tendem a ser mais jovens, com uma
proporgao significativa de pacientes (36%) relatando nenhuma exposi¢cao a
antibidticos durante as 12 semanas anteriores ao diagnostico. Os casos de CA-
CDI estdo mais associados a pacientes mais jovens (< 50 anos) e, um estudo
retrospectivo na China revelou que casos de CDI adquiridos na comunidade
tendem a ter mais casos de mortalidade e serem mais graves em comparagao
com a CDI classica adquirida nos hospitais (HA-CDI). Além disso, outras
condigdes clinicas cronicas também foram associadas ao aumento do risco de
CA-CDI, como doenga cardiaca, doenga renal crbnica e doenca inflamatoria
intestinal [12]. Outro dado importante a ser mencionado € que, embora os casos
de CA-CDI n&o estejam muito relacionados a exposi¢gao aos antibidticos, um
estudo de caso-controle no Reino Unido entre 1994 e 2004 apontou que a
exposi¢cao ao uso de inibidores de bomba de prétons foi correlacionada com o
aumento do risco de CA-CDI. Além disso, em individuos com condi¢cbes de ma
higiene da cavidade oral e com hitérico de doengas periodontais, a disbiose da
microbiota oral pode ser um reservatorio para diversos patégenos humanos,
incluindoC. difficile [13, 14]. Cepas nao-toxigénicas também podem causar a CDI,
principalmente na comunidade. Essas cepas apresentam fatores de viruléncia
adicionais (flagelo, enzimas, capsula e resisténcia a multiplos antimicrobianos),

que desempenham funcdes importantes na colonizagao e infecgao do paciente,



principalmente em individuos imunossuprimidos [15,16].

3.2 Epidemiologia mundial e ribotipos circulantes

A técnica de tipagem tem um papel importante para auxiliar na
classificagdo dos microrganismos e também ajuda a tracar ligagcdes
epidemioldgicas. No caso de C. difficile, o método mais comum é a PCR-
ribotipagem e por capilaridade, no qual as regides espagadoras intergénicas (ISR)
entre os genes 16S e 23S da subunidade ribossomal (rRNA) sdo amplificadas e
o padrao de tamanho molecular € usado para classificar em ribotipos (Figura 1)
[17]. Na eletroforese por capilaridade o resultado do padrao de bandeamento das
cepas € comparado com um banco de dados da rede Webribo
(https://webribo.ages.at/) [18].
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Figura 1: Exemplo de um gel de PCR-ribotipagem para
tipagem de Clostridioides difficile. As linhas 1-10 representam os
padrées de bandeamento dos ribotipos exemplificados. Como padrao de
peso molecular foi utilizado o 100pb Ladder (Promega). Fonte: propria
autoria.



Até o momento, segundo o banco de dados da rede de ribotipagem de C.
difficile (CDRN) no Reino Unido, ha mais de 600 ribotipos identificados e
espalhados pelo mundo e, a epidemiologia da espécie parece estar relacionada
nao somente a area geografica, mas aos critérios de uso de antimicrobianos de
cada pais [19].

Por volta dos anos 2000, houve um grande aumento dos casos de CDI
devido ao aparecimento de uma cepa epidémica que, em um periodo curto de
tempo, se espalhou pela América do Norte e Europa apresentando altas taxas de
morbidade e mortalidade [20]. Essa problematica foi associada a disseminacao
de uma cepa identificada e designada, B1/NAP1, pertencente ao RT027 e
Sequencetype 01 pelo MLST (STO01). A sua classificagéo foi realizada por varios
métodos de biologia molecular: analises de endonuclease de restricdo (B1),
pulsedfield gel eletrophoresis - PFGE (NAP1), PCR-ribotipagem (RT027) e
multilocussequencetyping - MLST (STO01), respectivamente [21].

Alguns estudos demonstraram que talvez a principal explicagdo para o
surgimento da cepa epidémica RT027 tenha sido o uso excessivo de
fluorquinolonas nos Estados Unidos da América (EUA) no final da década de 1990
[22]. Quando a cepa epidémica surgiu nos EUA, analises filogenéticas mostraram
que duas linhagens distintas resistentes a fluoroquinolonas (FQR) estavam
circulando no pais (FQR1 e FQR2). Elas compartilhavam do mesmo ancestral e
apresentavam mutagdes similares. Essas cepas adquiriram resisténcia
independente as fluoroquinolonas de quarta geragdo com a presenga de uma
mutacdo (Thr82->1l) da subunidade A da DNA girasse (gyrA) em ambas as
linhagens [23, 24]. As duas linhagens epidémicas apresentaram um padréo de
disseminagao global diferente, sendo a FQR1 responsavel por surtos nos Estados
Unidos e a FQR2 na Europa [25].

Além do RT027, ha inumeros ribotipos que também sao responsaveis pelo
desenvolvimento da doenga. O RT106 esta envolvido em surtos da CDI na Europa
e nos EUA e, é caracterizado por produzir mais esporos e ser multirresistentes
aos antimicrobianos, ja que geralmente é resistente a pelo menos trés
medicamentos, como moxifloxacino, clindamicina e cloranfenicol [26, 27].

O ribotipo 010 é um tipo ndo toxigénico comumente encontrado em
ambientes hospitalares, na comunidade (CA-CDI) e fontes animais, como caes e
roedores, além de ja ter sido relacionado a casos de CDI adquirida em unidades
hospitalares ou na comunidade [28, 29]. Embora ndo produza toxinas, cepas nao



toxigénicas também s&o conhecidas por causar CDI, principalmente na
comunidade, uma vez que apresentam fatores de viruléncia adicionais (flagelo,
enzimas, capsula, resisténcia a antibidticos e outros) que desempenham fungdes
importantes na colonizagéo e infecgao do paciente, principalmente em individuos
oncologicos. [30, 31, 32]. Além disso, essas cepas costumam apresentam
multirresisténcia, principalmente ao metronidazol, eritromicina e vancomicina [33].

O RT014 na maioria dos casos é listado junto com o RT020, sendo,
portanto, comumente descritos como RT014/20. Isso ocorre porque o padrao de
bandeamento desses ribotipos no gel de ribotipagem sao dificeis de distinguir.
Esses ribotipos estdo associados a grande parte dos casos de CA-CDI na
Australia e nos Estados Unidos, sendo relacionados a fontes humanas e outros
animais [34, 35].

Ja o RT001 é um dos ribotipos mais problematicos e epidémicos em
algumas regides da Europa, sendo até mesmo listado como o segundo ribotipo
mais prevalente em um estudo multicéntrico europeu realizado em 2008 [36, 37].
Este ribotipo geralmente é responsavel por causar CDI grave principalmente em
ambientes hospitalares (HA-CDI), além de ser resistentes a multiplas
antimicrobianos, como clindamicina, eritromicina, cefoxatina, levofloxacina e
moxifloxacino [38].

No Brasil, os dados epidemioldgicos disponiveis quanto ao numero de casos
da CDlI, ribotipos e suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas de C. difficile séo
bem escassos, principalmente por conta do numero limitado de laboratérios
proprios para estudo de anaerdbios e profissionais qualificados para realizar o
cultivo adequado de C. difficile. A maioria dos estudos de epidemiologia desse
patégeno no Rio de Janeiro provém do nosso grupo de pesquisa no Laboratério
Biologia de Anaerdbios na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A partir
disso, sabe-se que os ribotipos (RT) mais comuns de serem isolados sao: RT014,
043, 046, 106, 132, 133, 134, 135, 136, 142, 143 e 233. Alguns estudos
relacionados a epidemiologia da CDI no Brasil indicam que o cenario no pais é
bem diferente em comparagdo com outros paises do mundo, e isso pode ser
explicado por conta da maior prevaléncia de ribotipos exclusivos de C. difficile no
pais, como RT133 e RT135 [39]. Um estudo realizado por Alcides e colaboradores,
no ano de 2007, identificou a presencga de C. difficile em 35 amostras isoladas de

pacientes pediatricos e quatro amostras provenientes do ambiente hospitalar do



Instituto de Puericultura e Pediatria Martagéo Gesteira (IPPMG) na UFRJ. Os 39
isolados passaram pela etapa de tipagem e foram identificados 13 ribotipos
distintos: 001, 015, 031, 043, 046, 131,132, 133, 134, 135, 136,142 € 143. A partir
deste resultado, sete desses ribotipos (132, 133, 134, 135, 136, 142 e 143) foram
considerados como novos e, representaram quase 79% de todas as amostras,
sendo RT133 o mais comum. Hoje sabe-se que o RT133 e RT135 s&o exclusivos
do Brasil e no periodo do estudo ele foi detectado em todos os grupos de criangas
examinados (pacientes internados, ambulatoriais e criangas saudaveis), enquanto
que os ribotipos 015, 131, 134 e 135 estavam relacionados a criangas sintomaticas
[40].

Em 2009, o RT106 foi identificado pela primeira por Balassiano e
colaboradores no Rio de Janeiro. No estudo realizado por este grupo, foram
coletadas 21 amostras de pacientes e 40 do ambiente do Hospital Evandro
Chagas Fundagéao Oswaldo Cruz. Como principal resultado, foram isoladas seis
cepas de C. dffficile, sendo os ribotipos mais frequentes o RT106 e RT014. As
cepas do ribotipo 106 apresentaram resisténcia a todas as fluoroquinolonas
testadas, ja as do ribotipo 014 eram altamente resistentes a clindamicina. Todos
os isolados eram igualmente sensiveis ao metronidazol [41]. Posteriormente, em
2011, o mesmo grupo de pesquisadores demonstrou uma predominancia do
RT133 em 70 amostras de pacientes do Hospital Universitario (HUCFF) da UFRJ.
Dentre os 70 pacientes analisados, a CDI foi detectada em 19 deles, e sete das
oito cepas isoladas eram toxigénicas. O ribotipo 233 também foi identificado em
dois pacientes participantes deste estudo. Todas as cepas estudadas
apresentaram resisténcia a ciprofloxacina, levofloxacina e clindamicina, e
demonstraram ser sensiveis a metronidazol, moxifloxacino e vancomicina. Por
fim, os estudiosos estabeleceram a maior prevaléncia do RT133 além de verificar
que houve uma infecgdo cruzada entre diferentes pacientes associada aos

mesmos ribotipos [42].

Em um estudo mais recente, no ano de 2024, Nogueira e colaboradores
analisaram 56 amostras pediatricas, coletadas no Hospital Infantil Albert Sabin
localizados em Fortaleza, identificando C. difficile em 17 espécimes. Apesar de
realizado em um unico hospital, o estudo revelou uma alta taxa de CDI (30,4%) em

pacientes pediatricos, com 76,4% dos casos causados por cepas toxigénicas.



Esses dados sugerem um aumento na prevaléncia da infecgdo e as analises
moleculares conduzidas pelo Laboratério de Biologia de Anaerdbios da UFRJ
identificaram os ribotipos predominantes: 046, 106, 002, 143, 133 e 012 [43]

Embora a cepa epidémica do ribotipo 027 seja bastante comum nos paises
da Europa e América do Norte, 0 mesmo nao acontece no Brasil. O primeiro relato
da suposta presenca do RT027/ST01 no territorio brasileiro ocorreu no ano de 2018
por Pires e colaboradores. A detecgao da cepa ocorreu através do equipamento
GeneXpert, porém, nao foi feito seu isolamento e nem tdo pouco outras analises
por biologia molecular para confirmar se realmente a cepa pertencia a esse ribotipo
[44]. Embora a detecgdo da mutagao seja importante para classificar uma cepa
RTO027, outras andlises sao necessarias, como a PCR-ribotipagem por gel de
agarose e por capilaridade. Isso porque outros ribotipos, como RT198, RT176 e
RT244, além do 027, também pertencem ao ST1 [45, 46]. Em 2023, outro grupo
de pesquisadores de Porto Alegre realizou um estudo de prevaléncia de C. difficile
toxigénico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e identificaram a cepa
hipervirulenta em cinco pacientes. O estudo continha duas etapas de diagnéstico,
a primeira por imunoensaio fluorescente (ECO F GDH, ECODiagnostica) e a
segunda por PCR em tempo real (XpertC. difficile BT, Cepheid), sendo que o kit
utilizado na técnica de PCR em tempo real faz a detec¢ao dos genes que codificam
as toxinas B (fcdB) e binaria (cdt), assim como a delegcao de 18pb no gene ftcdC,
presente ndo somente no RT027, mas em outros ribotipos também. Porém, assim
como o estudo realizado em 2018, ndo foram feitas outras analises moleculares
para confirmacao da cepa hipervirulenta [47]. No Quadro 3 estdo destacados os

ribotipos mencionados e suas respectivas referéncias.

Quadro 3: Exemplos de ribotipos circulantes pelo mundo e suas referéncias

Ribotipo Genes das toxinas Referéncia bibliografica
RT001 tcdA+, tcdB+, cdtA-, cdtB- [36, 37, 38]
RTO010 tcdA-, tcdB-, cdtA-, cdtB- [28, 29, 30, 31, 32, 33]

RT014/20 tcdA+, tcdB+, cdtA-, cdtB- [34, 35]

RTO027 tcdA+, tcdB+, cdtA+, cdtB+ [22, 23, 24]
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Ribotipo Genes das toxinas Referéncia bibliografica
RT106 tcdA+, tcdB+, cdtA-, cdtB- [41, 42]
RT133 tcdA+, tcdB+, cdtA-, cdtB- [42]

3.3 C. difficile e One Health

One Health (uma sé saude ou saude unica) € uma abordagem colaborativa
e transdisciplinar que visa solucionar problemas relacionados a saude humana,
animal, vegetal e do ecossistema, uma vez que todos estao interligados [48]. O
contato do ser humano com a natureza e os animais € bastante amplo,
principalmente apos o inicio da globalizagdo, que intensificou ainda mais o
movimento das pessoas e comércio de produtos, principalmente de origem
animal. Como resultado de todo esse processo, houve um aumento da circulagao

e disseminacgao de doengas através das fronteiras e ao redor do globo [49].

Aplicar a estratégia de One Health para estudos relacionados a C. difficile
€ de suma importancia para entender a epidemiologia do patégeno, uma vez que
a bactéria é capaz de colonizar animais selvagens, domésticos (caes e gatos), de
producado (porcos, gado, ovelhas e aves), e estar presente no ambiente,
contaminando fontes de alimentos e 0 meio ambiente propriamente dito [50, 51].
Sendo assim, a presencga de C. difficile em diferentes fontes sugere uma possivel
transmissao zoonodtica e/ou antropondtica entre animais e humanos com
alimentos e ambiente contaminados, atuando como canal entre os dois. A
epidemiologia de C. difficile esta em constante mudancga e, € bem marcada pelo
aumento da incidéncia e surgimento de novas cepas, principalmente as
multirresistentes. Desta forma, um exemplo de vigilancia ideal do patégeno
utilizando a abordagem de de saude unica seria o trabalho de todos envolvidos
nas areas de saude, mas principalmente, em conjunto com industrias,

formuladores de politicas, veterinarios, clinicos e pesquisadores [52].

3.4 Microbiota intestinal e o desenvolvimento da CDI

O microbioma intestinal de mamiferos € composto por uma diversidade de

organismos, como bactérias, virus, fungos, protozoarios, leveduras e bacteridfagos.
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Esta comunidade microbiana comeca a ser formada a partir do nascimento e vai se
consolidando ao longo de cerca de 2 a 3 anos, quando finalmente atinge uma
composig¢ao estavel. No entanto, mesmo apos se estabelecer no organismo humano,
por exemplo, essa microbiota pode ser influenciada por diferentes fatores associados
ao ambiente e ao estilo de vida de cada individuo [53]. A microbiota tem um papel
fundamental na saude e bem-estar humano, uma vez que 0s microrganismos
pertencentes a este nicho estdo intimamente relacionados a diferentes atividades
metabolicas e bioldégicas, como por exemplo, obtengcdo de energia, producéo de
fatores de crescimento e de vitaminas, estimulagcdo do sistema imunoldgico e até
mesmo na resisténcia a colonizagdo de outros microrganismos que possam ser

prejudiciais a saude e apresentam um potencial patogénico [54].

O uso principalmente de antimicrobianos pode induzir a um desequilibrio da
comunidade microbiana intestinal, denominada disbiose, e acarretar o
desenvolvimento de doencgas inflamatorias e infecgdes intestinais com mais
facilidade, uma vez que a comunidade microbiana tem um papel fundamental na
manutengcdo da homeostase do organismo [55, 56]. A disbiose é caracterizada pela
alteracdo na fungcdo e composicdo dos microrganismos presentes nesse nicho,
podendo ser influenciada por fatores externos (ambientais) ou até mesmo a partir do
proprio hospedeiro [57]. Um exemplo do papel da microbiota que afeta diretamente o
desenvolvimento de C. difficile no organismo humano é o metabolismo de acidos
biliares primarios em acidos biliares secundarios no colon, como o taurocolato de
sédio. Cerca de 5% dos acidos biliares produzidos pelo figado, chegam ao cdélon
intestinal e, através da agao de bactérias intestinais, sdo desconjugados para formar
acidos biliares secundarios, impedindo a germinacao dos esporos de C. difficile [58].
A partir do momento que o individuo apresenta um processo de disbiose intestinal,
isso pode acarretar o desenvolvimento de doencas inflamatérias e infecgbes

intestinais com mais facilidade.

Uma vez que os esporos de C. difficile sejam adquiridos e a disbiose esteja
estabelecida, eles somente irdo germinar a partir da detecg¢ao da presenga de acidos
biliares primarios metabolizados pelo figado, como os taurocolatos. No caso da CDI,
uma vez que a comunidade microbiana nao transforma os sais biliares primarios em
secundarios, acontece um aumento na sua concentragdo. Os esporos de C. difficile

podem “perceber’” o aumento dos sais biliares primarios e comegarem a germinar.
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Isto ocorre devido a presenga de receptores “germinantes” como a proteina CspC,
presente na superficie dos esporos, que € sensivel aos acidos biliares e responsavel
por induzir o seu processo de germinacao [59, 60]. A partir da sinalizagdo para
germinar, uma cascata proteolitica é induzida, resultando na degradacédo do
peptidoglicano do esporo e posterior liberacdo de acido dipicolinico de calcio e
reidratacdo do esporo, promovendo, portanto, a germinagdo e multiplicacdo das
células vegetativas. Vale ressaltar que a capacidade de crescimento e colonizagao
dos esporos estd diretamente relacionada com o microbioma (microbiota do
hospedeiro e seu metaboloma associado). O metaboloma é caracterizado pelo
conjunto de pequenas moléculas, chamadas de metabolitos, que os humanos
ingerem, metabolizam, catabolizam ou entram em contato que apresentam um peso
molecular menor que 2000 Da. Alguns exemplos de moléculas que compdem 0 N0sSso
metaboloma sao: peptideos, lipideos, aminoacidos, acidos nucleicos, carboidratos,
acidos organicos, vitaminas, minerais, aditivos alimentares, medicamentos, toxinas,

poluentes [61].

Sendo assim, as mudangas provocadas na microbiota pela agdo dos
antimicrobianos, irdo interferir diretamente no metaboloma e, podem representar um
ambiente propicio a infec¢ao por C. difficile [62]. Diferente dos sais biliares primarios,
os sais biliares secundarios, produzidos por espécies presentes no microbioma, estao
relacionados a resisténcia a colonizagdo e também a inibicdo da germinagao e
multiplicacao de C. difficile [63]. Além dos sais biliares primarios, a presenga de outras
substancias ja foi documentada para que a co-germinagao dos esporos de C. difficile
possa acontecer, como a do aminodacido glicina [64]. Outros aminoacidos também
podem atuar como co-germinantes, porém estes ndo sao tao eficientes quanto a
glicina. Além disso, a cepa de C. difficile envolvida no processo infeccioso e sua
capacidade de formar esporos também é importante nesse processo.

Antes da germinagdo, os esporos podem aderir a mucosa intestinal,
desempenhando um papel importante na persisténcia de C. difficile em individuos
saudaveis e no aumento do risco de recidiva da CDI [65]. Quanto a produgao de
toxinas, esta bem documentado que o nivel de sintese dessas proteinas é
influenciado pelas condi¢cdes de crescimento e mudangas ambientais [66]. Dentre as
condicdes ambientais, os sinais nutricionais sdo 0s que mais se destacam.

Concentragdes limitadas de biotina ou altos niveis de acidos graxos de cadeia curta,
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como o acido butirico, sdo conhecidos por aumentar a produgcdo de toxinas. Ja os
agucares que sio rapidamente metabolizados e determinados aminoacidos sao
capazes de reduzir bastante a sintese de toxinas. A temperatura também pode
influenciar, sendo 37° C a temperatura 6tima para a expressao das toxinas [67,68]. A
presenga de alguns antimicrobianos pode gerar um estresse celular e ser capaz de
aumentar a produgéo de toxinas, no entanto, isto vai depender ndo somente da cepa
de C. difficile, mas também do antimicrobiano utilizado, ja que a resposta especifica
a certos medicamentos € bastante variavel entre as cepas. Desta forma, a quantidade
de toxinas e a sua atuacao sao fatores fundamentais para o desenvolvimento da CDI
[69, 70].

3.5 Fisiopatologia da CDI e Fatores de Viruléncia

A relagcdo entre a ocorréncia da colite pseudomembranosa e o uso de
antibiéticos de amplo espectro, como a clindamicina e a lincomicina, ocorreram pela
primeira vez na década de 1970, quando foi observado que o uso desses
medicamentos, além de provocar diarreia, também provocava a colite
pseudomembranosa em alguns pacientes. Outro fato que merece destaque
aconteceu em 1977, quando Larson e colaboradores relataram a presenca de toxinas
em fezes de pacientes que apresentavam a colite pseudomembranosa. No entanto,
foi apenas em 1978 que o uso de antimicrobianos, como a clindamicina, passou a ser
associado a CDI [76].

A CDI é iniciada com episédios diarreicos e pode evoluir para quadros mais
graves, como a colite pseudomembranosa (CPM) e o megacdlon tdxico, causadas
por cepas toxigénicas [71]. O megacdlon toxico se desenvolve a partir do instante que
uma inflamagédo alcanga a muscularisproprial (composta por musculo liso e
responsavel pelos movimentos de peristaltismo), provoca uma lesédo neural e altera a
motilidade intestinal, resultando em dilatacdo. Os fatores de risco para
desenvolvimento desta condicao, além do uso de antimicrobianos, incluem qualquer
condigao inflamatdria grave, como doenca inflamatoria intestinal, colite isquémica e
colite infecciosa [72]. Além disso, quando n&o é resolvido cirurgicamente, o
megacolon téxico apresenta alta mortalidade [73]. No caso da CPM, a mesma é

caracterizada como uma doenga inflamatéria grave que afeta o revestimento interno
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do intestino grosso. As pseudomembranas sao a principal caracteristica desse quadro
clinico, sendo definidas como uma camada de exsudato fibropurulento constituido por

células inflamatoérias e muco provindo de criptas inflamadas e em erupgao [74, 75].

No caso de pacientes oncologicos, normalmente o sistema imunoldgico ja
se encontra comprometido por conta do tratamento intensivo a que esses
individuos sao submetidos, portanto, esses individuos se tornam mais vulneraveis
a desenvolver a CDI. O uso de quimioterapicos no tratamento do cancer pode
danificar diretamente a mucosa intestinal e causar alteracdbes na microbiota,
provocando a diarreia por danos na mucosa. Além disso, a neutropenia também
faz esse grupo da populagao ter maior predisposi¢cao para o desenvolvimento da
CDI [76, 77]. Em alguns casos, os pacientes oncoldgicos precisam fazer o uso de
antimicrobianos por conta da incidéncia de IRAS no ambiente hospitalar e,
portanto, isto se torna mais um fator de risco para desencadear disbiose e facilitar

a colonizagao e infecgéo de C. difficile nesses pacientes [78, 79].

A CDI é causada principalmente por cepas toxigénicas e que produzem
enterotoxinas, TcdA (toxina A) e/ou TcdB (toxina B), que levam ao quadro clinico
da doenga e cujos genes estdo organizados em uma regido cromossOmica
denominada Locus de Patogenicidade (PaLoc) (Figura 2). O PaLoc € uma regiao
gendbmica que geralmente apresenta a mesma localizagdo no cromossomo,
independente da cepa. No caso de cepas nao toxigénicas esta ilha genémica é
substituida por uma regido n&o codificadora muito bem conservada de 115 kb ou
75 kb [80]. Além de apresentar os genes das toxinas A e B (fcdA e tcdB,
respectivamente), o PalLoc também €& composto por trés outros genes
responsaveis pela regulacao e expressao das toxinas: tcdR, tcdEe tcdC. O gene
tcdRcodifica um fator sigma de RNA polimerase e tem como fungao a regulacao
positiva da expressao das toxinas. O tcdEé responsavel pela codificacido de uma
proteina holina bacteriofagica (fago-like), que auxilia na secregao das toxinas. Ja
o tcdCé um gene que regula negativamente o fcdR; e mutagdes relacionadas a
este gene estdo ligadas a super expressao e produgao das toxinas A e B [81, 82].
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Uma evidéncia de que mutagbes em no gene tcdC podem afetar
diretamente a expressao de toxinas € o estudo realizado por Soehn e
colaboradores em 1998. Neste trabalho, uma cepa de C. difficile apresentava um
rearranjo de seu PaLoc que a deixava sem o gene fcdA e tcdC funcionais, mas
ainda sim era capaz de produzir a toxina B. Mesmo apresentando essas
diferencas, esta cepa demonstrou ser mais citotoxica in vitro do que a cepa
VPI10463 (uma cepa de C. difficile RT0O87) e mais patogénica em modelos
animais [83, 84].

— tcdR — tcdB = tcdE — tcdA
Regu.la?dor Toxina B Prptelqa T RegulaQor
Positivo holina-like Negativo

Figura 2 - Esquema da organizacao do Locusde Patogenicidade (PaLoc) em cepas

toxigénicas de Clostridioides difficile. O gene tcdR tem como fung&o regular positivamente a
expressao de toxinas. O gene fcdB codifica a toxina B e o fcdA a toxina A. Ja o gene tcdE codifica uma
proteina do tipo holina e auxilia na secregédo das toxinas. E o gene tcdCregula negativamente o gene
tcdR, portanto, afeta diretamente a expressao das toxinas, impedindo ou ndo a sua expressao conforme
a sinalizagao celular. Fonte: prépria autoria.

As toxinas TcdA e TcdB séao classificadas como toxinas do tipo AB, ou seja,
ha uma subunidade B que é responsavel ndo so pela interagdo com a ceélula-alvo,
mas também realiza a entrega de uma subunidade A que possui acdo enzimatica
e atua no citosol da célula-alvo [85]. Quanto ao mecanismo de agao (Figura 3),
TcdA e TcdB apresentam dominios RHO e RAC glicosiltransferases (GTDs) na
porcdo amino terminal e catalisam uma reacdo de glicosilacdo, levando a
inativacdo de RHO e RAC-GTPases da célula hospedeira, que sao proteinas
reguladoras do citoesqueleto de actina das células eucariéticas. Sendo assim,
além de promover danos ao citoesqueleto, também leva a dissociacdo das
juncdes célula-célula nas células epiteliais do cbélon e, por consequéncia,
acontece a perda da integridade da membrana dos enterécitos [86]. Além de
conseguir atuar na célula hospedeira induzindo um processo apoptético por meio
do processo de glicosilagao, a toxina B também apresenta outro mecanismo de
acao. Quando esta toxina se encontra em grandes concentragdes, ela pode

impulsionar um processo necrotico das células epiteliais por meio da montagem



e ativacdo do complexo NADPH oxidase (NOX), que leva a produgado de altos
niveis de espécies reativas do oxigénio (ROS), e isto ocorre de forma
independente da atividade glicosiltransferase [87].

As toxinas A e B atuam em sinergismo, e com as duas porg¢des afetando o
enterdcito no hospedeiro. O TcdA age como uma enterotoxina e TcdB como uma
citotoxina, e ambas estdo envolvidas no desenvolvimento da CDI [87, 88]. Isto
explica a existéncia de cepas que apresentam somente a toxina B e ainda assim
sdo capazes de causar a infecgado e danos ao hospedeiro. Além disso, cepas A
negativas e B estdo associadas a casos mais graves da doenca [86]. Quanto as
cepas que apresentam somente a toxina A, isto ndo é tdo comum. Porém, Monot
e colaboradores identificaram pela primeira vez, em 2015, uma cepa de C. difficile
que era positiva para toxina A e negativa para toxina B. Segundo os
pesquisadores, € possivel encontrar este fenétipo de C. difficile (A+/B-), pois o
PalLoc pode apresentar tamanhos variaveis e pode estar localizado em regides
distintas do genoma. Desta forma, pode haver um PalLoc “mono-toxina”, que é
composto somente pelo gene tcdA ou tcdB e explica a existéncia da cepa A+/B-.
Além disso, Monot também sugere que o Paloc classico que é conhecido hoje
em dia (Figura 1) pode ter sido evolutivamente o resultado da fus&do de dois PalLoc
do tipo “mono-toxina”, sendo caracterizado entdo como PalLoc “bi-toxina” [82, 90].

Ambas as toxinas ativam vias de sinalizagao do fator nuclear-kB (NF-kB) e
da proteina ativadora 1 (AP-1) nas células intestinais e promovem a transcrigao
de quimiocinas pro-inflamatdrias, como IL-8, levando ao recrutamento de células
do sistema imune inato [91, 92]. Além disso, quando TcdB é endocitado, a
acidificagao dos endossomos resulta em uma alteragdo conformacional da toxina
e formacgao de poros nessa estrutura, permitindo que o dominio glicosiltransferase
N-terminal (GTD) do TcdB va para o citosol. No citosol, GTD inativa proteinas da
familia RHO GTPase por glicosilacdo, causando efeitos citopaticos,
caracterizados pelo arredondamento celular resultante da ruptura do
citoesqueleto de actina, e efeitos citotoxicos, incluindo morte celular programada

e ativagao de inflamossomos [93].
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Figura 3: Esquema da atividade das Toxinas A e B de Clostridioides difficile. Primeiro, a
subunidade B das toxinas se liga ao receptor da célula epitelial (1) e as toxinas sdo entdo endocitadas (2) e
internalizadas (3). Em seguida, ocorre a acidificagcdo do endossomo (4) resultando em uma mudanca
conformacional e insergcao da toxina na membrana para ocorrer a liberagdo da subunidade com agao enzimatica
no citosol (5). Por fim, a subunidade A da toxina ¢ liberada para o citosol da célula e realiza um processo de
glicosilagéo e inativagao de RHO e RAC GTPase da célula hospedeira (6), promovendo a perda das jungdes tight
e afetando a integridade da membrana das células epiteliais (7). Ferramenta: Canva. Fonte: propria autoria.

Além das toxinas TcdA e TcdB, algumas cepas de C. difficile podem
produzir uma terceira toxina, a toxina transferase binaria de C. difficile (CDT). A
CDT pertence a familia de toxinas ADP ribosilante de actina que promove a
despolimerizacdo da actina e induz a formagao de saliéncias a base de
microtubulos, além de ser produzida por um grupo restrito de cepas destabactéria
que geralmente estdo associadas a quadros mais graves da CDI e também a cepa
epidémica BI/NAP1 RT027 [94]. Esta toxina € composta por duas subunidades,
sendo uma enzimatica (CdtA) e a outra um componente de ligagéo (CdtB). As
subunidades da toxina sdo codificadas pelos genes cdtAe cdiB, que estdo
localizados préximos a um gene que codifica uma proteina regulatéria (cdtR)
dentro do locusCDT (CDTLoc) (Figura 4), mas fora do PaLoc [95].




cdtR — cdtA S cdtB
Regulador Componente Componente de
Positivo Enzimatico Ligagao

Fonte: O autor

Figura 4:Esquema ilustrativo da organizagéo do CdtLocusde Clostrididoidesdifficile.
O CdtLocus apresenta o gene cdfR, um regulador positivo que controla a expresséo de cdtA e cdtB. E
também os genes cdtAe cdiB que codificam, respectivamente, a subunidade enzimatica A e a
subunidade de ligacao B. Ferramenta: Canva. Fonte: propria autoria.

Quanto ao mecanismo de agao (Figura 5), a subunidade CdtB se liga na
célula hospedeira e, é responsavel por formar porosem endossomos acidificados
da célula, além de permitir a passagem de CdtA para o citosol. Quando presente
neste ambiente, a CdtA, que é uma ribosil-transferase, é capaz de ribosilar aactina
presente na célula hospedeira, levando a uma interferéncia na polimerizagao
destes filamentos subjacentes a membrana celular, resultando em protrusées
celulares. Essas protrusdes celulares sdo compostas por microtubulos e formam
uma espécie de rede na superficie das células epiteliais, facilitando a aderéncia
C. difficile a estas células. Além disso, outra consequéncia relacionada a
despolimerizacao da actina provocada pela toxina CDT é o redirecionamento da
fibronectina e de outras proteinas da matriz extracelular, do lado basolateral da
membrana das células para o lado apical, onde facilitam a ligagao de C. difficile
[94].
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Figura 5: Atividade da toxina transferase binaria de Clostridioides difficile (CDT). A subunidade
B da toxina binaria se liga ao receptor celular (1) e, é endocitada (2). Em seguida, ocorre a acidificagcdo do
endossomo (3) e assim a subunidade B consegue induzir a formagao de poros (4), permitindo entdo a
translocagao da subunidade A para o citosol (5). A subunidade A atua ribosilando os filamentos de actina (6) e
promove a interferéncia na polimerizagao das mesmas (7), resultando em protrusdes celulares que aumentam a
aderéncia da bactéria a célula hospedeira (8). Ferramenta: Canva. Fonte: propria autoria.

3.6 CDI recorrente (rCDI)

Um dos maiores desafios clinicos € a CDI recorrente (rCDI), pois apresenta
altos indices (25%-40%) e contribui para o aumento dos custos de assisténcia
médica, causando um grande impacto nos hospitais. A rCDI ocorre quando um
individuo apresenta novamente os sintomas da doenga dentro de oito semanas de
um episédio anterior, podendo ser desencadeada pela mesma cepa (como
consequéncia da germinacao de esporos residentes que permanecem no colon apos
o tratamento com antibidticos ter parado) ou ocorrer uma reinfecgao por uma cepa
diferente (de uma fonte ambiental, por exemplo) [96]. Estima-se que cerca de um
quarto dos pacientes com CDI confirmado desenvolveram recorréncia da doenga e
isto se deve ao fato dos pacientes apresentarem uma resposta imunoldgica
prejudicada contra as toxinas de C. difficile e/ou alteragdo da microbiota. No entanto,
a maioria dos episédios recorrentes da doenga sdo menos graves [97]. Quanto a
resposta imunoldgica, um estudo realizado por Amani e colaboradores identificou que,
em modelos murinos de rCDI, a infec¢do primaria com a cepa a cepa VPI 10463 de

C. difficile ndo induziu uma resposta de IgG com troca de isotipo. Além disso, durante
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a segunda infecgéo, nao foi detectada a reativagdo de respostas de IgA ou IgG. Os
autores também apontam que, embora a IgM especifica contra a toxina B e a IgA da
mucosa estivessem presentes, essas imunoglobulinas ndo protegeram contra rCDI.
Em contrapartida, a resposta de IgG sérica especifica para as toxinas foi protetora
[98]. Outro achado importante foi que a produgéo de IgG sérica, IgA e IgA de mucosa
especificas para toxina apresentaram protecdo contra a infeccdo. No entanto, a
presencga de IgA na mucosa, apesar de eficaz, ndo é tdo necessaria, uma vez que
camundongos (plgR2/2), que nao possuem o receptor para transcitose de anticorpos
poliméricos através do epitélio, incapazes de transportar IgA através do epitélio,
também foram protegidos contra a doenga associada ao C. difficile [99]. Esses dados
sugerem que a IgG sérica € o principal anticorpo protetor contra a CDI e rCDlI,
enquanto a IgA pode contribuir para a prote¢ao, mas nao € essencial. A explicagao
plausivel para os resultados contrastantes na producéo de anticorpos pode ser devido

a diferenga na microbiota dos camundongos [100].

Em relagdo aos fatores de risco para o desenvolvimento da rCDI, a idade
avangada, uso de antibidticos, supressdo do acido gastrico e cepas hipervirulentas

sao alguns dos mais importantes [96].

Alguns pacientes que n&o respondem ao tratamento convencional da CDI ou
ja tiveram algumas recidivas da doencga, sédo indicados a realizar o transplante de
microbiota fecal. O transplante fecal consiste na restauracado/repovoamento da
microbiota intestinal que passou por um processo de disbiose a partir de um doador
que possui uma microbiota considerada saudavel. Sendo assim, este processo €&
realizado por meio da transferéncia dos microrganismos presentes nas fezes do
doador saudavel para o paciente com CDI [101]. Este procedimento é bastante
utilizado e tem apresentando uma taxa de cura consideravel, principalmente em

pacientes que sofrem com a rCDI [102].

3.7 Diagnéstico

O diagndstico da CDI é feito a partir de uma amostra de fezes para detectar a
presenga do microrganismo ou da toxina. Ele € indicado apenas para individuos com

sintomas sugestivos de infecgdo ativa, ou seja, diarreia inexplicada e de inicio recente
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e episddios diarreicos diarios maior ou igual a trés fezes n&o formadas em 24h [103,
104].

Embora o padrao ouro para diagnéstico da CDI seja o cultivo das fezes, sua
aplicacao fora dos cenarios de pesquisa néo é pratica por se tratarem de ensaios
demorados. Desta forma, a demanda por respostas mais rapidas e precisas tem
se tornado cada vez mais frequente nos dias de hoje [104]. Como exemplo de
técnicas diagnosticas mais recentes e aplicadas na clinica, existem os
imunoensaios enzimaticos (EIA), que fornecem resultados rapidos e com alta
especificidade. Porém, o processamento do espécime pode afetar a sensibilidade
do teste. Outra metodologia também utilizada é o teste de amplificagdo de acido
nucleico (NAAT), cujo objetivo € aumentar o numero de cépias dos genes que
codificam as toxinas, tendo uma sensibilidade comparavel a cultura toxigénica em
laboratorio. Uma terceira metodologia também aplicada é a detecgao do antigeno
glutamato desidrogenase (GDH), um marcador especifico da presenga de C.
difficile, bastante sensivel e normalmente utilizado como triagem, pois ambas as
cepas toxigénicas e nao toxigénicas apresentam essa enzima [105, 106]. Vale
ressaltar que para confirmacgao do diagndéstico da CDI, segundo as Diretrizes de
Pratica Clinica da InfectiousDisease Society ofAmerica (IDSA), € necessario que
pelo menos dois dos testes citados sejam positivos, por conta da eventual
ocorréncia de falsos negativos [107]. Para auxiliar no diagnéstico, recomenda-se a
colonoscopia, no qual pode ser visto se ha anormalidades, desde eritema e
friabilidade moderados e irregulares até colite pseudomembranosa grave. Nao é
recomendado fazer este tipo de exame se o paciente for assintomatico, ou entéo,

repetir o teste dentro de sete dias durante 0 mesmo episddio de diarreia [9, 108].

3.8 Tratamento

Para o tratamento da CDI é necessario realizar um conjunto de agbes que
se baseiam desde a observagao dos sinais clinicos do paciente e na gravidade dos
sinais e sintomas, até o resultado dos exames laboratoriais de rotina. Na maioria
dos paises da Europa e da América do Norte, sdo adotadas e recomendadas as
diretrizes publicadas pela Infectious Disease Society of AmericalSociety for
Healthcare Epidemiology of America (IDSA/SHEA), o American College of



Gastroenterology (ACG) e a European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID) [103]. Basicamente sao adotados 3 antimicrobianos
para tratar a doenca: metronidazol, vancomicina e fidaxomicina (este ultimo

aprovado pelo FDA em 2011 e nao disponivel no Brasil) [109, 110].

O metronidazol € um antimicrobiano sintético e derivado da azomicina, um
composto descoberto por volta de 1950 em culturas de Streptomyces spp. Esta
droga tem atividade contra microrganismos anaerdobios e seu mecanismo de agao
envolve uma série de reagdes que levam a aceleragao da produgao de radicais
livres de oxigénio, que induzem dano ao DNA do microrganismo. Podem ser
administrados via oral ou intravenosa [111, 112]. A vancomicina € um
glicopeptidico e atua na parede celular bacteriana, inibindo a sintese da parede
celular. Geralmente, é utilizada para tratar infecgdes provocadas por bactérias
gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
casos mais graves de infecgdo por C. difficile. Este antibidtico é minimamente
absorvido pelo trato gastrointestinal intacto e concentra-se em altos niveis no
[imen do célon, o local de seu efeito antimicrobiano pretendido [113]. A
fidaxomicina € um antibiético da classe dos macrolideos e foi aprovada pelo FDA
dos Estados Unidos em 2011 para uso no tratamento/recidiva da CDI. Este
antimicrobiano é o resultado dos produtos da fermentagdo de Actinoplanes
deccanensis e Dactylosporangium aurantiacum, apresenta um espectro de alvos
microbianos restrito e tem atividade bactericida contra C. difficile ao inibir a
transcricdo do RNA bacteriano pelas RNA polimerases, prevenindo assim a sintese

de proteinas [114].

Para os casos de rCDI, além do uso da fidaxomicina, novas estratégias
estdo sendo aplicadas, como anticorpos monoclonais de ligacdo a toxinas e
transplantes de microbiota fecal [115, 116]. Para os casos em que ha um primeiro
episodio de recorréncia, a fidaxomicina € o antimicrobiano mais indicado pela
maioria das diretrizes sociais [99]. A partir da segunda recorréncia da doenga as
diretrizes IDSA/SHEA indicam um curso padrao ou estendido de fidaxomicina, um
regime de vancomicina oral em dose gradual/pulsada ou um curso padrao de

vancomicina oral seguido de rifaximina 400 mg trés vezes ao dia por 20 dias [107].

Quando o paciente ndao responde ao tratamento convencional por

antibidticos e ja teve pelo menos duas recorréncias da doenga, o transplante fecal
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€ indicado. Este procedimento consiste na restauracdo da microbiota intestinal de
um paciente que passou por um processo de disbiose a partir de um doador que
possui uma microbiota considerada “saudavel”’ [98]. Desta forma, o objetivo da
transferéncia dessa microbiota para o paciente com CDI é restaurar o microbioma
de forma funcional a ponto de conseguir interromper a multiplicagdo de C. difficile
por meio da competicdo por nutrientes, producdo de metabdlitos/bacteriocinas e
area de superficie epitelial. Um outro fator importante s&o as fezes do doador, que
também influenciam na eficacia do tratamento, como numero de doses e duragao

do mesmo [117].

Outro tratamento alternativo € o uso de anticorpos monoclonais, como o
Bezlotoxumab, cujo objetivo é se ligar nas toxinas A e B produzidas por C. difficile
e neutraliza-las, e seu uso juntamente com a terapia antimicrobiana contribui na
diminuicao significativa da recorréncia da doencga [118]. Porém este tratamento é
muito oneroso, R$6mil a R$12 mil reais, dependendo do tipo de administracao,

endovenosa ou subcutaneo.

No Brasil, especificamente na rotina da Coordenagcdo de Controle de
Infeccdo Hospitalar (CCIH) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF), o tratamento é feito com metronidazol oral durante a fase sintomatica,
sem uma duragdo previamente definida. Quando o paciente ndo apresenta
condicdes de ingestao oral, o metronidazol € administrado por via endovenosa. Em
casos de agravamento do quadro clinico ou piora do paciente, é feita a associagao

com vancomicina oral (fonte: rotina da CCIH - HUCFF; dados nao publicados).

3.9 Suscetibilidade a antimicrobianos e resisténcia em C. difficile

Segundo o Centro Europeu para Prevencao e Controle de Doencas
(ECDC), dentre as infecgbes relacionadas a assisténcia a saude, as infec¢des
gastrointestinais sdo um dos tipos frequentemente reportados, sendo C. difficile
considerado o principal causador da diarreia associada ao uso de antimicrobianos
e representando quase 50% dos casos indicados [119]. Apesar de certos
antimicrobianos estarem mais associadas a CDI, todas as classes de antibioticos
podem induzir a doenga. Sendo assim, ter resisténcia a uma gama de
antimicrobianos pode representar uma vantagem seletiva importantissima para C.
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difficile, j4 que promoveria um aumento da sua sobrevivéncia no ambiente e,
consequentemente, garantiria uma melhor propagacao no hospedeiro [120].

Geralmente, a suscetibilidade de C. difficile a antimicrobianos € definida de
duas maneiras: antimicrobianos relacionados ao tratamento da CDI
(metronidazol, vancomicina e fidaxomicina) e outros antibioticos [121, 122]. A
rapida evolugao da resisténcia a antimicrobianos em C. difficile tem se tornado
uma grande preocupagdo para a saude publica, principalmente porque
atualmente a maioria isolados clinicos epidémicos de C. difficile é resistente a
multiplos antibiéticos, inclusive aqueles adotados para o tratamento da CDI [123,
124].

Os mecanismos de resisténcia de C. difficile ao metronidazol ainda estao
sendo estudados e elucidados, mas a conclusao feita até o momento é que se
trata de um processo multifatorial, envolvendo alteragdes no metabolismo, como
com nitroredutases, absorcao de ferro, reparo de DNA ou formacao de biofilme.
Em outras espécies, os relatos de resisténcia a metronidazol envolvem
mecanismos de diminuicdo das taxas de crescimento e absorgdo do
antimicrobiano, bombas de efluxo, nitroimidazol redutases (codificadas por genes
nim), oxidoredutases de piruvato-ferredoxina modificadas (pfo ou PFOR) e vias
de estresse ou mutagdes nos genes hemN e regulador de absorgao férrica (gene
fur) [125]. Em anaerdbios, o grupo nitro do metronidazol é reduzido por elétrons
provenientes de cofatores como ferredoxina e flavodoxina em reagdes catalisadas
por oxidorredutases, como a PFOR. Como resultado desta reagdo quimica, um
anion nitroimidazol instavel é produzido e pode ser convertido em intermediarios
nitroso e hidroxilamina reativos (radicais livres) que reagem com DNA e proteinas,
provocando dano e morte celular [126]. Em C. difficile, foi constatado em um
estudo em que uma cepa nao toxigénica apresentava uma concentragao reduzida
de PFOR, indicando que poderia ter ocorrido uma alteracdo da via metabdlica e,
portanto, os radicais livres produzidos ndo causariam dano ao DNA bacteriano
[127]. Outro mecanismo de resisténcia ja descrito ao metronidazol é o plasmideo
pCD-METRO. Os plasmideos podem carregar genes de resisténcia aos
antimicrobianos e, em relagao ao pCD-METRO, ainda néo se sabe quais genes
sdo responsaveis pela resisténcia ao metronidazol. Porém, este plasmideo é
disseminado internacionalmente e também ocorre em tipos epidémicos [128].

Para a vancomicina, um mecanismo de resisténcia bastante comum em
bactérias € a presenga de genes van, que alteram o terminal peptidoglicano D-
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Ala-D-Ala e reduzem sua afinidade pela vancomicina [129]. Embora os genes van
e ortologos ja tenham sido identificados em C. difficile, o0 mecanismo no qual a
bactéria apresenta resisténcia a vancomicina ainda nao é completamente
compreendido [125]. O gene murG também ¢é uma enzima associada a
biossintese da parede celular e, desvios dessa via bioquimica pode alterar
também a suscetibilidade de C. difficile a vancomicina, assim como visto por
Leeds e colaboradores, que identificaram uma mutacdo no gene murG/cd2725
[130, 131]. Assim como ocorre para o metronidazol, também ha um plasmideo
que pode conferir suscetibilidade reduzida a vancomicina: o pX18-498. Até onde
se sabe, este plasmideo esta envolvido em algum mecanismo relacionado a
manter a integridade da parede celular, uma vez que, as células de C. difficile que
tinham plasmideo ndo se romperam em comparagdo com as células sem
plasmideo, ambas sob a presenga de vancomicina [132].

Em relacdo a fidaxomicina, o relato de cepas resistentes € bem raro. Em
2023, um grupo de pesquisadores fizeram um levantamento bibliografico sobre
relatos de casos de cepas de C. difficile resistentes a fidaxomicina e, até entao,
verificaram o relato de apenas trés isolados clinicos com suscetibilidade reduzida
a fidaxomicina [133]. Nesses casos, foram detectadas mutagdes no gene rpoB,
qgue codifica a subunidade 3 da RNA polimerase bacteriana. Um fato importante
a ser comentado € que ambos os antimicrobianos fidaxomicina e rifampicina
inibem a transcrigdo bacteriana e mutagdes no gene rpoB s&o responsaveis pela
resisténcia em ambos. No entanto, para a bactéria apresentar resisténcia aos dois
antimicrobianos, € necessario mutagcdées separadas, pois nao confere protecao
cruzada. Desta forma, uma mutagdo no generpoBque provoca redugdo de
suscetibilidade a rifampicina, por exemplo, ndo necessariamente ira conferir
resisténcia dessa mesma bactéria a fidaxomicina [120, 125].

Para outros antimicrobianos que nao sao utilizados para o tratamento, C.
difficile também pode ter vantagem seletiva. As fluoroquinolonas, como
moxifloxacina, sao antimicrobianos bactericidas que atuam inibindo as fungbes
das enzimas DNA girase e topoisomerase tipo IV, importantes no ciclo de
replicacado da bactéria. A resisténcia de C. difficile a este medicamento ocorre por
meio de mutagdes nos genes que codificam essas enzimas alvo e fazem com que
o antimicrobiano interaja menos com essas proteinas, uma vez que o sitio alvo se
tornou distinto. O RT027 de C. difficile € um 6timo exemplo, embora ndo se saiba
exatamente como ocorreu essa disseminagdo, supde-se que o0 uso generalizado
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deste antimicrobiano proporcionou uma disseminagdo global desta cepa
hipervirulenta, assim como comentado no item 3.5 [134, 135]. Os macrolideos,
como a eritromicina e a clindamicina, sdo uma classe de antimicrobianos que
promovem a inibicdo da sintese proteica a partir da ligagao a subunidade 50S do
ribossomo bacteriano. Para C. difficile, 0 mecanismo de resisténcia mais comum
€ a metilagdo ribossébmica, como a presenga de genes erm, principalmente o
ermB. Os genes erm codificam metiltransferases de RNA ribossémico 23S
codificadas que normalmente sao transportados em transposons, como Tn5398,
Tn6194, Tn6215 e Tn6218 [136, 137]. C. difficile também & intrinsecamente
resistente a alguns beta-lactdmicos, como a cefalosporina, medicamento
comumente prescrito. Isto ocorre porque ja foi descrita uma beta-lactamase
endogena de classe D, BlaCDD (codificada por CD630_04580), que hidrolisa o
anel beta-lactamico de diferentes subtipos de antimicrobianos, incluindo
penicilinas, cefalosporinas e monobactamas [138].

Pelo fato do cenario da CDI ser bastante preocupante nao sé pelo aumento
da incidéncia e gravidade dos casos, mas também pela emergéncia de cepas
multirresistentes e hipervirulentas, este estudo tem o objetivo de contribuir na
compreensao da epidemiologia de C. difficile em alguns hospitais publicos do Rio
de Janeiro. Devido a preocupacédo com a disseminacao de cepas com perfis de
resisténcia antimicrobiana, aliada a escassez de dados epidemioldgicos
consolidados no pais, evidencia a necessidade de investigagbes mais
aprofundadas. Desta forma, o estudo das caracteristicas genotipicas e fenotipicas
de cepas toxigénicas e nao toxigénicas se torna essencial para o entendimento
das cepas circulantes nos hospitais, bem como para a identificacdo de potenciais
riscos associados a colonizagao e infeccao. Além disso, o estudo deste patdogeno
auxilia as autoridades de saude a estabelecer estratégias mais eficazes de
vigilancia, prevengao e controle da CDI, contribuindo para o fortalecimento das

acdes de saude publica e segurancga hospitalar.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo transversal com amostras de conveniéncia,
desenvolvido em pacientes hospitalizados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) e Hospital Federal da Lagoa
(HFL).

4.2 Periodo, populacao e local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratério Biologia de Anaerdbios do Instituto de
Microbiologia Paulo de Goes, pertencente a Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). A inclusdo de casos ocorreu de outubro de 2022 a novembro de 2024 nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTI) de dois hospitais do Estado do Rio de Janeiro:
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ) e Hospital Federal da
Lagoa (HFL).

O HUCFF/UFRJ é um hospital publico, de nivel terciario, universitario e
conveniado ao Sistema Unico de Saude (SUS). E constituido por 3 unidades de
terapia intensiva que contam com o total de 22 leitos, e um setor de hematologia que
apresenta 18 leitos. Os pacientes da hematologia que precisam de internagao
permanecem no setor, sendo, portanto, considerado uma UTI independente. Além
disso, foi aplicado um questionario para coletar informagdes sobre a ficha clinica dos
pacientes (Anexo 1), com dados obtidos a partir do prontuario eletrébnico Medtrack®.
As variaveis coletadas foram: motivo da internacao; quais sintomas caracteristicos da
infeccédo provocada por C. difficile foram identificadas no paciente; data do inicio dos
sintomas; fazendo uso de antimicrobianos ou nao; se tem doenca de base; se teve
CDI anteriormente; se faz quimioterapia; qual quimioterapico esta utilizando. Também
foi feita a coleta ambiental das UTls e do setor de hematologia em estudo.

O HFL também é um hospital publico, de nivel terciario e conveniado ao SUS.
A instituicdo conta com uma UTI equipada, com 12 leitos, e, durante o periodo da
coleta de dados, enfrentava um surto de CDI. Além disso, também foi realizada a

coleta de material ambiental nesta UTI.
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4.3 Aspectos éticos

O presente projeto foi submetido & avaliagéo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do HUCFF com o numero 60230021.7.0000.5257. O documento de aprovacgéao do
trabalho pelo CEP encontra-se no Anexo 2. No Anexo 3, encontra-se o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TLCE) utilizado para permissao por parte do

paciente sobre o uso das amostras biologicas.

4.4 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes internados nas UTls do HUCFF e
HFL, com suspeita de CDI, fazendo uso de antimicrobianos, imunossupressores
e/ou quimioterapicos e apresentando diarreia ou quadros de CPM. Pacientes com
outras comorbidades, transplantados, com cancer e pos cirurgicos, internados no
setor de hematologia e com suspeita de CDI também foram incluidos no estudo.
Apenas aqueles que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) tiveram suas amostras analisadas e estudadas.

4.5 Critérios de exclusao
Foram excluidos os pacientes que nao estiveram internados na UTI e/ou nao

realizaram a assinatura do TCLE.

4.6 Obtencao, armazenagem e transporte das amostras de Clostridioides
difficile

As amostras obtidas neste estudo foram coletadas a partir da notificacdo da
Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH), e apds a passagem pelo setor
de Microbiologia, exceto as amostras ambientais, que foram diretamente
encaminhadas para o laboratério apds a coleta. Além disso, os dois hospitais
apresentavam perfis epidemiologicos distintos: um estava com surto de CDI (HFL),
enquanto o outro (HUCFF) nao apresentou uma prevaléncia de CDI que
caracterizasse um padrao epidémico e/ou endémico.

A pesquisa de C. difficile foi realizada a partir de amostras fecais de pacientes
internados nas UTls e no setor de hematologia, que faziam uso de antimicrobianos,

imunossupressores e/ou quimioterapicos, e apresentavam diarreia ou quadro clinico
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compativel com CPM. As amostras fecais foram coletadas em frasco coletor estéril
ou, em casos de impossibilidade de coleta das fezes, por meio swab retal contendo
meio de transporte especifico para anaerébios (Meio Amies com carvao ativado;
Plastlabor®). Apds coleta, as amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Biologia de Anaerodbios no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdées (IMPG/UFRJ), e
armazenadas a -20°C até o momento do seu processamento.

Quanto as coletas ambientais, foram feitas em locais como: superficies de ralo,
lavatorio, torneira, biombos, macganeta, interruptor, lixeira, leitos de todos os pacientes
internados e sola de sapato dos profissionais que circulavam nas UTls. Todas as
amostras ambientais, apds a coleta, foram levadas imediatamente para o Laboratério
de Biologiade Anaerdbios, no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées (IMPG/UFRJ),
e armazenadas & -20°C até o momento do seu processamento. E importante ressaltar

que cada regido ambiental citada teve uma unica amostra coletada.
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Figura 6: Fluxograma do processo de obtengdo e armazenamento das amostras.

4.7 Isolamento e cultivo de C. difficile

Apods a coleta do material clinico, todos os swabs contendo das amostras,
sejam ambientais ou de pacientes, foram colocados no meio de cultura seletivo e
diferencial Clostridioides difficile Brucella caldo (CDBC) (4 mL) e, em seguida,
homogeneizados em vortex por aproximadamente 30 segundos. Depois, as
amostras foram incubadas a 37° C por 7-10 dias ou até apresentarem

crescimento. Apdés o crescimento no meio, 50 pLdas amostras foram



semeadascom o auxilio de uma alga de Drigalskiem placas de meio Clostridioides
difficile Brucella agar (CDBA) sob as mesmas condigdes do caldo e incubadas
novamente a 37°C por até 7-10 dias. Todas as etapas de cultivo foram feitas em
anaerobiose (80% N2, 10% H2, 10% COz2). Quanto a formulagcédo do meio CDBA,
o mesmo contém: Brucellabroth (28g/L; BD BBL®, Le Pont de Claix, Francga),
solugdo de menadiona a 1Tmg/mL (1mL/L; SigmaAldrich®, St Louis, Missouri,
EUA), solugdo de hemina a 0,5mg/mL (1mL/L; SigmaAldrich®), solugédo de 20%
bicarbonato de sédio (5mL/L; Dindmica®, Indaiatuba, Sdo Paulo), manitol (6g/L)
e solucao de 1% de vermelho neutro (3mL/L). Além disso, o meio também conta
com a adicdo de 0,02% de taurocolato de sodio (0,2g/L; Sigma-Aldrich®) para
favorecer a germinacao dos esporos e os antibiéticos D-cicloserina a 0,0128mg/L
(10mL/L) e cefoxitina a 500mg/L (1250uL/L). O caldo CDBC é preparado da
mesma maneira, porém, ao invés de utilizar o meio Brucella com agar, utiliza-se
o meio Brucella caldo.

Para o isolamento de C. difficile, cerca de 1 grama de fezes foi transferido
para um tubo estéril contendo 1 mL de PBS 1x e, em seguida, foi realizado um
choque térmico a 56°C por 1h. Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas com o auxilio de um vértex e semeadas no meio CDBA nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Todas as placas ficaram incubadas
por 7-10 dias. Além disso, para fins de triagem, as amostras fecais obtidas foram
testadas no kit C diff Quik Chek complete® (Techlab) antes da realizagdo da
cultura. As amostras negativas também foram colocadas em cultura a fim de

analisar a sensibilidade e especificidade do teste.

4.8 Identificagao do Clostridioides difficile

Apods a incubagao no meio CDBA, observou-se o aspecto caracteristico
das colbnias presentes nomeio com auxilio de um microscopio estereoscopico
(Zeiss, Alemanha), no aumento de 400X. Aquelas coldnias que apresentaram as
caracteristicas morfolégicas tipicas da espécie, como aspecto de vidro quebrado,
odor de “estrume de cavalo” e coloracdode Gram tipica da espécie, bastonetes
Gram positivos (Ferreira, Domingues e Uzeda, 2003), foram semeadas em meio
BHI agar (Brain Heart Infusionacrescido de 0,1% de cisteina, 1% dehemina e

0,1% de menadiona). Este meio foi preparado com BHI (37g/L; Oxoid®,
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Basingstoke, Reino Unido), extrato de levedura (5g/L; Oxoid®), 1,5% de agar
bacteriologico (15g/L; Neogen®, Heywood, Reino Unido), solu¢do de hemina a

0,5mg/mL (10mL/L) e solugdo de menadiona a 1mg/mL.

Apo6s o crescimento, foi feita a identificacdo das coldnias por
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF MS (Bruker®) no Laboratério de
Investigacdo em Microbiologia Médica no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées
(IMPG/UFRJ). Como observagéo, vale ressaltar que as amostras foram passadas
para placas com meio BHI agar para melhor identificacdo por espectrometria
demassas, uma vez que alguns componentes do meio de cultura CDBA dificultam
a analise do MALDI-TOF MS.

4.9 Espectrometria de Massas de lonizagcao e Dessorcao a Laser Assistida
por Matriz e Tempo de Voo — MALDI-TOF MS

Para realizar a confirmacgao da identificacdo das amostras de C. difficile, as
colonias sugestivas serao submetidas a analise por espectrometria de massas de
ionizacao e dessorcao a laser assistida por matriz e tempo de voo (MALDI-TOF
MS do inglés, Matrix-assisted laser desorption/ionization Time off light mass
spectrometry) ou Biotyper (Bruker®). Para isso, com o auxilio de um palito estéril,
a coldnia sera coletada, em duplicata, em uma micro placa metalica seguido da
adicdo de 1uyL de acido formico 0,1% e 1uyL de matriz (a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid). Deve-se esperar secar em temperatura ambiente (TA) e
em seguida o material deve ser levado para analise, e as amostras com score

igual ou maior que 2,0 serdo confirmadas como sendo C. dffficile.

4.10 Caracterizagao molecular das cepas de C. difficile

4.10.1 Obtencdo do DNA gendmico

Para obtencdo do DNA gendmico, as cepas foram reativadas em caldo

BHI-PRAS (Brain Heart Infusion — pre-reducedanaerobicallyandsterilized),
acrescido de cisteina (1g/L; Proquimios®, Rio de Janeiro, Brasil), hemina a
0,5mg/mL (10mL/L), menadiona a 1mg/mL e rezasurina (4mL/L) e, apds 24 horas
de incubacao a 37°C em anaerobiose, as amostras foram semeadas em meio BHI

agar também a 37°C em anaerobiose por 48h. Em seguida, cerca de trés a seis
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colonias da placa foram selecionadas, coletadas com a alga microbioldgica e
diluidas em microtubos cénicos de 1,5mL contendo 98uL de solugao de 5% de
Chelex 100 preparado em agua estéril (p/v) (Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos)
e 2uL de Proteinase K (20 mg/mL; Sigma-Aldrich®). Depois, as amostras foram
homogeneizadas com o auxilio de um vértex e incubadas em banho-seco por 1h
a 56°C. Ao final do tempo de incubagdo, as amostras foram homogeneizadas
novamente no vortex e incubadas em banho-seco a 100°C por mais 10 min. Em
seguida, as amostras foram homogeneizadas mais uma vez e centrifugadas a
16.000xg por 2 min a 4°C. Por fim, cerca de 90puL do sobrenadante das amostras
foi transferido para novos microtubos conicos de 1,5mL e armazenados a -20°C,

até o momento do uso.

4.10.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do tipo multiplex

As amostras que apresentaram resultado positivo para C. difficile pelo
MALDI-TOF MS também passaram pela confirmacdo da espécie por meio da
presenga do gene itpi — triosephosphate isomerase (espécie-especifica). Além
disso, foi realizada a pesquisa dos genes das toxinas produzidas por C. difficile,
as toxinas A (tcdA), B (tcdB) e binaria (cdtAe cdtB), bem como a analise da
presenga dos genes do regulador negativo TcdC (tcdC). Para todas as analises,
foi aplicada a metodologia da reagdo em cadeia de polimerase do tipo multiplex
(PCR-M).

Com o intuito de identificar os genes tpi, tcdA e tcdB, utilizou-se como base
o protocolo de Griffiths et al. (2010). Para o gene cdtB (toxina binaria), realizou-
se sua detecg¢ao por meio da aplicagdo do protocolo de Stubbset al. (2000). As
reacoes de PCR para cada um dos genes foram realizadas por meio de uma PCR
Multiplex e com um volume final de 25uL. Para a deteccdo dos genes de
resisténcia, as reagoes foram feitas de forma individual e também com o mesmo
volume final de 25uL. A mistura consistiu de 5uL do DNA previamente extraido,
1pmol de cada iniciador e 0,5uL Class Five Tag DNA Polimerase (NeoBio), 5uL
tampao 1x da NeoBio 1,5mM de MgClz.

Para a etapa de amplificacdo dos genes foi utilizado o termociclador
(Applied BiosystemsVeriti 96 — wellThermalCycler), de acordo com o seguinte
ciclo (Stubbset al. 2000; Griffthet al., 2010): /) PCR-Multiplex: tcdA, tcdB, tpi, cdtB—
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95°C por 3 min, seguidos por 39 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 45
segundos e 72°C por 30 segundos, e uma extensao final de 72°C por 5 minutos.
O tamanho esperado dos fragmentos sao: 369pb (A+B+) ou 110pb (A-B+) para
tcdA; 160pb para tcdB; 640pb para tpi; € 510pb para cdtB (Quadro 1).

Para a eletroforese, misturou-se 8uL dos amplicons com 1 uL do
intercalante de bases Blue Green Loading Dye (LGC Biotecnologia) e aplicado
em um gel de agarose 1,5% (p/v) para serem analisados por eletroforese em gel
de agarose em tampao TBE 1x a 100V e 400mA por cerca de1h. No mesmo gel
de agarose também se aplicou 8uL do padrdo de tamanho molecular 100 pb
(Promega) para fins comparativos. Ao final da corrida, o gel foianalisado sob
transiluminagdao por luz ultravioleta (MiniBis Pro® DnrBio-Imaging System,

Jerusalem, Israel).

4.10.3 Deteccéo de genes de resisténcia e do plasmideo pCD-METRO

Para a detecgao dos genes gyrA e gyrB foi utilizada a referéncia de Dridiet
al. (2002) e, como controle positivo do gene, foi utilizada a cepa epidémica de C.
difficile NAP1/027, resistente a moxifloxacino. O volume final da mistura foi de
50uL, contendo SuL do DNA extraido previamente no item 4.10.1, 1pmol/uL de
cada iniciador, 0,6uL de GoTaqg DNA polimerase (Promega) e 10uL tampéao 1x da
Promega. Apds a amplificacao, os genes gyrA e gyrB foram purificados com o kit
da Promega (Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega) e enviados para
a plataforma de sequenciamento do Instituto de Biofisica/lUFRJ. Posterior a etapa
de purificacdo, o DNA das amostras foi dosado no Qubit segundo as
recomendagdes do fabricante, com o intuito de obter a concentragao
recomendada pela Plataforma de Sequenciamento (10ng de DNA, 3,2 pmol/uL do
primer foward — gyrAF e gyrA R; gyrB F e gyrB R), em um volume final de 7L,
utilizando agua estéril para completar o volume. Apos o recebimento dos arquivos,
as sequéncias foram analisadas no programa Mega (versao 11.0.13- 1993-2025).
A sequéncia do gyrA e gyrB da cepa CD630 (RT012) foi utilizada para
comparacgao e deteccao das mutacoes.

Ja para o gene ermB e o plasmideo pCD-METRO, foram utilizados como
referéncia o protocolo de Farrow, Lyras e Rood (2000) e Smits et al. (2022),

respectivamente. Como controle positivo do gene ermB, foi utilizada a cepa
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RTO78 e, no caso do plasmideo pCD-METRO, foi utilizada a cepa VrCd (RT010),
de isolado clinico de cao sintomatico positivo para a presenga do plasmideo.
Todos os oligonucleotideos utilizados, assim como o tamanho do fragmento
esperado, estdo especificados no Quadro 1. Para a reacéo de PCR, o volume
final utilizado foi de 25uL, e para a reacéo foram utilizados 5uL de DNA, 1 pmol/uL
de cada de oligonucleotideo, 0,3uL de GoTaq DNA polimerase (Promega), SuL
de tampéo 5x da Promega 1,5mM de MgCl2, 0,2mM de dNTPs e agua estéril para
completar o volume [139, 140].

Para a etapa de amplificagdo dos genes de resisténcia e do plasmideo
pCD-METRO, foi utilizado o termociclador (Applied BiosystemsVeriti 96 —
wellThermalCycler) de acordo com os seguintes ciclos: /) pPCD-METRO - 95°C por
5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 52°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos, e uma extensao final de 72°C por 5 minutos;
iy ermB— 95°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos,
50°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, e uma extensao final de 72°C por
5 minutos; iii) gyrAl/gyrB— 94°C por 5 minutos, seguidos por 30 ciclos de 94°C por
30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, e uma extensao
final de 72°C por 7 minutos.

Para a eletroforese, 8uL da reacdo foram misturados com 1uL do
intercalante de bases da LGC e aplicados em um gel de agarose 1,5% (p/v), em
tampao TBE 1x a 100V e 400mA por cerca de 1h. Como referencial da
eletroforese, foi utilizado o padrao de tamanho molecular 100 pb (Promega). Com
o término da eletroforese, o gel foi analisado sob transiluminagdo por luz

ultravioleta (MiniBis Pro® DnrBio-Imaging System, Jerusalém, Israel).

4.10.4 Analise e sequenciamento do requlador negativo da expressao de toxinas
- tcdC

Para a analise da sequéncia do regulador negativo tcdC nas cepas
toxigénicas, primeiramente foi feito uma reagdo de PCR com volume final de 50uL,
contendo 5uL do DNA extraido previamente, 1pmol/uL de cada iniciador, 0,6uL
de GoTaq polimerase (5U/uL) (Promega) e 10uL Taq polimerase Green GoTaq
5x (Promega). As reag¢des de amplificagao do gene tcdC foram realizadas em um

termociclador (Applied Biosystems Veriti 96 — wellThermalCycler), seguindo os
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ciclos propostos por Spigaglia&Mastrantonio (2015): 95°C por 5 minutos, 30 ciclos
de 95°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e 72°C
por 7 minutos. O fragmento esperado é de 678pb (Quadro 1).

Uma vez detectada a presenga do gene, o produto da PCR foi purificado
por meio do kit comercial Promega (Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega), segundo as recomendag¢des do fabricante. Posterior a etapa de
purificagdo, o DNA das amostras foi dosado no Qubit segundo as recomendacodes
do fabricante, com o intuito de obter a concentracdo recomendada pela
Plataforma de Sequenciamento (10ng de DNA, 3,2 pmol/uL do primer foward —
tcdCF e reverso tcdCR), em um volume final de 7uL. Apds o recebimento dos
arquivos, as sequéncias foram analisadas no programa Mega (versao 11.0.13-
1993-2025). As sequéncias do tcdC das cepas R20291 (NAP1/027), CD630
(RT012) e CD196 (RT027) foram utilizadas para comparacéo.

Tamanho
Genes Iniciadores 5’ — 3’ esperado do

36

Quadro 1 — Iniciadores utilizados na detecgdo dos genes da espécie Clostridioides difficile

amplicon (pb)

tpi-F ATGAGAAAACCTATAATTGCAG

tpi-R TTGAAGGTTTAACACTTCCACC 040
cdtB-F CTT AAT GCA AGT AAATAC TGA G
cdiB-R AAC GGATCT CTT GCT TCA GTC >10
tcdA-F AGA TTC CTA TAT TTA CAT GAC AAT AT 369 (A+B+)
tcdA-R GTATCA GGC ATAAAG TAATATACT TT 110 (A-B+)
tcdB 2-F GGAAAA GAA AAT GGA TTT ATT AA
tcdB 2-R ATC TTT AGT TAT GAC TTT AAC ATC TTT 160
*tcdC-F TCTCTACAGCTATCCCTGGT 678
*tcdC-R AAAAATGAGGGTAACGAATTT
pCD_MTZ_F CCTCGTAGAATCCGGTGCAA 200
pCD_MTZ R TATTTCCTTGCCGCTGAGGT
ermB-F AATAAGTAAACAGGTAACGTT
ermB-R GCTCCTTGGAAGCTGTCAGTAG 088
gyrA-F AATGAGTGTTATAGCTGGACG 200

gyrA-R TCTTTTAACGACTCATCAAAGTT



Tamanho

Genes Iniciadores 5’ — 3’ esperado do

amplicon (pb)

37

gyrB-F AGTTGATGAACTGGGGTCTT
gyrB-R TCAAAATCTTCTCCAATACCA

390

*Esses genes foram sequenciados para a deteccao de mutacdes especificas.

4.11 PCR-Ribotipagem

Para realizar a ribotipagem e amplificar a regido polimorfica espagadora
intergénica (ITS) dos genes que codificam as subunidades ribossomais 16S e 23S
foram utilizados os iniciadores forward RIBO-1 de sequéncia 5'-
GTGCGGCTGGATCACCTCCT-3' e o reverso RIBO-2 de sequéncia 5'-
CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC-3'. A reacao de PCR teve um volume final
de 25uL e utilizou-se 5,0 yL do tampao de Taq polimerase Green GoTaq 5x
(Promega), 0,2 mM de dNTP, 0,4 uM/mL de cada iniciador, 5uL de DNA, 0,3uL
GoTaq polimerase (5U/uL) (Promega) e agua estéril para completar o volume.
Conforme a técnica desenvolvida por Bidet e colaboradores (1999), o tamanho
dos amplicons varia entre 260 a 585 pb. A amplificagdo ocorreu de acordo com
0 seguinte ciclo: desnaturacéo inicial a 94°C por 3 min; 34 ciclos de 94°C por 1
min, 57°C por 1 min e 72°C por 1 min e uma etapa final de extensdo a 72°C por 5
min, finalizando com refrigeracéo a 4°C.

Os amplicons resultantes desta etapa anterior foram submetidos a uma
eletroforese em tampao TBE 1x em um gel de agarose Seakem Gold (Lonza) a
2% por 3h a 85 V. Para a visualizagcdo dos produtos de amplificagdo, o gel foi
submerso em solug¢ao de brometo de etidio de 0,5ug/mL (p/v) por 30 min e lavado
em agua sob agitacdo por 30 min. Em seguida, o gel foi analisado sob
transiluminagéao por luz ultravioleta (Gel Doc EZ Imaging, BioRad) e os amplicons
comparados ao marcador de tamanho molecular de 100pb (Invitrogen). A analise
do tamanho molecular foi realizada comparando-se o perfil de 43 ribotipos
conhecidos e pertencentes a colegao de cultura de C. difficile do Laboratério de
Biologia de Anaerobios/UFRJ. A nomenclatura dos ribotipos encontrados foi
designada seguindo a norma Cardiff/Leeds (001, 002, 014...). As cepas em que 0

perfil ndo foram ribotipadas com o nosso banco de dados, foram enviadas para a
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para que a ribotipagem seja realizada.

4.12 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Para a realizacdo do teste de suscetibilidade, foram selecionados os
antimicrobianos vancomicinas (5ug), metronidazol (5ug), moxifloxacina (5ug),
eritromicina (5ug) e rifampicina (5ug), todos da marca Oxoid® (Basingstoke, UK)
e mantidos a -20° C até o momento do uso. Em relagdo a definicdo da
concentragdo minima inibitoria, utilizou-se a metodologia descrita pelos estudos
de Erikstrupet al., (2012) e Holst, Danielsen e Justesen (2015). Como controle
positivo do teste, foi utilizado a cepa R20291 (NAP1/RT027) de C. difficile
pertencente a colegcéo de cultura do Laboratério Biologia de Anaerdbios e com o
perfil de suscetibilidade conhecido para cada um dos antimicrobianos testados.
Antes de preparar o inéculo, as cepas foram reativadas em caldo BHI-PRAS por
24h a 37° C. Em seguida, foram semeadas em placas de agar sangue
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro por 48h a 37°C em
jarras de anaerobiose. Apds a incubagéo, as amostras foram diluidas em caldo
Brucella, composto por Brucellabroth (28g/L), menadiona a 1mg/mL (1mL/L),
hemina a 0,5mg/mL (10mL/L) e solugédo de bicarbonato de sddio a 2% (5mL/L),
até alcangarem o tubo 1 da escala de McFarland (~3x108UFC/mL). Apds as cepas
estarem na concentragdo adequada, com o auxilio de swabs estéreis (FirstLab®;
Séao José dos Pinhais, Brasil), as amostras foram semeadas em novas placas de
Brucella-agar sangue, suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro,
1% de hemina e 0,1% de menadiona, tendo o cuidado de espalhar o indculo
uniformemente pelos quatro quadrantes da placa. Em seguida, os discos foram
posicionados cuidadosamente sobre 0 meio de cultura, respeitando uma distancia
minima de 3 cm entre eles. Por fim, o material foi incubado por 24 horas em
anaerobiose a 37°C. A leitura do teste é feita a partir da medi¢cao dos halos de
inibicdo formados ao redor do disco de antimicrobiano.As amostras foram
consideradas sensiveis com os seguintes halos de suscetibilidade: vancomicina
(VAN) = 19mm; metronidazol (MTZ) = 23mm; moxifloxacino (MOX) = 20mm;
eritromicina (ERI) = 20mm; rifampicina (RIF) 220mm. Tais valores de referéncia
sado recomendados por Poilaneet al. (2007), Erikstrupet al. (2012), Holt, Danielsen
e Justesen (2015) e Fraga, Nicodemo e Sampaio (2016) [141, 142, 143, 144].
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4.13 Ensaio de citotoxicidade
O teste foi realizado como descrito por Pinto e colaboradores (2003), com
modificagdes. Neste teste foram testadas as duas cepas positivas para os genes
das toxinas: CDHFL4 e CDHFL7. Dois controles positivos foram utilizados como
controle, a cepa BI/NAP1/RT027, positiva para as trés toxinas; e a cepa
630/RT012, positiva para as toxinas A e B. As cepas foram cultivadas em meio
BHI-PRAS e incubadas a 37°C por 72h em anaerobiose. Apds a incubagao, o
meio foi centrifugado a 3000 xg e o sobrenadante filtrado por membrana de 0,22
Mm para tubos estéreis. Todos os tubos foram mantidos congelados a -20 °C até
0 momento do uso.

Para a determinacgao da presenca de toxinas, o sobrenadante foi misturado
com meio de Eagle modificado (2,5 mM glutamina, 0,5 mM piruvato, 0,5 mM
aminoacidos, 10% (v/v) soro bovino, 10,0 mM glicose e indicador fenol vermelho)
(Sigma-Aldrich) em diferentes diluicdes (1/2 até 1/128 para avaliar
quantitativamente a citotoxicidade de cada cepa), para ser aplicado em placa de
96 pocos, contendo uma monocamada de células da linhagem Vero (inoculo
inicial de 10° células/mL) (Figura 7). A placa foi incubada a 37 °C por 24 h em uma
estufa BOD com atmosfera de 5% de CO2. As monocamadas foram observadas
apos 1, 2, 3, 4 e 24 h em microscoépio invertido (Zeiss) com aumento de 400x.
Como controles positivo e negativo foram usados, o sobrenadante de cultura de
C. difficile ribotipo 027 (toxigénico) e meio liquido de BHI-PRAS, respectivamente.
Foi considerada toxigénica, no respectivo titulo, a cepa em que > 50% das células
Vero apresentaram arredondamento caracteristico apos 24 h de incubacgao. O

teste foi realizado em duplicata (réplica bioldgica).
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Figura 7: Esquema do ensaio de citotoxicidade celular. A linha C e os circulos em
verde representam o controle negativo do ensaio, onde s6 ha meio BHI-PRAS. A coluna P
representa o sobrenadante puro. As outras colunas representam as diluicdes do sobrenadante.
As cepas BI/NAP1 RT027 e 630 RT012 foram utilizadas como controles positivos.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencao dos isolados

No total, foram coletadas 125 amostras fecais de pacientes internados, sendo
uma amostra por paciente. Dentre esses espécimes, 42 eram provenientes do
HUCFF, dos quais 14 foram obtidos no setor de Hematologia e 28 na UTI. Ja em
relacdo ao HFL, foram obtidas 83 amostras de fezes de pacientes. Para a coleta de
amostras ambientais, também realizadas com swabs (Meio Amies; Plastlabor®),
foram obtidas 232 amostras, sendo 175 do HUCFF (28 do setor de hematologia e 147
da UTI) e 57 do HFL. Nenhuma da amostra ambiental testou positivo para C. difficile
utilizando-se a cultura em CDBB. Todas as amostras clinicas foram testadas
previamente no C diff Quik Chek Complete® (Techlab) antes de serem cultivadas no
meio CDBA para o isolamento de C. dffficile. Este teste, além de indicar a presenca
do antigeno GDH, também indica se a amostra é toxigénica ou ndo. No caso deste
estudo, todas as amostras positivas para a espécie no kit também foram positivas na
cultura. Quanto a deteccao das toxinas, o kit também se mostrou bastante sensivel.
Das 42 amostras coletadas no HUCFF, apenas uma foi positiva para C. difficile
(2,3%), apresentando resultado positivo no kit rapido e na cultura. A amostra positiva
foi obtida de um paciente do setor de hematologia e se tratava de um homem de 54
anos que havia passado recentemente por um transplante autdlogo, estava em uso
de antimicrobianos e apresentava cerca de quatro episédios de diarreia por dia. Ja
em relagdo ao HLF, das 83 amostras coletadas, 11 foram positivas para C. difficile
(7,5%). Das 11 amostras positivas, 81,9% (9/11) apresentou perfil ndo toxigénico e
18,1% (2/11) apresentaram resultado positivo para as trés toxinas: toxina A, toxina B
e toxina binaria (CDT) (Figura 8).
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Figura 8: Reacdo em Cadeia da Polimerase Multiplex (M—PCR) para confirmacéao das

amostras de C. difficile e detecgdo dos genes das toxinas. Linhas 2-12- cepas de C. difficile
isoladas nesse estudo; linhas 1 e 13: cepas RT027 (A+B+CDT+) e RT010 (A-B-CDT-), utilizadas como
controles das reagdes. O padrao de 100 pb foi utilizado como referéncia de tamanho molecular dos
fragmentos.

Vale ressaltar que as cepas desse estudo foram nomeadas conforme o local

de isolamento e em ordem de identificacdo, conforme pode ser visto no Quadro 2.

Quadro 2: Amostras deClostridioides difficile isoladas nesse estudo

Amostras Hospital/Setor

CDHUCFF1 HUCFF/Hematologia
CDHFLA1 HFL
CDHFL2 HFL
CDHFL3 HFL
CDHFL4 HFL
CDHFL5 HFL
CDHFL6 HFL
CDHFL7 HFL
CDHFL8 HFL
CDHFL9 HFL

CDHFL10 HFL
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5.2 Resultado da PCR-M e Ribotipagem

A maioria das amostras apresentou o mesmo perfil de tamanho molecular do
RT010, condizente com o resultado da PCR-M (Figura 9), uma vez que o RT010 é
nao toxigénio. Vale ressaltar que, quando foi feita a obtengdo de amostras no HFL,
em outubro de 2023, a UTI estava passando por um surto de CDI e, seguindo os
resultados das analises, foi identificado que a maioria das cepas pertenciam ao
RT010, com excecdo das cepas CDHFL6 e CDHFL10 (Figura 9), que nao
apresentaram um padrao de tamanho molecular semelhante com nenhuma cepa do

banco de dados do Laboratorio de Biologia de Anaerdbios.
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Figura 9: Resultado da PCR-Ribotipagem das cepas de C. difficile
desse estudo em gel de agarose 2%. As linhas 1 e 12 representam as cepas

RTO010 (A- B- CDT-) e RT027 (A+B+CDT+), pertencentes ao banco de dados do
LBA/UFRJ e utilizadas para fins comparativos do perfil da ribotipagem. Ja as linhas
2a11,12e 13, representam as cepas desse estudo. A seta indica um perfil de dois
tamanhos moleculares diferentes da amostra CDHFL?7.
ApOs a deteccao do surto em outubro de 2023 no HFL, outras duas amostras
foram recebidas em outubro de 2024, ambas de pacientes da oncologia,
adenocarcinoma intestinal e linfoma. Estas duas amostras (CDHFL4 e CDHFL7),

mostraram-se toxigénicas tanto no teste rapido, quanto na PCR-M para os genes
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tcdA, tcdB e cdtB (Figura 7). Na PCR-ribotipagem, a cepa CDHLF4 e CDHFL7
pertenciam ao RT027. Quanto ao perfil de tamanho molecular, a CDHLF4 era idéntica
ao da R20291; enquanto que a CDHLF7 apresentou um perfil com dois tamanhos
moleculares diferentes (Figura 8). A confirmacado de que as cepas pertenciam ao

RTO027 foi feita com a ribotipagem por Eletroforese Capilar (Figura 10 e 11 A e B).

RT027 Controle
Ladder 11ZCD 21ZCD 3HECD4HECDR2029I Negativo
1 2 3 4 5 6 e 4000 pb
- - 35000 pb
e 1000 pb
e —
| e— - ——
600 —>
e 500 pb
200 —>
100 pb

Figura 10: Ribotipagem por Eletroforese Capilar. Analise feita em duplicata. As
amostras sinalizadas como 11ZCD e 2IZCD correspondem a cepa CDHFL4. Ja as amostras
3HECD e 4HECD correspondem a CDHFL7. Na imagem, as duas amostras pertencem ao
ribotipo 027.
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Figura 11: Comparagéo do tamanho molecular das cepas CDHFL4 e CDHFL7 com o ribotipo

mais provavel (RT027). Na figura A, é apresentada a comparagéo entre a cepa CDHFL4 e o ribotipo RT027; na
figura B, a comparacdo é entre a cepa CDHFL7 e o RT027. A cepa R20291 foi utilizada como controle positivo
representativo do RT027. Em ambas as figuras, o campo "left side" corresponde a cepa analisada, enquanto o campo
"right side" mostra a associagao feita pelo banco de dados Webribo, indicando o ribotipo mais provavel para a cepa
em estudo. O retangulo em vermelho destaca duas regides com diferenga de tamanho molecular. A cepa CDHFL4
apresenta perfis de tamanhos moleculares idénticos aos da R2029. Ja a cepa CDHFL7 exibe tamanhos distintos
nessas regides, diferenga também confirmada por analise em gel de ribotipagem em agarose.
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5.3 Sequenciamento do gene tcdC

Para as duas cepas toxigéncias (CDHFL4 e CDHFL7) e que tiveram o perfil na
PCR- ribotipagem pertencentes bastante similar ao da RT027, para fins de
confirmacéo, foi realizado o sequenciamento do regulador negativo da expressao de
toxinas (tcdC). A cepa CDHFL4 apresentou as mesmas dele¢des de 18pb e 1pb
encontradas na cepa epidémica R20291 (BI/NAP1/027), além de uma delecdo
adicional de 1pb e 3pb em regides distintas da cepa epidémica. Ja para a cepa
CDHFL7, além de compartilhar a delecao de 18pb da cepa epidémica, apresentou
uma delecao adicional de 18pb raramente documentada e outra de 1pb (Figura 12).
Com a semelhancga encontrada apds o sequenciamento, foi desenhada uma arvore
filogenética para obter o grau de similaridade entre a sequéncia do gene tcdC das
cepas isoladas e da cepa epidémica (Figura 13). A escala é de 0,005, portanto, esta
€ a diferenca entre os nucleotideos da cepa CDHFL4 e da cepa controle, R20291
(RT027), indicando que ambas as amostras apresentam uma grande identidade. A

cepa CDHFL7, encontra-se um pouco mais distante da cepa controle.
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Figura 12: Sequenciamento do gene tcdC das cepas de C. difficile pertencentes ao RT027. As sequéncias
tcdC das cepas R20291 (RT027) e CD630 (RT012) foram usadas como comparacédo. O alinhamento das sequéncias foi
realizado na plataforma MEGA. CDHFL4 apresenta as mesmas duas delegbes, uma de 18pb e outra de 1pb, que a cepa
R20291 (RT027), além de apresentar outras duas delecdes de 1pb e 3pb. Ja a cepa CDHFL7, embora apresente as mesmas
duas delegdes da cepa epidémica, apresenta outras duas delegdes de 1pb e 18pb.
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Figura 13: Arvore filogenética obtida a partir do sequenciamento do gene tcdC das

cepas de C. difficile 1zCd e HeCd pertencentes ao RT027. A sigla 1zCD representa a cepa
CDHFLA4, ja HeCd representa a cepa CDHFL7. A cepa CDHFL4 tem um grau de identidade muito alto
com a cepa R20291 (RT027). Ja CDHFL7, embora também seja classificado como RT027, estd um
pouco mais distante da cepa epidémica.

5.4 Suscetibilidade aos antimicrobianos

Quanto a suscetibilidade aos antimicrobianos (Quadro 4), todas as amostras
foram sensiveis a vancomicina e rifampicina. Duas cepas (CDHFL5 e CDHFL6)
apresentaram resisténcia a eritromicina, enquanto outras duas (CDHFL9 e CDHFL10)
mostraram resisténcia ao metronidazol. As cepas classificadas como RT027
(CDHFL4 e CDHFL7), conforme esperado, foram resistentes tanto a eritromicina

quanto a moxifloxacina.
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Quadro 4: Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos testados das cepas de C.

difficile isoladas nesse estudo

Antimicrobianos

Amostras Eritromicina Rifampicina Moxifloxacina Metronidazol Vancomicina

R20291 R S (47mm) R S (24mm) S (24mm)
CDHUCFF1 R S (47mm) S (24mm) S (41mm) S (26mm)
CDHFL1 R S (45mm) S (24mm) S (40mm) S (24mm)
CDHFL2 R S (46mm) S (23mm) S (41mm) S (25mm)
CDHFL3 R S (42mm) S (24mm) S (43mm) S (28mm)
CDHFL4 R S (50mm) R S (27mm) S (29mm)
CDHFL5 S (32mm) S (44mm) S (24mm) S (40mm) S (25mm)
CDHFL6 S (30mm) S (21mm) S (25mm) S (30mm) S (21mm)
CDHFL7 R S (44mm) R S (35mm) S (26mm)
CDHFL8 R S (50mm) S (24mm) R S (26mm)
CDHFL9 R S (50mm) S (24mm) R S (26mm)
CDHFL10 R S (48mm) R S (32mm) S (30mm)

S- Sensivel; R- Resistente (sem formagao de halo); A medigdo dos halos de inibigdo se encontra entre
parénteses e em milimetros (mm). Parametros para sensibilidade: vancomicina (VAN) = 19mm,
metronidazol (MTZ) = 23mm, moxifloxacino (MOX) = 20mm, eritromicina (ERI) = 20mm e rifampicina (RIF)
220 mm. Referéncia: Poilaneet al. (2007), Erikstrupet al. (2012), Holt, Danielsen e Justesen (2015) e
Fraga, Nicodemo e Sampaio (2016)

5.5 Deteccao dos genes de resisténcia
O gene ermB foi detectado nas cepas CDHUCFF1, CDHFL1, CDHFL2,
CDHFL8, CDHFL9 e CDHFL10 (Figura 14).
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Figura 14: Deteccdo dos genes ermB nas cepas de C. difficile isoladas deste estudo. Nas
linhas 1 e 2 estdo os controles negativo (RT078) e positivo (RT027), respectivamente. Nas linhas 2-5 e 11-
13 o gene ermBfoi detectado. Ja nas linhas 6-10 o resultado foi negativo.

O pCD-METRO foi encontrado em duas amostras: CDHFL8 e CDHFL9, ambas
com perfil de resisténcia a metronidazol (Figura 15).

500

pCD-
METRO
100

Figura 15: Deteccao do plasmideo pCD-METRO nos isolados

resistentes a metronidazol. A linha 1 representa o controle positivo do
estudo: VrCd, um isolado clinico de cao que apresenta o plasmideo. A linha 2
representa a amostra CDHFLS8 e a linha 3 CDHFLO9.
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Apenas as cepas do RT027 tiveram os genes gyrA e gyrB analisados, pois
foram resistentes ao moxifloxacino. Neste caso, foi observado que o gene gyrA de
ambas as cepas (CDHFL4 e CDHFL7) sao idénticas a cepa CD630. Ja para o gene
gyrB, a cepa CDHFL7 é igual a CD630 e a cepa CDHFL4 tem uma mutacao
Thr82->1le (ACT>ATT) (Figura 16).
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Figura 16: Alinhamento do gene gyrA e gyrB das cepas CDHFL4 (1zCd) e CDHFL7 (HeCd). A seta
em vermelho aponta para regides com mutagdes distintas entre a cepa CDHFL4 e a CD630, utilizada como referéncia.
Foi detectada uma mutacdo em gyrB, onde a treonina (Thr) foi substituida por isoleucina (lle) na posicao 82

(ACTDATT)

5.6 Ensaio de Citotoxicidade

Apenas duas cepas foram testadas quanto ao ensaio de citotoxidade, CDHFL4
e CDHFL7, pois foram positivas para a presenca das toxinas na PCR-M. Para analisar
o efeito citotéxico, foi feita a diluicdo do sobrenadante de cultura testado até 1:128.
Sendo assim, foi observado que a cepa CDHFL4 conseguiu causar arredondamento
celular de até 50% até 1/16 de diluigdo. Ja a CDHFL7, na diluigdo 1/4. Como controle,
foram utilizadas as cepas BI/NAP1 e 630, que apresentaram efeito citotoxico com 1/64
e 1/8, respectivamente. A Figura 17 mostra o efeito da agcdo das toxinas na cultura de

células Vero.
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Figura 17: Ensaio do efeito citotéxico em células da linhagem VERO. A- Controle negativo
mostrando a integridade da monocamada de células VERO; B- Arredondamento (seta) celular das células
VERO apés a acgao das toxinas de C. difficile. Aumento: 400x. A observagao foi relizada em microscépio
invertido Zeiss.
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6 DISCUSSAO

A CDI é uma infecgdo nosocomial de grande importancia clinica e € uma das
principais causas de diarreia associada ao uso de antimicrobianos em ambientes
hospitalares, afetando, na maioria dos casos, idosos e individuos
imunocomprometidos, como pacientes oncologicos. Apesar de ser um alvo de
preocupagdes no ambiente hospitalar, casos de CDIna comunidade ja respondem por
uma alta porcentagem de casos em diversos paises, uma vez que seus esporos estao
amplamente disseminados no ambiente, incluindo agua e alimentos contaminados.

Neste estudo, a investigacao das cepas de C. difficile foi conduzida em dois
hospitais com contextos epidemiologicos distintos: um em surto de CDI e outro sem
evidéncias de prevaléncia que configurassem um padrao epidémico ou endémico. No
HUCFF, a unica cepa isolada pertencia ao RT010, classificada como nao toxigénica
e esteve associada a ocorréncia de diarreia em um paciente submetido a um
transplante autélogo. Uma limitagdo importante deste estudo refere-se ao tipo de
amostra coletada no HUCFF, onde, majoritariamente, foram utilizados swabs retais
em vez de amostras de fezes. Esse fator pode ter impactado negativamente a taxa
de isolamento de Clostridioides difficile, uma vez que as fezes sado consideradas o
material ideal para a detec¢do do microrganismo, por apresentarem maior
sensibilidade e carga bacteriana. Assim, a baixa taxa de isolamento observada nessa
instituicdo pode estar associada a essa limitagdo metodologica.

Ja no caso do HFL, das 11 cepas isoladas, sete também pertenciam ao RT010
e foram as responsaveis por causar o surto de CDI na UTI do hospital. Quanto as
amostras ambientais, embora ndo tenha sido identificado isolamento de C. difficile,
esse resultado pode ser considerado um indicativo positivo, pois provavelmente isto
se deve a eficaz politica de higienizacdo adotada pelo hospital, bem como a atengao
dos profissionais de saude durante o0 manejo dos pacientes. Esses fatores contribuem
significativamente para a redugdo da contaminagdo ambiental. Além disso, esses
dados reforcam a hipétese de que os pacientes avaliados tenham adquirido a infecgao
na comunidade (CA-CDI) e, apdés um periodo de imunossupressdo e disbiose,

frequentemente associados a hospitalizagdo e uso de antimicrobianos, houve a
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proliferagao de C. difficile e o consequente desenvolvimento da doenga (CDI).

Na maioria dos casos de infec¢ao por C. difficile, as cepas toxigénicas sdo as
principais responsaveis pelo desenvolvimento do quadro clinico, uma vez que a
producado de toxinas promove uma série de fatores inflamatérios que resultam no
aumento da permeabilidade vascular e, consequentemente, na destruicdo da lamina
prépria intestinal. No entanto, por mais que as toxinas sejam o principal mecanismo
que levam o individuo a desenvolver a CDI, alguns estudos também sugerem que
cepas nao toxigénicas podem estar envolvidas na manifestagéo clinica da infecgao,
principalmente em individuos imunocomprometidos ou que estejam fazendo uso
prolongado de antimicrobianos. Em 2023, Jeon e colaboradores conduziram um
estudo que identificou diferengas no comportamento clinico de pacientes infectados
por cepas nao toxigénicas de C. difficile em comparagao aqueles infectados por cepas
toxigénicas [145]. Neste estudo, os pacientes infectados com cepas n&o toxigénicas
de C. difficile tendiam a desenvolver o quadro de diarreia fora do ambiente hospitalar,
ou seja, na comunidade, ter diabetes como comorbidade subjacente, uso de até um
més de antimicrobianos da classe dos glicopeptideos e auséncia de uso concomitante
de inibidores da bomba de prétons. Esses achados indicam o quanto as cepas nao
toxigénicas podem estar envolvidas na manifestagdo da CDI em grupos especificos
de pacientes, principalmente aqueles com a microbiota intestinal fragilizada ou em
condi¢cdes mais vulneraveis, como € o caso de pacientes internados em UTls ou que
estejam fazendo tratamento com quimioterapicos. Desta forma, isto pode, em parte,
explicar porque cepas nao toxigénicas foram capazes de provocar um surto de CDI
na UTl do HFL. Em relagdo a condicdo dos pacientes do HFL, todos estavam
internados, fazendo uso de antimicrobianos e, principalmente, fazendo uso de
quimioterapicos, para o tratamento de algum tipo de cancer. A exposi¢cao dos
individuos a quimioterapia também esta associada ao quadro de CDI, mesmo sem a
exposicao a antimicrobianos [146]. O mecanismo de como 0s quimioterapicos
aumentam o risco do paciente de desenvolver CDI ainda nao é completamente
conhecido, mas estima-se que, assim como os antimicrobianos, também esta
relacionado a alteragdes na microbiota intestinal e supressdo da imunidade. Além
disso, esses medicamentos podem ser responsaveis em provocar lesdes diretamente
na mucosa e, portanto, diminuir a capacidade de regeneracdo celular do trato
gastrointestinal, ja que induzem a parada mitética e promovem a descamacao epitelial
[147, 148, 149].
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Apesar de toda a importdncia dada as toxinas de C. difficile para o
desenvolvimento do quadro infeccioso, esta bactéria apresenta outros mecanismos
de viruléncia que também contribuem para sua patogenicidade. Dentre esses
mecanismos, destacam-se o papel das adesinas de superficie celular (S-layer),
proteinas da parede celular (CWP), proteinas de ligagéo a fibronectina, flagelos e a
proteina de choque térmico GroEL [150]. As S-layers compdem a superficie da
maioria das bactérias e arqueas e consistem em uma camada proteica, chamada de
camada superficial ou camada S, que desempenham multiplas fungbes, como
proteger o microrganismo de variagbes de pH e estresses mecéanicos e osmoéticos.
Quanto as funcdes dentro do hospedeiro, acredita-se que a camada S atue como uma
“peneira molecular”, aprisionando ions e protegendo o microrganismo de peptideos
antimicrobianos e enzimas bacterioliticas produzidas em resposta a infec¢ao [151].
Em C. difficile, o principal componente da camada S é a proteina A (SIpA), que é
clivada pés-traducionalmente por uma protease associada a parede celular (Cwp84)
formando duas subunidades: uma de alto peso molecular e outro de baixo peso
molecular. Apds a clivagem, essas subunidades sao secretadas na superficie celular.
Outro fator importante a ser ressaltado, € que essas proteinas da camada S também
sdo importantes no processo de reconhecimento imunolégico e na resposta
inflamatdria [151, 152]. As proteinas CWP sdo um grupo de proteinas associadas a
superficie celular e ficam ancoradas por meio do polissacarideo Il (PSIl). Em cepas
de C. difficile, os genes que compdem a familia de proteinas CWP podem ser variados
ou bem conservados, como cwp84, cwp66 e cwpV. A proteina Cwp84, assim como
citado anteriormente, além de participar do processamento da camada superficial de
C. difficile, também consegue clivar varios componentes da matriz extracelular
humana in vitro [153]. J4 Cwp66 é o segundo principal antigeno da superficie celular
do C. dffficile, tendo um papel fundamental na adesao da bactéria, motilidade celular,
resisténcia ao estresse, resisténcia a antimicrobianos e transporte de manitol [154].
Quanto a proteina CwpV, assim como Cwp84, também pode atuar em mecanismo de
processamento pos-traducional e além disso apresenta funcdo promotora de
agregacao em C. difficile [155].

Além de proteinas que aumentam a aderéncia de C. difficile, ha outro
mecanismo que vem sendo bastante estudado: o biofilme. A formagéo de biofilme
ocorre a partir da agregag¢ao de comunidades de bactérias encapsuladas em uma

matriz autoproduzida, conferindo uma barreira protetora contra a acdo de outros
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microrganismos, antimicrobianos, células do sistema imunologico do hospedeiro e até
mesmo facilitam a recorréncia de infecgdes. A composi¢cao do biofilme pode variar,
mas geralmente € composta por uma matriz extracelular autoproduzida, contendo
exopolissacarideos, proteinas extracelulares e de superficie celular e DNA
extracelular [156].

Apesar de ser reconhecido internacionalmente por sua hiperviruléncia,
resisténcia e estar associado a surtos inumeros com obitos em paises da Ameérica do
Norte e Europa, o RT027 de C. difficile ndo faz parte da lista de ribotipos mais comuns
no Brasil, sendo considerado raro. At¢ o momento, houve apenas dois relatos da
presenca deste ribotipo no territorio brasileiro, tendo sido detectado apenas por PCR
em tempo real. Porém, somente por PCR em tempo real ndo é possivel ter certeza
que seja uma cepa do RT027, uma vez que existem cepas semelhantes a 027,
chamadas “027-like”, pertencentes ao mesmo clado 2 do MLST, apresentam muitas
semelhangas pelo sequenciamento do genoma completo e se diferem apenas
ligeiramente pela ribotipagem por PCR [157, 158, 159]. Para diferenciar essas
amostras, o mais indicado € utilizar as técnicas de PCR-ribotipagem, principalmente
utilizando eletroforese capilar em gel [160]. Desta forma, para confirmar os achados
RT027 deste estudo, foi feito ndo s6 o sequenciamento do gene fcdC e dos genes
gyrA e gyrB, mas também ribotipagem por capilaridade. Com a PCR-ribotipagem, ¢é
possivel visualizar que ambas as amostras (CDHFL4 e CDHFL7) apresentam um
perfil semelhante ao controle R20291 RT027. No entanto, a amostra CDHFL7 tem
uma pequena diferenga, obtendo diferenca de dois tamanhos moleculares. Assim
como citado anteriormente, devido a existéncia de cepas semelhantes ao RT027,
outras analises foram realizadas para confirmar os achados, inclusive em relacéo a
cepa CDHFL7 que apresenta uma diferenca no perfil tamanho molecular.

Ainda em relagdo a PCR-Ribotipagem em gel de agarose, duas amostras
(CDHFL6 e CDHFL10) ndo apresentaram um perfil condizente com o banco de dados
do Laboratorio de Biologia de Anaerdbios. Ambas as amostras passaram por um
problema em relagdo a dificuldade no isolamento. Um dos principais fatores
responsaveis por essa complicacio foi o crescimento de colénias de Enterococcus
spp. por cima das col6nias de C. difficile. Tal efeito ja tem sido observado em outros
isolados e ha alguns estudos que apontam os efeitos positivos que bactérias do
género Enterococcus tém em C. difficile, como remodelar o ambiente metabdlico e

atuar como uma fonte de aminoacidos fermentaveis para C. difficile, incluindo leucina
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e ornitina, que aumentam a performance do C. difficile, principalmente no intestino
perturbado por antibidticos [161]. Desta forma, quando finalmente conseguimos
reisolar as cepas, as mesmas seriam encaminhadas para o laboratério na UNESP,
mas os resultados ndo chegariam a tempo para completar este estudo.

O gene tcdC atua como regulador negativo da producdo de toxinas em
Clostridioides difficile, e muta¢cdes em sua sequéncia estido ligadas a superprodugao
de toxinas em cepas hipervirulentas. Diversos gendtipos desse gene podem ser
encontrados, refletindo a variabilidade genética entre as cepas de Clostridioides
difficile [162]. Um exemplo € a variante tcdC-sc1 que apresenta uma delegédo de 18
pares de bases (pb) nas posi¢gdes 330-347, além de uma delecdo de um unico
nucleotideo na posi¢cao 117. Essa variante € caracteristica de cepas epidémicas do
RTO027 e esta diretamente relacionada ao aumento da produgao de toxinas. Outras
variantes do gene fcdC também sao descritas, como o grupo tcdC-A, que apresenta
uma delecdo de 39 pb entre as posigdes 341-379, juntamente com uma substituicdo
pontual na posicdo 184. Essa combinacdo de mutagdes é caracteristica do ribotipo
078 (RTO78) [162, 163, 164]. No presente estudo, o sequenciamento do gene tcdC
revelou que a cepa CDHFL4 possui um gendtipo idéntico ao da cepa epidémica
RTO027. No entanto, diferentemente do que se observa comumente em infec¢des por
cepas hipervirulentas como a BI/NAP1/027, o quadro clinico do paciente infectado
nao evoluiu com gravidade extrema. O paciente, com 60 anos, apresentava
diagndstico de adenocarcinoma com envolvimento papilar e, apdés o inicio da
quimioterapia, desenvolveu quadro de diarreia severa (mais de nove episédios
diarios), acompanhado de dor abdominal, nauseas e vémitos. Apesar da gravidade
inicial, o paciente apresentou boa resposta ao tratamento, com estabilizagdo do
quadro clinico em 15 dias e alta hospitalar subsequente, sem relato de recorréncia da
infeccdo. Esse achado sugere que, embora o perfil genético da cepa seja compativel
com o de cepas hipervirulentas, a expressao clinica da infecgdo pode ser modulada
por fatores do hospedeiro, pela resposta ao tratamento ou até por variagdes
fenotipicas especificas da cepa. Ja para a cepa CDHFL7, a analise do gene tcdC
revelou uma mutacgao dupla de 18pb que, até o momento, ndo foi descrita na literatura.
Este isolado clinico foi obtido de um paciente oncoldgico de 15 anos, diagnosticado
com linfoma, que apresentou um quadro grave de diarreia apds o inicio do tratamento
quimioterapico. A associagado entre essa nova variagao genética e a manifestagao

clinica grave observada no paciente levanta a hipétese de que altera¢des ainda nao
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caracterizadas no tcdC possam influenciar o perfil de viruléncia de determinadas
cepas. Novos estudos genémicos e funcionais sdo necessarios para compreender o
impacto dessa mutacdo na regulagdo das toxinas e no comportamento clinico da
infecgao.

No teste de suscetibilidade, as cepas CDHFL4 e CDHFL7 apresentaram
resisténcia a moxifloxacina, um antimicrobiano da classe das fluoroquinolonas, e a
eritromicina, apresentando um perfil de suscetibilidade semelhante ao da cepa de
referéncia R20291, utilizada como controle positivo no experimento. A fim de
identificar os mecanismos de resisténcia, foi feita a identificacdo dos genes de
resisténcia por PCR. As amostras CDHFL8 e CDHFL9, ambas resistentes ao
metronidazol, apresentaram a presenca do plasmideo pCD-METRO. Esse plasmideo,
ja amplamente disseminado internacionalmente, foi anteriormente identificado em
diferentes ribotipos de Clostridioides difficile, como RT020 e RT005, embora esteja
mais frequentemente associado ao RT010, coincidindo com os resultados obtidos nas
amostras analisadas [165, 166, 167]. No Brasil, a presenga do pCD-METRO havia
sido registrada apenas uma vez, em um isolado clinico obtido de um cao hospitalizado
com quadro de diarreia [168]. No entanto, até o momento, a presenca desse
plasmideo em isolados clinicos humanos ndo havia sido reportada no territorio
brasileiro, tornando este estudo o primeiro a documentar tal ocorréncia.

Ja para as amostras resistentes a eritromicina, foi detectado o gene ermB em
algumas das cepas (CDHUCFF1, CDHFL1, CDHFL2, CDHFL3, CDHFL8, CDHFL9 e
CDHGL10), também pertencentes ao ribotipo 010. Embora tenham perfil ndo
toxigénico, a presencga de genes de resisténcia como o ermB tem um importante
destaque, uma vez que essas cepas podem ser um reservatorio de resisténcia
antimicrobiana, especialmente em ambientes hospitalares onde o uso de
antimicrobianos é intenso [169]. Além disso, o fato de estarem associados a
elementos genéticos méveis permite a transferéncia horizontal de genes entre as
cepas de C. difficile e até mesmo outras espécies bacterianas. Este achado reforga a
importancia do estudo epidemioldgico e monitoramento das cepas nao toxigénicas de
C. difficile, ndo so pelo risco de colonizagao e desenvolvimento da CDI, como também
pelo fato de contribuirem para a disseminagao de genes de resisténcia.

Os genes gyrA e gyrB codificam as subunidades A e B da DNA girase, uma
enzima importante que regula o superempacotamento do DNA. Agentes

antimicrobianos inibidores desta enzima, como a moxifloxacina, podem alterar a
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expressao desses genes e, consequentemente, levar a alteragbes no processo de
empacotamento do DNA [170]. Desta forma, com o resultado de resisténcia a
moxifloxacina identificada nas amostras CDHFL4 e CDHFL7, foi feito o
sequenciamento dos dois genes em questdo, utilizando a cepa CD630 como
referéncia. A identificagdo de uma mutagéo pontual no gene gyrB da cepa CDHFL4 &
relevante pois pode estar diretamente relacionada a resisténcia a fluoroquinolonas.
Um estudo realizado por Spigaglia e colaboradores no ano de 2009 demonstrou que
a substituicdo do aminoacido treonina por isoleucina na posi¢ao 82 (Thr82->lle) em
gyrA é comumente associada a resisténcia cruzada a ciprofloxacina e moxifloxacina
em isolados clinicos de C. difficile, incluindo cepas do ribotipo 027 [171, 172]. Na
literatura, até o0 momento, ndo ha relatos da detec¢cdo dessa mutagcdo em gyrB. No
entanto, é importante ressaltar que ha poucos dados elucidados quanto aos tipos de
mutacdes em gyrA e gyrB e o que isto implica na resisténcia. Sendo assim, esta
mutagdo encontada em gyrB, embora n&o tenha relatos na literatura, € uma
possibilidade que esteja relacionada ao fendtipo de resisténcia a moxifloxacina.
Mesmo que as mutagdes encontradas sejam em regides distintas, € possivel fazer a
associacao da cepa CDHFL4 com a cepa epidémica RT027, uma vez que apresentam
o mesmo perfil de resisténcia. Quanto a cepa CDHFL7, embora n&do apresente a
mutacado pontual em gyrA comumente observada nas cepas RT027 resistentes a
fluoroquinolonas, os resultados obtidos pela ribotipagem em gel de agarose e por
capilaridade confirmam sua classificacdo como RT027. Neste caso, a resisténcia a
moxifloxacina em CDHFL7 pode ser proveniente de outro mecanismo de resisténcia
que nao esteja associado as mutagdes em gyrA e gyrB, embora relatos deste tipo
sejam raros e quase nao sao descritos na literatura [173]. A identificacdo de uma cepa
RT027 com perfil genético distinto reforca a ideia de que ha uma variabilidade
genética dentro do proprio RT027, indicando que nem todas as cepas hipervirulentas
compartilham os mesmos mecanismos de resisténcia.

Quanto ao ensaio de citotoxicidade, foi possivel perceber que CDHFLA4,
apresenta um efeito citotdxico relevante, considerando que foram observados danos
até a diluicao 1/16 e a cepa controle BI/NAP1 causa dano celular 2 diluicbes a mais
(1/64). Isto indica mais uma caracteristica semelhante entre as duas cepas, uma vez
que causam efeitos citotoxicos parecidos. Em relacdo a cepa CDHFL7, houve efeito
citotdéxico, mas nao tao potente quanto a BI/NAP1 e até mesmo a cepa 630, que

apresentou efeito até a diluicdo 1/8. Levando em considerag¢ao que a cepa CDHFL7
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€ pertencente ao RT027, a baixa poténcia de acao das toxinas nao condiz com as
caracteristicas tipicas dessa cepa epidémica, conhecida pela superproducdo de
toxinas e pelos efeitos graves que estas causam no hospedeiro. No entanto, apesar
do reduzido efeito citotoxico, o paciente colonizado por essa cepa apresentou um
quadro clinico severo, incluindo recorréncias de CDI. Esse achado pode estar
relacionado ao fato de se tratar de um paciente imunocomprometido em decorréncia
de quimioterapia, condicdo que favorece a colonizacdo bacteriana e o
desenvolvimento de sintomas mais graves. Outro aspecto relevante é a diferenca no
tamanho molecular apresentada pela cepa CDHFL7 em comparagdo com a cepa
epidémica, assim como evidenciados na ribotipagem em gel de agarose e por
capilaridade. Embora sejam necessarios estudos adicionais para esclarecer o
impacto dessa variagdo na produgao de toxinas e em outros parametros fenotipicos
da bactéria, € provavel que tais diferengas estejam associadas a modulagdo da

toxigenicidade.
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7 CONCLUSAO

e Um ribotipo ndo toxigénico, RT010, foi identificado como agente causador de
surto na UTI do HFL,;

e Primeiro relato do RT027 no territério brasileiro, sendo confirmado por:
analise do gene tcdC, mutacdes no gene gyrB da cepa CDHFL7, ribotipagem

por gel de agarose e por capilaridade.
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ANEXOS

Anexo 1: Dados coletados dos pacientes que participaram do estudo.

Questionario Clinico-epidemioldgico (C.
difficile) - CTI

Caracterizagéo e prevaléncia de Clostridioides difficile em pacientes internados no CTI no
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - Rio de Janeiro, RJ.

&

£8 Nao compartilhado

* Indica uma pergunta obrigatoria

Nome e Sobrenome:

Sua resposta

Prontuario do Paciente: *

Sua resposta

Idade: *

Sua resposta

Sexo: *

O Feminino

O Masculino



Tipo de material coletado: *

O Swab retal

O Fezes

Data da coleta: *
Data

dd/mm/aaaa

Data da internagao CTI *
Data

dd/mm/aaaa

Motivo da internagao: *

Sua resposta

Quais sintomas caracteristicos da Infec¢ao provocada por Clostridioides
difficile foram identificadas no paciente:

Diarreia
Dor abdominal
Febre

Nao apresenta sintomas classicos do quadro de CDI

00000

QOutro:
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Se apresenta os sintomas, data do inicio dos sintomas caracteristicos da Infeccao
provocada por Clostridioides difficile:

Data

dd/mm/aaaa

Numero de episddios diarreicos por dia, se tiver:

Sua resposta

Esta fazendo uso de antimicrobianos? *

O sim
O Nao

Se sim, qual(is) antimicrobiano(s)?

Sua resposta

Tem alguma doenca de base? *

O Sim
(O Nao

Se sim, qual?

D Doenga Inflamatoria Intestinal (Doenga de Crohn e/ou Colite Ulcerativa)

(] outro:

74
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Ja teve diagndstico de Doenca associada a Clostridioides difficile (CDAD) %
anteriormente?

O sim
O Nao

Se sim, qual a classificagdo do episddio?

D Diarreia
[] colite

D Abdoémen agudo

Faz quimioterapia? *

O sim
O Nzo

Se sim, qual a data do Ultimo bloco de quimioterapia comegado?
Data

dd/mm/aaaa

Se realiza quimioterapia, qual quimioterapico esta sendo utilizado no ultimo bloco
de quimioterapia comecgado?

Sua resposta



Questionario Clinico-epidemioldégico (C.
difficile) - Hematologia

Caracterizagao e prevaléncia de Clostridioides difficile em pacientes internados com
cancer hematolégico no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - Rio de Janeiro, RJ.

&

£& N&o compartilhado

* Indica uma pergunta obrigatoria

Nome e sobrenome: *

Sua resposta

Prontuario do paciente: *

Sua resposta

Idade: *

Sua resposta

Sexo: *

O Feminino

O Masculino
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Tipo de material coletado: *

(O swabretal

O Fezes

Data da coleta:
Data

dd/mm/aaaa

Motivo da internagdo: *

O Leucemia Mieloide Aguda (LMA)
(O Leucemia Linfoide Aguda (LLA)
Linfoma

Mieloma Muiltiplo (MM)

Aplasia de Medula

Transplante Alogénico

Transplante Autélogo

O OOOO0OO0

QOutro:

Se for linfoma, qual tipo?

Sua resposta

77



Quais sintomas caracteristicos da Infecgdo provocada por Clostridioides difficile *
foram identificadas no paciente:

I:] Diarreia

(] Dor abdominal

[] Febre
(] outro:

Data do inicio dos sintomas caracteristicos da Infecgdo provocada por ¥
Clostridioides difficile:

Data

dd/mm/aaaa

Numero de episddios diarreicos por dia: *

Sua resposta

Estd fazendo uso de antimicrobianos nesta internagao? *

O Sim
O Nao

Se sim, qual antimicrobiano?

Sua resposta



Esté fazendo uso de inibidores de bomba de prétons nesta internagéo? *

O Sim
O Nao

Se sim, qual?

Sua resposta

Anote qual tratamento foi feito no paciente: *

Sua resposta

Tem alguma doenca de base? *

O Sim
O Nao

Se sim, qual?

D Doenca Inflamatodria Intestinal (Doenga de Crohn e/ou Colite Ulcerativa)

(] outro:

Qual a data do ultimo bloco de quimioterapia comegado? *

Sua resposta
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Qual quimioterapico esta sendo utilizado no ultimo bloco de quimioterapia *
comegado?

Sua resposta

Ja teve diagndstico de Doenga associada a Clostridioides difficile (CDAD) %
anteriormente?

O Sim
O Nao

Se sim, qual a classificagédo do episddio?

D Diarreia
(] colite

D Abdomen agudo

Desfecho clinico:

O Alta
O Obito
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