UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Escola de Veterinaria

Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal

Avaliacdo do método de disco-difuséo e pontos de corte epidemioldgicos para
rifampicina, eritromicina e tetraciclina em isolados de Clostridioides difficile humanos e

animais

Gabriela Muniz Carvalho

Belo Horizonte
2023



Gabriela Muniz Carvalho

Avaliacdo do método de disco-difuséo e pontos de corte epidemioldgicos para

rifampicina, eritromicina e tetraciclina em isolados de Clostridioides difficile humanos e

animais

Versao Final

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em  Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial & obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Otavio Silveira
Silva

Coorientador: Prof. Dr. Guilherme Campos
Tavares

BELO HORIZONTE

2023



Carvalho, Gabriela Muniz, 1996 -

C33la Avaliagio do método de disco-difusiio ¢ pontos de corte epidermiologicos para
rifampicina, erntromicina e tetraciclina em isolados de Clostridioides difficile humanos
e animais / Gabriela Muniz Carvalho, — 2023,

70111
Orientador: Rodrigo Otavio Silveira Silva

Coorientador: Guilherme Campos Tavares
Dissertagdo (Mestrado) apresentada a Faculdade de Medicina Veterindria da

UFMG, como requisito parcial para obtengédo do titulo de Mestre.
Bibliografias: f. 41 a 54,

1-  Clostndium difficile - Teses — 2. Clostridioses - Teses — 3. Diarrela em
animais — Teses - L Silva, Rodrigo Otavio Silveira — II. Tavares, Guilherme
Campos — I1I. Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria —

IV. Titulo.

CDD - 636.089 69

Bibliotecaria responsavel Cristiane Patricia Gomes CRB 2569
Biblioteca da Escola de Veterinaria, UFMG.




21/03/2023, 1212 SENUFMG - 2042862 - Folha de Aprovagdo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA ANIMAL

FOLHA DE APROVACAO
GABRIELA MUNIZ CARVALHO

Dissertagao submetida & banca examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pds-Graduagdo
em CIENCIA ANIMAL, como requisito para obtenco do grau de MESTRE em CIENCIA ANIMAL, drea de
concentracdo Medicina Veterindria Preventiva.

Aprovado(a) em 15 de fevereiro de 2023, pela banca constituida pelos membros:
Dr.(a). Rodrigo Otavio Silveira Silva - Orientador(a)
Dr.(a). Carlos Augusto Gomes Leal

Dr.(a). Guilherme Guerra Alves

Seil ) Documento assinado eletronicamente por Rodrigo Otavio Silveira Silva, Professor do Magistério
. [ﬂ Superior, em 15/02/2023, a5 11:47, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52

assinatura

eletrbnica do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Seil _. | Documento assinado eletronicamente por Carlos Augusto Gomes Leal, Membro, em 15/02/2023, as
- [ﬂ 11:48, conforme harério oficial de Brasilia, com fundamente no art. 52 do Decreto n® 10,543, de 13

assinatura
eletrdnica de novernbro de 2020.

S eil Documento assinado eletronicamente por Guilherme Guerra Alves, Usudrio Externo, em
. [ﬂ 15/02/2023, as 16:42, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?

assinatura

eletrédnsca 10.543, de 13 de novembro de 2020.

——

Referéncia: Processo n® 23072.204206,2023-63 SEI n® 2042862



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos os membros da equipe do Laboratério de Anaerdbios que tive o prazer de
conhecer desde o estagio. Obrigada pelo convivio tranquilo, pelos ensinamentos, pela parceria,
pelo bom humor e, em especial, pela amizade.

Agradeco ao professor Rodrigo Otavio por sua orientacdo, por sua disponibilidade, pela
compreensdo e pelas oportunidades durante todo o periodo do curso.

Agradeco a todos os professores (as) das disciplinas que tive oportunidade de realizar, por todo
0 aprendizado que enriqueceu minha formacéo.

Agradeco ao professor Guilherme Guerra, por confiar no meu trabalho desde o inicio, por me
ajudar a dar os primeiros passos para tracar o caminho para meu futuro na Medicina Veterinaria,
por seus conselhos e, principalmente, pela parceria durante todos esses anos.

Agradeco aos meus pais, Elton Carvalho e Christina Muniz, por todo apoio e incentivo para me
dedicar aos estudos durante minha vida.

Agradeco a minha irma, Barbara Muniz, por todo carinho e parceria durante todo esse periodo.
Obrigada por estar presente em minha vida e fazer dela um pouco mais tranquila, mesmo de
longe.

Agradeco a todos os meus amigos, em especial a Isabel Chaltein, Gabrielle Muller, Natasha
Nanogaki, Bruna Queiroz, Maria Roberta Cunha, Victor Fabri, Pedro Roberto Zara, Arthur
Schelb, Lais Muniz, Mateus Lopes e Thiago Ribeiro. Obrigada por me proporcionarem muitos
momentos de risada e diversdo, por me ajudarem a relaxar e por toda a paciéncia e apoio.
Agradeco a todos os meus colegas de republica pelos momentos de descontracao e conselhos.
Agradeco a todos os meus familiares, por acompanharem meu progresso e torcerem pelo meu
sucesso.

Agradeco a Universidade Federal de Minas Gerais, em especial a Escola de Veterinaria, pela
sua estrutura de ensino e pesquisa.

Agradeco ao CNPq e CAPES, pela concesséo da bolsa e disponibilidade de acesso ao Portal
Periodico.

Agradeco as agéncias de fomento pelo financiamento das atividades.

Por fim, agradeco a todos que contribuiram para a realizacéo desse trabalho, de forma direta ou

indireta.



RESUMO

Clostridioides (prev. Clostridium) difficile € um enteropatdgeno responsavel por causar quadros
entéricos em seres humanos e animais, podendo levar ao 6bito. Entre os diferentes fatores de
risco para a infeccdo por C. difficile, destaca-se a antibioticoterapia. Além de sua relagcdo com
o0 desenvolvimento da doenga, o uso de antimicrobianos exerceu ainda uma presséo seletiva em
C. difficile, que resultou no desenvolvimento de estirpes classificadas como “hipervirulentas”.
Apesar da relevancia da resisténcia a antimicrobianos na epidemiologia e tratamento de C.
difficile, os testes de suscetibilidade a antimicrobianos disponiveis para esse patdgeno baseiam-
se exclusivamente na determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), métodos
onerosos e demorados. Neste estudo, 0 método de disco difusdo, um teste rapido e de menor
custo, foi utilizada para avaliar a suscetibilidade de C. difficile frente a eritromicina, rifampicina
e tetraciclina. Um total de 155 estirpes isoladas no Brasil entre 2011 e 2022 foram testadas
utilizando a técnica de fita graduada (episolometer test - Etest). Dados como ribotipo dos
isolados, hospedeiro de origem e ano de isolamento foram utilizados para avaliar possiveis
associagdes com a resisténcia aos antimicrobianos testados. O presente estudo sugere que o
método de disco difusdo pode ser uma ferramenta Gtil para triagem de estirpes de C. difficile
resistentes a eritromicina e rifampicina, apresentando alta correcdo com a classificacdo obtida
pela CIM. O presente trabalho estabeleceu ainda os pontos de corte epidemiolégico WT >
20mm e WT > 28 mm para classificacdo de eritromicina e rifampicina, respectivamente, tendo
também margens de erro de 0% entre 0s métodos testados. Ja para a tetraciclina, o método de
disco difusdo ndo apresentou um desempenho satisfatério, classificando erroneamente 5,8%
dos isolados. No presente estudo, isolados de ribotipos pertencentes ao clado 5 apresentaram
maior probabilidade de serem resistentes a eritromicina, tetraciclina e rifampicina, enquanto
isolados de animais e estirpes ndo-toxigénicas apresentaram um maior porcentual de resisténcia
a tetraciclina e rifampicina, respectivamente. Isolados resistentes a tetraciclina apresentaram
ainda associacdo estatistica positiva a serem resistentes também a rifampicina. O presente
estudo sugere que o método disco difusdo pode ser uma ferramenta 1til para avaliagdo da
sensibilidade de C. difficile frente a eritromicina e rifampicina, porém ndo sendo adequada para

tetraciclina.

Palavras-chave: Clostridioides difficile; disco de difuséo; episolometer test; ponto de corte
epidemioldgico;



ABSTRACT

Clostridioides (prev. Clostridium) difficile is an enteropathogen responsible for causing
diarrhea and pseudomembranous colitis, which can lead to death. Among the different risk
factors for C. difficile infection, antibiotic therapy stands out. In addition to its relationship with
the development of the disease, the use of antimicrobials exerts selective pressure on C. difficile,
which has resulted in the development of strains classified as “hypervirulent”. Despite the
relevance of antimicrobial resistance in the epidemiology and treatment of C. difficile, the
susceptibility tests available for this pathogen still use the determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC), being expensive and laborious. Such methods are not optimized
for routine laboratory work and are expensive. In this study, disk diffusion was used to assess
the susceptibility of C. difficile to erythromycin, rifampicin and tetracycline. A total of 155
strains isolated in Brazil between 2011 and 2022 were tested using the disk diffusion and
episolometer test (Etest) methods. Data such as isolates’ ribotypes, host of origin and year of
isolation were used to assess possible associations with resistance to the antimicrobials tested.
The present study suggests that disk diffusion can be an interesting tool for screening
erythromycin and rifampicin-resistant C. difficile strains, showing a high correlation to the
classification obtained through MIC evaluation. The present study suggests cutoff points at WT
> 20mm and WT > 28 mm for classification of erythromycin and rifampicin, respectively.
However, for tetracycline, disk diffusion did not perform satisfactorily, misclassifying 5,8% of
the isolates. In the present study, isolates of ribotypes belonging to clade 5 were more likely to
be resistant to erythromycin, tetracycline and rifampicin, while isolates from animals and non-
toxigenic strains showed a higher percentage of resistance to tetracycline and rifampicin,
respectively. Tetracycline-resistant isolates also showed a positive statistical association with
being resistant to rifampicin as well. The present study suggests that disk diffusion can be a
useful tool for assessing the sensitivity of C. difficile to erythromycin and rifampicin, however
it is not suitable for tetracycline.

Keywords: Clostridioides difficile; episolometer test; disk diffusion; cutoff;
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1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é uma das maiores ameacas atuais a saude publica. Sem
um esforco global focado, ela pode vir a causar dez milhées de mortes por ano até 2050
(O’NEILL, 2014). Neste contexto, Clostridioides difficile (prev. Clostridium difficile) é uma
grande ameaca a saude e um relevante reservatorio de genes de resisténcia (CDC, 2022;
O’GRADY; KNIGHT; RILEY, 2021b). Além disso, recentes estudos sugerem que C. difficile
é um potencial patdgeno zoono6tico, destacando a importancia da abordagem de "One Health"
para seu controle (BJOERSDORFF et al., 2021; LIM; KNIGHT; RILEY, 2020).

A resisténcia antimicrobiana pode afetar o tratamento de infecgéo por C. difficile (ICD),
que é baseado na administracdo de metronidazol, vancomicina ou fidaxomicina (CZEPIEL et
al., 2019; OKSI; ANTTILA; MATTILA, 2020). Em adicdo, a resisténcia a antimicrobianos tem
um importante papel na patogenia e propagacédo de ICD (IMWATTANA et al., 2021), visto que
tratamento antimicrobiano é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da
doenca ao impactar a microbiota do trato digestorio (SPIGAGLIA; MASTRANTONIO;
BARBANTI, 2018). Ainda, a resisténcia a antimicrobianos aparenta ser um impulsionador do
surgimento de novas cepas de C. difficile, incluindo as chamadas cepas epidémicas ou
“hipervirulentas” (DINGLE et al., 2019; SPIGAGLIA; MASTRANTONIO; BARBANTI,
2018; STABLER et al., 2012). O exemplo mais conhecido é o ribotipo (RT) 027 de C. difficile,
que causou surtos em diversos paises e foi associado ao aumento do uso de fluoroquinolonas
(RAZAVI; APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007; FREEMAN et al., 2010). Além do
RTO027, diversas outras cepas resistentes a diferentes antimicrobianos foram associadas a surtos
em todo o mundo, incluindo isolados resistentes a lincosamidas e rifampicina (CURRY et al.,
2009; IMWATTANA et al., 2021; KUIJPER et al., 2001). Outro estudo recente sugere que a
utilizacdo intensa de tetraciclina em animais de producdo esta associada a disseminagdo do
RTO78 e ao aumento da ocorréncia de ICD adquirida na comunidade, inclusive em pacientes
ndo idosos e sem nenhum historico de hospitalizacdo (DINGLE et al., 2019).

Apesar da nitida importancia da resisténcia antimicrobiana na epidemiologia e
tratamento de C. difficile, o teste de suscetibilidade antimicrobiana para este patdgeno ¢ ainda
baseado na determinagéo da concentragdo inibitoria minima (CIM) pelo método de diluigdo em
agar, caldo ou por fita graduada (episolometer test — Etest). De forma geral, tais testes sdo
demorados e onerosos (ERIKSTRUP et al., 2012). Ja 0 método de disco difusdo € uma técnica

simples e de baixo custo que, uma vez padronizada, pode ser realizada facilmente na rotina
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laboratorial (ERIKSTRUP etal., 2012; HOLT; DANIELSEN; JUSTESEN, 2015). Estudos com
C. difficile comparando resultados do CIM com o método de difusdo em disco sdo limitados
principalmente & moxifloxacina, metronidazol e vancomicina (ERIKSTRUP et al., 2012;
HOLT; DANIELSEN; JUSTESEN, 2015; HUHULESCU etal., 2011; LEVETT, 1988; WONG
et al.,, 1999). Até o momento, poucos estudos foram focados em outros antimicrobianos
relevantes para a patogenia e epidemiologia de ICD. Desta forma, o objetivo deste trabalho €
avaliar os resultados de testes em difusdo em disco comparados aos de CIMs para eritromicina,

rifampicina e tetraciclina.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Contexto geral

Clostridioides difficile (prev. Clostridium difficile) foi inicialmente descrito em 1935,
ao ser encontrado na microbiota de recém-nascidos; este foi nomeado inicialmente como
Bacillus difficilis, remetendo a sua morfologia e dificuldade de isolamento in vitro (HALL,;
O’TOOLE, 1935). O patégeno foi reclassificado para o género Clostridium em 1938,
caracterizado por bacilos gram-positivos formadores de esporos e contendo espécies que
produzem diversos tipos de toxinas (PREVOT, 1938 apud KAMIYA; NAKAMURA, 1993;
MCCLUNG, 1956). Ja em 2016, foi sugerido a separacdo deste género para inclusdo apenas de
Clostridium butyricum e outros que se derivavam deste (LAWSON; RAINEY, 2016).

Este fato resultou na separacéo de Clostridioides difficile do género Clostridium, uma
vez que analises realizadas na por¢do 16S do RNA ribossdmico mostrou-se filogeneticamente
distante com o que foi determinado para o género. Além disso, C. difficile também apresenta
diferencas fenotipicas, como aminoacidos especificos em suas cadeias de peptidioglicanos, e
diferentes marcadores quimiotaxondmicos, como a producdo de acidos graxos saturados e
insaturados de cadeias lineares e ramificadas, e producéo em grandes quantidades de H2 quando
em meio de cultivo peptona - extrato de levedura - glicose (peptone - yeast extract - glucose,
PYG) (LAWSON et al., 2016). Dessa forma, a sua reclassificagdo foi reconhecida pelo
“International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology” (IJSEM), sendo que
ambos os géneros Clostridium e Clostridioides podem ser utilizados para todos fins clinicos,
cientificos ou comerciais ao se tratar deste patogeno (OREN; RUPNIK, 2018).

Por ser um bacilo anaerdbio estrito, C. difficile depende de seu processo de formacéo de

esporos aerotolerantes para sua disseminacdo do ambiente e entre hospedeiros (BRITTON;
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YOUNG, 2012). A formacdo destes ocorre como uma resposta a fatores externos estressantes,
como alteragdo do pH do ambiente ou reducdo da nutrientes disponiveis (EDWARDS;
MCBRIDE, 2014; WETZEL; MCBRIDE, 2020). Diferentemente de outros microorganismos
cujo os esporos sdo germinados na presenca de aminodcidos ou agucares, o gatilho principal
para germinacdo de C. difficile sdo os sais biliares, em especial o taurocolate, exclusivo de
vertebrados. Este é responsavel por alteracGes de pH que induzem o processo de germinacao,
também permitindo controle parcial sobre a porcdo anatdbmica em que C. difficile sera
germinado devido as suas condicGes especificas (SHEN, 2020).

No final do século XX, C. difficile comecou a ser relatado como um importante patdgeno
entérico, responsavel por casos de diarreia e colite pseudomembranosa, sinais causados pela
acdo de suas toxinas principais (A e B), responsaveis por danos teciduais, alteracdes na
permeabilidade intestinal e inflamagcdo (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; LARSON et
al., 1978; MARRIE et al., 1978). Na mesma época, observou-se a relacdo da doenca com a
disbiose causada pelo uso prévio de antimicrobianos (BARTLETT, 1994; CHANG et al., 1978).
Hoje, sabe-se que o uso de antimicrobianos altera a microbiota intestinal, gerando maiores
niveis dos sais biliares utilizados para germinacéo de C. difficile, bem como outros metabélitos
Uteis para o patdgeno, e resultando no desenvolvimento da doenca (THERIOT et al., 2014).

Além de sua relacdo com o desenvolvimento clinico da doenca, os antimicrobianos
ainda se destacam por exercer uma pressao seletiva em C. difficile, potencialmente selecionando
estirpes de grande relevancia clinica. Nesse contexto, destaca-se o ribotipo 027, selecionado
gracas ao uso indiscriminado de fluoroguinolonas. Tais estirpes causaram grandes surtos com
aumento da letalidade e recorréncia da doenca e que afetaram diversos paises do mundo
(KOCIOLEK; GERDING, 2016; KUWATA et al., 2015; VALIENTE; CAIRNS; WREN,
2014).

No cenério atual, a emergéncia de estirpes “hipervirulentas” e o aumento dos casos de
ICD geraram preocupac@es a nivel mundial (BURKE; LAMONT, 2014; CDC, 2022). Apesar
da presenca de tais estirpes ser mais comum em paises da América do Norte e Europa, paises
da América Latina e Asia recentemente relataram estirpes “hipervirulentas” (ACUNA-
AMADOR; QUESADA-GOMEZ; RODRIGUEZ, 2022; GUO et al., 2021; KUIJPER et al.,
2006), inclusive no Brasil (PIRES et al., 2018). Além disso, foram constatados ndmeros
crescentes de casos comunitarios, ou seja, ndo relacionados ao ambiente hospitalar, bem como
a possibilidade de que a ICD seja considerada uma zoonose (LIM; KNIGHT; RILEY, 2020;
RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2022; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009; TSAI et al.,
2021).
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Os animais tém grande relevancia na epidemiologia de C. difficile, uma vez que diversas
espécies sdo acometidas, como suinos, equinos e cdes (ALVAREZ-PEREZ et al., 2009;
BAVERUD et al., 2003; KRIJGER et al., 2019; RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2022). A
apresentacdo de ICD em animais pode ter influéncia do uso de antimicrobianos, mas
caracteriza-se também pelo acometimento de animais que ndo possuem sua microbiota
completamente formada, possibilitando a colonizacdo por C. difficile (BRITTON; YOUNG,
2012; GONZALEZ RONQUILLO; ANGELES HERNANDEZ, 2017; SONGER; UZAL,
2005). Por fim, j& existem relatos de estirpes “hipervirulentas” sendo encontradas em animais,
fato que reitera a necessidade de abordar a ICD como parte do conceito de Salde Unica
(ALVAREZ-PEREZ et al., 2013; HAIN-SAUNDERS et al., 2022; LIM; KNIGHT; RILEY,
2020).

2.2. Caracterizacdo do micro-organismo

C. difficile é classificado como uma bactéria gram-positiva, com formato de bastonete e
tamanho 0,5 um — 1,9 um x 3,0 um — 16,9 um, possuindo estruturas flagelares por sua célula
que permitem motilidade (KARPINSKI et al., 2022; LAWSON et al., 2016). Este possui um
genoma de 4.3 Mb, presentes em um Unico cromossomo circular; este contém cerca de 11% de
elementos genéticos moveis que permitem a transmissdo horizontal de diferentes genes de
importancia, como os que conferem resisténcia aos antimicrobianos (KNIGHT et al., 2015).

Seu metabolismo ndo envolve a molécula de oxigénio (O2) como aceptor final de
elétrons, dependendo entdo do processo de fermentacdo para geracdo de energia, sendo
classificado como anaerdbio estrito (DURRE, 2014). O micro-organismo em questdo também
é capaz de formar esporos, estrutura que garante resisténcia a ambientes ndo favoraveis e
permite sua disseminacdo ampla no ambiente (BRITTON; YOUNG, 2012; DURRE, 2014).
Este também esta presente na microbiota de diversos vertebrados, como mamiferos, répteis e
aves (SHEN, 2020).

Algumas estirpes de C. difficile sdo capazes de produzir toxinas, responsaveis pelo dano
causado no intestino de seu hospedeiro. Estas se diferenciam das estirpes ndo toxigénicas (NT)
pela presenca de um locus de patogenicidade (PaLoc), contendo genes como tcdA e tcdB,
responsaveis pela codificacdo da toxina A e B, respectivamente. A regulacdo de produgdo
dessas toxinas € através de outros genes também presentes no mesmo Paloc, sendo tcdR
(regulacéo positiva) e tcdC (regulacao negativa), e influenciadas por fatores externos, como a

temperatura, concentra¢fes subinibitorias de antimicrobianos, presenca de amino&cidos



16

especificos, entre outros (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; KARASAWA et al., 1997,
NAKAMURA et al., 1982).

Além das toxinas A e B, certas estirpes sdo capazes de produzir uma terceira toxina,
denominada toxina binaria (C. difficile transferase - CDT). Por possuir duas subunuidades, a
CDT é codificada por dois genes, cdtA e cdtB. Estes estdo presentes em outra regido
cromossémica, denominada locus Cdt (CdtLoc), presente apenas em estirpes capazes de
produzir a toxina em questdo. Assim como as toxinas A e B, a toxina binéria possui um gene
especifico que influencia sua produgdo positivamente, sendo este o0 cdtR
(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017). Apesar de seu mecanismo de acdo ndo ser
completamente elucidado, suspeita-se de que esta tem papel importante na patogenia da doenca,
facilitando a adesdo de C. difficile ao epitélio intestinal e também sendo relacionada a casos de
maior recorréncia e de maior gravidade da doenga em seres humanos (SCHWAN et al., 2014;
STEWART; BERG; HEGARTY, 2013).

2.3. Epidemiologia

A ribotipagem permanece como método de primeira escolha para otimizacdo dos
estudos de avaliacdo do perfil epidemioldgico de C. difficile, permitindo inferéncias de padrdes
de distribuicdo geogréfica e aspectos clinicos, por exemplo. O método consiste na ampliacéo,
por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), da regido espagadora dos genes 16S e 23S
presentes no rRNA, de modo que cada padrdo encontrado das bandas ao realizar a eletroforese
corresponde a um ribotipo (RT) (BIDET et al., 1999). Além da utilizacdo da ribotipagem, a
técnica de multilocus sequence typing (MLST) tambeém ¢é utilizada para estudo da variabilidade
genetica de C. difficile. Esta resulta na separacdo de estirpes em agrupamentos filogenéticos
denominados “clados” pela técnica de MLST, também permitindo a demonstracéo do perfil
evolutivo (JANEZIC; RUPNIK, 2010). Ambas as técnicas podem funcionar de forma
complementar, apresentando alta correlacdo entre os resultados. Em algumas situacoes,
inclusive, e possivel predizer qual o sequence type (ST) a partir do RT pertencente, da mesma
forma que é possivel predizer o RT de uma estirpe a partir de seu ST (BAKTASH et al., 2022;
COLLINS et al., 2018). Atualmente, a divisao evolutiva de C. difficile consiste em seis clados,
de forma que RTs com caracteristicas similares encontram-se agrupados entre eles (Tabela 1).
Destes, o clado 1 apresenta maior quantidade de estirpes de alta prevaléncia ao redor do mundo,

enquanto o clado 4 inclui estirpes de maior importancia em alguns paises. O clado 2 contém o
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RT027, conhecidamente “hipervirulento” e responsavel por diversos surtos mundialmente. Por

fim, o clado 5 engloba ribotipos associados principalmente a casos comunitarios e animais,

potencialmente zoono6tico, e que inclui ribotipos “hipervirulentos”, como o RT078 (Figura 1)

(JANEZIC; RUPNIK, 2015).

Tabela 1 — Atual divisdo de clados de C. difficile

Clado - . .
(MLST) Ribotipos principais Comentarios
1 001, 012, 014 Maior diversidade; Possui estirpes toxigénicas e nio toxigénicas
2 027, 016, 036, 176 Clado que abriga o RT027 e outros “hipervirulentos”
3 23 Clado infrequente, dominado pelo RT023
4 17 Possui estirpes toxigénicas e ndo toxigénicas; Inclui o RT017,
de padrdo A-B+
Altamente divergente dos outros clados; Possui estirpes
5 078, 126, 033 toxigénicas e ndo toxigénicas. Comum em animais de produgéo
e tém sido associado a casos comunitarios em humanos
Possui apenas estirpes ndo toxigéncias e linhagem evolutiva
6 — altamente diferenciada; Existem consideragdes de que se este

deve representar uma nova espécie

Fonte: Adaptado de Weese, 2020.
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Figura 1 — Organizagdo filogenética dos diferentes clados referentes ao MLST de C.
difficile

Clado 4

Clado 3

Clado 2

Fonte: Adaptado de Collins et al., 2018.

Nas ultimas décadas, houve o surgimento do RT027, responsavel por causar surtos no
Canada, Estados Unidos da América e Europa. O numero de casos causados pelo RT027 na
Europa tem diminuido, porém esta estirpe ainda gera grandes preocupac¢des na América do
Norte (ABDRABOU et al.,, 2022; FREEMAN et al., 2020; MARTIN; MONAGHAN;
WILCOX, 2016). Apesar do nimero de casos causados pelo RT027 ter diminuido na Europa,
a emergéncia de ribotipos do clado 5, principalmente o RT078, é preocupante. Além de ser
também ser considerado “hipervirulento”, este possui relagdo com casos comunitarios e ICD
em animais (DINGLE et al., 2019; GOORHUIS et al., 2008; TRAMUTA et al., 2021).

Em outras regides do mundo, a distribuicdo de ribotipos difere da encontrada na
América do Norte e Europa. Na Asia, o principal ribotipo circulante é o RT017, considerado
endémico, porém a circulagdo dos ribotipos 001, 002, 014 e 018, todos pertencentes ao clado 1,
também € de importancia. Interessantemente, 0 RT017 ndo produz toxina binaria, porém esta
relacionado a menor suscetibilidade a fluorquinolonas e clindamicina (BURKE; LAMONT,
2014; KHUN; RILEY, 2022; LI et al., 2019). A Australia, por sua vez, registrou surtos
atribuidos a emergéncia do RT244, considerado “hipervirulento” e pertencente ao clado 2, e
relacionado a infec¢gdes nosocomiais e comunitarias (EYRE et al., 2015; PERUMALSAMY;
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LIM; RILEY, 2022).

Apesar dos estudos epidemioldgicos em relacéo a C. difficile na Africa serem limitados
principalmente a Africa do Sul, a ICD possui relevancia emergente no continente. Devido ao
acometimento da populagdo por comorbidades que podem influenciar a infec¢do, como
tuberculose e imunodeficiéncia humana, os individuos afetados tendem a ser mais jovens do
que os principais grupos de risco de outros continentes (>65 anos). Apesar da ribotipagem néo
ser realizada com frequéncia, o principal ribotipo encontrado no continente africano até o
momento é o 017, porém outros ja foram relatados, como os ribotipos 078, 097, 012 e 046
(KULLIN etal., 2022; LEGENZA et al., 2018).

Assim como na Africa, o Brasil ndo possui muitos estudos disponiveis em relacéo a
epidemiologia de C. difficile. Até 0 momento, os trabalhos sugerem que a maioria dos ribotipos
circulantes pertencem ao clado 1, tendo como principais os ribotipos 014/020 e 106 (BRAGA
etal., 2022; DINIZ et al., 2022; SILVA et al., 2015). Apesar da estirpe “hipervirulenta” classica
pertencente ao RTO027 ter sido relatada no Brasil apenas uma vez, trés novos ribotipos
pertencentes ao clado 2, RT883, RT884 e RT885, foram relatados e apresentam caracteristicas
potencialmente “hipervirulentas”, sugerindo uma possivel mudanca no cenario epidemiolégico
do pais e enfatizando a necessidade de vigilancia epidemioldgica (DINIZ et al., 2022; PIRES
etal., 2018).

2.4. Patogenia

A infeccdo causada por C. difficile se inicia principalmente através da ingestdo esporos
pela via fecal-oral, liberados originalmente por individuos saudaveis ou ja infectados. Devido
a sua resisténcia, tais esporos s@o capazes de resistir ao pH do estdmago e chegar até o intestino
delgado, onde germinam na presenca da maior concentragdo de acidos biliares. Devido a
disbiose causada pelo uso de antimicrobianos ou formag&o incompleta da microbiota, as células
vegetativas iniciam o processo de colonizacao do célon (CZEPIEL et al., 2019; SHEN, 2020).

Apobs a colonizacao, as estirpes toxigénicas de C. difficile se aderem a porc¢éo apical de
enterdcitos, e iniciam o processo de producéo de toxinas A e B. As toxinas trabalham de maneira
sinérgica, de forma que a toxina A é endocitada pela porcao apical da célula e causa danos ao
citoesqueleto, desestruturando as zonas de oclusdo e causando enfraquecimento da barreira
epitelial. A partir disso, a toxina B liga-se a membrana celular basolateral, e ambas as toxinas
atuam estimulando a liberacdo imunomoduladores responsaveis pelo recrutamento de

neutréfilos e inflamacgdo. Por consequéncia de tais processos, a permeabilidade intestinal é
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comprometida, promovendo a liberacéo de liquidos, maior absor¢éo de toxinas e infiltracdo de
neutrofilos, causando mais dano tecidual e podendo resultar no desenvolvimento de
pseudomembranas, placas amarelo-esbranquicadas dispersas pela mucosa intestinal
(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009). Algumas
estirpes sdo capazes de produzir uma terceira toxina, C. difficile transferase (CDT), também
conhecida como toxina binaria; apesar de sua forma de acdo ndo ser completamente elucidada,
estirpes produtoras dessa toxina aparentam induzir uma resposta inflamatéria exacerbada e
produzir microtubos que facilitam sua adesdo a mucosa intestinal (CHANDRASEKARAN;
LACY, 2017; SCHWAN et al., 2014).

A apresentacdo clinica da doenca € diversa, de forma que diferentes individuos podem
apresentar quadros com intensidades variadas; estes incluem pacientes assintomaticos,
apresentacdo de diarreia leve a moderada, ou até colite fulminante. O quadro leve a moderado
da doenca consiste principalmente em diarreia aquosa, febre baixa, dores abdominais, vémito,
fraqueza e falta de apetite. Em casos severos, 0s sintomas sdo exponencializados, levando a
desidratagéo intensa, distensédo abdominal e hipoalbuminemia. Algumas das complicagdes de
ICD incluem megacélon toxico, septicemia, ileo paralitico, reacdo inflamatdria sistémica e
morte (MCDONALD et al., 2018). Em animais, a patogénese é similar a de seres humanos, mas
a gravidade da doenca parece variar bastante a depender da espécie. Em potros, por exemplo, a
ICD comumente é aguda e potencialmente fatal. J& em leitdes, a doenga apresenta alta
morbidade porém baixa letalidade, sendo comum ainda animais que apresentam quadros

subclinicos (com lesdes intestinais mas sem sinais de diarreia) (WEESE, 2020).

2.5. Doenga em humanos

A infeccdo por C. difficile € uma doenca altamente relevante para os sistemas de salde,
sendo responsavel por casos de diarreia e colite pseudomembranosa (LARSON et al., 1978).
Em humanos, os fatores mais relacionados ao desenvolvimento da doenca incluem o uso de
antimicrobianos, hospitaliza¢do previa, imunossupressdo e idade. Tais fatores, especialmente a
idade, também sdo determinantes na apresentacgéo clinica da doenca, afetando a severidade do
quadro do paciente (LEFFLER; LAMONT, 2015; REVOLINSKI; MUNOZ-PRICE, 2019).
Apesar da maioria dos casos estarem relacionados ao ambiente hospitalar, 0 nimero de casos
comunitarios de ICD tem aumentado, atingindo pessoas que anteriormente eram consideradas
de baixo risco para a doenca, como jovens e individuos sem histério de hospitalizacéo
(ADAMS; BARONE; NYLUND, 2021; CZEPIEL etal., 2019; SAMMONS; TOLTZIS, 2013).
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Estudos indicam que a ocupacéo profissional também é de importancia, uma vez que o
contato continuo pode levar a colonizagéo por C. difficile e possivelmente desenvolvimento da
doenca no futuro (CZEPIEL et al., 2019). Funcionérios que trabalham com suinocultura, por
exemplo, apresentam maior risco de colonizagdo em comparagdo com o restante da populacao,
especialmente pelo RTO78, reconhecidamente “hipervirulento” e relacionado a casos
comunitarios mundialmente (GOORHUIS et al., 2008; O’SHAUGHNESSY et al., 2019). Tal
fato também reitera a necessidade de mais investigacfes sobre a transmissibilidade de C.
difficile entre diferentes espécies (KNETSCH et al., 2014).

2.6. Doenga em animais

Apesar de ter fatores de risco similares a doenga em humanos, como a utilizacdo de
antimicrobianos, a doenca possui maior variacdo ao se tratar da medicina veterinaria,
especialmente de acordo com a espécie e a formacdo de microbiota. Dessa forma, a ICD pode
se apresentar de diversas maneiras a depender do animal, variando de acordo com a
suscetibilidade da respectiva espécie afetada (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009). Dentre
as diversas espécies que podem ser acometidas, destacam-se suinos e equinos. Em suinos, C.
difficile € um importante causador de diarreia neonatal, podendo gerar significativas perdas
econdmicas. Nessa espécie, 0s leitbes sdo extremamente sensiveis a agdo das toxinas A/B.
Como ndo possuem uma microbiota capaz de impedir a colonizagdo, a ICD afeta leitbes de 1 a
7 dias. Ap0s esse periodo, a microbiota, ainda imatura e em processo de formacao, ja é capaz
de impedir o desenvolvimento da doenca por parte desse patogeno (SONGER; ANDERSON,
2006). Ja em equinos, além do quadro classico de diarreia neonatal, similar aos suinos, 0s
animais podem desenvolver quadros apos uso de antimicrobianos (HAIN-SAUNDERS et al.,
2022). Apesar de menos frequente, a ICD pode acometer diversos outros vertebrados, como
caes, gatos, roedores e diversos animais silvestres tais como elefantes, felideos e primatas
(BOJESEN; OLSEN; BERTELSEN, 2006; DE CARVALHO et al., 2022; SILVA et al., 2013)

Além de sua importancia econémica e clinica, a colonizagéo e infecgéo por C. difficile
é de alta relevancia para a epidemiologia do patégeno. Alternativamente, diversas espécies
podem ser colonizadas e ndo apresentar a doenga, mas contribuir para sua disseminagéo
(FINSTERWALDER et al., 2022; RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2022; TSAI et al., 2021).
Nesse contexto, diversas espécies, em adicdo aos animais domésticos, ja foram relatadas como
potenciais reservatorios ou disseminadores, como pombos, répteis, roedores sinantropicos,
quatis e outros (DE OLIVEIRA et al., 2018; KRIJGER et al., 2019; RAMOS et al., 2019;
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SANTANA et al., 2022; SILVA et al., 2014).

2.7. Diagnostico

Devido a disseminacao de esporos contaminantes de C. difficile no ambiente, o
diagnostico precoce é essencial. Este permite ndo s6 tomar as medidas de isolamento
necessarias, como também o direcionamento correto do tratamento (DINLEYICI;
VANDENPLAS, 2019). Em seres humanos o diagnostico de C. difficile consiste principalmente
na identificacdo do agente etioldgico e/ou suas toxinas, porém outros exames complementares
como histopatologia e colonoscopia podem ser utilizados como ferramentas Uteis. Os testes
devem ser realizados em pacientes hospitalizados que tiveram no minimo trés episodios de
evacuacdo sem fezes formadas num periodo de 24 horas, ou em pacientes com diarreia apés
uso de antimicrobianos, porém sem historico de hospitalizacdo, e sem resposta ao tratamento
convencional ou com resultado negativo de pesquisa de enteropatégenos comuns
(BAGDASARIAN; RAO; MALANI, 2015; GUERY; GALPERINE; BARBUT, 2019)

Os testes disponiveis para diagnéstico de ICD sdo: testes rapidos (imunocromatografia
lateral) para deteccdo da glutamato desidrogenase (glutamate dehydrogenase — GDH) e/ou
toxinas A/B, a cultura toxigénica, teste de amplificacdo de &cido nucleico (nucleic acid
amplification tests — NAAT) e ensaios imunoenzimaticos (ELISAS) para detec¢cdo das toxinas
A e B. Estes possuem diferentes sensibilidades e especificidades, muitas vezes utilizados de
forma complementares uns aos outros. Os testes que se baseiam na detec¢do do GDH, enzima
liberada em grande quantidade por C. difficile, destacam-se pela alta sensibilidade (proxima a
100%), sendo utilizado principalmente como método de triagem. Os testes de detec¢do de GDH,
porém, sdo incapazes de diferenciar entre estirpes toxigénicas e ndo toxigénicas. Ja a cultura
toxigénica (isolamento seguido da deteccdo dos genes codificadores das toxinas A e B) permite
a diferenciacdo entre estirpes toxigénicas e NT, além de permitir a obtencéo do isolado para
futuros testes de suscetibilidade ou avaliacbes epidemiologicas. Por outro lado, requer
equipamentos especificos, ja que o cultivo deve ser em anaerobiose, e demanda no minimo
cinco dias para o resultado. Os testes moleculares (NAATS) também sdo capazes de diferenciar
a presenca de estirpe toxigénica ou NT nas fezes, porém € um teste oneroso e pouco especifico,
resultando em taxas altas de positividade mesmo em individuos ndo colonizados; por fim, os
testes de ELISA para a deteccdo das toxinas A e B apresentam baixa sensibilidade e alta

especificidade, levando a um grande nimero de falso-negativos se aplicados de forma isolada
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(CROBACH et al., 2016; GATEAU et al., 2018; GUERY; GALPERINE; BARBUT, 2019).

Em suma, devido a limitacdo dos testes disponiveis, o diagnostico de ICD ¢ desafiador.
A inexisténcia de um teste simultaneamente de alta sensibilidade e especificidade, de baixo
custo e com tempo de resposta rapido faz com que sejam necessarias pelo menos duas etapas,
escolhidas de forma algoritmica para otimizar o diagnoéstico (CROBACH et al., 2016). Em
paises emergentes, o diagndstico € particularmente desafiador: uma vez que sdo onerosos, a
economia do pais exponencializa a dificuldade de acesso amplo aos testes necessarios
(CANCADO et al., 2021).

Devido a falta de testes especialmente produzidos para animais, as ferramentas para
diagnostico de C. difficile sdo as mesmas utilizadas para humanos. Os indices de sensibilidade
e especificidade dos testes disponiveis também variam entre as diferentes espécies e a
manifestacdo clinica da doenca. Em suinos, por exemplo, os testes de alta sensibilidade e
especificidade intermediaria sdo favorecidos, uma vez que séo realizados, em sua maioria, em
rebanhos e buscam triar a presenca do patdgeno. Neste cenario, a utilizacdo do GDH como teste
de triagem se mostra eficiente, sendo associado a cultura toxigénica para determinacdo da
presenca de genes produtores de toxina. J& em equinos, testes de deteccao das toxinas nas fezes
possuem bons resultados, de forma que a utilizacdo de ELISAs se mostra eficiente. Além disso,
as toxinas permanecem estaveis nas fezes quando mantidas a 4°C, reiterando a confiabilidade
do teste. Reitera-se a importancia da possivel associacdo de diferentes testes e métodos, como
a histopatologia, para conclusdo do diagnostico (CARVALHO et al., 2022; RAMOS et al.,
2020).

2.8. Tratamento

O protocolo de tratamento de C. difficile em humanos é baseado principalmente na
utilizacdo de trés antimicrobianos: metronidazol, para casos moderados, e vancomicina ou
fidaxomicina, para casos graves ou apos recorréncia. Apesar disso, a utilizacdo de metronidazol
como antimicrobiano de primeira escolha para casos moderados tem caido em desuso, uma vez
que as taxas de sucesso do tratamento tém diminuido devido a emergéncia de estirpes resistentes
(KELLY etal., 2021; MOURA et al., 2013; SURAWICZ et al., 2013). Deve-se enfatizar que a
fidaxomicina e vancomicina apresentam menores riscos a microbiota e maior sucesso em casos
de recorréncia (AL MOMANI et al., 2018). Além dos antimicrobianos ja citados, recomenda-
se a utilizagdo de rifampicina ou tigeciclina como tratamentos alternativos para casos
especificos (GAREY et al., 2008; KECHAGIAS et al., 2020). Em animais, o tratamento limita-
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se especialmente ao metronidazol e a terapia de suporte, uma vez que a utilizacdo de
vancomicina e fidaxomicina ndo é recomendada na medicina veterinaria, limitando também as
opcOes em casos recorrentes de ICD (DINIZ et al., 2021a; KEESSEN et al., 2011).

Além da utilizacdo de antimicrobianos, uma forma alternativa de tratamento para casos
de ICD, especialmente recorrentes, € o transplante de microbiota fecal (TMF). Este tem como
o principal objetivo a reconstituicdo da microbiota, utilizando fezes que passaram por uma
diversidade de testes microbiolégicos, de um doador saudavel que deve atender varios
requisitos (KHORUTS; STALEY; SADOWSKY, 2021). Apesar de ser uma técnica recente e
sem esclarecimento dos efeitos a longo prazo, esta se mostra uma ferramenta promissora no
tratamento de ICD, tanto para humanos quanto animais (DINIZ et al., 2021a; KHORUTS;
STALEY; SADOWSKY, 2021; NARULA et al., 2017). O primeiro centro de TMF foi
estabelecido recentemente no Brasil, sendo situado especificamente em Belo Horizonte, Minas
Gerais (CLAUDIAC, 2022; TERRA et al., 2020).

2.9. Resisténcia antimicrobiana

2.9.1. Testes de suscetibilidade antimicrobiana

Atualmente, existem diferentes formas de monitoramento da suscetibilidade de
microorganismos. Para C. difficile, os métodos atuais reconhecidos sdo os de carater
quantitativo, sendo eles diluicdo em agar, microdiluicdo em caldo e Etest; entre eles, o
recomendado pelo CLSI e EUCAST ¢é a diluicdo em agar, também sendo a referéncia
comparativa de outros testes (BROOK; WEXLER; GOLDSTEIN, 2013; CLSI, 2021,
EUCAST, 2022).

A técnica de diluicdo em &gar € utilizada em estudos que avaliam a suscetibilidade de
C. difficile devido a sua preciséo e flexibilidade de escolha de antimicrobianos a serem testados
(WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008). Apesar disso, a técnica possui desvantagens em
determinados contextos. Alem de uma execucao que exige profissionais altamente qualificados,
o teste normalmente é realizado em vérios isolados simultaneamente, demanda tempo e nao
apresenta otimizac&o para rotina de laboratorios clinicos (REIGADAS et al., 2017; WIEGAND;
HILPERT; HANCOCK, 2008).

Apesar de ndo ser considerado padréo-ouro, a microdiluicdo em caldo ja foi utilizada
em diversos estudos (IGAWA et al., 2016; PENG et al., 2017a; PIRS et al., 2013; WOLFE et
al., 2018). Esta técnica, porém, ndo é recomendada para utilizacdo em C. difficile devido a
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relatos de percentual de isolados falsamente susceptiveis e falsamente resistentes mais alto do
que o recomendado pelo CLSI (CLSI, 2021; HASTEY et al., 2017).

Diante este cenario, a utilizacdo do Etest na rotina laboratorial para testes de
suscetibilidade de C. difficile se tornou atrativa, uma vez que apresenta boa concordancia com
0 padrdo-ouro e € de facil execucdo. Esta técnica consiste na utilizacdo de uma fita graduada
com concentracfes do antimicrobiano de crescimento exponencial. Apesar de sua facilidade de
execucao quando comparada aos métodos citados anteriormente, € uma técnica onerosa e com
limitacdo quanto ao numero de antimicrobianos disponiveis, dificultando sua utilizacdo na
rotina laboratorial (WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008).

Apesar de ndo ser uma técnica recomendada pelo CLSI para C. difficile, estudos
sugerem que o teste de disco difusdo pode ser uma importante ferramenta na triagem da
suscetibilidade antimicrobiana deste patogeno (CLSI, 2021; ERIKSTRUP et al., 2012; HOLT;
DANIELSEN; JUSTESEN, 2015). Este teste promove a formacdo de um halo de inibi¢do ao
redor do disco posicionado na placa inoculada com o micro-organismo, de forma em que este
didmetro é utilizado na classificacdo do isolado entre resistente, intermediario ou sensivel, caso
exista j& um padrdo determinado, ou em wild type (WT; sem mecanismo de resisténcia
fenotipico detectavel) e non wild type (NWT; com mecanismos presumidos ou conhecidos de
resisténcia adquirida) (MOURA et al., 2013; POILANE et al., 2007). (VALSESIA et al., 2015).
Ressalta-se que o disco contém uma concentracdo Unica do antimicrobiano e ndo permite a
determinacdo de CIM, sendo considerado um teste apenas qualitativo (JORGENSEN;
FERRARO, 2009). Apesar de estudos sugerirem que a técnica de disco difusdo pode ser
utilizada para triagem de resisténcia a vancomicina, metronidazol e moxifloxacina para C.
difficile, o cenério para outros antimicrobianos ainda néo foi tdo explorado (ERIKSTRUP et al.,
2012; HOLT; DANIELSEN; JUSTESEN, 2015).

2.9.2. Mecanismos de resisténcia de C. difficile

Devido a grande importancia da pressdo seletiva realizada em C. difficile, os
mecanismos de resisténcia deste micro-organismo tém sido cada vez mais estudados
(SPIGAGLIA; MASTRANTONIO; BARBANTI, 2018). Por possuir um genoma com alta
capacidade de adaptacdo, este patdgeno foi reconhecido como uma das principais ameagas no
contexto de resisténcia antimicrobiana (CDC, 2022; SEBAIHIA et al., 2006). Os mecanismos
de resisténcia de C. difficile e suas formas de aquisi¢do sdo variados, incluindo a mutacées

resultantes de pressdo seletiva in vivo, aquisi¢do de genes de resisténcia através de transferéncia
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de elementos genéticos moveis e alteracbes em vias metabolicas (SPIGAGLIA,
MASTRANTONIO; BARBANTI, 2018).

Nesse contexto, estudos nas Ultimas décadas voltaram seu foco para resisténcia ao
metronidazol e vancomicina, fairmacos comumente utilizados no tratamento da doenca. A
resisténcia a metronidazol é de carater multifatorial, envolvendo fatores metabolicos como a
formacdo de biofilme, reparacdo de DNA associada a proteina RecA, atividade de
nitrorredutases e captacdo de ferro. Além dos mecanismos citados acima, a resisténcia a
metronidazol também pode ser conferida através de um plasmideo, pCD-METRO, porém o
mecanismo de acdo deste ainda ndo foi completamente elucidado (O’GRADY; KNIGHT;
RILEY, 2021a; SMITS et al., 2022). A resisténcia a vancomicina é pouco compreendida.
Apesar de um estudo recente associar muta¢des no sensor VanS/R-quinase, responsaveis por
desencadear a expressdo do gene VanG, em isolados pertencentes ao RT027, ainda ndo se sabe
ao certo quais outros possiveis gatilhos para sua expressdo em C. difficile (O’GRADY;
KNIGHT; RILEY, 2021a; SHEN et al., 2020).

Por fim, ha um mecanismo regulado pelo operon hemesensing membrane protein system
(HsmRA\), que é capaz de reduzir a suscetibilidade de C. difficile a vancomicina e metronidazol
através da utilizacdo do grupo heme como protecao ao estresse oxidativo, que acontece durante
a resposta inflamatoria do organismo contra ICD, servindo como protecdo aos antimicrobianos
citados (KNIPPEL et al., 2020).

Os estudos dos mecanismos de resisténcia as fluorquinolonas também ganharam
destaque na ultima década devido a marcante presenca desses em estirpes “hipervirulentas”
(VALIENTE; CAIRNS; WREN, 2014). A resisténcia a essa classe acontece principalmente
pela pressao seletiva in vivo, de forma que concentracOes incapazes de eliminar o agente podem
induzir mutagdes nos genes gyrA gyrB, responsaveis pela codificagdo da enzima DNA-girase,
e assim conferir resisténcia a classe em questdo (O’GRADY; KNIGHT; RILEY, 2021a;
SPIGAGLIA; MASTRANTONIO; BARBANTI, 2018).

A resisténcia a rifampicina consiste principalmente nas muta¢fes no gene rpoB,
modificando sua conformacéo e consequentemente impedindo a ligacdo do antimicrobiano em
questdo em seu sitio de acdo, sendo este o RpoB, subunidade B da RNA-polimerase
(HARTMANN et al., 1967; O’CONNOR et al., 2008; WICKRAMAGE; SPIGAGLIA; SUN,
2021). Suspeita-se que tais alteracdes no gene rpoB também sdo responsaveis, em alguns
isolados, pela reducdo de suscetibilidade a fidaxomicina (LEEDS et al., 2014).

O principal mecanismo de resisténcia a familia de antimicrobianos macrolideo-

lincosamida-estreptogramina B (MLSg) se da pela presenca do gene das metilases ribossdmicas
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da eritromicina de classe B (ermB), responsavel pela metilacdo de parte do rRNA 23S. Este
gene também possui grande relevancia devido a sua transmissibilidade horizontal, uma vez que
pode ser transmitido via conjugagéo (SPIGAGLIA; BARBANTI; MASTRANTONIO, 2008;
WICKRAMAGE; SPIGAGLIA; SUN, 2021). Além da presenca do gene ermB, outros dois
genes foram identificados, sendo eles cfrB e cfrC. Estes sdo responsaveis pela codificacdo de
uma metiltransferase que garante resisténcia aos antimicrobianos PhLOPSa (fenicois,
lincosamidas, oxazolidinonas, pleuromutilinas e estreptogramina A) (CANDELA et al., 2017).

A resisténcia a tetraciclina difere dos outros, uma vez que é mediada por uma grande
variedade de genes, destacando-se quatro frequentemente relatados em isolados de C. difficile:
tetM, tetW, tet40 e tet44. Cada gente tet possui um mecanismo de acdo especifico, variando
entre bombas de efluxo, atuacdes enziméaticas e mudancas na conformacao do sitio de acdo da
subunidade ribossomal 30S (CHOPRA; ROBERTS, 2001; IMWATTANA et al., 2021,
SPIGAGLIA; BARBANTI; MASTRANTONIO, 2008). Alem de um maior nimero de genes
capazes de conferir resisténcia, estes sdo reconhecidamente capazes de serem transmitidos por
conjugacédo, aumentando sua distribuicdo entre microorganismos (SPEER; SHOEMAKER,;
SALYERS, 1992).

2.10. Controle e prevencéao

Devido a habilidade de esporulacéo de C. difficile, o controle da disseminagdo é focado
na eliminacdo dos esporos no ambiente, especialmente em areas com individuos susceptiveis,
como como ambientes hospitalares, haras, galpdes de criagdo de suinos e clinicas veterinarias.
A utilizacdo de esporocidas, como hipoclorito, é essencial, diminuindo as chances de infeccao
destes individuos (MARKS et al., 2011; SONGER; ANDERSON, 2006; SRINIVASA et al.,
2019). Caso houverem casos confirmados, as medidas deverdo ser mais rigorosas a fim de evitar
novas contaminagdes, de forma que os individuos positivos sejam isolados e o contato de
externos com estes deve ser minimizado (BARBUT, 2015; MARKS et al., 2011; SRINIVASA
et al., 2019). Ressalta-se também as medidas de higienizacdo pessoal ao manipular animais
domésticos, especialmente suas fezes, e no preparo de alimentos, devido a transmissao de
esporos via fecal-oral que podem ser encontrados em diversos tipos de alimentos a depender de
sua origem (RODRIGUEZ DIAZ; SEYBOLDT; RUPNIK, 2018).

Pelo perfil de colonizacdo de C. difficile, que ocorre quase exclusivamente em
individuos em dishiose ou sem a microbiota completamente formada, métodos que envolvem o

impedimento da proliferacdo do patdgeno tem sido uma &rea explorada. A utilizagdo de certas
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estirpes ndo toxigénicas (NT) de C. difficile tem se mostrado promissora no impedimento da
colonizagao por estirpes toxigénicas (OLIVEIRA JUNIOR etal., 2019; VILLANO et al., 2012).
Nesse contexto, destaca-se a Z31, que foi capaz de reduzir a ocorréncia de ICD em suinos
neonatos (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019).

Outra forma de controle de ICD ¢é através da racionalizacdo de uso de antimicrobianos,
de forma que o tempo de tratamento deve ser minimizado, bem como a frequéncia de utilizacéo
destes quando possivel, uma vez que este € um dos principais fatores de risco para ICD
(DINLEYICI; VANDENPLAS, 2019; VONBERG et al., 2008). Por fim, a vacinacao também
¢ uma forma em potencial do controle de ICD. No momento, existem véarias em
desenvolvimento, também em diferentes estagios, porém ainda sem a aprovacdo de 6rgdos
regulamentadores para utilizacdo em larga escala (RILEY; LYRAS; DOUCE, 2019).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Determinar a eficiéncia do teste de disco difusdo e sugerir pontos de corte
epidemioldgicos para avaliar a suscetibilidade de estirpes de C. difficile isoladas de seres

humanos e animais frente a eritromicina, tetraciclina e rifampicina.

3.1. Objetivos especificos

Comparar a confiabilidade da tecnica de disco difusdo com os resultados obtidos no
Etest.

Avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana de C. difficile frente a rifampicina,
eritromicina e tetraciclina.

Analisar a possivel relagdo de clados, hospedeiro e toxigenicidade com suscetibilidade

antimicrobiana.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacgao de isolados

Foram utilizadas 155 estirpes de C. difficile no total, sendo 115 isoladas no Brasil entre
2008 e 2020, pertencentes a bacterioteca do Laboratorio de Anaerdbios da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Cadastro SISGEN: AECOB9A) (ANEXO
A), obtidos em estudos realizados anteriormente (DINIZ et al., 2018, 2021b, 2022; LOPES
CANCADO et al., 2018; RAMOS et al., 2019; SILVA et al., 2015, 2020). Em adicéo, outros
40 novos isolados identificados entre marco de 2021 e junho de 2022 foram incluidos. Tais
isolados foram obtidos a partir de amostras submetidas ao diagndstico diferencial de diarreia
no Laboratorio de Anaerdbios da Escola de Veterindria da UFMG (Projeto SIEX 303237). A
metodologia de isolamento e caracterizacdo desses isolados é descrita em detalhe a seguir.

Dentre as espécies hospedeiras, inclui-se: humanos (n = 93), cées (n = 18), equinos (n =
18), suinos (n = 10), felinos (n = 8), roedores (n = 2) e outros animais (n= 6). No total, 116
(74,8%) estirpes eram toxigénicas e 39 (25,2%) eram ndo-toxigénicas; entre as toxigénicas,
destacam-se 0 RT106, RT014/020 e RT126 (Figura 1).
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Figura 2 — Distribuicdo da frequéncia de diferentes espécies de hospedeiros segundo 0s
ribotipos mais comuns encontrados.
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4.1.1. Isolados oriundos da bacterioteca

Isolados de C. difficile oriundos da bacterioteca (n=115) foram plaqueados em meio
seletivo, composto por agar Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid) suplementado com 5% de
sangue equino e 1% de Acido Taurocdlico de Sédio Hidratado (Sigma-Aldrich) (Agar Sangue
Taurocolate — AST) e incubadas na camara de anaerobiose (Thermo Fisher Scientific), com
atmosfera composta por 10% Hz, 10% CO», e 80% N, a 37°C, durante 24 a 36 horas para
verificacdo visual da pureza dos isolados. Apos a verificagéo, os isolados foram submetidos aos

testes de suscetibilidade antimicrobiana descritos a seguir.

4.1.2. Isolamento e identificacédo de novas estirpes

Amostras de fezes submetidas entre 2021 e 2022 foram testadas para a presenca de C.
difficile. Paratal, realizou-se o choque com &lcool do material fecal (diluicdo em etanol absoluto
na proporc¢édo 1:1 por 30 minutos), seqguido de plagueamento em AST e incubacdo na cAmara de
anaerobiose a 37° C por 120 horas. As coldnias suspeitas foram repicadas novamente em AST

(plaqueamento placa a placa) e incubadas na camara de anaerobiose por 72 horas. Para
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identificacdo, colnias suspeitas foram diluidas em um microtubo contendo 500 ul de agua
ultra-pura, e subsequentemente submetidas ao método de extracao térmica do DNA. Para tal,
0s microtubos foram aquecidos a 98°C por 20 minutos. Em sequéncia, foi realizada a
centrifugagdo a 6.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi pipetado em outro microtubo e
armazenado a 4°C. Posteriormente, o material extraido foi submetido a PCR multiplex para os
genes codificadores das toxinas A (tcdA), toxina B (tcdB) e do gene constitutivo tpi (Tabela 2),
visando a diferenciagéo de C. difficile toxigénico e ndo toxigénico (NT) (LEMEE et al., 2004;
SILVA et al., 2011; TIAN et al., 2016). Aquelas identificadas como toxigénicas foram ainda
submetidas a uma reacdo de PCR monoplex, sendo esta para o gene codificador da toxina binaria
(cdtB) (TERHES et al., 2004) (Tabela 2). Amostras toxigénicas também foram, em sua maioria,
submetidas a ribotipagem (JANEZIC; RUPNIK, 2010).

Tabela 2 — Descri¢do dos primers utilizados para identificacdo de C. difficile.

Gene Iniciador Sequéncia (5'-3") [ Banda Referéncia
tcdA-F  GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA _
tcdA 0,6uM  629pb  Tianetal., 2016
tcdA-R AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG
tcdB-F GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA
tcdB 04uM  160pp  Lemeeetal,
tcdB-R  ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT 2004
_ tpi-F AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA Lemee et al
tpi - 0,2uM  210pb 5 B
tpi-R CATAATATTGGGTCTATTCCTAC 004
catB-F CTTAATGCAAGTAAATACTGAG
cdtB 0,2uM  510pb Terhes et al.,
cdtB-R AACGGATCTCTTGCTTCAGTC 2004

Legenda: F: forward; R: reverse; [ ]: concentracdo; pb: pares de bases

4.2. Testes de suscetibilidade

4.2.1. Teste de disco difusdo

Foi realizada a técnica de disco difusdo para avaliar a sensibilidade antimicrobiana de
C. difficile frente a rifampicina, eritromicina e tetraciclina. O procedimento baseia-se nas
recomendagOes do CLSI para determinagdo da sensibilidade antimicrobiana de micro-
organismos anaerobios (CLSI, 2018). As colbnias dos isolados foram diluidas em salina
tamponada até escala McFarland 1,0 e, com um suabe estéril, cada solucdo foi estriada em uma

placa previamente pré-reduzida de agar Brucella (Difco Laboratories) suplementado com
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sangue ovino (5% v/v), hemina (5 pg/mL) e vitamina K (1 pg/mL) (Brucella Blood Agar —
BBA). O estriamento foi realizado em toda a placa em quatro sentidos sobrepostos com angulo
de 90°. Em seguida, com o auxilio de uma pinca estéril, os discos de rifampicina (5 pug), de
eritromicina (15 pg) e de tetraciclina (30 pg) foram adicionados na placa em posicoes
equidistantes. Por fim, as placas foram incubadas a 37 °C durante 48 horas em camara de
anaerobiose. Apo6s o0 periodo de incubacdo, as placas que apresentaram zona de inibicdo do
crescimento bacteriano tiveram o halo medido através de um paquimetro. Durante todos os
processamentos foram utilizadas duas estirpes controles: B. fragilis ATCC® 25285™ incubado

em anaerobiose, e S. aureus ATCC® 29213 ™ incubado em aerobiose (CLSI, 2021).

4.2.2. Etest

Simultaneamente ao disco de difuséo, os isolados foram submetidos ao Etest a fim de
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) para o0s seguintes antimicrobianos:
eritromicina, rifampicina e tetraciclina. O Etest foi realizado de acordo como o recomendado
pelo fabricante (BioMérieux, Bélgica). As col6nias foram diluidas em salina tamponada até
escala 1,0 do padrdo McFarland, estriadas toda a placa em quatro sentidos sobrepostos com
angulo de 90°, e as fitas foram colocadas com auxilio de uma pinca estéril. As placas foram
incubadas a 37 °C durante 48 horas em camara de anaerobiose e lidos de acordo com a
recomendacdo do fabricante (Figura 2). Para cada antimicrobiano, as fitas apresentam
graduacéo crescente variando de 0,002 pg/mL a 32 pg/mL para rifampicina, 0,016 pg/mL a
256 pg/mL de eritromicina e 0,016 pg/mL a 256 pg/mL de tetraciclina. As estirpes foram
classificadas como WT se obtivessem CIM < 4 para eritromicina, CIM < 0.004 para
rifampicina, e CIM < 0.25 mg/L para tetraciclina (EUCAST, 2022).
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Figura 3 — Padrdo de leitura do Etest.
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Legenda: A. Quando o halo de inibi¢éo esta no intervalo entre dois nimeros da fita de Etest, a
CIM considerada devera ser a do valor acima; B. Quando o halo de inibicdo estd na mesma
altura que o valor da fita de Etest, a CIM ¢é igual ao valor de sua posicdo.

Fonte: Adaptado de BioMeérieux.

4.3. Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando STATA/IC 14.0 (Statacorp, Texas, EUA);
Erros de grande importancia (“very major error”, VME) foram registrados quando os isolados
eram “non wild type” (NWT) de acordo com o Etest mas “wild type” (WT) de acordo com o
método de disco difusdo (“falso susceptivel”), e erros de importancia (“major error”, ME)
foram registrados quando os isolados eram WT de acordo com o Etest mas NWT de acordo
com o método de disco difusdo (“falso resistente”). Os valores de CIM50 e CIM90 foram
definidos como as concentracdes antimicrobianas mais baixas que inibiram 50 e 90% dos
isolados, respectivamente. Para determinacdo do breakpoint do método de disco difusdo, o
método de “Normalized Resistance Interpretation ” (NRI) foi utilizado com permisséo do titular
da patente, Bioscand AB, TABY, Suécia (patente europeia No. 1383913, patente americana No.
7,465,559). A analise de regressdo bivariada foi aplicada para comparar os resultados de Etest
e disco difusdo, e avaliar a previsibilidade entre os didmetros e CIMs obtidas. Associacdes entre
a suscetipbilidade para cada antimicrobiano, ribotipos, hospedeiros, e isolados toxigénicos/néo-

toxigénicos foram investigados utilizando o teste Qui-Quadrado ou o teste Exato de Fischer.
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5. RESULTADOS

Para eritromicina, 65 (41.9%) isolados foram identificados como non-wild type (NWT)
com a variagdo de CIM sendo de 4 a > 256 mg/L, e 96.9% com zonas de inibicdo de 6 mm
utilizando o método de disco difusdo (Figura 3). Um total de 89 (57.4%) isolados foram
classificados como WT (CIM < 4 mg/L), com zona de inibi¢do >27 mm (77.5% dos isolados).
Assim, o ponto de corte de WT > 20 mm foi calculado, levando a 0% ME e VME (Figura 4,
Figura 5, Tabela 3). Durante os testes, o controle utilizado B. fragilis ATCC® 25285™
apresentou intervalos de 0,5 a 2 mg/L; ja o controle S. aureus ATCC® 29213 ™ apresentou
intervalos de 0,12 a 0,5 mg/L. Ambos se encontram dentro das recomendagdes do CLSI (CLSlI,

2021) para a técnica.

Figura 4 — Testes de suscetibilidade antimicrobiana para eritromicina.

Legenda: A. Teste de disco difusdo com isolado resistente a eritromicina (seta) em BBA; B.
Etest com isolado apresentando CIM > 256 pg/mL.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 5 — Scattergram obtido a partir dos resultados para eritromicina.

Legenda: Scattergram comparando as zonas de inibicdo obtidas pelo antibiograma de
eritromicina (disco de 15 ug) e as CIMs obtidas atraves do Etest. A linha vertical representa o
ponto de corte referente ao método de disco difusdo, obtido por NRI; a linha horizontal
representa 0 ECOFF segundo o EUCAST. Todos os isolados classificados como NWT foram
identificados com a cor vermelha.
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Figura 6 — Distribuicdo das zonas de inibicéo e suas respectivas MICs referente a eritromicina.

Legenda: Distribuicdo dos diametros obtidos por disco difusdo e CIMs obtidas pelo Etest
referentes a eritromicina. Cada cor representa uma CIM obtida (coluna a direita; verde: WT,
vermelho: NWT) relacionada com sua respectiva zona de inibicdo, de acordo com o nimero de
isolados. A linha vertical pontilhada representa o ponto de corte obtido através do NRI para
eritromicina (WT > 20 mm).
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Para rifampicina, 28 (18.1%) isolados foram classificados como NWT, 75% dos quais

apresentaram CIM > 32 mg/L e zonas de inibi¢cdo de 6 mm utilizando disco difusdo (Figura 6).

Os 127 isolados remanescentes (81.9%) foram classificados como WT, com CIM <0.002 mg/L,

e 78% possuiam zonas de inibi¢do entre 40 mm e 50 mm em disco difusdo. O ponto de corte

calculado foi WT > 28 mm, com taxa de 0% ME e VME (Figura 7, Figura 8, Tabela 3).
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Figura 7 — Testes de suscetibilidade antimicrobiana para rifampicina.

Legenda: A. Teste de disco difusdo com isolado resistente a rifampicina (seta) em BBA; B.
Etest com isolado apresentando CIM > 32 pg/mL.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 8 — Scattergram obtido a partir dos resultados para rifampicina.

Legenda: Scattergram comparando as zonas de inibicdo obtidas pelo antibiograma de
rifampicina (disco de 5 pg) e as CIMs obtidas através do Etest. A linha vertical representa o
ponto de corte referente ao método de disco difusdo, obtido por NRI; a linha horizontal
representa 0 ECOFF segundo o EUCAST. Todos os isolados classificados como NWT foram
identificados com a cor vermelha.
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Figura 9 — Distribuicdo das zonas de inibicao e suas respectivas MICs referentes a rifampicina.

Legenda: Distribuicdo dos diametros obtidos por disco difusdo e CIMs obtidas pelo Etest

referentes a rifampicina. Cada cor representa uma CIM obtida (coluna a direita; verde: WT,

vermelho: NWT) relacionada com sua respectiva zona de inibicdo, de acordo com o nimero de

isolados. A linha vertical pontilhada representa o ponto de corte obtido através do NRI para
10

rifampicina (WT > 28 mm).
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Para tetraciclina, 44 (28.4%) isolados foram classificados como NWT com valores de
CIM entre 0.38 mg/L e 96 mg/L. As zonas de inibicdo para a maioria dos isolados NWT (56.8%)
variam entre 13 a 23 mm (Figura 9). Os 111 isolados remanescentes (71.6%) foram
classificados como WT e possuiam CIMs variando entre <0.016 e 0.25 mg/L. A maioria dos
isolados (75.7%) possuia zonas de inibigdo entre 36 mm e 46 mm no método de disco difuséo.
O ponto de corte calculado foi WT > 25 mm, levando a 5.2% e 0.6% de taxa de VME e ME,
respectivamente (Figura 10, Figura 11, Tabela 3).
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Figura 10 — Testes de suscetibilidade antimicrobiana para tetraciclina.

Legenda: A. Teste de disco difusdo com isolado resistente a tetraciclina (seta) em BBA, B. Etest
com isolado apresentando CIM =4 pg/mL.
Fonte: Arquivo pessoal.

A.
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Figura 11 — Scattergram obtido a partir dos resultados para tetraciclina.

Legenda: Scattergram comparando as zonas de inibicdo obtidas pelo antibiograma de
tetraciclina (disco de 30 pg) e as CIMs obtidas através do Etest. A linha vertical representa o
ponto de corte referente ao método disco difusdo, obtido por NRI; a linha horizontal representa
0 ECOFF segundo 0 EUCAST. Todos os isolados classificados como NWT foram identificados
com a cor vermelha.
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Figura 12 — Distribuicdo das zonas de inibicéo e suas respectivas MICs referentes a tetraciclina.

Legenda: Distribuicdo dos diametros obtidos por disco difusdo e CIMs obtidas pelo Etest
referentes a tetraciclina. Cada cor representa uma CIM obtida (linha inferior; verde: WT,
vermelho: NWT) relacionada com sua respectiva zona de inibicdo, de acordo com o nimero de
isolados. A linha vertical pontilhada representa o ponto de corte obtido através do NRI para
rifampicina (WT > 25 mm).
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Tabela 3 — Pontos de corte do método de disco difusdo propostos para categorizacdo de
Clostridioides difficile entre wild type (WT) e non-wild type (NWT) utilizando teste graduado
(Etest) como referéncia para concentracdo de inibicdo minima (CIM), de acordo com ECOFF
determinados pelo EUCAST, juntamente com os resultados dos calculos para erros de grande
importancia (VME), erros de importancia (ME), CIM50, e CIM90.

Antimicrobiano Diametro da Pontos de corte - Erros (%) CIM50 CIM90
zona de inibicdo* ECOFF (mg/L) vME ME (mg/L) (mg/L)

(mm)
Eritromicina WT > 20 WT <4 0 0 1 >296
Rifampicina WT > 28 WT <0.004 0 0 <0.002 =>32
Tetraciclina WT >25 WT <0.25 5.2 0.6 0.094 6

*Ponto de corte da zona de inibigdo calculado pelo método NRI
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Os isolados de ribotipos do clado 5 apresentaram associagdo com a resisténcia a
eritromicina, tetraciclina e rifampicina (p=0.0051, p<0.0001 e p=0.0077, respectivamente). Ja
isolados de animais e ndo-toxigénicos foram associados a resisténcia a tetraciclina (p=0.0003)
e rifampicina (p=0.0012). Isolados resistentes a tetraciclina tinham mais chances de serem
resistentes também a rifampicina (p<0.0001). Tanto rifampicina e eritromicina apresentaram
uma alta correlacdo entre CIMs e disco difusdo através da analise de regresséo bivariada, (R?2
em 0.81 e 0.93, respectivamente). No entanto, a correlacdo para tetraciclina foi baixa (R?=0.33),
indicando previsibilidade baixa da classificagcdo via CIM pela técnica de disco difusao.

6. DISCUSSAO

C. difficile é um patdgeno importante para humanos e animais, e uma das ameacgas mais
desafiadoras entre os patogenos que apresentam perfil de resisténcia a antimicrobianos
relevante (CDC, 2022). Portanto, monitorar a epidemiologia da resisténcia desse patdgeno € de
extrema importancia (BUFFIE, 2012; CDC, 2022; MARTIN; MONAGHAN; WILCOX, 2016;
VALIENTE; CAIRNS; WREN, 2014). O método de disco difusdo, uma técnica simples para
avaliar a suscetibilidade antimicrobiana, mostrou resultados promissores para moxifloxacina,
vancomicina, e metronidazol em estudos anteriores (ERIKSTRUP et al., 2012; HOLT,;
DANIELSEN; JUSTESEN, 2015). Apesar de diversos outros estudos reportarem indices de
suscetibilidade para outros antimicrobianos de C. difficile utilizando o método de disco difuséo,
poucos estudos avaliaram esta metodologia (POILANE et al., 2007; RAHIMI; JALALLI;
WEESE, 2014; SISAKHTPOUR et al., 2021).

No presente estudo, 0 método de disco difusdo mostrou um grande potencial para uso
na rotina laboratorial ao apresentar alta correlagdo com os valores obtidos atraves da CIM. As
taxas de VME e ME para eritromicina e rifampicina (0%) estavam abaixo do que aquelas
relatadas em estudos anteriores avaliando o método de disco difusdo para metronidazol,
vancomicina e moxifloxacina (ERIKSTRUP et al., 2012; HOLT; DANIELSEN; JUSTESEN,
2015).

O resultado de disco difusdo para tetraciclina também revelou uma taxa admissivel de
ME (abaixo de 3%, como recomendado pelo documento CLSI M23) (CLSI, 2018), mas a taxa
de VME (5,3%) fora mais alta que o limite de 1,5% sugerido pelo CLSI (CLSI, 2018). Este
resultado sugere que o0 método de disco difusdo, no protocolo testado no presente estudo, ndo é

uma tecnica apropriada para avaliagdo da resisténcia de C. difficile a esse antimicrobiano,
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classificando erroneamente parte dos isolados resistentes como susceptiveis. N&o esta claro o
que pode ter afetado os resultados do método de disco difusdo neste caso. Estudos prévios
sugerem que discos de tetraciclina contendo 30 pg do antimicrobiano podem levar a um
didmetro maior mesmo em isolados de baixa suscetibilidade; sendo assim, discos com baixas
concentracdes podem vir a resultar em taxas de VME mais baixas (MAL et al., 2016; PD et al.,
1997; TANG et al., 2020). Futuramente, é possivel repetir os testes com discos de tetraciclina
contendo 5 pg para verificar tal hipétese. Deve-se salientar que os discos de tetraciclina
contendo 5 pg sdo menos dispoiveis comercialmente do que aqueles contendo 30 pg,
comumente utilizados na rotina em diversos laboratorios de pesquisa e de rotina.

O indice de resisténcia a rifampicina descrita neste estudo (18,1%) é similar aqueles
reportados em estudos prévios (CURRY et al., 2009; FREEMAN et al., 2020; KIM et al., 2021;
PUTSATHIT et al., 2021). E de relevancia mencionar que a rifampicina é um importante fator
de risco para ICD em humanos, mas também pode ser usado como tratamento alternativo para
ICD em casos especificos (CURRY et al., 2009; GAREY et al., 2008; GROBBELAAR et al.,
2019; O’GRADY; KNIGHT; RILEY, 2021b). Notavelmente, este antimicrobiano é comumente
utilizado no tratamento de tuberculose, uma doenca reemergente que requer um tratamento de
longa duragdo com antimicrobianos (CORTEZ et al., 2021). Nesse contexto, casos infec¢do por
C. difficile resistente a rifampicina tem sido amplamente reportada em pacientes com
tuberculose (KURAHARA et al., 2022; LEE et al., 2016; OBUCH-WOSZCZATYNSKI et al.,
2013).

Neste estudo, 41.9% dos isolados foram resistentes a eritromicina, valor ligeiramente
abaixo do intervalo de 45-53% encontrado em outros estudos (PENG et al., 2017b;
PUTSATHIT et al., 2021). E importante ressaltar que a resisténcia a antimicrobianos
macrolideos em C. difficile comumente ocorre pela a presenca do gene ermB, que é
frequentemente localizado em elementos genéticos moveis, facilitando sua disseminacéao
(IMWATTANA et al., 2021). Essa resisténcia é mais comumente observada em ribotipos
especificos, incluindo os conhecidamente “hipervirulentos” (O’GRADY; KNIGHT; RILEY,
2021b). Neste estudo, ribotipos do clado 5, que incluem os “hipervirulentos” RT078 e RT126,
se mostraram com maior probabilidade de serem resistentes a esse antimicrobiano.

A taxa de resisténcia a tetraciclina neste trabalho (28,4%) corrobora com os resultados
de estudos prévios que reportam taxas de resisténcias de até 38% (BOUDJELAL et al., 2022;
DILNESSA etal., 2022; WEI et al., 2019). Trabalhos recentes sugerem que a utilizagao intensa
de tetraciclina, principalmente em animais de producdo, € responsavel por uma pressao

evolutiva relevante em C. difficile, participando da selecéo de estirpes do clado 5 (DINGLE et
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al., 2019; IMWATTANA et al., 2021; TAORI et al., 2014). Interessantemente, resisténcia a
tetraciclina € comum em isolados de animais e ribotipos normalmente classificados no clado 5
(como os ribotipos 078 e 126). Todos os isolados RT126 deste estudo eram resistentes a
tetraciclina, e 57,1% eram resistentes a rifampicina. Estes isolados também tinham maior
probabilidade de serem resistentes a eritromicina e tetraciclina, como reportado anteriormente
(ZHANG et al., 2020). Esta descoberta é preocupante, visto que cepas de C. difficile
pertencentes ao clado 5 tem sido associadas a um aumento na ocorréncia de casos comunitéarios
de ICD em varios paises (FINSTERWALDER et al., 2022; OFORI et al., 2018; STABLER et
al., 2012) e reforca o papel de animais na epidemiologia de ICD em humanos, destacando a
necessidade de uma abordagem de “Satide Unica” para compreender e controlar essa doenca
(LIM; KNIGHT; RILEY, 2020).

Este é o primeiro trabalho a avaliar o método de disco difusdo para suscetibilidade de
C. difficile a tetraciclina, eritromicina e rifampicina. Os resultados sugerem que o0 método de
disco difusdo pode ser uma ferramenta de rotina interessante para identificar isolados de C.
difficile resistentes a eritromicina e rifampicina. No entanto, o método de disco difusdo testado
ndo parece adequado para tetraciclina devido ao percentual de VME observado nas
classificacdes.

Embora os resultados encontrados neste estudo oferecam mais esclarecimentos sobre o
uso do método de disco difusdo para C. difficile, existem alguns pontos de atencdo a serem
discutidos. Uma grande porcentagem de isolados utilizados neste estudo foram obtidos de
humanos (61,1%), e a maioria destes foi obtida no mesmo hospital, o que leva a uma menor
representatividade de diferentes padrdes de suscetibilidade do ponto de vista epidemiolégico.
Além disso, ndo haviam dados sobre o uso prévio de antimicrobianos dos pacientes,
impossibilitando a comparacdo de metadados para determinacdo de uma correlacdo entre 0s
tratamentos anteriores e a possivel pressdo seletiva exercida. Por fim, este estudo ndo utilizou
0 padrdo-ouro para determinacdo de CIM em C. difficile. Apesar de confiavel, os resultados do
Etest podem apresentar varia¢des de CIM quando comparados a diluigdo em agar (POILANE
et al., 2000).
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a técnica de disco difusdo é uma ferramenta util para a
triagem da caracterizacdo da suscetibilidade de isolados de C. difficile frente a rifampicina e
eritromicina. A técnica, porém, ndo apresentou bom desempenho para tetraciclina, levando a
classificacdo errbnea de um porcentual inaceitavel dos isolados. O estudo também sugere que
estirpes pertencentes ao clado 5 estdo associadas a resisténcia a tetraciclina, rifampicina e
eritromicina, refor¢ando a necessidade de estudos epidemioldgicos para entender os padroes de

resisténcia em C. difficile.
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Arquivo Suplementar |

ID Hospedeiro Ano | Ribotipo | Clado | Toxina
HC29/18 Humano 2018 NT NT 0
HC49/15 Humano 2015 46 1 1
HC56/18 Humano 2018 770 NR 1

JC20 Roedor 2018 64 NR 1
P1CD Pombo 2019 NT NT 0
HC37/18 Humano 2018 14 1 1
HC40/18 Humano 2018 12 1 1
HC51/19 Humano 2019 258 NR 1
PR54 Reéptil 2016 81 1 1
HC36/19 - 2 Humano 2019 654 NR 1
HC3/20 (T) Humano 2020 988 NR 1
HC3/20 (NT) Humano 2020 NT NT 0
C103 Canino 2015 602 3 1
C46 Canino 2014 106 1 1
EQ13 Equino 2013 | 014/020 1 1
Elliot2 Felino domeéstico 2017 106 1 1
EQ5 Equino 2012 78 5 1
H11 Suino 2016 126 5 1
HC11/18 Humano 2018 | 014/020 1 1
HC13/18 Humano 2018 106 1 1
HC14/18 Humano 2018 106 1 1
HC16/18 Humano 2018 106 1 1
HC18/15 Humano 2015 216 1 1
HC26/19 Humano 2019 600 1 1
HC29/19 Humano 2019 NT NT 0
HC31/19 Humano 2019 106 1 1
HC39/19 Humano 2019 NT NT 0
HC44/15 Humano 2015 106 1 1
HC49/19 Humano 2019 174 1 1
HC52 Humano 2012 | 014/020 1 1
HC67 Humano 50 1 1
P0O43623 Equino 2012 78 5 1
R1/20 Humano 2019 76 1 1
R12/18 Humano 2018 37 NR 1
UN1/17 Canino 2017 106 1 1
Z11 Canino 2012 106 1 1
C100 Canino 2014 NT NT 0
FF48 Felino doméstico 2017 106 1 1




HC1/18 Humano 2018 106 1 1
HC10/18 Humano 2018 106 1 1
HC24/19 Humano 2019 NT NT 0
HC17/18 Humano 2018 106 1 1

HC2/18 Humano 2018 106 1 1

HC4/18 Humano 2018 106 1 1

HC58 Humano 2012 884 2 1

HC8/19 Humano 2019 106 1 1

HC9/19 Humano 2019 106 1 1

HC1/17 Humano 2018 106 1 1
PO53033 Equino 2014 78 5 1

R3/19 Humano 2019 14 1 1
S/l Roedor 2018 NT NT 0
SS148 Canino 2020 14 1 1
SS149 Canino 2020 14 1 1
Tico Felino doméstico 2016 106 1 1
UN/20 Equino 2020 660 NR 1
Sagui Sagui 2021 NR NR 1

Aquiles Canino 2017 | 014/020 1 1

HC42/19 Humano 2019 NR NR 1
Bella Canino 2017 | 014/020 1 1
C52 Canino 2014 | 014/020 1 1

HC15/18 Humano 2018 106 1 1

HC3/18 Humano 2018 104 1 1

HC3/19 Humano 2019 106 1 1
HC51/18 Humano 2018 770 NR 1
HC36/19 Humano 2019 654 NR 1
HC47/19 Humano 2019 989 NR 1
HC52/19 Humano 2019 54 1 1
HC60/19 Humano 2019 NT NT 0
HC62/19 Humano 2019 NT NT 0

Z14 Canino 2011 | 014/020 1 1
Z30 Canino 2012 NT NT 0

HC6/19 Humano 2019 106 1 1
HC23/18 Humano 2018 NT NT 0
HC25/15 Humano 2015 133 1 1

HC62 Humano 001/072 1 1
ICC45 Humano 2013 821 2 1
HC7/18 Humano 2018 106 1 1
C96 Canino 2014 | 014/020 1 1
FV33 Canino 2018 600 1 1
HC39/18 Humano 2018 | 014/020 1 1
HCC8 Humano 2013 424 2 1
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R6/18 Humano 2018 106 1 1
HC26/15 Humano 2015 NT NT 0
HC8/18 Humano 2018 52 NR 1
S59 Canino 2016 NT NT 0
R10/18-3 Humano 2018 106 1 1
LND5 Suino 2016 680 5 1
HC22/19 Humano 2019 NT NT 0
Lucy Felino doméstico 2016 106 1 1
F12 Felino domeéstico 2015 NT NT 0
Z005 Ledo 2019 NT NT 0
C53 Canino 2013 NT NT 0
HC1/19 Humano 2019 39 1 1
C106 Canino 2015 NT NT 0
HC14 Humano 2012 NT NT 0
Pb01 Pombo 2019 NT NT 0
R15/18 Humano 2018 NT NT 0
H5 Suino 2019 126 5 1
HC22/15 Humano 2015 126 5 1
HC53/18 Humano 2018 126 1
HC41/19 Humano 2019 NT NT 0
JT1 Equino 2018 126 5 1
154860 Equino 2018 126 5 1
EQN1/2016 Equino 2016 126 5 1
FO31 Jaguatirica 2013 46 1 1
PB Suino 2014 | 011/049 1 1
SS154 Canino 2019 14 1 0
R10/18-1 Humano 2018 131 NR 1
1376 Suino 2014 126 5 1
727/15-1 Suino 2015 126 5 1
H1 Suino 2019 126 5 1
JT12 Equino 2019 126 5 1
HC2/20 Humano 2019 126 5 1
HC47/18 Humano 2018 11 1 1
1486/16 Suino 2016 | 014/020 1 1
HC15 Humano 2012 NT NT 0
HC53/19 Humano 2019 9 1 1
HC4/19 Humano 2019 NT NT 0
HCD3-1/21 Humano 2021 106 1 1
HCD6/21 Humano 2021 106 1 1
HCD9/21 Humano 2021 2 1 1
HCD16/21 Humano 2021 14 1 1
HCD17/21 Humano 2021 105 NR 1
HCD21/21 Humano 2021 87 NR 1
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HCD28/21 Humano 2021 186 NR 1
HCD29/21 Humano 2021 106 1 1
HCD33/21 Humano 2021 106 1 1
M103 Suino 2021 NT NT 0
HCD43/21 Humano 2021 NR NR 1
HCDA45/21 Humano 2022 23 3 1
HCD49/21 Humano 2021 14 1 1
HCD51/21 Humano 2022 9 1 0
HCD52/21 Humano 2022 NT NT 0
HCD24/21 Humano 2021 NR NR 1
ABS44A Gato-mourisco 2022 NT NT 0
B33-2 Suino 2022 NR NR 1
HCD27/21 Humano 2021 NT NT 0
HCDA44/21 Humano 2021 NT NT 0
HCD31/21 Humano 2021 NT NT 0
HCD56/21 Humano 2021 NT NT 0
AB39 Equino 2021 NT NT 0
AB21 Equino 2021 NT NT 0
AB61 Equino 2021 46 1 1
AB63 Equino 2021 46 1 1
AB64 Equino 2021 46 1 1
AB92 Equino 2021 126 5 1
AB160 Equino 2021 126 5 1
AB172 Equino 2021 126 5 1
AB179 Equino 2021 126 5 1
HCD53/21-T Humano 2022 NR NR 1
HCD53/21-NT Humano 2022 NT NT 0
HCD1/22 Humano 2022 NR NR 1
HCD15/21-T Humano 2021 NR NR 1
Gamba-de-orelha-
ABS72B branca 2022 NT NT 0
ABS43A Tamandua-bandeira | 2022 NT NT 0
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Arquivo Suplementar 11

ID Tetra_mm | Tetra MIC | Ery mm | Ery MIC | Rif mm | Rif MIC
HC29/18 42 0.016 6 >256 6 >32
HC49/15 39 0.016 33 0.19 42 0.002
HC56/18 54 0.016 34 0.016 52 0.002

JC20 40 0.016 28 1 43 0.002
P1CD 32 0.016 31 0.023 35 0.002
HC37/18 50 0.023 34 0.047 52 0.002
HC40/18 41 0.023 28 0.75 42 0.002
HC51/19 50 0.023 36 0.19 52 0.002
PR54 38 0.023 26 0.25 40 0.002
HC36/19 - 2 51 0.023 37 0.094 51 0.002
HC3/20 (T) 49 0.023 37 0.094 52 0.002
HC3/20 (NT) 50 0.023 37 0.19 52 0.002
C103 40 0.032 33 0.75 40 0.002
C46 43 0.032 6 >256 45 0.002
EQ13 36 0.19 33 0.5 46 0.002
Elliot2 40 0.032 6 >256 41 0.002
EQ5 45 0.032 31 0.5 43 0.002
H1l 48 0.032 32 0.38 45 0.002
HC11/18 41 0.032 28 0.75 45 0.002
HC13/18 43 0.032 6 >256 43 0.002
HC14/18 43 0.032 30 0.25 45 0.002
HC16/18 42 0.032 30 0.032 41 0.002
HC18/15 40 0.032 32 0.75 40 0.002
HC26/19 51 0.032 6 >256 46 0.002
HC29/19 37 0.032 38 0.032 47 0.002
HC31/19 46 0.032 6 >256 50 0.002
HC39/19 42 0.032 35 0.25 45 0.002
HC44/15 36 0.032 33 0.25 43 0.002
HC49/19 42 0.032 6 >256 45 0.002
HC52 46 0.032 31 0.5 47 0.002
HC67 38 0.032 31 1 41 0.002
PO43623 41 0.032 32 0.5 40 0.002
R1/20 44 0.032 29 0.75 44 0.002
R12/18 43 0.032 30 0.75 45 0.002
UN1/17 43 0.032 6 >256 41 0.002
Z11 38 0.032 28 0.38 40 0.002
C100 33 0.047 6 >256 47 0.002
FF48 40 0.047 6 >256 40 0.002
HC1/18 40 0.047 6 >256 40 0.002
HC10/18 40 0.047 28 0.5 41 0.002
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HC24/19 42 0.19 30 0.75 39 0.002
HC17/18 45 0.047 31 0.19 43 0.002
HC2/18 41 0.047 6 >256 40 0.002
HC4/18 42 0.047 6 >256 42 0.002
HC58 36 0.047 37 0.75 47 0.002
HC8/19 42 0.047 6 >256 40 0.002
HC9/19 39 0.047 6 >256 38 0.002
HC1/17 33 0.047 6 >256 45 0.002
PO53033 43 0.047 32 0.5 43 0.002
R3/19 45 0.047 32 0.5 49 0.002
S/ 41 0.047 27 1 15 3
SS148 52 0.047 6 >256 45 0.002
SS149 43 0.047 6 >256 40 0.002
Tico 39 0.047 6 >256 43 0.002
UN/20 48 0.047 36 0.125 49 0.002
Sagui 31 0.047 21 0.25 45 0.002
Aquiles 40 0.064 28 0.75 42 0.002
HC42/19 41 0.19 23 0.25 42 0.002
Bella 41 0.064 26 0.75 41 0.002
C52 48 0.064 32 0.5 47 0.002
HC15/18 49 0.064 6 >256 40 0.002
HC3/18 38 0.064 26 1.5 41 0.002
HC3/19 39 0.064 25 2 38 0.002
HC51/18 44 0.19 35 0.75 48 0.002
HC36/19 44 0.064 32 0.38 45 0.002
HC47/19 41 0.064 31 1 44 0.002
HC52/19 42 0.19 30 0.5 43 0.002
HC60/19 41 0.064 6 >256 43 0.002
HC62/19 32 0.064 27 1 43 0.002
Z14 43 0.064 27 0.075 6 >32
Z30 42 0.064 27 0.75 40 0.002
HC6/19 45 0.25 6 >256 39 0.002
HC23/18 40 0.094 30 0.19 40 0.002
HC25/15 41 0.094 29 0.5 44 0.002
HC62 38 0.094 32 0.25 40 0.002
ICC45 39 0.094 34 1 42 0.002
HC7/18 45 0.25 6 >256 43 0.002
C96 44 0.125 30 0.75 45 0.002
FV33 39 0.125 30 0.38 44 0.002
HC39/18 50 0.125 6 >256 45 0.002
HCC8 45 0.047 34 0.25 42 0.002
R6/18 38 0.125 29 0.75 43 0.002
HC26/15 41 0.19 30 0.75 44 0.002
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HC8/18 39 0.19 27 1 39 0.002
S59 43 0.19 36 0.5 43 0.002
R10/18-3 46 0.25 27 1.5 47 0.002
LND5 23 12 40 0.5 o1 0.002
HC22/19 25 2 6 >256 41 0.002
Lucy 36 0.125 6 >256 46 0.002
F12 29 0.75 6 >256 47 0.002
Z005 31 0.5 6 >256 6 >32
C53 19 1 30 0.38 44 0.002
HC1/19 28 0.5 6 >256 6 >32
C106 28 1.5 6 >256 46 0.002
HC14 23 1.5 6 >256 41 0.002
Pb01 28 0.5 6 >256 6 >32
R15/18 35 0.5 6 >256 6 >32
H5 19 16 6 >256 50 0.002
HC22/15 25 2 6 >256 45 0.002
HC53/18 12 2 28 0.016 31 0.002
HC41/19 32 1.5 6 >256 45 0.002
JT1 24 3 6 >256 6 >32
154860 24 4 6 >256 6 >32
EQN1/2016 22 4 6 >256 6 >32
FO31 22 4 25 1 6 >32
PB 19 4 6 >256 49 0.002
SS154 39 0.125 33 0.5 42 0.002
R10/18-1 19 4 6 >256 44 0.002
1376 17 6 6 >256 42 0.002
727/15-1 23 6 6 >256 38 0.002
H1 22 6 6 >256 46 0.002
JT12 23 6 6 >256 6 >32
HC2/20 20 8 6 >256 44 0.002
HC47/18 20 12 6 >256 43 0.002
1486/16 10 16 31 0.38 42 0.002
HC15 10 24 6 >256 6 >32
HC53/19 18 32 6 >256 6 >32
HC4/19 12 96 6 >256 6 >32
HCD3-1/21 17 3 8 24 32 0.002
HCD6/21 37 0.125 21 1.5 40 0.002
HCD9/21 40 0.125 29 0.19 40 0.002
HCD16/21 37 0.19 6 >256 43 0.002
HCD17/21 29 0.125 25 0.25 40 0.002
HCD21/21 29 0.125 21 1 36 0.002
HCD28/21 32 0.25 24 0.75 37 0.002
HCD29/21 41 0.125 22 1.5 53 0.002
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HCD33/21 36 0.125 6 >256 44 0.002
M103 28 0.047 28 0.047 33 0.002
HCDA43/21 11 16 30 0.25 32 0.002
HCDA45/21 25 0.094 42 0.125 39 0.002
HCDA49/21 40 0.19 6 >256 41 0.002
HCD51/21 28 0.19 28 0.38 35 0.002
HCD52/21 48 0.094 22 0.38 35 0.002
HCD24/21 40 0.125 29 0.125 47 0.002
ABS44A 41 0.19 22 1 53 0.002
B33-2 15 32 6 >256 45 0.002
HCD27/21 21 0.75 6 >256 55 0.002
HCD44/21 43 0.125 6 >256 53 0.002
HCD31/21 42 0.064 33 0.25 16 2
HCD56/21 50 0.094 34 0.125 20 1.5
AB39 23 1.5 6 >256 6 >32
AB21 23 1 6 >256 6 >32
AB61 20 4 6 >256 6 >32
ABG63 20 3 6 >256 6 >32
AB64 21 2 6 >256 6 >32
AB92 6 32 6 >256 6 >32
AB160 19 16 6 >256 6 2
AB172 6 32 6 >256 19 >32
AB179 11 48 6 >256 26 1.5
HCD53/21-T 43 0.064 26 1 54 0.002
HCD53/21-
NT 45 0.047 33 0.125 20 2
HCD1/22 35 0.125 21 0.75 41 0.002
HCD15/21-T 38 0.064 36 0.094 48 0.002
ABS72B 45 0.032 43 0.094 48 0.002
ABS43A 37 0.125 33 0.25 17 6




