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RESUMO

Clostridium difficile tem sido apontado como importante enteropatogeno em potros e
seres humanos causando diarreia nosocomial e colite pseudomembranosa. O objetivo deste
estudo foi comparar o isolamento seguido da tipificagdo por PCR Multiplex, trés kits de ELISA
e um kit de qRT-PCR comercialmente disponiveis, para o diagnostico de C. difficile, em fun¢do
dos parametros de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) frente ao ensaio de citotoxicidade celular (CTA), utilizando amostras de fezes
de potros e de seres humanos. Do total de 104 amostras de fezes de potros, 10 (9,6%) foram
consideradas positivas no CTA, considerado o teste “padrdo-ouro”, e 12 (11,5%) consideradas
positivas para o isolamento ¢ PCR Multiplex que apresentou 70% de sensibilidade, 94,7% de
especificidade e valores preditivos positivo e negativo de 58,3% e 96,7%, respectivamente. Os
trés kits de ELISA foram capazes de identificar as amostras positivas no CTA apresentando
100% de sensibilidade, especificidade superior a 95%, valor preditivo positivo (VPP) entre 71%
e 91% e valor preditivo negativo (VPN) igual a 100%. Das 78 amostras de fezes de seres
humanos, 18 (23,07%) foram consideradas positivas no CTA e 13 (16,66%) destas,
identificadas no isolamento ¢ PCR Multiplex que apresentou 72,22% de sensibilidade, 81,66%
de especificidade e valores preditivos positivo e negativo de 54,16% e 90,74%, respectivamente.
Dois dos trés kits de ELISA testados, identificaram 13 (16,66%) amostras igualmente positivas
no CTA apresentando sensibilidade de 72,22%, e o outro kit, identificou 14 amostras
apresentando 77,77% de sensibilidade. A especificidade dos trés kits ELISA ficou entre 93 e
100%. O VPP ficou acima de 76% e o VPN acima de 90%. A qRT-PCR, utilizada para as
amostras de fezes de seres humanos, apresentou sensibilidade de 61,11%, especificidade de
98,30% e valores preditivos positivo e negativo de 91,11% e 89,23%, respectivamente. Todos
os kits de ELISA s3o adequados para o diagnostico da CDI em potros devido a alta
sensibilidade e especificidade apresentada. Ja o isolamento seguido da PCR Multiplex
apresentou baixa sensibilidade, ndo sendo adequado para o diagnostico de CDI em potros.
Todos os métodos empregados neste estudo para o diagnostico de C. difficile em amostras de
fezes de seres humanos, apresentaram baixa sensibilidade o que pode implicar em um maior
nimero de resultados falso negativos contribuindo para a disseminagdo de esporos no ambiente
e infec¢do de outros pacientes susceptiveis. Diante disto, nenhum dos métodos avaliados ¢
indicado para o diagnostico de CDI em seres humanos refor¢ando a necessidade de mais estudos
a fim de se obter métodos com maior sensibilidade ou a padronizagdo de algoritmos de
diagnostico, permitindo assim um controle mais eficiente da CDI em pacientes internados.

Palavras-chave: Clostridium difficile, diarreia nosocomial, colite pseudomembranosa, métodos
de diagnostico, potros, seres humanos.



ABSTRACT

Clostridium difficile has been identified out as an important pathogen in foals and human
causing nosocomial diarrhea and pseudomembranous colitis. The aim of this study was to
compare the isolation followed by the typification by Multiplex PCR, three kits of ELISA and a
kit of qRT-PCR commercially available, for the diagnosis of C. difficile. The parameters
evaluated were sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative predictive
value (NPV) against to cytotoxicity assay (CTA) by using stool samples of foals and humans. A
total of 104 stool samples from foals, 10 (9.6%) were considered positive at CTA, considered
the test "gold standard", and 12 (11.5 %) considered positive by isolation and Multiplex PCR
that had 70% of sensitivity, 94.7% of specificity, positive predictive values of 58.3% and
negative predictive values of 96.7%. The three kits of ELISA were able to identify the positive
samples at CTA showing 100% of sensitivity, specificity greater than 95%, positive predictive
value (PPV) between 71% and 91% and negative predictive value (NPV) of 100%. A total of 78
samples of feces from humans, 18 (23.07%) were considered positive at CTA and 13 (16.66%)
were identified by isolation and Multiplex PCR presenting 72.22% of sensitivity, 81.66% of
specificity, positive predictive values of 54.16% and negative predictive values of 90.74 %.
Two of three kits of ELISA tested were able to identify 13 (16.66%) samples also positive at
CTA and presenting sensitivity of 72.22%. The other kit identified 14 samples presenting
77.77% of sensitivity. The specificity of the three kits ELISA was between 93 and 100%. The
PPV was above 76% and the NPV above 90%. The qRT-PCR used for samples from humans,
presenting a sensitivity of 61.11%, specificity of 98.30%, positive predictive value of 91.11%
and negative predictive value of 89.23%. All ELISA kits were suitable for diagnosis of CDI in
foals due to the high sensitivity and specificity. Already, the isolation followed by Multiplex
PCR showed low sensitivity, it is not suitable for diagnosis of CDI in foals. All methods
employed in this study of stool samples from human showed low sensitivity, which could result
in an increase in the number of false negative results, this contributes to the spread of spores in
environment and possible infection of susceptible patients.

Key words: Clostridium difficile, nosocomial diarrhea, pseudomembranous colitis, diagnostic
methods, foals, humans.



1. INTRODUCAO

Clostridium difficile ¢ um bastonete
Gram-positivo, anaerobio estrito, capaz de
esporular em condigdes adversas. E
comumente encontrado no intestino de
mamiferos e tem sido apontado como
responsavel por desordens entéricas em
diferentes espécies animais, sendo mais
comum em suinos e equinos (Baverud,
2002) além de causar diarreia nosocomial e
colite pseudomembranosa em seres humanos
(Balassiano et al., 2011). Em equinos, a
infeccdo  por C. difficile  acomete
principalmente potros com até cinco meses
de idade, sendo caracterizada por uma
diarreia profusa (Songer et al, 2009),
podendo evoluir  para  enterocolite
necrotizante e obito (Keel e Songer, 2006).
Assim como em seres humanos, nesta
espécie raramente a infecgdo ocorre de
forma espontdnea, sendo normalmente
associada a deplegdo da microbiota
intestinal, causada principalmente pela
utilizagdo prévia ou prolongada de
antimicrobianos de amplo espectro (Weese
et al., 2000). Os esporos de C. difficile
desempenham  papel fundamental na
transmissdo e infec¢do. Como sdo resistentes
a maioria dos desinfetantes comerciais
empregados, podem permanecer viaveis por
longos periodos no ambiente. Alguns
estudos apontam para a contaminagdo
primaria deste agente em ambiente
hospitalar onde o profissional de saude
desempenha um importante papel no
carreamento de esporos por meio das maos e
fomites expondo os pacientes mais
suscetiveis (Poutanen e Simor, 2004; Rupnik
et al, 2009). Os principais fatores de risco
tanto para os seres humanos quanto para
equinos ¢ o uso de antimicrobiano e a
permanéncia em ambiente hospitalar. Sendo
assim, o aumento do tempo de
hospitalizagdo aumenta consideravelmente o
risco de ocorrer a infecgdo por C. difficile
(Kyne et al, 2002). Outros fatores

predisponentes relacionam-se 4 competéncia
imunoldgica do paciente bem como aos
fatores de viruléncia do agente (Bartlett,
2009).

As alteragdes da microbiota intestinal
acarretadas pelo uso de antimicrobiano,
contribuem para a germinagdo dos esporos
com consequente proliferagdo das células
vegetativas (Deneve et al., 2009) e produgao
das toxinas A (enterotoxina) e B
(citotoxina), que atuam em conjunto
causando lesao no epitélio intestinal (Rupnik
et al., 2009). Algumas estirpes produzem
também uma terceira toxina conhecida como
toxina binaria, cujo real significado, tanto
em seres humanos quanto em animais, ainda
nao foi elucidado.

O diagnostico laboratorial da infecgdo
por C. difficile (CDI) é baseado na detecg¢do
das toxinas A e B, em amostras de fezes por
meio do ensaio de citotoxicidade celular
(CTA), considerado o "padrdo-ouro", ou
pelo ELISA (Delmeé et al., 2001). Porém,
todos os kits de ELISA disponiveis no
mercado brasileiro sdo importados além de
terem sido padronizados para a detecgdo das
toxinas A e B a partir de amostras de fezes
de seres humanos, fazendo com que a
sensibilidade e  especificidade  sejam
extremamente varidveis entre eles, e nas
diversas espécies animais. A associagdo
entre o isolamento e a produgdo de toxinas
in vitro ou a tipificacdo dos fatores de
viruléncia por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), também pode ser util
para o diagndstico e tem se mostrado
essencial para o estudo epidemioldgico da
CDI (Peterson et al., 2011). Geralmente, os
genes alvo usados na PCR sdo os
relacionados aos fatores de viruléncia como
tcdA e tedB que codificam as toxinas A e B
respectivamente (Kononen et al., 2009;
Crobach et al., 2009). Além disso, os genes
que codificam a toxina binaria, o RNA
ribossomal 16S e a enzima glutamato
desidrogenase foram descritos em alguns
trabalhos previamente publicados (Crobach
et al., 2009; Persson et al., 2008).



Estudos de validagdo tem sido
propostos para implementar a PCR em
tempo real (QRT-PCR) como diagndstico na
rotina laboratorial. Do mesmo modo como a
PCR convencional, a qRT-PCR ¢ capaz de
amplificar os genes fcdA e tcdB além do
gene constitutivo #pi, sendo muito mais
sensivel que a PCR convencional (Kononen
et al, 2009). Mais recentemente, foi indicado
para contribuir com o diagnostico de CDI,
um kit comercial de PCR em tempo real
(qRT-PCR) capaz de detectar somente o
gene fcdB diretamente de amostras de fezes.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. HISTORICO

Clostridium difficile foi descrito pela
primeira vez como parte integrante da
microbiota intestinal de neonatos saudaveis
em 1935 por Hall e O’Toole, sendo
denominado Bacillus difficilis dado a sua
morfologia e dificuldade de isolamento em
meio de cultura. Estes pesquisadores
demonstraram que o microrganismo em
questdo era toxigénico, uma vez que
provocava Obito em coelhos e cobaios
quando inoculados como filtrado de cultura
pura. Poucos relatos na literatura foram
publicados sobre o isolamento desta bactéria
durante 40 anos, entretanto, alguns
pesquisadores consideravam a possibilidade
dessa espécie ser capaz de causar doenga em
seres humanos (Voth e Ballard, 2005). Por
volta de 1970, as bactérias anaerobias foram
apontadas como importantes  agentes
causadores de doengas sendo realizados
varios estudos em busca de antimicrobianos
eficientes contra esses agentes infecciosos,
tendo sido a lincomicina um dos primeiros a
serem usados com sucesso (Lyerly, 1988).
Porém, o seu uso indiscriminado aumentou
consideravelmente o nimero de casos de
diarreia e de colite pseudomembranosa
(CPM) em seres humanos. Mas foi em 1974
que Tedesco et al. apresentaram em um
estudo prospectivo em seres humanos, a
relagdo  entre a  administragio  de

Diante da importancia de C. difficile
como enteropatdgeno em potros e seres
humanos, o objetivo deste estudo foi avaliar
o isolamento seguido da tipificagdo por PCR
Multiplex para detecgdo dos genes pi, tcdA
e tcdB, trés kits de ELISA e um kit de qRT-
PCR comercialmente disponiveis, em fun¢do
dos pardmetros de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN)
frente ao CTA, utilizando-se amostras de
fezes de potros e seres humanos.

clindamicina e apresentagdo CPM, que ¢ a
forma mais grave da infec¢do associada a C.
difficile. Embora a CPM tenha sido descrita
pela primeira vez em 1893 por Finney
somente em 1978, C. difficile foi apontado
como agente etiologico deste quadro clinico
por George et al. (Rupnik et. al, 2009).
Neste mesmo ano, Bartlett et al
demonstraram que as fezes de pacientes que
fizeram uso prévio de antimicrobiano e com
CPM possuiam uma substdncia capaz de
causar citotoxicidade em cultura de tecido e
enterocolite quando inoculadas em hamsters.
Os efeitos encontrados foram neutralizados
com o uso de antitoxina para gangrena
gasosa sugerindo entdo que o agente
etiolégico da CPM poderia ser algum
clostridio toxigénico. Ainda em 1978,
George et al. publicaram um trabalho
relatando o isolamento de C. difficile a partir
de fezes de um paciente com CPM, e
descreveram que as toxinas produzidas por
esse microrganismo podiam ser
neutralizadas pela antitoxina de C. sordellii.
Além disso, Larson et al. (1978)
corroboraram estes resultados e descreveram
o isolamento de C. difficile a partir de fezes
de diferentes pacientes com CPM.

2.2. PATOGENIA
Os esporos de C. difficile
desempenham  papel fundamental na

transmissdo, infec¢do e persisténcia do
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agente por periodos prolongados no
ambiente, ja que resistem ao uso da maioria
dos desinfetantes comerciais empregados,
favorecendo a sua propagagdo. Alteragdes
da microbiota intestinal como deplegdo
provocada pela administragdo de
antimicrobianos ou até mesmo antes do seu
completo estabelecimento, como ocorre em
leitdes nas primeiras horas de vida,
contribuem para a infec¢do endogena ou
exdgena por esporos, € sua germinagdo com
consequente  proliferagdo  das  células
vegetativas e produgdo dos fatores de
viruléncia (Denéve, 2009; Baverud, 2002).
Os principais fatores de viruléncia de
C. difficile descritos sdo as toxinas A e B,
codificadas pelos genes tcdA e tcdB,
respectivamente. Estes, se encontram em
uma regido gendmica denominada locus de
patogenicidade (PaLoc) que além dos genes
citados ¢ constituido pelos genes tcdC, tcdE
e tcdR. Acredita-se que estes ultimos genes
sejam responsaveis pela regulagdo da
produgdo de toxinas. O fcdR esta envolvido
na regulagéo positiva dos genes tcdA e tcdB
ou seja, sua expressao implica na produgdo
das toxinas A e B. O gene fcdC atua como
regulador negativo, e ¢ altamente expresso
durante a fase exponencial de multiplicagdo
da bactéria, diminuindo quando se aproxima
a fase estacionaria. Esse declinio da
expressdo do fcdC ¢é acompanhado pelo
aumento na produgdo das toxinas A e B. Ja
tdcE pode estar envolvido com a liberagdo
das toxinas A e B por meio da parede
celular. Embora o Paloc caracterize
diferentes tipos toxigénicos por meio da
variagdo da sequéncia de DNA, ele esta
presente no mesmo local de integragdo
cromossdmica em todas as estirpes
toxigénicas analisadas até o momento, sendo
substituido por uma sequéncia ndo
codificadora em estirpes ndo toxigénicas
(Voth e Ballard, 2005; Rupnik et al., 2009).
A toxina A possui receptores na
lamina  basal das células epiteliais
provocando ruptura das jungdes celulares
permitindo a ligagdo da toxina B a seus
receptores que encontram-se na regido baso-

lateral das células, amplificando a lesdo
(Lyerly et al., 1988). A toxina A ¢ uma
enterotoxina capaz de provocar intensa
secrecdo de fluidos, e liberagio de
mediadores inflamatorios que estimulam
macrofagos, com consequente atragdo
quimiotatica de leucdcitos. Ja a toxina B ¢
uma potente citotoxina capaz de provocar
alteragdes morfologicas, geralmente
irreversiveis, em diferentes tipos celulares.
Além disso, a toxina B reduz a sintese
proteica e inibe a divisdo celular por
promover a diminuigao na sintese de acidos
ribonucleico e desoxirribonucleico. Dessa
maneira, a toxina B apresenta uma atividade
antiproliferativa (Florin, 1984). Ambas as
toxinas atuam em conjunto causando a
desorganizagdo da actina do citoesqueleto,
arredondamento celular e eventual apoptose
culminando no surgimento dos sintomas da
infec¢do (Kuehne et al., 2011).

Algumas estirpes sdo capazes de
produzir outra toxina denominada bindria
(CDT) cujo real significado, tanto em seres
humanos quanto em animais, ainda ndo foi
elucidado. A CDT ¢ codificada em uma
regido separada do cromossomo, conhecido
como Cdtloc, que compreende trés genes:
cdtd e cdtB, responsaveis pela codificagdo
do componente de ligagdo e componente
enzimatico, respectivamente e cdtR, que
possui a fungdo de regulagdo génica (Rupnik
et al, 2009. A CDT pode agir
sinergicamente com as toxinas A e B
podendo assim, aumentar a severidade da
doenga (Gongalves et al., 2004). Poucos
estudos foram realizados avaliando a
presenca dos genes relacionados com a
codificagdo desse fator de viruléncia em
estirpes isoladas de animais.

2.3. INFECCAO ASSOCIADA A
Clostridium difficile
2.3.1. Equinos

Em equinos, a CDI manifesta-se por
uma colite em animais adultos e diarreia
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comumente profusa em potros (Songer et al,
2009). Geralmente observa-se marcante
presenga de gas no intestino grosso podendo
evoluir para uma enterocolite necrotizante
(Keel e Songer, 2006). A infeccdo acomete
principalmente potros com até cinco meses
de idade podendo ocorrer de forma
espontanea  (Baverud et al, 2004).
Normalmente, CDI ¢ encontrada associada a
algum desequilibrio da microbiota intestinal
principalmente pela  utilizagdo de
antimicrobianos, de forma semelhante como
acontece em seres humanos (Weese et al.,
2000). A eritromicina, ceftiofur,
norfloxacino, florfenicol, lincomicina e os
beta-lactamicos ~em  geral sdo  os
antimicrobianos comumente relacionados ao
desenvolvimento da CDI em equinos
(Baverud, 2002; Preis et al., 2012; Silva et
al., 2012). E importante salientar ainda que a
utilizagdo de multiplos antimicrobianos tem
sido associada a um maior risco de
desenvolvimento da CDI em potros
(Magdesian et al., 2002; Preis et al., 2012).
No Brasil, a prevaléncia da doenga
nesta espécie permanece pouco conhecida
devido a auséncia  de inquérito
epidemiologico. Até o presente momento,
trabalhos sobre a ocorréncia de CDI em
potros limitam-se a dois relatos de caso
(Preis et al., 2012; Silva et al., 2012). Preis
et al. (2012) descreveram um caso de
enterite por C. difficile em um animal de 12
dias de vida, que desenvolveu a infecgdo
quatro dias apés a administragdo de
ciprofloxacina seguido de florfenicol e
enrofloxacino para tratamento de
conjuntivite  purulenta  associada a
candidiase. Ja Silva et al. (2012) relataram a
ocorréncia de diarreia em dois animais de
cinco meses de idade, que desenvolveu a
doenga cinco dias apds a administragdo de
penicilina para tratamento de uma possivel
pneumonia. Em ambos os relatos, a suspeita
inicial para a causa da diarreia era
salmonelose. Entretanto, o diagndstico
laboratorial realizado no segundo relato
permitiu a alteragdo da
antimicrobianoterapia com foco na CDI e o

restabelecimento dos animais. No relato
descrito por Preis et al. (2012), a auséncia de
diagnéstico da CDI e consequente
continuidade da administragdo de florfenicol
e enrofloxacino tornou desfavoravel o
prognostico do potro, que foi eutanasiado e
necropsiado apos onze dias de diarreia.

Estes  trabalhos confirmam a
ocorréncia da doenga em equinos no pais e
demonstram a necessidade da
implementagdo do diagnostico de CDI na
rotina laboratorial para as diarreias em
potros, em especial quando o inicio dos
sinais clinicos ocorre poucos dias apds a
administracdo de antimicrobianos, ou em
casos onde os farmacos comumente
utilizados para outros agentes bacterianos
causadores de diarreia, ndo resultam em
melhora clinica significativa (Silva et al.,
2011; Silva et al., 2012).

2.3.2. Seres Humanos

A principal manifestagdo clinica da
CDI em seres humanos ¢ a diarreia aquosa
de volume variado, que pode evoluir para
uma colite pseudomembranosa,
caracterizada por uma severa inflamagdo da
mucosa colonica e pela formagdo de uma
pseudomembrana composta de fibrina,
muco, células epiteliais necrosadas e
leucocitos (George et al., 1978; Groschel,
1996). Em geral, o quadro clinico produzido
por C. difficile ocorre em pacientes que
tiveram a microbiota intestinal alterada pelo
uso prévio de antimicrobiano e/ou
quimioterapico. Outros fatores
predisponentes para CDI sd3o o periodo de
hospitalizagdo, a gravidade de outras
doengas  associadas e a  condigdo
imunolégica do paciente (Poutanen e Simor,
2004; Schoroeder, 2005)

Desde a década de 70, C. difficile
passou a ser reconhecido como o principal
agente responsavel pela diarreia associada
ao uso de antimicrobiano de forma
prolongada, em seres humanos, e um
patogeno nosocomial de grande importancia,
sendo relacionado com morbimortalidade
crescente em diversos paises (Samie et al.,
2008). Durante a década de 90, a incidéncia
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de CDI nos EUA permaneceu estavel, tendo
sido registrados cerca de 30-40 casos por
100.000 individuos. Porém, em 2001, esse
nimero aumentou para 50 e, em 2005, ja se
observava 84 casos por 100.000 individuos.
De acordo com Gellad et al. (2007), ocorrem
cerca de trés milhdes de casos anualmente
neste pais, implicando em um custo de 1,1
bilhdes de dolares para o tratamento. A
mortalidade associada a infecgdo também
tem aumentado, assim como a resisténcia ao
tratamento antimicrobiano convencional.
Em dois levantamentos epidemioldgicos
realizados na  Inglaterra, a  colite
pseudomembranosa foi a principal causa de
dbito em 499 pacientes no ano de 1999 e em
mais de trés mil pacientes no ano de 2006
(Kelly e Lamont, 2008), sugerindo
novamente a crescente importdncia da
doenga. Acredita-se que o aumento do
nimero de casos registrados se deve ao uso,
muitas vezes indiscriminado, de
antimicrobianos, considerado o principal
fator de risco para essa infecgdo. Outros
fatores predisponentes reconhecidos sdo a
idade avangada, e a hospitalizacdo ou a
permanéncia em instituigdes de saude
(Bartlett, 2009).

No Brasil, o primeiro trabalho com
foco na diarreia nosocomial em adultos foi
realizado em 2002 por Marcon et al. (2006),
com um total de 49 pacientes que
desenvolveram diarreia em unidades de
tratamento intensivo (UTI). Desses, 22
(44,8%) foram diagnosticados com CDI. E
interessante observar ainda que 86% dos
pacientes amostrados dividiam o ambiente
com outro paciente que também apresentou
anteriormente diarreia nosocomial,
sugerindo o alto potencial de disseminagdo
da doenga. Em 2009, Balassiano et al.
publicaram um estudo avaliando 21
pacientes imunodeprimidos com diarreia
nosocomial apos o uso de antimicrobiano de
amplo espectro. A infeccao por C. difficile
foi confirmada em seis dos 21 pacientes
(28,5%), sendo possivel isolar o agente em
quatro desses. As quatro estirpes isoladas
foram positivas para os genes que codificam

os principais fatores de viruléncia, as toxina
A (tcdA) e B (tcdB). Recentemente, um
levantamento mais completo e de longa
duragdo foi relatado por Balassiano et al.
(2010) em uma UTI de um hospital
universitario no Rio de Janeiro. Durante o
periodo de 2006 a 2009, ocorreram 218
casos de diarreia nosocomial, sendo que 43
(19,7%) foram confirmados como CDI. O
periodo mais critico foi entre 2007 ¢ 2008,
quando o hospital vivenciou um surto de
diarreia nosocomial. Neste periodo, 101
amostras foram coletadas e em 32 (31,6%)
delas foram detectadas as toxinas A e B.
Aproximadamente  80% dos pacientes
infectados no surto possuiam mais de 65
anos, todos encontravam-se
imunodeprimidos e fazendo wuso de
antimicrobiano. Em 2011, Balassiano et al.
publicaram um trabalho em que todos os
pacientes  estavam  fazendo uso de
antimicrobiano de amplo espectro e eram
considerados imunodeprimidos. Dos 70
pacientes com diarreia nosocomial, 19
(27,1%) foram confirmados com CDI.

O avango da biologia molecular
permitiu a classificagdo das estirpes de
acordo com a analise dos fragmentos de
restrigdo, perfil obtido na eletroforese de
campo pulsado e ribotipagem. De acordo
com essa classificagdo, foi possivel observar
a similaridade entre estirpes isoladas de
seres humanos com CDI e de animais
domésticos, como bovinos, suinos e cies
(Arroyo et al., 2005; Jhung et al., 2008,
Norman et al, 2011) sugerindo um possivel
papel zoonotico de C. difficile.

2.4. DIAGNOSTICO
2.4.1. Detecgdo das toxinas A ¢ B

O diagnostico laboratorial da CDI, tanto
em seres humanos quanto em animais, pode
ser realizado por meio da visualizagdo do
efeito citopatico em cultura celular CTA
(Cell Citotoxicity Assay), a partir do uso de
amostras de fezes, considerado por muitos
autores como o método "padrdo-ouro".
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Diversas linhagens celulares sio comumente
utilizadas no CTA como fibroblastos, CHO
(Chinese Hamster Ovary), VERO (African
Green Monkey Kidney), e linhagens de
origem tumorais como a HeLa (Henrietta
Lacks — célula de adenocarcinoma humano
extraido do colo do utero), Hep-2 (célula
derivada de carcinoma humano da laringe)
(Delmeg¢, 2001).

O CTA consiste na inoculagdo de uma
suspensdo de filtrado fecal em cultivo
celular e a observagdo da presenca do efeito
citopatico, causado principalmente pela
toxina B, que ¢ considerada cerca de 1000
vezes mais citotoxica que a toxina A (Ciesla
et al., 1998). A leitura ¢ realizada apos 24 a
48 horas de incubagdo e a confirmagdo ¢
realizada pela neutralizagio do efeito
citopatico por anticorpos especificos contra
as toxinas A e B de C. difficile, ou de C.
sordellii que apresentam antigenos comuns
(Delmeé, 2001). Este método tem como
principal vantagem a alta sensibilidade e
especificidade (97,2% e 99,2%
respectivamente) (Doern et al., 1992), por
outro lado, o resultado ¢ demorado podendo
ser de 24 a 48 horas, e exige a necessidade
de pessoal treinado e a manutengdo de
linhagens celulares que tem custo elevado,
principalmente quando um pequeno numero
de amostras de fezes ¢ processado por vez
(Post et al., 2002).

Ainda para a detec¢do das toxinas A e B
de C. difficile, existem diversos kits
comerciais de ELISA que sdo de facil
execucdo sendo o resultado obtido em
poucas horas. Porém, todos os Kkits
disponiveis no mercado brasileiro sdo
importados, o que aumenta o custo do
diagnostico, além de serem padronizados
para a detecc@o das toxinas A e B a partir de
fezes de seres humanos, sendo necessarios
estudos para a avaliagdo da sensibilidade e
especificidade desses kits, quando se deseja
utiliza-los para o diagnéstico a partir de
espécimes clinicos de animais. Mesmo para
amostras de seres humanos, alguns estudos
indicam que os kits de ELISA apresentam
acuracia  variavel na sensibilidade e

especificidade. Crobach et al. (2009)
realizaram uma sistematica revisio de
estudos publicados entre 1991 e 2008 com o
objetivo de determinar a sensibilidade e a
especificidade de métodos diagnosticos para
infec¢do por C. difficile, comparando-se com
um teste padrdo de referéncia (ensaio de
citotoxicidade celular ou cultura toxigénica)
formularam recomendagdes para otimizar o
diagnostico da  CDL  Treze testes
imunoenzimaticos comerciais capazes de
detectar somente toxina A ou ambas as
toxinas A e B que foram incluidos nesta
revisdo, apresentaram sensibilidade entre
31% e 99%, e especificidade entre 65% e
100%. Até o presente momento, nenhum dos
kits de ELISA disponiveis no mercado
brasileiro foi avaliado quanto a sensibilidade
e especificidade em amostras de fezes de
equinos no pais. Tendo em vista a
confirmagdo da infecgdo em equinos, se
torna necessario um estudo que identifique
dentre os kits disponiveis, 0 mais adequado
para uso no diagnostico de CDI nesta
espécie, bem como o que apresenta melhor
acuracia para seres humanos. Este estudo ira
contribuir para a avaliagdo epidemiologica e
para a implementagdo de medidas de
controle e tratamento mais efetivos tanto em
equinos quanto em seres humanos.

2.4.2. Isolamento ¢ Reagdo em cadeia da
polimerase (PCR)

Apdés a descoberta do papel
patogénico de C. difficile em seres humanos,
George et al. (1978) propuseram a utilizagao
do agar CCFA (Cefoxitina-15 Cicloserina-
Frutose-Agar) para o isolamento deste
agente a partir de amostras de fezes. Sendo o
meio mais utilizado para esta finalidade,
véarias modificagdes como a adicdo de
taurocolate foram implementadas, a fim de
melhorar a sensibilidade por meio da maior
recuperagdo de esporos (Delmeé, 2001). O
taurocolate ¢ um sal presente na bile de seres
humanos e de animais, sendo encontrado no
intestino e, segundo Sorg e Sonenshein
(2009), esporos de C. difficile parecem ter
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receptores para este sal o que estimularia a
germinagdo, aumentando assim o isolamento
do agente (Ramirez et al. 2010).

Outra estratégia comumente
utilizada ¢ o tratamento prévio das amostras
de fezes com alcool absoluto, antes do
plaqueamento, que permite o aumento da
sensibilidade por eliminar formas
vegetativas e outras bactérias presentes nas
fezes, preservando-se os esporos de C.
difficile (Borriello e Honour, 1981).

As colonias de C. difficile, apresentam
morfologia tipica, sendo rizoides, com
bordas irregulares ou com aspecto de vidro
moido, com colora¢do acinzentada e odor
semelhante ao de fezes de equinos. Quando
avaliadas quanto a sua morfologia pela
coloragio de Gram ¢ possivel observar
bastonetes Gram positivo com esporos
subterminais (Delmeé, 2001).

Como C. difficile pode ser integrante da
microbiota intestinal, apenas o isolamento
ndo confirma a doenga tanto em seres
humanos quanto em animais domésticos
(Ferreira et al., 2003; Arroyo et al.,, 2007;
Yaeger et al., 2007; Clooten et al., 2008).
Em razdo disso, o isolamento deve ser
utilizado  apenas na  condugdo  de
investigagdes  epidemiologicas e na
avaliag¢do da sensibilidade do microrganismo
a antimicrobianos. Além disso, ¢ um método
de baixa especificidade e relativamente
demorado (Delmée, 2011).

O isolamento ¢ considerado um método
de diagnostico presuntivo sendo, portanto,
necessario, a confirmagdo da identidade pela
PCR através da amplificagdo do gene
constitutivo #pi. Além disso, ¢ possivel
detectar a presenga dos genes que codificam
as toxinas A (fcdA) e B (tcdB) bem como
outros genes relacionados a outros fatores de
viruléncia como a toxina binaria (Lemée et
al., 2004). A pesquisa destes genes ¢
importante uma vez que alguns trabalhos
sugerem uma alta correlagdo entre as
estirpes toxigénicas de C. difficile e uma
maior gravidade da doenca em seres
humanos, e algumas espécies animais (Voth
e Ballard, 2005; Arroyo et al., 2007).

Mais recentemente, um kit comercial de
PCR em tempo real (qRT-PCR) para a
deteccao do gene fcdB que codifica a toxina
B diretamente de amostras de fezes foi
indicado para contribuir com o diagnostico
de CDI. Schmidt et al. (2009) apontaram a
qRT-PCR como um método de diagndstico
de alta sensibilidade a partir de amostras de
fezes de seres humanos. Porém, como nos
outros métodos de diagndstico citados,
inexistem estudos avaliando a qRT-PCR em
amostras de equinos.

2.5. CONTROLE

As principais medidas de controle da
CDI, tanto em seres humanos quanto em
animais domésticos, sdo o uso cauteloso de
antimicrobianos e o isolamento de pacientes
doentes evitando assim a disseminagdo de
esporos no ambiente e a infec¢do por outros
pacientes susceptiveis (Kelly e Lamont,
1998; Pépin et al, 2004; Kuijper et al, 2006).
Os esporos podem permanecer viaveis por
um periodo prolongado no ambiente devido
a sua resisténcia a disseca¢do e ao uso da
maioria dos desinfetantes comumente
empregados.  Diante  disso,  torna-se
necessario a limpeza e desinfecg¢o frequente
do ambiente com produtos a base de cloro
ou peroxido de hidrogénio em alta
concentragdo (1600 ppm foi capaz de
reduzir a contaminagdo de superficies em
98% controlando o surto de CDI) (Rutala et
al, 1997). Além disso, a higienizagdo das
maos dos profissionais de saide ¢ de
extrema importancia para que este nio atue
como veiculador de esporos de um individuo
com CDI para outro susceptivel. Esta deve
ser feita preferencialmente de forma
mecanica, ou seja, com agua e sabdo ja que
o alcool comumente empregado para esta
finalidade ndo possui atividade sobre os
esporos (Oughton et al, 2009).



3. OBJETIVOS

= Comparar o isolamento, a PCR
Multiplex, trés kits de ELISA e a PCR
em tempo real (QRT-PCR) disponiveis
comercialmente no  Brasil para
diagnostico de C. difficile, em amostras
de fezes de seres humanos e potros, em
fungdo dos parametros de sensibilidade,
especificidade diagnostica relativa ao
CTA, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo frente a CTA (Cell
Citotoxicity Assay).

= Estabelecer a técnica mais adequada
para a detec¢do de C. difficile em
amostras de fezes de potros e seres
humanos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL DE REALIZAGCAO DO
EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no
Laboratorio de Bacteriose e Pesquisa do
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-
UFMG), no municipio de Belo Horizonte,
Minas Gerais.

4.2. MEIOS DE CULTURA

Para o isolamento e a avaliagio da
pureza das estirpes de C. difficile foram
utilizados Caldo BHI (Brain Heart Infusion)
(Difco Laboratories, Detroit, EUA) e CCFA
(Agar Cicloserina-Cefoxitina-Frutose)
(Himedia, india) suplementado com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro e 0,1% de
taurocolate sodico (Sigma Corporation,
EUA).

4.3. AMOSTRAS DE FEZES
4.3.1. Equinos

Foram coletadas 104 amostras de fezes
de potros com até cinco meses de idade
oriundos de haras do estado de Minas
Gerais, do Hospital Veterinario da EV-
UFMG e da UNESP (Universidade Estadual
Paulista) — Botucatu. Destas, 68 amostras
eram de potros diarreicos e 36 ndo diarreicos
(aparentemente saudaveis). As amostras
foram coletadas diretamente da ampola retal,
acondicionadas em tubos coletores para
amostra clinica, mantidas a 4°C e em
seguida, foram encaminhadas ao Laboratorio
de Bacteriose e Pesquisa da EV-UFMG,
onde foram processadas para isolamento e
pesquisa das toxinas A e B de C. difficile em
um periodo maximo de 48 horas.

4.3.2. Seres Humanos

Foram utilizadas amostras de fezes de
78 pacientes internados no Hospital das
Clinicas da UFMG com idade superior a 18
anos, sem distingdo de sexo, apds a
assinatura do “Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido”, que apresentaram
diarreia durante o periodo de internagdo
hospitalar. As amostras foram coletadas e
mantidas a 4°C por no maximo 48 horas até
o devido processamento no Laboratorio de
Bacteriose e Pesquisa da EV-UFMG.

4.4. COMITE DE ETICA

Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e pelo
Comité de Etica em Experimentagio Animal
(CETEA) da Universidade Estadual de Sao

Paulo (UNESP), sob os numeros
0710.0.203.0000.1 e 150/2010,
respectivamente.
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4.5. DIAGNOSTICO

Para o diagnostico de CDI a partir
das amostras de fezes utilizadas, foram
realizados isolamento, PCR Multiplex, qRT-
PCR, CTA e ELISA (Figura 1).

4.5.1. Isolamento de C. difficile

Para o isolamento, as amostras de fezes
foram misturadas em igual quantidade (p/v)
de 4lcool absoluto e incubadas em aerobiose,
a 37°C por 30 minutos com o objetivo de
eliminar células vegetativas, preservando
apenas os esporos incluindo de C. difficile.
Ap0s esse periodo, foi feito o plaqueamento
de 20 puL em agar CCFA suplementado com
5% de sangue desfibrinado de carneiro e
0,1% de taurocolate sodico. As placas foram
incubadas em camara de anaerobiose
(Termo Scientific, Model 1025/1029, EUA)
com mistura gasosa (90% N,, 10% CO,), a
37°C, por 72 horas. As colonias tipicas
foram avaliadas quanto a sua morfologia
pela coloragdo de Gram.

4.5.2. PCR Multiplex

Apods a multiplicagao em CCFA, trés
a cinco unidades formadoras de colonias
(UFC) tipicas de cada amostra foram
submetidas a extragdo térmica a 98°C por 20
minutos, em agua ultrapura (Direct-Q,
Millipore, EUA). Apds a extragdo, as
amostras foram centrifugadas (HT Micro
centrifuga MCD 2000, MRC Ltda, Israel) a
11.000 x g por cinco minutos e o
sobrenadante utilizado como molde de
DNA, sem purificagdo deste DNA. As
reagdes de PCR foram realizadas de acordo
com Silva et al. (2011) utilizando-se
iniciadores para confirmagdo de identidade
por meio da amplificacdo do gene
constitutivo #pi e tipificagdo pela detecgio
dos genes tcdA e tcdB que codificam as
toxinas A e B, respectivamente, como
indicado na tabela 1.
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Figura 1: Fluxograma geral do experimento.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados na PCR Multiplex para amplificagdo dos genes i, tcdA e tcdB de C.

difficile.
oo Temperatura Tamanho do .
Genes Sequeéncia N . Referéncia
de fr (pb)
S 5-AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA-3' 51.6°C Dhalluin et
i 210
AS 5'-CATAATATTGGGTCTATTCCTAC-3' 48,1°C al. (2003)
S 5-AGATTCCTATATTTACATGACAATAT-3' 48,1°C
tedAd 365
AS 5-GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT-3' 49.1°C el el
$ 5-GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA-3' 47,1°C (2000)
tedB 160

AS 5-ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT-3' 49,3°C

Legenda: pb — pares de bases, S — senso, AS — anti-senso

4.5.3. PCR em tempo real (QRT-PCR)

Foi utilizado um kit de PCR em
tempo real denominado Simplexa™ C.
difficile Universal Direct desenvolvido pela
Focus Diagnostics, EUA, destinado a
deteccdo qualitativa in vitro do gene tcdB de
C. difficile a partir de amostras de fezes sem
extra¢do prévia de DNA. Foram testadas 78
amostras de fezes de seres humanos que
foram descongeladas em temperatura
ambiente no momento do uso. Cada uma
destas amostras foi coletada de seu
respectivo tubo por meio da imersdo de
swab de fibra de nylon estéril. Em seguida, o
swab foi colocado em um tubo de
polipropileno de 2 mL contendo tampdo TE
(Tris—HCI 10 mM, EDTA 1 mM, com pH
8,0) que tem como finalidade diminuir a
hidrolise das bases por quelagdo dos ions
divalentes inibindo a a¢do de DNAses.
Todas as amostras em tampdo TE foram
vedadas e aquecidas a 98°C em bloco
aquecedor (VHD Analitica, Brasil) por 10
minutos sem agitagdo. O kit Simplexa™ C.
difficile Universal Direct continha reagentes
tais como Simplexa™ C. difficile primer

mix, Master mix e Simplexa™ C. difficile
Controle positivo, suficientes para 100
reagdes que foram realizadas de acordo com
as recomendagdes do fabricante. Foi
adicionado 8 pL da mistura dos reagentes
para cada amostra em um dos orificios do
disco universal. Em seguida, foram
adicionados controle positivo, amostras de
fezes diluidas e aquecidas em tampdo TE e
controle negativo (tampéo TE). Foi aplicado
um selador na superficie dos orificios do
disco universal que foi colocado na
plataforma do termociclador integrado
Integrated Cycler 3M™ capaz de analisar
simultaneamente  multiplos  pardmetros
através de um software integrado. A
interpretagdo dos resultados foi dada através
do exame dos controles negativo, positivo e
de DNA interno para determinar a validade
da corrida. Em seguida, foi realizada a
analise dos resultados das amostras testadas
com base nas curvas de amplificagdo que
sdo consideradas validas ao  exibir
crescimento exponencial progressivo (Figura

2).
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Figura 2: Graficos de possiveis curvas de amplificagdo, onde o eixo das abscissas corresponde ao

numero de ciclos e o eixo das ordenadas corresponde a fluorescéncia. A e B — Curvas de amplificagdo
validas (crescimento exponencial e progressivo); C — Curva de amplificagéo invalida. (Fonte: Focus

Diagnostics)

A amostra foi considerada negativa
quando o valor do limiar do ciclo para C.
difficile foi igual a zero, e o do controle
interno de DNA foi inferior ou igual a 40 e
diferente de =zero. Ja a amostra foi
considerada positiva quando apresentou
valor do limiar do ciclo para C. difficile
inferior ou igual a 40 e diferente de zero,
ndo se aplicando a deteccdo de DNA do
controle interno. Foi considerado invalido o
resultado com valores do limiar do ciclo
tanto para C. difficile quanto para controle
interno igual a zero, sendo necessaria a
repeti¢ao do teste. A amostra que apresentou
o mesmo resultado apds a repetiio foi
descrita como indeterminada.

4.5.4. Ensaio de citotoxicidade celular
(CTA) (Sullivan et al., 1992)

O CTA foi realizado em linhagem
continua de células VERO (células epiteliais
de rim de macaco verde africano — ATCC
CCL81) cedida pelo Laboratério de Cultivo
Celular do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da EV-UFMG. Para
o cultivo celular foi utilizado meio essencial
minimo (MEM) suplementado com 5% de
soro fetal bovino (SFB), penicilina e
estreptomicina nas concentragdes de 40.000
Ul/mL e 20.000 UI/mL, respectivamente,
além de 0,1% fugizon (Andrade, 2000). As

células foram cultivadas em frascos de vidro
com érea de 70 a 80 cm? em estufa de COa
37°C até atingirem confluéncia de 90%. A
lavagem da monocamada celular foi
realizada com salina fosfatada tamponada
(PBS - 0,01M POy, 0,15M NaCl, pH 7,2) e
solugdo de tripsina versene (STV - 97,75 mL
de PBS, 2,0 mL de solugdo de tripsina a 2,5
% e 0,25 mL de solugdo de versene a 10%).
Em seguida, foi feita a montagem da camara
de Neubauer (LaborOptik, Reino Unido)
com uma aliquota de células (100 pl) mais
corante azul de tripan (900 pl) para
contagem em microscopio de luz invertida
(Leitz Diavert, EUA). As amostras de fezes
foram submetidas a filtragdo em membrana
de 022 pm (Millipore, Billerica,
Massachusetts, EUA) apo6s diluigdo em
solugdo salina tamponada estéril na
propor¢do de 1:5 (v/v) e centrifugadas a
3.000 x g por 5 minutos a 4°C.

O ensaio foi realizado em placas de 96
pogos de fundo plano, para cultivo celular.
Foi feita a dilui¢do seriada na base 2 do
sobrenadante fecal filtrado. Em seguida, foi
adicionada a concentragio de 8,0 x 10°
células por pogo e a placa foi incubada em
estufa com atmosfera controlada (Espec,
EUA) de 5% CO, e 95% O, a 37°C por 24h.
Foi considerado como ponto de corte a
maior dilui¢do em que ocorreu 90% ou mais
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de arredondamento celular (Sullivan et al.,
1982).

4.5.5. ELISA

Foram avaliados trés kits de ELISA
comerciais para detec¢do das toxinas A e B
de C. difficile, denominados C. difficile Tox
A/B 11 (Techlab Inc., EUA), Remel
ProSpecT C. difficile Toxins A/B (Oxoid,
UK) e Ridascreen Clostridium difficile
toxins A/B (R-Biopharm, Alemanha). As
reagdes foram realizadas de acordo com as
recomendagdes de cada fabricante e as
leituras foram feitas visualmente.

4.6. ESTATISTICA

A associagdo estatistica de cada um dos
testes imunoenzimaticos, da qRT-PCR e do
isolamento seguido da PCR Multiplex frente
ao CTA foi feita pelo teste McNemar no
programa SAS versao 8, com 95% de
intervalo de confianga. Foi calculada a
concordancia entre 0 CTA e demais métodos
diagnosticos por meio do teste Kappa
(STATA).

5. RESULTADOS

O CTA foi considerado como teste
“padrdo-ouro” e, portanto, todas as amostras
que apresentaram resultado positivo e
negativo para este método diagnostico,

foram consideradas verdadeiramente
positivas e negativas, respectivamente.

Do total de 104 amostras de fezes de
potros, 12 (11,5%) foram consideradas
positivas para C. difficile na PCR Multiplex,
sendo nove classificadas como estirpes
toxigénicas (A'B") oriundas de animais
diarreicos, e trés ndo toxigénicas (A'B’)
sendo duas de animais diarreicos e apenas
uma amostra de um animal aparentemente
saudavel.

As toxinas A e B foram detectadas
pelo CTA em 10 amostras somente de
animais diarreicos (9,6%). Destas, trés
foram consideradas negativas na PCR
Multiplex a0 passo que trés estirpes
toxigénicas que foram isoladas de potros
diarreicos obtiveram resultado negativo no
CTA. Duas amostras foram coletadas do
mesmo animal em diferentes tempos com
histérico de diarreia, sendo uma delas
considerada amostra ndo toxigénica e
negativa no CTA, e a outra, coletada
posteriormente, toxigénica e positiva no
CTA. Os testes imunoenzimaticos da Oxoid,
R-Biopharm e Techlab identificaram 14
(13,46%), 13 (12,5%) e 10 (9,61%) amostras
positivas para as toxinas A e B de C.
difficile, respectivamente. Todas as amostras
consideradas positivas no CTA foram
igualmente classificadas nos trés testes
imunoenzimaticos utilizados no diagndstico
sendo, portanto consideradas
verdadeiramente positivas (Tabela 2).
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Tabela 2: Resultados positivos e negativos no ensaio de citotoxicidade celular, no isolamento ¢ PCR
Multiplex e nos testes imunoenzimaticos, para diagnostico da infec¢do por C. difficile em potros
diarreicos e ndo diarreicos (aparentemente saudaveis).

POTROS
Métodos Resultados Diarreicos Nio diarreicos Total
(n=68) (n=36) (n=104)
Positivo 10 0 10
CTA -
Negativo 58 36 94
Isol. to de C. difficile Positi bl " . ;
. '0s1l1vVO
solamento de lifficile e AR 2 1 3
PCR 1] 3
Negativo 57 35 92
Oxoid Posm.vo 12 2 14
Negativo 56 34 90
Positivo 13 1 14
ELISA R-Biopharm -
Negativo 55 35 90
Positivo 10 1 11
Techlab .
Neoativo 58 25 03
Negative 58 35 93
Para o isolamento seguido de PCR Multiplex para C. difficile, sendo 18
Multiplex, sete amostras foram classificadas como estirpes toxigénicas
verdadeiramente  positivas, cinco falso (A'B") e seis ndo toxigénicas (A'B). As

positivas, 89 verdadeiramente negativas e
trés falso negativas, frente ao CTA. Os trés
testes imunoenzimaticos apresentaram um
total de 10 amostras verdadeiramente
positivas, de um a quatro amostras falso
positivas, de 90 a 93  amostras
verdadeiramente negativas e nenhuma
amostra falso negativa, frente ao CTA.

O isolamento e PCR Multiplex
apresentaram 70% de sensibilidade, 94,7%
de especificidade e valores preditivo
positivo e negativo de 58,3% e 96,7%,
respectivamente (Tabela 4). Os trés kits de
ELISA utilizados detectaram os 10 animais
positivos no CTA, apresentando 100% de
sensibilidade e especificidade acima de
95%. O valor preditivo positivo dos kits de
ELISA ficou entre 71% e 91% enquanto que
o valor preditivo negativo foi de 100%, nos
trés testes.

Do total de 78 amostras de fezes de
seres humanos, 24 (30,77%) foram
consideradas positivas no isolamento ¢ PCR

toxinas A e B foram detectadas pelo CTA
em 18 amostras dos pacientes testados
(23,08%). Destas, cinco foram consideradas
negativas no isolamento e PCR Multiplex, ao
passo que cinco estirpes toxigénicas isoladas
obtiveram resultado negativo no CTA.

Os testes imunoenzimaticos da Oxoid,
R-Biopharm e Techlab identificaram 17
(21,79%), 13 (16,66%) e 12 (15,38%)
amostras positivas, respectivamente. Das 18
amostras positivas no CTA, 13 foram
identificadas igualmente pelos testes da
Oxoid e R-Biopharm e 14 pelo teste da
Techlab.

A gRT-PCR identificou 11 das
amostras positivas no CTA. Uma das
amostras testadas pela qRT-PCR apresentou
resultado invalido. Desta forma, foi
realizada a repeti¢do do teste que apresentou
o mesmo resultado sendo portanto, esta
amostra considerada como indeterminada
(Tabela 4).
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Tabela 3: Comparagdo de trés testes imunoenzimaticos, isolamento ¢ PCR Multiplex frente ao
ensaio de citotoxicidade em células para o diagnostico da infec¢do por C. difficile em potros.

POTROS
] o/ o,
METODOS % (95% de intervalo de
confianca)
S E VPP VPN
Isolamento e PCR Multiplex a 70 94,7 583 96,7
Remel ProSpect C. difficile toxins A/B (Oxoid) b 100 95,7 71,4 100
Ridascreen C. difficiletoxins A/B (R-Biopharm) b~ 100 95,7 714 100

C. difficife Tox A/B Il (Techlab) a

100 98,9 91 100

Legenda: S — sensibilidade, E — especificidade, VPP — valor preditivo positivo, VPN — valor preditivo

negativo

Tabela 4: Resultados positivos e negativos no ensaio de citotoxicidade celular, isolamento e
PCR Multiplex, testes imunoenzimaticos ¢ qRT-PCR, para diagnostico da infecgdo por C.

difficile em seres humanos.

SERES HUMANOS
Métodos Resultados

» A'B* 18

Positivo
Tsolamento de C. difficile e PCR Multiplex AB 6
Negativo 54
Positivo 18

CTA
Negativo 60
Positivo 17
Oxoid
Negativo 61
Positivo 13
ELISA R -
Negativo 65
Positivo 16
Techlab
Negativo 62
Positivo 12
qRT-PCR

Negativo 65

Para o isolamento seguido da PCR
Multiplex, 13 amostras foram consideradas
verdadeiramente  positivas, 11  falso
positivas, 49 verdadeiramente negativas e
cinco falso negativas, frente ao CTA. Os
testes imunoenzimaticos apresentaram entre
13 ¢ 14 amostras verdadeiramente positivas,
zero a quatro amostras falso positivas, 56 a
60 amostras verdadeiramente negativas e
quatro a cinco falso negativas, frente ao teste
“padrio-ouro”. A qRT-PCR apresentou 11

amostras verdadeiramente positivas, uma
falso positiva, 58 verdadeiramente negativas
e sete falso negativas (Tabela 5).

O isolamento seguido da PCR
Multiplex apresentou 72,22% de
sensibilidade, 81,66% de especificidade e
valores preditivos positivo e negativo de
54,16% e 90,74, respectivamente. Os kits de
ELISA da Oxoid e R-Biopharm
apresentaram sensibilidade de 72,22% e o da
Techlab  apresentou de 77,77%. A
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especificidade dos trés kits de ELISA
utilizados ficou entre 93 e 100%, o VPP
acima de 76% e o VPN acima de 91%. A
qRT-PCR identificou 11 das amostras

positivas no CTA com sensibilidade de
61,11%, especificidade de 98,30%, VPP
91,66% e VPN de 89,23% (Tabela 6).

Tabela 5: Resultados positivos e negativos no ensaio de citotoxicidade celular, nos testes
imunoenzimaticos, qRT-PCR, isolamento e PCR Multiplex para diagnostico da infecgdo por

C. difficile em seres humanos.

SERES HUMANOS

METODOS Tosltive Negativo

v F v ¥
Ensaio de cilotoxicidade celular (CTA) 18 - 60 -
Isolamento e PCR Mudtiplex 13 11 44 5
Remel ProSpect C. difficile toxins A/B (Oxoid) 13 4 56 3
Ridascreen ¢ difficile loxins A/B (R-Riopharn) 13 0 60 5
C. difficile Tox A/B 1T (Techlab) 11 1 59 1
qRT-PCR Simplexa 11 (L 58 7

Legenda: V — Verdadeiro, F - Falso

Tabela 6: Comparagdo da qRT-PCR, trés testes imunoenzimaticos, isolamento ¢ PCR
Multiplex frente ao ensaio de citotoxicidade em células como “padrdo-ouro” para o
diagnostico da infec¢do por C. difficile em seres humanos.

SERICS HUMANOS

METODOS % (95% de Intervalo de conflanca)

] I yre YI'N

lsolamento e PCR Multiplex a 81,66 51,16 90.71
Remel ProSpect O diffiedie loxins A/ (Oxoid) a 9333 7 01,80
Lidascreen C. dfifficile toxins A/} (R-Biopharm) b 72,22 100 100 02,30

C. difficile Tox A/B II (Techlab) b
qRT-PCR Simplexa a

7777 9833 9333 93,65
6111 9830 9166 8923

Legenda: S — sensibilidade, E — especificidade, VPP — valor preditivo positivo, VPN — valor preditivo

negativo
6. DISCUSSAO

Todos os potros considerados positivos
no CTA amostrados em haras (n=4) e no
Hospital ~Veterinario (n=6), receberam
tratamento prévio com antimicrobianos por
causas diferentes de CDI, diagnosticadas
pelo clinico responsavel. De acordo com o

historico, os potros ndo responderam
efetivamente ao tratamento administrado,
apresentando piora do quadro clinico
indicando a importéncia do conhecimento do
risco de CDI pelos veterinarios e da
necessidade de diagnostico laboratorial, para
diferenciagdo dos enteropatogenos em
potros, permitindo a escolha adequada do
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antimicrobiano a ser administrado. A
auséncia de potros ndo diarreicos positivos
no CTA ja foi relatada por outros autores
(Weese et al, 2001; Baverud et al, 2003) e
sugere que a doenga subclinica ndo seja de
grande importdncia nesta espécie, ao
contrario do que foi relatado em estudos
anteriores em cdes e suinos, em que o0s
animais ndo diarreicos foram considerados
positivos no CTA (Chouicha e Marks, 2006;
Clooten et al, 2008; Keessen et al, 2011;
Silva et al, 2011; Wetterwik et al, 2013).
Trés animais tiveram toxinas A e B
detectadas no CTA, mas foram negativos
para o isolamento. Entretanto, como ndo
existe um protocolo padrdo para isolamento
de C. difficile a partir de amostras de fezes,
torna-se dificil a comparagdo entre os
trabalhos publicados. De qualquer maneira,
resultados similares foram previamente
descritos em potros (Baverud et al., 1997;
Baverud et al., 2003; Arroyo et al., 2007) e
em estudos com outras espécies como cées e
suinos (Clooten et al., 2008; Silva et al.,
2011). Entre as causas provaveis, destaca-se
a possivel sensibilidade de algumas estirpes
de C. difficile a um ou a ambos
antibimicrobianos utilizados no meio de
isolamento (Songer e Uzal, 2005). Além
disso, o uso de agar, mesmo com a adigdo de
taurocolate, pode ter uma sensibilidade
menor para recuperagdo de esporos de C.
difficile quando comparado com caldos
utilizados para a mesma finalidade (Thitaran
et al., 2011). Uma possivel justificativa seria
a possibilidade de desidratagdo do agar
através da evaporagdo e da menor difusdo de
nutrientes no meio de cultura solido, quando
comparado ao meio de cultura liquido.
Estirpes toxigénicas foram isoladas de
dois animais diarreicos negativos no CTA. A
presenga de estirpe toxigénica com a
auséncia da detec¢do de toxinas A e B pode
ser dada pela degrada¢do das proteinas por
proteases fecais evitando que as mesmas se
mantenham em um nivel minimo de
deteccdo no teste (Chouicha e Marks, 2006).
E importante destacar que trabalhos
anteriores com amostras de suinos e equinos

demonstraram que as toxinas permanecem
detectaveis por pelo menos um més quando
armazenadas a —20°C (Weese et al., 2000;
Keessen et al., 2011). Estes achados
sugerem que a nao detecgdo das toxinas A e
B pelos kits de ELISA, no presente estudo,
ndo foi devido ao acondicionamento e tempo
de armazenamento das amostras, ja que as
mesmas foram mantidas a 4°C logo apds a
coleta e processadas em um periodo maximo
de 48h apos o envio para o laboratorio.

A alta sensibilidade e especificidade
dos trés kits de ELISA testados para as
amostras de fezes de potros corrobora com
os resultados encontrados por Medina-
Torrez et al. (2010), que testaram um kit de
ELISA e encontraram sensibilidade de 84%
e especificidade de 96%. Este resultado
sugere que os kits de ELISA podem ser uma
boa opgdo para o diagnostico das infec¢des
por C. difficile nesta espécie. Ao contrario
do que foi relatado por Weese et al. (2001) e
Baverud et al. (2003), quatro animais ndo
diarreicos obtiveram resultados positivo nos
kits testados e negativos no CTA. Isto
sugere nao ser adequada a inclusdo desses
espécimes clinicos quando se emprega os
testes imunoenzimaticos para o diagnostico
de CDI nesta espécie pois, pode levar a uma
diminui¢do do VPP se o teste ndo for 100%
especifico, principalmente em casos de
baixa prevaléncia da doenga.

O numero de seres humanos
confirmados (23,07%) por meio do CTA
corresponde a prevaléncia de CDI entre 6%
e 41% relatada em uma revisdo de literatura
que incluiu 43 estudos publicados no
periodo de 1991 a 2008 (Crobach et al.,
2009). Uma possivel hipotese para essa
variagdo da prevaléncia apresentada pelos
estudos citados, pode ser devido a diferengas
relativas relacionadas ao hospital, como
dindmica de desinfec¢do do ambiente e
conduta dos profissionais de saude, além do
histérico e condigdo imunologica dos
pacientes internados. Balassiano et al.
(2009) identificaram  28,5%  pacientes
positivos para CDI em um hospital no Rio
de Janeiro. Estes, apresentavam os principais
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fatores de risco para o desenvolvimento da
infec¢do como imunossupressdo, terapia
com antimicrobiano de amplo espectro e
permanéncia prolongada em ambiente
hospitalar. Além das amostras clinicas,
foram coletadas amostras de superficies de
pisos, janelas, magcanetas, lavatorios,
banheiros e comadres hospitalares que
apresentaram  resultados negativos no
isolamento para C. difficile, podendo ser
justificado pela mudanga da rotina de
desinfecgdo do hospital que empregou o uso
do hipoclorito de sodio a 5% em areas de
internagdo e hipoclorito de sodio a 1% em
areas de transito de pacientes e profissionais
de saude.

E importante ressaltar que 76,92%
dos pacientes suspeitos de CDI obtiveram
diagnostico negativo no CTA considerado o
“padrao-ouro”, no presente estudo. Esta
propor¢do encontrada ¢é semelhante ao
relatado em outros paises (Shin et al., 2009;
Litvin et al., 2009; Eastwood et al., 2009). O
alto nimero de amostras negativas no CTA
sugere a dificuldade de identifica¢do clinica
da diarreia nosocomial, pois existem outros
patogenos que podem estar associados além
de C. difficile, tais como Entamoeba
histolytica, Cryptosporidium sp.,
Microsporidia, ~ Campylobacter — sp. e
Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)
(Samie et al., 2008). Os pacientes suspeitos
de CDI sdo comumente isolados com o
objetivo de diminuir a disseminagdo do
agente no ambiente (Zilberberg e Shorr,
2013) o que acarreta em um aumento nos
custos pela instituigdo de saude. Diante
disso, se torna extremamente importante
uma triagem de pacientes suspeitos por meio
de um teste rapido e de alta sensibilidade
evitando o isolamento desnecessario dos
pacientes negativos, bem como a terapia
com antimicrobianos de forma empirica
(Strachan et al., 2013).

Estirpes toxigénicas isoladas de
cinco pacientes foram negativas no CTA.
Provavelmente, as toxinas A e B presentes
nos espécimes clinicos desses pacientes se
encontravam abaixo do nivel de detecg¢do do

teste, o que pode ser causado pela
degradagdo das toxinas por proteases fecais
(Chouicha e Marks, 2006).

Os kits de ELISA da Oxoid e R-
Biopharm apresentaram sensibilidade de
72,22%, e o da Techlab apresentou de
77,77%, mantendo-se no intervalo de 57% a
92% apresentado na revisao realizada por
Crobach et al. (2009). Embora sejam
amplamente utilizados devido a facilidade
de execugdo e rapidez na obtengdo do
resultado, se o kit de ELISA apresentar
baixa sensibilidade podera culminar na
dissemina¢do de esporos de C. difficile
devido a falta de medidas preventivas, como
a manutengdo dos pacientes suspeitos de
CDI em ambiente de isolamento. Além
disso, poderia acarretar o agravamento
clinico por interrupgdo da administragdo de
antimicrobiano em pacientes diagnosticados
erroneamente como negativos para CDI. A
acuracia variavel dos testes
imunoenzimaticos foi apontada pela Society
for Healthcare Epidemiology (SHEA) e
Infectious Diseases Society of American
(IDSA) como o principal entrave para seu
uso como teste independente no diagnostico
de C. difficile (Cohen et al., 2010). Diante
disso, alguns pesquisadores sugerem o
emprego de um algoritmo de pelo menos
duas etapas para o diagnostico seguro de
CDI em seres humanos, ndo havendo ainda
consenso sobre quais testes devem ser
empregados em cada etapa (Crobach et al.,
2009; Shin et al., 2009; Peterson et al.,
2011).

Como ndo existe um protocolo
padrdo para o isolamento de C. difficile,
diferentes meios e periodos de incubagido
sdo empregados para esta finalidade,
tornando dificil a comparagao dos resultados
encontrados neste trabalho com os de outros
pesquisadores (Delmée, 2001). Algumas
estirpes de C. difficile podem ndo crescer
devido a susceptibilidade a um ou a ambos
antimicrobianos utilizados no meio (Songer
e Uzal, 2005), e a utilizagdo de CCFA,
mesmo com a suplementa¢do de taurocolate,
pode apresentar sensibilidade variavel para
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recuperagdo de esporos de C. difficile
quando comparado com protocolos que
preconizam utilizagdo de meios liquidos
para um pré-enriquecimento antes do
plaqueamento em agar seletivo (Thitaran et
al., 2011). Estes fatores, podem ter
contribuido para a baixa sensibilidade
apresentada pelo isolamento e
consequentemente na PCR Multiplex. De
qualquer maneira, ¢ importante destacar que
o isolamento seguido de PCR ndo parece ser
uma boa op¢ao para o diagndstico devido ao
elevado tempo para obtengdo dos resultados
que no presente trabalho foi de pelo menos
seis dias.

Alguns autores destacam o uso de
kits de QRT-PCR com a vantagem de ndo ser
necessario o isolamento prévio de C.
difficile, e o tratamento da amostra fecal
para extragdo de DNA (Eastwood et al.,
2009; Humphries, 2012). Porém, a baixa
sensibilidade apresentada pelo kit de qRT-
PCR no presente estudo (61,11%) pode
implicar em um maior nimero de amostras
falso negativas e culminar com o
agravamento clinico por interrupg¢do do
antimicrobiano além da disseminagdo da
CDI pela interrup¢do do isolamento do
paciente. Outra desvantagem para utilizagdo

de kits de qRT-PCR ¢ o alto custo de sua
importagdo  ja que se  encontram
indisponiveis no mercado brasileiro.

7. CONCLUSAO

Os kits de ELISA foram adequados
para o diagnostico da CDI em potros, devido
a alta sensibilidade e especificidade
encontradas.

O isolamento seguido da PCR
Multiplex apresentou baixa sensibilidade,
nao sendo adequado para o diagnostico uma
vez que poderia levar a um aumento do
numero de resultados falso negativos e com
isso tornar desfavoravel o prognodstico do
animal pela continuidade da administragao
de antimicrobiano inadequado.

Todos os métodos empregados neste
estudo para o diagnostico de C. difficile em
amostras de fezes de seres humanos
apresentaram baixa sensibilidade o que pode
implicar em um aumento do numero de
resultados falso negativos contribuindo para
a disseminagdo de esporos no ambiente e
infecgdo por outros pacientes susceptiveis.
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