
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Escola de Veterinária 

Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal 

 

 

 

 

Diogo Soares Gonçalves Cruz 

 

 

 

 

Perfil de sensibilidade antimicrobiana de Clostridioides (Clostridium) difficile ao 

metronidazol, vancomicina e moxifloxacina isolados de animais e seres humanos em 

Minas Gerais, Brasil 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2021 



Diogo Soares Gonçalves Cruz 

 

 

 

 

 

Perfil de sensibilidade antimicrobiana de Clostridioides (Clostridium) difficile ao 

metronidazol, vancomicina e moxifloxacina isolados de animais e seres humanos em 

Minas Gerais, Brasil 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciência Animal da Escola de 

Veterinária da Universidade Federal de Minas 

Gerais, como requisito parcial à obtenção do 

título de Mestre em Ciência Animal. 

 

Área de concentração: Medicina Veterinária 

Preventiva 

 

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Otávio Silveira 

Silva 

 

Coorientador: Dr. Carlos Augusto de Oliveira 

Júnior 

 

 

 

Belo Horizonte 

2021 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



AGRADECIMENTOS 

 Agradeço a todos os membros da esquipe do Laboratório de Anaeróbios que tive a 

oportunidade de conhecer desde o período de Iniciação Científica. Obrigado pelo convívio 

agradável, pelo aprendizado, pelos momentos de descontração e principalmente pela amizade. 

Agradeço ao professor Rodrigo Otávio pela orientação e dedicação durante todo o 

mestrado, estando sempre disponível e presente na execução das atividades. 

Agradeço ao Carlos Augusto pelo suporte oferecido durante toda essa jornada, sempre 

disposto a ajudar. 

Agradeço ao professor Francisco Lobato pela oportunidade de ingresso no Laboratório 

de Anaeróbios, compartilhando sua experiência profissional e oferecendo conselhos fraternos. 

Agradeço ao Laboratório Aquacen, especialmente à Fernanda Dorella, pela 

prestatividade na realização do sequenciamento genético. 

Agradeço aos professores (as) que lecionaram disciplinas que tive a oportunidade de 

me matricular. A competência e o empenho de vocês são admiráveis. 

 Agradeço aos colegas dos demais laboratórios do Departamento de Medicina 

Veterinária Preventiva que mantive contato durante as disciplinas, nos encontros nos 

corredores ou na “Copinha” e no tradicional “Café Coletivo”. 

 Agradeço aos funcionários (as) da Portaria, Segurança, Limpeza, Cantina, Restaurante 

Universitário, Xerox, Colegiado, Secretaria, Biblioteca, FEPE, Gerência Ambiental e de 

Biossegurança, Laboratório de Bacteriologia, Laboratório de Vírus, Laboratório das Aves, 

Laboratório de Uso Coletivo, Laboratório de Cultivo Celular, Setor de Preparo de Materiais e 

Setor de Informática pela assistência direta e/ou indireta durante esse período. 

 Agradeço à CAPES pela bolsa e pela disponibilidade de acesso ao Portal de Periódicos. 

 Agradeço às agências de fomento pelo financiamento das atividades. 

 Agradeço à Escola de Veterinária por poder usufruir de sua infraestrutura, atividades 

de ensino e pesquisa e pela oferta do Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal. 

 Agradeço à UFMG pela formação concedida. Tenho enorme gratidão e respeito por 

essa instituição. 

 Por fim, agradeço aos meus pais pelo apoio e pelos cuidados de toda a vida. Sem eles 

nada disso seria possível! 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O conhecimento é uma capacidade disponível em nós, seres humanos, para que processemos 

de forma mais adequada a nossa vida, com menos riscos e menos perigos. O conhecimento 

tem o poder de transformar a opacidade da realidade em caminhos “iluminados”, de tal forma 

que nos permite agir com certeza, segurança e previsão.” 

(Cipriano Carlos Luckesi, 1985) 



RESUMO 

Clostridioides difficile é um enteropatógeno bacteriano que infecta animais e seres humanos, 

capaz de promover distúrbios intestinais que podem levar o seu hospedeiro ao óbito. A 

infecção por C. difficile (ICD) representa atualmente uma das principais causas de infecção 

hospitalar, sendo a antibioticoterapia o principal fator predisponente. Na década de 2000, 

surtos ocasionados por C. difficile estiveram intimamente relacionados ao uso indiscriminado 

de antibióticos da classe das fluoroquinolonas. No Brasil, o tratamento da ICD é baseado no 

uso do metronidazol e da vancomicina. O uso de antimicrobianos parece ter relação direta 

com a seleção de determinadas estirpes de C. difficile. Nessa perspectiva, estudos 

epidemiológicos relacionados à resistência antimicrobiana desse patógeno são fundamentais 

para evitar a emergência de estirpes que podem representar um problema de saúde pública. 

Entretanto, o teste de sensibilidade antimicrobiana “padrão-ouro” recomendado para C. 

difficile é laborioso e de custo elevado. Dessa forma, o teste de disco difusão torna-se uma 

opção mais atrativa, uma vez que o método é simples de executar, mais barato e eficaz. O 

estudo teve como objetivo avaliar o perfil de sensibilidade ao metronidazol, à vancomicina e à 

moxifloxacina através do método de disco difusão de 120 estirpes de C. difficile isoladas de 

animais e seres humanos no Brasil. De acordo com pontos de corte já estabelecidos em 

estudos anteriores, as estirpes consideradas resistentes nesse teste foram submetidas ao 

método E-test para confirmação do fenótipo através da concentração inibitória mínima (CIM), 

mediante os critérios preconizados pelos órgãos de referência. Adicionalmente, três isolados 

classificados como resistentes à moxifloxacina foram sequenciados (gene gyrA) para detectar 

mutações que poderiam indicar o mecanismo genotípico de resistência à droga. Nenhum 

isolado foi resistente à vancomicina e somente uma estirpe (0,8%), considerada não 

toxigênica (RT010, clado 1), apresentou resistência ao metronidazol (CIM > 256 µg/mL). Em 

relação à moxifloxacina, 14% (n = 17) das estirpes avaliadas foram resistentes, as quais 

obtiveram CIM > 32 µg/mL. O ribotipo RT126 (clado 5) foi o único a apresentar associação 

estatística positiva de resistência à moxifloxacina (P < 0,0001), bem como os isolados das 

espécies equina e suína (P = 0,0139 e P = 0,0228, respectivamente). A mutação do tipo 

Thr82Ile foi encontrada nos três isolados sequenciados. O estudo revelou uma baixa 

frequência de resistência ao metronidazol e à vancomicina, enquanto a resistência à 

moxifloxacina foi superior a trabalhos anteriores realizados no Brasil. 

Palavras-chave: Clostridium difficile. Colite pseudomembranosa. Metronidazol. 

Vancomicina. Moxifloxacina. 



ABSTRACT 

Clostridioides difficile is a bacterial enteropathogen that infects animals and humans, able to 

promote intestinal disorders that can lead to its host's death. Infection with C. difficile (CDI) 

currently represents one of the main causes of nosocomial infection, with antibiotic therapy 

being the main predisposing factor. In the 2000s, outbreaks caused by C. difficile were closely 

related to the indiscriminate use of antibiotics of the fluoroquinolone class. In Brazil, the 

treatment of CDI is based on the use of metronidazole and vancomycin. The use of 

antimicrobials seems to have a direct relationship with the selection of certain strains of C. 

difficile. In this perspective, epidemiological studies related to the antimicrobial resistance of 

this pathogen are essential to avoid the emergence of strains that may represent a public health 

problem. However, the “gold standard” antimicrobial susceptibility test recommended for C. 

difficile is laborious and expensive. Thus, the diffusion disk test becomes a more attractive 

option, since the method is simple to perform, cheaper and more effective. The study aimed to 

evaluate the sensitivity profile to metronidazole, vancomycin and moxifloxacin using the disk 

diffusion method from 120 strains of C. difficile from animals and humans isolated in Brazil. 

According to cutoff points already established in previous studies, strains considered resistant 

in this test were submitted to the E-test method to confirm the phenotype through the 

minimum inhibitory concentration (MIC), according to the criteria recommended by the 

reference institution. In addition, three isolates classified as resistant to moxifloxacin were 

sequenced (gyrA gene) to detect mutations that could indicate the genotypic mechanism of 

drug resistance. There was no vancomycin-resistant isolate and one strain (0.8%), non-

toxigenic (RT010, clade 1), was resistant to metronidazole (MIC > 256 µg/mL). Regarding 

moxifloxacin, 14% (n = 17) of the strains evaluated were resistant, which obtained MIC > 32 

µg/mL. The ribotype RT126 (clade 5) was the only one to present a positive statistical 

association of resistance to moxifloxacin (P < 0.0001), as well as isolates of the equine and 

swine species (P = 0.0139 and P = 0.0228, respectively). The Thr82Ile mutation was found in 

the three sequenced isolates. The study revealed a low frequency of resistance to 

metronidazole and vancomycin, while resistance to moxifloxacin was superior to previous 

studies carried out in Brazil. 

Keywords: Clostridium difficile. Pseudomembranous colitis. Metronidazole. Vancomycin. 

Moxifloxacin. 
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1. INTRODUÇÃO 

Clostridioides (Clostridium) difficile é um enteropatógeno bacteriano comumente 

relacionado a infecções hospitalares e infecções comunitárias em diversos hospedeiros, 

incluindo seres humanos (Martin et al., 2016). As manifestações clínicas da infecção por C. 

difficile (ICD) variam desde diarreia branda até colite fulminante (Hernández-Rocha et al., 

2012). O diagnóstico precoce é um aliado no controle e no tratamento da infecção, que 

consiste principalmente no uso de antimicrobianos como metronidazol ou vancomicina (Rao e 

Malani, 2020). 

A antibioticoterapia representa o principal fator predisponente para a ICD, algo 

preocupante diante do uso cada vez mais frequente de antimicrobianos na medicina humana e 

veterinária. Estima-se que 73% do total de antimicrobianos utilizados no mundo sejam 

destinados aos sistemas de produção animal, sobretudo como promotores de crescimento. 

Diante da vocação nacional no setor da pecuária, o Brasil tem sido considerado um hotspot 

recente no uso indiscriminado de antimicrobianos e consequentemente na emergência de 

micro-organismos com um arsenal genético capaz de conferir resistência às drogas (Spigaglia 

et al., 2018; Van Boeckel et al., 2019). Esse cenário gera condições favoráveis para um 

aumento na incidência da ICD, promovendo um grande desafio de saúde única, uma vez que 

C. difficile tem sido considerado um potencial agente zoonótico (Silva et al., 2015; Knetsch et 

al., 2017). 

Nos Estados Unidos da América (EUA), C. difficile é considerado a principal causa de 

infeção nosocomial, sendo responsável pelo gasto de US$ 1,0 bilhão no ano de 2017, com 

aproximadamente 223.900 pacientes hospitalizados e 12.800 (5,7%) mortes no mesmo 

período (CDC, 2019). Em animais, a prevalência e efeitos clínicos da doença são bastante 

variáveis de acordo com a espécie. A doença se destaca principalmente em suínos, cujas 

perdas econômicas são relacionadas à diminuição do desenvolvimento corporal e consequente 

redução de produtividade (Moono et al., 2016; Weese, 2020). 

Nos últimos anos, tem sido cada vez mais frequente a emergência de estirpes com 

sensibilidade reduzida ou até mesmo resistentes aos antimicrobianos de eleição no tratamento 

da ICD (metronidazol e vancomicina) (Saha et al., 2019; Freeman et al., 2020). Tal fato 

reforça a necessidade de aplicação de testes de sensibilidade antimicrobiana que sejam 

eficazes e baratos. Atualmente, recomenda-se como “padrão-ouro” para C. difficile o teste de 
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diluição em ágar (CLSI, 2020; EUCAST, 2020). Porém, esse método é laborioso e requer 

profissionais capacitados para realizar o teste de forma adequada (Peng et al., 2017). 

Nessa perspectiva, o teste de disco difusão torna-se uma opção atrativa para avaliar a 

sensibilidade antimicrobiana de C. difficile, visto que o método é barato e de execução mais 

simples. Além disso, estudos anteriores demonstraram que o teste apresenta elevada 

concordância com métodos consagrados, detectando estirpes com sensibilidade reduzida ao 

metronidazol e à vancomicina, por exemplo (Poilane et al., 2007; Erikstrup et al., 2012; Holt 

et al., 2015). Dessa forma, a aplicação da técnica de disco difusão permite a avaliação da 

sensibilidade antimicrobiana de C. difficile na rotina clínica e em trabalhos de vigilância 

epidemiológica. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Contexto geral 

C. difficile foi descrito pela primeira vez em 1935 após ser isolado de fezes de crianças 

recém-nascidas. Na época, a bactéria recebeu o nome de Bacillus difficilis devido à 

morfologia e à dificuldade para realizar o seu cultivo e isolamento in vitro (Hall e O’Toole, 

1935). Naquela mesma década, tal micro-organismo foi renomeado como Clostridium difficile 

(Prévot, 1938, citado por Kamiya e Nakamura, 1993). No entanto, a nomenclatura só foi 

validada em 1980, após publicação oficial da “Approved Lists of Bacterial Names” (Skerman 

et al., 1980). Já em 2013, mediante a análise comparativa de proteínas ribossomais e de 

enzimas de replicação entre alguns grupos filogenéticos de bactérias, houve a tentativa de 

cunhar o nome Peptoclostridium difficile (Yutin e Galperin, 2013). Porém, não houve pedido 

de validação do nome pela lista de editores do “International Journal of Systematic and 

Evolutionary Microbiology” (IJSEM), revista cuja atribuição consiste na publicação oficial de 

novos nomes de espécies para procariontes (Oren e Rupnik, 2018). 

Recentemente, C. difficile foi reclassificado filogeneticamente, baseando-se em 

análises da sequência genética da porção 16S do RNA ribossômico (ribosomal ribonucleic 

acid - rRNA). Além disso, características fenotípicas e marcadores quimiotaxonômicos como 

a produção abundante de gás hidrogênio (H2) quando cultivado em meio de cultura peptona – 

extrato de levedura – glicose (peptone - yeast extract - glucose - PYG); bem como a produção 

de cadeias lineares e ramificadas de ácidos graxos saturados e insaturados; como também a 

presença de aminoácidos específicos na composição do peptideoglicano da parede celular 

promoveram embasamento para estabelecer essa mudança (Lawson et al., 2016). Em 

consequência disso, o gênero foi alterado de Clostridium para Clostridioides, de modo a 

possuir atualmente a seguinte classificação taxonômica: reino, Bacteria; filo, Firmicutes; 

classe, Clostridia; ordem, Clostridiales; família, Clostridiacea; gênero, Clostridioides; 

espécie, Clostridioides difficile (Sandhu e McBride, 2018). Entretanto, ambas as 

nomenclaturas (i.e. Clostridium difficile e Clostridioides difficile) ainda constam no 

“International Code of Nomenclature of Prokaryotes” e podem, portanto, ser usadas para fins 

científicos, clínicos ou comerciais (Oren e Rupnik, 2018). 

A partir da segunda metade do século XX, a literatura científica começou a apontar 

evidências que sugeriam a participação de C. difficile como agente etiológico de distúrbios 
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intestinais (Bartlett, 1994). Observou-se, em trabalhos experimentais e em relatos de casos, 

que a ICD tinha como fator predisponente o uso de antimicrobianos indicados no tratamento 

de infecções de causas diversas, uma vez que C. difficile coloniza o intestino quase que 

exclusivamente quando a microbiota desse órgão estiver em disbiose ou em formação (Farrar 

e Kent, 1965; Green, 1974; Larson et al., 1977). Nessa perspectiva, em um estudo realizado 

em 1973 nos EUA, 21% (n = 42) dos pacientes hospitalizados que receberam tratamento com 

clindamicina desenvolveram diarreia e/ou colite pseudomembranosa, sinais clínicos que são 

sugestivos da doença (Tedesco et al., 1974). Através de isolados de seres humanos, estudos 

posteriores da ICD in vivo e in vitro descreveram características clínicas e epidemiológicas da 

doença e também relacionadas ao patógeno, com destaque para a produção de toxinas e a 

presença de outros fatores de virulência e de resistência a alguns antimicrobianos (Borriello, 

1978; Kamiya e Nakamura, 1993). 

Nos últimos anos, C. difficile ganhou notoriedade devido ao aumento expressivo da 

prevalência e da severidade da doença, causando maiores taxas de mortalidade e morbidade 

(Dalla et al., 2002; Loo, et al., 2005). Atualmente, a ICD é considerada uma das causas mais 

importantes de infecções nosocomiais, as quais estão associadas à permanência do paciente 

em ambiente hospitalar (Forster et al., 2012; Weber et al., 2013). Tal fato tem sido atribuído à 

emergência de estirpes hipervirulentas que apresentam, entre outras características, produção 

de maior quantidade de toxinas e de esporos (McDonald, et al., 2005; Goorhuis, et al., 2008). 

A ocorrência dessas estirpes foi mais evidente em países da Europa e da América do Norte, 

provavelmente em função do uso indiscriminado de antimicrobianos, sobretudo as 

fluoroquinolonas (Pépin et al., 2004; Muto et al., 2005; Kuijper et al., 2006). Em países da 

América Latina, a ocorrência da circulação de estirpes hipervirulentas é mais recente 

(Balassiano et al., 2012; Aguayo et al., 2015). No Brasil, relatos de surtos relacionados à ICD 

são escassos (Balassiano et al., 2010). Apesar disso, estudos de vigilância sanitária em 

hospitais brasileiros recentemente indicaram a presença de estirpes hipervirulentas clássicas, 

bem como de diversas estirpes possivelmente hipervirulentas (Costa et al., 2016; Pires et al., 

2018; Diniz et al., 2019). 

Além dos seres humanos, os animais também desempenham papel importante na 

epidemiologia de C. difficile (Diaz et al., 2018). Na maioria das espécies animais, a 

antibioticoterapia também é um fator predisponente para a colonização por C. difficile, 

incluindo o uso de antimicrobianos como promotor de crescimento na dieta (Ronquillo e 

Hernadez, 2017). Adicionalmente, foi observado que a ICD é uma causa recorrente em 
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animais recém-nascidos de algumas espécies, como equinos e suínos, por exemplo (Jones et 

al., 1987; Squire et al., 2013). Esse fato se deve à incapacidade da microbiota intestinal que 

ainda se encontra em processo de formação nos neonatos de impedir a colonização por C. 

difficile (Britton e Young, 2014). 

Diante do relato cada vez mais frequente no número de casos por infecção 

comunitária, atualmente tem sido discutido aspectos epidemiológicos da ICD que envolvem 

as fontes de contaminação e as formas de transmissão do patógeno fora do ambiente 

hospitalar (Ofori et al., 2018). Tem-se observado que mesmo pacientes que não fizeram uso 

de antimicrobianos e sem histórico de internação hospitalar desenvolvem a doença, alguns 

casos necessitando inclusive de hospitalização (Kuntz et al., 2011). Curiosamente, a 

incidência desses casos é maior em mulheres jovens, mas ainda não há evidências bem 

estabelecidas que justifiquem a maior susceptibilidade desse grupo (Guh et al., 2017; Brown e 

Wilson, 2018). 

Na última década, o potencial zoonótico de C. difficile tornou-se alvo de investigação 

de muitos estudos (Lim et al., 2019). Isso só foi possível com o advento de técnicas de 

biologia molecular mais sofisticadas que permitem comparar geneticamente estirpes isoladas 

de seres humanos e de animais (Killgore et al., 2008). Dessa forma, estudos recentes têm 

indicado a existência de estirpes com alto grau de similaridade genética entre isoladas de seres 

humanos e de animais domésticos, silvestres e sinantrópicos (Álvarez-Pérez et al., 2014; 

Himsworth et al., 2014; Silva et al., 2015; Knetsch et al., 2017; Rabold et al., 2018). Tal fato 

sugere fortemente que há cadeias de transmissão interespecíficas de C. difficile. Entretanto, 

são necessários novos estudos que elucidem com mais clareza a ocorrência desse processo 

(Weese, 2020). 

 

2.2. Caracterização do micro-organismo 

C. difficile é uma bactéria gram-positivo cuja célula é em forma de bastonete, com 

tamanho de 0,5 µm – 1,9 µm x 3,0 µm – 16,9 µm (Lawson et al., 2016). Devido à presença de 

peritríquios, estruturas flagelares distribuídas em toda a superfície da célula, as células 

geralmente são móveis em meios de cultura líquido ou semi-sólido. A bactéria está presente 

em diversos ambientes, seja no solo, na água, nos alimentos ou até mesmo como comensal do 

sistema digestivo de seres humanos e animais como répteis, aves e diversos mamíferos 

(Gould e Limbago, 2010; Keessen et al., 2011a; Janezic et al., 2016; Ramos et al., 2019). Tal 
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micro-organismo desempenha suas atividades metabólicas vitais sem a participação da 

molécula de oxigênio (O2) como aceptor final de elétrons, sendo considerado, portanto, um 

anaeróbio estrito (Edwards et al., 2013). C. difficile possui a capacidade de formar esporos, 

estrutura de resistência metabolicamente dormente que permite à bactéria manter-se viável 

mesmo em ambientes onde há presença de oxigênio, tornando-se um agente ubiquitário 

(Barra-Carrasco e Paredes-Sabja, 2014). Estima-se que C. difficile tenha surgido em torno de 

1,1 a 85 milhões de anos atrás (He et al., 2010). 

Em comparação com outros anaeróbios, C. difficile cresce lentamente e muitas vezes 

pode ser suprimido por outros micro-organismos em meios de cultura in vitro, dificultando o 

seu isolamento. O genoma da bactéria consiste em aproximadamente 4,3 Mb contidas num 

único cromossomo circular, com proporção em mol de G – C correspondente a 29% (Knight 

et al., 2015). Cerca de 11% do genoma consiste em transposons (Tn) e profagos. Esses 

elementos genéticos móveis podem ser transferidos horizontalmente entre diferentes estirpes, 

atuando como vetores de genes de resistência antimicrobiana, por exemplo (Peng et al., 

2017). 

Algumas estirpes de C. difficile possuem a capacidade de produzir toxinas, cuja ação é 

responsável pelo dano tecidual no intestino de seus hospedeiros (Jank et al., 2007). As 

estirpes produtoras de toxinas (toxigênicas) possuem uma região genômica de patogenicidade 

denominada de locus de patogenicidade (PaLoc). Dentre os genes contidos nessa região, 

destacam-se tcdA e tcdB, que codificam a enterotoxina TcdA (toxina A - 309 kDa) e a 

citotoxina TcdB (toxina B - 267 kDa), respectivamente (Hernandez-Rocha et al., 2012). A 

produção das toxinas A e B é mais proeminente durante a fase estacionária da curva de 

crescimento bacteriano, de modo que a sua síntese é influenciada pela presença de genes 

reguladores (positivamente - tcdR, negativamente - tcdC); fatores ambientais, como 

concentração de nutrientes (glicose, aminoácidos e biotina, por exemplo); temperatura e 

presença subinibitória de antimicrobianos (Hundsberger et al., 1997). Em contrapartida, as 

estirpes não produtoras de toxinas (não toxigênicas) o PaLoc é substituído por uma sequência 

não codificadora de 75 a 115 nucleotídeos de função desconhecida. Entretanto, essas estirpes 

podem adquirir o PaLoc de estirpes toxigênicas pela transferência horizontal de genes, 

resultando na produção de toxinas (Chandrasekaran e Lacy, 2017). 

Outra toxina produzida por algumas estirpes de C. difficile é a toxina binária (C. 

difficile transferase - CDT). Embora alguns estudos preliminares em modelo animal tenham 
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avaliado sua contribuição na patogênese da ICD, ainda não há um conhecimento bem 

estabelecido sobre o papel dessa toxina. Porém, há vários relatos que a produção de CDT 

juntamente com as toxinas A e B está associada com casos graves da doença, maior 

mortalidade e risco elevado de recorrência em seres humanos (Stewart et al., 2013). Dessa 

forma, as estirpes produtoras da toxina binária tendem a apresentar maior virulência. A CDT é 

formada por duas subunidades, codificadas pelos genes cdtA e cdtB. Esses genes estão 

localizados em uma região cromossômica distinta do PaLoc, denominada locus Cdt ou 

CdtLoc. O CdtLoc também contém um terceiro gene (i. e. cdtR) que regula positivamente a 

produção de toxina binária, além de aparentemente aumentar a produção das toxinas A e B 

nas estirpes hipervirulentas. As estirpes toxigênicas negativas para toxina binária não 

possuem o CdtLoc (Chandrasekaran e Lacy, 2017). 

 

2.3. Patogenia 

A ICD inicia-se a partir da transmissão fecal-oral de esporos eliminados no ambiente 

por animais e seres humanos infectados ou portadores saudáveis. Mesmo em virtude do 

potencial hidrogeniônico (pH) ácido do estômago, os esporos passam pelo órgão sem sofrer 

danos aparentes e germinam no intestino delgado, quando há maior concentração de ácidos 

biliares primários (Giel et al., 2010). Após germinação, as células vegetativas 

metabolicamente ativas colonizam o cólon devido à disbiose da microbiota intestinal 

induzida, principalmente, pelo uso prévio de antimicrobianos, tais como clindamicina, 

cefalosporinas, fluoroquinolonas e penicilinas de largo espectro (Pereira, 2014; Theriot e 

Young, 2015). 

Ao se aderirem a receptores presentes na porção apical dos enterócitos, estirpes 

toxigênicas de C. difficile produzem as toxinas A e B. A toxina A liga-se à porção apical da 

célula e ao ser internalizada causa alterações no citoesqueleto. Isso resulta na ruptura de 

junções compactas (ou zônulas oclusivas) com consequente afrouxamento da barreira 

epitelial, permitindo que as toxinas A e B atravessem o epitélio. Mediante esse processo, a 

toxina B liga-se preferencialmente à membrana celular basolateral. Ambas as toxinas são 

citotóxicas e induzem a liberação de vários mediadores com função imunomodulatória, 

fagócitos e mastócitos, resultando em inflamação e acúmulo de neutrófilos (Rupnik et al., 

2009). Já as estirpes produtoras de toxina binária parecem ter maior facilidade de adesão à 

mucosa intestinal devido à produção de microtubos e promovem resposta inflamatória 

exacerbada (Schwan et al., 2014; Cowardin et al., 2016). 
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 Em seres humanos, o período de incubação é, em média, de três dias, embora existam 

divergências sobre esse dado (Pereira, 2014). A gravidade da doença depende da virulência da 

estirpe infecciosa e da resposta imune do hospedeiro, podendo ser assintomático. Os casos 

leves a moderados são caracterizados principalmente por diarreia aquosa várias vezes ao dia – 

podendo conter muco – febre baixa e leucocitose. Já os casos graves apresentam dor 

abdominal, hipoalbuminemia e formação de pseudomembranas. Um número menor de 

pacientes pode ter complicações como perfuração intestinal, megacólon tóxico, sepse, reação 

inflamatória sistêmica, insuficiência renal, íleo paralítico, isquemia do cólon e até mesmo 

óbito (Hernández-Rocha et al., 2012). Quando há formação de pseudomembranas, as lesões 

se apresentam em forma de placas amareladas ou esbranquiçadas, com diâmetro em torno de 

dois centímetros, aderentes, dispersas pelas mucosas do cólon e do reto, intercaladas com 

mucosa normal. Em cortes histológicos, os efeitos inflamatórios são bem evidentes e as lesões 

são descritas informalmente como em formato de vulcão (Rupnik et al., 2009). 

Por fim, C. difficile esporula novamente na porção final do intestino e é liberado no 

ambiente através das fezes, podendo contaminar um novo hospedeiro susceptível (Sandhu e 

McBride, 2018). 

 

2.4. Epidemiologia 

Em estudos que se objetiva avaliar o perfil epidemiológico, consagrou-se inicialmente 

o uso da ribotipagem como método de classificação de C. difficile (Bidet et al., 1999). Dessa 

forma, o ribotipo permite estabelecer inferências sobre as estirpes quanto à distribuição 

geográfica, à transmissão e aos efeitos clínicos, por exemplo. Para isso, as estirpes são 

analisadas por um método de tipagem molecular que envolve a amplificação pela reação em 

cadeia da polimerase (polimerase chain reaction - PCR) da região espaçadora entre os genes 

16S e 23S do rRNA. Posteriormente, os produtos da PCR são submetidos à eletroforese de 

modo que cada padrão de bandas gerado corresponde a um único ribotipo (RT) (Indra et al., 

2008).  

Com o avanço das técnicas de biologia molecular, também é possível classificar as 

estirpes em agrupamentos filogenéticos denominados clados, por meio da técnica multilocus 

sequence typing (MLST). Essa técnica possibilita realizar análises com maior poder 

discriminatório capazes de demonstrar o perfil evolutivo de C. difficile (Janezic e Rupnik, 

2015). Em alguns casos, quando um isolado pertence a um ribotipo tradicionalmente 
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conhecido, é possível predizer o clado ao qual essa estirpe pertence. Da mesma forma, 

também é possível predizer o ribotipo de uma determinada estirpe por meio da classificação 

de seu sequence type (ST) (Bjoersdorff et al., 2021). Atualmente, são descritos seis clados 

distintos, cuja composição mantém correspondência com o agrupamento de ribotipos 

específicos que compartilham entre si características em comum (QUADRO 1). 

 

Quadro 1 - Divisão de clados de C. difficile 

Clado Ribotipo patogênico comum Comentários 

1 001, 012, 014, 020, 106 
Clado mais diversificado; estirpes toxigênicas e 

não toxigênicas. 

2 027, 016, 036, 176 
Contém a linhagem hipervirulenta do ribotipo 

027. 

3 023 
Clado incomum dominado pelo ribotipo 023 

CDT+. 

4 017 
Estirpes toxigênicas e não toxigênicas; inclui o 

ribotipo 017 com padrão A-/B+. 

5 078, 126, 033 
Estirpes toxigênicas e não toxigênicas, com perfil 

evolutivo altamente divergente de outros clados. 

6 - 

Clado recentemente descrito apenas com estirpes 

não toxigênicas; há considerações se deve 

representar uma nova espécie. 

Legenda: CDT+, C. difficile transferase positivo; A-, toxina A negativo; B+, toxina B positivo. 

Fonte: Adaptado de Weese, 2020. 

 

Nas últimas décadas, surtos da ICD em seres humanos ocorreram na América do Norte 

e na Europa após a emergência do ribotipo hipervirulento RT027 (pertencente ao clado 2), o 

qual foi notificado pela primeira vez em 2005 (McDonald, et al., 2005). A incidência do 

RT027 diminuiu em algumas áreas da Europa Ocidental nos últimos anos, devido a uma 

redução na incidência total de ICD, bem como uma redução na proporção de casos atribuídos 
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a esse ribotipo (Martin et al., 2016). No entanto, RT027 persiste na América do Norte e está 

aumentando em outras áreas, especialmente na Europa Oriental (Cheknis et al., 2018; 

Freeman et al., 2020). 

Em 2005 na Holanda, um aumento na ocorrência de C. difficile em suínos e bovinos 

foi relacionado à emergência de outro ribotipo hipervirulento denominado 078, pertencente ao 

clado 5. Com o avanço dos estudos de vigilância sanitária, foi observado o isolamento cada 

vez mais frequente desse ribotipo em seres humanos, afetando principalmente populações 

jovens com casos de ICD associadas à comunidade. Além disso, constatou-se também que 

isolados de humanos e suínos apresentaram alta similaridade genética, sugerindo ausência de 

barreiras interespecíficas para tal ribotipo (Goorhuis et al., 2008). 

Ao contrário da Europa e da América do Norte, a Austrália não sofreu grandes 

epidemias associadas ao RT027. Sugere-se que o isolamento geográfico do país e as práticas 

de prescrição antimicrobiana relativamente conservadoras tenham contribuído para a 

contenção desse ribotipo. Entretanto, a partir do ano de 2010, há registros de surtos na 

Austrália em função da emergência do ribotipo hipervirulento RT244, pertencente ao clado 2. 

Tal ribotipo demonstrou estar significativamente relacionado a infecções comunitárias e 

rapidamente se espalhou por todo o país (Eyre et al., 2015). 

Já na Ásia, contrastando com países europeus e com a América do Norte, os ribotipos 

mais prevalentes são RT001, RT002, RT014, RT018, pertencentes ao clado 1; e RT017 

pertencente ao clado 4. Diferente dos ribotipos hipervirulentos clássicos (i.e. RT027 e 

RT078), os ribotipos RT017 e RT018, por exemplo, não produzem toxina binária. Porém, 

outros fatores de virulência podem ter contribuído para a propagação dessas estirpes no 

continente, como a resistência à clindamicina e às fluoroquinolonas pelo RT018. Em Hong 

Kong, demonstrou-se que isolados do RT002 apresentam maior taxa de esporulação quando 

comparados a outros ribotipos, favorecendo sua maior disseminação em ambientes 

hospitalares (Cheng et al., 2011; Collins et al., 2013). 

No continente africano, a maioria dos estudos epidemiológicos sobre C. difficile são 

restritos à África do Sul. O contexto da ICD nesse país é especialmente importante devido à 

elevada prevalência de certas comorbidades na população, como o Vírus da Imunodeficiência 

Humana (Human Imunodeficiency Virus – HIV) e a tuberculose (Legenza et al., 2018). Em 

um estudo realizado ao longo de um ano em dois hospitais de referência no atendimento a 

pacientes com tuberculose na África do Sul, foram notificados cerca de 70 casos de ICD a 
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cada 1000 pacientes. Nesse trabalho, obteve-se 110 isolados toxigênicos de C. difficile, sendo 

105 (95,5%) deles pertencentes ao RT017 (clado 4). Dos 72 isolados do RT017 testados para 

sensibilidade antimicrobiana, 19 (26,4%) eram corresistentes à moxifloxacina, uma quinolona 

de uso amplo, e à rifampicina, droga comumente utilizada no tratamento da tuberculose 

(Kullin et al., 2018). 

No Brasil, os estudos epidemiológicos de C. difficile tanto em ambientes hospitalares 

quanto na comunidade também são escassos. Mesmo com a subnotificação de casos da ICD, 

considera-se que C. difficile seja o terceiro patógeno mais prevalente nos casos de diarreia 

comunitária do país (Trindade et al., 2019). Entre os principais ribotipos já relatados nos 

estados brasileiros estão: RT014/020 e RT106, e em menor frequência outros ribotipos como 

RT046, RT132, RT133, RT134 e RT135, sendo todos pertencentes ao clado 1 (Trindade et 

al., 2019). Em 2018, foi notificado pela primeira vez no país o isolamento do RT027 no 

estado do Rio Grande do Sul. Nesse caso, o paciente era um homem de 68 anos que 

apresentava diarreia por dois meses, além de ter sido submetido à terapia antimicrobiana (i.e. 

vancomicina, metronidazol, amicacina e meropenem) (Pires et al., 2018). De qualquer forma, 

deve-se salientar que a grande maioria dos levantamentos realizados em diferentes estados 

brasileiros não encontraram ribotipos classicamente associados à hipervirulência, como 

RT027, RT078 e RT244. 

Em seres humanos, há uma maior quantidade de relatos de estirpes pertencentes a 

diferentes clados (i. e. clados 1, 2, 4 e 5) sendo capazes de causar a ICD. O clado 1 contém as 

estirpes mais prevalentes na maioria das regiões do mundo, como os ribotipos RT001, RT012 

e RT014/020. Já o clado 2 contém o ribotipo RT027, estirpe hipervirulenta associada à 

disseminação internacional da doença em seres humanos. O clado 4 contém estirpes que são 

importantes causas da ICD em regiões específicas. Por fim, o caldo 5 caracteriza-se pelo 

agrupamento de ribotipos predominantemente hipervirulentos, como o RT078, capaz de 

infectar seres humanos e animais, sugerindo potencial zoonótico (Janezic e Rupnik, 2015). 

 

2.5. Doença em seres humanos 

Alguns fatores são comumente relacionados a ocorrência da ICD em seres humanos, 

sendo a antibioticoterapia o principal deles. Alguns outros fatores como idade avançada, uso 

de inibidores de bomba de prótons (omeprazol, por exemplo) e o ribotipo relacionado à 

doença são os fatores de risco mais frequentes para a recorrência da ICD (McDonald et al., 
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2018). Novamente, idade avançada, leucocitose, insuficiência renal, doença pulmonar crônica, 

doença inflamatória intestinal e diabetes mellitus são fatores que podem promover 

complicações da ICD, inclusive aumentando a chance de óbito (Chakra et al., 2014). Tem-se 

relatado ainda um aumento da ICD em populações mais jovens sem contato prévio com o 

ambiente hospitalar e ou com antibióticos (ICD comunitária). Nesse caso, destacam-se 

populações específicas que anteriormente apresentavam baixo risco, como crianças e 

mulheres grávidas (Kim et al., 2008; Rouphael et al., 2008). 

 A ocupação profissional também é um importante fator que aumenta a exposição ao 

patógeno, contribuindo para maior risco da ICD em determinados grupos da sociedade. Em 

um estudo realizado na Alemanha, pacientes de instituições de cuidados prolongados como 

asilos, por exemplo, tiveram taxa de colonização por C. difficile de 4,6%, em comparação 

com 0,8% na população adulta residente da comunidade local. Dentre as estirpes isoladas nos 

asilos, 90% eram toxigênicas, predominantemente dos ribotipos RT014 (30%) e RT001 

(20%), cujo resultado foi 10 vezes maior do que o encontrado na comunidade, indicando a 

maior exposição a C. difficile por profissionais da área de saúde que trabalham nesses locais 

(Arvand et al., 2012). Sabe-se ainda que funcionários que trabalham com suinocultura 

também apresentam uma prevalência maior de colonização por C. difficile, comumente pelo 

ribotipo hipervirulento RT078, altamente prevalente em leitões (Goorhuis et al., 2008). Deve-

se enfatizar ainda que este ribotipo é o terceiro mais isolado em casos de infecção comunitária 

em todo o mundo, reforçando a hipótese de intercâmbio de estirpes de C. difficile entre 

espécies (Rupnik et al., 2008; Knetsch et al., 2014). 

 

2.6. Doença em animais domésticos e silvestres 

Comparado aos ribotipos descritos em humanos, a heterogeneidade de ribotipos 

presentes em animais parece ser menor (Keessen et al., 2011a). Entretanto, essa observação 

provavelmente corresponde a uma falha amostral, visto que há maior quantidade de estudos 

epidemiológicos em seres humanos do que em animais. Os ribotipos mais comuns variam de 

acordo com as espécies afetadas. De forma geral, estudos sugerem que estirpes do clado 1, 

como RT014/020 e RT106, são mais comuns em cães e gatos, correspondendo ainda em mais 

da metade dos isolados de equinos. Já em bovinos e suínos, estirpes do clado 5, sobretudo 

ribotipo RT078, são as mais comuns (Weese, 2020). 
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Os fatores de risco relacionados à ocorrência da ICD em animais são mais variados e 

não têm um padrão específico para todas as espécies. Em suínos, por exemplo, a doença 

acomete apenas os recém-nascidos, os quais permanecem susceptíveis ao patógeno até 

aproximadamente os sete dias de vida. Após esse período, a microbiota intestinal dos leitões 

já está bem estabelecida e impede o desenvolvimento da infecção, mesmo depois do uso de 

antimicrobianos (Arruda et al., 2013). Já nos cães, as faixas etárias que apresentam maior taxa 

de infecção pelo patógeno são os filhotes e animais idosos (Álvarez-Pérez et al., 2015). Em 

equinos a doença tende a acometer animais jovens e adultos (Weese et al., 2010). 

Enquanto C. difficile é um importante causador de doença em algumas espécies de 

animais domésticos, como suínos e equinos, em outras espécies parece atuar apenas como um 

agente comensal da microbiota intestinal, sem desempenhar papel clinicamente relevante. 

Nessa perspectiva, bovinos, ovinos, caprinos, gatos e aves, por exemplo, podem ser 

colonizados pelo patógeno e permanecerem como hospedeiros assintomáticos, não havendo 

indícios claros de desenvolvimento da doença nessas espécies. Porém, é inquestionável a 

importância epidemiológica na disseminação de ribotipos possivelmente zoonóticos que tais 

animais podem ter (Avbersek et al., 2014; Silva et al., 2015). 

Em animais silvestres, há estudos que relatam o isolamento de C. difficile em felinos, 

canídeos, roedores e répteis, por exemplo (Silva et al., 2013; Silva et al., 2014; Oliveira 

Júnior et al., 2018; Ramos et al., 2019). Em sua maioria, os estudos relatam apenas a 

colonização pelo agente, sem ocorrência da doença. Entretanto, alguns casos de ICD têm sido 

descritos nesses animais. Dessa forma, a antibioticoterapia também pode ser um fator 

predisponente, como foi sugerido em um relato de caso no Brasil de uma jaguatirica 

(Leopardus pardalis) de vida livre que desenvolveu a doença após ser tratada com 

cefalosporina devido a um procedimento cirúrgico ortopédico (Silva et al., 2013). Outra 

possibilidade seria a influência da dieta na composição da microbiota intestinal, cuja 

diversidade pode ser alterada de modo que favoreça a ICD. Nesse sentido, foi relatado na 

Dinamarca um surto em elefantes (Elephas maximus) em que cinco animais de um zoológico 

apresentaram enterocolite, causando dois óbitos. Exames laboratoriais post mortem 

diagnosticaram ICD, possivelmente ocasionada por ingestão de brócolis, alimento capaz de 

inibir o crescimento de alguns micro-organismos no intestino (Bojesen et al., 2006). Vale 

ressaltar que comumente as estirpes encontradas em animais silvestres se assemelham 

geneticamente aos isolados de seres humanos, até mesmo em casos em que apenas a 

colonização assintomática foi observada (Weese, 2020). 
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2.7. Diagnóstico 

Em seres humanos, um diagnóstico rápido e preciso da ICD é essencial para direcionar 

o tratamento correto e impedir a transmissão nosocomial. Através do diagnóstico é possível 

reduzir o tempo de início do tratamento de pacientes com resultado positivo e descontinuação 

do tratamento empírico de pacientes com resultado negativo. Os testes são recomendados para 

indivíduos internados em unidades hospitalares que tenham pelo menos três episódios de 

evacuação com fezes não formadas num intervalo de 24 horas. A necessidade de aplicação do 

teste é reforçada se o paciente recebeu tratamento antimicrobiano previamente e se exames 

para detecção de outros enteropatógenos comuns for negativo, bem como se outras causas de 

diarreia como colite inflamatória e nutrição enteral forem descartadas (Bagdasarian et al., 

2015). 

As opções de diagnóstico para seres humanos consistem na aplicação de testes capazes 

de detectar o agente etiológico ou suas toxinas (Guery et al., 2019). Dessa forma, alguns 

testes utilizados atualmente têm como alvo a detecção do material genético ou proteínas de C. 

difficile, são eles: cultura toxigênica (toxigenic culture – TC), teste de amplificação de ácido 

nucleico (nucleic acid amplification tests – NAAT) e glutamato desidrogenase (glutamate 

dehydrogenase – GDH). Adicionalmente, alguns testes com ensaios imunoenzimáticos 

(enzyme immunoassays – EIA) preconizam a detecção das toxinas presente nas fezes por meio 

de anticorpos monoclonais ou policlonais antitoxinas A e B. 

Apesar dos recentes avanços, o diagnóstico da ICD permanece desafiador, pois não 

existe teste que combine simultaneamente alta sensibilidade e especificidade, tempo de 

resposta rápido e baixo custo. Além disso, alguns testes não permitem afirmar a natureza 

toxigênica do isolado, visto que C. difficile é um agente comensal da microbiota intestinal, 

podendo ser não toxigênico. Portanto, é recomendado a execução de pelo menos um 

algoritmo de duas etapas, em que diferentes testes são combinados a fim de aperfeiçoar o 

diagnóstico (Gateau et al., 2018) (FIGURA 1). 

Em animais, os recursos utilizados para o diagnóstico da ICD se assemelham àqueles 

utilizados para seres humanos, devido à ausência de testes específicos para animais 

domésticos e silvestres. Assim, a presença de estirpes toxigênicas e/ou detecção de toxinas em 

amostras de fezes são correlacionadas com as manifestações clínicas observadas no animal 

avaliado para conclusão do diagnóstico (Keessen et al., 2011b; Ramos et al., 2020). 
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Figura 1 - Algoritmo para o diagnóstico da ICD em seres humanos com a suspeita da doença 

 

Legenda: GDH, glutamato desidrogenase; NAAT, teste de amplificação de ácido nucleico; TC, cultura 

toxigênica. 

Fonte: Adaptado de Gateau et al., 2018. 

 

2.8. Tratamento 

Os protocolos de tratamento para ICD em seres humanos estabelecem diretrizes 

distintas de acordo com a severidade da doença e o risco de recorrência ou complicações 

(McDonald et al., 2018). Quanto ao uso de antimicrobianos, metronidazol e vancomicina são 

as drogas de eleição para o tratamento convencional da doença. Embora a eficácia do 

metronidazol seja cada vez mais questionada devido à emergência de estirpes com 

sensibilidade reduzida, tal droga continua sendo a opção de terapia inicial em alguns países, 

como no Brasil, para a maioria dos pacientes com infecção leve a moderada e para o primeiro 

episódio de recorrência da ICD (Moura et al., 2013). Nesses países, a vancomicina é 

recomendada como terapia inicial apenas para casos graves, pois há uma preocupação 

crescente na seleção de outros micro-organismos resistentes a essa droga, como os do gênero 

Enterococcus e Staphylococcus (Dubin et al., 2019). Porém, em vários países europeus e nos 

EUA, a vancomicina passou a ser a primeira escolha independente da gravidade. Para 

pacientes com recorrência ou que apresentem alto risco de recorrência da ICD, sugere-se o 

uso de uma terceira droga: fidaxomicina, cujo espectro de ação na microbiota intestinal é 

menor, comparado aos antibióticos citados, reduzindo a disbiose que favorece a ICD 

(Mullane, 2014). Entretanto, devido ao seu elevado custo, a fidaxomicina não é comumente 

usada em muitos países, inclusive no Brasil (Bartsch et al., 2013). 
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Na medicina veterinária, também se recomenda o uso de antimicrobianos, sobretudo 

quando a terapia de suporte não é suficiente para promover a recuperação do estado clínico do 

animal. Da mesma forma que em seres humanos, o uso da vancomicina é indicado apenas 

quando as estirpes são resistentes ao metronidazol, a fim de evitar a seleção de outros micro-

organismos resistentes a essa droga (Keessen et al., 2011a). Em cães, a terapia antimicrobiana 

é baseada apenas no uso de metronidazol, limitando as opções de tratamento nos casos de 

recorrência (Diniz et al., 2021). Em algumas espécies, como suínos, o tratamento 

antimicrobiano de leitões neonatos pode ser caro e trabalhoso, dada a quantidade de leitões 

que pode contrair a ICD. 

Além disso, os protocolos também recomendam o transplante de microbiota fecal 

(TMF) como uma opção de tratamento quando houver duas ou mais recorrências da ICD ou 

quando houver refratariedade ao tratamento antimicrobiano (Rao e Malani, 2020). Assim, o 

paciente recebe, via colonoscopia ou via oral (pílulas gastrorresistentes), uma solução fecal 

oriunda de um doador saudável que atenda a vários requisitos clínicos e testes 

microbiológicos. Porém, ainda existem algumas restrições e questionamentos sobre a 

aplicação desse procedimento por se tratar de uma técnica recente e com um grande 

desconhecimento de seus efeitos a longo prazo no indivíduo transplantado. Logo, são 

essenciais estudos multicêntricos com acompanhamento dos pacientes tratados para avaliar a 

eficácia e a segurança do TMF (Beurden et al., 2017; Tariq et al., 2019). Em 2018, foi 

relatada pela primeira vez a utilização do TMF via colonoscopia para o tratamento de um cão 

com diarreia crônica-recorrente por C. difficile (Diniz et al., 2021). Deve-se destacar que 

recentemente foi criado o primeiro centro de TMF no Brasil, sediado no Hospital das Clínicas 

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Terra et al., 2020). Existem vários 

estudos de estratégias de tratamento inovadoras que envolvem o uso de outros 

antimicrobianos, de bacteriófagos, de antitoxinas A e B, de probióticos e de produtos naturais. 

Esses estudos fornecem abordagens otimistas para terapias futuras. No entanto, o 

conhecimento limitado sobre a segurança e eficácia desses tratamentos exige mais pesquisas 

que os tornem amplamente aceitos na comunidade médica e científica (Roshan et al., 2018). 

 

2.9. Resistência antimicrobiana 

A pressão seletiva promovida através do uso de antimicrobianos desempenha papel 

importante na epidemiologia de C. difficile, cuja capacidade adaptativa e a plasticidade do seu 

genoma determinam um aumento de estirpes resistentes a vários antibióticos. A emergência 
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de novas estirpes está intimamente relacionada ao surgimento de mecanismos de resistência - 

de natureza multifatorial - às drogas. Assim, tais fatores têm sido descritos recentemente, 

como: aquisição de genes de resistência a antimicrobianos por meio da transferência de 

elementos genéticos móveis intraespecíficos e interespecíficos, pressão seletiva in vivo, 

resultando em mutações, expressão alterada de proteínas ativas redox, metabolismo do ferro, 

reparo do ácido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid - DNA) e formação de biofilme 

(Peng et al., 2017). 

Nesse sentido, acreditava-se que a resistência ao metronidazol estava relacionada à 

presença de genes da família nitroimidazol (nim) (Gal e Brazier, 2004). Entretanto, alguns 

estudos apontam que estirpes sabidamente resistentes a tal droga não apresentam nenhum dos 

genes pertencentes a essa família. Outros dados provenientes de estudos proteômicos sugerem 

que a resistência provavelmente é devida a várias alterações em vias metabólicas ainda a 

serem definidas, como àquelas que envolvem a atividade de nitrorredutases, captação de ferro 

e reparo do DNA, por exemplo (Chong et al., 2014; Moura et al., 2014). Além disso, o 

biofilme, estrutura de múltiplas camadas composta por polissacarídeos, proteínas e DNA, tem 

sido proposto como fator importante que contribui para a resistência antimicrobiana de C. 

difficile, sobretudo ao metronidazol e à vancomicina. A presença de genes como cwp84, flicC 

e luxS relacionados a proteínas da matriz extracelular, à flagelina, e ao mecanismo de quorum 

sensing, respectivamente, demonstrou estimular a formação de biofilme (Ðapa et al., 2013; 

Vuotto et al., 2016).  

Recentemente, um plasmídeo de 7 Kb denominado pCD-METRO (plasmid from C. 

difficile associated with metronidazole resistance) foi proposto como um dos fatores 

genotípicos responsáveis por conferir resistência ao metronidazol em estirpes toxigênicas e 

não toxigênicas de C. difficile (Boekhoud et al., 2020). Nesse estudo, foi observada ampla 

distribuição desse plasmídeo nos países da Europa, visto que estirpes oriundas da Espanha, 

Polônia, República Checa e Alemanha foram pCD-METRO+. Dentre os isolados portadores 

do plasmídeo, quase 74% (n = 17) pertenciam ao ribotipo não toxigênico RT010 (clado 1). 

Além disso, durante uma ICD recorrente, foi sugerida a aquisição do pCD-METRO por uma 

estirpe toxigênica por meio da transferência horizontal de genes. 

Há também um mecanismo genético ainda em estudo regulado pelo operon heme-

sensing membrane protein system (HsmRA), capaz de reduzir a sensibilidade antimicrobiana 

ao metronidazol e à vancomicina através do grupo heme liberado durante o processo 
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inflamatório desencadeado pela ICD (Knippel et al., 2020). Dessa forma, mediante a presença 

de uma elevada concentração do grupo heme no lúmen intestinal, o operon HsmRA é 

expresso de modo que as moléculas heme são redirecionadas para algumas proteínas de 

membrana, promovendo uma barreira protetora frente ao estresse oxidativo gerado pela 

resposta inflamatória do organismo, bem como pelo efeito do metronidazol e da vancomicina 

sobre as células de C. difficile. 

Em relação à vancomicina, possivelmente a resistência também esteja associada à 

presença dos genes vanA, rpoC e murG (Baghani et al., 2020). O gene vanA foi relatado pela 

primeira vez no ano de 1988 em isolados de Enterococcus faecium e E. faecalis resistentes à 

vancomicina. É provável que sua transferência horizontal ocorra pelo transposon Tn1546, 

tornando-se um marcador genético com relevância epidemiológica em C. difficile (Cetinkaya 

et al., 2000). Além disso, antibióticos utilizados em casos recorrentes de ICD, como as 

rifamicinas, têm promovido pressão seletiva in vivo capaz de mediar mutações na subunidade 

beta (β) do gene rpoB, que codifica uma RNA polimerase bacteriana (O’Connor et al., 2008). 

As alterações de rpoB também podem estar envolvidas na sensibilidade reduzida de C. 

difficile à fidaxomicina (Leeds et al., 2014). 

A pressão seletiva in vivo também é observada na seleção de subpopulações resistentes 

às fluoroquinolonas, como no caso do antibiótico moxifloxacina, significativamente associado 

à predisposição da ICD. Quando a concentração ambiental de fluoroquinolonas não é capaz 

de inibir C. difficile, o patógeno pode sofrer mutações nos genes constitutivos gyrA e/ou gyrB. 

Caso ocorra substituições de aminoácidos armazenados nas subunidades da enzima DNA-

girase (i. e. GyrA e GyrB), tais estirpes podem tornar-se resistentes a essa classe de drogas 

(Kuwata et al., 2015). Dentre outros fatores, esse processo foi observado durante a década de 

2000 na emergência do RT027, estirpe hipervirulenta clássica representante do clado 2 que se 

disseminou por várias regiões do mundo, causando surtos em seres humanos com 

sintomatologia grave (He et al., 2013). 

A resistência à tetraciclina em C. difficile se dá por meio da presença de diversos 

genes tet, como: tet(A), tet(B), tet(L), tet(M), tet(O), tet(W) e tet(44), por exemplo (Spigaglia 

et al., 2006; Spigaglia et al., 2018; Knight et al., 2019). Estudos sugerem que esses genes são 

transferidos por transposons do tipo Tn5397, Tn6164, Tn6190, Tn916 e seus variantes. A 

classe tet mais difundida é a tet(M), cujo mecanismo de aquisição por C. difficile permanece 

incerto. Um modelo proposto para essa aquisição é por transferência genética através de 
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transposons oriundos de outras bactérias patogênicas contendo tet(M), como Bifidobacterium 

longum. Por sua vez, o gene tet(W), que possui a segunda maior variedade de hospedeiros, 

demonstrou-se presente em estirpes resistentes à tetraciclina de suínos e humanos (Fry et al., 

2012). 

A tetraciclina é amplamente utilizada na prevenção e tratamento de infecções em 

animais nos sistemas de produção pecuária, sobretudo na suinocultura (Van Boeckel et al., 

2015). Em um estudo recente realizado no Reino Unido, algumas evidências apoiam a 

hipótese de que a administração desse antimicrobiano em animais fomentou uma pressão 

seletiva que resultou na evolução do RT078 resistente à tetraciclina em pelo menos três 

eventos independentes. Nesse trabalho, verificou-se que o RT078, pertencente ao clado 5, 

compartilha algumas características genotípicas, como o gene tet(O), com 99% de homologia 

da sequência nucleotídica com patógenos de suínos (i.e. Streptococcus suis) e outros 

patógenos zoonóticos (i.e. Campylobacter jejuni e C. coli). Possivelmente, a rápida expansão 

geográfica desse ribotipo emergente com potencial zoonótico se deu através da cadeia 

produtiva de alimentos (Dingle et al., 2019). 

Em C. difficile, a resistência à família de antibióticos macrolídeo-lincosamida-

estreptogramina B (MLSB) geralmente é conferida por metilação ribossômica. Isso se deve ao 

gene das metilases ribossômicas da eritromicina de classe B (ermB), que codifica uma RNA 

metilase 23S e induz resistência à clindamicina e à eritromicina, por exemplo (Spigaglia et al., 

2018). Esse gene geralmente está localizado em transposons Tn6194, Tn6215, Tn5398 e seus 

variantes. Verificou-se que o transposon Tn5398 pode ser transferido de C. difficile para 

Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, enquanto o Tn6194 pode ser transferido entre 

estirpes de C. difficile ou para E. faecalis (Wasels et al., 2014). 

Entretanto, alguns estudos demonstraram que isolados de C. difficile que apresentavam 

resistência fenotípica para antibióticos MLSB eram negativos para o gene ermB (Spigaglia et 

al., 2011). Recentemente, apontaram-se outros genes que provavelmente desempenham 

mecanismos de resistência a essa classe de antibióticos na ausência do gene ermB. Os genes 

em questão são cfrB e cfrC, os quais também codificam uma 23S rRNA metiltransferase e 

conferem resistência aos antibióticos PhLOPSA (fenicóis, lincosamidas, oxazolidinonas, 

pleuromutilinas e estreptogramina A) (Candela et al., 2017). O gene cfr foi identificado em 

variantes do transposon Tn6218 (Dingle et al., 2014). 
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2.10. Testes de sensibilidade antimicrobiana 

Há vários testes de sensibilidade antimicrobiana disponíveis para C. difficile que têm 

sido utilizados em análises clínicas e em estudos epidemiológicos. A maioria dos métodos 

bem aceitos se concentra em mensurar a concentração inibitória mínima (CIM) de 

determinado antibiótico capaz de inibir o crescimento bacteriano. Para C. diffcile, tais 

métodos incluem diluição em ágar, microdiluição em caldo e epsilometer test (E-test) (Brook 

et al., 2013). Todos esses são classificados como testes quantitativos. 

O teste de diluição em ágar é recomendado como “padrão-ouro” para C. difficile pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (CLSI, 2020; EUCAST, 2020). A maioria 

dos estudos que visam avaliar a sensibilidade antimicrobiana de C. difficile utiliza esse 

método, tornando-se uma referência comparativa dos demais testes. O teste de diluição em 

ágar é um método preciso, a escolha dos antibióticos a serem testados é flexível e pode ser 

modificada de acordo com a finalidade clínica e/ou científica, sendo adequado para testar um 

grande número de isolados. Entretanto, é trabalhoso e requer profissionais qualificados e 

experientes para realizar o teste adequadamente. Além disso, geralmente é realizado em lotes 

e não permite prontamente o teste de isolados individuais, conforme a demanda de 

laboratórios clínicos (Peng et al., 2017). 

Diante disso, atualmente grande parte dos laboratórios utiliza o E-test, dispositivo em 

forma de fita com um gradiente predefinido de determinado antibiótico, cobrindo uma faixa 

de concentração contínua para a indicação da CIM. Embora existam diferenças nos valores da 

CIM entre a diluição em ágar e o E-test, foi demonstrada alta concordância categórica entre 

esses métodos, visto que os resultados não levaram a nenhuma discrepância na classificação 

do resultado final: wild-type (WT – sem mecanismo de resistência fenotípico detectável) e 

non-wild-type (NWT – com mecanismos presumidos ou conhecidos de resistência adquirida e 

susceptibilidade reduzida) (Poilane et al., 2000; Baines et al. 2008; Moura et al. 2013). 

Assim, o E-test possibilita a análise de diversos antibióticos para várias estirpes ao mesmo 

tempo. Apesar disso, o alto custo dificulta o uso extensivo desse método em laboratórios 

clínicos e em estudos epidemiológicos. 

Embora em alguns trabalhos os valores da CIM de C. difficile tenham sido obtidos 

usando microdiluição em caldo, o CLSI recomenda esse método, dentre os micro-organismos 

anaeróbios, apenas para testar espécies de Bacteroides spp. e Parabacteroides spp. (CLSI, 
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2020). Um estudo recente com C. difficile demonstrou um viés negativo para a microdiluição 

em caldo, cuja CIM foi inferior quando comparada com a diluição em ágar. Além disso, a 

reprodutibilidade com microdiluição em caldo foi variável, provavelmente dependente dos 

antibióticos testados. Portanto, de acordo com as diretrizes do CLSI, os resultados indicaram 

que o método de microdiluição em caldo não é uma alternativa para testes de sensibilidade 

antimicrobiana para C. difficile (Hastey et al., 2017). 

Por sua vez, o teste de disco difusão não é recomendado pelo CLSI para C. difficile, 

mas alguns trabalhos sugerem que poderia ser uma opção para o teste de sensibilidade 

antimicrobiana desse patógeno, tornando-se uma alternativa viável como teste de triagem ou 

até mesmo único. Tal teste promove a formação de um halo de inibição do crescimento 

bacteriano em placa, em que o diâmetro obtido classificaria o isolado como WT ou NWT em 

relação à droga testada (Valsesia et al., 2015). Em 2012, um estudo realizado na Dinamarca 

com 211 isolados mostrou que foi encontrada uma excelente concordância entre os resultados 

da CIM obtidas por E-test e por disco difusão para avaliar a sensibilidade de estirpes de C. 

difficile ao metronidazol, à vancomicina e à moxifloxacina (Erikstrup et al., 2012). Após três 

anos, outro estudo também realizado na Dinamarca com um número expressivo de isolados (n 

= 2702) confirmou que o teste por disco difusão permite triar amostras que tenham 

sensibilidade reduzida ao metronidazol e à vancomicina (Holt et al., 2015). 

Em relação ao uso do teste de disco difusão para outras drogas, como amoxicilina-

ácido clavulânico, piperacilina-tazobactam, ciprofloxacina, ceftriaxona, cloranfenicol, 

eritromicina, lincomicina, linezolida, clindamicina, ciprofloxacina, levofloxacina, 

teicoplanina e tetraciclina, também há estudos que sugerem a confiabilidade desse método 

para C. difficile (Poilane et al., 2007; Corbellini et al., 2014). Apesar disso, a utilização de 

valores da zona de inibição para interpretação dos testes em relação a C. difficile não é 

determinado pelo CLSI ou pelo EUCAST, para qualquer tipo de antibiótico. Portanto, o 

debate sobre o teste de disco difusão como método qualificado para análise de sensibilidade 

antimicrobiana em C. difficile ainda está aberto. 

 

2.11. Prevenção e Controle 

Como já foi mencionado, os esporos formados por C. difficile permanecem viáveis no 

ambiente por um longo período, favorecendo ampla distribuição do agente e consequente 

contaminação de novos hospedeiros susceptíveis. Assim, medidas que atuem na eliminação de 
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esporos são essenciais para prevenção da ICD. Nesse sentido, protocolos de desinfecção com 

ação esporicida devem ser aplicados periodicamente em leitos de internação hospitalar, 

clínicas veterinárias e baias e galpões que abrigam criações, por exemplo. Tais medidas 

devem ser reforçadas após o diagnóstico de pessoas e animais infectados, bem como 

promover o isolamento desses indivíduos em áreas com acesso restrito (Barra-Carrasco e 

Paredes-Sabja, 2014; McDonald et al., 2018). Na pecuária, algumas medidas como a 

compostagem de biossólidos e a digestão anaeróbia termofílica dos excrementos dos animais 

provaram ser intervenções eficazes para reduzir a concentração de esporos de C. difficile, 

contribuindo para o controle da carga ambiental de esporos (Xu et al., 2016a; Xu et al., 

2016b).  

Uma forma de grande potencial na prevenção da ICD seria o uso de vacinas em seres 

humanos e animais. Porém, ainda não há nenhum imunógeno no mundo aprovado por 

agências regulatórias. Atualmente, existem diversos grupos de estudos engajados na 

descoberta de uma formulação que atenda aos requisitos necessários para garantir a segurança 

e proteção dos indivíduos vacinados (Riley et al., 2019). Assim, destaca-se uma vacina 

experimental bivalente em desenvolvimento para prevenção da doença em humanos que 

contêm as toxinas A e B alteradas geneticamente e quimicamente, de modo que são capazes 

de induzir altos níveis de anticorpos neutralizantes. Essa vacina demonstra ser promissora e 

segue em análise já na fase III dos testes clínicos (Kitchin et al., 2020). 

Além da utilização de imunoprofiláticos de resposta ativa, a ICD também pode ser 

prevenida por meio de estirpes não toxigênicas de C. difficile. Apesar de não produzirem 

toxinas, essas estirpes são capazes de colonizar o cólon intestinal do seu hospedeiro, 

competindo com estirpes toxigênicas pelos sítios de ligação nos enterócitos. Estudos 

experimentais em roedores, leitões e humanos já demonstraram que essas estirpes não 

toxigênicas são capazes de prevenir a ICD ou reduzir suas manifestações clínicas, bem como 

diminuir a disseminação ambiental de esporos de estirpes toxigênicas, como o ribotipo 

hipervirulento RT078 (Oliveira Júnior et al., 2016; Gerding et al., 2018; Oliveira Júnior et al., 

2019). 

Mediante a possibilidade de transmissão interespecífica de C. difficile, medidas de 

higiene pessoal ao estabelecer contato com animais domésticos, sobretudo com suas fezes, 

são essenciais para prevenção da transmissão de esporos via fecal-oral. Separação de rebanhos 

de diferentes espécies, controle de roedores e exposição a animais silvestres são medidas 
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oportunas no meio rural. Cuidados no preparo e consumo de alimentos como frutas, 

hortaliças, carnes e frutos do mar também são importantes para reduzir os riscos de exposição 

à forma esporulada do patógeno. Por fim, deve-se manter vigilante na manutenção da limpeza 

de dependências domiciliares e hospitalares de uso médico-veterinário, a fim de reduzir a 

disseminação de esporos e minimizar o desafio de novos hospedeiros (Rodriguez Diaz et al., 

2018). 
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3. OBJETIVO 

 

3.1. Objetivo geral 

 Avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana ao metronidazol, à vancomicina e à 

moxifloxacina de estirpes toxigênicas e não toxigênicas de C. difficile isoladas de seres 

humanos e animais no Brasil. 

 

3.2. Objetivos específicos 

1) Avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana ao metronidazol, à vancomicina e 

à moxifloxacina por meio do método de disco difusão; 

2) Avaliar a CIM ao metronidazol, à vancomicina e à moxifloxacina por meio do 

método E-test apenas dos isolados considerados NWT pelo teste de disco difusão; 

3) Detectar possíveis mutações no gene gyrA de parte dos isolados resistentes à 

moxifloxacina. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Caracterização dos isolados 

Foram utilizadas 120 estirpes de C. difficile pertencentes à bacterioteca do Laboratório 

de Bacterioses e Pesquisas da Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG) (Cadastro SISGEN: AEC0B9A) (ANEXO A). Os isolados são compostos por 97 

(81%) estirpes toxigênicas e por 23 (19%) estirpes não toxigênicas, isoladas entre o período 

de 2011 a 2020 no Brasil, tendo como hospedeiras as seguintes espécies: seres humanos (n = 

75), cães (n = 18), suínos (n = 9), equinos (n = 8), felinos (n = 7), roedores (n = 2) e répteis (n 

= 1). A maioria dos isolados toxigênicos possuía a identificação do ribotipo definida 

previamente, os quais se destacam o RT106 (n = 26), RT014/020 (n = 12) e RT126 (n = 8) 

(APÊNDICE A). As amostras permaneciam armazenadas sob refrigeração a –20 ºC em 

alíquotas de um mL em meio de cultura líquido, composto por infusão de cérebro coração 

(brain heart infusion – BHI). 

 

4.2. Sensibilidade antimicrobiana - Disco difusão 

Foi utilizado o método de disco difusão para avaliar a sensibilidade antimicrobiana de 

isolados de C. difficile conforme os parâmetros estabelecidos por Erikstrup et al. (2012) e 

Holt et al. (2015), a fim de triar os isolados possivelmente resistentes (NWT) aos 

antimicrobianos metronidazol, vancomicina e moxifloxacina, ambos com disco de 6 mm de 

diâmetro. Dessa forma, as amostras foram descongeladas e estriadas em meio de cultura 

seletivo composto por ágar Müeller-Hinton (Oxoid) suplementado com 5% de sangue equino 

e 1% de Ácido Taurocólico de Sódio Hidratado (Sigma–Aldrich) (Ágar Sangue Taurocolate – 

AST). Em seguida, as placas foram incubadas a 37 ºC por até 48 horas em câmara de 

anaerobiose (Thermo Fisher Scientific) com a composição atmosférica de 80% de N2, 10% de 

CO2 e 10% de H2. 

Após confirmação do crescimento de colônias puras, os isolados foram utilizados para 

execução do teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusão. O procedimento baseou-

se nas recomendações do CLSI para o teste de sensibilidade antimicrobiana por diluição em 

ágar indicado para micro-organismos anaeróbios (CLSI, 2020). Resumidamente, colônias dos 

isolados foram diluídas até escala McFarland 1,0 e, com um suabe estéril, cada solução foi 

estriada em uma placa previamente pré-reduzida de ágar Brucella (Difco Laboratories) 

suplementado com sangue ovino (5% v/v), hemina (5 µg/mL) e vitamina K (1 µg/mL) 
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(Brucella Blood Agar – BBA). O estriamento foi realizado em toda a placa em quatro sentidos 

sobrepostos com ângulo de 90º. Em seguida, com o auxílio de uma pinça estéril, os discos de 

metronidazol (5 µg), de vancomicina (5 µg) e de moxifloxacina (5 µg) foram adicionados na 

placa em posições equidistantes. Por fim, as placas foram incubadas a 37 ºC durante 48 horas 

em câmara de anaerobiose com a condição atmosférica já citada. Todo o procedimento foi 

realizado em fluxo laminar em um prazo máximo de 25 minutos por processamento. 

Após o período de incubação, as placas foram avaliadas visualmente sobre uma 

superfície de fundo preto com o auxílio de uma fonte luminosa. As placas que apresentaram 

zona de inibição do crescimento bacteriano tiveram o halo medido através de um paquímetro. 

Mediante os valores obtidos, as estirpes foram classificadas como NWT se o halo apresentado 

foi < 23 mm para metronidazol, < 19 mm para vancomicina e < 20 mm para moxifloxacina. 

Para valores iguais ou superiores aos que foram citados, as estirpes foram classificadas como 

WT (Erikstrup et al., 2012; Holt et al., 2015). 

Durante todos os processamentos foram utilizados os seguintes controles de acordo 

com as respectivas faixas de controle de qualidade: B. fragilis ATCC 252805 (clindamicina, 

0,5 µg/mL – 2,0 µg/mL) incubado em anaerobiose e S. aureus ATCC 29213 (ciprofloxacina, 

0,12 µg/mL – 0,5 µg/mL) incubado em aerobiose, ambos a 37 ºC durante 48 horas. 

 

4.3. Sensibilidade antimicrobiana - E-test 

Somente os isolados que demonstraram fenótipo resistente (NWT) no teste de disco 

difusão para qualquer um dos antimicrobianos testados foram avaliados por E-test a fim de 

determinar a CIM para confirmação da resistência antimicrobiana. O protocolo adotado para 

execução do E-test foi o mesmo aplicado para o teste de disco difusão, seguindo o uso da 

escala 1,0 do padrão McFarland, conforme as instruções do fabricante das fitas (metronidazol 

e vancomicina, Oxoid; moxifloxacina, BioMérieux). Cada uma das fitas apresentava 

graduação crescente de 0,015 µg/mL – 256 µg/mL de metronidazol, 0,015 µg/mL – 256 

µg/mL de vancomicina e 0,015 µg/mL – 32 µg/mL de moxifloxacina. Os valores da CIM 

obtidos foram interpretados de acordo com os parâmetros estabelecidos pelo CLSI e 

EUCAST para confirmação do perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados NWT 

(CLSI, 2020; EUCAST, 2020). Os isolados classificados como resistentes ao metronidazol 

por meio do E-test (CIM > 2 µg/mL) foram submetidos ao teste de sensibilidade 

antimicrobiana em meio de cultura desprovido de sangue e de hemina para avaliar se houve 
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influência do grupo heme na CIM obtida por esse antibiótico (Boekhoud et al., 2020). Dessa 

forma, foi utilizado o mesmo protocolo de padronização do inóculo das etapas anteriores. Em 

seguida, as amostras foram plaqueadas em ágar BHI sem hemina e vitamina K, com adição de 

uma fita de E-test. Novamente, todas as placas foram incubadas juntamente com os controles 

B. fragilis ATCC 252805 e S. aureus ATCC 29213 como descrito anteriormente. 

 

4.4. Sequenciamento 

Três dos isolados classificados como resistentes à moxifloxacina pelo E-test foram 

submetidos à PCR para amplificação do gene gyrA seguido de sequenciamento capilar para 

avaliar a presença de mutações nas regiões determinantes de resistência às quinolonas 

(Chatedaki et al., 2019). Resumidamente, colônias puras foram diluídas em microtubo 

contendo 400 µl de água ultrapura. Em seguida, as amostras foram submetidas ao método de 

extração térmica do DNA por meio de aquecimento a 98 ºC durante 20 minutos, seguido de 

centrifugação a 6.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi pipetado em microtubo e 

refrigerado a -20 °C. Posteriormente, foi realizada a reação de PCR como previamente 

descrito (Mulvey et al., 2010) (QUADRO 2).  

Quadro 2 – Descrição dos primers utilizados para detecção do gene gyrA 

Genes Sequência primer (5’ – 3’) [ ] Primer Anelamento Banda Referência 

GyrA 

F: TTGAAATAGCGGAAGAAATGA 

R: TTGCAGCTGTAGGGAAATC 

0,6 µM 52º C 633 pb 
Mulvey et al., 

2010 

Legenda: F, forward; R, reverse; [ ], concentração; pb, pares de bases. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Para confirmação da amplificação, 5 µl dos amplicons foram submetidos à corrida 

eletroforética (120 V, 30 mA, 40 minutos) em gel de agarose a 1,5% suplementado com 

0,01% de brometo de etídeo (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As bandas foram observadas 

sob luz UV e comparadas a um marcador de tamanho molecular (100 pb DNA Ladder, 

Invitrogen, Brasil). Os amplicons foram então submetidos à purificação (AMPure XP, 

Agencourt) e ao sequenciamento capilar (Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer for 

Resequencing & Fragment Analysis, Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instruções 

do fabricante. As sequências obtidas foram alinhadas com os alelos de referência gyrA 

disponíveis no Public databases for molecular typing and microbial genome diversity 

(PubMLST) e traduzidas em aminoácidos através do programa Bioedit 7.2 (FIGURA 2). 
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Figura 2 - Fluxograma das etapas realizadas 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

4.5. Análises estatísticas 

O teste Exato de Fisher ou o teste Qui-quadrado foram utilizados para avaliação de 

possíveis associações entre resistência e sensibilidade de acordo com as seguintes variáveis: 

ribotipo, espécie, ano de isolamento, provável clado, presença do gene codificador da toxina 

binária (cdtB) e estirpes toxigênicas/não toxigênicas (GraphPad Prism 8). Além disso, foi 

calculada a razão Odds-Ratio (OR) entre as variáveis que apresentaram diferenças estatísticas. 

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente relevantes. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Sensibilidade antimicrobiana 

Das 120 amostras avaliadas, apenas um isolado (0,8%) foi resistente ao metronidazol 

no método disco difusão. Os demais isolados apresentaram halo ≥ 28 mm (GRÁFICO 1), 

valor bastante distante do limite de 23 mm para definição como NWT (Erikstrup et al., 2012). 

A amostra NWT foi submetida ao E-test e apresentou o valor da CIM > 256 µg/mL para o 

metronidazol, confirmando a classificação de resistência. Posteriormente, ao executar o ensaio 

em meio BHI para a avaliação da influência do grupo heme na resistência antimicrobiana, 

houve marcante redução da CIM para 8 µg/mL no meio BBA, utilizado como controle deste 

ensaio. Ainda assim, o valor de 8 µg/mL permite a classificação do isolado como resistente ao 

metronidazol. No E-test em ágar BHI, houve uma redução da CIM para 0,12 µg/mL, 

classificando a estirpe como sensível ao metronidazol nessa circunstância (FIGURA 3). Esse 

isolado corresponde a uma estirpe não toxigênica, pertencente ao RT010 (clado 1) que foi 

isolada de um cão com diarreia em 2014. 

 

Figura 3 – Teste de sensibilidade antimicrobiana para o metronidazol 

            

Legenda: A, teste de disco difusão com isolado resistente ao metronidazol (seta) em BBA; B, E-test 

com isolado apresentando CIM = 8µg/mL para o metronidazol em BBA; C, E-test com isolado 

apresentando CIM = 0,12 µg/mL para o metronidazol em BHI sem suplementos. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 

 

B A C 
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Gráfico 1 - Distribuição da frequência dos isolados de C. difficile (n = 120) de acordo com o 

diâmetro do halo obtido no teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusão para o 

metronidazol, destacando o ponto de corte de 23 mm (linha tracejada) 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Em relação à vancomicina, um isolado (0,8%) apresentou halo igual a 17 mm, sendo 

classificado como NWT pelos padrões sugeridos por Erikstrup et al. (2012) (NWT < 20 mm). 

Porém, a CIM de tal isolado foi igual a 2 µg/mL no E-test, valor limite estabelecido pelo 

EUCAST que configura sensibilidade à vancomicina (≤ 2 µg/mL), sendo, portanto, 

considerado sensível. O isolado em questão é toxigênico e pertencente ao RT882, sendo 

isolado de um ser humano com diarreia em 2012. Demais isolados apresentaram halo ≥ 21 

mm para vancomicina (GRÁFICO 2). 

Gráfico 2 - Distribuição da frequência dos isolados de C. difficile (n = 120) de acordo com o 

diâmetro do halo obtido no teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusão para a 

vancomicina, destacando o ponto de corte de 19 mm (linha tracejada) 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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Já a moxifloxacina, 17 (14%) isolados foram resistentes, todos com ausência de halo 

de inibição no teste de disco difusão (FIGURA 4). Os demais isolados, classificados como 

WT, apresentaram halo ≥ 21 mm (GRÁFICO 3).   

 

Figura 4 – Teste de sensibilidade antimicrobiana para a moxifloxacina 

               

Legenda: A, teste de disco difusão com isolado resistente à moxifloxacina (seta) em BBA; B, E-test 

com isolado apresentando CIM > 32 µg/mL para a moxifloxacina em BBA. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Gráfico 3 - Distribuição da frequência dos isolados de C. difficile (n = 120) de acordo com o 

diâmetro do halo obtido no teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusão para a 

moxifloxacina, destacando o ponto de corte de 20 mm (linha tracejada) 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Todos os isolados classificadas como NWT no teste de disco difusão para 

moxifloxacina obtiveram no E-test a CIM > 32 µg/mL. Dos isolados resistentes, 12 (71%) 

eram toxigênicos e cinco (29%) não toxigênicos. Entre os toxigênicos, foram encontradas 

amostras resistentes dos ribotipos RT126 (n = 7), RT014/020 (n = 2), RT011/049 (n = 1), 

RT011 (n = 1) e RT046 (n = 1). Apenas um isolado não toxigênico possui a ribotipagem 

A B 
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definida, sendo RT009. As estirpes resistentes à moxifloxacina foram isoladas de seres 

humanos (n = 7) e de diversas espécies de animais, incluindo suínos (n = 4), equinos (n = 4), 

cão (n = 1) e felino (n = 1) (GRÁFICO 4). 

 

Gráfico 4 - Distribuição da frequência dos hospedeiros de isolados de C. difficile (n = 17) 

resistentes à moxifloxacina de acordo com o ribotipo 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

Não foi observada associação entre resistência à moxifloxacina e ano de isolamento, 

bem como entre estirpes toxigênicas e não toxigênicas (P = 0,3157; OR = 1,96). Por espécie, 

observou-se uma associação entre resistência à moxifloxacina e isolados de equinos e de 

suínos (P = 0,0139; OR = 7,61 e P = 0,0228; OR = 6,03, respectivamente). Quando os 

isolados dessas espécies são comparados individualmente apenas com isolados de seres 

humanos, há uma associação de resistência com os isolados de equinos e de suínos (P = 

0,0093; OR = 9,71 e P = 0,0149; OR = 7,77, respectivamente). Em adição, o RT126 (clado 5) 

foi o único ribotipo a apresentar associação com resistência à moxifloxacina (P < 0,0001, OR 

= 71,4), enquanto o RT106 (clado 1) foi associado à sensibilidade à droga (P = 0,0220). Além 

disso, estirpes pertencentes ao clado 5, o qual inclui o RT126, foram associadas à resistência à 

moxifloxacina (P = 0,0003; OR = 13,42). Comparando o clado 5 apenas com o clado 1, 

observa-se maior resistência entre isolados do clado 5 (P = 0,0006; OR = 11,86). Por fim, 

quando se considera apenas as estirpes toxigênicas, há associação entre a presença do gene 

codificador da toxina binária (cdtB) e a resistência à moxifloxacina (P = 0,0144; OR = 4,86). 

 

5.2. Sequenciamento 

Foram sequenciadas três amostras com fenótipo resistente à moxifloxacina (CIM > 32 

µg/mL) para o gene gyrA. Tais amostras foram isoladas de cão (RT014/020, 2011), de suíno 
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(RT126, 2019), e de ser humano (não toxigênica, 2018). Ambas as amostras apresentaram 

uma mutação na cadeia polipeptídica, ocorrendo uma substituição do aminoácido treonina 

pelo aminoácido isoleucina na posição 82 (Thr82Ile). 
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6. DISCUSSÃO 

O presente estudo utilizou o teste de disco difusão, previamente avaliado em outros 

trabalhos, para triar estirpes de C. difficile possivelmente resistentes ao metronidazol, à 

vancomicina e à moxifloxacina (Erikstrup et al., 2012; Holt et al., 2015). Estirpes 

classificadas como NWT no teste de disco difusão foram submetidas ao E-test para 

confirmação da resistência. Entre as 120 amostras testadas, 19 (15%) foram submetidas à 

confirmação via E-test e apenas um isolado (0,8%) foi reclassificado após o teste 

confirmatório. Essa proporção é inferior ao limite considerável aceitável (i.e. 3%) de acordo 

com as diretrizes estabelecidas pelo CLSI (CLSI M23-ED5, 2018). 

Somente um isolado (0,8%) foi resistente ao metronidazol no teste de disco difusão, 

cujo resultado foi posteriormente confirmado por E-test. Os demais isolados apresentaram 

halos com medidas consideravelmente superiores ao ponto de corte estabelecido em estudos 

anteriores (i.e. 23 mm) (Erikstrup et al., 2012; Holt et al., 2015). Esse fato corrobora os 

achados de Erikstrup et al. (2012) e Holt et al. (2015), os quais destacaram que a maioria dos 

isolados considerados sensíveis apresentaram uma média elevada no tamanho dos halos, 

facilitando a classificação segura do perfil de sensibilidade antimicrobiana em relação ao 

metronidazol frente ao seu ponto de corte. Apesar de existirem trabalhos indicando uma alta 

proporção de amostras resistentes ao metronidazol (Alder et al., 2015; Jin et al., 2017; 

Baghani et al., 2020), a baixa frequência encontrada no presente estudo assemelha-se à grande 

maioria dos estudos prévios (Saha et al., 2019).  

A única estirpe resistente ao metronidazol no presente estudo foi isolada de um cão 

diarreico e classificada como RT010. De acordo com Orden et al. (2017), tal ribotipo não 

toxigênico é amplamente difundido e comumente isolado de cães, os quais parecem 

desempenhar papel relevante na sua dispersão. Há relatos do isolamento do RT010 também 

de seres humanos (Moura et al., 2013; Boekhoud et al., 2020). Deve-se destacar que o uso 

recorrente do metronidazol para o tratamento de cães diarreicos pode estar contribuindo para a 

seleção de ribotipos resistentes a essa droga (Andrés-Lasheras et al., 2018). 

A estirpe em questão, desde o seu isolamento em 2014, foi armazenada a -20 °C e 

descongelada algumas vezes para execução dos testes de sensibilidade antimicrobiana. 

Inicialmente, essa estirpe apresentou CIM > 256 µg/mL. Entretanto, posteriormente houve 

uma redução da CIM (8 µg/mL) de no mínimo 32 vezes. Uma ocorrência semelhante foi 

descrita no trabalho de Peláez et al. (2008), em que todas as estirpes inicialmente resistentes 
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ao metronidazol (n = 14) tornaram-se sensíveis após serem descongeladas para uma nova 

realização do teste de sensibilidade antimicrobiana. Porém, Peláez et al. (2008) relataram 

ainda que, após exposição prolongada in vitro a concentrações subinibitórias de metronidazol, 

a resistência foi restaurada.  Álvarez-Pérez et al. (2014) também relataram que um isolado do 

RT078 inicialmente resistente à droga (CIM > 256 µg/mL), tornou-se sensível após uma 

segunda passagem no meio de cultura BBA (CIM = 0,25 µg/mL). Deve-se destacar, porém, 

que no presente estudo, mesmo com a redução dos valores da CIM a estirpe permaneceu 

classificada como resistente ao metronidazol (> 2 µg/mL) (EUCAST, 2020). 

Além disso, não foi observada a formação de colônias heterorresistentes ao 

metronidazol dentre todos os isolados avaliados. Novamente, Peláez et al. (2008) destacaram 

que o método de disco difusão facilita a observação do crescimento progressivo de colônias 

com sensibilidade reduzida ao metronidazol dentro do halo de inibição ao longo do período de 

incubação, as quais podem contribuir para o fracasso no tratamento da ICD in vivo. 

A resistência ao metronidazol possui natureza multifatorial, sendo o mecanismo 

molecular relacionado a tal fato ainda desconhecido (Lynch et al., 2013; Dingsdag e Hunter, 

2018; Boekhoud et al., 2020). Resultados preliminares de um estudo apresentado no 7th 

International C. difficile Symposium (ICDS, 2020) sugerem um novo mecanismo de 

resistência ao metronizadol. Foi observada uma relação dose dependente do grupo heme 

presente na composição do meio de cultura utilizado no teste de sensibilidade antimicrobiana 

e o aumento da CIM frente ao metronidazol. Essa relação ocorreu em diferentes ribotipos de 

isolados clínicos de C. difficile. O mecanismo molecular associado a esse efeito heme 

dependente permanece desconhecido. Porém, constatou-se uma deleção na porção C-terminal 

do gene hsmA, regulado pelo grupo heme, em todos os RT010 resistentes ao metronidazol. 

Deve-se destacar que recentemente Knippel et al. (2020) apontaram a influência desse gene 

na falha terapêutica da ICD com a vancomicina em modelo murino. Dessa forma, é possível 

que o mesmo resultado também seja observado no tratamento com o metronidazol, pois 

ambas as drogas geram efeito citotóxico através do estresse oxidativo, o qual é minimizado 

pela expressão do gene hsmA. Entretanto, na comunicação pessoal apresentada durante o 

ICDS, não houve alteração da CIM pelos isolados de C. difficile em relação à vancomicina 

mediante a variação na concentração do grupo heme. No presente estudo, o isolado RT010 

resistente ao metronidazol foi testado por E-test em ágar BHI sem adição de hemina e 

apresentou CIM = 0,12 µg/mL, tornando-se sensível à droga nessa condição experimental, 

corroborando os relatos recém apresentados (ICDS, 2020).  
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Nenhum dos isolados avaliados apresentou resistência à vancomicina. Deve-se 

pontuar, porém, que um isolado apresentou diâmetro compatível com a classificação NWT no 

teste de disco difusão, sugerindo resistência à droga. Entretanto, tal fenótipo não foi 

confirmado no E-test, de modo que se evitou a classificação errônea do perfil de sensibilidade 

antimicrobiana do isolado via teste de disco difusão. Conforme já mencionado, é aceitável que 

o teste de disco difusão possa apresentar resultado “falso resistente” com uma margem de erro 

de até 3% do total de isolados avaliados (CLSI M23-ED5, 2018). Dessa forma, o presente 

trabalho se adequa a esse parâmetro (0,8%). É importante destacar que esse erro de 

classificação pode ser ainda uma falha do E-test, visto que em alguns casos é possível que a 

CIM mensurada por esse teste seja subestimada em pelo menos uma diluição quando 

comparada com o valor obtido por teste de diluição em ágar, considerado “padrão-ouro” 

(Moura et al, 2013; Baines e Wilcox, 2015). Caso tenha ocorrido a redução da CIM, a 

classificação do isolado “falso resistente” seria afetada, haja vista que o resultado obtido foi 

igual a 2 µg/mL, valor equivalente ao ponto de corte para vancomicina (EUCAST, 2020). 

Nessa perspectiva, a classificação do isolado seria, de fato, resistente. Apesar disso, na 

maioria das vezes, esse desvio não interfere na classificação do perfil de sensibilidade 

antimicrobiana por E-test, pois mesmo com a redução da CIM, na maioria dos casos o valor 

mantém-se dentro do intervalo de classificação em relação ao ponto de corte do 

antimicrobiano testado (Poilane et al., 2000). Para elucidar essa hipótese seria necessário 

realizar o teste de diluição em ágar com o isolado suspeito. 

A ausência de isolados resistentes à vancomicina no presente estudo vai de encontro à 

maioria dos resultados obtidos por trabalhos realizados em todo o mundo (Saha et al., 2019). 

No Brasil, além de serem escassos os estudos em que houve avaliação da sensibilidade 

antimicrobiana de C. difficile, a testagem de amostras foi pequena na maioria deles 

(Balassiano et al., 2009; Silva et al., 2014; Costa et al., 2017). Tal fato dificulta estabelecer 

comparações em relação ao perfil de sensibilidade antimicrobiana das estirpes isoladas no 

país, embora não tenha sido relatado isolados resistentes à vancomicina, como foi observado 

no presente estudo. Entretanto, os trabalhos de Fraga et al. (2015) e Saldanha et al. (2020) 

configuram as únicas exceções nesse cenário, visto que nesses estudos 58% (n = 29) e 75% (n 

= 9), respectivamente, dos isolados avaliados foram resistentes à vancomicina, valores 

superiores à maioria dos trabalhos relatados em diversos países (Norman et al., 2014; 

Samonis et al., 2016; Jin et al., 2017). 
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Dentre os três antimicrobianos avaliados, a moxifloxacina apresentou maior 

frequência de estirpes resistentes (n = 17, 14%), das quais sete (41%) foram isoladas de seres 

humanos. Segundo Krutova et al. (2020), uma susceptibilidade reduzida à moxifloxacina em 

isolados causadores da ICD em seres humanos aumenta a chance de desfecho fatal dos 

pacientes, sendo então relevante do ponto de vista clínico e epidemiológico. No Brasil, até o 

momento, a maior frequência de estirpes resistentes à essa droga foi de 8% (Fraga et al., 

2016) em isolados de seres humanos do estado de São Paulo. Estirpes do RT027, 

consideradas hipervirulentas e isoladas no início da década de 2010 em hospitais dos EUA, 

tendem a apresentar taxas de resistência à moxifloxacina superiores a 90% (Tickler et al., 

2019). Dessa forma, as taxas de resistência a essa droga variam muito em função da 

localização geográfica, do período de amostragem e do ribotipo avaliado. 

Avaliando especificamente os isolados, chama a atenção para a maior frequência de 

resistência à moxifloxacina nos isolados do ribotipo RT126 (clado 5), onde sete dos oito 

isolados (87%) apresentaram esse perfil. Tal frequência é similar à relatada por Baghani et al. 

(2020), em que todos os seis (100%) isolados avaliados de seres humanos do RT126 foram 

resistentes à droga. Deve-se enfatizar que o RT126, assim como o RT078, está relacionado ao 

aumento da ocorrência da ICD em seres humanos adquirida na comunidade, e nesse contexto 

animais têm sido considerados possíveis reservatórios dessas estirpes toxigênicas (Zhang et 

al., 2020). Equinos e suínos, por exemplo, apresentam alta prevalência do sequence type (ST) 

11, o qual pertence ao clado 5 e abrange os ribotipos RT126 e RT078 (Rodriguez Diaz et al., 

2018; Knight et al., 2019). Estirpes desses ribotipos tendem a ser resistentes à moxifloxacina, 

principalmente quando isoladas de suínos e de seres humanos (Álvarez-Pérez et al., 2017; 

Barbanti e Spigaglia, 2020). Ainda, observa-se no presente estudo que estirpes isoladas de 

equinos e suínos apresentaram uma forte associação com a resistência à moxifloxacina 

quando comparadas a isolados de seres humanos. Deve-se enfatizar que tais associações 

estatísticas parecem caminhar juntas: estirpes do clado 5 (sobretudo RT126) são comumente 

resistentes à moxifloxacina e são frequentemente isoladas de algumas espécies animais, 

incluindo equinos e suínos. 

Estirpes classificadas como RT014/020 (clado 1) apresentaram apenas dois (16%) 

isolados resistentes, cuja frequência foi semelhante ao estudo epidemiológico de Tickler et al. 

(2019). Outros quatro isolados de diferentes ribotipos que também pertencem ao clado 1 

foram resistentes à moxifloxacina. Em contrapartida, todos os 26 (100%) isolados do RT106 

(clado 1) foram sensíveis a essa droga (P = 0,0220), ratificando a baixa prevalência de 
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isolados resistentes desse ribotipo relatada em vários outros países (Cheknis et al., 2018). De 

fato, no presente estudo, a probabilidade de uma estirpe do clado 1 ser resistente à 

moxifloxacina é pelo menos 11 vezes menor que as estirpes do clado 5. 

Além disso, é importante destacar a frequência de isolados não toxigênicos resistentes 

à moxifloxacina (n = 5). Apesar de inicialmente incapazes de causar doença pela ausência dos 

genes codificadores das toxinas A e B, a resistência antimicrobiana dessas estirpes não deve 

ser ignorada já que existe a possibilidade de transmissão dos genes de resistência para estirpes 

toxigênicas, além da já descrita possibilidade de reversão de virulência através da aquisição 

por transferência horizontal do PaLoc (Brouwer et al., 2013). Diante disso, torna-se cada vez 

mais relevante avaliar o protagonismo epidemiológico de isolados não toxigênicos na 

emergência de estirpes de C. difficile que apresentam resistência antimicrobiana (Barbanti e 

Spigaglia, 2020; Imwattana et al., 2020). 

Do ponto de vista genotípico, é interessante notar que, entre isolados clínicos com alto 

nível de resistência às fluoroquinolonas, as mutações no gene gyrA são mais frequentes do 

que as mutações no gene gyrB (Spigaglia et al., 2018). Dessa forma, optou-se no presente 

trabalho avaliar a presença de mutações apenas no gene gyrA, de modo que os três isolados 

selecionados para sequenciamento desse gene apresentaram a mesma mutação (Thr82Ile) que 

pode justificar a resistência à moxifloxacina com uma CIM elevada (Kuwata et al., 2015). De 

acordo com Spigaglia et al. (2018), essa mutação é a alteração mais comum encontrada nas 

regiões determinantes de resistência às quinolonas em C. difficile. Além disso, tal mutação 

não afeta o fitness de C. difficile in vitro, sugerindo que essa substituição pode ser mantida na 

população bacteriana mesmo na ausência da pressão seletiva por antibióticos, de modo que 

diferentes estirpes possam apresentar essa alteração (Wasels et al., 2015). De acordo com 

Vernon et al. (2019), a mutação Thr82Ile no gene gyrA foi identificada em isolados do 

ribotipo hipervirulento RT027 (clado 2), sugerindo uma possível vantagem epidemiológica 

em relação ao elevado potencial de expansão clonal em diferentes regiões. No presente 

estudo, o gene mutante foi observado em isolados pertencentes aos ribotipos toxigênicos 

RT126 e RT014/020, além de um isolado não toxigênico sem ribotipo definido. Ambos os 

ribotipos com fenótipo resistente à moxifloxacina (i.e. CIM > 32 µg/mL) já foram descritos 

em países da Europa e da Ásia com a presença da mutação Thr82Ile, cujo isolamento foi 

realizado através de amostras de bovinos e seres humanos (Arca-Suarez et al., 2018; Baghani 

et al., 2020; Masarikova et al., 2020). Em relação às estirpes não toxigênicas, Kuwata et al. 

(2015) identificaram tal mutação nos ST48 e ST109. No Brasil, apenas dois estudos avaliaram 
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a presença de substituições nos genes gyrA e gyrB em C. difficile, não sendo encontrada a 

mutação do tipo Thr82Ile (Balassiano et al., 2011; Secco et al., 2014). 

Dentre as limitações inerentes ao presente trabalho, o uso de isolados de C. difficile 

previamente refrigerados pode gerar resultados que favoreçam a classificação WT ao 

metronidazol, devido à tendência de redução da CIM para estirpes submetidas a esse tipo de 

armazenamento, conforme descrito por Peláez et al. (2008). Além disso, a ausência de 

metadados do histórico clínico dos pacientes não permite inferir suposta influência de 

medidas terapêuticas prévias na promoção da pressão seletiva nos casos de ICD. Por último, 

deve-se enfatizar que a grande maioria das estirpes de seres humanos foram oriundas de um 

único hospital, o que representa uma baixa representatividade epidemiológica nos padrões de 

resistência dos isolados. 
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7. CONCLUSÃO 

A resistência antimicrobiana ao metronidazol e à vancomicina foi pouco frequente nos 

isolados de C. difficile avaliados. Já a moxifloxacina apresentou taxa de resistência moderada, 

sobretudo dentre as estirpes isoladas de equinos, suínos e seres humanos, nas quais foi 

detectado em algumas delas a mutação Thr82Ile no gene gyrA.  
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APÊNDICE A - Caracterização dos isolados de C. difficile (n = 120) 

Isolado Hospedeiro Ano T/NT cdtB Ribotipo Clado 

1 Cão 2011 T - 014/020 1 

2 Cão 2012 NT - 009 1 

3 Cão 2012 T - 106 1 

4 Cão 2013 NT - 053 1 

5 Cão 2014 NT - 010 1 

6 Cão 2014 T - 106 1 

7 Cão 2014 T - 014/020 1 

8 Cão 2014 T - 014/020 1 

9 Cão 2015 NT - 010 1 

10 Cão 2015 T + 602 3 

11 Cão 2016 NT - ND 4 

12 Cão 2017 T - 014/020 1 

13 Cão 2017 T - 014/020 1 

14 Cão 2017 T - 106 1 

15 Cão 2018 T - 600 1 

16 Cão 2019 T - 014 1 

17 Cão 2020 T - 014 1 

18 Cão 2020 T - 014 1 

19 Equino 2012 T + 078 5 

20 Equino 2012 T + 078 5 

21 Equino 2013 T - 014/020 1 

22 Equino 2014 T + 078 5 

23 Equino 2016 T + 126 5 

24 Equino 2018 T + 126 5 

25 Equino 2018 T + 126 5 

26 Equino 2019 T + 126 5 

27 Gato 2015 NT - ND 1 

28 Gato 2016 T - 106 1 

29 Gato 2016 T - 106 1 

30 Gato 2017 T - 106 1 

31 Gato 2017 T - 106 1 

32 Jaguatirica 2013 T - 046 1 

33 Leão 2019 NT - ND ND 

34 Réptil 2016 T - 081 1 

35 Roedor 2018 NT - ND ND 

36 Roedor 2018 T - 064 ND 

37 Ser humano 2012 NT - 010 1 

38 Ser humano 2012 T - 882 ND 

39 Ser humano 2012 T + 014/020 1 

40 Ser humano 2012 T + 106 1 

41 Ser humano 2012 T + 884 2 
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Isolado Hospedeiro Ano T/NT cdtB Ribotipo Clado 

42 Ser humano 2012 T + 885 2 

43 Ser humano 2012 NT - 009 1 

44 Ser humano 2013 T - 001/072 1 

45 Ser humano 2013 T - 050 1 

46 Ser humano 2013 T + 424 2 

47 Ser humano 2013 T + 821 2 

48 Ser humano 2015 T - 216 1 

49 Ser humano 2015 T - 133 1 

50 Ser humano 2015 T - 009 1 

51 Ser humano 2015 T - 106 1 

52 Ser humano 2015 T - 046 1 

53 Ser humano 2017 NT - ND ND 

54 Ser humano 2017 T + 102 3 

55 Ser humano 2017 T + 602 3 

56 Ser humano 2018 NT - ND ND 

57 Ser humano 2018 NT - ND ND 

58 Ser humano 2018 NT - ND ND 

59 Ser humano 2018 T - 106 1 

60 Ser humano 2018 T - 106 1 

61 Ser humano 2018 T - 014/020 1 

62 Ser humano 2018 T - 106 1 

63 Ser humano 2018 T - 106 1 

64 Ser humano 2018 T - 106 1 

65 Ser humano 2018 T - 106 1 

66 Ser humano 2018 T - 106 1 

67 Ser humano 2018 T - 014/020 1 

68 Ser humano 2018 T - 106 1 

69 Ser humano 2018 T - 104 1 

70 Ser humano 2018 T - 014 1 

71 Ser humano 2018 T - 014/020 1 
72 Ser humano 2018 T - 106 1 

73 Ser humano 2018 T - 012 1 

74 Ser humano 2018 T - 001 1 

75 Ser humano 2018 T - 011 1 

76 Ser humano 2018 T - 770 ND 

77 Ser humano 2018 T - ND ND 

78 Ser humano 2018 T - 106 1 

79 Ser humano 2018 T - ND ND 

80 Ser humano 2018 T - ND ND 

81 Ser humano 2018 T + 131 ND 

82 Ser humano 2018 T - 106 1 

83 Ser humano 2018 T - 037 ND 

84 Ser humano 2018 T - 106 1 
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Isolado Hospedeiro Ano T/NT cdtB Ribotipo Clado 

85 Ser humano 2019 NT - ND ND 

86 Ser humano 2019 NT - ND ND 

87 Ser humano 2019 NT - ND ND 

88 Ser humano 2019 NT - ND ND 

89 Ser humano 2019 NT - ND ND 

90 Ser humano 2019 NT - ND ND 

91 Ser humano 2019 NT - ND ND 

92 Ser humano 2019 NT - ND ND 

93 Ser humano 2019 T - 039 1 

94 Ser humano 2019 T + 126 5 

95 Ser humano 2019 T - 106 1 

96 Ser humano 2019 T - 106 1 

97 Ser humano 2019 T + ND ND 

98 Ser humano 2019 T - ND ND 

99 Ser humano 2019 T - ND ND 

100 Ser humano 2019 T + ND ND 

101 Ser humano 2019 T - 174 1 

102 Ser humano 2019 T - 258 ND 

103 Ser humano 2019 T - 054 ND 

104 Ser humano 2019 T - 009 1 

105 Ser humano 2019 T - 106 1 

106 Ser humano 2019 T - 106 1 

107 Ser humano 2019 T - 106 1 

108 Ser humano 2019 T - 076 ND 

109 Ser humano 2019 T - 014 1 

110 Ser humano 2020 NT - ND ND 

111 Ser humano 2020 T + ND ND 

112 Suíno 2012 T - 001/072 1 

113 Suíno 2014 T - 014/020 1 

114 Suíno 2014 T + 126 5 

115 Suíno 2014 T - 011/049 1 

116 Suíno 2015 T + 126 5 

117 Suíno 2016 T - 014/020 1 

118 Suíno 2016 T + 078 5 

119 Suíno 2016 T + 680 5 

120 Suíno 2019 T + 126 5 

Legenda: ND, não disponível; NT, não toxigênica; T, toxigênica. 
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ANEXO A - Cadastro SISGEN 

 

 

 


