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RESUMO

Clostridioides difficile € um enteropatégeno bacteriano que infecta animais e seres humanos,
capaz de promover distlrbios intestinais que podem levar o seu hospedeiro ao Obito. A
infeccdo por C. difficile (ICD) representa atualmente uma das principais causas de infec¢cdo
hospitalar, sendo a antibioticoterapia o principal fator predisponente. Na década de 2000,
surtos ocasionados por C. difficile estiveram intimamente relacionados ao uso indiscriminado
de antibidticos da classe das fluorogquinolonas. No Brasil, o tratamento da ICD é baseado no
uso do metronidazol e da vancomicina. O uso de antimicrobianos parece ter relacdo direta
com a selecdo de determinadas estirpes de C. difficile. Nessa perspectiva, estudos
epidemioldgicos relacionados a resisténcia antimicrobiana desse patégeno sdo fundamentais
para evitar a emergéncia de estirpes que podem representar um problema de salde publica.
Entretanto, o teste de sensibilidade antimicrobiana “padrdo-ouro” recomendado para C.
difficile € laborioso e de custo elevado. Dessa forma, o teste de disco difuséo torna-se uma
opcao 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, a vancomicina e a
moxifloxacina através do método de disco difusdo de 120 estirpes de C. difficile isoladas de
animais e seres humanos no Brasil. De acordo com pontos de corte ja estabelecidos em
estudos anteriores, as estirpes consideradas resistentes nesse teste foram submetidas ao
método E-test para confirmacéo do fendtipo através da concentragdo inibitoria minima (CIM),
mediante os critérios preconizados pelos érgdos de referéncia. Adicionalmente, trés isolados
classificados como resistentes a moxifloxacina foram sequenciados (gene gyrA) para detectar
mutacdes que poderiam indicar 0 mecanismo genotipico de resisténcia a droga. Nenhum
isolado foi resistente a vancomicina e somente uma estirpe (0,8%), considerada néo
toxigénica (RTO010, clado 1), apresentou resisténcia ao metronidazol (CIM > 256 pg/mL). Em
relacdo a moxifloxacina, 14% (n = 17) das estirpes avaliadas foram resistentes, as quais
obtiveram CIM > 32 pg/mL. O ribotipo RT126 (clado 5) foi o Unico a apresentar associagcdo
estatistica positiva de resisténcia a moxifloxacina (P < 0,0001), bem como os isolados das
especies equina e suina (P = 0,0139 e P = 0,0228, respectivamente). A mutacdo do tipo
Thr82lle foi encontrada nos trés isolados sequenciados. O estudo revelou uma baixa
frequéncia de resisténcia ao metronidazol e a vancomicina, enquanto a resisténcia a

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 pg/mL). Regarding
moxifloxacin, 14% (n = 17) of the strains evaluated were resistant, which obtained MIC > 32
pmg/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 Thr82lle 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. VVancomycin.

Moxifloxacin.
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1. INTRODUCAO

Clostridioides (Clostridium) difficile € um enteropatégeno bacteriano comumente
relacionado a infeccGes hospitalares e infeccbes comunitarias em diversos hospedeiros,
incluindo seres humanos (Martin et al., 2016). As manifestacdes clinicas da infec¢éo por C.
difficile (ICD) variam desde diarreia branda até colite fulminante (Hernandez-Rocha et al.,
2012). O diagnostico precoce é um aliado no controle e no tratamento da infeccdo, 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
veterinaria. Estima-se que 73% do total de antimicrobianos utilizados no mundo sejam
destinados aos sistemas de producdo animal, sobretudo como promotores de crescimento.
Diante da vocacdo nacional no setor da pecuaria, o Brasil tem sido considerado um hotspot
recente no uso indiscriminado de antimicrobianos e consequentemente na emergéncia de
micro-organismos com um arsenal genético capaz de conferir resisténcia as drogas (Spigaglia
et al., 2018; Van Boeckel et al., 2019). Esse cenéario gera condi¢des favordveis para um
aumento na incidéncia da ICD, promovendo um grande desafio de salde Unica, uma vez que
C. difficile tem sido considerado um potencial agente zoonético (Silva et al., 2015; Knetsch et
al., 2017).

Nos Estados Unidos da América (EUA), C. difficile € considerado a principal causa de
infecdo nosocomial, sendo responsavel pelo gasto de US$ 1,0 bilhdo no ano de 2017, com
aproximadamente 223.900 pacientes hospitalizados e 12.800 (5,7%) mortes no mesmo
periodo (CDC, 2019). Em animais, a prevaléncia e efeitos clinicos da doenca sdo bastante
variaveis de acordo com a espécie. A doenga se destaca principalmente em suinos, cujas
perdas econdmicas sdo relacionadas & diminuicdo do desenvolvimento corporal e consequente
reducdo de produtividade (Moono et al., 2016; Weese, 2020).

Nos ultimos anos, tem sido cada vez mais frequente a emergéncia de estirpes com
sensibilidade reduzida ou até mesmo resistentes aos antimicrobianos de elei¢do no tratamento
da ICD (metronidazol e vancomicina) (Saha et al., 2019; Freeman et al., 2020). Tal fato
reforca a necessidade de aplicacdo de testes de sensibilidade antimicrobiana que sejam

eficazes e baratos. Atualmente, recomenda-se como “padrdo-ouro” para C. difficile o teste de
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diluicdo em &gar (CLSI, 2020; EUCAST, 2020). Porem, esse método € laborioso e requer
profissionais capacitados para realizar o teste de forma adequada (Peng et al., 2017).

Nessa perspectiva, o teste de disco difusdo torna-se uma opcéao atrativa para avaliar a
sensibilidade antimicrobiana de C. difficile, visto que o0 método é barato e de execucdo mais
simples. Além disso, estudos anteriores demonstraram que o0 teste apresenta elevada
concordancia com métodos consagrados, detectando estirpes com sensibilidade reduzida ao
metronidazol e & vancomicina, por exemplo (Poilane et al., 2007; Erikstrup et al., 2012; Holt
et al., 2015). Dessa forma, a aplicacdo da técnica de disco difusdo permite a avaliacdo da
sensibilidade antimicrobiana de C. difficile na rotina clinica e em trabalhos de vigilancia

epidemioldgica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Contexto geral

C. difficile foi descrito pela primeira vez em 1935 apds ser isolado de fezes de criancas
recém-nascidas. Na época, a bactéria recebeu o nome de Bacillus difficilis devido a
morfologia e a 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 sé foi
validada em 1980, ap6s publicagdo oficial da “Approved Lists of Bacterial Names” (Skerman
et al., 1980). Ja em 2013, mediante a andlise comparativa de proteinas ribossomais e de
enzimas de replicacdo entre alguns grupos filogenéticos de bactérias, houve a tentativa de
cunhar o nome Peptoclostridium difficile (Yutin e Galperin, 2013). Porém, ndo houve pedido
de validacdo do nome pela lista de editores do “International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology” (IJSEM), revista cuja atribuigcdo consiste na publicacdo oficial de

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

Recentemente, C. difficile foi reclassificado filogeneticamente, baseando-se em
analises da sequéncia genética da porcdo 16S do RNA ribossémico (ribosomal ribonucleic
acid - rRNA). Além disso, caracteristicas fenotipicas e marcadores quimiotaxonémicos como
a producdo abundante de gas hidrogénio (H.) quando cultivado em meio de cultura peptona —
extrato de levedura — glicose (peptone - yeast extract - glucose - PYG); bem como a producéo
de cadeias lineares e ramificadas de &cidos graxos saturados e insaturados; como também a
presenca de aminoacidos especificos na composicdo do peptideoglicano da parede celular
promoveram embasamento para estabelecer essa mudanca (Lawson et al., 2016). Em
consequéncia disso, o género foi alterado de Clostridium para Clostridioides, de modo a
possuir atualmente a seguinte classificacdo taxondmica: reino, Bacteria; filo, Firmicutes;
classe, Clostridia; ordem, Clostridiales; familia, Clostridiacea; género, Clostridioides;
especie, 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

cientificos, clinicos ou comerciais (Oren e Rupnik, 2018).

A partir da segunda metade do século XX, a literatura cientifica comecou a apontar

evidéncias que sugeriam a participacdo de C. difficile como agente etiolégico de distarbios
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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 infeccbes de causas diversas, uma vez que C. difficile coloniza o intestino quase que
exclusivamente quando a microbiota desse 6rgéo estiver em disbiose ou em formacéao (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 clinicos que sdo
sugestivos da doenca (Tedesco et al., 1974). Atraves de isolados de seres humanos, estudos
posteriores da ICD in vivo e in vitro descreveram caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da
doenca e também relacionadas ao patdgeno, com destaque para a producdo de toxinas e a
presenca de outros fatores de viruléncia e de resisténcia a alguns antimicrobianos (Borriello,
1978; Kamiya e Nakamura, 1993).

Nos ultimos anos, C. difficile ganhou notoriedade devido ao aumento expressivo da
prevaléncia e da severidade da doenca, 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 infec¢cBes nosocomiais, as quais estdo associadas a permanéncia do paciente
em ambiente hospitalar (Forster et al., 2012; Weber et al., 2013). Tal fato tem sido atribuido &
emergéncia de estirpes hipervirulentas que apresentam, entre outras caracteristicas, producao
de maior quantidade de toxinas e de esporos (McDonald, et al., 2005; Goorhuis, et al., 2008).
A ocorréncia dessas estirpes foi mais evidente em paises da Europa e da América do Norte,
provavelmente em funcdo do wuso indiscriminado de antimicrobianos, sobretudo as
fluoroguinolonas (Pépin et al., 2004; Muto et al., 2005; Kuijper et al., 2006). Em paises da
América Latina, a ocorréncia da circulacdo de estirpes hipervirulentas € mais recente
(Balassiano et al., 2012; Aguayo et al., 2015). No Brasil, relatos de surtos relacionados a ICD
sdo escassos (Balassiano et al., 2010). Apesar disso, estudos de vigilancia sanitaria em
hospitais brasileiros recentemente indicaram a presenca de estirpes hipervirulentas classicas,
bem como de diversas estirpes possivelmente hipervirulentas (Costa et al., 2016; Pires et al.,
2018; Diniz et al., 2019).

Além dos seres humanos, 0s 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 colonizacdo 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 suinos, por exemplo (Jones et
al., 1987; Squire et al., 2013). Esse fato se deve a incapacidade da microbiota intestinal que
ainda se encontra em processo de formacgdo nos neonatos de impedir a colonizacdo por C.
difficile (Britton e Young, 2014).

Diante do relato cada vez mais frequente no numero de casos por infeccao
comunitéria, atualmente tem sido discutido aspectos epidemiolégicos da ICD que envolvem
as fontes de contaminacdo e as formas de transmissdo do patdégeno fora do ambiente
hospitalar (Ofori et al., 2018). Tem-se observado que mesmo pacientes que nao fizeram uso
de antimicrobianos e sem historico de internagdo hospitalar desenvolvem a doenca, alguns
casos necessitando inclusive de hospitalizagdo (Kuntz et al., 2011). Curiosamente, a
incidéncia desses casos € maior em mulheres jovens, mas ainda ndo ha evidéncias bem
estabelecidas que justifiguem a maior susceptibilidade desse grupo (Guh et al., 2017; Brown e
Wilson, 2018).

Na Ultima década, o potencial zoonético de C. difficile tornou-se alvo de investigacao
de muitos estudos (Lim et al., 2019). Isso s6 foi possivel 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 tém
indicado a existéncia de estirpes com alto grau de similaridade genética entre isoladas de seres
humanos e de animais domésticos, silvestres e sinantropicos (Alvarez-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 ha cadeias de transmisséo interespecificas de C. difficile. Entretanto,
sd0 necessarios novos estudos que elucidem com mais clareza a ocorréncia desse processo
(Weese, 2020).

2.2. Caracterizacdo do micro-organismo

C. difficile € uma bactéria gram-positivo cuja célula € em forma de bastonete, com
tamanho de 0,5 pm — 1,9 um x 3,0 um — 16,9 um (Lawson et al., 2016). Devido a presenca de
peritriquios, estruturas flagelares distribuidas em toda a superficie da célula, as células
geralmente sdo mdveis em meios de cultura liquido ou semi-solido. A bactéria esta presente
em diversos ambientes, seja no solo, na &gua, nos alimentos ou até mesmo como comensal do
sistema digestivo de seres humanos e animais como répteis, aves e diversos mamiferos
(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 metaboélicas vitais sem a participagdo da
molécula de oxigénio (O2) como aceptor final de elétrons, sendo considerado, portanto, um
anaerdbio estrito (Edwards et al., 2013). C. difficile possui a capacidade de formar esporos,
estrutura de resisténcia metabolicamente dormente que permite a bactéria manter-se viavel
mesmo em ambientes onde ha presenca de oxigénio, tornando-se um agente ubiquitario
(Barra-Carrasco e Paredes-Sabja, 2014). Estima-se que C. difficile tenha surgido em torno de
1,1 a 85 milhdes de anos atras (He et al., 2010).

Em comparacdo com outros anaerobios, 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
unico cromossomo circular, com proporcdo 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 moveis podem ser transferidos horizontalmente entre diferentes estirpes,
atuando como vetores de genes de resisténcia antimicrobiana, por exemplo (Peng et al.,
2017).

Algumas estirpes de C. difficile possuem a capacidade de produzir toxinas, cuja acéo €
responsavel pelo dano tecidual no intestino de seus hospedeiros (Jank et al., 2007). As
estirpes produtoras de toxinas (toxigénicas) possuem uma regido gendmica de patogenicidade
denominada de locus de patogenicidade (PaLoc). Dentre os genes contidos nessa regido,
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
producdo das toxinas A e B é mais proeminente durante a fase estacionaria da curva de
crescimento bacteriano, de modo que a sua sintese é influenciada pela presenca de genes
reguladores (positivamente - tcdR, negativamente - tcdC); fatores ambientais, como
concentracdo de nutrientes (glicose, aminodcidos e biotina, por exemplo); temperatura e
presenca subinibitdria de antimicrobianos (Hundsberger et al., 1997). Em contrapartida, as
estirpes ndo produtoras de toxinas (ndo toxigénicas) o PaLoc é substituido por uma sequéncia
ndo codificadora de 75 a 115 nucleotideos de funcdo desconhecida. Entretanto, essas estirpes
podem adquirir o PaLoc de estirpes toxigénicas pela transferéncia horizontal de genes,

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

Outra toxina produzida por algumas estirpes de C. difficile é a toxina binaria (C.
difficile transferase - CDT). Embora alguns estudos preliminares em modelo animal tenham
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avaliado sua contribuicdo na patogénese da ICD, ainda ndo h& um conhecimento bem
estabelecido sobre o papel dessa toxina. Porém, ha varios relatos que a producdo de CDT
juntamente com as toxinas A e B estd associada com casos graves da doenca, maior
mortalidade e risco elevado de recorréncia em seres humanos (Stewart et al., 2013). Dessa
forma, as estirpes produtoras da toxina binéria tendem a apresentar maior viruléncia. A CDT é
formada por duas subunidades, codificadas pelos genes cdtA e cdtB. Esses genes estdo
localizados em uma regido cromossomica distinta do PalLoc, denominada locus Cdt ou
CdtLoc. O CdtLoc também contém um terceiro gene (i. e. cdtR) que regula positivamente a
producdo de toxina binaria, além de aparentemente aumentar a producdo das toxinas A e B
nas estirpes hipervirulentas. As estirpes toxigénicas negativas para toxina binéria nédo

possuem o CdtLoc (Chandrasekaran e Lacy, 2017).

2.3. Patogenia

A ICD inicia-se a partir da transmissdo fecal-oral de esporos eliminados no ambiente
por animais e seres humanos infectados ou portadores saudaveis. Mesmo em virtude do
potencial hidrogenidnico (pH) acido do estbmago, os esporos passam pelo érgdo sem sofrer
danos aparentes e germinam no intestino delgado, quando ha maior concentracdo de acidos
biliares priméarios (Giel et al., 2010). Ap6s germinacdo, as células vegetativas
metabolicamente ativas colonizam o co6lon devido & 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 porcdo apical dos enterocitos, estirpes
toxigénicas de C. difficile produzem as toxinas A e B. A toxina A liga-se & porcédo apical da
célula e ao ser internalizada causa alteragcGes no citoesqueleto. Isso resulta na ruptura de
juncbes compactas (ou zobnulas 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 a membrana celular basolateral. Ambas as toxinas sdo
citotoxicas e induzem a liberacdo de véarios mediadores com fungdo imunomodulatoria,
fagocitos e mastocitos, resultando em inflamacgdo e acimulo de neutrofilos (Rupnik et al.,
2009). Ja as estirpes produtoras de toxina binaria parecem ter maior facilidade de adesdo a
mucosa intestinal devido a produgdo de microtubos e promovem resposta inflamatéria
exacerbada (Schwan et al., 2014; Cowardin et al., 2016).
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Em seres humanos, o periodo de incubacdo €, em média, de trés dias, embora existam
divergéncias sobre esse dado (Pereira, 2014). A gravidade da doenca depende da viruléncia da
estirpe infecciosa e da resposta imune do hospedeiro, podendo ser assintomatico. Os casos
leves a moderados séo caracterizados principalmente por diarreia aquosa varias vezes ao dia —
podendo conter muco — febre baixa e leucocitose. Ja 0s casos graves apresentam dor
abdominal, hipoalbuminemia e formagdo de pseudomembranas. Um ndmero menor de
pacientes pode ter complicacBes como perfuracdo intestinal, megacélon toxico, sepse, reacao
inflamatdria sistémica, insuficiéncia renal, ileo paralitico, isquemia do colon e até mesmo
Obito (Hernandez-Rocha et al., 2012). Quando ha formacdo de pseudomembranas, as lesGes
se apresentam em forma de placas amareladas ou esbranquicadas, com didmetro em torno de
dois centimetros, aderentes, dispersas pelas mucosas do célon e do reto, intercaladas com
mucosa normal. Em cortes histologicos, os efeitos inflamatorios sdo bem evidentes e as lesdes

séo descritas informalmente como em formato de vulcéo (Rupnik et al., 2009).

Por fim, C. difficile esporula novamente na porcao final do intestino e é liberado no
ambiente através das fezes, podendo contaminar um novo hospedeiro susceptivel (Sandhu e
McBride, 2018).

2.4. Epidemiologia

Em estudos que se objetiva avaliar o perfil epidemiolégico, consagrou-se inicialmente
0 uso da ribotipagem como método de classificacdo de C. difficile (Bidet et al., 1999). Dessa
forma, o ribotipo permite estabelecer inferéncias sobre as estirpes quanto a distribuicéo
geogréfica, a transmissdo e aos efeitos clinicos, por exemplo. Para isso, as estirpes sao
analisadas por um método de tipagem molecular que envolve a amplificacdo pela reagdo em
cadeia da polimerase (polimerase chain reaction - PCR) da regido espacadora entre 0s genes
16S e 23S do rRNA. Posteriormente, os produtos da PCR sdo submetidos a eletroforese de
modo que cada padréo de bandas gerado corresponde a um unico ribotipo (RT) (Indra et al.,
2008).

Com o avancgo das técnicas de biologia molecular, também é possivel classificar as
estirpes em agrupamentos filogenéticos denominados clados, por meio da técnica multilocus
sequence typing (MLST). Essa técnica possibilita realizar analises com maior poder
discriminatorio capazes de demonstrar o perfil evolutivo de C. difficile (Janezic e Rupnik,

2015). Em alguns casos, quando um isolado pertence a um ribotipo tradicionalmente



20

conhecido, é possivel predizer o clado ao qual essa estirpe pertence. Da mesma forma,
também é possivel predizer o ribotipo de uma determinada estirpe por meio da classificagcdo
de seu sequence type (ST) (Bjoersdorff et al., 2021). Atualmente, sdo descritos seis clados
distintos, cuja composicdo mantém correspondéncia com o agrupamento de ribotipos

especificos que compartilnam entre si caracteristicas em comum (QUADRO 1).

Quadro 1 - Divisao de clados de C. difficile

Clado Ribotipo patogénico comum Comentarios

Clado mais diversificado; estirpes toxigénicas e

1 001, 012, 014, 020, 106 N o

ndo toxigénicas.

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

027.

Clado incomum dominado pelo ribotipo 023
3 023

CDT".
A 017 Estirpes toxigénicas e ndo toxigénicas; inclui o

ribotipo 017 com padrdo A/B".

Estirpes toxigénicas e ndo toxigénicas, com perfil
5 078, 126, 033 ) )

evolutivo altamente divergente de outros clados.

Clado recentemente descrito apenas com estirpes
6 - ndo toxigénicas; ha consideracbes 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 ultimas décadas, surtos da ICD em seres humanos ocorreram na Ameérica do Norte
e na Europa ap0s a emergéncia do ribotipo hipervirulento RT027 (pertencente ao clado 2), o
qual foi notificado pela primeira vez em 2005 (McDonald, et al., 2005). A incidéncia do
RTO027 diminuiu em algumas areas da Europa Ocidental nos ultimos anos, devido a uma

reducdo na incidéncia total de ICD, bem como uma redu¢do na proporc¢do de casos atribuidos
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a esse ribotipo (Martin et al., 2016). No entanto, RT027 persiste na América do Norte e estd
aumentando em outras areas, especialmente na Europa Oriental (Cheknis et al., 2018;
Freeman et al., 2020).

Em 2005 na Holanda, um aumento na ocorréncia de C. difficile em suinos e bovinos
foi relacionado a emergéncia de outro ribotipo hipervirulento denominado 078, pertencente ao
clado 5. Com o avango dos estudos de vigilancia sanitaria, foi observado o isolamento cada
vez mais frequente desse ribotipo em seres humanos, afetando principalmente populagdes
jovens com casos de ICD associadas a comunidade. Além disso, constatou-se também que
isolados de humanos e suinos apresentaram alta similaridade genética, sugerindo auséncia de

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

Ao contrario da Europa e da América do Norte, a Austrdlia ndo sofreu grandes
epidemias associadas ao RT027. Sugere-se que o isolamento geogréafico do pais e as praticas
de prescricdo antimicrobiana relativamente conservadoras tenham contribuido para a
contencdo desse ribotipo. Entretanto, a partir do ano de 2010, ha registros de surtos na
Australia em funcdo da emergéncia do ribotipo hipervirulento RT244, pertencente ao clado 2.
Tal ribotipo demonstrou estar significativamente relacionado a infeccbes comunitérias e

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

Ja na Asia, contrastando com paises europeus e com a América do Norte, os ribotipos
mais prevalentes sdo RT001, RT002, RT014, RT018, pertencentes ao clado 1; e RTO017
pertencente ao clado 4. Diferente dos ribotipos hipervirulentos classicos (i.e. RT027 e
RT078), os ribotipos RT017 e RT018, por exemplo, ndo produzem toxina binaria. Porém,
outros fatores de viruléncia podem ter contribuido para a propagacdo dessas estirpes no
continente, como a resisténcia a clindamicina e as fluoroquinolonas pelo RT018. Em Hong
Kong, demonstrou-se que isolados do RT002 apresentam maior taxa de esporulacdo quando
comparados a outros ribotipos, favorecendo sua maior disseminacdo em ambientes
hospitalares (Cheng et al., 2011; Collins et al., 2013).

No continente africano, a maioria dos estudos epidemiolégicos sobre C. difficile séo
restritos & Africa do Sul. O contexto da ICD nesse pais é especialmente importante devido a
elevada prevaléncia de certas comorbidades na populacdo, como o Virus da Imunodeficiéncia
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 referéncia no atendimento a

pacientes com tuberculose na Africa do Sul, foram notificados cerca de 70 casos de ICD a
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cada 1000 pacientes. Nesse trabalho, obteve-se 110 isolados toxigénicos 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 a moxifloxacina, uma quinolona
de uso amplo, e a rifampicina, droga comumente utilizada no tratamento da tuberculose
(Kullin et al., 2018).

No Brasil, os estudos epidemioldgicos de C. difficile tanto em ambientes hospitalares
quanto na comunidade também séo escassos. Mesmo com a subnotificacdo de casos da ICD,
considera-se que C. difficile seja o terceiro patdgeno mais prevalente nos casos de diarreia
comunitaria do pais (Trindade et al., 2019). Entre os principais ribotipos ja relatados nos
estados brasileiros estdo: RT014/020 e RT106, e em menor frequéncia outros ribotipos como
RTO046, RT132, RT133, RT134 e RT135, sendo todos pertencentes ao clado 1 (Trindade et
al., 2019). Em 2018, foi notificado pela primeira vez no pais 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 a 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 ndo encontraram ribotipos classicamente associados a hiperviruléncia, como
RT027, RT078 e RT244.

Em seres humanos, hd 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 regides do mundo, como os ribotipos RT001, RT012
e RT014/020. Ja o clado 2 contém o ribotipo RT027, estirpe hipervirulenta associada a
disseminacéo internacional da doenca em seres humanos. O clado 4 contém estirpes que sao
importantes causas da ICD em regides especificas. Por fim, o caldo 5 caracteriza-se pelo
agrupamento de ribotipos predominantemente hipervirulentos, como o RTO078, capaz de

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

2.5. Doencga em seres humanos

Alguns fatores sdo comumente relacionados a ocorréncia da ICD em seres humanos,
sendo a antibioticoterapia o principal deles. Alguns outros fatores como idade avangada, uso
de inibidores de bomba de prétons (omeprazol, por exemplo) e o ribotipo relacionado a
doencga sdo os fatores de risco mais frequentes para a recorréncia da ICD (McDonald et al.,
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2018). Novamente, idade avangada, leucocitose, insuficiéncia renal, doenga pulmonar cronica,
doenga inflamatdria intestinal e diabetes mellitus sdo fatores que podem promover
complicacdes da ICD, inclusive aumentando a chance de 6bito (Chakra et al., 2014). Tem-se
relatado ainda um aumento da ICD em populacGes mais jovens sem contato prévio com o
ambiente hospitalar e ou com antibiéticos (ICD comunitaria). Nesse caso, destacam-se
populacbes especificas que anteriormente apresentavam baixo risco, como criangas e
mulheres gravidas (Kim et al., 2008; Rouphael et al., 2008).

A ocupacdo profissional também € um importante fator que aumenta a exposic¢éo ao
patdgeno, contribuindo para maior risco da ICD em determinados grupos da sociedade. Em
um estudo realizado na Alemanha, pacientes de instituicbes de cuidados prolongados como
asilos, por exemplo, tiveram taxa de colonizagdo por C. difficile de 4,6%, em comparagéo
com 0,8% na populacéo adulta residente da comunidade local. Dentre as estirpes isoladas nos
asilos, 90% eram toxigénicas, predominantemente dos ribotipos RT014 (30%) e RT001
(20%), cujo resultado foi 10 vezes maior do que o encontrado na comunidade, indicando a
maior exposicao a C. difficile por profissionais da area de salde que trabalham nesses locais
(Arvand et al., 2012). Sabe-se ainda que funcionérios que trabalham com suinocultura
também apresentam uma prevaléncia maior de colonizacdo por C. difficile, comumente pelo
ribotipo hipervirulento RT078, altamente prevalente em leitGes (Goorhuis et al., 2008). Deve-
se enfatizar ainda que este ribotipo é o terceiro mais isolado em casos de infeccdo comunitaria
em todo o mundo, reforcando a hipdtese de intercdmbio de estirpes de C. difficile entre
espécies (Rupnik et al., 2008; Knetsch et al., 2014).

2.6. Doenca 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 observacao
provavelmente corresponde a uma falha amostral, visto que ha maior quantidade de estudos
epidemioldgicos 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, sdo mais comuns em cdes e gatos, correspondendo ainda em mais
da metade dos isolados de equinos. J& em bovinos e suinos, estirpes do clado 5, sobretudo

ribotipo RT078, sdo as mais comuns (Weese, 2020).
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Os fatores de risco relacionados a ocorréncia da ICD em animais sdo mais variados e
ndo tém um padrdo especifico para todas as espécies. Em suinos, por exemplo, a doenca
acomete apenas 0s recém-nascidos, 0S quais permanecem susceptiveis ao patdégeno até
aproximadamente os sete dias de vida. Apos esse periodo, a microbiota intestinal dos leitdes
ja estd bem estabelecida e impede o desenvolvimento da infeccdo, mesmo depois do uso de
antimicrobianos (Arruda et al., 2013). J& nos cdes, as faixas etarias que apresentam maior taxa
de infeccdo pelo patogeno sdo os filhotes e animais idosos (Alvarez-Pérez et al., 2015). Em

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

Enquanto C. difficile € um importante causador de doenca em algumas espécies de
animais domésticos, como suinos 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 patdgeno e permanecerem como hospedeiros assintomaticos, ndo havendo
indicios claros de desenvolvimento da doenca nessas especies. Porém, é inguestionavel a
importancia epidemioldgica na disseminacdo de ribotipos possivelmente zoonéticos que tais
animais podem ter (Avbersek et al., 2014; Silva et al., 2015).

Em animais silvestres, ha estudos que relatam o isolamento de C. difficile em felinos,
canideos, roedores e répteis, por exemplo (Silva et al., 2013; Silva et al., 2014; Oliveira
Junior et al., 2018; Ramos et al., 2019). Em sua maioria, os estudos relatam apenas a
colonizagdo pelo agente, sem ocorréncia da doenca. Entretanto, alguns casos de ICD tém 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 doenca apds ser tratada com
cefalosporina devido a um procedimento cirargico ortopédico (Silva et al., 2013). Outra
possibilidade seria a influéncia da dieta na composicdo da microbiota intestinal, cuja
diversidade pode ser alterada de modo que favorega a ICD. Nesse sentido, foi relatado na
Dinamarca um surto em elefantes (Elephas maximus) em que cinco animais de um zooldgico
apresentaram enterocolite, causando dois Obitos. Exames laboratoriais post mortem
diagnosticaram ICD, possivelmente ocasionada por ingestdo de brocolis, 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

colonizacdo assintomatica foi observada (Weese, 2020).
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2.7. Diagndstico

Em seres humanos, um diagndstico rapido e preciso da ICD é essencial para direcionar
o0 tratamento correto e impedir a transmissdao nosocomial. Através do diagnostico é possivel
reduzir o tempo de inicio do tratamento de pacientes com resultado positivo e descontinuagéo
do tratamento empirico de pacientes com resultado negativo. Os testes sdo recomendados para
individuos internados em unidades hospitalares que tenham pelo menos trés episodios de
evacuacdo com fezes nao formadas num intervalo de 24 horas. A necessidade de aplicacdo do
teste é reforcada se o paciente recebeu tratamento antimicrobiano previamente e se exames
para deteccdo de outros enteropatdégenos comuns for negativo, bem como se outras causas de
diarreia como colite inflamatéria e nutricdo enteral forem descartadas (Bagdasarian et al.,
2015).

As opcoes de diagnostico para seres humanos consistem na aplicagdo de testes capazes
de detectar o agente etioldgico ou suas toxinas (Guery et al., 2019). Dessa forma, alguns
testes utilizados atualmente tém como alvo a deteccdo do material genético ou proteinas de C.
difficile, s@o eles: cultura toxigénica (toxigenic culture — TC), teste de amplificacdo de acido
nucleico (nucleic acid amplification tests — NAAT) e glutamato desidrogenase (glutamate
dehydrogenase — GDH). Adicionalmente, alguns testes com ensaios imunoenzimaticos
(enzyme immunoassays — EIA) preconizam a detec¢do das toxinas presente nas fezes por meio

de anticorpos monoclonais ou policlonais antitoxinas A e B.

Apesar dos recentes avancos, o diagndstico da ICD permanece desafiador, pois ndo
existe teste que combine simultaneamente alta sensibilidade e especificidade, tempo de
resposta rapido e baixo custo. Além disso, alguns testes ndo permitem afirmar a natureza
toxigénica do isolado, visto que C. difficile € um agente comensal da microbiota intestinal,
podendo ser ndo toxigénico. Portanto, é recomendado a execucdo de pelo menos um
algoritmo de duas etapas, em que diferentes testes sdo combinados a fim de aperfeicoar o
diagnostico (Gateau et al., 2018) (FIGURA 1).

Em animais, os recursos utilizados para o diagnostico da ICD se assemelham aqueles
utilizados para seres humanos, devido a auséncia de testes especificos para animais
domeésticos e silvestres. Assim, a presenca de estirpes toxigénicas e/ou deteccao de toxinas em
amostras de fezes sdo correlacionadas com as manifestacdes clinicas observadas no animal

avaliado para conclusédo do diagnostico (Keessen et al., 2011b; Ramos et al., 2020).
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Figura 1 - Algoritmo para o diagnostico da ICD em seres humanos com a suspeita da doencga
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Legenda: GDH, glutamato desidrogenase; NAAT, teste de amplificacdo de acido nucleico; TC, cultura
toxigénica.
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 doenca e o risco de recorréncia ou complicagdes
(McDonald et al., 2018). Quanto ao uso de antimicrobianos, metronidazol e vancomicina séo
as drogas de eleicdo para o tratamento convencional da doenca. Embora a eficacia do
metronidazol seja cada vez mais questionada devido a emergéncia de estirpes com
sensibilidade reduzida, tal droga continua sendo a opcao de terapia inicial em alguns paises,
como no Brasil, para a maioria dos pacientes com infeccdo leve a moderada e para o primeiro
episédio de recorréncia da ICD (Moura et al., 2013). Nesses paises, a vancomicina é
recomendada como terapia inicial apenas para casos graves, pois hd uma preocupagdo
crescente na selecdo de outros micro-organismos resistentes a essa droga, como 0s do género
Enterococcus e Staphylococcus (Dubin et al., 2019). Porém, em varios paises europeus e nos
EUA, a vancomicina passou a ser a primeira escolha independente da gravidade. Para
pacientes com recorréncia ou que apresentem alto risco de recorréncia da ICD, sugere-se 0
uso de uma terceira droga: fidaxomicina, cujo espectro de acdo na microbiota intestinal é
menor, comparado aos antibioticos citados, reduzindo a disbiose que favorece a ICD
(Mullane, 2014). Entretanto, devido ao seu elevado custo, a fidaxomicina ndo é comumente
usada em muitos paises, inclusive no Brasil (Bartsch et al., 2013).
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Na medicina veterinaria, também se recomenda o uso de antimicrobianos, sobretudo
quando a terapia de suporte ndo é suficiente para promover a recuperacao do estado clinico do
animal. Da mesma forma que em seres humanos, 0 uso da vancomicina é indicado apenas
quando as estirpes séo resistentes ao metronidazol, a fim de evitar a selecdo de outros micro-
organismos resistentes a essa droga (Keessen et al., 2011a). Em cées, a terapia antimicrobiana
é baseada apenas no uso de metronidazol, limitando as opg¢Ges de tratamento nos casos de
recorréncia (Diniz et al.,, 2021). Em algumas espécies, como suinos, 0 tratamento
antimicrobiano de leitdes neonatos pode ser caro e trabalhoso, dada a quantidade de leitdes

que pode contrair a ICD.

Além disso, os protocolos também recomendam o transplante de microbiota fecal
(TMF) como uma opcéo de tratamento quando houver duas ou mais recorréncias da ICD ou
qguando houver refratariedade ao tratamento antimicrobiano (Rao e Malani, 2020). Assim, o
paciente recebe, via colonoscopia ou via oral (pilulas gastrorresistentes), uma solucéo fecal
oriunda de um doador sauddvel que atenda a varios requisitos clinicos e testes
microbiol6gicos. Porém, ainda existem algumas restricGes e questionamentos sobre a
aplicacdo desse procedimento por se tratar de uma técnica recente e com um grande
desconhecimento de seus efeitos a longo prazo no individuo transplantado. Logo, sdo
essenciais estudos multicéntricos com acompanhamento dos pacientes tratados para avaliar a
eficacia e a seguranca do TMF (Beurden et al., 2017; Tarig et al., 2019). Em 2018, foi
relatada pela primeira vez a utilizacdo do TMF via colonoscopia para o tratamento de um céo
com diarreia cronica-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 Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Terra et al., 2020). Existem varios
estudos de estratégias de tratamento inovadoras que envolvem o uso de outros
antimicrobianos, de bacteridfagos, de antitoxinas A e B, de probidticos e de produtos naturais.
Esses estudos fornecem abordagens otimistas para terapias futuras. No entanto, o
conhecimento limitado sobre a seguranca e eficacia desses tratamentos exige mais pesquisas

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

2.9. Resisténcia antimicrobiana

A pressao seletiva promovida atraves 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 varios antibioticos. A emergéncia
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de novas estirpes estd intimamente relacionada ao surgimento de mecanismos de resisténcia -
de natureza multifatorial - as drogas. Assim, tais fatores tém sido descritos recentemente,
como: aquisicdo de genes de resisténcia a antimicrobianos por meio da transferéncia de
elementos genéticos moveis intraespecificos e interespecificos, pressdo seletiva in vivo,
resultando em mutagdes, expressao alterada de proteinas ativas redox, metabolismo do ferro,
reparo do &cido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid - DNA) e formacéo de biofilme
(Peng et al., 2017).

Nesse sentido, acreditava-se que a resisténcia ao metronidazol estava relacionada a
presenca de genes da familia nitroimidazol (nim) (Gal e Brazier, 2004). Entretanto, alguns
estudos apontam que estirpes sabidamente resistentes a tal droga nao apresentam nenhum dos
genes pertencentes a essa familia. Outros dados provenientes de estudos protedmicos sugerem
que a resisténcia provavelmente é devida a varias alteracdes em vias metabdlicas ainda a
serem definidas, como aquelas que envolvem a atividade de nitrorredutases, captacao de ferro
e reparo do DNA, por exemplo (Chong et al., 2014; Moura et al., 2014). Além disso, 0
biofilme, estrutura de multiplas camadas composta por polissacarideos, proteinas e DNA, tem
sido proposto como fator importante que contribui para a resisténcia antimicrobiana de C.
difficile, sobretudo ao metronidazol e a vancomicina. A presenca de genes como cwp84, flicC
e luxS relacionados a proteinas da matriz extracelular, a flagelina, e ao mecanismo de quorum
sensing, respectivamente, demonstrou estimular a formacdo de biofilme (Papa et al., 2013;
Vuotto et al., 2016).

Recentemente, um plasmideo de 7 Kb denominado pCD-METRO (plasmid from C.
difficile associated with metronidazole resistance) foi proposto como um dos fatores
genotipicos responsaveis por conferir resisténcia ao metronidazol em estirpes toxigénicas e
ndo toxigénicas de C. difficile (Boekhoud et al., 2020). Nesse estudo, foi observada ampla
distribuicdo desse plasmideo nos paises da Europa, visto que estirpes oriundas da Espanha,
Poldnia, Republica Checa e Alemanha foram pCD-METRO". Dentre os isolados portadores
do plasmideo, quase 74% (n = 17) pertenciam ao ribotipo ndo toxigénico RT010 (clado 1).
Além disso, durante uma ICD recorrente, foi sugerida a aquisi¢do do pCD-METRO por uma

estirpe toxigénica por meio da transferéncia horizontal de genes.

H& 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 a vancomicina através do grupo heme liberado durante o processo
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inflamatorio desencadeado pela ICD (Knippel et al., 2020). Dessa forma, mediante a presenca
de uma elevada concentracdo do grupo heme no limen intestinal, o operon HsmRA ¢é
expresso de modo que as moléculas heme sdo redirecionadas para algumas proteinas de
membrana, promovendo uma barreira protetora frente ao estresse oxidativo gerado pela
resposta inflamatoria do organismo, bem como pelo efeito do metronidazol e da vancomicina

sobre as células de C. difficile.

Em relagdo a vancomicina, possivelmente a resisténcia também esteja associada a
presenca 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 a
vancomicina. E provavel que sua transferéncia horizontal ocorra pelo transposon Tn1546,
tornando-se um marcador genético com relevancia epidemioldgica em C. difficile (Cetinkaya
et al., 2000). Aléem disso, antibidticos utilizados em casos recorrentes de ICD, como as
rifamicinas, tém promovido pressdo seletiva in vivo capaz de mediar mutacdes na subunidade
beta () do gene rpoB, que codifica uma RNA polimerase bacteriana (O’Connor et al., 2008).
As alteragdes de rpoB também podem estar envolvidas na sensibilidade reduzida de C.

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

A pressdo seletiva in vivo também é observada na selecdo de subpopulacdes resistentes
as fluoroquinolonas, como no caso do antibidtico moxifloxacina, significativamente associado
a predisposicdo da ICD. Quando a concentracdo ambiental de fluoroquinolonas ndo é capaz
de inibir C. difficile, o patégeno pode sofrer mutacfes nos genes constitutivos gyrA e/ou gyrB.
Caso ocorra substituicGes de aminoacidos 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 emergéncia do RT027, estirpe hipervirulenta classica representante do clado 2 que se
disseminou por varias regides do mundo, causando surtos em seres humanos com

sintomatologia grave (He et al., 2013).

A resisténcia a tetraciclina em C. difficile se d& por meio da presenca 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 sao
transferidos por transposons do tipo Tn5397, Tn6164, Tn6190, Tn916 e seus variantes. A
classe tet mais difundida é a tet(M), cujo mecanismo de aquisi¢do por C. difficile permanece

incerto. Um modelo proposto para essa aquisicdo é por transferéncia genética através de
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transposons oriundos de outras bactérias patogénicas 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 a tetraciclina de suinos e humanos (Fry et al.,
2012).

A tetraciclina é amplamente utilizada na prevencdo e tratamento de infeccbes em
animais nos sistemas de producdo pecuaria, sobretudo na suinocultura (Van Boeckel et al.,
2015). Em um estudo recente realizado no Reino Unido, algumas evidéncias apoiam a
hipGtese de que a administracdo desse antimicrobiano em animais fomentou uma presséo
seletiva que resultou na evolucdo do RTO78 resistente a tetraciclina em pelo menos trés
eventos independentes. Nesse trabalho, verificou-se que o RTO078, pertencente ao clado 5,
compartilha algumas caracteristicas genotipicas, como o gene tet(O), com 99% de homologia
da sequéncia nucleotidica com patégenos de suinos (i.e. Streptococcus suis) e outros
patdgenos zoonoticos (i.e. Campylobacter jejuni e C. coli). Possivelmente, a rapida expansao
geografica desse ribotipo emergente com potencial zoonético se deu através da cadeia

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

Em C. difficile, a resisténcia a familia de antibioticos macrolideo-lincosamida-
estreptogramina B (MLSg) geralmente é conferida por metilacdo ribossémica. Isso se deve ao
gene das metilases ribossémicas da eritromicina de classe B (ermB), que codifica uma RNA
metilase 23S e induz resisténcia a clindamicina e a eritromicina, por exemplo (Spigaglia et al.,
2018). Esse gene geralmente esta 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
resisténcia fenotipica para antibioticos MLSg eram negativos para o gene ermB (Spigaglia et
al., 2011). Recentemente, apontaram-se outros genes que provavelmente desempenham
mecanismos de resisténcia a essa classe de antibidticos na auséncia do gene ermB. Os genes
em questdo sdo cfrB e cfrC, os quais também codificam uma 23S rRNA metiltransferase e
conferem resisténcia aos antibidticos PhLOPSA (fenicdis, 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

Ha vérios testes de sensibilidade antimicrobiana disponiveis para C. difficile que tém
sido utilizados em andlises clinicas e em estudos epidemioldgicos. A maioria dos métodos
bem aceitos se concentra em mensurar a concentracdo inibitoria minima (CIM) de
determinado antibiético capaz de inibir o crescimento bacteriano. Para C. diffcile, tais
métodos incluem diluigdo em agar, microdiluicdo em caldo e epsilometer test (E-test) (Brook

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

O teste de diluicdo em agar é recomendado como “padrao-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 referéncia comparativa dos demais testes. O teste de diluicdo em
agar € um método preciso, a escolha dos antibidticos a serem testados é flexivel e pode ser
modificada de acordo com a finalidade clinica e/ou cientifica, sendo adequado para testar um
grande numero de isolados. Entretanto, é trabalhoso e requer profissionais qualificados e
experientes para realizar o teste adequadamente. Além disso, geralmente € realizado em lotes
e ndo permite prontamente o teste de isolados individuais, conforme a demanda de

laboratérios clinicos (Peng et al., 2017).

Diante disso, atualmente grande parte dos laboratérios utiliza o E-test, dispositivo em
forma de fita com um gradiente predefinido de determinado antibiotico, cobrindo uma faixa
de concentracdo continua para a indicacdo da CIM. Embora existam diferencas nos valores da
CIM entre a diluicdo em agar e o E-test, foi demonstrada alta concordancia categérica entre
esses métodos, visto que os resultados ndo levaram a nenhuma discrepéncia na classificacéo
do resultado final: wild-type (WT — sem mecanismo de resisténcia fenotipico detectavel) e
non-wild-type (NWT — com mecanismos presumidos ou conhecidos de resisténcia adquirida e
susceptibilidade reduzida) (Poilane et al., 2000; Baines et al. 2008; Moura et al. 2013).
Assim, o E-test possibilita a analise de diversos antibioticos para varias estirpes a0 mesmo
tempo. Apesar disso, o alto custo dificulta o uso extensivo desse metodo em laboratdrios

clinicos e em estudos epidemiologicos.

Embora em alguns trabalhos os valores da CIM de C. difficile tenham sido obtidos
usando microdiluicdo em caldo, o CLSI recomenda esse método, dentre 0s micro-organismos

anaerdbios, 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 microdiluicéo
em caldo, cuja CIM foi inferior quando comparada com a diluicdo em &gar. Além disso, a
reprodutibilidade com microdiluicdo em caldo foi variavel, provavelmente dependente dos
antibioticos testados. Portanto, de acordo com as diretrizes do CLSI, os resultados indicaram
que o método de microdiluicdo em caldo ndo é uma alternativa para testes de sensibilidade
antimicrobiana para C. difficile (Hastey et al., 2017).

Por sua vez, o teste de disco difusdo ndo é recomendado pelo CLSI para C. difficile,
mas alguns trabalhos sugerem que poderia ser uma opcdo para o teste de sensibilidade
antimicrobiana desse patdgeno, tornando-se uma alternativa viavel como teste de triagem ou
até mesmo unico. Tal teste promove a formacdo de um halo de inibi¢do do crescimento
bacteriano em placa, em que o didmetro obtido classificaria o isolado como WT ou NWT em
relacdo a droga testada (Valsesia et al., 2015). Em 2012, um estudo realizado na Dinamarca
com 211 isolados mostrou que foi encontrada uma excelente concordancia entre os resultados
da CIM obtidas por E-test e por disco difusdo para avaliar a sensibilidade de estirpes de C.
difficile a0 metronidazol, a vancomicina e a moxifloxacina (Erikstrup et al., 2012). Apds trés
anos, outro estudo também realizado na Dinamarca com um nimero expressivo de isolados (n
= 2702) confirmou que o teste por disco difusdo permite triar amostras que tenham

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

Em relacdo ao uso do teste de disco difusdo para outras drogas, como amoxicilina-
acido clavulanico, piperacilina-tazobactam, ciprofloxacina, ceftriaxona, cloranfenicol,
eritromicina, lincomicina, linezolida, clindamicina, ciprofloxacina, levofloxacina,
teicoplanina e tetraciclina, também ha estudos que sugerem a confiabilidade desse método
para C. difficile (Poilane et al., 2007; Corbellini et al., 2014). Apesar disso, a utilizacdo de
valores da zona de inibicdo para interpretacdo dos testes em relacdo a C. difficile ndo é
determinado pelo CLSI ou pelo EUCAST, para qualquer tipo de antibiotico. Portanto, o
debate sobre o teste de disco difusdo como método qualificado para analise de sensibilidade

antimicrobiana em C. difficile ainda esta aberto.

2.11. Prevencéo e Controle

Como ja foi mencionado, os esporos formados por C. difficile permanecem viaveis no
ambiente por um longo periodo, favorecendo ampla distribuicdo do agente e consequente

contaminagdo de novos hospedeiros susceptiveis. Assim, medidas que atuem na eliminagéo de
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esporos sdo essenciais para prevencdo da ICD. Nesse sentido, protocolos de desinfeccdo com
acdo esporicida devem ser aplicados periodicamente em leitos de internagdo hospitalar,
clinicas veterinarias e baias e galpdes que abrigam criacdes, por exemplo. Tais medidas
devem ser reforcadas apds o diagndstico de pessoas e animais infectados, bem como
promover o isolamento desses individuos em areas com acesso restrito (Barra-Carrasco e
Paredes-Sabja, 2014; McDonald et al.,, 2018). Na pecuéria, algumas medidas como a
compostagem de biossolidos e a digestdo anaerdbia termofilica dos excrementos dos animais
provaram ser intervencdes eficazes para reduzir a concentracdo 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 prevencdo da ICD seria 0 uso de vacinas em seres
humanos e animais. Porém, ainda ndo hd nenhum imundgeno no mundo aprovado por
agéncias regulatdrias. Atualmente, existem diversos grupos de estudos engajados na
descoberta de uma formulacdo que atenda aos requisitos necessarios para garantir a seguranca
e protecdo dos individuos vacinados (Riley et al., 2019). Assim, destaca-se uma vacina
experimental bivalente em desenvolvimento para prevengdo da doenca em humanos que
contém as toxinas A e B alteradas geneticamente e quimicamente, de modo que sdo capazes
de induzir altos niveis de anticorpos neutralizantes. Essa vacina demonstra ser promissora e

segue em andlise ja na fase Il dos testes clinicos (Kitchin et al., 2020).

Além da utilizacdo de imunoprofilaticos de resposta ativa, a ICD também pode ser
prevenida por meio de estirpes ndo toxigénicas de C. difficile. Apesar de ndo produzirem
toxinas, essas estirpes sdo capazes de colonizar o colon intestinal do seu hospedeiro,
competindo com estirpes toxigénicas pelos sitios de ligacdo nos enterdcitos. Estudos
experimentais em roedores, leitdes e humanos ja demonstraram que essas estirpes néo
toxigénicas séo capazes de prevenir a ICD ou reduzir suas manifesta¢des clinicas, bem como
diminuir a disseminacdo ambiental de esporos de estirpes toxigénicas, como o ribotipo
hipervirulento RT078 (Oliveira Janior et al., 2016; Gerding et al., 2018; Oliveira Junior et al.,
2019).

Mediante a possibilidade de transmissdo interespecifica de C. difficile, medidas de
higiene pessoal ao estabelecer contato com animais domésticos, sobretudo com suas fezes,
s8o essenciais para prevencao da transmissao de esporos via fecal-oral. Separacao de rebanhos

de diferentes espécies, controle de roedores e exposi¢do a animais silvestres sdo medidas
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oportunas no meio rural. Cuidados no preparo e consumo de alimentos como frutas,
hortalicas, carnes e frutos do mar também s&o importantes para reduzir os riscos de exposi¢do
a forma esporulada do patogeno. Por fim, deve-se manter vigilante na manutencdo da limpeza
de dependéncias domiciliares e hospitalares de uso médico-veterinario, a fim de reduzir a
disseminacéo 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, a vancomicina e a
moxifloxacina de estirpes toxigénicas e ndo toxigénicas de C. difficile isoladas de seres

humanos e animais no Brasil.

3.2. Objetivos especificos

1) Awvaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana ao metronidazol, a vancomicina e
a moxifloxacina por meio do método de disco difusao;

2) Avaliar a CIM ao metronidazol, a vancomicina e a moxifloxacina por meio do
método E-test apenas dos isolados considerados NWT pelo teste de disco difuséo;

3) Detectar possiveis mutacbes no gene gyrA de parte dos isolados resistentes a

moxifloxacina.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Caracterizacao dos isolados

Foram utilizadas 120 estirpes de C. difficile pertencentes a bacterioteca do Laboratorio
de Bacterioses e Pesquisas da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) (Cadastro SISGEN: AECOB9A) (ANEXO A). Os isolados sdo compostos por 97
(81%) estirpes toxigénicas e por 23 (19%) estirpes ndo toxigénicas, isoladas entre o periodo
de 2011 a 2020 no Brasil, tendo como hospedeiras as seguintes espécies: seres humanos (n =
75), cées (n = 18), suinos (n = 9), equinos (n = 8), felinos (n = 7), roedores (n = 2) e répteis (n
= 1). A maioria dos isolados toxigénicos possuia a identificagdo do ribotipo definida
previamente, os quais se destacam o RT106 (n = 26), RT014/020 (n = 12) e RT126 (n = 8)
(APENDICE A). As amostras permaneciam armazenadas sob refrigeracio a —20 °C em
aliquotas de um mL em meio de cultura liquido, composto por infusdo de cérebro coracao

(brain heart infusion — BHI).

4.2. Sensibilidade antimicrobiana - Disco difusado

Foi utilizado o método de disco difusdo para avaliar a sensibilidade antimicrobiana de
isolados de C. difficile conforme os pardmetros 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
didametro. Dessa forma, as amostras foram descongeladas e estriadas em meio de cultura
seletivo composto por agar Mueller-Hinton (Oxoid) suplementado com 5% de sangue equino
e 1% de Acido Taurocolico de Sodio Hidratado (Sigma—Aldrich) (Agar Sangue Taurocolate —
AST). Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C por até 48 horas em camara de
anaerobiose (Thermo Fisher Scientific) com a composi¢do atmosférica de 80% de N2, 10% de
CO2 e 10% de Ha.

Apos confirmagéo do crescimento de colbnias puras, os isolados foram utilizados para
execucdo do teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusdo. O procedimento baseou-
se nas recomendacOes do CLSI para o teste de sensibilidade antimicrobiana por diluicdo em
agar indicado para micro-organismos anaerobios (CLSI, 2020). Resumidamente, coldnias dos
isolados foram diluidas até escala McFarland 1,0 e, com um suabe estéril, cada solugédo foi
estriada em uma placa previamente pré-reduzida de &gar Brucella (Difco Laboratories)

suplementado com sangue ovino (5% v/v), hemina (5 pg/mL) e vitamina K (1 pg/mL)
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(Brucella Blood Agar — BBA). O estriamento foi realizado em toda a placa em quatro sentidos
sobrepostos com angulo de 90°. Em seguida, com o auxilio de uma pinca estéril, os discos de
metronidazol (5 pg), de vancomicina (5 pg) e de moxifloxacina (5 pg) foram adicionados na
placa em posicdes equidistantes. Por fim, as placas foram incubadas a 37 °C durante 48 horas
em camara de anaerobiose com a condi¢do atmosférica ja citada. Todo o procedimento foi

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

Apds o periodo de incubacdo, as placas foram avaliadas visualmente sobre uma
superficie de fundo preto com o auxilio de uma fonte luminosa. As placas que apresentaram
zona de inibicdo do crescimento bacteriano tiveram o halo medido através de um paquimetro.
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 pg/mL — 2,0 pg/mL) incubado em anaerobiose e S. aureus ATCC 29213 (ciprofloxacina,
0,12 pg/mL — 0,5 pg/mL) incubado em aerobiose, ambos a 37 °C durante 48 horas.

4.3. Sensibilidade antimicrobiana - E-test

Somente os isolados que demonstraram fendtipo resistente (NWT) no teste de disco
difusdo para qualquer um dos antimicrobianos testados foram avaliados por E-test a fim de
determinar a CIM para confirmacdo da resisténcia antimicrobiana. O protocolo adotado para
execucdo do E-test foi 0 mesmo aplicado para o teste de disco difusdo, seguindo o uso da
escala 1,0 do padrdo McFarland, conforme as instruc6es do fabricante das fitas (metronidazol
e vancomicina, Oxoid; moxifloxacina, BioMérieux). Cada uma das fitas apresentava
graduacdo crescente de 0,015 pg/mL — 256 pg/mL de metronidazol, 0,015 pg/mL — 256
pg/mL de vancomicina e 0,015 pg/mL — 32 pg/mL de moxifloxacina. Os valores da CIM
obtidos foram interpretados de acordo com o0s parametros estabelecidos pelo CLSI e
EUCAST para confirmagdo 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 pg/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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influéncia do grupo heme na CIM obtida por esse antibiotico (Boekhoud et al., 2020). Dessa
forma, foi utilizado o mesmo protocolo de padronizacdo do in6culo das etapas anteriores. Em
seguida, as amostras foram plaqueadas em agar BHI sem hemina e vitamina K, com adicdo 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

Trés dos isolados classificados como resistentes & moxifloxacina pelo E-test foram
submetidos a PCR para amplificacdo do gene gyrA seguido de sequenciamento capilar para
avaliar a presenca de mutacdes nas regibes determinantes de resisténcia as quinolonas
(Chatedaki et al., 2019). Resumidamente, col6nias puras foram diluidas em microtubo
contendo 400 pl de agua ultrapura. Em seguida, as amostras foram submetidas ao método de
extracdo térmica do DNA por meio de aquecimento a 98 °C durante 20 minutos, seguido de
centrifugacdo a 6.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi pipetado em microtubo e
refrigerado a -20 °C. Posteriormente, foi realizada a reacdo de PCR como previamente
descrito (Mulvey et al., 2010) (QUADRO 2).

Quadro 2 — Descricdo dos primers utilizados para detec¢do do gene gyrA

Genes Sequéncia primer (5’ - 3°) [1Primer  Anelamento Banda Referéncia

F: TTGAAATAGCGGAAGAAATGA Mulvey et al.

GyrA 0,6 UM 520C 633 pb '
R: TTGCAGCTGTAGGGAAATC 2010

Legenda: F, forward; R, reverse; [ ], concentracdo; pb, pares de bases.
Fonte: Arquivo pessoal.

Para confirmacdo da amplificacdo, 5 pl dos amplicons foram submetidos a corrida
eletroforética (120 V, 30 mA, 40 minutos) em gel de agarose a 1,5% suplementado com
0,01% de brometo de etideo (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 entdo submetidos a purificagio (AMPure XP,
Agencourt) e ao sequenciamento capilar (Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer for
Resequencing & Fragment Analysis, Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instrugdes
do fabricante. As sequéncias obtidas foram alinhadas com os alelos de referéncia gyrA
disponiveis no Public databases for molecular typing and microbial genome diversity
(PubMLST) e traduzidas em aminoacidos através do programa Bioedit 7.2 (FIGURA 2).
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Figura 2 - Fluxograma das etapas realizadas

Vancomicina

Teste disco
difusdo

Moxifloxacina

Fonte: Arquivo pessoal.

4.5. Andlises estatisticas

O teste Exato de Fisher ou o teste Qui-quadrado foram utilizados para avaliagdo de
possiveis associa¢Oes entre resisténcia e sensibilidade de acordo com as seguintes variaveis:
ribotipo, espécie, ano de isolamento, provavel clado, presenca do gene codificador da toxina
binaria (cdtB) e estirpes toxigénicas/ndo toxigénicas (GraphPad Prism 8). Além disso, foi
calculada a razdo Odds-Ratio (OR) entre as varidveis que apresentaram diferencas estatisticas.

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 difusdo. Os demais isolados apresentaram halo > 28 mm (GRAFICO 1),
valor bastante distante do limite de 23 mm para definicdo como NWT (Erikstrup et al., 2012).
A amostra NWT foi submetida ao E-test e apresentou o valor da CIM > 256 pg/mL para o
metronidazol, confirmando a classificagdo de resisténcia. Posteriormente, ao executar 0 ensaio
em meio BHI para a avaliacdo da influéncia do grupo heme na resisténcia antimicrobiana,
houve marcante reducdo da CIM para 8 pg/mL no meio BBA, utilizado como controle deste
ensaio. Ainda assim, o valor de 8 pg/mL permite a classificagcdo do isolado como resistente ao
metronidazol. No E-test em &gar BHI, houve uma reducdo da CIM para 0,12 pg/mL,
classificando a estirpe como sensivel ao metronidazol nessa circunstancia (FIGURA 3). Esse
isolado corresponde a uma estirpe nao toxigénica, pertencente ao RT010 (clado 1) que foi

isolada de um cdo com diarreia em 2014.

Figura 3 — Teste de sensibilidade antimicrobiana para o metronidazol

Legenda: A, teste de disco difusdo com isolado resistente ao metronidazol (seta) em BBA; B, E-test
com isolado apresentando CIM = 8ug/mL para o metronidazol em BBA; C, E-test com isolado
apresentando CIM = 0,12 pg/mL para o metronidazol em BHI sem suplementos.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Graéfico 1 - Distribuicéo da frequéncia dos isolados de C. difficile (n = 120) de acordo com o
didmetro do halo obtido no teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusdo para o

metronidazol, destacando o ponto de corte de 23 mm (linha tracejada)
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Fonte: Arquivo pessoal.

Em relacdo a vancomicina, um isolado (0,8%) apresentou halo igual a 17 mm, sendo
classificado como NWT pelos padrdes sugeridos por Erikstrup et al. (2012) (NWT < 20 mm).
Porém, a CIM de tal isolado foi igual a 2 pg/mL no E-test, valor limite estabelecido pelo
EUCAST que configura sensibilidade a vancomicina (< 2 pg/mL), sendo, portanto,
considerado sensivel. O isolado em questdo é toxigénico e pertencente ao RT882, sendo
isolado de um ser humano com diarreia em 2012. Demais isolados apresentaram halo > 21

mm para vancomicina (GRAFICO 2).

Gréfico 2 - Distribuicdo da frequéncia dos isolados de C. difficile (n = 120) de acordo com o
didmetro do halo obtido no teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difuséo para a
vancomicina, destacando o ponto de corte de 19 mm (linha tracejada)
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Fonte: Arquivo pessoal.
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J& a moxifloxacina, 17 (14%) isolados foram resistentes, todos com auséncia de halo
de inibicdo no teste de disco difusdo (FIGURA 4). Os demais isolados, classificados como
WT, apresentaram halo > 21 mm (GRAFICO 3).

Figura 4 — Teste de sensibilidade antimicrobiana para a moxifloxacina

Legenda: A, teste de disco difusdo com isolado resistente a moxifloxacina (seta) em BBA; B, E-test
com isolado apresentando CIM > 32 ug/mL para a moxifloxacina em BBA.
Fonte: Arquivo pessoal.

Gréfico 3 - Distribuicdo da frequéncia dos isolados de C. difficile (n = 120) de acordo com o
diametro do halo obtido no teste de sensibilidade antimicrobiana por disco difusdo para a
moxifloxacina, destacando o ponto de corte de 20 mm (linha tracejada)
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Fonte: Arquivo pessoal.

Todos os isolados classificadas como NWT no teste de disco difusdo para
moxifloxacina obtiveram no E-test a CIM > 32 pg/mL. Dos isolados resistentes, 12 (71%)
eram toxigénicos e cinco (29%) ndo toxigénicos. Entre os toxigénicos, foram encontradas
amostras resistentes dos ribotipos RT126 (n = 7), RT014/020 (n = 2), RT011/049 (n = 1),
RTO011 (n = 1) e RT046 (n = 1). Apenas um isolado ndo toxigénico possui a ribotipagem
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definida, sendo RTO009. As estirpes resistentes a moxifloxacina foram isoladas de seres
humanos (n = 7) e de diversas espécies de animais, incluindo suinos (n = 4), equinos (n = 4),
cdo (n = 1) e felino (n = 1) (GRAFICO 4).

Gréfico 4 - Distribuicdo da frequéncia dos hospedeiros de isolados de C. difficile (n = 17)

resistentes a moxifloxacina de acordo com o ribotipo
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Fonte: Arquivo pessoal.

N&o foi observada associacdo entre resisténcia a moxifloxacina e ano de isolamento,
bem como entre estirpes toxigénicas e ndo toxigénicas (P = 0,3157; OR = 1,96). Por espécie,
observou-se uma associacdo entre resisténcia a moxifloxacina e isolados de equinos e de
suinos (P = 0,0139; OR = 7,61 e P = 0,0228; OR = 6,03, respectivamente). Quando 0s
isolados dessas espécies sdao comparados individualmente apenas com isolados de seres
humanos, ha uma associacdo de resisténcia com os isolados de equinos e de suinos (P =
0,0093; OR =9,71 e P =0,0149; OR = 7,77, respectivamente). Em adi¢do, 0 RT126 (clado 5)
foi o Unico ribotipo a apresentar associacdo com resisténcia a moxifloxacina (P < 0,0001, OR
=71,4), enquanto o RT106 (clado 1) foi associado a sensibilidade a droga (P = 0,0220). Além
disso, estirpes pertencentes ao clado 5, o qual inclui o RT126, foram associadas a resisténcia a
moxifloxacina (P = 0,0003; OR = 13,42). Comparando o clado 5 apenas com o clado 1,
observa-se maior resisténcia entre isolados do clado 5 (P = 0,0006; OR = 11,86). Por fim,
qguando se considera apenas as estirpes toxigénicas, ha associacdo entre a presenca do gene

codificador da toxina binaria (cdtB) e a resisténcia a moxifloxacina (P = 0,0144; OR = 4,86).

5.2. Sequenciamento

Foram sequenciadas trés amostras com fenotipo resistente a moxifloxacina (CIM > 32

pg/mL) para o gene gyrA. Tais amostras foram isoladas de cdo (RT014/020, 2011), de suino
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(RT126, 2019), e de ser humano (ndo toxigénica, 2018). Ambas as amostras apresentaram
uma mutacdo na cadeia polipeptidica, ocorrendo uma substituicdo do aminoéacido treonina

pelo aminoacido isoleucina na posicao 82 (Thr82lle).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo utilizou o teste de disco difusdo, previamente avaliado em outros
trabalhos, para triar estirpes de C. difficile possivelmente resistentes ao metronidazol, a
vancomicina e a moxifloxacina (Erikstrup et al., 2012; Holt et al., 2015). Estirpes
classificadas como NWT no teste de disco difusdo foram submetidas ao E-test para
confirmacdo da resisténcia. Entre as 120 amostras testadas, 19 (15%) foram submetidas a
confirmacdo via E-test e apenas um isolado (0,8%) foi reclassificado apds o teste
confirmatorio. Essa proporcao € inferior ao limite consideravel aceitavel (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 difuséo,
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 sensiveis apresentaram uma média elevada no tamanho dos halos,
facilitando a classificacdo segura do perfil de sensibilidade antimicrobiana em relacdo ao
metronidazol frente ao seu ponto de corte. Apesar de existirem trabalhos indicando uma alta
proporcdo de amostras resistentes ao metronidazol (Alder et al., 2015; Jin et al., 2017,
Baghani et al., 2020), a baixa frequéncia encontrada no presente estudo assemelha-se a grande
maioria dos estudos prévios (Saha et al., 2019).

A Unica estirpe resistente ao metronidazol no presente estudo foi isolada de um céo
diarreico e classificada como RT010. De acordo com Orden et al. (2017), tal ribotipo nédo
toxigénico é amplamente difundido e comumente isolado de cdes, os quais parecem
desempenhar papel relevante na sua dispersdo. Ha relatos do isolamento do RT010 também
de seres humanos (Moura et al., 2013; Boekhoud et al., 2020). Deve-se destacar que 0 uso
recorrente do metronidazol para o tratamento de cées diarreicos pode estar contribuindo para a

selecdo de ribotipos resistentes a essa droga (Andrés-Lasheras et al., 2018).

A estirpe em questdo, desde o seu isolamento em 2014, foi armazenada a -20 °C e
descongelada algumas vezes para execucdo dos testes de sensibilidade antimicrobiana.
Inicialmente, essa estirpe apresentou CIM > 256 pg/mL. Entretanto, posteriormente houve
uma reducdo da CIM (8 pg/mL) de no minimo 32 vezes. Uma ocorréncia semelhante foi

descrita no trabalho de Pelaez et al. (2008), em que todas as estirpes inicialmente resistentes
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ao metronidazol (n = 14) tornaram-se sensiveis ap0s serem descongeladas para uma nova
realizacdo do teste de sensibilidade antimicrobiana. Porém, Pelaez et al. (2008) relataram
ainda que, ap0s exposicdo prolongada in vitro a concentragdes subinibitérias de metronidazol,
a resisténcia foi restaurada. Alvarez-Pérez et al. (2014) também relataram que um isolado do
RTO078 inicialmente resistente a droga (CIM > 256 pg/mL), tornou-se sensivel apds uma
segunda passagem no meio de cultura BBA (CIM = 0,25 pg/mL). Deve-se destacar, porém,
que no presente estudo, mesmo com a reducdo dos valores da CIM a estirpe permaneceu

classificada como resistente ao metronidazol (> 2 pg/mL) (EUCAST, 2020).

Além disso, ndo foi observada a formacdo de coldnias heterorresistentes ao
metronidazol dentre todos os isolados avaliados. Novamente, Peldez et al. (2008) destacaram
que o método de disco difusdo facilita a observacdo do crescimento progressivo de col6nias
com sensibilidade reduzida ao metronidazol dentro do halo de inibi¢do ao longo do periodo de

incubacdo, as quais podem contribuir para o fracasso no tratamento da ICD in vivo.

A resisténcia 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
resisténcia ao metronizadol. Foi observada uma relacdo dose dependente do grupo heme
presente na composi¢do do meio de cultura utilizado no teste de sensibilidade antimicrobiana
e 0 aumento da CIM frente ao metronidazol. Essa relacdo ocorreu em diferentes ribotipos de
isolados clinicos de C. difficile. O mecanismo molecular associado a esse efeito heme
dependente permanece desconhecido. Porém, constatou-se uma delecdo na porcdo 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 influéncia desse gene
na falha terapéutica da ICD com a vancomicina em modelo murino. Dessa forma, é possivel
gue o mesmo resultado também seja observado no tratamento com o metronidazol, pois
ambas as drogas geram efeito citotdxico através do estresse oxidativo, o qual é minimizado
pela expressdo do gene hsmA. Entretanto, na comunicagdo pessoal apresentada durante o
ICDS, néo houve alteracdo da CIM pelos isolados de C. difficile em relagdo a vancomicina
mediante a variacdo na concentracdo do grupo heme. No presente estudo, o isolado RT010
resistente ao metronidazol foi testado por E-test em &gar BHI sem adicdo de hemina e
apresentou CIM = 0,12 pg/mL, tornando-se sensivel a droga nessa condicdo experimental,

corroborando os relatos recém apresentados (ICDS, 2020).
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Nenhum dos isolados avaliados apresentou resisténcia a vancomicina. Deve-se
pontuar, porém, que um isolado apresentou didmetro compativel com a classificagdo NWT no
teste de disco difusdo, sugerindo resisténcia a droga. Entretanto, tal fendtipo ndo foi
confirmado no E-test, de modo que se evitou a classificacdo errdnea do perfil de sensibilidade
antimicrobiana do isolado via teste de disco difusdo. Conforme j& mencionado, é aceitavel que
o teste de disco difusdo 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 parametro (0,8%). E importante destacar que esse erro de
classificacdo pode ser ainda uma falha do E-test, visto que em alguns casos € possivel que a
CIM mensurada por esse teste seja subestimada em pelo menos uma diluicdo quando
comparada com o valor obtido por teste de diluicdo em agar, considerado “padrdo-ouro”
(Moura et al, 2013; Baines e Wilcox, 2015). Caso tenha ocorrido a reducdo da CIM, a
classificacdo do isolado “falso resistente” seria afetada, haja vista que o resultado obtido foi
igual a 2 pg/mL, valor equivalente ao ponto de corte para vancomicina (EUCAST, 2020).
Nessa perspectiva, a classificacdo do isolado seria, de fato, resistente. Apesar disso, na
maioria das vezes, esse desvio ndo interfere na classificacdo do perfil de sensibilidade
antimicrobiana por E-test, pois mesmo com a redugdo da CIM, na maioria dos casos o valor
mantém-se dentro do intervalo de classificagio em relacdo ao ponto de corte do
antimicrobiano testado (Poilane et al., 2000). Para elucidar essa hipGtese seria necessario

realizar o teste de diluicdo em agar com o isolado suspeito.

A auséncia de isolados resistentes a vancomicina no presente estudo vai de encontro a
maioria dos resultados obtidos por trabalhos realizados em todo o mundo (Saha et al., 2019).
No Brasil, além de serem escassos 0s estudos em que houve avaliacdo 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
comparagOes em relacdo ao perfil de sensibilidade antimicrobiana das estirpes isoladas no
pais, embora néo tenha sido relatado isolados resistentes a vancomicina, como foi observado
no presente estudo. Entretanto, os trabalhos de Fraga et al. (2015) e Saldanha et al. (2020)
configuram as Unicas excegdes nesse cenario, visto que nesses estudos 58% (n = 29) e 75% (n
= 9), respectivamente, dos isolados avaliados foram resistentes a vancomicina, valores
superiores a maioria dos trabalhos relatados em diversos paises (Norman et al., 2014;
Samonis et al., 2016; Jin et al., 2017).
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Dentre os trés antimicrobianos avaliados, a moxifloxacina apresentou maior
frequéncia de estirpes resistentes (n = 17, 14%), das quais sete (41%) foram isoladas de seres
humanos. Segundo Krutova et al. (2020), uma susceptibilidade reduzida a moxifloxacina em
isolados causadores da ICD em seres humanos aumenta a chance de desfecho fatal dos
pacientes, sendo entdo relevante do ponto de vista clinico e epidemioldgico. No Brasil, até o
momento, a maior frequéncia de estirpes resistentes a essa droga foi de 8% (Fraga et al.,
2016) em isolados de seres humanos do estado de S&o Paulo. Estirpes do RTO027,
consideradas hipervirulentas e isoladas no inicio da década de 2010 em hospitais dos EUA,
tendem a apresentar taxas de resisténcia a moxifloxacina superiores a 90% (Tickler et al.,
2019). Dessa forma, as taxas de resisténcia a essa droga variam muito em funcdo da

localizacdo geografica, do periodo de amostragem e do ribotipo avaliado.

Avaliando especificamente os isolados, chama a atencdo para a maior frequéncia de
resisténcia a moxifloxacina nos isolados do ribotipo RT126 (clado 5), onde sete dos oito
isolados (87%) apresentaram esse perfil. Tal frequéncia é similar a relatada por Baghani et al.
(2020), em que todos os seis (100%) isolados avaliados de seres humanos do RT126 foram
resistentes a droga. Deve-se enfatizar que 0 RT126, assim como 0 RT078, esta relacionado ao
aumento da ocorréncia da ICD em seres humanos adquirida na comunidade, e nesse contexto
animais tém sido considerados possiveis reservatorios dessas estirpes toxigénicas (Zhang et
al., 2020). Equinos e suinos, por exemplo, apresentam alta prevaléncia 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 a moxifloxacina,
principalmente quando isoladas de suinos e de seres humanos (Alvarez-Pérez et al., 2017;
Barbanti e Spigaglia, 2020). Ainda, observa-se no presente estudo que estirpes isoladas de
equinos e suinos apresentaram uma forte associacdo com a resisténcia a moxifloxacina
quando comparadas a isolados de seres humanos. Deve-se enfatizar que tais associagoes
estatisticas parecem caminhar juntas: estirpes do clado 5 (sobretudo RT126) sdo comumente
resistentes a moxifloxacina e sdo frequentemente isoladas de algumas espécies animais,

incluindo equinos e suinos.

Estirpes classificadas como RT014/020 (clado 1) apresentaram apenas dois (16%)
isolados resistentes, cuja frequéncia foi semelhante ao estudo epidemioldgico de Tickler et al.
(2019). Outros quatro isolados de diferentes ribotipos que também pertencem ao clado 1
foram resistentes a moxifloxacina. Em contrapartida, todos os 26 (100%) isolados do RT106

(clado 1) foram sensiveis a essa droga (P = 0,0220), ratificando a baixa prevaléncia de
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isolados resistentes desse ribotipo relatada em varios outros paises (Cheknis et al., 2018). De
fato, no presente estudo, a probabilidade de uma estirpe do clado 1 ser resistente a

moxifloxacina é pelo menos 11 vezes menor que as estirpes do clado 5.

Além disso, é importante destacar a frequéncia de isolados nédo toxigénicos resistentes
a moxifloxacina (n = 5). Apesar de inicialmente incapazes de causar doenca pela auséncia dos
genes codificadores das toxinas A e B, a resisténcia antimicrobiana dessas estirpes ndo deve
ser ignorada ja que existe a possibilidade de transmissdo dos genes de resisténcia para estirpes
toxigénicas, além da ja descrita possibilidade de reversdo de viruléncia através da aquisicdo
por transferéncia horizontal do PaLoc (Brouwer et al., 2013). Diante disso, torna-se cada vez
mais relevante avaliar o protagonismo epidemiologico de isolados ndo toxigénicos na
emergéncia de estirpes de C. difficile que apresentam resisténcia antimicrobiana (Barbanti e
Spigaglia, 2020; Imwattana et al., 2020).

Do ponto de vista genotipico, é interessante notar que, entre isolados clinicos com alto
nivel de resisténcia as fluoroquinolonas, as mutacfes no gene gyrA sdo mais frequentes do
gue as mutacdes no gene gyrB (Spigaglia et al., 2018). Dessa forma, optou-se no presente
trabalho avaliar a presenca de mutacdes apenas no gene gyrA, de modo que os trés isolados
selecionados para sequenciamento desse gene apresentaram a mesma mutacéo (Thr82lle) que
pode justificar a resisténcia a moxifloxacina com uma CIM elevada (Kuwata et al., 2015). De
acordo com Spigaglia et al. (2018), essa mutacdo € a alteracdo mais comum encontrada nas
regides determinantes de resisténcia as quinolonas em C. difficile. Além disso, tal mutacdo
ndo afeta o fitness de C. difficile in vitro, sugerindo que essa substitui¢cdo pode ser mantida na
populacdo bacteriana mesmo na auséncia da pressdo seletiva por antibiéticos, de modo que
diferentes estirpes possam apresentar essa alteracdo (Wasels et al., 2015). De acordo com
Vernon et al. (2019), a mutagcdo Thr82lle no gene gyrA foi identificada em isolados do
ribotipo hipervirulento RT027 (clado 2), sugerindo uma possivel vantagem epidemiologica
em relacdo ao elevado potencial de expansdo clonal em diferentes regides. No presente
estudo, o gene mutante foi observado em isolados pertencentes aos ribotipos toxigénicos
RT126 e RT014/020, além de um isolado ndo toxigénico sem ribotipo definido. Ambos os
ribotipos com fendtipo resistente a moxifloxacina (i.e. CIM > 32 ug/mL) ja foram descritos
em paises da Europa e da Asia com a presenca da mutacio Thr82lle, 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 relacéo as estirpes ndo toxigénicas, Kuwata et al.

(2015) identificaram tal mutacdo nos ST48 e ST109. No Brasil, apenas dois estudos avaliaram
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a presenca de substituicbes nos genes gyrA e gyrB em C. difficile, ndo sendo encontrada a
mutacéo do tipo Thr82lle (Balassiano et al., 2011; Secco et al., 2014).

Dentre as limitagdes inerentes ao presente trabalho, o uso de isolados de C. difficile
previamente refrigerados pode gerar resultados que favorecam a classificagio WT ao
metronidazol, devido a tendéncia de reducdo da CIM para estirpes submetidas a esse tipo de
armazenamento, conforme descrito por Pelaez et al. (2008). Além disso, a auséncia de
metadados do histérico clinico dos pacientes ndo permite inferir suposta influéncia de
medidas terapéuticas prévias na promocao da pressao seletiva nos casos de ICD. Por Gltimo,
deve-se enfatizar que a grande maioria das estirpes de seres humanos foram oriundas de um
unico hospital, o que representa uma baixa representatividade epidemioldgica nos padrdes de

resisténcia dos isolados.
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7. CONCLUSAO

A resisténcia antimicrobiana ao metronidazol e a vancomicina foi pouco frequente nos
isolados de C. difficile avaliados. J& a moxifloxacina apresentou taxa de resisténcia moderada,
sobretudo dentre as estirpes isoladas de equinos, suinos e seres humanos, nas quais foi

detectado em algumas delas a mutag@o Thr82lle no gene gyrA.
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APENDICE A - Caracterizacéo dos isolados de C. difficile (n = 120)

Isolado  Hospedeiro Ano T/NT cdtB Ribotipo Clado
1 Céo 2011 T - 014/020 1
2 Céo 2012 NT - 009 1
3 Céo 2012 T - 106 1
4 Céo 2013 NT - 053 1
5 Céo 2014 NT - 010 1
6 Céo 2014 T - 106 1
7 Céo 2014 T - 014/020 1
8 Céo 2014 T - 014/020 1
9 Céo 2015 NT - 010 1
10 Céo 2015 T + 602 3
11 Céo 2016 NT - ND 4
12 Céo 2017 T - 014/020 1
13 Céo 2017 T - 014/020 1
14 Céo 2017 T - 106 1
15 Céo 2018 T - 600 1
16 Céo 2019 T - 014 1
17 Céo 2020 T - 014 1
18 Céo 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 Ledo 2019 NT - ND ND
34 Reptil 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 Suino 2012 T - 001/072 1
113 Suino 2014 T - 014/020 1
114 Suino 2014 T + 126 5
115 Suino 2014 T - 011/049 1
116 Suino 2015 T + 126 5
117 Suino 2016 T - 014/020 1
118 Suino 2016 T + 078 5
119 Suino 2016 T + 680 5
120 Suino 2019 T + 126 5

Legenda: ND, ndo disponivel; NT, ndo toxigénica; T, toxigénica.
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