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RESUMO 

Os objetivos do trabalho foram caracterizar cinco estirpes não toxigênicas de Clostridium 

difficile (NTCD), avaliar a viabilidade temporal de esporos liofilizados e prevenir a infecção por 

C. difficile (ICD) em hamsters utilizando uma estirpe NTCD. Foram realizadas PCR e ELISA 

para confirmação do perfil toxigênico, testes de produção de esporos in vitro e avaliação do 

perfil de resistência a antimicrobianos. Uma estirpe foi selecionada e liofilizada em várias 

alíquotas, as quais foram mantidas a 4 e 20°C e submetidas a três métodos de contagem de 

esporos mensalmente. Um total de 10
7
 esporos da estirpe NTCD foi administrada em hamsters 

previamente tratados com clindamicina. O desafio com 10
8 
esporos de uma estirpe toxigênica de 

C. difficile ocorreu 12 e 48 horas após a administração da estirpe NTCD e os animais foram 

observados por 28 dias. As estirpes foram confirmadas como não toxigênicas, apresentaram 

resistência a clindamicina e lincomicina, além de genes de resistência a bacitracinas e 

tetraciclinas. A produção de esporos in vitro variou de 6,17 x 10
4
 a 4,79 x 10

6 
esporos/mL. As 

estirpes estocadas a 20°C mantiveram contagens ligeiramente mais elevadas ao longo do tempo, 

apresentando tempo de prateleira estimado de 23 meses. A estirpe NTCD foi capaz de prevenir 

ICD em todos os animais que a receberam, permanecendo no intestino até o último dia 

experimental. 

Palavras-chave: diarreia, colite, liofilização. 
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ABSTRACT 

The objectives of this study were to characterize five strains of non-toxigenic Clostridium 

difficile (NTCD), to assess the temporal viability of freeze-dried spores and prevent C. difficile 

infection (CDI) in hamsters using one NTCD strain. The tests performed were PCR and ELISA 

to confirm the toxigenic profile, in vitro spore production and evaluation of antimicrobial 

resistance profile. One strain was selected and lyophilized in several aliquots, which were kept 

at 4 and 20°C and subjected to three spore count methods monthly. A total of 10
7
 spores of 

NTCD strain was administered to hamsters previously treated with clindamycin. The challenge 

with 10
8
 spores from a toxigenic strain of C. difficile was performed 12 and 48 hours after 

administration of NTCD strain and the animals were observed for 28 days. Strains were 

confirmed as non-toxigenic, were resistant to clindamycin and lincomycin and presented 

resistance genes to bacitracins and tetracyclines. The production of spores in vitro ranged from 

6.17 x 10
4
 to 4.79 x 10

6
 spore/ml. Strains stored at 20°C maintained slightly higher counts over 

time, with estimated shelf life of 23 months. NTCD strain was able to prevent ICD in all 

animals that received it and remaining in the intestine until the last experiment day. 

Keys words: diarrhea, colitis, lyophilization.  
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1. INTRODUÇÃO 

Clostridium difficile é um bacilo, anaeróbio, Gram positivo, formador de esporos e de difícil 

isolamento. Após ser confirmado como um dos causadores de diarreia e colite 

pseudomembranosa em humanos no final da década de 1970, este microrganismo ganhou 

notoriedade como agente de afecções entéricas de animais domésticos, principalmente equinos e 

suínos, sendo hoje considerado a principal causa não controlada de diarreia em leitões na 

Europa e Estados Unidos (Songer & Anderson, 2006). 

A infecção por C. difficile se inicia pela ingestão de esporos presentes no ambiente e, como o 

microrganismo é um mau competidor, é necessário um desequilíbrio da microbiota indígena 

para a infecção se estabelecer. Uma vez tendo colonizado o intestino, as estirpes toxigênicas de 

C. difficile produzem as toxinas A e B, que causam alterações na sinalização celular, 

desorganização do citoesqueleto, comprometimento das junções celulares e apoptose (Hookman 

& Barkin, 2009). 

Em suínos, C. difficile acomete principalmente leitões com até sete dias de idade, ocorrendo 

colonização intestinal dos neonatos logo nas primeiras horas de vida por esporos eliminados 

pela mãe ou presentes no ambiente. Como não existem vacinas para a prevenção da doença, as 

medidas de controle existentes se baseiam em práticas gerais de manejo, como desinfecção 

sistemática das baias maternidade com compostos contendo cloro ativo, as quais são de cunho 

paliativo (Lobato et al., 2013). 

Como as medidas de controle existentes não são eficientes para controlar ou prevenir a 

ocorrência da infecção por C. difficile, novas estratégias se fazem necessárias. Uma inovadora 

alternativa para o controle seria a utilização de estirpes não toxigênicas de C. difficile (NTCD), 

uma vez que elas não possuem os genes responsáveis pela produção das toxinas causadoras da 

doença, mas, aparentemente, mantém a mesma capacidade de colonização (Sambol et al., 2002). 

Entretanto, antes da utilização desta estratégia nas espécies alvos é necessária uma criteriosa 

análise da estirpe e das formas de armazenamento das mesmas. Além disso, testes em modelos 

experimentais constituem um passo inicial para futuros testes nas espécies domésticas de 

interesse. 

 

2. OBJETIVOS 

 Caracterizar estirpes NTCD quanto à produção de esporos in vitro, sensibilidade 

antimicrobiana e presença de genes de resistência a antimicrobianos. 

 Avaliar três métodos de contagens de esporos liofilizados. 

 Avaliar a viabilidade de esporos liofilizados em duas diferentes temperaturas de 

estocagem. 

 Avaliar a proteção conferida por uma estirpe NTCD contra ICD utilizando hamster 

(Mesocricetus auratus) como modelo experimental em dois diferentes tempos de desafio. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. O microrganismo: breve histórico 

Em 1935, Hall e O´Tolle (1935, citado por Bartlett, 2008) isolaram na Inglaterra, de forma 

inédita, um bastonete Gram-positivo, anaeróbio, esporulado e produtor de citotoxina 

proveniente de uma amostra fecal de neonato humano saudável. Naquela ocasião, nomearam tal 

microrganismo como Bacillus difficilis devido a sua morfologia e a grande dificuldade de 

isolamento e cultivo. Ainda na década de 30, estudos sugeriram que a bactéria em questão 

pertencia ao gênero Clostridium (Prevot, 1938, citado por Cato et al., 1982). No entanto, o nome 

Clostridium difficile foi oficializado apenas em 1980 pelo “Approved Lists of Bacterial Names” 

baseando-se em uma sistemática classificação publicada em um manual de microrganismos 

anaeróbios (Holdeman et al., 1977; Skerman et al., 1980). 

Antes mesmo do primeiro isolamento, o médico John Finney já havia relatado o primeiro caso 

de colite pseudomembranosa (CPM) em uma paciente submetida a uma cirurgia entérica 

(Finney, 1893 citado por Worsley, 1998). Durante muito tempo Staphylococcus aureus foi 

considerado o principal responsável pela ocorrência dessa doença, a qual ganhou grande 

visibilidade nas décadas subsequentes ao primeiro relato, porém poucas descobertas foram feitas 

a respeito da participação de C. difficile como agente etiológico. 

A incidência de diarreia seguida de CPM aumentou significativamente a partir da década de 

1970, época na qual se disseminou a utilização de lincosamidas, em especial clindamicina, para 

tratamento de enfermidades causadas por microrganismos anaeróbios (Gurwith et al., 1977). O 

aumento dos casos e a considerável letalidade da enfermidade mobilizaram diversos 

pesquisadores a descobrirem mais a respeito da etiologia da doença. 

O primeiro relato a sugerir C. difficile como agente etiológico da CPM é datado de 1978. O 

estudo conduzido por George et al. (1978) demonstrou que o conteúdo fecal de 8 pacientes 

diagnosticados com CPM possuía uma toxina citopática cujo efeito era neutralizado com 

antitoxina de Clostridium sordelli. Como não foi isolado C. sordelli do conteúdo fecal destes 

pacientes, o pesquisador cultivou todas as espécies do gênero Clostridium isoladas do conteúdo 

fecal em meio de cultura líquido e avaliou o efeito citopático do sobrenadante, constatando que 

apenas algumas estirpes de C. difficile produziam efeito citopático similar. Além disso, ele 

demonstrou que este efeito também era neutralizado pela antitoxina de C. sordelli, constatando 

a participação efetiva de C. difficile como causador da CPM. Apesar disso, a comunidade 

científica só se convenceu com o experimento de Larson et al. (1978), que consistiu no 

isolamento de quatro estirpes de C. difficile de pacientes com CPM e repetição do quadro ao 

inoculá-las em hamsters pré-tratados com vancomicina. A descoberta do agente etiológico 

ampliou o campo de pesquisa, principalmente relacionados à patogenia da doença. 
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3.2. Fatores de Virulência e Patogenia 

Assim como os demais microrganismos do gênero Clostridium, as exotoxinas são os principais 

fatores de virulência de C. difficile e grandes responsáveis pelas alterações morfológicas e sinais 

clínicos da doença (Borriello, 1998). Apesar disso, outros fatores de virulência com possível 

participação na patogenia da doença têm sido estudados e serão brevemente discutidos nesta 

seção. 

3.2.1. Esporulação e Germinação 

A infecção do trato gastrointestinal de humanos e animais se inicia com a ingestão da forma 

esporulada do microrganismo, a qual tem um papel central na transmissão da doença por manter 

o patógeno em um ambiente inóspito para a célula vegetativa (Rupnik et al., 2009). Os sinais 

externos que servem de gatilho para o início da esporulação são desconhecidos, mas fatores de 

estresse como a falta de nutrientes são apontados como possíveis responsáveis (Paredes-Sabja et 

al., 2014).  

Internamente, o processo de esporulação é mediado pelo fator regulador de transcrição Spo0A 

que, após ser fosforilado por quinases da família orphan histidine kinases, inicia o processo de 

divisão irregular da célula, dando origem à célula mãe e ao pré-esporo (Paredes-Sabja et al., 

2014). A regulação dos passos subsequentes tem a participação ativa de quatro fatores sigma de 

RNA polimerase, que comandam desde os primeiros estágios na célula mãe e no pré-esporo, 

visando à produção das proteínas necessárias para a formação do esporo, até o engolfamento 

final e liberação do mesmo. Em Bacillus subtilis, em que esse processo é muito bem descrito, 

sabe-se que os fatores sigma atuam num mecanismo de regulação cruzada, o que não ocorre em 

C. difficile (Pereira et al., 2013). Também já foram demonstradas diferenças no processo 

regulatório entre C. difficile e outros microrganismos do gênero Clostridium, o que pode 

auxiliar na explicação das diferenças no processo de formação e na morfologia do esporo entre 

as espécies do gênero (Al- Hinai et al., 2014). 

O esporo de C. difficile, assim como o de outras espécies, é uma estrutura bastante resistente 

devido a três fatores básicos. O primeiro deles é o baixo conteúdo de água, já que o esporo se 

mantém viável mesmo com baixos teores de água (25 a 60% do peso total), sendo bastante 

resistente à desidratação. O segundo diz respeito ao alto conteúdo de ácido dipicolínico (cerca 

de 10% do peso total) que fornece rigidez à estrutura, conferindo resistência ao calor seco, calor 

úmido e diversos desinfetantes. Por fim, destaca-se a saturação do DNA por pequenas proteínas 

ácido-solúveis, que condensam o material genético minimizando a possibilidade de danos 

(Paredes-Sabja et al., 2014). 

A estrutura do esporo, esquematizada na figura 1, é composta por um núcleo central, onde fica 

alocado o DNA, o RNA e a maioria das enzimas necessárias para a germinação, além de sete 

camadas envoltórias, cada uma com suas particularidades (Paredes-Sabja et al., 2014). O córtex, 

uma espessa camada de peptideoglicano ligeiramente modificado, é uma das mais importantes. 

Além de auxiliar na proteção, essa camada é essencial na germinação do esporo, uma vez que os 

resíduos de lactamato-δ-murâmico, substituintes do ácido murâmico da célula vegetativa, 

reconhecem as enzimas líticas, levando à ruptura da camada envoltória (Paredes-Sabja et al., 

2014) 
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Figura 1. Desenho esquemático de um esporo bacteriano representando o núcelo e suas diversas 

camadas envoltórias (Fonte: Paredes-Sabja et al., 2014) 

Outras duas importantes camadas são a cápsula e o exósporo. Como são mais externas e 

normalmente mais espessas, essas camadas são indispensáveis para a comunicação entre o 

esporo e o meio externo. Recentemente descobriu-se que o esporo de C. difficile é capaz de 

interagir com receptores não identificados de células do epitélio intestinal (Paredes-Sabja et al., 

2012). Além disso, estirpes sem a camada de exósporo aderem melhor a linhagens de célula 

intestinal e germinam melhor in vitro, porém, apresentam menor resistência a desinfetantes 

como álcool e calor (Escobar-Cortes et al., 2013). Apesar das proteínas responsáveis pelas 

funções citadas não serem conhecidas, a confirmação da capacidade de interação do esporo com 

células do órgão alvo chama atenção para uma possível importância na patogenia da doença. 

Em relação ao processo de germinação, importante passo para a instalação da doença, as 

informações são mais escassas. A indução da germinação se dá por pequenas moléculas 

chamadas germinantes, que variam de espécie para espécie. Os germinantes mais conhecidos de 

C. difficile são alguns sais biliares, como taurocolate, glicocolate, deoxicolate, além da L-

glicina, que atua como co-germiante (Sorg & Sonenshein, 2008). Os germinantes se ligam aos 

receptores do tipo serina proteases presentes no esporo e induzem uma cascata ainda não bem 

esclarecida de reações que culminam na hidrólise do córtex, hidratação do núcleo e crescimento 

da célula bacteriana (Paredes-Sabja et al., 2014). Uma importante descoberta feita a respeito da 

germinação de C. difficile foi a identificação de quenodesoxicolato, outro sal biliar, como 
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inibidor da germinação, apresentado uma interação mais forte com o esporo que o taurocolate 

(Sorg & Sonenshein, 2009).   

3.2.2. Adesinas e flagelo 

C. difficile possui algumas adesinas de superfície que podem participar do processo de 

colonização. Entre elas se encontram as proteínas associadas à superfície celular (S-layer) 

(Calabi et al., 2002), proteases, como a Cwp84 (Janoir et al., 2007) e proteínas do choque 

térmico como a GroEl (Hennequin et al., 2001).  

A primeira proteína de parede celular de C. difficile identificada como uma adesina foi relatada 

por Waligora et al. (2001), os quais identificaram e caracterizaram uma proteína nomeada 

Cpw66, produziram anticorpos contra dois domínios reconhecidos e observaram que tais 

anticorpos inibiam parcialmente a aderência das estirpes em cultura celular. 

A partir da identificação desta adesina, vários estudos foram empenhados na descoberta de 

outras importantes proteínas com essa função. Hannequin et al. (2003) identificaram a presença 

da proteína ligadora de fibronectina (Fbp68, posteriormente denominada FbpA) na superfície 

celular de C. difficile e, ao realizar o teste de competição inibitória, perceberam uma inibição 

parcial tanto na ligação do microrganismo com a fibronectina quanto na ligação com cultura 

celular. 

Apesar da descoberta de diversas proteínas com função de adesina, poucos estudos foram 

elaborados para elucidar o mecanismo dessas substâncias ou a real importância das mesmas in 

vivo. Barketi-Klai et al. (2011) tentaram elucidar um pouco mais o papel da FbpA ao produzir 

um mutante com a ausência desta proteína. Em testes in vitro houve um surpreendente aumento 

da adesão do mutante em dois tipos de cultura celular. Em camundongos dixênicos não houve 

diferença na colonização do ceco entre as duas estirpes, já em animais monoxênicos a 

colonização cecal da estirpe mutante foi significativamente menor. Estes resultados sugerem 

uma participação da proteína no processo de colonização intestinal, mas ainda estão longe de 

elucidar o real papel de tais substâncias no estabelecimento da infecção. 

O flagelo é outra estrutura de reconhecida importância como fator de virulência na maioria dos 

patógenos gastrointestinais, seja por tornar o microrganismo capaz de se mover em direção ao 

sítio de infecção, por facilitar a adesão ao sítio de infecção, ou por auxiliar na formação de 

biofilmes, os quais dificultam a atuação de antimicrobianos e facilitam a recorrência da infecção 

(Baban et al., 2013). 

A participação do flagelo de C. difficile como fator de formação de biofilme foi demonstrado 

com a produção de mutantes isogênicos com a deleção da flagelina FliC. Os mutantes 

apresentaram uma significante redução no acúmulo de biofilme após 5 dias, sugerindo que esta 

flagelina desempenha um papel importante, porém tardio, na formação e manutenção do 

biofilme (Ðapa et al, 2013). Ainda no mesmo estudo foi demonstrado que a protease Cwp84 e o 

fator de transcrição Spo09, envolvido no processo de esporulação, possuem papeis 

determinantes na formação do biofilme, apontando para uma possível interação entre este 

processo e a esporulação. 
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Quanto à função de adesinas atribuídas aos flagelos, não há consenso entre os pesquisadores. 

Tasteyre et al (2001) demonstrou que estirpes mutantes para a ausência das proteínas FliC e 

FliD apresentaram significativa diminuição na adesão ao ceco de camundongos axênicos 

quando comparadas às amostras originais. Já Dingle et al. (2011) demonstraram que mutantes 

com deleção genes fliC e fliD, responsáveis pela produção das proteínas FliC e FliD, foram mais 

eficientes em se ligarem em linhagem celular de origem humana in vitro.  

Em um dos estudos mais recentes com o objetivo de esclarecer o papel das flagelinas como 

adesinas, Baban et al. (2013) testaram duas estirpes com flagelo, suas respectivas mutantes para 

a ausência dos genes fliC, fliD e flgE, e mutantes com o flagelo presente, porém paralisado, 

quanto à capacidade de adesão in vitro e in vivo. Em uma das estirpes, demonstrou-se que a 

cepa com flagelo paralisado era mais eficiente que a cepa selvagem para a colonização in vivo, 

resultado que não foi confirmado na outra estirpe. Já nos testes in vitro, enquanto uma das 

estirpes com deleção dos genes foi mais eficaz para aderir à cultura de células que seus pares, a 

outra estirpe apresentou resultados contrários. Tais resultados apontam para uma significativa 

diferença entre as estirpes, dificultando a generalização do papel das flagelinas como adesinas. 

Uma observação constante nesses estudos é o aumento da virulência em modelos animais de 

amostras mutantes com depleção dos genes responsáveis pela produção das flagelinas (Dingle et 

al., 2011; Baban et al., 2013). Barketi-Klai et al. (2014) compararam a expressão gênica da 

estirpe mutante (flagelina ausente) com a estirpe selvagem e observaram uma significativa 

regulação positiva de genes responsáveis pelo metabolismo, transporte de membranas, 

crescimento celular, fermentação e resistência a antimicrobianos, sugerindo que a expressão 

desses genes podem estar relacionados com o aumento de virulência das estirpes mutantes. Os 

genes responsáveis pela esporulação também apresentaram regulação positiva nas estirpes 

mutantes, demonstrando uma maior capacidade de esporulação das estirpes com ausência das 

flagelinas. 

3.2.3. Toxinas 

C. difficile produz três toxinas, sendo elas a toxina A (TcdA), toxina B (Tcdb) e toxina binária 

(CDT) (Rupnik et al., 2005). Os genes responsáveis pela produção das toxinas TcdA e TcdB são 

os genes tcdA e tcdB respectivamente e ambos estão inclusos no locus de patogenicidade 

denominado PaLoc (figura 2). Além dos genes responsáveis pela produção das toxinas, esse 

locus possui mais três genes, tcdR, tcdE e tcdC (Voth & Ballard, 2005).  

O gene tcdR é responsável pela produção da proteína TcdR, que possui estrutura semelhante a 

proteínas ligantes de DNA, funcionando como um promotor para os genes tcdA e tcdB. Dessa 

forma, ela funcionaria como um regulador positivo para expressão dos genes responsáveis pela 

produção das toxinas (Voth & Ballard, 2005). 

Já a proteína TcdC, produzida pelo gene tcdC atua como um regulador negativo. A sua 

expressão é máxima no início fase exponencial de crescimento, porém cai significativamente na 

fase estacionária, momento no qual a produção de toxinas de C. difficile aumenta (Voth & 

Ballard, 2005). Trabalhos apontam que a TcdC é uma antagonista da TcdR (Matamouros et al., 

2007).  
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Por fim, a TcdE é uma proteína semelhante a holina responsável por aumentar a permeabilidade 

das células bacterianas devido à formação de poros semelhantes àqueles formados por 

bacteriófagos. Estirpes com deleção do gene tcdE possuem crescimento similar à estirpe normal, 

porém o acúmulo de toxina no meio é bem reduzido (Govind & Dupuy, 2012). 

 
Figura 2. Esquema do gene de patogenicidade de Clostridium difficile (PaLoc) ilustrando os 

genes tcdA, tcdB, tcdC, tcdE e tcdR. 

As toxinas TcdA e TcdB são monoglicosiltransferases homólogas capazes de inativar GTPases 

em células hospedeiras (Pruitt et al., 2012). A TcdA é tóxica principalmente para células do 

trato gastrointestinal, sendo chamada de enterotoxina, ao passo que a TcdB é tóxica para um 

grande número de células, o que a denomina citotoxina (Borriello, 1998).  

Uma vez liberadas no lúmen intestinal, estas toxinas se ligam aos receptores e são internalizadas 

por endocitose. Para a TcdA, os receptores são constituídos por dissacarídeos presentes na 

superfície luminal das células, já os receptores de TcdB são desconhecidos, porém, por se tratar 

de uma citotoxina, considera-se que esses receptores tenham caráter ubíquo. Com a fusão do 

lisossomo há um abaixamento do pH e clivagem proteolítica das toxinas, expondo as porções 

funcionais e as porções hidrofóbicas. As porções hidrofóbicas são responsáveis pelo escape das 

porções funcionais do fagossomo para o citosol (Voth & Ballard, 2005). No citosol, as porções 

funcionais levam à glicosilação das GTPases da família Rho. Essas enzimas possuem diversas 

funções, como a manutenção do citoesqueleto de actina, manutenção da barreira epitelial através 

das junções celulares e sinalização celular para a regulação da resposta imune (Carter et al., 

2010). A glicosilação inativa estas enzimas e, como consequência, observa-se grandes impactos 

na morfologia celular, como perda das vilosidades, arredondamento celular e deslocamento do 

núcleo. A barreira epitelial também é prejudicada devido à desorganização das junções celulares 

(Voth & Ballard, 2005). O rompimento da barreira epitelial permite a entrada das toxinas até as 

camadas basais, aumentando a possibilidade de internalização da TcdB e ampliando os efeitos 

anteriormente descritos. A presença de toxinas e outras substâncias entre as células intestinais, 

bem como os fatores quimiotáticos produzidos pelas células, recrutam grande número de 

neutrófilos, linfócitos e demais células inflamatórias, caracterizando o quadro de colite (Rupnik 

et al., 2009). A morte celular pode ser consequência da atuação das células inflamatórias 

recrutadas ou devido ao mecanismo de apoptose, já que a inativação das GTPases estimula a 

ativação das caspases, responsáveis pelo desencadeamento desse processo (Carter et al., 2010). 

A pseudomembrana, observada na doença em humanos, nada mais é que um acúmulo de restos 

celulares e células inflamatórias decorrentes deste processo (Hookman & Barkin, 2009). 
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No que diz respeito à importância relativa de cada uma das toxinas na patogenia da doença, 

vários pontos de vista devem ser considerados. Alguns dos receptores para a TcdA já são 

conhecidos e bem estudados, como o α-galactosil, Lewis X, Lewis Y e Lewis I, todos presentes 

na membrana apical das células (Tucker & Wilkins, 1991). Sabe-se que coelhos neonatos são 

mais resistentes à doença devido à diminuição da expressão de receptores para a TcdA (Eglow 

et al., 1992). Somado a isso o fato de ainda não terem sido identificados receptores para TcdB 

na porção luminal das células endoteliais, muitos autores consideraram por muito tempo a TcdA 

como a toxina essencial para a virulência de C. difficile (Keel & Songer, 2007). Entretanto, 

Lyras et al. (2009) demonstraram exatamente o contrário. Em um modelo de infecção 

experimental em hamsters, foi utilizada uma estirpe selvagem A+B+ e quatro mutantes feitos a 

partir desta, duas A-B+ e duas A+B-. A taxa de mortalidade dos animais desafiados com os 

mutantes A-B+ foi similar à dos animais desafiados com a estirpe selvagem e significativamente 

maior que a encontrada em animais desafiados com os mutantes A+B-. Tais resultados apontam 

a TcdB como toxina essencial para a virulência de C. difficile por ser capaz de agir sem a ação 

prévia da TcdA e de causar o mesmo efeito que a ação sinérgica de ambas. Apesar desta 

descoberta, a TcdA não deve ser desprezada. Em recente estudo, Pruitt et al. (2012) 

demonstraram que a TcdA é capaz de modificar uma gama maior de GTPases quando 

comparada a TcdB, apontando para uma especificidade diferenciada entre as toxinas mesmo 

com a grande homologia entre elas.  

A terceira toxina de C. difficile reconhecida é a toxina binária, também chamada de CDT, é uma 

ADP-ribosiltransferase binária formada por um componente enzimático (CDTa) e um 

componente de ligação e transporte (CDTb) (Gerding et al., 2014). Diferentemente das duas 

toxinas anteriores, a CDT é codificada em uma região separada do cromossomo, conhecido 

como CdtLoc. Esse locus é mais simples, possuindo apenas um gene de regulação, cdtR, e dois 

genes responsáveis pela codificação do componente enzimático e do componente de ligação, 

respectivamente, cdtA e cdtB (Rupnik et al., 2009).  

A ação tóxica para as células só é possível devido à sinergia dos dois componentes, sendo o 

CDTb responsável por ligar ao receptor lipoproteico e se oligomerizar com outras porções 

CDTb com a finalidade de formar um sítio de ligação para a porção CDTa. Quando o complexo 

é fagocitado e há a diminuição do pH e o complexo de CDTb oligomerizado forma um poro no 

endossomo permitindo a passagem da porção CDTa para o citosol (Gerding et al., 2014). No 

citosol, a CDT transfere um grupo ADP-ribosil para os monômeros de actina, sequestrando-os 

nessa forma e impedindo sua polimerização. Como consequência, há uma despolimerização do 

citoesqueleto e reorientação dos microtúbulos, formando projeções em direção ao lúmen 

intestinal as quais se configuram como anteparos físicos, facilitando a aderência de novas 

bactérias. Além disso, a toxina reorienta vesículas contendo componentes da matriz extracelular 

(colágeno, elastina e fibronectina) para serem exocitados no lúmen, deixando-o mais viscoso e 

mais favorável pra aderência de novos microrganismos (Schwan et al., 2014). 

A importância clínica da CDT e o seu papel na patogenia da doença causada por C. difficile 

ainda não foram totalmente esclarecidos. Em humanos, estudos apontam uma maior taxa de 

mortalidade em pacientes infectados por estirpes CDT+ (Gerding et al., 2014). Um consenso 

entre os pesquisadores é que a CDT atua sinergicamente à TcdA e à TcdB amplificando os 

efeitos das mesmas e agravando o quadro clínico (Gonçalves et al., 2004). Entretanto, Kuehne et 

al. (2014) demonstraram que uma estirpe A-B-CDT+ foi capaz de levar 37,5% dos animais 

desafiados à óbito com algumas lesões normalmente não observadas na doença clássica, como 
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inflamação e hemorragia do intestino delgado. Estas observações apontam para um possível 

papel da CDT na patogênese da infecção por C. difficile. 

3.3. Tipificação das amostras 

A partir da descoberta de C. difficile como agente etiológico da colite pseudomembranosa em 

humanos, iniciaram-se diversos estudos objetivando a tipificação desse microrganismo. 

Primordialmente, devido à escassez de informações e tecnologias da época, as tipificações eram 

baseadas em padrões de resistência a antibióticos, padrões de proteínas solúveis, padrões de 

bacteriocinas e Western immunoblotting (Killgore et al., 2008).  

Os estudos genômicos foram iniciados apenas na década de 1980, sendo primeiramente 

utilizado o método de análise por enzimas de restrição (restriction enzyme analysis - REA). A 

técnica consiste em realizar a digestão de todo o genoma das cepas isoladas com uma enzima de 

restrição e analisar os padrões de digestão por eletroforese em gel de poliacrilamida (Kuijper et 

al., 1987). A análise por REA é capaz de diferenciar a estirpe mais comumente relacionada à 

doença em humanos das demais estirpes, classificando-a como BI. Além disso, esta 

metodologia se mostrou eficiente em discriminar estirpes BI oriundas de diferentes surtos 

(Killgore et al., 2008). Apesar de robusta, a técnica foi atualmente substituída por outros 

métodos de tipificação mais aprimorados ou de mais fácil execução e/ou análise. 

Um aprimoramento da técnica de REA muito utilizado na América do Norte é conhecido como 

gel de eletroforese em campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE). O método 

também consiste em digestão completa do DNA, entretanto, é utilizada uma enzima de restrição 

específica (SmaI) e a separação das bandas geradas é feita por eletroforese em campo pulsado. 

A enzima gera fragmentos maiores, os quais são eficientemente separados pelos campos 

elétricos em dois planos produzidos por esta técnica de eletroforese (Killgore et al., 2008). As 

estirpes classificadas como BI por REA são identificadas como North American Pulsed Field 

type 1 (NAP1) neste método, o qual é mais eficiente que aquele, porém, mais trabalhoso 

(Tenover et al., 2011).  

O método atualmente mais utilizado para a tipificação na Europa e que tem sido bastante 

disseminado no mundo devido à facilidade de execução e eficiência em distinguir as amostras é 

a ribotipagem por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) (Keel et al., 2007). A técnica 

consiste em extração do DNA ribossomal, amplificação de uma região espaçadora 

compreendida entre os genes 16S e 23S e revelação por eletroforese tradicional ou capilar 

(Stubbs et al., 1999). A definição de ribotipo é feita por comparação com bancos de amostras, 

sendo o banco de Cardiff/Leeds, no Reino Unido, e o de Maribor, na Eslovênia os maiores do 

mundo (Killgore et al., 2008).    

A técnica atualmente utilizada para a ribotipagem das estirpes de C. difficile foi padronizada por 

Bidet et al. (1999) e, desde então, estudos avaliando os ribotipos tem sido conduzidos em 

diversas partes do mundo. Tais estudos esclarecem as diferenças de distribuição geográfica do 

microrganismo (Hernández-Rocha et al., 2012), diferenças e similaridades entre estirpes que 

circulam entre humanos e animais (Janezic et al., 2012) e relação entre ribotipo e 

patogenicidade e/ou severidade de infecção (Walk et al., 2012).  
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As estirpes classificadas como BI por REA e como NAP1 por PFGE são comumente 

classificadas como 027 neste método, sendo uma das estirpes mais estudadas devido sua 

característica hipervirulenta (Lanis et al., 2013). Possíveis fatores que explicam a caracterização 

da estirpe NAP1/027/BI como hipervirulenta são a modificação no comprimento do gene 

regulatório tcdC, levando a produção de uma proteína TcdC afuncional, o que faz com que a 

estirpe produza maiores quantidades de toxinas; a presença dos genes responsáveis pela 

produção de CDT, configurando um fator de virulência adicional normalmente não encontrado 

nas demais estirpes; a presença e a expressão do gene gyrA, que torna a estirpe resistente a 

fluorquinolonas e a presença de flagelos funcionais, conferindo motilidade à estirpe (Hunt & 

Ballard, 2013).  

Estudos com pacientes humanos suspeitos de apresentarem a CDI apontam pra uma grande 

frequência da estirpe 027, o que motivou pesquisas com o intuito de elucidar seus possíveis 

fatores de virulência adicionais (Tenover et al., 2011). Entretanto, estudos que também 

consideram espécimes isoladas de indivíduos saudáveis, animais e/ou meio ambiente apontam 

para alta frequência da estirpe 078 (Keel et al., 2007) e da estirpe 014/020 (Janezic et al., 2012). 

Apesar disso, existem marcantes diferenças entre o perfil das estirpes de diferentes regiões 

geográficas, sendo necessários mais estudos para elucidar a real prevalência dos ribotipos de 

acordo com a localidade (Hernández-Rocha et al., 2012). No Brasil, existem relatos de ribotipos 

014/020 e 106 em pacientes humanos imunossuprimidos (Balassiano et al., 2009) e, além 

destes, do ribotipos 053 em quatis (Silva et al., 2014d). Um estudo ainda em andamento no país, 

realizado com estirpes isoladas de animais e humanos, tem demonstrado que as estirpes 

014/020, 106 e 009 são as mais frequentes, sendo essa última uma estirpe não toxigênica. 

Outros métodos de tipificação também são utilizados, como a tipificação de sequências 

multilocus (MLST) e polimorfismo de fragmentos amplificados (AFLP). Tais técnicas também 

servem para o mesmo propósito e a concordância entre os diferentes métodos é relativamente 

grande, de forma que a escolha do método vai depender do propósito do pesquisador e das 

tecnologias disponíveis (Killgore et al., 2008). 

3.4. A doença 

A infecção por C. difficile se inicia pela ingestão de esporos presentes no ambiente. Uma maior 

contaminação ambiental pode ocorrer na presença de pacientes infectados ou portadores 

saudáveis de estirpes toxigênicas (Keel & Songer, 2006). Em geral, a microbiota intestinal 

saudável impede o estabelecimento do agente por competição, contendo o avanço da infecção. 

Dessa forma, para que ocorra a colonização intestinal por C. difficile e consequente doença é 

necessário que haja um desequilíbrio da microbiota indígena, o qual pode estar presente em 

animais neonatos, cujo estabelecimento da microbiota ainda não está completo, ou em pacientes 

submetidos à terapia antimicrobiana (Hookman & Barkin, 2009).  

Fatores relacionados ao estabelecimento da doença, bem como os sintomas e sinais clínicos 

diferem entre humanos e as demais espécies animais acometidas. (Keessen et al., 2011a). Tais 

particularidades serão brevemente relatadas nas seções a seguir.  
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3.4.1. Humanos 

A doença em humanos ocorre em indivíduos adultos e tem como principal fator de risco a 

administração prévia de antimicrobianos. Entre os antimicrobianos mais relacionados com o 

estabelecimento da infecção por C. difficile (ICD) se encontram a clindamicina, as 

cefalosporinas e as fluorquinolonas (Honda & Dubberke, 2014). Entretanto, drogas 

imunossupressoras (como quimioterápicos) e doenças imunossupressoras também podem 

aumentar o risco da ICD por, assim como os antimicrobianos, causarem depleção da microbiota 

indígena (Britton & Young, 2014). Apesar da forma clássica de apresentação da doença, 

Nishimura et al. (2014) relataram um surpreendente caso de colite pseudomembranosa em uma 

mulher saudável não submetida a terapia antimicrobiana, apontando para possíveis mudanças na 

epidemiologia do agente. 

Ao contrário do que acontece em adultos, o isolamento de estirpes toxigênicas de C. difficile em 

crianças de até 18 meses é comum, inclusive aquelas causadoras de ICD em adultos, como C. 

difficile ribotipo 001 (Adlerberth et al., 2014). As crianças podem desempenhar o papel de 

carreadoras saudáveis do agente até os 36 meses de vida, período em que a taxa de colonização 

de indivíduos saudáveis passa a ser similar a de adultos (0 a 3%) (Schutze et al., 2013). A 

doença não é muito comum nesta faixa etária, entretanto, os índices das doenças em neonatos e 

lactentes têm aumentado, respondendo, respectivamente, a 5 e 26% do total de casos de ICD em 

crianças (Schutze et al., 2013).  

Os sintomas observados dependem da severidade da infecção, e podem variar desde uma 

diarreia autolimitante até megacólon tóxico, sendo a colite pseudomembranosa a lesão mais 

característica da ICD em humanos. Febre alta e expressivos aumentos de leucócitos e creatinina 

séricos também são observados, servindo como indicadores clínicos para avaliar a severidade da 

doença (Moore & Donaldson, 2013).  

Entre os anos de 2000 e 2006 o número de casos nos Estados Unidos mais do que dobrou. Já no 

período compreendido entre 2006 e 2010 a incidência da ICD aumentou timidamente, de 8,0‰ 

para 8,75‰. Entretanto, a doença ainda é responsável por cerca de 14000 mortes por ano no 

país, custando aos cofres públicos cerca de U$S 2,1 bilhões por ano (Honda & Dubberke, 2014).    

A postura ideal para evitar contaminação do ambiente hospitalar e de outros pacientes ali 

presentes passa por uma conduta consciente dos profissionais de saúde. Deve ser feito o 

isolamento do paciente suspeito e imediata realização do teste diagnóstico seguida da introdução 

do tratamento (Moore & Donaldson, 2013). A utilização de paramentação específica (aventais e 

luvas) para o setor de isolamento, a higienização das mãos após o contato com o paciente e a 

utilização de desinfetantes com cloro ativo para a desinfecção do ambiente também são 

essenciais para evitar a disseminação da ICD no ambiente hospitalar (Macleod-Glover & 

Sadowski, 2010).   

O tratamento é realizado com antimicrobianos, preferencialmente metronidazol ou vancomicina, 

mas nem sempre é eficaz. Além disso, os pacientes que se recuperam tem uma grande chance de 

ter a recorrência da doença por possuírem a microbiota associada menos diversa, seja 

naturalmente ou em consequência dos fortes antimicrobianos usados (Moore & Donaldson, 

2013). Informações mais aprofundadas a respeito das opções de tratamento podem ser 

encontradas na revisão de Oldfield IV et al. (2014). Uma das alternativas discutidas na revisão é 
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a possibilidade do transplante fecal de um indivíduo saudável para pacientes com ICD 

recorrente. A recorrência da doença está relacionada a alterações permanentes na microbiota 

intestinal devido a uso prolongado de antibióticos. Desta forma, o conteúdo fecal transplantado 

seria uma fonte para o paciente reestabelecer a diversidade da microbiota, a qual forneceria uma 

prevenção natural contra a infecção. Mais de 90% dos pacientes que recebem o transplante 

obtem sucesso no tratamento, e a taxa de recorrência chega ser menor que 15% (Oldfield IV et 

al., 2014). 

3.4.2. Equinos 

Assim como em humanos, a ocorrência de ICD em equinos pode estar ligada a administração de 

antimicrobianos, sendo eritromicina, trimetoprima/sulfonamidas, β-lactâmicos, clindamicina e 

rifampicina os mais relatados como promotores do desequilíbrio inicial da microbiota (Diab et 

al., 2013). A associação entre terapia com antimicrobianos e desenvolvimento de ICD é mais 

frequente em adultos, entretanto, pode ocorrer em neonatos e animais jovens que porventura 

tenham passado por tratamentos com alguma dessas drogas (Båverud, 2002).  

Em potros de até sete dias de idade, a doença normalmente ocorre sem a administração prévia 

de antimicrobianos. Os esporos presentes no ambiente são ingeridos pelo animal e encontram 

uma microbiota ainda em formação, sendo hábeis para colonizar e produzir as toxinas. A doença 

não associada a antimicrobianos também pode ocorrer potros mais velhos e animais adultos, 

sugerindo a presença de outros fatores predisponentes, como estresse e mudança brusca de dieta 

(Båverud, 2002). 

O caráter nosocomial também está presente nesta espécie. Além do aumento do risco à 

exposição à estirpe toxigênica, o animal pode ser submetido ao uso de antimicrobianos, 

mudanças alimentares e excessivas manipulações, aumentando seu estresse, o que contribui para 

o estabelecimento de ICD (Chapman, 2009). 

Os principais sinais clínicos são diarreia e cólica, podendo vir acompanhadas de mucosas 

hiperêmicas, taquicardia, taquipneia e desidratação. O desconforto abdominal devido à 

distensão intestinal associado à febre é mais comum nos animais adultos. Já a ICD espontânea 

dos potros é caracterizada por diarreia aquosa ou sanguinolenta, depressão, desidratação e 

toxemia logo após o nascimento, podendo levar ao óbito (Diab et al., 2013). À necropsia, 

observa-se que as lesões em potros se concentram mais no intestino delgado, podendo ou não 

ter lesões no cólon e no ceco, já em animais adultos as lesões aborais são mais frequentes (Diab 

et al., 2013). 

Em recente trabalho realizado no Brasil, Silva et al. (2013a) isolou C. difficile de 4,6% das 153 

amostras de fezes de equinos diarreicos e não diarreicos. Entretanto, a taxa de isolamento entre 

os animais diarreicos hospitalizados foi de 28,6%, diferença essa explicada pelo 

desconhecimento da doença por veterinários de campo, os quais tratam os animais para outros 

enteropatógenos e, posteriormente, sugerem o internamento após agravamento do quadro.  Além 

disso, as sete amostras em que houve detecção de TcdA e TcdB eram oriundas de animais 

diarreicos, sugerindo que a ICD subclínica não é um evento de importância nesta espécie como 

descrito em suínos. 
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3.4.3. Suínos 

 

Em suínos, C. difficile acomete leitões de um a sete dias de idade (Songer & Anderson, 2006). 

A infecção dos animais após o nascimento é rápida, de forma que com um dia de vida 68% dos 

animais já estão positivos para o isolamento de C. difficile, número que sobe para 94% entre 2 e 

14 dias de vida (Schneeberg et al., 2013). Em uma hora pós-parto já é possível encontrar 

animais infectados, e, num estudo envolvendo 72 leitões, Hopman et al., (2011) encontraram 

100% de animais positivos para C. difficile após 48h de vida. No mesmo estudo, esta estirpe 

também foi isolada de gaiolas e de porcas no período compreendido entre o pré-parto e o pós-

parto, sendo importantes fontes de contaminação para os neonatos. 

Após as duas primeiras semanas de vida, a taxa de isolamento de animais cai bruscamente. 

Weese et al. (2010) encontraram uma prevalência de apenas 3,7% em animais de 62 dias de 

vida. Já Schneeberg et al. (2013) não isolaram C. difficile de animais a partir de 49 dias de 

idade. Além disso, não há relatos da doença em animais de outras faixas etárias, reforçando a 

teoria de que a ICD afeta apenas suínos neonatos, diferente do que ocorre em equinos e 

humanos (Keessen et al., 2011a). 

Outra característica que difere a apresentação da doença em suínos é o fato dela não ter relação 

direta com o uso de antimicrobianos, sendo a dose infectante e a idade dos animais fatores 

predisponentes muito mais relevantes para o desenvolvimento de ICD na espécie. Apesar disso, 

o uso de antimicrobiano preventivo nos primeiros dias de vida associado à alta higiene das 

instalações nas granjas tecnificadas pode predispor os leitões a ICD por retardar a formação de 

sua microbiota (Arruda et al., 2013).  

A doença normalmente é subclínica e resulta em um baixo desenvolvimento corporal e 

diminuição em índices zootécnicos da granja. Colite e edema de mesocólon são comumente 

encontrados em animais acometidos, enquanto apenas parte dos animais infectados apresenta 

diarreia (Songer & Anderson, 2006). Na última década, a ICD tem aumentado 

significativamente, principalmente em granjas tecnificadas, onde os outros agentes patogênicos 

já se encontram sob controle. A detecção de toxinas varia entre 29 e 50% em animais oriundos 

de diferentes granjas (Yaeger et al., 2007). Tanto a morbidade quanto a mortalidade variam em 

torno de 20%, entretanto taxas de mortalidade de 50% já foram encontradas (Songer et al., 

2000).  

No Brasil, levantamentos recentes sugerem uma alta prevalência da doença no Rio Grande do 

Sul e Minas Gerais (Lippke et al., 2011; Silva et al., 2011). Neste último, observou-se que mais 

da metade das granjas avaliadas possuíam a doença no plantel, sugerindo uma grande 

disseminação do agente (Silva et al., 2011). Em um estudo de diagnóstico diferencial dos 

principais enteropatógenos em leitões na maternidade (Rotavirus, Escherichia coli 

enterotoxigênica, Isospora suis, Clostridium perfringens e C. difficile), foram encontradas as 

toxinas TcdA e TcdB e/ou lesões histológicas características de C. difficile em mais de 30% dos 

animais, sugerindo crescente importância desse agente nessa faixa etária (Cruz Junior et al., 

2013). 
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3.4.4. Outros animais 

Em cães, existem desde relatos de diagnóstico de diarreia crônica causada por C. difficile (Berry 

& Levett, 1986) até um surto de infecção nosocomial pelo agente (Weese & Armstrong, 2003). 

De forma similar ao que ocorre em humanos e equinos, a administração prévia de 

antimicrobianos e de drogas imunossupressoras parece funcionar como fator de risco para o 

desenvolvimento de ICD nesta espécie (Clooten et al., 2008). Em relação à idade não existem 

dados consistentes, entretanto, Weese et al. (2001a) não encontraram associação entre 

frequência de isolamento de C. difficile e idade dos animais. 

Em cães saudáveis, a taxa de isolamento varia de 0 a 10%, já em cães internados em hospitais 

veterinários esses números sobem para 18 a 40% (Clooten et al., 2008). Marks et al. (2002) não 

encontraram diferença significativa no isolamento do agente em cães diarreicos e não-

diarreicos, o que corrobora com outros estudos que afirmam que C. difficile pode fazer parte da 

microbiota normal (Weese et al., 2001a). Entretanto, a taxa de isolamento de estirpes 

toxigênicas normalmente é maior em cães diarreicos que cães saudáveis (Chouicha & Marks, 

2006), assim como a detecção das toxinas TcdA e TcdB (Silva et al., 2013b). 

Outras espécies domésticas que já tiveram casos de ICD relatados foram gatos (Weese et al., 

2001b), coelhos (Bano et al., 2008) e bovinos (Martins et al., 2001). Já entre as espécies 

selvagens existem relatos da doença em elefantes asiáticos (Bojesen et al., 2006), jaguatirica 

(Silva et al., 2013c), entre outros. Apesar disso, nestas espécies a ocorrência de desordens 

gastrointestinais relacionadas à C. difficile parecem ser esporádicas e não há um maior 

detalhamento sobre suas características. 

3.5. Diagnóstico: prós e contras 

O diagnóstico clínico de ICD, assim como outras bactérias do gênero Clostridium, se baseia na 

detecção das toxinas A e B, responsáveis por causar a doença. Por este motivo, o teste de 

soroneutralização celular (SNC) foi considerado durante muito tempo o padrão ouro para 

diagnóstico de ICD. Neste teste, uma preparação de filtrado da amostra fecal é aplicada sobre 

uma monocamada de celular com e outra sem a presença de antitoxinas de C. difficile ou C. 

sordellii (reação cruzada). Após 24h, é observado se houve efeito citopático e se este foi 

causado pelas toxinas A/B (Burnham & Carroll, 2013). Apesar de eficiente, estudos reavaliando 

o teste frente a PCR e TC demonstraram que sua sensibilidade é menor do que se imaginava 

(Cohen et al., 2010; Carroll e Bartlett, 2011). Além disso, a manutenção de linhagens celulares é 

outro ponto desfavorável pelo alto custo e necessidade de pessoal treinado (Post et al., 2002). 

Com isso, o teste de cultura toxigênica (CT), tem sido considerado o novo padrão ouro para o 

diagnóstico da doença (Cohen et al., 2010). O teste se baseia na inoculação do espécime fecal 

em um meio seletivo para microrganismos anaeróbios que contenha substâncias inibitórias para 

a microbiota normal, promovendo crescimento de C. difficile. Como nessa etapa são 

recuperadas estirpes toxigênicas e não toxigênicas, os isolados devem ser submetidos a testes 

que avaliam a produção das toxinas, como SNC e testes imunoenzimáticos (ELISA) ou testes 

que avaliem os genes responsáveis pela codificação das toxinas, como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (Carroll & Bartlett, 2011).   
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Os protocolos para isolamento são variáveis entre pesquisadores e laboratórios, entretanto, 

algumas técnicas podem aumentar a taxa de isolamento. O pré-tratamento do espécime clínico 

com etanol 70% (v/v) ou choque térmico podem favorecer a predominância dos esporos de C. 

difficile (Marler et al., 1992). O meio padrão usado para o isolamento é o ágar cicloserina 

cefoxitina frutose (CCFA) (George et al., 1979), o qual pode ser acrescido de substâncias como 

sangue equino, taurocolate e lisozima para estimular a germinação dos esporos (Carroll & 

Bartlet, 2011). Um estudo recente demonstrou um aumento significativo na taxa de isolamento 

ao utilizar uma etapa anterior de enriquecimento aplicando as amostras em caldo cicloserina 

cefoxitina frutose, suplementado com 0,1% de taurocolate (Lister et al., 2014). O incremento da 

técnica de isolamento aumenta consideravelmente a sensibilidade teste, mas o torna ainda mais 

inviável para a rotina de diagnóstico, sendo indicado apenas para fins experimentais ou 

epidemiológicos (Cohen et al., 2010). 

A PCR convencional é uma interessante técnica para a identificação de estirpes toxigênicas 

(Silva et al., 2011). Entretanto, a padronização desta técnica normalmente requer o prévio 

isolamento do microrganismo, inviabilizando sua utilização rotineira. Uma alternativa recente e 

ainda pouco utilizada, mas que tem apresentado alta sensibilidade e especificidade para 

amostras provenientes de humanos e suínos é a PCR em tempo real (rPCR) realizada 

diretamente das fezes (Keessen et al., 2011b, Berry et al., 2014). Entretanto, ainda não há dados 

consistentes na literatura a respeito da eficácia desta técnica em outros animais domésticos. 

Somado a isso, a técnica enfrenta o grande entrave do custo, que ainda é bastante elevado, 

inviabilizando o uso na rotina. 

A opção atualmente mais disseminada para o diagnóstico dessa enfermidade é a utilização dos 

kits de ELISA para a detecção das toxinas TcdA e TcdB, que são de fácil e rápida execução 

(Carroll & Bartlett, 2011). Deve-se enfatizar, porém, que os kits presentes no mercado nem 

sempre possuem sensibilidade adequada, sendo comumente inferior a 60% em alguns deles, 

correndo-se o risco de subotimizar o diagnóstico (Planche et al., 2008). Como a padronização 

dos kits é realizada visando a detecção das toxinas TcdA e TcdB a partir de fezes de humanos, é 

imprescindível realizar testes avaliando sua performance quando aplicados em espécimes 

clínicos de animais (Chouicha & Marks, 2006). Trabalhos avaliando o desempenho dos kits de 

ELISA em espécimes caninos (Chouicha & Marks, 2006) e suínos (Keessen et al., 2011b, Silva 

et al., 2013d) sugerem que tais produtos apresentam sensibilidade e/ou especificidade baixas. Já 

para equinos, os testes avaliados apresentaram resultados bastante satisfatórios, possibilitando o 

uso na rotina clínica (Medina-Torres et al., 2010, Silva et al., 2014b). 

Uma possibilidade que tem sido muito difundida para o diagnóstico humano, mas ainda não foi 

testada em animais é a identificação da enzima glutamato desidrogenase (GDH), metabólito 

produzido em grandes quantidades por C. difficile (Carroll & Bartlett, 2011). Como o teste 

identifica tanto estirpes toxigênicas como não toxigênicas, é necessário um teste em sequência 

para identificar as toxinas e concluir o diagnóstico, seja ELISA ou PCR (Goldenberg et al., 

2010). Estudos têm demonstrado sensibilidade satisfatória do diagnóstico utilizando GDH, de 

forma que o teste é recomendado como teste de triagem para pacientes humanos nos Estados 

Unidos pela Society for Healthcare Epidemiology of America and the Infectious Diseases 

Society of America (Cohen et al., 2010). 
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3.6. Prevenção e Controle 

O método de prevenção mais utilizado para as enfermidades clostridiais é a vacinação utilizando 

toxóides como antígenos (Lobato et al., 2013). Em um dos trabalhos precursores que avaliou a 

imunização como forma de prevenção, a utilização de toxóide TcdA ou uma mistura de toxóides 

TcdA e TcdB foi eficaz para prevenir o desafio orogástrico em hamsters. Já o toxóide de TcdB 

sozinho e o filtrado de um caldo contendo uma estirpe não toxigênica de C. difficile não 

conferiram proteção, sugerindo que a TcdA era essencial para a patogenia do microrganismo. 

Apesar do resultado obtido ter sido positivo, o trabalho objetivava determinar qual toxina tinha 

papel mais importante na patogenia, de forma que o adjuvante utilizado foi o adjuvante de 

Freund, inviabilizando a utilização dessas vacinas em animais domésticos e seres humanos 

(Kim et al., 1987). 

Num trabalho mais recente visando a produção de uma vacina eficaz, Anosova et al. (2013) 

obtiveram bons resultados utilizando toxóides ultrapurificados e adjuvante Sanofi Pasteur, uma 

mistura de fosfato de potássio e alumínio. O processo de purificação dos toxóides permite a 

determinação da dose mínima necessária para conferir proteção, entretanto encarece o 

procedimento, inviabilizando seu uso em massa (Mizrahi et al., 2014). Outra experiência 

positiva foi a utilização de uma quimera de TcdA e TcdB contendo os respectivos domínios de 

ligação aos receptores das toxinas e hidróxido de alumínio como adjuvante (Tian et al., 2012). 

Já a utilização de toxóide TcdB em aplicação intraperitoneal em hamsters utilizando RIBI como 

adjuvante preveniu o desenvolvimento de ICD após desafio com uma estirpe C. difficile A-B+, 

porém não impediu a colonização (Siddiqui et al., 2012).  

O grupo de pesquisa francês Sanofi-Pasteur se encontra bem adiantado em relação aos demais 

no que tange a imunização contra as toxinas A e B de C. difficile. Foglia et al. (2012) relataram 

o sucesso obtido após os testes de fase I de uma vacina em humanos. A vacina testada causou 

apenas eritema local em 46% dos pacientes inoculados frente a 15% do grupo controle, sendo 

considerada segura. No final de 2013, em comunicado oficial, o instituto de pesquisa relatou a 

conclusão com sucesso dos testes de fase II e início dos testes de fase III, que avaliaria 

segurança, imunogenicidade e eficácia da vacina na prevenção de ICD. Os resultados são 

bastante esperados pela comunidade científica, pois podem revelar a primeira vacina para a 

prevenção da doença. 

Como ainda não se tem uma vacina eficaz contra as toxinas A/B, estratégias diferentes já foram 

utilizadas visando à imunização ativa em animais de laboratório. Em uma delas, 

Permpoonpattana et al. (2011) administraram por via oral, em hamsters, esporos de Bacillus 

subtilis expressando domínios C-terminal das toxinas TcdA e TcdB. Tal estratégia estimulou a 

produção de anticorpos contra ambas as toxinas e conferiu proteção parcial contra o desafio 

toxigênico. Já a vacina oral contra Cwp84, uma das adesinas de C. difficile, reduziu a 

colonização do microrganismo em 26% e a aumentou a taxa de sobrevivência em 33% no grupo 

imunizado após desafio (Sandolo et al., 2011).  

No que tange a imunização passiva, os trabalhos iniciais datam do início da década de 1990. 

Lyerly et al. (1991) conseguiram prevenir a ICD em hamsters administrando, por via 

intragástrica, IgG bovina concentrada a partir do colostro. A partir de então, anticorpos 

produzidos em diferentes espécies e administrados por diferentes vias foram testados, 

prevenindo parcialmente ou completamente a ICD em hamsters ou camundongos (Mizrahi et 
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al., 2014). Entretanto, a imunização passiva oferece proteção momentânea, sendo indicada 

apenas para pacientes com alto grau de risco para ICD (Cohen et al., 2010).  

Trabalhos mais recentes têm avaliado a utilização de imunização passiva visando o tratamento 

da ICD, fornecendo uma opção ou um complemento ao tratamento clássico, o qual é baseado na 

administração de antimicrobianos como metronidazol, vancomicina e fidaxomicina. Roberts et 

al. (2012) produziram anticorpos anti TcdA e anti TcdB em modelo murino e avaliaram a sua 

eficiência em evitar a ICD em hamsters. A administração dos anticorpos 24 horas após o desafio 

reduziu entre 40 e 90% a mortalidade em comparação ao grupo controle, demonstrando relativa 

eficiência no uso de anticorpos auxiliando o tratamento (Roberts et al., 2012). Em animais 

domésticos nos quais a doença tem importância nos primeiros dias de vida, como suínos e 

equinos, a imunidade passiva adquirida no colostro poderia ser uma importante via de 

prevenção da doença. Entretanto, até o momento, não existem estudos nesse sentido. 

Como ainda não há uma estratégia de prevenção comprovadamente eficaz e amplamente 

disseminada no campo da imunologia, alternativas são avaliadas visando impedir o contato ou a 

colonização do paciente por uma estirpe toxigênica do microrganismo (Pokrywka et al., 2014). 

Além de práticas básicas de higiene por parte da equipe de saúde e pacientes, a utilização de 

desinfetantes adequados em instalações hospitalares, sejam humanas ou animais, são de extrema 

importância (Vohra & Poxton, 2011). Com raras exceções, os desinfetantes perdem grande parte 

do seu potencial de ação na presença de matéria orgânica, sendo importante uma limpeza prévia, 

em especial em instalações veterinárias.  

Em um trabalho avaliando a eficiência de três desinfetantes clorados distintos (Dismozon, 

Kohrsolin extra e Kohrsolin FF), Horejsh & Kampf (2011) demonstraram que os três eram 

capazes de reduzir o número de esporos em 10000 vezes num tempo de exposição de pelo 

menos duas horas. Já Vohra & Poxton (2011), buscando avaliar uma ação mais imediata, 

testaram cinco diferentes compostos e constataram que o composto cujo princípio ativo era 

dicloroisocianureto de sódio (Actichlor) foi o que apresentou um resultado global melhor, 

conseguindo reduzir a concentração de esporos em 1000 vezes em diversas superfícies. Apesar 

disso, nem os desinfetantes mais potentes são capazes de eliminar na totalidade os esporos, 

sendo necessárias ações adicionais para evitar a contaminação do paciente.  

Dentre as estratégias mais modernas visando o controle da enfermidade, a proposta de 

Howerton et al. (2013) chama atenção. Ao administrar a camundongos 50mg/kg de derivado 

sulfônico de metabenzenocolate (CamSa), um sal biliar antagonista ao processo de germinação 

do esporo, impediu-se a mortalidade por ICD. A sintomatologia e os quadros de lesão também 

foram mínimos quando comparados ao grupo controle. Entretanto, quando a substância é 

administrada 24h antes do desafio há um aumento da severidade dos sintomas. Além disso, essa 

estratégia não oferece proteção para um possível desafio com células vegetativas (Howerton et 

al., 2013). 

Outra possibilidade visando tanto à prevenção da colonização de C. difficile quanto o estímulo 

de ações imunomodulatórias é o uso de probióticos (Fitzpatrick, 2013). O agente há mais tempo 

conhecido com propriedades benéficas contra a infecção de C. difficile é Saccharomyces 

boulardii (Toothaker & Elmer, 1984). Além de produzir proteases que se ligam aos receptores 

da toxina A, os efeitos imunomodulatórios do S. boulardii são importantes para frear o avanço 

da ICD. Entre eles se encontram a redução dos fluidos secretados e a redução da produção de 
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agentes pró-inflamatórios, levando a uma consequente redução da inflamação (Fitzpatrick, 

2013). Apesar de sua reconhecida eficiência por pesquisadores e alguns clínicos, o uso de uma 

apresentação comercial do agente como co-tratamento e prevenção de recorrência de ICD levou 

uma paciente idosa a um quadro de fungemia por S. boulardii (Thygesen et al., 2012). Um 

microrganismo do mesmo gênero, Saccharomyces cerevisiae, também já foi apontado como 

probiótico eficaz contra ICD em testes realizados camundongos (Martins et al., 2005). 

Entretanto, a possibilidade de fungemia por esse agente também é real (Santino et al., 2014).  

No que diz respeito às bactérias, Lactobacillus acidophilus impediu ICD em camundongos, 

diminuindo o nível de toxinas encontrado no ceco e o grau de inflamação (Kaur et al., 2011). 

Outro microrganismo que apresentou sucesso quando utilizado como probiótico em modelo 

animal de camundongo foi Bacillus coagulans, prevenindo a recorrência da doença (Fitzpatrick 

et al., 2012). De acordo com o autor, o microrganismo ainda demonstrou inúmeras atividades 

imunomodulatórias interessantes, como redução na produção de toxinas, redução de diversas 

substâncias pró-inflamatórias e redução de COX-2, um dos responsáveis pela diarreia. 

Os estudos mais recentes têm avaliado como probióticos a mistura de estirpes e fatores 

simbióticos, de forma que microrganismos do gênero Bifidobacterium estão em voga por serem 

predominantes na microbiota humana (Kondepudi et al., 2014). Estudos em animais domésticos 

alvo, bem como estudos sistemáticos em humanos ainda não foram realizados, de forma que as 

conclusões a respeito dos benefícios dos probióticos partem de estudos com modelos animais e 

poucos relatos de caso em humanos. Por achar esses dados ainda inconsistentes e devido ao 

risco de fungemias e bacteremias, o uso dos probióticos como prevenção de ICD não é 

recomendado pelo The Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA) (Cohen et al., 

2010). 

Uma alternativa visando à prevenção da ICD é a utilização de estirpes não toxigênicas de C. 

difficile (NTCD), uma vez que elas não possuem os genes responsáveis pela produção das 

toxinas causadoras da doença, mas, aparentemente, mantêm a mesma capacidade de colonização 

(Sambol et al., 2002). Essa proposta foi idealizada pela percepção de que comumente animais 

ou humanos colonizados com estirpes NTCD possuíam um risco muito menor de adquirir 

estirpes toxigênicas e, consequentemente, de desenvolver ICD, levantando a hipótese de 

exclusão competitiva (Kyne et al., 2000). Apesar desta proposta ser muito similar àquela dos 

probióticos, os pesquisadores não a encaixam como um probiótico devido às divergências a 

respeito da definição do termo (Sanders, 2008).  

Estudos utilizando hamsters demonstraram que a administração prévia de estirpes NTCD é 

capaz de prevenir a ICD após desafios a curto e a longo prazo (Borriello & Barclay, 1985; 

Sambol et al., 2002). Recentemente, um resultado promissor também foi relatado em humanos. 

Villano et al. (2012) demonstraram que estirpes NTCD administradas em múltiplas doses são 

capazes de colonizar o trato intestinal de pacientes submetidos a tratamento com 

antimicrobianos, justamente o grupo de risco para infecção por C. difficile. No que diz respeito a 

suínos, um trabalho realizado pela Universidade de Arizona, em uma granja dos Estados 

Unidos, comparou a administração oral de esporos NTCD com a pulverização dos mesmos nas 

tetas e períneo das porcas. O grupo que recebeu administração oral de esporos foi o que 

apresentou menor taxa de detecção de toxina nos leitões e ambos os grupos apresentaram peso 

ao desmame significativamente maior que os grupos controle. Tais resultados suportam a 
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hipótese de que uma colonização prévia por estirpes NTCD pode diminuir as perdas causadas 

pela ICD em suínos (Songer et al., 2007). 

Apesar do aparente sucesso na utilização de estirpes NTCD, nunca houve a tentativa de usar 

estirpes NTCD nacionais para a prevenção de ICD em modelos experimentais. Além disso, não 

se sabe em quanto tempo após a administração da estirpe os animais se mantêm protegidos, nem 

a viabilidade dos esporos de estirpes NTCD quando submetidos a métodos de conservação, 

fazendo-se necessários mais estudos para tais esclarecimentos. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Local de realização do experimento 

O experimento foi realizado no Laboratório de Anaeróbios e no Laboratório de Soros e Vacinas 

do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva da Escola de Veterinária da Universidade 

Federal de Minas Gerais (EV-UFMG). 

4.2. Amostras 

Foram utilizadas cinco estirpes NTCD de C. difficile previamente isoladas de suínos (n=1), 

equinos (n=1) e cães (n=3). As estirpes, oriundas da bacterioteca do Laboratório de Bacteriose e 

Pesquisa (EV-UFMG), haviam sido previamente isoladas de animais aparentemente saudáveis. 

A caracterização como não-toxigênicas pela ausência dos genes codificadores da toxina A 

(tcdA), toxina B (tcdB) e toxina binária (cdtB) foi realizada por PCR (Silva et al., 2011) e 

ausência de detecção das toxinas A e B por SNC (Silva et al., 2013a). Além disso, as estirpes 

também foram previamente caracterizadas pelo ribotipo de acordo com a PCR padronizada por 

Bidet et al. (1999). 

4.2.1. Confirmação de toxigenicidade das estirpes NTCD por PCR 

 As amostras da bacterioteca foram descongeladas e plaqueadas em ágar Müller-Hinton (Difco 

Laboratories, Detroit, EUA) suplementado com 5% de sangue equino e 0,1% de taurocolate 

(Sigma-Aldrich Co, St. Louis) (AST). As placas foram mantidas em anaerobiose a 37°C por 

48h. Três colônias de cada estirpe foram diluídas em microtubos estéreis contendo em água 

ultrapura (Milli-q Plus QPack 1E, Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA). Realizou-se 

extração térmica de DNA em água (98°C, 20 minutos) e posterior centrifugação a 3.000 x g a 

4°C por 20 minutos, sendo o sobrenadante utilizado como molde de DNA. Foram utilizados oito 

primers conforme indicado na tabela 1. O protocolo de PCR utilizado foi o descrito por Silva et 

al. (2011) e como controle utilizou-se a estirpe de referência de C. difficile originária do 

American Type Culture Collection (ATCC 9689). Os produtos foram aplicados em gel de 

agarose a 1,5% suplementado com 0,01% de brometo de etídeo (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA). Após corrida eletroforética (120V, 30mA, 40 minutos) as bandas foram observadas sob 

luz ultravioleta e analisadas em comparação a um marcador de tamanho molecular (100bp DNA 

Ladder,Invitrogen, São Paulo, Brasil). 
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Tabela 1. Iniciadores específicos usados na PCR multiplex, para amplificação dos genes tpi, 

tcda, tcdb e cdtB de Clostridium difficile. 

Genes Primer Sequência (5´-3´) Tamanho do 

fragmento 

(pb) 

Referência 

tcda tcdA_F AGATTCCTATATTTACATGACAATAT 365 ou 110 

 

 

 

Lemee et al. 

(2004) 

tcdA_R GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT 

tcdb tcdB_F GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA  160 

tcdB_R ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT 

tpi tpi_F AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA 210 

tpi_R CATAATATTGGGTCTATTCCTAC  

cdtb cdtB_F TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 260 Persson et 

al. (2008) cdtB_R CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 

4.2.2. Avaliação da ausência de produção de toxinas das estirpes NTCD 

Para confirmação da ausência de produção de toxinas, cada estirpe NTCD foi inoculada em três 

tubos rosca contendo 15mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth, Difco Laboratories, 

Detroit, EUA). Após crescimento por 72h em ambiente de anaerobiose, a cultura foi submetida 

à centrifugação a 3.000 x g a 4°C por 20 minutos. No sobrenadante avaliou-se a presença de 

toxinas (SNC) enquanto o pellet foi utilizado para avaliação da produção de esporos (item 

4.2.3.). 

Para a SNC, o sobrenadante passou por filtro de 0,22µm e foi utilizado para pesquisa de efeito 

citopático em células de rim de macaco verde Africano (VERO). As células foram cultivadas 

em meio essencial mínimo de Eagle (MEM, Sigma-Aldrich, Inc., EUA) suplementado com 8% 

de soro fetal de bovino. Para proteção do efeito citopático foi utilizado anticorpo antitoxinas de 

Clostridium sordellii. O teste foi realizado em microplacas de 96 poços, incubada por 24h em 

estufa a 37°C com 5% de CO2. As estirpes foram avaliadas pela presença de efeito citopático, 

determinado pelo arredondamento celular. O filtrado também foi utilizado para a detecção de 

toxinas por um teste ELISA (Techlab Tox A/B II - Techlab, Blacksburg, EUA) de acordo com 

as recomendações do fabricante.  

4.2.3. Avaliação da produção de esporos in vitro das estirpes NTCD 

O pellet obtido na etapa anterior foi ressuspendido com 5,0mL de álcool 70% v/v e incubado a 

37°C por 30 minutos. Posteriormente, foram realizadas três centrifugações consecutivas (3000 x 

g, 4°C, 20 minutos) com troca da solução de álcool por solução tampão salina fosfato 1x (PBS) 

(Lennette & Schmidt, 1979). O pellet final foi ressuspendido em 1,0mL de PBS e submetido a 

choque térmico em banho-maria (70°C, 30 minutos). Após essa etapa, houve o resfriamento das 

soluções em banho-maria até 37°C e posterior diluição seriada de base 10 até a diluição 10
-5

.  

As soluções provenientes das diluições foram plaqueadas em AST. Após a incubação em 

câmara de anaerobiose por 72h a 37°C foi realizada a contagem bacteriana em unidades 

formadoras de colônia por mililitro (UFC/mL). As contagens obtidas foram transformadas em 

logaritmos na base 10, dos quais foram calculados a média e o desvio padrão. As médias foram 

comparadas pelo teste t de Student (p<0,05) (GraphPad Prism 6, EUA).  
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4.2.4. Susceptibilidade antimicrobiana e avaliação de genes de resistência 

O perfil de susceptibilidade antimicrobiana foi determinado pelo método de concentração 

inibitória mínima (CIM), utilizando o método de diluição em agar Brucella (Difco Laboratories, 

Detroit, EUA), suplementado com 5% de sangue equino, 5,0mg/mL de hemina e de 1,0mg/mL 

de vitamina K tal como recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI, 

2011).  

Os seguintes agentes antimicrobianos foram testados: clindamicina, eritromicina, lincomicina, 

metronidazol, penicilina, oxitetraciclina, tilosina e vancomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA). As concentrações testadas de cada agente antimicrobiano foram: 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 

8,0, 16,0, 32,0, 64,0, 128,0 e 256,0µg/mL. Para controle foi utilizado o modelo de referência 

Bacterioides fragilis (ATCC 25285) (CSLI, 2011). As interpretações de sensibilidade e 

resistência das estirpes quanto aos antimicrobianos testados foram conduzidas seguindo os 

pontos de corte indicados no CSLI (2011). 

A presença de genes de resistência a macrolídeos (erythromycin ribosomal methylase – ermB) e 

à oxitetraciclina (tetM) foram detectados por PCR como previamente relatado por Spigaglia et 

al. (2007). Já a detecção de genes de resistência à bacitracina (bcrA, bcrB, bcrD e bcrR) 

seguiram o descrito em Charlebois et al. (2012). 

4.2.5. Seleção da estirpe 

Uma das estirpes foi selecionada para as fases subsequentes do experimento, sendo 

considerados critérios obrigatórios para a seleção o resultado negativo para o efeito citopático 

em células e para a detecção de toxinas por ELISA.  

As outras características foram consideradas de acordo com os seguintes níveis de prioridade: 

a) Ribotipo mais comum; 

b) Maior produção de esporos; 

c) Alto perfil de resistência antimicrobiana; 

d) Espécie em que a estirpe foi isolada (suínos, equinos, cães nessa ordem de prioridade). 

 

4.3. Esporos 

 

4.3.1. Produção de esporos 

Os esporos de C. difficile foram produzidos de acordo com Yang et al. (2009) com algumas 

modificações. As estirpes de C. difficile foram inoculadas em oito erlenmeyers contendo 250mL 

de BHI com posterior incubação a 37°C por 96h em anaerobiose. Após esse período, as culturas 

foram mantidas por 96h em ambiente de aerobiose na temperatura ambiente.  

O conteúdo de cada erlenmeyer foi centrifugado a 3000 x g, a 4°C, por 30 minutos, 

ressuspendido com 25mL de PBS 1x e transferido para tubo de centrifugação tipo Falcon de 50 
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mL. A centrifugação foi repetida por três vezes para a retirada do meio de cultura. Os pellets 

foram ressuspendidos com álcool 70% v/v e mantidos em estufa bacteriológicos a 37°C por 30 

minutos. Procedeu-se nova centrifugação seguindo os parâmetros especificados anteriormente 

(ressuspensão com PBS 1x). Essa etapa foi repetida oito vezes, sendo que após a última 

centrifugação, apenas 5mL de PBS foram utilizados para ressuspender cada um dos conteúdos 

dos frascos.  

Um volume de 10μL de cada uma das soluções foi pipetado, plaqueado com alças de Drigalski 

em agar Müller Hinton (Difco Laboratories, Detroit, EUA) suplementado com 5% com sangue 

equino e incubado em aerobiose e anaerobiose a 37°C por 24h para avaliação da pureza. As 

soluções não contaminadas foram reunidas em um béquer, aliquotadas sob agitação em 

microtubos no volume de 1mL e mantidas congelados a -20°C. 

4.3.2. Avaliação da solução de esporo congelada e preparo do liofilizado 

Seis alíquotas da solução de esporos foram descongeladas e a porcentagem de esporos foi 

avaliada por meio da coloração de Gram e coloração de esporos Wirtz-Conklin (Hamouda et al., 

2002) observada sob imersão de óleo em aumento de 1000x em microscópio óptico binocular 

(Nikon E200, Nikon, Tóquio, Japão). 

Para realizar a determinação da concentração de unidades formadoras de colônia por mL 

(UFC/mL) foram feitas diluições seriadas na base 10 de cada uma das alíquotas (variando de 10
-

3
 a 10

-8
) e inoculou-se 20 μL de cada solução em AST. Após incubação por 48h em ambiente de 

anaerobiose, placas com 30 a 300 colônias foram contadas para o cálculo da média de UFC/mL.  

Uma vez determinada a concentração de esporos, procedeu-se o descongelamento de algumas 

alíquotas e rediluição com PBS para que a concentração alcançasse 1,0 x 10
8
 esporos/mL. Essa 

nova solução foi realiquotada em frascos de vidro estéreis e congeladas a -80°C por 24h em 

ultra congelador (Revco, Thermo Scientific, Waltham, EUA). No dia seguinte, procedeu-se a 

liofilização das amostras em liofilizador de bancada Enterprise (Terroni, São Paulo, Brasil). 

Metade dos frascos contendo a estirpe liofilizada foi armazenada a 4°C e a outra metade em 

uma sala com temperatura controlada a 20°C.  

4.3.3. Contagem de esporos  

Um dia após a produção das estirpes liofilizadas e, a partir deste dia, mensalmente, três 

alíquotas de cada uma das formas de armazenamento (4°C e 20°C) foram tiradas ao acaso para a 

realização de métodos de contagem de esporo. As amostras foram ressuspendidas com 1,0mL 

de água destilada estéril e submetidas à diluição seriada de base 10 (10
-1 

a 10
-9

).   

No primeiro método, foi realizada a contagem em câmara de Neubauer (Celeromics, 

Cambridge, Inglaterra) conforme nota técnica do fabricante. As diluições de 10
-2

 foram 

utilizadas para realizar a contagem através de observação em microscópio óptico binocular 

(Nikon E200, Nikon, Tóquio, Japão) no aumento de 400x. 

O segundo método foi a técnica de número mais provável (NMP) utilizando três repetições para 

cada diluição (Cochran, 1950). As diluições utilizadas foram as de 10
-6 

a 10
-9

, de forma que 1mL 

de cada uma das diluições foi pipetado para um tubo rosca contendo 9mL de BHI. Após o 
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inóculo, os tubos foram aquecidos a 60°C por 30 minutos e incubados em anaerobiose por 72h a 

37°C. A concentração mais provável foi estimada com base no número de tubos por diluição em 

que houve crescimento bacteriano, seguindo os cálculos sugeridos por Cochran (1950). 

O terceiro método foi a recuperação de esporos viáveis em AST ou contagem em placas (CP). 

Foram utilizadas as diluições de 10
-3

 a 10
-6

, submetidas previamente a tratamento térmico de 

60°C por 30 minutos. De cada diluição foram plaqueados 20μL em AST e, após incubação por 

48h em ambiente de anaerobiose, placas com 30 a 300 colônias foram contadas para o cálculo 

da média de UFC/mL. 

As contagens obtidas foram transformadas em logaritmos na base 10, dos quais foram 

calculados a média e o desvio padrão. As médias foram comparadas pelo teste t de Student 

(p<0,05). Foram realizadas correlações entre os métodos de contagem. Para a estimativa de 

validade da melhor forma de armazenamento, foi realizada uma regressão linear dos diferentes 

métodos de contagem (GraphPad Prism 6, EUA). 

4.4. Animais 

Os hamsters sírios (Mesocricetus auratus), sexo feminino, de 6 a 8 semanas de idade, foram 

adquiridos junto ao Laboratório de Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. 

Os animais ficaram alocados individualmente em gaiolas previamente esterilizadas por 

autoclavação (121°C, 20 minutos) cobertas por uma camada de maravalha e suprimento de água 

e comida a vontade, também previamente esterilizados. As gaiolas foram acondicionadas em 

estantes ventiladas, equipadas com filtros absolutos (Alesco Co., Monte Mor, Brasil) para 

impedir a contaminação ambiental e dos animais. 

4.4.1. Desenho experimental 

O modelo de infecção experimental utilizado para o desenvolvimento desta etapa foi o mesmo 

padronizado por Silva et al. (2014c). Já as etapas experimentais foram adaptadas de Sambol et 

al. (2002).  

Para a definição do tempo dos desafios com amostras toxigênicas de C. difficile, quatro 

hamsters foram submetidos a uma dose de 30mg/kg de clindamicina por via intramuscular. 

Pellets individuais de fezes foram coletados antes da administração de clindamicina e a cada 

24h, pesados, diluídos (até a diluição 10
-9

), plaqueados em AST e incubados em câmara de 

anaerobiose (Thermo Scientific, Waltham, EUA) a 37°C por 24h para crescimento microbiano. 

Após 24h as placas foram desincubadas e utilizadas para a determinação da população 

bacteriana intestinal contável. As contagens obtidas foram transformadas em logaritmos na base 

10, dos quais foram calculados a média e o desvio padrão. As médias foram comparadas pelo 

teste t de Student (p<0,05) (GraphPad Prism 6, EUA).  

4.4.2. Definição dos grupos experimentais 

Nesta etapa, 30 animais foram divididos por sorteio aleatório em cinco grupos. O grupo I foi 

considerado o grupo controle negativo (vida), os grupos II e III foram os grupos tratados com as 

estirpes NTCD. Os seus respectivos controles positivos (morte) foram os grupos IV e V (tabela 

2). 
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Tabela 2. Esquema de inoculação de estirpes NTCD de C. difficile em hamsters para avaliação 

de proteção ao longo do tempo contra infecção por estirpes toxigênicas. 

Grupo (n) Dia 0 24h 36h 72h Dia 28 

I (6) CLI - - -  

 

Eutanásia 

II (6) CLI NTCD T - 

III (6) CLI NTCD - T 

IV (6) CLI - T - 

V (6) CLI - - T 

Legenda: CLI: Clindamicina (30mg/kg); NTCD: Estirpe não toxigênica de C. difficile; T: Estirpe 

toxigênica. 

 

4.4.3. Depleção da microbiota e administração da estirpe NTCD 

No dia 0 do experimento, todos os animais receberam 100µL de uma solução a 90mg/mL de 

clindamicina por via intramuscular com o objetivo de causar depleção da microbiota indígena. 

Passadas 24h após a administração do antimicrobiano, os animais dos grupos II e III receberam 

500µL de uma solução contendo 10
7
 UFC de esporos da estirpe NTCD através de gavagem 

intraesofágica, seguindo o planejamento descrito na tabela 2.  

4.4.4. Desafio com estirpe toxigênica de C. difficile 

O desafio toxigênico foi realizado com 500µL de uma solução contendo 10
8
 esporos de uma 

estirpe de C. difficile, isolada de um suíno com ICD cuja toxigenicidade foi confirmada pelos 

ensaios descritos nos itens 4.2.1. e 4.2.2. Os grupos II e IV foram desafiados no tempo 36h (12h 

após a administração da estirpe NTCD) e os grupos III e V foram desafiados no tempo 72h (48h 

após a administração da estirpe NTCD) (tabela 2). 

4.4.5. Coleta de fezes  

Nos dias 0 a 10 e nos dias 15 e 28 foi coletado um pellet de fezes de cada animal diluído em 

1mL de solução PBS. As alíquotas foram congeladas a -20°C e, ao final da etapa experimental 

com animais, as amostras foram submetidas ao isolamento de C. difficile seguido de 

caracterização da estirpe por PCR (Silva et al., 2011). Amostras com isolamento positivo para a 

estirpe toxigênica foram submetidas à detecção de toxinas pelo método de ELISA. 

4.4.6. Necropsia  

Os animais que vieram a óbito durante o experimento foram necropsiados para observação das 

lesões macroscópicas e coleta do cólon em formol para histopatologia. O conteúdo intestinal foi 

coletado para isolamento de C. difficile e identificação de toxinas por ELISA. No dia 28, todos 

os animais sobreviventes foram eutanasiados com pentobarbital sódico (100mg/Kg) associado 

com lidocaína (10mg/kg) por via intraperitoneal e, posteriormente, foram submetidos ao mesmo 

procedimento dos animais que vieram a óbito. 
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4.4.7. Análise dos dados 

A estratégia foi analisada de acordo com os seguintes critérios. A etapa seria considerada válida 

caso nenhum dos animais do grupo controle negativo (I) viesse a óbito nem fosse colonizado 

pelas estirpes toxigênica ou NTCD durante o período experimental. Para a análise da proteção 

conferida pela estirpe NTCD foi construído um gráfico de sobrevivência de Kaplan-Meier em 

função do tempo experimental. As curvas foram analisadas pelo teste de Mantel-Cox para a 

definição de proteção ou não da estratégia utilizada (GraphPad Prism 6, EUA). 

4.4.8. Aprovação do comitê de ética 

Utilização dos animais aprovada sob o protocolo 13/2014 , CEUA-UFMG. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1. Amostras 

 

5.1.1. Descrição das amostras  

As amostras, oriundas da bacterioteca do Laboratório de Anaeróbios, foram codificadas e as 

informações básicas sobre elas se encontram na tabela 3. Todas estas amostras foram isoladas 

de animais saudáveis em trabalhos anteriores da equipe do Laboratório de Anaeróbios com o 

intuito de avaliar a ocorrência da doença em suínos (Silva et al., 2011), equinos (Silva et al., 

2013a) e caninos (Silva et al., 2013b). 

Tabela 3. Caracterização das amostras não toxigênicas de C. difficile (NTCD) da bacterioteca 

do Laboratório de Anaeróbios quanto à espécie da qual foi isolada, o ribotipo e o perfil 

toxigênico. 

Amostra Espécie de 

isolamento 

Ribotipo PCR Detecção de 

toxinas 

S1 Suíno 053 tpi  (+), tcdA (-), 

tcdB (-), cdtb (-) 

Negativo 

E1 Equino 053 tpi  (+), tcdA (-), 

tcdB (-), cdtb (-) 

Negativo 

C1 Canino 009 tpi  (+), tcdA (-), 

tcdB (-), cdtb (-) 

Negativo 

C2 Canino 009 tpi  (+), tcdA (-), 

tcdB (-), cdtb (-) 

Negativo 

C3 Canino 009 tpi  (+), tcdA (-), 

tcdB (-), cdtb (-) 

Negativo 
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Em suínos, foram isoladas 12 estirpes entre 60 espécimes clínicos pesquisados. Dessas estirpes, 

quatro eram A+B+, cinco eram A-B+ e três eram A-B-, estas últimas, isoladas de animais não 

diarreicos e negativos para a detecção de TcdA e TcdB (Silva et al., 2011). Das três potenciais 

estirpes isoladas, apenas uma pode ser recuperada e incluída nesse estudo, sendo caracterizada 

como S1. 

Em equinos foram isoladas sete estirpes num total de 153 amostras fecais. Dentre elas, quatro 

eram toxigênicas (A+B+), todas isoladas de animais diarreicos, e três eram NTCD, sendo duas 

provenientes de animais não diarreicos e uma oriunda de um animal diarreico (Silva et al., 

2013a). A estirpe NTCD isolada de um animal diarreico não foi incluída nesse estudo, pois o 

critério de seleção inicial eram que as estirpes fossem isoladas de animais sem sintomas 

gastrointestinais. Dentre as duas estirpes NTCD restantes, apenas uma foi possível de ser 

recuperada para este estudo, nomeada de E1. 

Nos caninos, isolaram-se 12 estirpes num total de 57 espécimes clínicos. Dez dessas amostras 

seguiam o perfil A+B+ e apenas duas, isoladas de animais aparentemente saudáveis, eram perfil 

A-B- (Silva et al., 2013b). Ambas foram incluídas neste estudo e receberam os códigos C1 e C2. 

Além desta, uma terceira amostra de canino isolada após a publicação do trabalho em questão 

também foi incluída nesse trabalho sob o código de C3.  

5.1.2. Avaliação da toxigenicidade das estirpes NTCD de C. difficile 

Quando submetidos ao PCR para identificação molecular C. difficile (Silva et al., 2011), as 

cinco estirpes apresentaram o mesmo perfil. Todas foram positivas para o gene tpi, responsável 

pela produção da enzima triose fosfato isomerase. Esse gene está presente em todas as estirpes 

de C. difficile, mas não em outras espécies, sendo considerado um gene constitutivo (Lemee et 

al., 2004). Já o resultado para os genes codificadores de toxinas, tcdA, tcdB e cdtB, foram 

negativos, sugerindo a incapacidade genética da produção de toxinas. 

Apesar do teste de CT seguido por PCR ser suficiente para comprovar a não toxigenicidade das 

estirpes, realizou-se testes adicionais visando à confirmação da ausência de produção de toxinas 

in vitro. A utilização de testes em sequência já é uma realidade para o diagnóstico da doença em 

humanos (Carroll & Bartlett, 2011). Laboratorialmente, tal precaução, além de aumentar a 

confiabilidade do resultado, é útil para comprovar que não houve contaminação ou troca de 

identificação das estirpes da bacterioteca, bem como descartar possíveis erros ocorridos durante 

a técnica de PCR. 

No teste de SNC, o filtrado de nenhuma das estirpes foi capaz de causar efeito citopático, nem 

quando utilizado puro sobre as células VERO. No ELISA todas as amostras foram negativas. 

Estes resultados comprovaram que todas as estirpes eram incapazes de produzir as toxinas A/B 

em concentrações detectéveis pelos métos utilizados in vitro, qualificando-as para os posteriores 

testes realizados com o intuito de definir a estirpe a ser utilizada na etapa experimental de 

proteção da infecção em modelo animal. 

5.1.3. Ribotipos das estirpes NTCD de C. difficile 

As amostras NTCD presentes nesse estudo foram classificadas em dois diferentes ribotipos, 

sendo eles 053 e 009 (este último também conhecido como SLO064). A maioria dos estudos 
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que envolvem ribotipagem focam os ribotipos toxigênicos. O ribotipo 053 é um dos mais 

frequentes na Áustria, porém, naquele país, este ribotipo é toxigênico e comumente ligado a 

casos de ICD (Indra et al., 2008). Um grupo da Suíça também relatou o isolamento de uma 

estirpe 053 toxigênica na saída de uma estação de tratamento de águas residuais (Romano et al., 

2012). Apesar do perfil toxigênico desta estirpe na Europa, dois recentes estudos no Brasil 

relataram o isolamento da estirpe 053 NTCD de C. difficile em quatis (Nasua nasua) e 

carnívoros silvestres, demonstrando as diferenças geográficas se fazem presentes mesmo dentro 

de um mesmo ribotipo (Silva et al., 2014d; Silva et al., 2014e). Além disso, um estudo em 

andamento no Brasil realizado pela equipe do Laboratório de Anaeróbios (UFMG) já isolou a 

estirpe 053 NTCD em espécies domésticas como suínos, equinos, bovinos e caninos, 

demonstrando que ela aparenta ser comum no país. Ainda que seja conhecida a existência de 

estirpes 053 toxigênicas, as estirpes nacionais não possuem os genes responsáveis para a 

produção de toxinas, sendo seguras para utilização ao objetivo que o presente trabalho se 

propunha. Como não existe prova irrefutável na literatura de transmissão horizontal destes 

genes, uma possível explicação para as diferenças no perfil toxigênico entre amostras do mesmo 

ribotipo seria a perda genética dos mesmos por mutação ao longo do processo evolutivo 

(Janezic et al., 2012).  

Já a estirpe 009 é mundialmente conhecida como NTCD e frequentemente isolada em diversos 

estudos com humanos e/ou animais saudáveis (Urbán et al., 2001; Keel et al., 2007; Koene et 

al., 2012; Janezic et al., 2012; Romano et al., 2012; Wetterwik et al., 2013). Além disso, o 

mesmo estudo em andamento no Brasil citado anteriormente, tem apontado a estirpe 009 como 

a mais frequente no país dentre as NTCD, sendo isolada de humanos, cães e equinos. Tais 

características, em especial os preliminares encontrados no Brasil, qualificaram todas as estirpes 

para o prosseguimento no estudo, uma vez que são frequentes no país e comuns a diversas 

espécies, colocando-as como fortes candidatas ao uso na prevenção de ICD. 

5.1.4. Avaliação da produção de esporos in vitro das estirpes NTCD de C. 

difficile 

As médias das contagens de esporo e seus respectivos desvios-padrão se encontram na tabela 4. 

Os fatores genéticos e moleculares que influenciam na multiplicação das estirpes de C. difficile 

ainda não estão totalmente esclarecidos, mas a participação do fator de regulação de esporulação 

(Spo0A), de moléculas de superfície (como a Cpw 84) e do flagelo têm sido investigados como 

possíveis influenciadores deste processo (Ðapa et al, 2013). Em relação aos fatores externos, as 

condições de anaerobiose, temperatura e nutrientes disponíveis são essenciais para a replicação 

bacteriana (Lobato et al., 2013). Além desses fatores, a multiplicação de C. difficile é estimulada 

por sais biliares como taurocolate, comumente acrescido nos meios de crescimento, e 

glicocolate (Sorg & Sonenshein, 2008).

Tabela 4. Média do log10 das contagens de esporos de cada uma das estirpes NTCD  

Estirpe S1 E1 C1 C2 C3 

Média log(10) 

contagem ± DP  

4,72 ± 0,03 

d 

5,42 ± 0,05 

c 

6,68 ± 0,03
 

a
 

6,21 0,06 

b 

5,37 ± 0,03
 

c 

Obs.: Letras diferentes significam médias diferentes pelo teste t de Student (p< 0,05). 

Como se pode observar, as estirpes que produziram maior quantidade de esporos foram as 

provenientes de cães, com destaque para a estirpe C1, sendo considerada muito alta por 
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apresentar diferença estatística quando comparada a todas as outras estirpes. A estirpe oriunda 

de equino teve um desempenho intermediário, já a estirpe isolada de suínos foi a que apresentou 

a menor produção dentre todas. Uma elevada produção de esporos era uma das características 

de maior impacto para a seleção de estirpes para este experimento, já que a dose sugerida para a 

prevenção da doença nos animais é alta (10
7
 esporos/animal). Como pode ser observado nesta 

etapa, houve uma diferença de quase duas unidades logarítmicas entre as estirpes de maior e 

menor produção, significando uma produção cerca de cem vezes maior pela estirpe mais 

eficiente. 

5.1.5. Concentração Inibitória Mínima e genes de resistência a 

antimicrobianos das estirpes NTCD de C. difficile 

Os resultados obtidos no teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM) bem como os genes de 

resistência presentes em cada estipe se encontram na tabela 5. Todas as estirpes (100%) foram 

sensíveis ao metronidazol, à penicilina, à tilosina e à vancomicina. O metronidazol e a 

vancomicina são os antimicrobianos de escolha para o tratamento da ICD em espécies como 

humanos e equinos, e dificilmente são encontradas estirpes de C. difficile resistentes a essas 

drogas (Båverud et al., 2003, Piřs et al., 2013, Silva et al., 2014f). Entretanto, ao contrário do 

que foi encontrado aqui, alguns estudos demonstraram estirpes resistentes à penicilina e tilosina, 

chegando a índices de até 25% das estirpes resistentes a este último antimicrobiano (Båverud et 

al., 2003, Silva et al., 2014f). 

No grupo das lincosamidas, duas estirpes (40%) NTCD foram resistentes à lincomicina todas 

elas (100%) apresentaram resistência à clindamicina para clindamicina, similar ao que já foi 

relatado na literatura (Huang et al., 2010). As lincosamidas são antimicrobianos comumente 

utilizados contra infecções causadas por microrganismos anaeróbios Gram-positivo e o 

tratamento com clindamicina é considerado um dos principais fatores de risco para ICD devido 

a grande taxa de resistência de C. difficile a essa base farmacêutica (Huang et al., 2010). 

Tabela 5. Susceptibilidade antimicrobiana por concentração inibitória mínima (CIM) das cinco 

amostras NTCD frente às oito drogas testadas. 

Antimicrobianos Estirpes 

S1 E1 C1 C2 C3 

Clindamicina Res. Res. Res. Res. Res. 

Eritromicina Mod. Mod. Mod. Sen. Mod. 

Lincomicina Res. Sen. Res. Sen. Sen. 

Metronidazol Sen. Sen. Sen. Sen. Sen. 

Oxitetraciclina Mod. Sen. Sen. Sen. Sen. 

Penicilina Sen. Sen. Sen. Sen. Sen. 

Tilosina Sen. Sen. Sen. Sen. Sen. 

Vancomicina Sen. Sen. Sen. Sen. Sen. 

Genes de 

Resistência 

- bacA, bacB tetM bacB bacA 

Legenda: Sen.: Sensível; Mod.: Moderadamente sensível; Res.: Resistente  

 Dentre as estirpes testadas, quatro (80%) e uma (20%) foram consideradas 

moderadamente sensíveis à eritromicina e oxitetraciclina, respectivamente, entretanto, nenhuma 
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delas foi considerada resistente a esses antimicrobianos, diferente do encontrado por Silva et al. 

(2014f). Acredita-se que a resistência a estes dois antimicrobianos seja mediada por genes dos 

grupos erm e tet, respectivamente, e estudos têm encontrado significativas taxas de resistência a 

essas drogas, provavelmente pelo uso indiscriminado das mesmas (Slavić et al., 2011). No 

presente trabalho, não se encontrou nenhuma estirpe portadora do gene ermB, de forma que a 

sensibilidade moderada da maioria das estirpes presentes nesse estudo possivelmente seja 

devido à presença de outros genes do grupo erm.  Em uma estirpe (20%) foi encontrado o gene 

tetM, proporção similar aos 27% encontrados por Spigaglia et al. (2007) em um estudo 

utilizando 100 isolados de C. difficile, entretanto, naquele estudo constatou-se que as amostras 

também possuíam o gene ermB, sugerindo uma associação entre estes dois genes, resultado que 

não foi confirmado aqui. 

 No que diz respeito aos genes de resistência à bacitracina, os estudos em C. difficile 

ainda estão em andamento e se baseiam nos estudos envolvendo Clostridium perfringens 

(Charlebois et al., 2012). No estudo citado, 24,2% das estirpes isoladas de aves apresentaram 

resistência à bacitracina no teste de CIM e presença dos quatro genes responsáveis por esta 

resistência. Em C. perfringens, os quatro genes se encontram presentes em um mesmo operon, o 

que justifica o fato das estirpes normalmente possuírem todos (ou nenhum) deles. No presente 

estudo, três amostras (60%) apresentaram um ou mais desses genes, entretanto nenhuma delas 

apresentou os quatro genes, sugerindo que, em C. difficile, eles possivelmente não se encontram 

no mesmo operon. A amostra isolada de suínos não apresentou nenhum dos genes de resistência 

pesquisados, ao contrário do sugerido pela literatura, que o uso constante de antimicrobianos 

como promotores de crescimento na suinocultura estimularia a transferência horizontal destes 

genes e seleção de amostras multirresistentes (Slavić et al., 2011). 

É importante ressaltar que a escolha de uma estirpe resistente ou potencialmente resistente a um 

grande número de antimicrobianos é interessante, uma vez que um dos fatores de risco para o 

estabelecimento da doença em algumas espécies, como humanos e equinos, é a terapia 

antimicrobiana (Båverud et al., 2003, Huang et al., 2010). Dessa forma, é ideal que a estirpe 

NTCD tenha um alto perfil de resistência para competir com a estirpe toxigênica de C. difficile 

mesmo em indivíduos submetidos a terapias com tais fármacos. 

Tendo em vista esse aspecto, destacam-se as estirpes C1 e S1, que apresentaram resistência 

confirmada frente as duas lincosamidas testadas e resistência potencial a macrolídeos e 

tetraciclinas. Vale ressaltar que, dentre as cinco estirpes, a C1 foi a única a apresentar 

crescimento em concentrações de clindamicina superiores a 16µg/mL. Esse dado é 

particularmente interessante devido ao fato que a depleção da microbiota dos hamsters no 

modelo experimental ser realizada com altas concentrações de clindamicina. Dessa forma, é 

importante que a estirpe seja capaz de colonizar o intestino dos animais mesmo sob altas 

concentrações dessa droga. As estirpes E1, C2 e C3, quando comparadas as duas anteriormente 

citadas, apresentaram resistência há um menor número de bases farmacêuticas e menor número 

de genes de resistência a antimicrobianos, sendo, assim, consideradas com um perfil de 

resistência relativo baixo.  
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5.1.6. Seleção da estirpe  

Todas as estirpes foram confirmadas como não toxigênicas pelos três métodos realizados, de 

forma que nenhuma foi eliminada devido a esse critério. A tabela 6 resume os dados que 

nortearam a seleção da estirpe. 

 

Tabela 6. Classificação das estirpes NTCD quanto ao ribotipo, produção relativa de esporos in 

vitro, perfil relativo de resistência a antimicrobianos e espécie na qual foi isolada 

Estirpe Ribotipo Produção 

relativa de 

esporos in vitro 

Perfil relativo de 

resistência a 

antimicrobianos 

Espécie de 

origem da estirpe 

S1 053 Baixa Alto Suíno 

E1 053 Média Baixo Equino 

C1 009 Muito alta Alto Canino 

C2 009 Alta Baixo Canino 

C3 009 Média Baixo Canino 

Como observado na tabela 6, foram encontrados apenas dois ribotipos diferentes, sendo eles 009 

e 053. O ribotipo 009 é mais comum ao redor do mundo e já foi isolado de cães, gatos, equinos, 

humanos e meio ambiente (Keel et al., 2007; Koene et al., 2012; Janezic et al., 2012). No Brasil, 

esse ribotipo tem se mostrado o mais frequente entre os NTCD, entretanto, não há relatos do 

isolamento deste ribotipo em suínos, uma das espécies em que a doença é a mais importante. No 

que diz respeito ao ribotipo 053, não é muito relatado na literatura, e os poucos relatos tratam de 

estirpes toxigênicas (Indra et al., 2008; Romano et al., 2012). Já no Brasil, só foram isoladas 

estirpes 053 NTCD até o momento e, apesar de terem sido detectadas em menor número quando 

comparadas a 009, foram isoladas de uma diversidade maior de espécies, inclusive suínos. 

Considerando estas análises, ambos os ribotipos apresentaram pontos positivos e negativos, não 

sendo possível definir qual estirpe deveria ser utilizada apenas por esse critério. Visto que os 

dois ribotipos parecem ser comuns a várias espécies, todos os isolados continuaram a ser 

analisados de acordo com os demais critérios. 

A avaliação da produção de esporos in vitro foi um critério essencial para a escolha da estirpe. 

Apesar de inicialmente as estirpes isoladas de suíno e de equino serem preferidas pela 

importância da doença nas espécies, a produção de esporos das duas estirpes em questão foi 

bem menor que a produção daquelas isoladas de cão. A escolha de uma cepa oriunda de um cão 

não se configura em um problema, pois, além da doença também acometer animais dessa 

espécie (Silva et al., 2013b), o ribotipo encontrado é comum a várias outras. 

Dentre as três amostras de cão, além de ter apresentado uma maior produção de esporos in vitro, 

a estirpe C1 também apresentou um maior perfil de resistência aos antimicrobianos em relação a 

C2 e a C3. Apesar da estirpe S1 também ter apresentado um interessante perfil de resistência, a 

sua baixa produção de esporos inviabilizou sua escolha. Considerando a tabela 6 e as discussões 

acima, a estirpe C1 foi selecionada para a produção de esporos e prevenção de ICD em 

hamsters. 
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5.2. Viabilidade dos esporos 

 

5.2.1. Avaliação dos esporos NTCD de C. difficile produzidos 

No teste respiratório, não houve crescimento de colônias em aerobiose em nenhuma das oito 

unidades experimentais. As colônias com crescimento em anaerobiose foram características 

morfologicamente (figura 3) e no teste Gram e tiveram sua identidade NTCD confirmadas pela 

técnica de PCR (Silva et al., 2011). 

 
Figura 3. Colônias das estirpes não toxigênicas de Clostridium difficile (NTCD) em ágar 

sangue suplementado com taurocolate (AST) se apresentando grandes, branco-acinzentadas, 

aspecto rugoso e bordas irregulares. 

Uma quantidade total de 40 alíquotas contendo 1,0mL de solução de esporos foi congelada em 

microtubos estéreis e, posteriormente, seis delas foram descongeladas e submetidas às análises 

de porcentagem e contagem de esporos. Utilizando a coloração de Gram, estimou-se uma 

porcentagem de esporos de 90%, já utilizando a técnica de Wirtz-Conklin, mais adequada para a 

visualização dos esporos, estimou-se um percentual médio de 95% de esporos.  

A utilização de uma solução com uma proporção superior a 90% de esporos é importante devido 

à alta resistência típica dessa forma bacteriana, a qual sofre menores alterações na concentração 

de UFC após armazenamento (Silva et al., 2014c). Apesar de alguns trabalhos com modelos de 

ICD em hamsters utilizarem apenas células vegetativas (Mcvay & Rolfe, 2000; Kokkotou et al., 

2008) ou proporções inferiores a 90% de esporos quando comparado às células vegetativas  
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(Ochsner et al., 2009), optou-se por usar, no presente estudo, uma solução praticamente isenta 

de células vegetativas, em consenso com outros autores (Sambol et al., 2002; Nagaro et al., 

2013). 

As seis alíquotas foram submetidas a contagem bacteriana pelo método de recuperação de 

esporos em placa. As contagens brutas variaram de 3,6 x 10
8 

a 4,5 x 10
8 

UFC/mL. Submetendo 

tais contagens ao logaritmo de base 10, obteve-se média de 8,60 ± 0,04, o que corresponde a 

uma contagem média de 3,98 x 10
8 

UFC/mL, variando entre 3,65 x 10
8
 e 4,35 x 10

8
 UFC/mL. 

Para efeitos práticos foi considerada a contagem média de 4,0 x 10
8
 UFC/mL. 

Em um estudo objetivando a produção de esporos para a avaliação de desinfetantes a serem 

utilizados contra C. difficile, Hasan et al. (2011) determinaram como critérios básicos para a 

seleção do método de produção uma concentração acima de 10
8
 esporos/mL (8 log10) e com 

proporção de esporos superior a 90%. Os resultados encontrados no presente trabalho atendem 

estes requisitos mesmo com a utilização de um meio líquido para a produção de esporos, que 

normalmente favorece uma maior proporção de células vegetativas (Hasan et al., 2011). 

Baseando-se nas contagens obtidas acima, a solução passou por nova diluição até atingir a 

concentração de 1,0 x 10
8 

UFC/mL. Esta nova solução foi realiquotada em tubos de vidro 

estéreis, no volume de 1,0mL e submetidos à liofilização, gerando um número final de 10
8
 

esporos por tubo liofilizado. A determinação da quantidade de esporos foi dez vezes superior 

àquela sugerida para a proteção (10
7
 esporos/animal) já considerando que no processo de 

liofilização e ao longo do tempo poderia haver perda de esporos (Weese et al., 2000). 

5.2.2. Contagem de esporos das estirpes NTCD de C. difficile 

As amostras liofilizadas foram submetidas mensalmente a três métodos de contagem de esporos 

para avaliação da estabilidade dos mesmos ao longo do tempo. Os gráficos da evolução do log10 

das contagens se encontram na figura 4. 

 Como é possível observar, todas as contagens ao longo dos meses pesquisados ficaram 

entre 7 e 8 log10 (que corresponde a quantidades entre 10
7
 e 10

8
 esporos), de forma que a queda 

na concentração foi menor que uma unidade logarítmica, ou seja, menor que 10 vezes. Também 

é possível observar que, com exceção dos gráficos gerados pelo método NMP, as curvas 

apresentam uma tendência de uma queda linear e branda. Uma possível explicação para essa 

queda linear se apoia no fato que alguns esporos são capazes de germinar mesmo em condições 

adversas, devido a possíveis defeitos na cápsula ou ativação espontânea dos fatores genéticos de 

germinação (Paredes-Sabja et al., 2014). Uma vez iniciado o processo de germinação, ele não é 

interrompido, de forma que as células vegetativas procedentes encontram um ambiente 

desfavorável e acabam entrando em processo de apoptose (Paredes-Sabja et al., 2012). 

Os demais estudos que trazem dados a respeito da quantidade de esporos viáveis ao longo do 

tempo normalmente são aqueles que avaliam eficiência de desinfetantes, como o de Lawley et 

al. (2010), onde se observa uma brusca queda da concentração de esporos em poucos minutos 

ou horas, entretanto, como os objetivos são muito diferentes do presente estudo, não há 

possibilidade de realizar nenhuma comparação entre as curvas geradas. Interpretações mais 

detalhadas dos dados de contagem serão feitas nos tópicos subsequentes, embasados nas 

análises estatísticas realizadas. 
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Figura 4. Evolução da média do log10 das contagens de esporos ao longo do tempo pelos 

métodos de contagem número mais provável (NMP), câmara de Neubauer (CN) e contagem em 

placas (CP) nas duas diferentes formas de armazenamento: temperatura ambiente (20°C) e 

resfriada (4°C). 

5.2.2.1. Avaliação dos métodos de contagem de esporos de C.difficile 

Foram selecionados três métodos de contagem para a avaliação mensal das amostras estocadas 

refrigeradas e a temperatura ambiente. O método de contagem em placas (CP) é o mais 

comumente utilizado em rotinas laboratoriais e considerado um padrão adequado para contagem 

de microrganismos esporulados (Yang et al., 2009). O método de número mais provável (NMP) 

é uma técnica estatística muito utilizada atualmente para contagem de microrganismos em 
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alimentos, sendo indicada para microrganismos em baixas concentrações ou de difícil 

crescimento (Cochran, 1950; Blodgett, 2014). Já a câmara de Neubauer (CN), um popular 

hemocitômetro, é bastante utilizada para mensurar concentração de células em soluções, em 

especial concentrações espermáticas, sendo uma técnica rápida e de fácil execução (Imade et al., 

1993). 

Apesar do uso bastante disseminado da CP, houve receio da utilização apenas desse método de 

contagem, pois os esporos poderiam entrar em estado de superdormência e terem sua 

concentração subestimada em um meio sólido (Rodriguez-Palacios & LeJeune, 2011). Para 

incrementar a capacidade de detecção desse método, acrescentou-se ao meio uma quantidade de 

0,1% de taurocolate, um dos co-fatores de germinação (Sorg & Sonenshein, 2008). Além disso, 

foi estabelecido um protocolo de aquecimento a 60°C por 30 minutos das soluções antes do 

plaqueamento, com o intuito de estimular a reativação dos possíveis esporos superdormentes 

(Rodriguez-Palacios & LeJeune, 2011).  

O método de NMP foi a alternativa encontrada para realizar a estimativa de esporos através de 

utilização de meios líquidos, que são mais adequados para germinação de esporos e 

multiplicação bacteriana (Hasan et al., 2011). Entre as técnicas de NMP, existe a possibilidade 

da utilização de três ou cinco repetições por diluição (Cochran, 1950). Apesar da maior robustez 

da técnica utilizando cinco repetições por diluição, optou-se pelo uso de três repetições por 

diluição devido a maior praticidade desta. 

 Como alternativa de fácil execução e baixo custo, optou-se pela realização da contagem em um 

hemocitômetro, sendo utilizada a CN. Além de ser comumente utilizada para a contagem de 

células em laboratórios de patologia clínica (Silva et al., 2007), a CN é uma ferramenta 

importante para a determinação de concentração espermática em diversas espécies (Imade et al., 

1993) e também já foi adaptada para realizar a contagem de alguns patógenos (Marcel et al., 

2001). A utilização desse equipamento para a estimativa de esporos é possível devido à 

refringência dessas estruturas em microscópio óptico, tornando sua visualização relativamente 

fácil. Uma possível desvantagem deste método é a superestimação da quantidade de esporos, já 

que tanto as estruturas viáveis quanto as inviáveis são contadas (Hasan et al., 2011). 

Para mensurar a concordância entre os três métodos foram realizadas correlações de Pearson. Os 

resultados se encontram na tabela 7, de forma que as estirpes mantidas a 4°C são apresentadas 

como resfriadas e as mantidas a 20°C estão descritas como temperatura ambiente. 

Independente da forma de armazenamento, as maiores correlações foram encontradas entre os 

métodos CP e CN e as menores correlações foram entre os métodos CP e NMP. Apesar dos 

menores índices de correlação obtidos quando o método NMP estava presente, ainda considera-

se uma associação forte, por ser maior que 0,7 (Filho e Junior, 2009). Tais valores indicam que 

os três métodos de contagem são bastante similares entre si, em especial os métodos de CP e 

CN. 

Embasando esses dados, em todas as contagens mensais as médias do log10 de CP e CN só 

diferiram estatisticamente pelo teste t de Student (p<0,05) no mês três (temperatura ambiente) e 

no mês sete (resfriada), em ambas a CN foi ligeiramente maior. Já o NMP foi estatisticamente 

diferente dos dois métodos em sete ocasiões, sendo que em seis deles apresentou resultados 
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inferiores às outras contagens e em apenas uma delas o método NMP apresentou resultados 

superiores.  

Era esperado que a CN apresentasse os maiores resultados por considerar até mesmo as 

partículas não viáveis (Hasan et al., 2011). Entretanto, como a CP apresentou alta correlação 

com o CN, pode-se inferir que não existem grandes quantidades de partículas inviáveis e as 

adaptações feitas no método de CP foram eficientes para recuperação de esporos. Já em relação 

ao método NMP, esperava-se que ele apresentasse resultados superiores ao CP por utilizar 

meios de cultura líquidos, entretanto isso não ocorreu. Uma possível explicação para esse fato é 

a escolha do método com apenas três tubos por diluição, que gera uma tabela com um número 

mais reduzido de probabilidades (quando comparado ao método de cinco tubos). Dessa forma, 

um tubo turvo a menos pode gerar uma diferença de até uma unidade logarítmica (Cochran, 

1950).  

Como o NMP é a técnica mais trabalhosa, dispendiosa e cara, além de apresentar a menor 

concordância em relação às demais, o presente estudo sugere que a sua utilização para contagem 

de esporos liofilizados de C. difficile não seja adequada. Já no que diz respeito às técnicas CP e 

CN, ambas apresentaram resultados similares e coerentes com o esperado, podendo ser 

utilizadas para realização desta mensuração. Deve-se ressaltar que o método de CN é mais 

barato, pois só necessita da câmara de Neubauer e um microscópio óptico; mais rápido, dando o 

resultado em poucos minutos; e menos trabalhoso, por se basear apenas na montagem e leitura 

de uma lâmina. 

Tabela 7. Valores de correlação (r) e seu respectivo P valor (P) entre os métodos de contagem 

em placas (CP), câmara de Neubauer (CN) e número mais provável (NMP) de acordo com cada 

uma das formas de armazenamento: temperatura ambiente e resfriada. 

Temperatura ambiente 

 CP CN NMP 

CP - r = 0,978 

P = 0,00001 

r = 0,806 

P = 0,00900 

CN r = 0,978 

P = 0,00001 

- r = 0,868 

P = 0,00200 

NMP r = 0,806 

P = 0,00875 

r = 0,868 

P = 0,00239 

- 

Resfriada 

 CP CN NMP 

CP - r = 0,973 

P = 0,00001 

r = 0,834 

P = 0,00500 

CN r = 0,973 

P = 0,00001 

- r = 0,867 

P= 0,00300 

NMP r = 0,834 

P = 0,00515 

r = 0,867 

P = 0,00250 

- 
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5.2.2.2. Avaliação da temperatura na viabilidade dos esporos NTCD de C. difficile 

De forma geral, microrganismos anaeróbios necessitam de complicados protocolos de 

armazenamento, com utilização de diferentes crioprotetores e congelamento em nitrogênio 

líquido. Isso se dá, entre outros motivos, devido à sua grande sensibilidade ao oxigênio (Novik 

et al., 2009). Já os microrganismos anaeróbios esporulados possuem os esporos como formas de 

resistência a condições adversas, inclusive altos teores de oxigênio, não necessitando de 

complicados protocolos de armazenamento (Freeman & Wilcox, 2003). No presente estudo 

foram avaliadas duas formas de armazenamento de esporos, sendo ambas liofilizadas, uma delas 

mantida a 4°C e a outra estocada a 21°C.  

Normalmente, as formas mais comuns de armazenamento são a refrigeração e o congelamento 

(Freeman & Wilcox, 2003). Weese et al. (2000) acondicionaram amostras fecais de equinos 

contendo esporos de C. difficile a 4°C em condição de aerobiose e anaerobiose e relataram uma 

diminuição na recuperação de esporos dos espécimes fecais de equinos estocados em aerobiose 

durante um período de 30 dias. No que diz respeito ao congelamento, um estudo recente com 

esporos de Clostridium sporogenes demonstrou que após quatro semanas há uma redução 

significativa da viabilidade de esporos quando comparada àquela dos esporos estocados a 4°C 

(Mah et al., 2009). Estes resultados não foram confirmados por Freeman & Wilcox (2003), que, 

ao avaliarem a viabilidade de esporos de C. difficile em emulsões fecais a 4°C e -20°C durante 

56 dias, relataram não haver alterações na taxa de recuperação de esporos.  

Apesar do congelamento se mostrar bastante eficiente, a manutenção de cadeia de frios é algo 

complicado. Considerando a utilização destas soluções em instalações animais, cujo acesso 

muitas vezes é difícil, o congelamento acaba se tornando inviável. Tendo em vista esta 

dificuldade, optou-se pela utilização de esporos liofilizados, uma vez que esta forma de 

armazenamento já é utilizada por muitas décadas, é capaz de preservar os microrganismos por 

longos períodos de tempo e reduz o volume e o peso do material, facilitando o transporte 

(Gitaitis, 1987; Milošević et al., 2007). 

As duas formas de armazenamento (4 e 20°C) apresentaram contagens estatisticamente iguais 

no momento zero e no primeiro mês comparando o mesmo método de contagem. Entretanto, 

nos meses dois e três foram observadas diferenças estatísticas nas contagens de acordo com a 

temperatura de armazenamento, como pode ser observado na figura 5. No mês em questão as 

estirpes resfriadas tiveram desempenho inferior às estirpes acondicionadas em temperatura 

ambiente em todos os métodos de contagem, sendo a maior discrepância observada através do 

método NMP. No mês dois diferença similar a esta foi encontrada também pelo método NMP. 

A partir do mês quatro até o final das contagens, apesar de serem observadas diferenças 

numéricas apontando maiores concentrações nas estirpes acondicionadas a temperatura 

ambiente, não foram observadas diferenças estatísticas, sugerindo que as contagens se 

igualaram após as diferenças observadas na figura 5.  

A possível explicação para a diferença observada entre os dois métodos de armazenamento seria 

uma maior a dormência dos esporos estimulada pela temperatura mais baixa, porém, era de se 

esperar uma diferença mais acentuada nos meses finais da contagem (Rodriguez-Palacios & 

LeJeune, 2011). Uma hipótese para e diferença ter sido pontual seria o fato das temperaturas 

mais baixas inviabilizarem mais rapidamente os esporos mais instáveis, causando um declínio 

inicialmente mais brusco das amostras armazenadas a 4°C. Posteriormente esses esporos 
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também se tornam inviáveis nas amostras armazenadas a 20°C, retomando a similaridade entre 

as contagens. 
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Figura 5. Média de log10 das contagens de C. difficile do mês três de acordo com o método de 

contagem e as temperaturas de armazenamento. Legenda: NMP: número mais provável; CN: 

câmara de Neubauer; CP: contagem em placas; amb: temperatura ambiente (20°C); res: 

resfriada (4°C). Letras diferentes significam valores diferentes pelo teste t de Student (p<0,05). 

Conforme os resultados obtidos, as alíquotas armazenadas a 20°C (temperatura mais próxima à 

temperatura ambiente) apresentaram um desempenho relativamente superior às armazenadas a 

4°C. Somado a isso a possibilidade do esporo liofilizado ser capaz de percorrer longas 

distâncias sem a necessidade de manutenção de cadeia de frios, o presente trabalho indica a 

manutenção dos esporos liofilizados a 20°C (locais frescos e arejados).  Tal resultado é de 

extrema importância, pois a não manutenção de cadeia de frios em produtos que necessitam da 

mesma, como as vacinas para prevenção de diversas doenças, é uma das grandes responsáveis 

por falhas destas estratégias (Lobato et al., 2013). 

5.2.2.3. Tempo de viabilidade das alíquotas de esporos de C.difficile 

Como foi possível observar nos tópicos anteriores, as formas mais adequadas para a contagem 

foram a CP e a CN e a temperatura de conservação mais adequada foi 20°C (próxima à 

temperatura ambiente). Tendo isso em vista e observando a tendência linear da queda na 

concentração de esporos, foi realizada uma análise de regressão linear desses dois métodos de 

contagem, a figura 6 representa as curvas geradas a partir desta regressão. 

As curvas obtidas podem ser representadas por equações, de forma que a equação para o método 

CP foi Y = -0,03684*X + 7,952, apresentando um R
2 
= 0,8815. Já a equação para o método CN 

foi Y = -0,04253*X + 7,996, com R
2 

= 0,8623. Altos valores de R
2
 significam o quanto o 

modelo é capaz de explicar tal fenômeno, de forma que valores acima de 0,80 são considerados 

altos (Coelho-Barros et al., 2008). 
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 Considerando que a queda na concentração de esporos siga uma dessas curvas e 

hipotetizando que uma dose de 10
7
 esporos é protetora, basta substituir o Y por sete para 

encontrar o tempo que essas alíquotas atingiriam tal concentração. Os resultados encontrados 

são 23 meses para o método CN e 25 meses para o método CP, apontando que tais alíquotas 

teriam uma quantidade sabidamente protetora, logo, um prazo de validade, de no mínimo 23 

meses. Comparando esse prazo com o prazo médio de validade de vacinas contra clostridioses, 

normalmente 24 meses, podemos concluir que o tempo de uso é compatível com outras 

estratégias preventivas (Lobato et al., 2008). 
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Figura 6. Análise de regressão linear dos métodos de contagem em placas (CP) e em câmara de 

Neubauer (CN) das alíquotas de esporos de C. difficile armazenadas em temperatura próxima a 

ambiente (20°C).  

 

5.3. Desafio animal 

 

5.3.1. Adaptação do modelo experimental 

O desafio em animais foi realizado utilizando como base o modelo experimental padronizado 

por Silva et al. (2014c). Nesse modelo, o desafio toxigênico ocorreu 48 horas após a 

administração do antimicrobiano. Entretanto, como o objetivo atual era determinar o tempo em 

que a estirpe NTCD era capaz de proteger contra o desenvolvimento de ICD, era extremamente 

importante determinar por quanto tempo os animais manteriam a contagem microbiana fecal 

reduzida após a administração de clindamicina. Deve-se ressaltar que o principal fator de risco 
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para a doença é o desequilíbrio da microbiota (Carroll & Bartlett, 2011), dessa forma é essencial 

que o desafio seja realizado em um momento em que a microbiota não esteja recuperada. 

Os resultados referentes à população bacteriana intestinal contável dos hamsters se encontram 

na tabela 8. A população reduziu em mais de quatro unidades logarítmicas com a administração 

do antimicrobiano por via intramuscular e se manteve relativamente estável até 72h após a 

administração do fármaco. No tempo decorrido de 96h após a administração do medicamento, a 

microbiota já se encontrava estatisticamente no mesmo patamar que antes da administração do 

antimicrobiano. No modelo utilizado por Sambol et al. (2002), o desafio foi feito cinco dias 

após a administração do antimicrobiano, mesmo sendo usada a mesma dose inicial de 

clindamicina. Apesar disso, vários fatores podem influenciar no tempo de recuperação da 

microbiota. Os dois principais são tipo e tamanho das instalações, que podem propiciar maior 

ou menor contato do animal com suas próprias fezes, e, principalmente, o tipo de microbiota 

inicial do animal, uma vez que uma microbiota com perfil menos fastidioso e mais resistente ao 

antimicrobiano tende a recuperar mais rapidamente (Silva et al., 2014c).  

Tabela 8. Média do log10 das contagens de microbiota intestinal de hamsters antes e após a 

administração de clindamicina por via intramuscular. 

Momento (h) 0 24 48 72 96 

Média log(10) 

contagem ± DP 

11,18 ± 0,18  

a 

6,86 ± 0,08 

c 

7,01 ± 0,06 

b 

7,14 ± 0,09 

b 

11,23 ± 0,16  

a 

Obs.: Letras diferentes significam médias diferentes pelo teste t de Student (p< 0,05).

Os resultados obtidos reforçam a importância da padronização de modelos experimentais 

quando utilizados em diferentes localidades. Além disso, esses resultados foram cruciais para a 

determinação dos momentos de desafio toxigênico, sendo o primeiro desafio 36h após a 

administração do antimicrobiano e o segundo 72h após, como presente na tabela 2.

5.3.2. Avaliação da porcentagem de sobrevivência dos hamster

A taxa de sobrevivência dos animais em relação ao tempo de experimentação está representada 

no diagrama de Kaplan-Meier apresentado na figura 7. Como é possível perceber, tanto no 

grupo controle de vida (I) quanto nos grupos II e III, que receberam a estirpe NTCD antes do 

desafio, a taxa de sobrevivência foi de 100%. Já nos grupos IV e V todos os animais vieram a 

óbito, de forma que o último óbito ocorreu no oitavo dia experimental. 

Os óbitos dos animais do grupo IV ocorreram entre 36 e 60 horas após o desafio, já os animais 

do grupo V, desafiados mais tardiamente, tiveram seus óbitos computados num tempo entre 36 

e 96 horas após o recebimento da estirpe toxigênica. Tais resultados estão em consonância com 

o modelo experimental usado como base, em que as mortes se distribuíram num intervalo de 24 

a 96 horas após o desafio (Silva et al., 2014c). 

As curvas do grupo II e seu respectivo controle (IV) foram estatisticamente diferentes pelo teste 

de Mantel-Cox com valor P = 0,0009. Diferença essa também encontrada entre os grupos III e 

V, com valor P = 0,0011. Os resultados demonstrados na figura 7 são bastante positivos, porque 

indicam que a estirpe NTCD utilizada foi capaz de prevenir a doença nos dois grupos testados, 

tanto no desafio precoce (realizado 12 h após a administração da estirpe NTCD) quanto no 

tardio (48h após a administração da estirpe NTCD).  
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Figura 7. Diagrama de Kaplan-Meier indicando a porcentagem de sobrevivência dos animais 

dos grupos experimentais I a V ao longo dos 28 dias experimentais. I: grupo controle de vida; 

II: estirpe NTCD (24h) + estipe toxigênica (36h); III: estirpe NTCD (24h) + estirpe toxigênica 

(72h); IV: estirpe toxigênica (36h); V: estirpe toxigênica (72h). 

No trabalho conduzido por Sambol et al. (2002) utilizando uma estirpe NTCD preventivamente 

e realizando o desafio com três diferentes estirpes toxigênicas, a proteção conferida foi alta, 

variando de 87 a 97%, mas em nenhum dos ensaios protegeu a totalidade dos animais. Além 

disso, o desafio toxigênico foi realizado com apenas 10
2 
esporos por animal, frente a 10

8
 esporos 

no presente estudo, indicando que essa estratégia é capaz de prevenir contra uma intensa 

contaminação ambiental. 

Em outro experimento, utilizando duas estirpes NTCD de C. difficile com o intuito de prevenir o 

estabelecimento de ICD hamsters, demonstrou-se que ambas foram capazes de proteger a morte 

dos animais, uma delas prevenindo a ocorrência de morte em 100% dos animais (Nagaro et al., 

2013). Entretanto, de forma similar ao trabalho citado anteriormente, o desafio com a estirpe 

toxigênica foi realizado com apenas 10
2
 esporos. O uso de uma quantidade maior de esporos no 

desafio é importante quando se decide usar essa estratégia para a prevenção da doença em 

animais, uma vez que é de se esperar que as instalações animais geralmente sejam mais 

contaminadas que os ambientes hospitalares humanos. 

Apesar da semelhança dos dois trabalhos citados anteriormente com o presente estudo, existem 

diferenças importantes além da quantidade de esporos utilizada no desafio. A primeira delas é 

que nenhum dos dois trabalhos realizou uma análise tão profunda das estirpes utilizadas, não 

apresentando o ribotipo das mesmas ou produção de esporos in vitro. Além disso, tais trabalhos 

não avaliaram a forma de acondicionamento dessas estirpes e evolução da concentração ao 

longo do tempo, de forma que o presente estudo, além de corroborar com os resultados 

encontrados por estes pesquisadores, acrescenta importantes informações à comunidade 

científica com relação a viabilidade da utilização da estirpe NTCD como possível produto. 
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5.3.3. Avaliação do conteúdo fecal de hamsters quanto à presença de estirpes 

NTCD, estirpes toxigênicas e toxinas A e B.  

Foram coletados os conteúdos fecais individuais nos 10 primeiros dias de experimentação e nos 

dias 15 e 28 dos animais de todos os grupos experimentais para a confirmação de colonização e 

produção de toxinas. No grupo I, o qual não recebeu nenhuma inoculação de microrganismos, 

houve o isolamento de uma estirpe NTCD em um animal no dia experimental cinco. A 

colonização de um dos animais desse grupo por qualquer estirpe de C. difficile poderia 

inviabilizar o estudo, uma vez que esse grupo representava o controle ambiental, com objetivo 

de avaliar o risco de contaminação cruzada. Apesar de tal resultado ser alarmante, 

provavelmente foi fruto de um erro na identificação da alíquota ou contaminação durante o 

procedimento de isolamento. Isso porque foi um isolamento pontual, em apenas um animal e 

somente em um dia, diferentemente do ocorrido nos animais colonizados por essa estirpe, os 

quais continuaram sendo positivos para a mesma no isolamento fecal por longo período de 

tempo. Outra possível hipótese para explicar o isolamento pontual seria a passagem da estirpe 

pelo trato gastrointestinal, porém, como o animal estava com depleção da microbiota, a chance 

desta estirpe ter se instalado era alta e, como isso não aconteceu, esta hipótese é menos provável 

que as anteriores. Com isso, conclui-se que não houve contaminação cruzada durante o período 

experimental, fato importante para validar os dados produzidos por esta etapa experimental. 

Os animais dos grupos IV e V, que não receberam a estirpe NTCD, foram positivos para o 

isolamento da estirpe toxigênica um dia após sua administração até o dia da morte. Estes 

animais também foram positivos para a detecção das toxinas TcdA e TcdB por ELISA, 

demonstrando que houve colonização por esta estirpe e produção dos principais fatores de 

virulência, assim como observado no modelo experimental (Silva et al., 2014c) Apenas um 

animal do grupo V foi negativo para o isolamento da estirpe toxigênica e para a detecção de 

toxinas nos dias experimentais 4 (um dia após o desafio) e 5. Entretanto, foi possível isolar a 

estirpe e detectar as toxinas nos dias 6 e 7, e o animal veio a óbito no dia experimental 8. O 

comportamento anômalo desse animal pode ser explicado pelo fato desse animal possuir uma 

microbiota um pouco mais resistente que os demais ou por variações individuais de outras 

naturezas (Kokkotou et al., 2008). 

Em todos os animais do grupo II foi possível isolar tanto a estirpe toxigênica como a NTCD no 

dia experimental 2. Isso foi possível, pois os animais receberam a estirpe NTCD no dia 1 e 

foram desafiados com a estirpe toxigênica 12 horas após. Apesar do isolamento, nenhum dos 

animais foi positivo para detecção de toxinas pelo método de ELISA. Quatro animais deste 

grupo continuaram eliminando ambas as estirpes no dia 3, novamente sem a presença de 

toxinas. A partir do dia 4, não foi isolada a estirpe toxigênica de nenhum animal deste grupo. 

Tais resultados mostram que a estirpe toxigênica passou pelo trato gastrointestinal destes 

animais, porém sem colonizar e sem produzir seus fatores de virulência principais em 

quantidades detectáveis, indicando que a estirpe NTCD foi eficaz para impedir esse processo, 

quando comparado ao grupo IV. 

 Os animais do grupo III apresentaram comportamento similar ao grupo II no que diz respeito 

ao isolamento da estirpe toxigênica. Em todos eles foi possível realizar o isolamento desta 

estirpe no dia 4 (um dia após o desafio) e em dois animais esta estirpe permaneceu sendo 

isolada no dia 5. Assim como ocorreu nos animais do grupo II, este isolamento não coincidiu 
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com detecção das toxinas por ELISA, indicando que a estirpe toxigênica também não foi capaz 

de colonizar os animais deste grupo experimental. 

No que diz respeito à estirpe NTCD, foi possível realizar o isolamento em todos os animais dos 

grupos II e III do dia 3 (um dia após a inoculação) até o dia 28 (último dia experimental). A 

única exceção foi um animal do grupo V no qual não foi possível realizar o isolamento do seu 

espécime fecal no dia 28. Esses resultados demonstram que a estirpe continua presente no trato 

gastrointestinal dessa espécie animal mesmo após a recuperação de sua microbiota.  

Outros estudos já tinham demonstrado que a estirpe NTCD pode ser isolada por períodos mais 

longos que o encontrado nesse trabalho, chegando de 36 a 125 dias (Sambol et al., 2002; Nagaro 

et al., 2013). Com o intuito de avaliar a prevenção de longo prazo conferida pela estirpe NTCD, 

em um destes estudos foram realizados desafios tardios, entre 41 e 63 dias após a administração 

de clindamicina (Sambol et al., 2002). Apesar dos desafios de longo prazo não terem levado 

esses animais a óbito e visto que a recuperação da microbiota é relativamente rápida, a 

prevenção provavelmente foi causada pela microbiota restaurada, e não necessariamente devido 

à presença de estirpes NTCD (Kokkotou et al., 2008). Ainda assim, a presença da estirpe NTCD 

por longos períodos de tempo pode ser interessante para impedir uma recorrência de infecção 

(Villano et al., 2012).  Essa prevenção seria possível, pois em uma futura administração de 

antimicrobianos a estirpe residente encontraria condições favoráveis para se multiplicar, 

impedindo a colonização de uma possível estirpe toxigênica. 

No que diz respeito à produção animal, em específico a suinocultura, a permanência desta 

estirpe por tempo prolongado no trato gastrointestinal levaria à disseminação da estirpe nas 

instalações. Com isso, ao longo do tempo, ao invés dos animais se infectarem com as estirpes 

toxigênicas, eles passariam a ingerir estirpes NTCD, contribuindo para a diminuição da 

incidência da doença mesmo sem a administração contínua da estirpe NTCD (Songer et al., 

2007). 

5.3.4. Avaliação das lesões macro e microscópicas após necropsia 

Todos os animais foram necropsiados no momento que vieram a óbito ou ao final do 

experimento, após eutanásia. A figura 8 ilustra algumas diferenças encontradas na necropsia 

entre os animais eutanasiados ao final do experimento (A) e os animais que vieram a óbito (B). 

Em todos os animais os animais que vieram a óbito (pertencentes aos grupos IV e V) foram 

encontradas lesões similares às apresentadas na figura 8b: cólon hiperêmico, hemorrágico, com 

aumento da quantidade de gás e conteúdo hemorrágico (setas brancas), sugestivo de tiflite 

hemorrágica, lesão geralmente causada por C. difficile. Esses resultados são compatíveis com os 

encontrados pelo modelo experimental padronizado por Silva et al. (2014c). 

Os animais que vieram a óbito em até 48h após o desafio toxigênico apresentaram graus mais 

acentuados de hemorragia e maior acúmulo de gás nos intestinos do que os animais que 

morreram mais tardiamente. Provavelmente, os animais que vieram a óbito mais rápido 

apresentaram uma maior depleção da microbiota intestinal, possibilitando uma colonização mais 

rápida da estirpe toxigênica, grande produção de toxina, refletindo em lesões mais acentuadas 

(Britton & Young, 2014). 
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Figura 8. Fotografias referentes às necropsias de hamsters (Mesocricetus auratus). Órgãos da 

cavidade abdominal. Em (A) observa-se o aspecto normal dos órgãos em um animal submetido 

à eutanásia. Em (B) observa-se intestino delgado moderadamente hiperêmico com aumento da 

quantidade de gás (estrela vermelha) e o cólon intensamente hiperêmico e hemorrágico com 

aumento da quantidade de gás (setas brancas).  

Dentre os 12 animais que vieram a óbito, outras lesões foram encontradas foram: duodeno 

moderadamente hemorrágico (83,3% dos animais), aumento da quantidade de gás no estômago 

(58,3%), aumentada quantidade de gás no intestino delgado (50%). Essas lesões não são 

comumente relatadas nos trabalhos envolvendo desafio com modelos experimentais (Sambol et 

al., 2002, Nagaro et al., 2013, Silva et al., 2014c). O aumento da produção de gás no intestino é 

uma característica das bactérias do gênero Clostridium (Lobato et al., 2013), logo, uma 

produção aumentada de gás ante ou post-mortem em um sítio poderia se dissipar no trato 

gastrointestinal, levando aos sinais observados. Já no que diz respeito à hemorragia do duodeno, 

uma possível explicação seria a permanência nesse sítio de receptores funcionais da TcdA, 

presentes em hamsters jovens (Rolfe & Song, 1993). 

Microscopicamente, não foram encontradas lesões nos animais do grupo I (n=6). O cólon dos 

animais dos grupos II (n=4) e III (n=5) apresentou apenas quantidade aumentada de bacilos no 

lúmen intestinal sem lesões dignas de nota no epitélio e parede intestinal, o que poderia ser 

explicado pela permanência da estirpe NTCD no lúmen. Já nos animais dos grupos IV (n=6) e V 

(n=5) foi possível observar uma intensa congestão e hemorragia difusa na mucosa, além de 

desprendimento do epitélio e discreto infiltrado inflamatório neutrofílico, sugestivos de tiflite 

hemorrágica, comumente observada em animais com ICD (Songer & Anderson, 2006). A 

associação dos achados macro e microscópicos com o isolamento da estirpe toxigênica de C. 

difficile e a detecção das toxinas TcdA e TcdB por ELISA do conteúdo intestinal de todos os 
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animais que vieram a óbito confirmam que a reprodução da doença ocorreu de fato como 

preconizado pelo modelo experimental (Silva et al., 2014c).  

5.3.5. Comparação da utilização de NTCD com outras estratégias preventiva

A utilização da estirpe NTCD como estratégia preventiva apresenta algumas vantagens quando 

comparada com outras já utilizadas. Howerton et al. (2013), ao utilizar 50mg/kg de 

quenodesoxicolato, um sal biliar antagonista da germinação dos esporos de C. difficile, 

concomitantemente ao desafio, conseguiram proteção total em hamsters. Entretanto, a 

administração do sal não conferiu proteção adequada quando administrado 24 horas antes do 

desafio, como ocorre na utilização da estirpe NTCD. Somado a isso, o fato dos sais biliares 

comerciais terem elevados preços de mercado torna a utilização dessa estratégia questionável. 

O uso de imunidade passiva como forma preventiva também tem sido avaliada. Babcock et al. 

(2006) conseguiram proteção bem menor à encontrada no presente estudo, variando de 23 a 

74%, frente ao desafio com a toxina 24h após administração de anticorpos em camundongos. 

Além da proteção apenas parcial conferida pelos anticorpos, os trabalhos ainda não têm uma 

padronização sobre a dose e a via de administração a serem utilizadas (Mizrahi et al., 2014). A 

falta de constância na utilização de anticorpos para a prevenção de ICD tem feito com que eles 

sejam avaliados apenas como uma opção de tratamento (Roberts et al., 2012). 

A utilização de imunização ativa contra adesinas, como a Cpw84, também apresentou menor 

proteção em modelo animal comparado ao uso da estirpe NTCD. Sandolo et al. (2011), após 

uma imunização em três doses, conseguiram proteção de 40% dos animais frente ao desafio 

toxigênico. Este estudo deixa claro que a Cpw84 não é a única adesina importante para 

colonização, o que inviabiliza o uso dessa estratégia de forma isolada. 

A imunização contra as toxinas TcdA e TcdB seria a forma mais eficaz de prevenção da doença, 

uma vez que estimularia uma imunidade duradoura contra o fator desencadeador da doença 

(Mizrahi et al., 2014). Anosova et al. (2013) conseguiram uma taxa de 91% de proteção em 

hamsters ao imunizá-los com duas doses intervaladas de duas semanas contendo 5μg de 

toxóides purificados. Tian et al. (2012) conseguiram proteção total utilizando três doses 

contendo 100μg de uma quimera com domínios de TcdA e TcdB. Apesar de nenhuma estratégia 

de imunização ativa ser utilizada comumente em animais domésticos, as recentes pesquisas tem 

apontado caminhos para tornar essa realidade possível. Entretanto, mesmo com a inserção dessa 

ferramenta, o uso da estirpe NTCD não seria abolido, uma vez que elas não previnem a 

colonização do trato gastrointestinal por C. difficile (Villano et al., 2012). Em seres humanos 

internados com risco de adquirir ICD, a estirpe NTCD poderia ser administrada até o paciente 

passar pelo processo de imunização e produzir seus próprios anticorpos. Já em animais que 

apresentam a doença nos primeiros dias de vida, como os suínos, caso a mãe não tenha sido 

vacinada, ou a imunidade passiva não seja capaz de prevenir a doença, pode-se utilizar o recurso 

da estirpe NTCD. 

No que diz respeito ao uso de probióticos, o primeiro estudo a comprovar a eficácia de 

Saccharomyces boulardii contra ICD data de 1984, conseguindo reduzir em 29% a taxa de 

mortalidade de hamsters pré-tratados com clindamicina (Toothaker & Elmer, 1984). Em outro 

estudo envolvendo experimentação em camundogos, a taxa de proteção chegou a 56% (Corthier 

et al., 1986). Atualmente, sabe-se que, além da produção de uma proteína capaz de impedir a 
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ligação da TcdA aos seus receptores, S. boulardii possui algumas importantes propriedades 

imunoestimulatórias, como a redução da produção de agentes pró-inflamatórios (Chen et al., 

2006). Apesar dos constantes avanços a respeito das propriedades de S. boulardii, a proteção 

conferida por essa estratégia preventiva em modelos animais nunca foi total. Além disso, um 

recente relato de fungemia por esse microrganismo em uma paciente que estava recebendo este 

probiótico devido a suspeita de diarreia por C. difficile tem aumentado o receio dos profissionais 

de saúde quanto ao uso desta estratégia preventiva (Thygesen et al., 2012). 

Diversos outros microrganismos tem sido testados como possíveis probióticos para a prevenção 

de ICD, alguns deles apresentando resultados bastante satisfatórios, como pode ser observado 

na revisão sobre o tema publicada por Fitzpatrick (2013). Ainda assim, o uso de probióticos 

pressupõe a administração constante ou em diversas doses do microrganismo em questão. Só 

assim ele é capaz de conferir efeitos benéficos ao organismo, protegendo o indivíduo de uma 

possível infecção (Sanders, 2008). Considerando os sistemas de produção animal, em especial a 

suinocultura, a administração diária de um produto (frequência sugerida para o uso de um 

probiótico) causaria grandes transtornos no manejo dos animais, dificultando ou até 

impossibilitando o uso de tal estratégia. Além disso, a administração precoce do produto é 

essencial no caso específico da suinocultura devido às características da doença nessa espécie 

(Songer & Anderson, 2006), o que faz com que a utilização da estirpe NTCD, quando 

comparada aos probióticos, seja mais vantajosa, por fornecer uma proteção mais duradoura e 

mais facilmente aplicável (Sambol et al., 2002). 

Apesar de ainda haver receio de alguns pesquisadores e profissionais de saúde quanto ao uso de 

estirpes NTCD para a prevenção devido a um ainda não provado risco de reversão de virulência, 

os estudos em relação a essa estratégia têm avançado em modelos animais (Nagaro et al., 2013) 

e humanos (Villano et al., 2012). As próximas etapas deste trabalho visam o teste das estirpes 

NTCD em animais de produção, em especial suínos. 

 

6. CONCLUSÕES 

Dentre as cinco estirpes caracterizadas, a estirpe C1 (ribotipo 009) foi selecionada para as etapas 

seguintes por possuir alta produção de esporos in vitro e apresentar um bom perfil de resistência 

a antimicrobianos. 

Os métodos de contagem em placas (CP) e câmara de Neubauer (CN) apresentaram alta 

correlação, podendo ser usados para a contagem de esporos liofilizados. A temperatura próxima 

a ambiente (20°C) foi a mais adequada para conservação da amostra, de forma que, estocada 

nessas condições a estirpe teria um tempo mínimo de prateleira de 23 meses. 

Por fim, a estirpe NTCD selecionada foi eficaz na prevenção de ICD em hamsters, sendo capaz 

de prevenir 100% dos animais, os quais não apresentaram nenhum sinal característico da 

doença. Tais resultados abrem o caminho para o teste desta estratégia em espécies de produção, 

como suínos, ampliando os campos de pesquisa aplicados à sanidade animal. 
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