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RESUMO

Clostridioides difficile € um bacilo Gram positivo, anaerdbio estrito, formador de esporos,
produtor de toxinas e que representa a principal causa de diarreia hospitalar associada ao uso
de antibioticos. O objetivo desse estudo foi caracterizar uma nova cepa de C. difficile (ICC45)
isolada de um paciente internado em um hospital oncoldgico de Fortaleza e comparar com as
cepas ATCC 700057 (ndo toxigénica) e NAP1/027 (R20291 e LIBA5756 cepas
hipervirulentas). As cepas isoladas de pacientes internados no Hospital Haroldo Juacgaba, do
Instituto do Céancer do Ceara (HHJ do ICC) foram processadas para identificacdo fenotipica e
analise de deteccdo dos genes das toxinas e do fragmento do gene tpi por PCR. A
sensibilidade das cepas isoladas a oito antimicrobianos foi determinada por meio de E-test.
Analises de identificacdo molecular das cepas foram realizadas por meio de PFGE, PCR
ribotipagem e toxinotipagem. Adicionalmente foi realizado o sequenciamento completo,
tipagem de sequéncia Multilocus (MLST), a expressdo génica relativa dos fatores de
viruléncia estudados e a expressdo protéica das toxinas A e B, por meio de Western Blotting
da cepa ICC45 em comparacdo com a NAP1/027. Em todos os isolados do HHJ do ICC
foram detectados os genes tpi, tcdA e tcdB. O dominio de ligacdo da toxina binaria (cdtB) foi
detectado na cepa ICC45, mas ndo foram observadas dele¢Ges no gene tcdC em nenhum dos
isolados. Trés isolados do HHJ do ICC apresentaram 0 mesmo genotipo e ribotipo,
NAP4/014-020 e mesmo toxinotipo XVIII. A cepa ICC45 foi atribuido um novo PCR ribotipo
e novo pulsotipo e foi classificada como ST41 do MLST Clado 2 e toxinotipo IXb. ICC-45
codifica uma TcdB variante. Ao contrario da NAP1/027, que também pertence ao MLST
Clado 2, a ICC-45 é sensivel as fluoroquinolonas e ndo possui superproducdo das toxinas A e
B em 24 horas de cultivo. A expressdo génica relativa dos genes tcdA, tcdB, cdtA, cdtB e tcdC
foi maior na cepa ICC45. ICC45 exibiu a expressdo aumentada de fliA (p<0,0001) em
comparacdo a NAP1 e ATCC. fliC e fliD foram expressos somente pela cepa ICC45. A cepa
ICC45 também mostrou maior expressdo de spoOA (p<0,0002) e cwp84 (p<0.0001) em
comparacdo com NAP1 e ATCC. A expressdo aumentada dos genes desses fatores de
viruléncia por ICC45 pode ter contribuido para a gravidade da doenca da paciente e para a
lesdo tecidual e o processo inflamatdrio semelhante a NAP1 em modelo animal, anteriormente
descrito. Os dados aqui apresentados ressaltam a importancia do estudo da situacdo
epidemioldgica e do surgimento de novas cepas de C. difficile em unidades hospitalares

brasileiras.



Palavras-chave: Clostridioides difficile. Fatores de viruléncia. Toxina A. Toxina B variante. MLST
Clado 2.



ABSTRACT

Clostridioides difficile is a strictly anaerobic, spore-forming, toxin-producing Gram positive
bacillus which is recognized to be the major cause of nosocomial diarrhea associated with
antibiotic therapy. The aim of this study was to characterize a new strain of C. difficile
(ICC45) isolated from a patient in a cancer hospital in Fortaleza and compare with the strains
ATCC 700057 (non-toxigenic) and NAP1/027 (R20291 and LIBA5756, hypervirulent
strains). The strains isolated from patients admitted to Haroldo Juacaba Hospital, from the
Cancer Institute of Ceard (HHJ of the ICC) were processed to phenotypic identification and
detection of toxin genes and the tpi gene fragment by PCR. The susceptibility of the strains to
eight antimicrobial agents was determined by E-test. Molecular identification analyses of the
strains were performed by PFGE, PCR ribotyping and toxinotyping. In addition, Whole
Genome Sequencing, Multilocus sequence typing (MLST), relative gene expression of the
virulence factors, and protein expression of toxins A and B were performed by Western
Blotting in strain ICC45 in comparison with NAP1/027. In all isolates of HHJ of the ICC, the
tpi, tcdA and tcdB genes were detected. The binary toxin binding domain (cdtB) was detected
in strain ICC45, but no tcdC gene deletions were observed in any of the isolates. Three
isolates were from the same genotype and ribotype, NAP4/014-020 and toxinotype XVIII.
The ICC45 strain was assigned to a new PCR ribotype and new pulsotype and was classified
as ST41 of MLST Clade 2 and toxinotype I1Xb. ICC-45 encodes a variant TcdB. Unlike
NAP1/027, which also belongs to MLST Clade 2, ICC-45 is susceptible to fluoroquinolones
and does not overproduction of toxins A and B at 24 hours of culture. The relative gene
expression of the tcdA, tcdB, cdtA, cdtB and tcdC genes was higher in the ICC45 strain.
ICC45 exhibited increased expression in fliA (p<0.0001) compared to NAP1 and ATCC. fliC
and fliD genes were expressed only by the ICC45 strain. The ICC45 strain also showed higher
expression of spo0A (p<0.0002) and cwp84 (p<0.0001) compared to NAP1 and ATCC. The
overexpression of relative genes of these virulence factors by ICC45 may have contributed to
the severity of the patient's disease and tissue injury and inflammatory process similar to that
caused by NAP1 in animal model, previously described. The data presented here highlight the
importance of studying the epidemiological situation and the emergence of new strains of C.

difficile in Brazilian hospitals.

Keywords: Clostridioides difficile. Virulence factors. Toxin A. Variant toxin B. MLST Clade
2.
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1 INTRODUCAO

Clostridioides difficile € um bacilo Gram positivo anaerdbio estrito, formador de
esporos e produtor de toxinas (JANOIR, 2016) sendo reconhecido como a principal causa de
diarreia hospitalar associada ao uso de antibioticos em adultos (EVANS; SAFDAR, 2015).
Foi isolado pela primeira vez em 1935 e a partir da década de 1970 foi identificado como o
agente etioldgico da colite pseudomembranosa. Entretanto, estudos tém relatado que
infeccbes por C. difficile podem variar desde diarreia leve e aquosa a colite
pseudomembranosa com risco de vida, colite fulminante e morte (RUPNIK; WILCOX;
GERDING, 2009). Além disso, 2% a 10% da populacdo sdo portadores assintomaticos deste
bacilo (DONSKEY, 2017).

Infeccdes por C. difficile (CDI — Clostridium difficile infection) estdo associadas a
14.000 obitos nos Estados Unidos a cada ano e mais de USD 1 bilhdo em custos médicos
excedentes de acordo com os Centros para Controle e Prevencdo de Doencas (CDC)
(EVANS; SAFDAR, 2015). No Brasil, a incidéncia de casos por CDI varia de 6,8% a 48%
em pacientes hospitalizados, sendo estes percentuais bem elevados comparados aos da Europa
(BAUER et al, 2011; BALASSIANO et al, 2012; SECCO et al, 2014; PIRES et al, 2014;
VINDIGNI; SURAWICZ, 2015; COSTA et al, 2017).

Diversos fatores de viruléncia do C. difficile contribuem para a colonizacéo e o
desenvolvimento de infec¢do, como flagelos, adesinas, enzimas proteoliticas, esporos, mas o
principal e mais estudado fator de viruléncia sdo as toxinas produzidas por algumas cepas
(BALASSIANO et al, 2012; JANOIR, 2016).

A maioria das cepas toxigénicas do C. difficile produz as toxinas A e B. Além da
producéo de toxinas A e B, algumas cepas de C. difficile podem produzir uma terceira toxina
chamada toxina binaria CDT (ADP-ribosiltransferase especifico para actina) (JANOIR,
2016).

Embora as toxinas sejam consideradas os principais fatores de viruléncia, o papel
de outros fatores na colonizacdo bacteriana tem sido destacada nos ultimos anos. Além de
mediar a fixacdo das bactérias aos tecidos do hospedeiro, as adesinas podem ter fungdes
adicionais no desenvolvimento da infecgdo. Proteinas da parede celular (CWPs), tais como
Cwp66 e Cwp84 tém sido apresentadas como sendo importantes na adesdo (DAPA et al,

2013). Os flagelos também contribuem na colonizagédo de bactérias patogénicas por meio de
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quimiotaxia, bem como ades3o e invasdo de superficies hospedeiras (PECHINE; JANOIR;
COLLIGNON, 2005; JANOIR, 2016).

Evidéncias mostram que o surgimento de uma nova cepa epidémica, caracterizada
como pulsotipo NAP1 (North American Pulsotype) ou BI (restriction enzyme a analysis type)
ou PCR ribotipo 027 (NAP1/BI1/027), esté ligado ao aumento da incidéncia e da gravidade de
infeccBes por C. difficile (McDONALD et al, 2005; WARNY et al, 2005). Essa cepa
hipervirulenta é caracterizada por sua maior capacidade de viruléncia, ocasionada por uma
superexpressdo das toxinas A e B além da producdo da toxina binaria, producdo de maior
quantidade de endosporos em menor tempo quando comparada a cepas de outros ribotipos, e
apresentar elevados niveis de resisténcia as novas fluoroquinolonas, gatifloxacina e
moxifloxacina (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

Os mais dificeis desafios para o tratamento de uma CDI séo a recorréncia multipla
e a presenca de casos complicados de doenca grave (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).
InfeccOes bacterianas recorrentes tém sido associadas com a capacidade de formar biofilmes
por varios patégenos (DAPA et al, 2013). A capacidade de formar biofilmes por espécies de
clostridios tem sido demonstrada recentemente. No entanto, a formacao de biofilmes por C.
difficile e 0s mecanismos envolvidos neste processo, ainda estédo sendo caracterizados (DAPA
et al, 2013; VALIENTE et al, 2016).

O aparecimento de novas cepas hipervirulentas de C. difficile com caracteristicas
peculiares, como capacidade aumentada de producdo de toxinas e de esporulacdo, faz com
qgue a incidéncia e a resisténcia das CDI em ambientes hospitalares sejam crescentes.
Pacientes oncoldgicos sdo um dos grupos de risco a este tipo de infeccdo exigindo bastante
atencdo, visto que o uso de agentes quimioterapicos pode alterar a mucosa intestinal e
provavelmente este é o fator mais importante que predispde a infecgdo por C. difficile nesses
pacientes (KHAN et al, 2012; GUPTA et al, 2017).

Uma elevada incidéncia de CDI (48%) em pacientes oncologicos foi observada
em um estudo no Hospital Haroldo Juacaba do Instituto do Céancer do Ceara, em Fortaleza
(COSTA et al, 2017). Uma nova cepa de C. difficile também foi isolada neste hospital
(COSTA et al, 2016). Este resultado mostra a necessidade do reconhecimento precoce e
diagnostico clinico e laboratorial de CDI nesses pacientes em Fortaleza assim como no Brasil.
Com o objetivo de conhecer e caracterizar essa nova cepa isolada em um hospital oncologico
de Fortaleza foi evidenciado a importancia de realizar um estudo comparativo com a cepa
hipervirulenta (NAP1/027) e outras cepas a fim de proporcionar uma melhor compreensao do

estabelecimento de uma infecgé@o por cepas hipervirulentas de C. difficile.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Comunidades microbianas colonizam todas as superficies do corpo humano, mas
no intestino espécies bacterianas sdo colonizadoras em maiores densidades conhecidas como
microbiota ou microflora comensal (BIEN; PALAGANI; BOZKO, 2013). Estima-se que 0
intestino humano adulto contenha cerca de 10 células bacterianas e mais de 1000 espécies
bacterianas diferentes. No entanto, essas propor¢oes podem variar muito entre os individuos, e
as principais mudancas na microbiota intestinal sdo baseadas na idade, dieta e estado de saude
do organismo hospedeiro (BIEN; PALAGANI; BOZKO, 2013).

A microbiota intestinal protege contra enteropatdgenos, extrai nutriente e energia
de nossas dietas e contribui para a funcdo imune normal. As rupturas do equilibrio normal
entre a microbiota intestinal e o hospedeiro sdo associadas a obesidade, desnutricdo, doenca
intestinal inflamatdria, disturbios neurolégicos e cancer (SEKIROV et al, 2010; LOZUPONE
et al, 2012). Compreender como a microbiota intestinal afeta a salde e a doenga exige uma
mudanca de foco de patdgenos individuais para uma abordagem ecoldgica que considere a
comunidade como um todo (LOZUPONE et al, 2012).

A relagdo simbidtica entre microbios intestinais e seu hospedeiro é entendida
quando caracterizado a microbiota saudavel e as diferencas associadas a doenca. Projetos de
grande escala, como a Metagenémica Europeia do Trato Intestinal Humano (MetaHIT) e o
Projeto de Microbioma Humano dos EUA (HMP), fizeram progressos substanciais em
direcdo a esse objetivo (LOZUPONE et al, 2012). Uma vez que a composi¢do saudavel e 0s
estados funcionais da microbiota intestinal sdo entendidos, as caracteristicas que, quando
interrompidas, estdo associadas a doenca podem ser determinadas. No entanto, a
complexidade da microbiota e a variacdo entre e dentro dos individuos complica a definicéo
do que esse estado ideal pode estar dentro de uma populagdo ou de um individuo
(LOZUPONE et al, 2012).

A microbiota intestinal de adultos contém espécies bacterianas pertencentes em
sua maioria aos filos Bacteroidetes e Firmicutes. A composi¢do da microbiota do individuo
pode flutuar em algumas circunstancias, por exemplo, diarreia aguda, tratamento com
antibidticos ou, em menor grau, alteracdes dietéticas (BIEN, PALAGANI, BOZKO, 2013).
Qualquer um desses fatores pode influenciar a composi¢do da microbiota comensal, que pode
alterar o ambiente intestinal tornando o nicho suscetivel a proliferacdo de micro-organismos

patogénicos, como o Clostridioides difficile, encontrado em 3% de adultos sadios e neonatos e
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em 15% a 25% dos individuos com exposicao recente em ambiente hospitalar (SEKIROV et
al, 2010; BIEN, PALAGANI, BOZKO, 2013).

2.1 Clostridioides difficile (Clostridium difficile de Hall and O’Toole 1935 - Prévot 1938)

2.1.1 Classificacdo taxondmica de C. difficile

Clostridium difficile foi descrito pela primeira vez por Hall e O Tolle em 1935 a
partir de um isolamento em fezes de recém nascidos. Devido a dificuldade encontrada no
isolamento e na manutencao desse micro-organismo em cultura pura, 0s autores 0 chamaram
inicialmente de Bacillus difficilis e em seguida de Clostridium difficile devido as suas
caracteristicas morfologicas e fisioldgicas.

Apenas em 1978 foi identificado como o agente etiolégico da colite
pseudomembranosa (CPM). Desde entdo passou a ser associado a quadros de infeccdes
humanas (BARLETT et al, 1978; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

Recentemente as manifestacfes clinicas de C. difficile foram referidas como
doenca ou diarreia associada a C. difficile (CDAD) e infecgdo por C. difficile (CDI). No
entanto, o termo CDI é cada vez mais preferido na literatura cientifica internacional,
principalmente porque CDAD é usado regularmente para diarreia associada ao C. difficile,
tornando-se um termo que ndo cobre todo o espectro clinico da doenca (SUETENS, 2008;
COHEN et al, 2010).

Pertencente ao filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem Clostridiales, familia
Clostridiaceae, o género Clostridium foi proposto em 1880 por Prazmowski composto de
espécies tipo Clostridium butyricum e tornou-se um depositario para um grande namero de
bacilos Gram positivos anaerébios formadores de esporos (KONEMAN et al, 2008;
LAWSON et al, 2016). Mais tarde, o sequenciamento completo (ou quase completo) do gene
RNAr 16S reforcou ainda mais a verdadeira extensédo da diversidade filogenética do género e
as verdadeiras inter-relagdes com outros grupos (LAWSON et al, 2016).

O estudo de Collins e colaboradores propds uma revisao inicial deste importante
grupo de organismos e apresentou uma estrutura hierarquica da sequéncia de genes RNAr 16S
para a classificacdo de clostridios (COLLINS et al, 1994; LAWSON et al, 2016).

Os resultados dos programas de arborizacdo filogenética confirmaram e
ampliaram os resultados dos estudos comparativos prévios de RNAr e demonstraram a forte

incoeréncia filogenética do género Clostridium (COLLINS et al, 1994). A partir dessas
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analises, ficou evidente que muitos clostridios formavam clusters muito profundos, porém
distintos. Quase metade das espécies de clostridios, incluindo Clostridium butyricum, espécie
padrdo do género, pertenciam a um agrupamento filogenético bem definido, designado cluster
I. As espeécies clostridiais restantes exibiam graus muito considerdveis de diversidade
filogenética e formavam numerosos clusters e linhas decrescentes individuais (COLLINS et
al, 1994).

Com base na anélise da sequéncia de genes do RNAr 16S, o parente mais proximo
de Clostridium difficile é Clostridium mangenotii com 94,7% de valor de similaridade para
inclusdo no mesmo género, juntamente com uma série de caracteristicas consistentes e
diferenciadoras e ambos estdo localizados no cluster X1, que € filogeneticamente longe de C.
butyricum e outros membros de Clostridium sensu stricto (LAWSON et al, 2016).

No Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey, baseado principalmente na
andlise de sequencia de RNAr 16S, Ezaki (2009) propbs que alguns organismos localizados
no cluster XI fossem incluidos em uma nova familia Peptostreptococcaceae. Inicialmente,
essa familia continha os géneros Filifactor, Peptostreptococcus e Tepidibacter e
posteriormente foi expandida para incluir uma série de géneros que incluiram
Asaccharospora, Intestinibacter, Paeniclostridium, Paraclostridium, Romboutsia e
Terrisporobacter, representando ex espécies de Clostridium.

Mais recentemente, Yutin e Galperin (2013) fizeram uma proposta para 0 nome
do género Peptoclostridium incluir todos os organismos no cluster XI, mas a topologia da
arvore e a profundidade filogenética demonstram que um Unico género ndo poderia abranger
todos 0s micro-organismos presentes nesse cluster. Além disso, 0s nomes propostos ndo
obedeceram ao Codigo Bacterioldgico e, portanto, 0 nome ndo foi validamente publicado no
IJSEM (International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology) (LAWSON et al,
2016). E também, o nome de "C. difficile" ou o termo "C. diff" sdo internacionalmente
onipresentes nas configuracdes comerciais e clinicas. Para uma mudangca completamente
diferente do nome do género, o custo da atualizacdo de materiais e o desperdicio de materiais
existentes seriam de sérias consequéncias econémicas mundiais pagas pelo consumidor
(LAWSON et al, 2016).

Embora a necessidade de reclassificar C. difficile ndo seja bem vinda nos setores
comercial e de saude, Lawson e colaboradores (2016) propuseram que a solu¢do mais
aceitavel € usar um nome que reflete a similaridade fisioldgica com Clostridium e permite a
retencdo da abreviatura "C. difficile” e termos como "C. diff', CDAD e CDI para serem
utilizados na comunidade clinica (LAWSON et al, 2016).
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Entdo com base em andlises fenotipicas e filogenéticas, o novo género
Clostridioides gen. nov. foi proposto por Lawson e colaboradores (2016) para Clostridium
difficile como Clostridioides difficile gen. nov. e Clostridium mangenotii seja transferido para
este género como Clostridioides mangenotii gen. nov.. A espécie tipo de Clostridioides €
Clostridioides difficile (nome base: Clostridium difficile (Hall and O’Toole 1935 - Prévot
1938) (LAWSON et al, 2016). Com base no sequenciamento do gene 16S RNAr, as espécies
do género Clostridioides estdo localizadas na familia Peptostreptococcaceae, cluster XI dos
clostridios como definido por Collins e colaboradores (1994).

Em 2016, o novo género Clostridioides gen. nov. foi publicado na Lista de novos
nomes e novas combinacdes de forma efetiva no IJSEM por Oren e Garrity (2016). O objetivo
desta publicacdo foi validar novos nomes efetivamente publicados e novas combinactes de
acordo com o procedimento descrito no Cédigo Bacteriologico (Revisdo de 1990), tornando-
se vélida a utilizacdo do termo Clostridioides difficile (nome base: Clostridium difficile (Hall
and O’Toole 1935 - Prévot 1938) proposto por Lawson e colaboradores (2016).

2.1.2 Classificacdo morfoldgica e fisioldgica de C. difficile

Clostridioides difficile é encontrado em diversos ambientes e ja foi isolado do
solo, 4gua, do contetdo intestinal de diversos animais (cavalos, vacas, porcos), da vagina e
uretra de seres humanos e das fezes de neonatos sadios (KONEMAN et al, 2008; LAWSON
et al, 2016).

C. difficile & um bacilo relativamente grande (3-5 um de comprimento), anaerobio
obrigatdrio, formador de esporos e em sua maioria produtor de toxinas (KONEMAN et al,
2008; LAWSON et al, 2016). Geralmente moveis nos cultivos em caldo, com a presenca de
flagelos peritricos (LAWSON et al, 2016).

Na coloragdo de Gram, as bactérias apresentam-se como bastonetes Gram
positivos, sendo que algumas cepas produzem cadeias consistindo de duas a seis células
alinhadas de ponta a ponta. Os bacilos possuem esporos ovais subterminais (raramente
terminal) que incham a célula (Figura 1) (JOUSIMIES-SOMER et al, 2002; LAWSON et al,
2016). A esporulacdo pela maioria das cepas ocorre no Agar Brucella suplementado com
sangue de carneiro ou cavalo ap6s uma incubacéo de 48 horas. A germinacao de esporos pode
ser aumentada em meios solidos contendo 0,1% de taurocolato de sodio (LAWSON et al,
2016).



23

Figura 1 - Coloracdo de Gram da cepa ATCC 700057 de Clostridioides difficile para a

Fonte: Laboratério de Bacteriologia, Faculdade de Medicina, UFC, 2017.

As cepas de C. difficile geralmente sdo cultivadas e mantidas em Agar sangue.
Nesse meio as colbnias de superficie apresentam-se de forma circular de 2-5 mm,
ocasionalmente rizoides, planas ou baixas convexas, opacas, acinzentadas ou esbranquigadas,
e tém uma superficie mate para brilhante (LAWSON et al, 2016).

A identificacdo e isolamento de cepas de C. difficile podem ser obtidos por meio
de crescimento em Agar seletivo CCFA (Agar Cicloserina, Cefoxitina, Frutose), onde os
antibiodticos cicloserina (500 pg/mL) e cefoxitina (16 pg/mL) inibem o crescimento da
maioria das bactérias, mas ndo do C. difficile. A frutose é metabolizada pelo C. difficile mais
ativamente que a glicose e o vermelho neutro é usado como um indicador para detectar a
protedlise do meio. As colbnias de C. difficile quebram as proteinas no meio, o que resulta na
producéo de produtos finais alcalinos que se transformam da cor vermelho alaranjado para a
cor amarelada (JOUSIMIES-SOMER et al, 2002).

A cultura de C. difficile apresenta fluorescéncia verde-amarelas quando expostas a
luz ultravioleta (JOUSIMIES-SOMER et al, 2002).

A temperatura ideal para o crescimento é de 30 a 37 °C, mas pode crescer também

em 25°C e 45°C. As cepas podem utilizar a frutose, mas ndo a arabinose, galactose,
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glicogénio, inositol, lactose, maltose, rafinose, ramnose, ribose, amido e sacarose (LAWSON
et al, 2016).

2.1.3 Classificacdo molecular e gendmica comparativa de C. difficile

Desde a sua confirmagdo como patdégeno em 1977, C. difficile foi um dos agentes
patogénicos mais intensamente estudados, com uma miriade de sistemas de tipagem aplicados
para a compreensao de sua epidemiologia (DAWSON; VALIENTE; WREN, 2009).

O forte aumento mundial da incidéncia relatada de CDI na Gltima década tem sido
a sugestdo para o desenvolvimento de novas abordagens de tipagem molecular (Quadro 1).
Estes incluem eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE - pulsotipos), analise de
endonuclease de restricdo (REA), toxinotipagem (com base em dados de sequéncia de toxinas
A e B), tipagem de sequéncia multilocus (MLST) e PCR ribotipagem. O método mais
amplamente aceito € PCR ribotipagem, onde mais de 100 grupos facilmente distinguiveis
foram identificados com base em mutacdes na regido espacadora intergénica do RNAr 16S-
23S (STUBBS et al, 1999). Geralmente, esses métodos de tipagem sdo congruentes e sao
exemplificados pelo fato de que as cepas de PCR-ribotipo 027 sdo invariavelmente NAP1
(pulsotipo 1 norte-americano), Bl (por analise de endonuclease de restri¢do), toxinotipo Il e
todos tém o mesmo tipo de sequéncia MLST. Essas técnicas sdo geralmente intensivas em
méao-de-obra e recursos, ndo sdo facilmente adaptadas a muito alto rendimento, e muitas vezes
restritas a laboratorios de referéncia. Além disso, a comparacdo interlaboratorial de dados
pode ser dificil quando eles sdo baseados em padrdes de bandas de gel (DAWSON;
VALIENTE; WREN, 2009; GRIFFITHS et al, 2010).



25

Quadro 1: Caracteristicas de desempenho de véarios métodos de genotipagem para
Clostridioides difficile.

Poder

Meétodo Alvo de DNA R Vantagens Desvantagens
discriminatorio
O método é
laborioso; os
Poder N
P resultados néo
discriminatorio odem ser
PFGE Genoma completo Moderado elevado, poc
L facilmente
distingue
) comparados
subtipos.
entre
laboratérios.
Reconhece tipos Potencial
16S-23S da primarios, LT
o . discriminatorio
PCR Regido facilmente - x
" Bom . limitado, ndo
Ribotipagem Espacadora reprodutivel e L
A Ly distingue
Intergénica (ISR) portéatil entre )
e subtipos.
laboratdrios.
O método é
tecnicamente
Alto poder exigente; 0s
REA Genoma completo Bom discriminatorio dados séo
e estabilidade. | dificeis de trocar
entre
laboratorios.
Loci Estabilidade e
MLST Housekeeping Bom transferéncia de Custos altos.
(usualmente 7) dados.
Altamente
reprodutivel
enquanto da Menor poder de
Toxinotipagem | Regides do PaL.oc Moderado uma visdo clara | resolugao ,do que
do estado da outros metodos
toxina, de tipagem.
excluindo a
toxina binaria.
Dados digitais
precisos e Custo elevado.
Genoma o -
reprodutiveis Necessario
completo Genoma completo Excelente :
com poder conhecimento
(WGS) Lo PR : o
discriminatorio informatico.
muito alto.

Adaptado de Dawson; Valiente; Wren, 2009; Huber et al, 2013; Knetsch et al, 2013.
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Eletroforeses de gel de Campo Pulsado (PFGE): PFGE foi um dos primeiros métodos de
tipagem molecular a serem aplicados ao C. difficile, particularmente na América do Norte.
Ainda é considerado o padrdo ouro no Canada e nos Estados Unidos e continua a ser usado
em outros lugares para a investigacdo de isolados epidemiologicamente relacionados e em
estudos populacionais. A técnica resolve grandes fragmentos de DNA gerados a partir de
macrorresisténcia de todo o genoma com uma enzima de restricdo de corte pouco frequente,
para C. difficile, geralmente € Smal. O uso precoce deste método era problematico devido a
dificuldade em espalhar os esporos e a degradacdo do DNA entre algumas cepas, mas, com 0
uso de culturas mais novas e a adigdo de tioureia ao tampao de eletroforese, a capacidade de
identificacdo de 100% pode ser alcangada. Os problemas permanecem na velocidade do
método, com a conclusdo das analises que levam varios dias, na exigéncia de equipamentos
especializados para a técnica PFGE (no entanto, o equipamento também pode ser usado para
tipar outros micro-organismos) e na interpretacdo e troca de dados entre laboratérios (HUBER
et al, 2013).

PCR Ribotipagem: A ribotipagem por PCR, que se baseia na amplificacdo da regido
espacadora intergénica (ISR) 16S-23S, é o método de tipagem preferido na Europa, bem
como na Australia. A ribotipagem também foi recentemente empregada nos Estados Unidos
(HUBER et al, 2013).

Em comparagdo com outras espécies bacterianas, C. difficile também possui uma
diversidade intraspecifica consideravel nas ISRs, tornando-o adequado para o ribotipagem por
PCR. O conceito de utilizacdo da heterogeneidade das regiGes espacadoras de RNAr
intergénico 16S-23S em C. difficile foi descrito pela primeira vez em 1993 por Gurtler
(HUBER et al, 2013).

Anédlise de Endonuclease de Restricdo (REA): REA de C. difficile faz uso do genoma
completo do DNA, que ¢ digerido pela enzima de restricdo de corte frequente Hindlll. Os
fragmentos de restricdo s@o resolvidos por eletroforese em gel de agarose. Esta técnica foi
usada pela primeira vez para rastrear a disseminacao de C. difficile em um ambiente hospitalar
em 1986. A REA possui alto poder discriminatério e estabilidade, mas o método e a
interpretacdo sdo tecnicamente exigentes e os dados sdo dificeis de trocar entre laboratérios
(HUBER et al, 2013).

Tipagem de Sequéncia Multilocus (MLST): A tipagem de sequéncia de Multilocus (MLST)
¢ um método de genotipagem microbiana que facilita a discriminagdo isolada usando
sequéncias de nucleotideos de fragmentos de genes de manutencdo (housekeeping). Cada

combinacéo exclusiva de alelos recebe um nimero de tipo de sequéncia (ST) (GRIFFITHS et
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al, 2010). Os dados de sequencia inequivoca gerados podem ser facilmente comparados entre
laboratérios. Em 2010, um esquema de digitagdo MLST com poder discriminatorio
semelhante ao da ribotipagem por PCR a base de gel de agarose foi desenvolvido para C.
difficile e é mais til para estudos populacionais (GRIFFITHS et al, 2010). No entanto, MLST
é relativamente dispendioso em comparacdo com a PCR ribotipagem (HUBER et al, 2013).
Toxinotipagem: E um método baseado em polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo de PCR (RFLP) para diferenciacdo de cepas de C.difficile de acordo com as
alteracdes no locus de patogenicidade (PalLoc), uma regido que codifica as toxinas A e B. Os
toxinotipos sdo um grupo heterogéneo de cepas que sdo importantes no desenvolvimento de
testes de diagndstico molecular e vacinas e sdo uma boa base para estudos filogenéticos de C.
difficile (RUPNIK; JANEZIK, 2016).

Para atribuir o toxinotipo em cada cepa, os fragmentos de PCR Bl e A3 sdo
amplificados. Os tipos de RFLP B1 sdo determinados de acordo com o perfil de restricdo
Hincll/Accl e os tipos de RFLP A3 sé&o determinados de acordo com as exclusdes/insergdes e
o perfil de restricdo EcoRI. A combinacdo de B1 e A3 entdo determina o toxinotipo, com cada
toxinotipo com uma combinacdo Unica de B1 e A3. Toxinotipos com a mesma combinacgdo
B1 e A3, mas com diferengas em outros lugares, serdo diferenciados em subtipos (RUPNIK;
JANEZIK, 2016).

Um toxinotipo de C. difficile foi definido inicialmente como um grupo de cepas
que apresentaram alteracdes idénticas na regido de PalLoc e podem ser diferenciadas de cepas
ndo-variaveis (toxinotipo 0, denominadas de acordo com o tipo mais prevalente no momento
e de deformacdo VPI 10463, nas quais 0s genes da toxina foram primeiro sequenciados). Até
0 momento foram descritos toxinotipos de | a XXXIV (RUPNIK; JANEZIK, 2016).

A toxinotipagem tem uma reprodutibilidade muito alta. Embora o poder

discriminatorio ndo seja tdo bom quanto o PFGE e a Ribotipagem, a toxinotipagem da uma
boa imagem do estado toxigénico das cepas de C. difficile, com excecdo da toxina binaria
(HUBER et al, 2013).
Sequenciamento do Genoma Completo (Whole Genome Sequencing -WGS): A primeira
sequéncia de genoma completo de C. difficile, publicada em 2006, foi gerada pela
sequenciamento de Sanger (SEBAIHIA et al., 2006). Em 2010, a dindmica evolutiva de C.
difficile foi mostrada usando o sequenciamento de Sanger em combinagdo com as tecnologias
de sequenciamento da proxima geracao Roche 454 e lllumina (HUBER et al, 2013).

O WGS de patdgenos bacterianos atingiu uma escala de alto rendimento e

confiabilidade para definir com precisdo a historia natural e as estruturas populacionais
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globais das linhagens virulentas e epidémicas. As andlises comparativas de genoma e
filogenética de centenas de genomas podem identificar mudancgas genéticas precisas, muitas
vezes ligadas a fendbmenos de viruléncia e resisténcia a antibidticos, que podem informar
rapidamente a biologia do patdgeno. O sequenciamento do genoma inteiro também pode
distinguir cepas no nivel de nucleotideo Unico, comparando genomas em termos de
polimorfismos de nucleotideos Unicos e, portanto, melhorando drasticamente o poder
discriminatorio em relacdo aos métodos convencionais de tipagem genética. Assim, 0 WGS
também possui valor pratico (isto é, além da filogenia) para a microbiologia clinica e para a
epidemiologia da salde publica, definindo surgimento de patégenos e também rastreando
eventos de transmissdo (KNETSCH et al, 2013).

Embora esses métodos de tipagem sejam geralmente eficientes na diferenciacédo
de isolados, uma abordagem baseada em sequéncias do genoma é mais discriminatdria e pode
revelar relagcdes filogenéticas dentro de grupos especificos. O genoma de C. difficile é
altamente dindmico e submete-se prontamente a troca genética de elementos mdveis. No
entanto, o impacto da recombinacdo homologa entre cepas ndo esta claro (HE et al, 2010).

Uma cepa representativa de C. difficile foi completamente sequenciada e
publicada em 2006 (SEBAIHIA et al., 2006). A cepa originalmente escolhida em 1998 foi
designada como 630, uma cepa PCR ribotipo 012 com resisténcia a varios antimicrobianos e
foi isolada de um paciente com colite pseudomembranosa grave em um hospital em Zurique,
Suica (DAWSON; VALIENTE; WREN, 2009).

A sequéncia do genoma da cepa 630 de C. difficile mostra uma bactéria com uma
série de adaptacdes a um estilo de vida gastrointestinal. Incluindo uma capacidade metabolica
adaptavel e um contetdo de genoma versatil, com uma ampla gama de elementos moveis,
incluindo transposons conjugativos e fagos. A cepa 630 também codifica multiplas
resisténcias a antibidticos, cuja aquisicdo pode ter sido amplamente mediada por transposons
conjugados. O genoma também fornece evidéncias de varios fatores de viruléncia potenciais
que até agora escaparam a deteccdo devido a persisténcia deste organismo a manipulagéo
genética (SEBAIHIA et al., 2006).

A liberacdo da sequéncia do genoma permitiu a construgdo de um microarranjo,
que abrangeu todos os genes conhecidos na linhagem de C. difficile 630. Esta ferramenta foi
entdo usada para responder a questbes especificas relacionadas as diferencas genéticas e
filogenia de C. difficile, usando uma ampla gama de cepas de locais geograficos generalizados
(STABLER et al, 2006; DAWSON; VALIENTE; WREN, 2009).



29

Um estudo comparativo filogendbmico de C. difficile revelou quatro clados
distintos das 75 cepas de C. difficile analisadas, usando um microarranjo de todo o genoma
baseado no genoma sequenciado de C. difficile 630. Estes incluiram um clado especifico de
hipervirulentas ribotipo 027, um clado A-B+ e outros clados adicionais que continham uma
mistura de isolados animais e humanos (HA1 e HA2) (STABLER et al, 2006).

A tecnologia de Microarranjo aliada a andlise matematica complexa para
determinar a filogenia, forneceu um método sensivel e robusto para examinar a relacdo
genética das populacdes bacterianas. A analise comparativa de microarranjos de DNA
gendbmico tem sido utilizada para investigar varias espécies bacterianas em relagdo a
patogénese e a especificidade do hospedeiro. A comparacdo de cepas isoladas de diferentes
hospedeiros, bem como de cepas virulentas e ndo virulentas, podem revelar sequéncias de
DNA codificadas que podem ser importantes para a viruléncia, interacdes patdgeno-
hospedeiro e transmissdo (STABLER et al, 2006).

Um robusto esquema de conversdo de sequéncias multilocus de alto rendimento
(MLST) para C. difficile foi desenvolvido e validado por Griffiths e colaboradores (2010),
utilizando uma colecdo diversificada de 50 isolados de referéncia representando 45 ribotipos
de PCR diferentes e 102 isolados de amostras clinicas recentes. Um total de 49 ribotipos de
PCR foram representados em geral. Todos os isolados foram tipados por MLST e produziram
40 tipos de sequéncia (STs). As sequéncias MLST concatenadas foram usadas para construir
uma arvore de unido vizinha que identificou quatro grupos filogenéticos de STs e um outro
(ST-11; PCR ribotipo 078). Estes grupos aparentemente se correlacionam com os clados
identificados anteriormente pela gendmica comparativa de Stabler e colaboradores (2006)

como pode ser visualizado na Figura 2.
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Figura 2 - Arvore de Neighbor-joining construida utilizando as sequéncias concatenadas dos

sete loci utilizados na MLST e pela gendmica comparativa de Stabler et al (2006).
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Legenda: STs sdo mostrados em negrito. Os PCR ribotipos sdo encontrados em associa¢do com cada ST. Os STs
se agrupam em quatro grupos, designados de 1 a 4 e um outlier (ST-11). Estes correspondem a grupos definidos
anteriormente por analise de microarranjos de genomas inteiros de Stabler et al (2006) que foram designados
HAL (humano e animal 1), hipervirulentos (contendo a cepa 027), HA2 (humano e animal 2), e clado A-B+

(também contendo outros tipos toxigénicos).
Fonte: GRIFFITHS et al, 2010.

As tecnologias de sequenciamento de alto rendimento provaram ser uma
abordagem poderosa para estudar a variacdo genética e a evolucdo de patdgenos
monomorficos (DAWSON; VALIENTE; WREN, 2009; HE et al, 2010).

Sem duvida, esses sequenciamentos, estudos de microarranjos de DNA e

esquemas de tipagem serdo a primeira de muitas técnicas usadas para desvendar o contetdo
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do genoma e a diversidade das espécies. Por exemplo, a cepa QCD32958 que devastou 0s
hospitais na area de Quebec, no Canada e a cepa R20291 que causou um surto grave de CDI
no hospital Stoke Mandeville no Reino Unido, sdo dois exemplos de cepas 027 que estdo
sendo sequenciadas e analisadas. A comparacdo desses genomas com as chamadas cepas 027
"histéricas ndo epidémicas" pode ser particularmente reveladora em termos de apontar as
mudancas genéticas sutis que permitiram que as contrapartes 027 modernas fossem t&o
problematicas. Os dados de sequéncia inicial mostram varias regides de diferenca genética
entre as cepas 027 e entre outros ribotipos confirmando que C. difficile continua a evoluir
(DAWSON; VALIENTE; WREN, 2009).

A andlise comparativa de todas estas sequéncias do genoma fornecera
informacdes vitais sobre fatores de viruléncia e patogénese de cepas patogénicas emergentes
de C. difficile e podem ajudar a desvendar os niveis aumentados de transmissdo e gravidade
da doenca (DAWSON; VALIENTE; WREN, 2009).

2.2 Fatores de viruléncia de Clostridioides difficile

Diversas estruturas e proteinas celulares de C. difficile contribuem para a sua acao
patogénica no organismo hospedeiro. Alguns fatores contribuem facilitando sua colonizacao,
0 que promove o desenvolvimento da infeccdo, como adesdo, invasdo do tecido e outros
contribuem diretamente com a infeccdo, como regulagdo do crescimento bacteriano e
metabolismo, e estimulacdo da resposta imune do hospedeiro (VEDANTAM et al, 2012).

Os principais fatores de viruléncia do C. difficile sdo:

2.2.1 Adesinas

Para muitos agentes patogénicos, a adesdo as células hospedeiras é um primeiro
passo crucial para a colonizacéo e o estabelecimento da infeccdo. A aderéncia de esporos e
células vegetativas as células epiteliais intestinais, e a observacdo de que os esporos de uma
cepa de ribotipo 027 aderem melhor as monocapas de células epiteliais humanas do que os
esporos de um isolado de ribotipo 002 sugerem que a aderéncia pode ser um fator importante
na patogénese da doenca causada por C. difficile (AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016).
Embora as toxinas sejam os principais fatores de viruléncia de C. difficile, outros fatores de

viruléncia importantes incluem aqueles que podem desempenhar um papel na aderéncia e na
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colonizagdo como a camada superficial (S-layer), as proteinas da parede celular (CWP),
proteinas de ligacdo a fibronectina e fimbrias (AWAD et al, 2014).

Cwps: As proteinas Cwp sdo uma familia de proteinas associadas a superficie que
compreende 29 membros caracterizados pela presenga de um dominio de ligacdo conservado
(Pfam 04122) recentemente demonstrado para ancorar as proteinas na superficie bacteriana
através do polissacarideo Il (PSIl). Doze dos genes de codificacdo Cwp estdo localizados
dentro do "conjunto de genes da parede clostridial (cwp)" que contém 18 fases de leitura
abertas (ORFs) (Figura 3) (JANOIR, 2016).

Figura 3 - Cluster "clostridial wall (cwp)"
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Legenda: 18 ORFs entre os quais 12 codificam proteinas com um peptideo sinal, um dominio de ligacéo
conservado para a superficie bacteriana (localizado na parte N- ou C-terminal da proteina) e um dominio
variavel de uma funcéo especifica.

Fonte: JANOIR, 2016.

Dezessete cwp estdo distribuidos por todo o cromossomo. Demonstrou-se que
dois desses Cwps (SIpA e CwpV), cujos genes de codificacdo estdo localizados dentro e fora
do cluster cwp, respectivamente, sdo secretados pelo sistema SecA2. Pode-se, portanto,
hipotetizar que essa via € usada para a secrecao de outros Cwps (JANOIR, 2016).

Os genes cwp localizados dentro do cluster Cwp podem ser altamente variaveis ou
muito conservados entre cepas de C. difficile, como cwp84. Os genes sIpA, cwp66 e secA2 séo
particularmente variaveis e constituem uma cassete de 10 kb que é capaz de trocas genéticas
por recombinacdo homologa. Isso resulta em principais mudancas antigénicas, enquanto o
resto do genoma permanece inalterado. Consequentemente, varios dos genes da CWP
localizados fora do cluster Cwp apresentam uma alta diversidade genética, ligada aos grupos
definidos por PCR ribotipagem. Considera-se que as variaches genéticas nas proteinas
associadas a superficie evoluem sob a pressdao da imunidade e contribuem para fugir da
resposta imune do hospedeiro (JANOIR, 2016).
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Cwp84 ¢é localizado principalmente na camada S como forma de 77 kDa, apds
clivagem do seu propeptideo por outra protease de cisteina associada a superficie (Cwpl3),
cujo gene codificador também pertence ao cluster Cwp. A forma de 77-kDa ¢é
indubitavelmente responsavel pela clivagem do precursor SIpA da camada S. Esta forma
também é encontrada na fragdo extracelular, juntamente com uma forma abreviada da
protease de 47 kDa. Esta forma de 47 kDa é capaz de se reassociar de maneira ndo covalente a
superficie de C. difficile. Pode ser responsavel pela clivagem ou a degradacdo das proteinas de
matriz extracelular do hospedeiro, como fibronectina, vitronectina ou laminina. Até o
momento, esta atividade proteolitica s6 foi observada in vitro, mas pode afetar a integridade
dos tecidos do hospedeiro in vivo, facilitando a disseminacdo de bactérias (VEDANTAM et
al, 2012; AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016).

Proteinas SLPs: As camadas superficiais celulares ou as camadas S sdo camadas proteicas
expostas a superficie que sdo produzidas por muitas bactérias. As camadas S geralmente
consistem em subunidades de glicoproteinas monomeéricas idénticas que formam uma matriz
bidimensional regular visivel por microscopia eletrénica. As funcGes da camada S variam
entre diferentes espécies de bactérias e incluem papéis como protecdo de parasitas
bacterianos, adesdo e resisténcia do complemento. A camada S tipicamente forma a camada
mais externa da bactéria, dando-lhe forte potencial imunogénico. As proteinas da camada S
(SLPs) foram detectadas em todas as cepas de C. difficile (AWAD et al, 2014).

As duas subunidades SLP, nomeadamente o LMW-SLP (proteina de camada S de
baixo peso molecular) e a HMW-SLP (proteina de camada S de alto peso molecular), séo os
componentes da camada S de C. difficile. Estas duas subunidades séo derivadas da clivagem
do precursor SIpA pela cisteina protease Cwp84 e ndo covalentemente se reassociam apds
clivagem precursora. LMW e HMW-SLPs ndo parecem ser glicosilados. No entanto, a
insercdo de um grupo de genes de glicosilagdo de camada S foi descrita em um grupo
particular, sugerindo que a glicosilacdo da camada S pode ocorrer em algumas cepas de C.
difficile (AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016).

Estudos recentes mostraram que os SLPs sdo importantes no reconhecimento
imune e na resposta inflamatdria. Tanto as proteinas SLP nativas quanto a SIpA recombinante
se ligam a células Hep-2 e a tecidos gastrointestinais humanos mostrados a partir de
espécimes de bidpsia normais. Além disso, as SLPs também sdo importantes contribuintes
para a adesdo bacteriana as células Caco-2 e a HMW-SLP exibe propriedades de ligacdo in
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vitro as proteinas ECM incluindo colageno tipo I, trombospondina e vitronectina (AWAD et
al, 2014; JANOIR, 2016).

As subunidades da camada S sdo capazes de ativar o sistema imune inato do
hospedeiro, atraves do reconhecimento por receptores Toll Like (TLR). TLRs sdo uma familia
de receptores de reconhecimento que reconhecem componentes estruturais compartilhados
por bactérias, fungos e virus. Essa interacdo leva, através da ativacdo das vias de sinalizagdo,
a maturacdo das células dendriticas e a estimulagdo dos macrdfagos, caracteristica
fundamental para a depuracdo bacteriana (AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016). A importancia
das proteinas da camada superficial na depuracdo bacteriana também foi avaliada in vitro em
macrdéfagos murinos. No entanto, a atividade imunomoduladora das proteinas da camada S
ndo parece estar relacionada a viruléncia das cepas, uma vez que nenhum padrao
imunomodulador especifico foi encontrado para as cepas 027 quando comparado as cepas
cléassicas de C. difficile (JANOIR, 2016).

2.2.2 Flagelos

Flagelos s&o um importante determinante de viruléncia para muitos agentes
patogénicos entéricos, desempenhando um papel na invasédo e colonizacdo do hospedeiro. Do
mesmo modo, as cepas de C. difficile sdo conhecidas como mdveis e possuem flagelos,
embora este seja um traco varidvel entre os isolados clinicos clonais (AWAD et al, 2014).

Os flagelos bacterianos tém sido implicados em contribuir a patogénese bacteriana
por: (i) promover a adesdo a células hospedeiras; (ii) proporcionar motilidade motivada por
quimiotaxia; (iii) promover a formacéao de biofilmes; (iv) facilitar a translocacéo de fatores de
viruléncia através das membranas celulares; e (v) atuando como imunomoduladores
desencadeando citocinas pro-inflamatorias atraves da via de sinalizacdo do receptor Toll-like
5 (TLR5) (STEVENSON; MINTON; KUEHNE, 2015).

C. difficile € mdvel gracas a presenca de um aparelho flagelar composto de um
corpo basal ligado a membrana, um filamento helicoidal e um gancho (GHOSE et al, 2016).
Os genes que regem a montagem dos flagelos de C. difficile sdo organizados em trés operons.
O locus F3 contém genes de estagio inicial e inclui o fator sigma FliA (também chamado
SigD). FliA controla a expressdo de genes flagelares de fase tardia a partir do locus F1, como
genes que codificam a flagelina, FIiC, e a proteina flagelar CAP, FIiD. O locus F2 ¢
responsavel pela modificagdo pos-traducdo de flagelos que foi demonstrado essencial para a

montagem funcional de flagelos e motilidade de C. difficile. Os trés loci sdo variaveis entre
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linhagens de C. difficile (JANOIR, 2016). E em estudos recentes o locus F3 estava ausente na
linhagem emergente e virulenta 078, sugerindo que flagelos e, portanto, motilidade sé&o
dispensaveis para a viruléncia de C. difficile (JANOIR, 2016).

Em outras bactérias patogénicas mdveis, a expressdao de genes flagelares é
fortemente regulada por condi¢bes ambientais. Em C. difficile, os genes envolvidos na
motilidade sdo expressos em niveis mais elevados durante a fase de crescimento exponencial
e isto sugere gque esses genes sdo expressos durante a fase de colonizagcdo muito precoce e
podem estar envolvidos no processo de colonizacdo. Além disso, a producdo de anticorpos
anti-flagelina especificos em pacientes indica que o flagelo é expresso durante a infeccdo em
seres humanos (JANOIR, 2016).

Os primeiros estudos sobre o papel dos flagelos no processo de colonizagédo
mostraram que ambas as proteinas flagelais purificadas FIiC e FliD sao capazes de se ligar ao
muco murino e isso se confirma em estudos em que cepas ndo flageladas de ocorréncia
natural sdo menos aderentes ao ceco do camundongo do que as cepas flageladas, mas isso néo
resulta em uma diminuicdo da colonizacdo intestinal, pois existem outros fatores de viruléncia
que podem favorecer a colonizacdo (GHOSE et al, 2016; JANOIR, 2016). Portanto isso
sugere que as propriedades adesivas das proteinas flagelares podem promover a ligacéo de C.
difficile ao muco gracas a motilidade conduzida por flagelos (JANOIR, 2016).

A contribuicdo de flagelos para a patogénese de C. difficile é complexa e ainda
ndo totalmente compreendida. Ha evidéncias cientificas crescentes que sugerem que 0S
flagelos desempenham um papel mais direto na viruléncia, através da modulacdo da expressao
da toxina ao invés de simplesmente atuar na motilidade bacteriana (STEVENSON; MINTON;
KUEHNE, 2015).

2.2.3 Endoesporos

C. difficile, sob condicbes de estresse, geralmente falta de nutrientes, se
diferenciam em esporos que sao uma forma dormente da bactéria. Os esporos sdo as particulas
infecciosas e sdo criticos tanto para a infeccdo como para a transmissdo mediada por C.
difficile. Eles sdo encontrados de forma ubiqua no ambiente e séo propagados nas fezes de
humanos e animais, levando a susceptibilidade as infeccdes (AWAD et al, 2014).

Devido a sua estrutura multicamada, 0s esporos sdo extremamente resistentes ao
calor, a radiagdo e a muitos desinfetantes quimicos e a base de alcool utilizados para limpar

instalacBes hospitalares e comunitarias (AWAD et al, 2014). Os esporos propagados por meio
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de fezes séo, portanto, dificeis de erradicar e podem persistir em instalacfes de cuidados de
salde por longos periodos de tempo, levando a infecgdo ou reinfeccdo de individuos por
ingestdo inadvertida de material contaminado (AWAD et al, 2014; PETTIT et al, 2014).

A capacidade dos esporos a persistirem no meio ambiente é atribuida a sua
estrutura com cada esporo contendo uma cépia completa do genoma envolto em um ndcleo
protetor de esporos. O nucleo é cercado por uma camada grossa de peptidoglicano (spore
coat) e uma camada externa solta denominada exdsporo (AWAD et al, 2014).

Apés a alteracdo da microbiota normal, mais comumente como resultado de um
tratamento com antibidticos, ocorre infeccdo e colonizacdo por C. difficile. A esporulagdo
pode entdo resultar no intestino, permitindo que uma sub populacgéo de C. difficile persista por
longos periodos de tempo e facilite a transmissdo do organismo. Ha alguns estudos sobre a
associacdo entre os ribotipos de cepas de C. difficile e a eficiéncia de producdo ou germinacgéo
de esporos. Vaérios estudos observaram que alguns isolados clinicos de C. difficile,
especialmente aqueles do tipo NAP1/027/BI, formaram esporos com maior proficiéncia do
que outros isolados clinicos, no entanto, outros estudos nao relataram tal associacdo (AWAD
et al, 2014).

O regulador mestre de esporulacdo é SpoOA, que controla a transi¢do da bactéria
para a forma de esporos, € um fator de transi¢do ativo nos estagios iniciais da esporulacdo em
C. difficile e em outras bactérias esporulantes (MACKIN et al, 2013; PETTIT et al, 2014).

Os ortologos de SpoOA sao codificados por uma variedade de Firmicutes,
incluindo Bacillus e Clostridium, e a inativacdo genética deste gene leva a um fendtipo nédo
esporulado. Nos organismos de Clostridium sp. e Bacillus sp., muitos dos efeitos
pleiotropicos de SpoOA sdo devidos a regulacdo indireta através do regulador de estado de
transicdo AbrB. No entanto, C. difficile ndo codifica um ortologo AbrB destacando as
diferencas na atividade de SpoOA entre C. difficile e outras espécies de Clostridium e Bacillus
estudadas até o momento (PETTIT et al, 2014).

SpoOA de C. difficile liga diretamente ao DNA a montante de varios genes de
esporulagdo precoce, mas esse regulador transcricional também pode controlar outros
processos associados a regulacdo de fatores de viruléncia de outros fendtipos, como
motilidade, que ndo estdo obviamente associados a esporulagdo. Trabalhos recentes
examinaram o papel de SpoOA na regulacédo da expressdo de genes das toxinas A e B por C.
difficile e doenga em camundongos e formagéo de biofilmes in vitro (MACKIN et al, 2013,;
PETTIT et al, 2014).



37

Consequentemente, Pettit e colaboradores (2014) realizaram uma analise do
genoma que demonstra que o gene spoOA de C. difficile codifica um regulador transcricional
global que coordena uma série de fendtipos associados a colonizacdo e transmissdo do

hospedeiro.

2.2.4 Biofilmes

Os biofilmes sdo comunidades microbianas associadas a uma superficie,
encapsuladas em matrizes poliméricas auto produzidas (DAPA et al, 2013). O biofilme pode
se aderir a superficies abioticas, como cateteres utilizados em tratamentos médicos ou
bidticas como em tecidos e células.

Os biofilmes representam o estado predominante das bactérias na natureza.
Acredita-se que apenas uma pequena fracdo de bactérias em ecossistemas naturais exista na
forma plancténica (DAPA et al, 2013).

As células do biofilme podem diferir das cultivadas em cultura planctdnica em
fisiologia, expressao génica e morfologia. Essas diferencas, em combinacdo com as moléculas
extracelulares especializadas, podem dotar o biofilme da capacidade de sobreviver a diversos
estresses ambientais (SEMENYUK et al, 2014).

Clostridioides difficile é capaz de formar um biofilme em superficie abiotica, as
bactérias sdo incorporadas numa matriz compostas por DNA, polissacarideos e proteinas,
incluindo véarias Cwps e toxinas, notadamente a toxina A (JANOIR, 2016). A formacdo de
biofilme de C. difficile demonstrou ser modulada por reguladores centrais como SpoOA e LuxS
e por componentes de superficie tais como flagelos e proteases Cwp84 (JANOIR, 2016).
Enquanto que fortes evidéncias foram acumuladas na capacidade de C. difficile formar um
biofilme in vitro, a formacéo de biofilme por C. difficile in vivo permanece menos clara. Até a
data, poucas observacOes apoiam esta hipotese: em um modelo de camundongo, foram
observados grupos de C. difficile em estreita associacdo com tecido danificado, o que poderia
sugerir a formacdo de microcolonias. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para
definir com mais precisdo o papel da formacdo de biofilmes no CDI e suas recorréncias. De
fato, demonstrou-se que os biofilmes aumentam a resisténcia das células de C. difficile a
antibioticos, bem como ao stress de oxigénio e promovem a persisténcia da bactéria como
esporos resistentes (JANOIR, 2016).
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Uma melhor compreensdo da formacéao de biofilmes por agentes patogénicos e de
como os biofilmes contribuem para doencas pode resultar em melhora na prevengdo e

tratamento de doencas, como a CDI.

2.2.5 Toxinas

Os principais e mais estudados fatores de viruléncia de C. difficile sdo as toxinas
(JANOIR, 2016).

As cepas toxigénicas podem produzir até trés tipos de toxinas: toxinas A (TcdA),
B (TcdB) e binaria (CDT) (BOUILLAUT et al, 2014; JANOIR, 2016).

Toxinas A e B: Os genes que codificam as duas principais toxinas TcdA (tcdA) e TcdB
(tcdB) estdo localizados dentro de um locus de patogenicidade ou PalLoc de 19,6 kb,
encontrado apenas em cepas toxigénicas de C. difficile. Este locus também inclui genes que
codificam um fator de sigma de RNA polimerase (TcdR) que é essencial para ativar a
expressao do gene da toxina, um possivel antagonista de TcdR (chamado TcdC) e uma
proteina de tipo holin, TcdE, que é necessaria para a liberacdo extracelular das toxinas TcdA e
TcdB da bactéria (BOUILLAUT et al, 2014; JANOIR, 2016).

O papel da proteina codificada pelo terceiro gene, tcdC, é menos claro. Foi
proposto ha muito tempo como um regulador negativo da sintese de TcdA e TcdB, por causa
da relacdo inversa entre sua transcricdo e a dos outros genes PaLoc e do surgimento de
linhagens hipervirulentas cujas cepas produziam altos niveis de toxina e estavam
transportando modificacGes no gene tcdC (JANOIR, 2016).

O primeiro estudo molecular atribuido ao TcdC é um papel de regulador negativo
da expressé@o do gene da toxina através da sua acdo antagonista de TcdR. TcdC interfere com
a capacidade do TcdR contendo RNA polimerase para reconhecer os promotores tcdA e tcdB,
levando a uma inibicdo de sua transcrigdo. Este papel foi confirmado, mas estudos adicionais
trouxeram resultados conflitantes. Em particular, as manipulagdes genéticas de tcdC néo
conseguiram mostrar uma correlagdo entre o gendtipo de tcdC e a producéo de toxina em C.
difficile R20291 ou C. difficile 630. Além disso, modificagdes em tcdC, levando a producéo
de uma proteina truncada inicialmente associou-se a uma maior producdo de toxinas,
particularmente nas cepas 027, mas esta hipdtese foi refutada posteriormente. Portanto o papel

do TcdC é, no entanto, controverso com numerosos estudos que fornecem dados conflitantes
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sobre o envolvimento do TcdC na regulacéo da producédo de toxinas e a resultante capacidade
de viruléncia de C. difficile (AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016).

Notavelmente, foi recentemente demonstrado que o PaLoc pode ser transferido
horizontalmente para cepas ndo patogénicas. Também deve notar-se que a expressao de
toxinas TcdA e TcdB € regulada com precisdo por condi¢cbes ambientais, como
disponibilidade de nutrientes especificos, mudancas de temperatura e alteragdo do potencial
redox e reguladores globais (BOUILLAUT et al, 2014; JANOIR, 2016).

TcdA e TcdB sdo proteinas de 308 e 270 kDa, respectivamente, com 49% de
identidade e 63% de similaridade. Eles pertencem a grande familia de toxinas clostridial
(LCTs) e compartilham uma estrutura de dominio ABCD semelhante. O dominio A (para
"Atividade™) é o dominio da N-terminal de glicosiltransferase, dominio B (para "Ligacdo")
esta localizado na parte C-terminal da proteina e exibe oligopeptideos repetitivos combinados,
dominio C (para "Corte") consiste em um dominio de cisteina protease envolvido no
autoprocessamento de toxinas e o dominio D (para "Entrega™) corresponde a regido
hidrofobica interna. Consequentemente, a acdo da toxina envolve quatro etapas principais: 1 -
endocitose mediada pelo receptor mediada pelo dominio B; 2- translocacdo de um dominio
catalitico através da membrana que envolve o dominio D; 3- libertacdo da fragdo enzimatica
uma vez que a toxina € internalizada em células hospedeiras por processamento
autoproteolitico (dominio C) promovido pelo hexa-fosfato de inositol celular; 4- inativacédo
por glicosilacdo de GTPases da familia de proteinas Rho (dominio A) (AWAD et al, 2014;
JANOIR, 2016).

Com efeito, os alvos de atividade enzimatica de TcdA e TcdB sdo a familia de
GTPases Rho e Ras no interior das células hospedeiras, que desempenham papéis importantes
numa serie de processos celulares vitais, incluindo adesdo célula a célula e manutencéo do
citoesqueleto. TcdA e TcdB inativam a familia GTPases Rho, Rac e Cdc42, levando a
alteracdo do citoesqueleto de actina. As toxinas causam o arredondamento das células, a
interrupcdo das juncdes oclusivas e o comprometimento da funcéo de barreira intestinal, bem
como a morte celular por apoptose ou necrose (BRITO et al, 2002a). A perda resultante da
funcdo de barreira do epitélio intestinal leva ao acumulo de liquido e ao dano intestinal grave.
As toxinas também estimulam a libertacdo de citoquinas pro-inflamatorias (por exemplo, IL-
1b, TNF-a, IL-8) a partir de células epiteliais e células imunes residenciais mucosas, 0 que
provoca influxo de neutrdfilos e leva a uma maior destruicdo do revestimento intestinal
(JANOIR, 2016).
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Toxina binaria: Clostridium difficile transferase (CDT), também conhecida como toxina
binéria, € um determinante associado a viruléncia, cujo papel exato na patogénese da doenca
permanece indefinido (AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016).

A CDT foi descrita pela primeira vez em 1988 e pertence a familia de toxinas
ADP-ribosilantes binérias, especificamente na subfamilia iota de toxinas binarias, que inclui
toxina iota de C. perfringens. Tal como acontece com todas as toxinas binéarias, a CDT
compreende dois componentes: o componente enzimatico (CDTa) que confere atividade ADP
ribosiltransferase e o componente de ligacdo/translocacdo (CDTb) que permite a passagem do
componente enzimatico para o citosol celular. Nas cepas que produzem CDT, 0s genes que
codificam CDTa e CDTb, cdtA e cdtB, respectivamente, estdo localizados em uma regido
genémica de 6,2 kb, denominada locus CDT, ou CDTLoc, que também codifica um regulador
positivo da producdo de CDT, CdtR (AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016).

O papel da toxina binaria na viruléncia ainda ¢ uma questdo de debate. Estudos
recentes mostraram um possivel papel que a toxina binaria desempenha em relacdo a adeséo e
colonizacdo de C. difficile no hospedeiro (AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016).

Estudos recentes demonstram que em doses baixas, a toxina binaria induz a
formacdo de protrusbes na superficie das células epiteliais que aumentam a adesdo ao C.
difficile in vitro as células Caco-2 e também in vivo num modelo de infeccdo do camundongo.
A microscopia eletrénica de varredura revelou que as bactérias estdo incorporadas nessas
protrusdes de membrana a base de microtibulos. As pesquisas relatam que essas protrusdes
induzidas por CDT contém vesiculas de trafico e reticulo endoplasmatico, permitindo o
reencaminhamento de vesiculas contendo fibronectina da superficie basolateral para a
superficie apical das celulas epiteliais intestinais, onde as protrusdes sdo formadas. A
fibronectina liberada aumenta a adesdo de bactérias, e experimentos com animais
demonstraram a relevancia desse mecanismo in vivo (JANOIR, 2016).

As cepas de ocorréncia natural que expressam apenas CDT mostraram ser nao
virulentas em um modelo de hamster. A toxina binaria é encontrada em cerca de 20% de
cepas em situacOes de ndo surto, mas os genes de codificacdo dessa toxina estdo sempre
presentes em algumas cepas de epidemias, como os ribotipos 027 e 078. Até 0 momento,
presume-se que a presenca da toxina binaria estd correlacionada positivamente com os
resultados graves do CDI, de modo que a toxina binaria pode potencializar a toxicidade de
TcdA e TcdB e levar a uma doenga mais grave (JANOIR, 2016).

Finalmente, a deteccdo de CDT em amostras clinicas de pacientes é atualmente

limitada, uma vez que ndo existem ensaios de diagndstico confiaveis disponiveis. Por este
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motivo, o impacto real da CDT na morbidade e mortalidade CDI provavelmente esta
subestimado (AWAD et al, 2014).

2.3 Patogenicidade de Clostridioides difficile

A infeccdo por C. difficile se inicia com a ingestdo de esporos ou células
vegetativas. A transmissdo de C. difficile ocorre via fecal-oral (POUTANSEN; SIMOR,
2004).

A infeccdo por C. difficile € precipitada, por exemplo, por terapia antimicrobiana,
0 que provoca uma alteracdo da microbiota normal (DENEVE et al, 2009; ABT;
McKENNEY; PAMER, 2016). Essa alteracdo da microbiota cria um ambiente mais
hospitaleiro para o crescimento de C. difficile. No colon, bactérias comensais produtoras de
sialidase divide os acglcares das proteinas glicosiladas que estdo ligadas na membrana celular
epitelial, que libera acido sialico no limen. Fermentadores primarios quebram carboidratos
complexos em acidos graxos de cadeia curta. Ambos os metabdlitos sdo rapidamente
consumidos como fontes de energia por bactérias comensais. No entanto, o tratamento
antibidtico pode eliminar bactérias comensais concorrentes, o que leva a uma abundéncia de
acido sialico e succinato, um &cido que é produzido durante a fermentacdo. C. difficile tem
genes tanto para o catabolismo de acido sialico quanto para transportadores de succinato, o
que lhe permite usar o excesso de &cido sialico e succinato para o crescimento (ABT;
McKENNEY; PAMER, 2016).

Apoés alteracdo da microbiota normal, a contaminacdo endogena ou exdgena pode
ocorrer por ingestdo de esporos ou celulas vegetativas de C. difficile, e as células vegetativas
sdo mortas no estbmago devido a acidez, mas 0s esporos podem sobreviver, € germinar no
intestino delgado por meio da agdo dos acidos biliares (Figura 4). Os esporos germinam e as
formas vegetativas se multiplicam. C. difficile pode entdo aderir a camada de muco que aloja
0s enterdcitos por meio de suas multiplas adesinas e penetra a camada de muco com a ajuda
de flagelos e proteases. Isso resulta na primeira fase do processo patogénico, a colonizacéo
(POUTANSEN; SIMOR, 2004; DENEVE et al, 2009).

A segunda fase do processo patogénico é a producdo de toxinas pelas células
vegetativas de C. difficile, quando aderidas ao epitélio (1). Os principais fatores de viruléncia,
as toxinas TcdA e TcdB sé@o produzidas. As toxinas A e B agem quando sdo liberadas no
limen intestinal e sdo internalizadas por endocitose, pelas células intestinais por meio de

ligacdo aos receptores na ldamina basal. Dentro das vesiculas endossémicas, cujo pH torna-se
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acido por causa da fusdo com lisossomos presentes no citoplasma, as toxinas sofrem clivagem
autocatalitica, e os fragmentos contendo os sitios ativos migram para o citoplasma, onde
exercem suas fungdes causando a producdo de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e
interleucinas pro-inflamatorias, aumentando a permeabilidade vascular, o recrutamento de
mondcitos e neutréfilos (2), abertura das jungdes de células epiteliais (3) e a apoptose de células
epiteliais (4). A producgdo local de enzimas hidroliticas leva a degradacdo do tecido conjuntivo,
levando a formacgdo de colite pseudomembrana (5) e diarreia aquosa. Com a lesdo do epitélio
intestinal, as toxinas podem ganhar a circulagéo sistémica, agindo também em outros érgdos (BRITO
et al, 2002a; BRITO et al, 2002b; POUTANSEN; SIMOR, 2004; HOOKMAN; BARKIN,
2009).

Figura 4 - Patogénese da infeccao por Clostridioides difficile.

PSEUDOMEMBRANAS

EPITELIO
INTESTINAL

VASO SANGUINEO

Fonte: Adaptada de POUTANSEN; SIMOR, 2004.
lHustragdo: Juliana Rabelo.

2.5 Epidemiologia de Clostridioides difficile

Clostridioides difficile é a causa mais frequente de diarreia infecciosa associada a
internacbes hospitalares e em centros de cuidados prolongados, tendo substituido o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (EVANS; SAFDAR, 2015; VINDIGNI;
SURAWICZ, 2015)

Os Centros para Controle e Prevengdo de Doengas recentemente identificaram a

CDI como uma "ameaca urgente™ em seu recente relatorio sobre ameacas de resisténcia a
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antibidticos nos EUA, destacando a necessidade de ages urgentes e agressivas para prevenir
esta infeccdo. O impacto dos antibidticos como fator de risco para o CDI de novo
aparecimento estd bem estabelecido; no entanto, reconhecer classes de antibioticos com os
maiores riscos e reduzir o uso desnecessario de antibioticos sdo estratégias importantes para
prevencdo de CDI e subsequente recorréncia (EVANS; SAFDAR, 2015).

A partir do ano 2000 houve um aumento de relatos de casos graves de CDlI,
dominado por cepas epidémicas com maior patogenicidade, levando a altas taxas de
transmissdo, maior gravidade e maior mortalidade (MARTIN; MONAGHAN; WILCOX,
2016). Essa alta incidéncia de casos de CDI no mundo foi ocasionada devido ao surgimento
de uma nova cepa hipervirulenta caracterizada como pulsotipo NAP1 ou BI ou ribotipo 027
(NAP1/BI/027) (FREEMAN et al, 2010; VINDIGNI; SURAWICZ, 2015). Varias
caracteristicas encontradas em NAP1/BI/027 podem contribuir para sua hiperviruléncia,
incluindo polimorfismos no gene regulador negativo, tcdC, aumentando a producgdo das
toxinas A e B, presenca dos genes que codificam a toxina binaria (ctdA e ctdb) e elevado nivel
de resisténcia a fluoroquinolonas (McDONALD et al, 2005; WARNY et al, 2005).

A cepa hipervirulenta foi descrita pela primeira vez em 2005 por investigadores
norte-americanos e canadenses (McDONALD et al., 2005; WARNY et al., 2005). Na Europa,
foi relatada pela primeira vez na Inglaterra e logo depois na Holanda (BAUER et al, 2011). Ja
na América Latina, o primeiro isolamento da NAP1/BI/027 foi reportado na Costa Rica em
2009 (QUESADA-GOMEZ et al, 2010). No Brasil ainda ndo foram registrados nenhum
isolamento de NAP1/027.

O aumento da incidéncia e a gravidade de CDIs tém sido bem documentados na
ultima década em toda Ameérica do Norte e Europa (FREEMAN et al, 2010; BAUER et al,
2011; DePESTEL; ARONOFF, 2013; VINDIGNI; SURAWICZ, 2015). Enquanto isso, a
conscientizacdo e vigilancia de CDI na America Latina permaneceram escassas. Pouco se
sabe sobre os casos de CDI que ocorrem em paises latino-americanos, apesar da diarreia ser
uma das principais causas de morbidade nos paises em desenvolvimento (BALASSIANO et
al, 2012; LOPARDO et al, 2015).

No Brasil ha pouca informacéao sobre a incidéncia de CDI e a disseminacéo de C.
difficile. Isso se deve em parte ao fato de que a deteccdo de bactérias anaerdbias ndo é um
procedimento de rotina nos laboratorios clinicos em nosso pais, principalmente devido a falta
de tecnologias e instalagdes para o seu cultivo e, portanto, contribuindo para a sub-notificagcéo
de CDI (BALASSIANO et al, 2009).
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Além disso, existem poucos grupos de pesquisas em micro-organismos anaerobios
no pais. A maioria dos estudos em hospitais é realizada no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Belo
Horizonte, Porto Alegre e Fortaleza (BALASSIANO et al, 2009; BALASSIANO et al, 2012;
SILVA et al, 2015; COSTA et al, 2014; COSTA et al, 2016; COSTA et al, 2017).

Considerando os poucos centros de pesquisa para identificacdo de C. difficile no
Brasil, alguns estudos revelam ainda pouco do padrdo molecular das cepas circulantes no
Brasil. Alcides e colaboradores (2007) detectaram 13 ribotipos em um estudo que realizaram
para caracterizar um grupo de cepas de C. difficile isoladas de diarreia pediatrica, criancas
saudaveis e ambientes hospitalares no Rio de Janeiro. Balassiano e colaboradores (2009)
detectaram dois ribotipos (014 e 106) em um estudo realizado no Rio de Janeiro para
caracterizar cepas de C. difficile isoladas a partir de amostras fecais de pacientes internados e
amostras ambientais hospitalares. Secco e colaboradores (2014), também no Rio de Janeiro,
realizaram um estudo epidemioldgico em um hospital terciério e identificaram trés ribotipos
(014, 043 e 046) isolados a partir de amostras fecais de pacientes internados. Silva e
colaboradores (2015) em um estudo comparativo dos ribotipos encontrados em humanos e
animais em Belo Horizonte, identificaram 14 ribotipos (entre eles 010, 014/020, 106, 131) em
humanos, sendo sete novos ribotipos.

No Nordeste do Brasil existe uma caréncia de informag6es sobre a epidemiologia
do C. difficile que se restringia apenas a pesquisa em pacientes da Hematologia do Hospital
Walter Cantidio internados entre 1991-1993, Fortaleza, Ceard que mostrou uma incidéncia de
18,75% de positividade para C. difficile nos pacientes com diarreia usando somente ELISA
para toxina A (MESQUITA et al, 2011). A partir de 2013, as pesquisas em Fortaleza, Ceara,
foram intensificadas com um estudo do nosso grupo em um hospital oncolégico de Fortaleza
gue mostrou uma incidéncia de CDI (48%) em pacientes oncologicos (COSTA et al, 2017) e
em 2015 iniciou-se da pesquisa de C. difficile em um hospital infantil de referéncia do Estado
do Ceara.

O estudo realizado no hospital oncolégico do Hospital Haroldo Juacaba do
Instituto do Céancer do Ceara, em Fortaleza, além de descrever a incidéncia de CDI (48%) em
pacientes oncoldgicos, evidenciou pela primeira vez a presenca de C.difficile em casos
associados a comunidade (CA-CDI) nesses pacientes no Brasil, ressaltando a importancia do
estudo dessa bactéria para a compreensdo da situacéo epidemioldgica dessa infeccdo e de sua
dispersdo entre unidades hospitalares brasileiras (COSTA, 2014; COSTA et al, 2014; COSTA
etal, 2017).
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Portanto, o aumento da morbidade, mortalidade e nos custos devido a CDI
sugerem que sdo necessarios esforgos continuos para a prevencao priméria e secundaria de
CDI, incluindo a reducdo do uso desnecessario de antibidticos e monitorando o uso de
inibidores de bombas de prétons e antagonistas histaminicos (EVANS; SAFDAR, 2015).
Além disso, reconhecer os resultados centrados no paciente como uma &rea de estudo
necessaria, intensificard os esforgos na identificacdo de estratégias de prevencdo para reduzir

a incidéncia e gravidade de CDI.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar uma nova cepa de Clostridioides difficile (ICC45) isolada de um
paciente internado em um hospital oncoldgico de Fortaleza e comparar com as cepas ATCC
700057 (n&o toxigénica) e NAP1/027 (R20291 e LIBA5756, cepas hipervirulentas).

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar fenotipicamente a nova cepa de C. difficile (ICC45) por meio de provas
bacterioldgicas, bioquimicas e quanto a sensibilidade a antimicrobianos;

e Caracterizar molecularmente a cepa de C. difficile (ICC45) por meio de PFGE, PCR
Ribotipagem, Toxinotipagem e sequenciamento genético;

o Realizar a tipagem molecular por MLST da nova cepa de C. difficile (ICC45);

e Avaliar a expressao proteica de toxinas (toxinas A e B) no sobrenadante de cultivo de
cepas de C. difficile em estudo por meio de Western Blotting;

e Avaliar a expressdo génica de toxinas (tcdA, tcdB, tcdC, cdtA, cdtB), adesinas
(cwp84), proteinas flagelares (fliA, fliC, fliD) e esporos (spo0A) pelas cepas estudadas
de C. difficile por meio de PCR em tempo real;

e Comparar os dados do sequenciamento das cepas de C. difficile em estudo com 0s

resultados da expressdo génica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cepas

As cepas de Clostridioides difficile utilizadas no estudo foram: ATCC 700057
(ndo toxigénica), NAP1/027 R20291 e LIBA5756 (hipervirulentas isolada de surtos no Reino
Unido e na Costa Rica, respectivamente) e ICC45 (cepa clinica toxigénica, novo
ribotipo/gendtipo) isolado de paciente internado no Hospital Haroldo Juacaba, Fortaleza,

Ceard em 2014 por nosso grupo de pesquisa (COSTA et al, 2016).

4.2 Caracterizacao da nova cepa de C. difficile (ICC45)

A amostragem foi realizada em um hospital de atendimento de pacientes com
fator de risco para a doenca associada ao Clostridioides difficile. Os pacientes foram
identificados clinicamente pela equipe médica do hospital e foram aplicados Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) e Questionario (Apéndice B) para o
paciente participar do estudo.

A coleta dos espécimes clinicos foi realizada no Hospital Haroldo Juacaba do
Instituto do Céancer do Ceard, durante o periodo de 18 meses (maio de 2013 a novembro de
2014) e em seguida realizadas varias andalises a fim do isolamento e identificacdo de cepas de
C. difficile (Figura 5).

A coleta de amostras foi realizada durante a execucdo de um projeto intitulado
“Isolamento, genotipagem e estudo comparativo da viruléncia de cepas de Clostridium
difficile em pacientes do Hospital Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceard”
submetido e aprovado pelo comité de ética do Instituto do Cancer do Ceara (Anexo A) e
financiado pela FUNCAP, n° de processo 12535679-0, referente a Chamada 03/2012 Pesquisa
para 0 SUS: gestdo compartilhada em saiude PPSUS-REDE-MS/CNPqg/FUNCAP/SESA. E
essa pesquisa em questdo também faz parte do projeto do “Nucleo de Exceléncia em Pesquisa
do Clostridium difficile no Estado do Ceard (NEPEC-CE)” financiado por
PRONEX/FUNCAP/CNPq por meio da concessdo n° PR2-0101-00060.01.00/15, referente ao
edital 02/2015 do Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia PRONEX/FUNCAP/CNPq.
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Figura 5: Fluxograma das analises realizadas a partir das amostras de fezes para o isolamento
e identificacdo de cepas de Clostridioides difficile.
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4.2.1 Critérios de incluséo e coleta dos espécimes clinicos

As amostras fecais diarreicas foram coletadas de pacientes hospitalizados, acima
de 18 anos de idade, com cancer, que fizeram uso de quimioterapicos e/ou antibidticos nas

ultimas oito semanas antes do inicio do quadro diarreico. Pacientes com enteropatia causadora
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de diarreia crbnica, doenca inflamatoria intestinal, sindrome do intestino curto foram
excluidos da pesquisa assim como qualquer condicdo médica que pudesse comprometer a
capacidade do paciente de participar do estudo.

Como critério para paciente com diarreia foi definido como trés ou mais
evacuacoes de fezes ndo formadas em 24 horas ou em menos horas consecutivas (COHEN et
al, 2010).

A coleta foi realizada a partir da evacuacao espontanea de qualquer horario do dia,
dentro de um frasco de coleta estéril com boca larga e uma tampa bem ajustada. A amostra foi
transportada em um recipiente com gelo. O tempo decorrido entre a coleta e a semeadura ndo
excedeu a seis horas ou entdo a amostra foi congelada a — 20 °C e analisada dentro de um

prazo maximo de dois meses.

4.2.2 Deteccao de toxinas de C. difficile em amostras fecais

Toxinas A/B foram detectadas em amostras de fezes diarreicas através do kit de
detec¢do comercial ProSpecT™ Clostridium difficile Toxin A/B Microplate (Remel®,

Lenexa, KS, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.2.3 Isolamento de C. difficile a partir de amostras fecais

O isolamento de C. difficile a partir das fezes foi realizado por meio de um
tratamento de choque com alcool a 96%. Em seguida as fezes foram semeadas em placa de
Petri contendo o meio Cefoxitina-Cicloserina-Frutose-Agar (CCFA) (OXOID®) por meio de
swab. As placas foram incubadas em anaerobiose (jarra de anaerobiose, 90% N,, 10% CO,)
por 72h a 37 °C. As colbnias caracteristicas crescidas no CCFA foram examinadas e em
sequida realizadas as devidas etapas de identificacdo e caracterizagcdo (ALFA et al., 2000;
MILLER et al., 2010; QUESADA-GOMEZ et al., 2010).

4.2.4 ldentificacdo presuntiva dos isolados de C. difficile

Colbnias suspeitas foram cultivadas no meio de cultura agar Brucella
suplementado com vitamina K (1 pg/mL) e 5% de sangue lisado de carneiro (BAK) e em 5
mL de caldo BHI suplementado com cisteina, extrato de levedura e a mesma quantidade de

vitamina K e hemina (5 pg/mL, Sigma®), ambos foram incubados em anaerobiose por 72



50

horas a 37 °C. As coldnias crescidas em agar BAK foram submetidas a prova de tolerancia ao
oxigénio, coloragdo de Gram e deteccdo de fluorescéncia em luz UV (MILLER et al, 2010).

O teste de aerotolerancia foi realizado para confirmar que o micro-organismo
isolado era uma bactéria anaerdbia estrita. Esse teste consiste em repicar cada col6nia isolada
na cultura em anaerobiose em uma placa de agar sangue e incubar em aerobiose,
microaerofilia e anaerobiose. Se 0 micro-organismo crescer apenas na atmosfera anaerobia,
confirma a presenca de uma bactéria anaerébia (KONEMAN et al, 2008).

Também foi realizado o teste rapido de aglutinacdo em latex, que detecta
especificamente a proteina glutamato-desidrogenase de C. difficile (C. difficile Test Kit® da

Ox0id®), seguindo as recomendacdes do fabricante.
4.2.5 ldentificacdo definitiva dos isolados de C. difficile

A cepa isolada a partir do meio BAK foi identificada mediante provas
bioquimicas comerciais (RapID™ ANA II System, Remel®). Além disso, a sua identificacéo
foi confirmada pela deteccdo de um fragmento do gene tpi exclusivo de C. difficile (triose
fosfato isomerase) por PCR, com os iniciadores e as condi¢fes descritas (KATO et al, 1991;
STUBBS et al, 2000; SPIGAGLIA et al, 2004; QUESADA-GOMEZ et al, 2010).

4.2.6 Extracdo do DNA genémico bacteriano de C. difficile

O DNA gendmico foi extraido de cada cepa previamente cultivadas em caldo BHI
suplementado com vitamina K (1 pg/mL, Sigma®) e hemina (5 pg/mL, Sigma®). As cepas
foram incubadas por 12 a 18 horas, a 37 °C e sob condi¢fes anaerdbias. A extracdo foi
realizada por meio do kit InstaGene Matrix® (BioRad®) seguindo as recomendacgdes do

fabricante e segundo descrito em Miller et al (2010) e Quesada-Gomez et al (2010).
4.2.7 Deteccéo de genes das toxinas (tcdA, tcdB, cdtB e tcdC)

A determinacéo da presenca de fragmentos dos genes das toxinas A (tcdA), toxina
B (tcdB), dominio de ligacdo da toxina binaria (cdtB) e o potencial regulador negativo do
PaLoc (tcdC) foi realizada por meio de PCR Multiplex. O protocolo, iniciadores e as
condiges utilizadas foram as descritas na literatura (KATO et al, 1991; STUBBS et al, 2000;
SPIGAGLIA et al, 2004; QUESADA-GOMEZ et al, 2010).
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Os produtos amplificados foram visualizados mediante a inoculagéo de 10 pL da
amplificacdo em gel de agarose a 1,5% e corridos em eletroforese em tampéo TBE 0.5X, a
100V por 90 minutos (COHEN; TANG; SILVA, 2000; QUESADA-GOMEZ et al, 2010).

As delecbes parciais no gene tcdC foram interpretadas de acordo com o tamanho
do fragmento amplificado nas imagens do eletroforese (COHEN; TANG; SILVA, 2000;
QUESADA-GOMEZ et al, 2010).

Os controles positivos de amplificacdo foram as seguintes cepas: uma cepa
hipervirulenta NAP1 (tcdA+, tcdB+, delecdo 18 pb em tcdC, cdtB+), NAP7 (tcdA-, tcdB+,
delecdo > 18 pb em tcdC, cdtB+) e uma cepa que apresentasse somente a toxina B (tcdA-,
tcdB+, sem delecéo no tcdC, cdtB-).

4.2.8 Tipificacdo mediante eletroforese de campo pulsado (PFGE - Pulsed-field Gel

Electrophoresis)

O padrdo de macrorestricao foi determinado por meio da digestdo do genoma com
a enzima de restricdo Smal, obtido pelo equipamento PFGE, para cada um dos isolados de C.
difficile de acordo com o método descrito (ALFA et al, 2000; QUESADA-GOMEZ et al,
2010).

As bactérias foram cultivadas em caldo BHI por 6 a 8 horas. Em seguida, estas
bactérias foram ressuspensas em tampao de lise celular (6 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM de
EDTA pH 9,0, NaCl 1 M para desoxicolato a 0,2%, sarcosil a 0,5%, Brij 58 a 0.5%) e 0s
plugs de agarose foram feitos por uma mistura de volumes iguais das solugdes bacterianas e
da agarose SeakKeam Gold® (Lonza®) & 1% fundida, contendo dodecilsulfato de sédio & 1%
em tampdo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, EDTA 1 mM). As bactérias foram lisadas durante
a noite por incubacdo dos plugs em tampéo de lise celular e enzimas (2 mg/mL de lisozima,
20 mg/mL de RNase e 12,5 unidades de mutanolisina), a uma temperatura de 37 °C. Em
seguida, os plugs foram incubados a 55 °C durante 12 — 18 horas em uma suspenséo de 500
mM de EDTA pH 9,0, sarcosil a 1% e 50 mg/mL de proteinase K.

Depois destas lises, 0s plugs de agarose com 0 DNA genémico foram lavados, de
7 a 8 vezes, com tampdo TE 1X e agua ultrapura (bidestilada, deionizada e estéril). A digestao
com a enzima de restricdo Smal (Roche®) foi realizada durante overnight a 25 °C.

O DNA dos plugs foi separado em géis de agarose a 1% (BioRad® grau campo
pulsado) em tampdo TBE 0,5X (tris-borato-EDTA) contendo 50 mM de tioureia em 6 V/cm


http://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html
http://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.html
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com 1 a 40 segundos, tempo de comutagdo durante 22 horas. Os géis foram corados com
brometo de etidio, descorados com agua ultrapura, e fotografados digitalmente.

As imagens dos géis foram analisadas com software BioNumerics® (Applied
Maths®) e com o banco de dados do National Microbiology Laboratory (NML), Winnipeg,
Manitoba, Canadd. Com isso, 0 genotipo foi determinado e dado uma designacéo "NAP" para
cada cepa em estudo.

Como um controle do tamanho dos fragmentos de DNA foi utilizado a cepa
Salmonella serovar Braenderup H9812, estabelecida para esta metodologia, com uma digestéo
enziméatica com Xbal (Roche®) durante 18-24 horas a 37 °C (Roche®) (ALFA et al, 2000;
QUESADA-GOMEZ et al, 2010).

A PFGE foi realizada no Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Anaerobia
da Faculdade de Microbiologia da Universidad da Costa Rica (UCR).

4.2.9 PCR Ribotipagem

Para o PCR ribotipagem, as regides espacadoras intergénicas foram amplificadas
usando Primers Bidet conforme descrito anteriormente (BIDET et al, 1999). Os PCR ribotipos
foram determinados pela apresentacdo de dados a base de dados Maribor (Eslovénia) e
também foram realizados pelo Laboratério de Referéncia de Rede de Ribotipos de
Clostridium difficile em Leeds Teaching Hospitals Trust, Leeds, Reino Unido (usando
eletroforese capilar) (STUBBS et al, 1999).

4.2.10 Toxinotipagem

Para toxinotipagem, regides Al e B3 de tcdA e tcdB foram analisadas com um
método descrito anteriormente (RUPNIK et al, 1998).

A toxinotipagem foi realizada no Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia
Anaerobiada Faculdade de Microbiologia da Universidad da Costa Rica (UCR).

4.2.11 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

A concentragdo inibitéria minima (CIM) de clindamicina, levofloxacina,

moxifloxacina, rifampicina, ceftriaxona, metronidazol e vancomicina para C. difficile foi
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determinada por meio de E-test (bioMérieux®) em agar Brucella suplementado com 5%
sangue de carneiro, hemina (5 pg/mL), e vitamina K (1 pg/mL).

Os pontos de corte da resisténcia foram estabelecidos de acordo com as diretrizes
do CLSI (M11-A8) da seguinte forma: ceftriaxona > 64 pg/ml; moxifloxacina > 4 pg/ml;
clindamicina > 8 pg/ml; metronidazol > 32 pg/ml; rifampina > 32 pg/ml e vancomicina> 2
pg/ml.

Para as fluoroquinolonas, utilizamos o ponto de corte da moxifloxacina
(ciprofloxacina e levofloxacina), para a vancomicina foram utilizadas as diretrizes da
EUCAST (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/) e para a rifampicina, o ponto de corte
usado por O'Conner e colaboradores (2008).

O controle utilizado foi a cepa C. difficile ATCC® 700057.

4.3 Analises do genoma completo (WGS) e MLST das cepas de C. difficile em estudo

Algumas analises foram realizadas apenas na cepa ICC45 em comparacdo a cepa
ATCC 700057 e NAP1/027 (R20291 e LIBA5756) como detalhado na Figura 6.

Figura 6: Fluxograma das analises realizadas com a cepa de Clostridioides difficile ICC45.

ICC45

Expressdo proteica
Sequenciamento MLST das toxinas por
Western Blotting

Expressdo génica
por PCR tempo real

com as cepas NAP1 com as cepas

Ana“se Comparatlva Analise Comparativa

NAP1/027 (R20291 e
(LIBAS5756) e NAP4 LIBA5756) e ATCC

Para o sequenciamento foi obtida uma sequéncia de genoma integral de qualidade
de rascunho (WGS) para a cepa ICC45 utilizando bibliotecas multiplexadas de pares de

extremidades (2 a 300 pb) e sequenciamento por sintese no MiSeq (Illumina, San Diego, CA).
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As leituras foram montadas usando Velvet (ZERBINO, BIRNEY, 2008). Os scaffolds
resultantes foram ordenados usando MAUVE (RISSMAN et al, 2009) e o genoma da cepa de
referéncia NAP1/027 R20291 (FN545816). Para a anotacdo automatica foi utilizado o Prokka
(SEEMANN, 2014) e os bancos de dados C. difficile personalizados.

Para o multialiamento do nucleo do genoma, a chamada variante e a filogenia do
genoma do ndcleo foram utilizadas a ferramenta Harvest Suite (TREANGEN et al, 2014). As
sequéncias PaLoc e TcdB foram extraidas manualmente e alinhadas com MAFFT (KATOH,
STANDLEY, 2013) ou MUSCLE (EDGAR, 2004). Para estas subsequéncias, a reconstrucao
filogenética através da méxima verossimilhanca foi feita usando Fasttree (GUINDON et al,
2010).

Para a tipagem por MLST, os arquivos foram escaneados contra o esquema de
tipagem PubMLST de Griffiths et al. (2010) usando o script MLST (LARSEN et al, 2012).
Este esquema é baseado nos genes adk, atpA, tpi, glyA, dxr, sodA e recA.

As sequéncias foram depositadas em EMBL/GenBank sob o nimero de acesso
SAMNO04011654 (ICC-45).

O sequenciamento da cepa ICC45 foi realizado pela prof? Dra Adriana Abalen no
Laboratério de Genética Experimental, do Programa de P6s Graduacdo em Genética da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e as sequéncias foram analisadas pelo prof Dr
César Rodriguéz do Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Anaerobia da Faculdade de
Microbiologia da Universidad da Costa Rica (UCR).

4.4 Expressdo proteica das toxinas (toxinas A e B) de C. difficile por Western Blotting

As cepas de C. difficile (ICC45, NAP1 LIBA5756, NAP4) foram cultivadas
durante 24 horas em 100 ml de caldo de TYT em uma camara anaerobia.

A sintese das toxinas foi quantificada por meio de Western Blotting a partir dos
sobrenadantes  bacterianos sem  células concentrados por  precipitagdo com
metanol/cloroférmio (KUEHNE et al, 2010). Para este fim, 20-40 ug de proteinas foram
preparadas e corridas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 7,5% em 150V por 2
horas. Apos a corrida, foi realizada a transferéncia por eletroforese para a membrana de
PVDF (Fluoreto de polivinilideno). ApoOs esta etapa, as membranas serdo bloqueadas e
incubadas overnight com anticorpos monoclonais anti-TcdA (TTC8) ou anti-TcdB (2CV)
(tgcBIOMICS). Em seguida as membranas foram incubadas com a adi¢do de um anticorpo

feito em cabra anti rato conjugado de 1gG e anti rato IgG peroxidase (Invitrogen) e o substrato
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de Lumi-Light Plus Western Blotting (Roche) e os sinais de quimioluminescéncia emitidos
foram registrados pelo equipamento ChemiDoc XRS (Bio-Rad).

4.5 Expressdo génica de fatores de viruléncia na forma planctdnica de C. difficile

A expressdo dos genes dos fatores de viruléncia foi realizada pela técnica de RT-
PCR em tempo real. Os primers utilizados foram os referentes aos seguintes genes: toxinas
(tcdA, tcdB, tcdC, cdtA, cdtB), adesinas (cwp84), proteinas flagelares (fliA, fliC, fliD) e
esporos (spo0A).

As cepas de C. difficile foram cultivadas durante 24 horas em 100 ml de caldo de
BHI suplementado em uma camara anaerdbia.

O RNA foi isolado a partir de pellets bacterianos obtidos apds a centrifugacao da
cultura (11500 rpm por 2 minutos) usando o kit comercial SV Total RNA Isolation System
(PROMEGA). Apos a extragdo do RNA foi feita a dosagem e a qualidade do RNA utilizando
o Nanodrop.

Para a sintese de cDNA, 800ng de RNA total foi convertida em cDNA usando Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).

As amostras de cDNA foram diluidas 1:4 em agua livre de nuclease e utilizadas
para gPCR.

O kit SYBR Green PCR master mix (Life Technologies) foi usado na
amplificacdo dos genes avaliados. Os valores de Threshold cycle (Cq ou Ct), obtidos pelo
software do equipamento, dos genes avaliados foram exportados para o Microsoft Office
Excel 2010, no qual os niveis relativos de RNAm foram calculados de acordo com a
metodologia descrita por Livak e Schmittgen (2001). O gene 16S rRNA foi utilizado como
um gene de controle interno (ALDAPE et al, 2015). As sequéncias dos primers que foram
utilizados para qPCR estéo listadas na Tabela 1.

As analises foram realizadas no equipamento CFX96 Real Time PCR (BioRad).
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Tabela 1. Sequéncias dos primers dos fatores de viruléncia de C. difficile para gPCR.

Primers Tamanho do
produto (pb)

tcdA 5" CAGGGCTAATAGTTTGTTTACAGAACA 3° 143
5" CAACATCTAAATATACTCCGCCAAAA 3°

tcdB 5" AGCAGTTGAATATAGTGGTTTAGTTAGAGTTG 3° 144
5" CATGCTTTTTTAGTTTCTGGATTGAA 3°

tcdC 5" GGTCATAAGTAATACCAGTATCATATCC 3° 150
5" TGAAAGACGACGAAAAGAAAGC 3’

cdtA 5" GATCTGGTCCTCAAGAATTTGGTT 3’ 103
5" GCTTGTCCTTCCCATTTTCGATT 3°

cdtB 5" AAAAGCTTCAGGTTCTTTTGACAAG 3’ 132
5 TGATCAGTAGAGGCATGTTCATTTG 3’

fliA 5" TGGAGTCATTGGATTGATTGATG 3° 150
5" ACTTTAGTTAGATTATGTTTAGAAATTGG 3°

fliC 5’AGAATTAAGAGAGCTGCTGACGAZ3’ 150
5’ACCAGTTTCTTCCAATGCACC3’

fliD 5’AGCGAGATGACAGGCGAATT3’ 150
5S’TTTGTTCCCACCAGCATCAGY’

cwp84 5’CACCAGTTGCCCACCATCTT3 150
5 TTGGTCTTACTACACCAGCA3’

Spo0A 5 AGCGCAATAAATCTAGGAGCA 3’ 117
5" AGGTTTTGGCTCAACTTGTGT 3°

16S 5 AGCGGTGAAATGCGTAGATAT 3°

rRNA 5 CAG CGTCAGTTACAGTCCAGA 3°

4.6 Andlise estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism, versdo 6.0, utilizando os testes adequados, ANOVA e Tukey. O nivel de significancia
adotado serd de 0,05 (o = 5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram

considerados significantes.
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5 RESULTADOS

Durante o periodo de coleta de amostras (maio de 2013 a novembro de 2014),
foram coletadas 48 amostras de fezes diarreicas de pacientes internados no Hospital Haroldo
Juacaba do Instituto do Cancer do Ceara. Dessas amostras, 48% (23/48) foram positivas para
presenca das toxinas A/B por ELISA e/ou cultura do C. difficile e foram obtidos quatro
isolamentos de C. difficile (17%, 4/23).

As cepas isoladas (ICCO01, ICCO05, ICC14 e ICC45) foram processadas e
realizadas analises de deteccdo dos genes das toxinas e do fragmento do gene tpi
(identificacdo definitiva), e em todos os isolados foram detectados os genes tpi, tcdA e tcdB.
O dominio de ligacdo da toxina binaria (cdtB) sé foi detectado em uma cepa, a ICC45, mas

ndo foram observadas delecdes no gene tcdC em nenhum isolados (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacdo molecular das cepas de C. difficile isoladas de pacientes internados
no Hospital Haroldo Juacaba, Fortaleza, Ceara (2013-2014).

L%ing;zzgii Perfil toxigénico* Pulsotipo* Ribotipo  Toxinotipo i:;g;cl?foi
ICCO1 tcdA+,tcdB+, Maio
feminino, 68, cdtB-, sem NAP4 014/020 XVII 2013
CA de reto delegdes tcdC
1CCO05 tcdA+,tcdB+,
masculino, 63, cdtB-, sem NAP4 014/020 XVIII Junho 2013
CA de bexiga delegdes tcdC
ICC14 tcdA+,tcdB+,
feminino, 37, cdtB-, sem NAP4  014/020  XVIII Agosto
Llnfom_a de delecs 4c 2013
Burkitt elecdes tc
ICC45 tedA+,tcdB+, Agosto
feminino, 34, cdtB+, sem Novo Novo IXb 2014
CA de mama delegdes tcdC

*Esses dados das cepas (ICC01, ICCO05, ICC14) foram publicados em COSTA, 2014.
CA — cancer

Perfil toxigénico — tcdA (enteroxina TcdA), tcdB (enterotoxina TcdB), cdtB (dominio de ligagdo da
toxina binéria) e tcdC (gene regulador negativo que controla a producéo de TcdA e TcdB).

A cepa ICC45 foi isolada de uma paciente do sexo feminino de 34 anos,
diagnosticada inicialmente com cancer de mama e posteriormente com metastase no sistema
nervoso. Esta paciente foi submetida a radioterapia e completou um ciclo de quimioterapia

com Herceptin (Trastuzumab). A diarreia comegou 16 dias ap0s a hospitalizacdo e foi tratada
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com meropenem e vancomicina, evoluindo, no entanto, para o Obito apds 54 dias de
internacdo e ainda com diarreia. O isolamento da cepa de C. difficile foi realizado em agosto
de 2014 (Tabela 2).

A analise molecular PFGE revelou que esses isolados clinicos (Tabela 2)
pertencem a dois padroes de macrorrestricio PFGE diferentes, sendo que trés cepas de C.
difficile foram caracterizadas pelo gendétipo NAP4 e ribotipo 014/020, e o quarto isolado, a
cepa ICC45, ndo foi caracterizado com genotipo e ribotipo conhecidos, e, portanto, deu
origem a um novo padrdo Smal e a um novo ribotipo (SLO231/UK[CE]821) diferentes dos

registrados nos bancos de dados mundial (Figura 7 e Figura 8).

Figura 7 - PadrBes de PFGE de cepas de C. difficile isoladas no Hospital Haroldo Juacaba do

Instituto do Céancer do Ceara.

% Similaridad Padrdo de
° e restricdio  Pulsotipos Cepas
Smal
023  NAP4 Icco1
023 NAP4 1CCO5
023 NAP4 ICC14

Novo 1CC45

Legenda: Padrdes de PFGE de cepas de C. difficile isoladas no Hospital Haroldo Juagaba. Foram
detectados dois padrdes de macrorrestricdo Smal (enzima de restricdo) diferentes e classificados no
tipo NAP4 indicado e um tipo NAP previamente ndo descrito € mostrado (cepa ICC45).

NAP = North American Pulsotype

Figura 8 - PCR Ribotipagem das cepas de C. difficile isoladas no Hospital Haroldo Juagaba do
Instituto do Céncer do Ceara.

% Similaridade Riboti C
ibotipos epas

" 8
e ]
‘ 014/020 ICCo1
[[ , 014/020 ICCO5
L 014/020 ICC14
l SLO231/UK821 Iccas

Legenda: Padrées de PCR Ribotipagem foram detectados dois padrdes diferentes nos isolados e
classificados no ribotipo 014/020 e um ribotipo previamente nao descrito é mostrado (cepa ICC45).

G0
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A andlise de toxinotipagem caracterizou as cepas NAP4/RT014-020 como
toxinotipo XVIII e a cepa ICC45 como toxinotipo 1Xb.

A andlise de tipagem de sequéncia de Multilocus (MLST) revelou a cepa ICC45
como pertencente a ST41 do Clado 2. Congruentemente, uma reconstrucdo filogenética
baseada no polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) confirmou que a cepa ICC45 estd
intimamente relacionada com as cepas epidémicas NAP1/027/ST01, como a cepa de
referéncia R20291 e LIBA5756, um isolado clinico de um hospital costarriqguenho, bem como
para isolados clinicos de tipos de sequéncia incluidos no Clado 2 (ST41, ST67, ST154 e
ST252) (Figura 9).

Figura 9 - Arvore filogenética baseada no genoma do ntcleo da cepa de C. difficile (ICC45)

isolada no Hospital Haroldo Juacgaba do Instituto do Cancer do Ceara.

Clado 2

Clado 4 \g

Legenda: A arvore filogenética baseada em polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) do ndcleo
revelou que a cepa ICC45 estd intimamente relacionada as cepas NAP1/027 e isolados clinicos
hipervirulentos do Clado 2. Os genomas das cepas de referéncia R20291 (NAP1/027), M68
(NAP9/017 com toxina B variante) e NAP7/078 foram incluidos para validar os resultados dos
métodos de tipagem molecular.



60

O genoma da cepa ICC45 consiste em um cromossomo circular de 4.282.787
pares de bases e aproximadamente 3 a 5% do genoma consistem em elementos genéticos
moveis. Assim como outros genomas sequenciados de outras cepas de C. difficile que estdo
sendo analisados como o da cepa R20291, o genoma da cepa ICC45 ainda esta em analise.

Muitas sequéncias ainda ndo se tem ideia do que codifica e por isso ndo foi
possivel fechar a descricdo do genoma completo da ICC45, como existe da Unica cepa
totalmente sequenciada e analisada de C. difficile 630. Por isso nesse estudo foi realizado
analises com genes especificos como locus de patogenicidade PalLoc, tcdB, slpA, gyrA, gyrB
que também proporcionaram o desenho das sequéncias dos primers utilizados na analise de
expressao génica relativa.

As analises independentes e dependentes do alinhamento confirmaram que o
genoma do nucleo e o genoma acessorio da cepa ICC45 diferem de outras cepas ST41
classificadas como Ribotipo 244 (RT244) (Tabela 3). Essas diferengas incluem o PaLoc e o
gene sIpA (Figura 10 e Figura 11). Estes loci sdo altamente polimdrficos e utilizados na
classificacdo de C. difficile. Em ambas as analises, a ICC45 ndo se agrupa com 0s outros
isolados ST41.

Tabela 3. Descri¢do genémica de isolados ST41 de diferentes origens e épocas.

Isolados clinicos ST Ribotipo Origem/Ano
LIBA-2811 41 NA Costa Rica/2003
Bl-14 41 UK244 USA/2004
Oxford 1307 41 NA Oxford/2008
Oxford 2287 41 NA Oxford/2009
CMO0028 41 UK244 UK/2011
C9427 WA0427 41 UK244 Australia/2011
ICC45 41 SLO231 Brasil/2014

Legenda: NA — néo foi realizada a PCR Ribotipagem
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Figura 10 - Comparacdo das sequéncias PaLoc dos isolados de ICC45 e ST41/RT244 de C.

difficile (LIBA-2811, BI-14, CM0028).
LIBA-2811_PaLoc

Bl-14_PalLoc

CM0028_PalLoc

ICC45_PalLoc

630_PalLoc

0.006

Legenda: Comparacdo das sequéncias PaLoc (I6cus de patogenicidade que contém 0s genes que
codificam as toxinas A e B de C. difficile) dos isolados de ICC45 (vermelho) e ST41/RT244 de C.
difficile (LIBA-2811, BI-14, CMO0028). Os alelos da cepa de referéncia C. difficile 630 foram incluidos
como outro grupo. Este I6cus PaLoc é altamente polimdrfico e utilizado na classificacdo de C.

difficile.
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Figura 11 - Comparacdo das sequéncias sIpA dos isolados de ICC45 e ST41/RT244 de C.
difficile (LIBA-2811, BI-14, CM0028, C9427).
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Legenda: Comparagéo das sequéncias sIpA (proteina de superficie A que auxilia na colonizagéo de C.
difficile na célula hospedeira) dos isolados de ICC45 (vermelho) e ST41/RT244 de C. difficile (LIBA-
2811, BI-14, CM0028, C9427). Os alelos da cepa de referéncia C. difficile 630 foram incluidos como
outro grupo. slpA ¢ altamente polimorfico e utilizado na classificagdo de C. difficile.

Semelhante as cepas NAP1/027, a cepa ICC45 possui tcdA, tcdB e ctdB. No
entanto, ndo apresenta a delecdo de 18 pb nem delecdo na posi¢do 117 caracteristicas no tcdC
das cepas NAP1/027.

Os padrd@es de restricdo tcdA obtidos para ICC45 e NAP1/027 eram idénticos. Em
contraste, observamos polimorfismos no fragmento B1 de tcdB, que inclui a regido catalitica
de TcdB, entre as cepas ICC45 e NAP1/027. Assim, o toxinotipo de 1CC45 (1Xb) diferiu do
obtido para cepas NAP1/027 (l11).

A toxina B da cepa ICC45 se assemelha as sequencias TcdB de cepas AB*. Em
geral, TcdB da cepa ICC45 apresentou maior identidade as sequencias TcdB de cepas que
induzem efeitos citopaticos variantes, como TcdB_8864 (95%) e TcdB_ST67 (100%), do que
as de cepas NAP1/027 (93%). Além disso, mostrou a inser¢ao na posicdo 311 em TcdB que

caracteriza as cepas variantes, mas ndo as cepas NAP1/027. Em consonancia com esta
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observacao, as regides de reconhecimento de substratos TcdB das cepas ICC45 e NAP1/027
mostraram apenas 62% da identidade e o dominio enzimatico de ICC45 se assemelhou
bastante as cepas de variedades TcdB variantes (TcdB 8864 e TcdB_ST67) como
demonstrado na Figura 12. Por outro lado, os dominios de ligacéo e autoproteoliticos de TcdB
das cepas ICC45 e NAP1/027 mostraram 95% de identidade.

Figura 12 - Alinhamento de sequéncias de residuos de aminoacidos de TcdB: i) TcdB
variantes das cepas de referéncia 1470 e 8864 e isolados clinicos das sequéncias tipos ST41 e
ST67 ii) TcdB de ST252 de MLST Clado 2.

Sequencia TcdB
Cepas 200 400 600 800 1.000 1.200 1.400 1.600 1.800 2.000 2.367
R2029-1 |
NAP1_FQRH1
NAP1_FQR2
NAP1_STO1
CR5809_ST252 | | o I {111
cr2811_ST41 [ PO 000 UMMM N [{A Il - i
cD_1470  [IF FWUTWIUANAC DOm0 OO ORI 0 A O O - |
cD_8864 |l HMLE RN EWSRMOIA D (I [ i I 1111 | A I [
1CC-45_ST41 ||\ MIERMME AVRMMIO 0B (I I ] [N I 1
CR5757_ST67 [ RN DR b I [ Wi (/B[

Legenda: Os blocos negros representam desentendimentos para a sequéncia TcdB da cepa R20291,
qgue foi selecionada como referéncia para o alinhamento. A caixa azul descreve a regido da
glicosiltransferase e a caixa verde mostra os dominios autoproteoliticos e de repeti¢do do receptor,
respectivamente.

Com relacdo a sensibilidade aos antimicrobianos, foi verificada que a concentracéo
inibitoria minima (CIM) das fluoroquinolonas para a cepa ICC45 foi inferior aos de CIM ja
registrados por cepas NAP1/027 (VARDAKAS et al, 2012).

As andlises das mutagGes em gyrA e gyrB foram realizadas manualmente por meio
da comparacdo do sequenciamento (WGS) da cepa ICC45 com o das cepas de referéncia C.
difficile 630 (fluoroquinolona sensivel) e R20291 (fluoroquinolona resistente). Portanto a
sensibilidade da cepa ICC45 as fluoroquinolonas concorda com a auséncia da transicdo
Thr82lle em gyrA que distingue das cepas NAP1/027. Nao foram detectadas mutagcdes em
gyrB, dado obtido por meio do sequenciamento da cepa.

Além disso, a cepa ICC45 foi resistente a ceftriaxona (> 32 pg/mL) e
clindamicina (8 pg/mL), mas sensivel a metronidazol (0,032 pg/mL), vancomicina (1
pg/mL), rifampicina (<0,002 pg/mL), moxifloxacina (2 pg/mL) e levofloxacina (2 pg/mL).
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A expressao das toxinas A e B quantificadas por meio de Western Blotting ap6s
24 horas de crescimento in vitro, demonstrou que a quantidade de TcdA nos sobrenadantes de
ICC45 e NAP4/014-020 foi bastante baixa. Em contraste, os niveis de TcdB na cepa ICC45
foram maiores do que em uma cepa NAP4/014-020. Foram detectadas altas concentracfes de
ambas as toxinas nos sobrenadantes NAP1/027 (LIBA5756) (Figura 13).

Figura 13 - Expressdo das toxinas A e B secretadas pelas cepas de C. difficile 1CC45,
NAP4/014-020 e NAP1/027 (LIBA5756).
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Legenda: Quantidade de toxinas secretadas pelas cepas. As proteinas de sobrenadantes bacterianos
obtidos ap6s 24 h de crescimento das cepas de C. difficile em caldo TYT anaerobiamente e que foram
concentradas e quantificadas por Western Blotting.

As analises de expressao génica relativa mostraram que 0s genes tcdA, tcdB e
tcdC ndo foram expressos pela ATCC 700057 (ndo toxigénica), enquanto a expressao tcdA foi
maior na cepa ICC45 do que na NAP1 LIBA5756 e NAP1 R20291 (p<0,006) (Figura 14), a
expressdo de tcdB também foi maior na cepa ICC45 do que na NAP1 LIBA5756 e NAP1
R20291 (p<0,0001), como demonstrado na Figura 15.
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Figura 14 - Expressédo génica relativa do gene tcdA das cepas de Clostridioides difficile.
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Legenda: ATCC 700057 (néo toxigénica) ndo expressou RNAm tcdA. Houve uma maior expressao de
tcdA por ICC45 e quando comparadas as cepas NAP1/027 teve diferenca significativa. Ndo houve
diferenca significativa de expresséo entre as cepas NAP1/027 R20291 e LIBA 5756.

ND = néo determinado

# resultado significativo quando comparado a ICC45

Figura 15 - Expressdo génica relativa do gene tcdB das cepas de Clostridioides difficile.
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Legenda: ATCC 700057 (ndo toxigénica) ndo expressou RNAm tcdB. Houve uma maior expressao de
tcdB por ICC45 e quando comparadas as cepas NAP1/027 teve diferenca significativa. Ndo houve
diferenca significativa de expresséo entre as cepas NAP1/027 R20291 e LIBA 5756.

ND = néo determinado

# resultado significativo quando comparado a ICC45

A expressdo relativa de tcdC foi maior na cepa ICC45 do que na NAP1

LIBA5756 e NAP1 R20291 (p<0,006), como representado na Figura 16.
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Figura 16 - Expressédo génica relativa do gene tcdC das cepas de Clostridioides difficile.
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Legenda: ATCC 700057 (ndo toxigénica) ndo expressou RNAm tcdC. Houve uma maior expressdo de
tcdC por ICC45 e quando comparadas as cepas NAP1/027 teve diferenca significativa. Nao houve
diferenca significativa de expressdo entre as cepas NAP1/027 R20291 e LIBA 5756.

ND = néo determinado

# resultado significativo quando comparado a ICC45

Os genes cdtA e cdtB ndo foram expressos pela ATCC 700057 (ndo toxigénica)
nem pela NAP1 LIBA5756, enquanto a expressdo cdtA foi maior na cepa ICC45 do que na
cepa NAP1 R20291 (p<0,003) e a expressao de cdtB também foi maior na cepa ICC45 do que
na cepa NAP1 R20291 (p<0,02), como demonstrado na Figura 17.
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Figura 17 - Expressdo génica relativa dos genes da toxina binaria cdtA e cdtB das cepas de

Clostridioides difficile.
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Legenda: ATCC 700057 (ndo toxigénica) e a cepa NAP1/027 LIBA5756 ndo expressaram RNAM
cdtA e cdtB. Houve uma maior expressdo de tcdA por ICC45 e quando comparadas a cepa NAP1/027
R20291 teve diferenca significativa.

ND = ndo determinado

# resultado significativo quando comparado a ICC45

ICC45 exibiu um aumento na expresséo de fliA (p<0,0001) em comparagdo com
NAP1 LIBA5756, NAP1 R20291 e ATCC 700057 (Figura 18). Os genes fliC e fliD nido
foram expressos por NAP1 LIBA5756, NAP1 R20291 e ATCC, apenas foram expressos por
ICC45 (Figura 19 e Figura 20, respectivamente).
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Figura 18 - Expressédo génica relativa do gene fliA das cepas de Clostridioides difficile.
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Legenda: A expressdo de RNAm fliA foi maior pela cepa ICC45 e quando comparadas as cepas
NAP1/027 e ATCC 700057 teve diferenca significativa. Ndo houve diferenca significativa de
expressao entre as cepas NAP1/027 R20291 e LIBA 5756 e ATCC 700057.

ND = néo determinado

# resultado significativo quando comparado a ICC45

** resultado significativo quando comparado a ATCC 700057

Figura 19 - Expressdo génica relativa do gene fliC das cepas de Clostridioides difficile.
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Legenda: Apenas a cepa ICC45 expressou RNAm fliC.
ND = ndo determinado
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Figura 20 - Expressédo génica relativa do gene fliD das cepas de Clostridioides difficile
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Legenda: Apenas a cepa ICC45 expressou RNAm fliD.
ND = ndo determinado

A expressdo de cwp84 foi maior na cepa ICC45 do que na NAP1 LIBA5756,
NAP1 R20291 e ATCC (p<0,0001). Ndo foram encontradas diferengas significativas na
expresséo entre NAP1 LIBA5756, NAP1 R20291 e ATCC, como demonstrado na Figura 21.

Figura 21 - Expressdo génica relativa do gene cwp84 das cepas de Clostridioides difficile.
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Legenda: A expressdo de RNAm cwp84 foi maior pela cepa ICC45 e quando comparadas as cepas
NAP1/027 e ATCC 700057 teve diferenca significativa. N&o houve diferenca significativa de
expressao entre as cepas NAP1/027 R20291 e LIBA 5756 e ATCC 700057.

ND = ndo determinado

# resultado significativo quando comparado a ICC45

** resultado significativo quando comparado a ATCC 700057

ICC45 também mostrou maior expressdo relativa de spoOA em comparagdo com

NAP1 LIBA5756, NAP1 R20291 e ATCC (p<0,0002), como representado na Figura 22.
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Figura 22 - Expresséo génica relativa do gene spoOA das cepas de Clostridioides difficile.
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Legenda: A expressdo de RNAm spoOA foi maior pela cepa ICC45 e quando comparadas as cepas
NAP1/027 e ATCC 700057 teve diferenca significativa. N&o houve diferenca significativa de
expressao entre as cepas NAP1/027 R20291 e LIBA 5756 e ATCC 700057.

ND = néo determinado

# resultado significativo quando comparado a ICC45

** resultado significativo quando comparado a ATCC 700057
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que 48% (23/48) das amostras de fezes diarreicas de
pacientes internados no Hospital Haroldo Juacaba do Instituto do Cancer do Ceara, durante o
periodo de maio de 2013 a novembro de 2014, foram positivas para presenca das toxinas A/B
por ELISA e/ou cultura do C. difficile.

Foram obtidos quatro isolados de C. difficile (17%, 4/23). A identificacdo
molecular das cepas isoladas ICC01, ICC05, ICC14 foi a mesma. Todas pertenciam ao
mesmo genotipo toxigénico NAP4 (tcdA+ e tcdB+), ribotipo 014/020 e toxinotipo XVIII.
Enquanto a cepa ICC45 representa um novo padrdo de macrorrestricdo PFGE (tcdA+, tcdB+,
cdtB+) e um novo ribotipo SLO231/UK [CE] 821.

A tipagem molecular é uma ferramenta essencial para monitorar infeccdes e surtos
de Clostridioides difficile nas instalacGes de saude, desempenhando um papel fundamental na
definicdo das mudancas regionais e globais nos tipos circulantes de C. difficile.

Os padrbes dos tipos de C. difficile que circulam na Europa (e globalmente)
continuam mal compreendidos, embora haja esforcos internacionais para entender esses
padrdes espaciais e temporais dos tipos de C. difficile e essa compreensao seja essencial para
investigar adequadamente os fatores de risco especificos para infecgdes por C. difficile (CDI)
e acompanhar a transmisséo de longo prazo (KNETSCH et al, 2013).

NAP4 (genotipo das cepas isoladas ICC01, ICCO05, ICC14) tem sido um gendtipo
comum para CDI associado a ambientes hospitalares, embora tenha se tornado menos comum
nos ultimos anos, ja que na maioria dos estudos a cepa hipervirulenta, NAP1, foi a mais
identificada (LIMBAGO et al, 2009; SEE et al, 2014). O ribotipo 014/020 esta amplamente
distribuido em todo o mundo e é um dos principais ribotipos que causa CDI na comunidade
europeia (BAUER et al, 2011; JANEZIC et al, 2012). O ribotipo 014 também foi descrito no
Brasil (BALASSIANO et al., 2009; SECCO et al., 2014, SILVA et al., 2015).

Diferentemente dos outros isolados, a cepa ICC45 pertence ao grupo de cepas
ST41 segundo analise de tipagem de sequéncia de Multilocus (MLST) sendo, portanto,
filogeneticamente relacionado com cepas NAP1/027/STOL1 e outras cepas pertencentes ao
MLST Clado 2 da linhagem hipervirulenta postulada por Griffiths et al. (2010).
Curiosamente, as cepas deste clado foram relatadas na Austrdlia (cepa DLL3110 da
RT244/ST41) (LIM et al, 2014) e recentemente na América Latina, conforme confirmado por
este estudo e pela descoberta de outras cepas dos tipos de sequéncia 41, 67, 154 e 252 em

hospitais da Costa Rica (dados ndo publicados).
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Os padroes de restricdo tcdA obtidos para ICC45 e NAP1/027 eram idénticos. Em
contraste, observamos polimorfismos no fragmento B1 de tcdB, que inclui a regido catalitica
de TcdB, entre as cepas ICC45 e NAP1/027. Assim, o toxinotipo de ICC45 (IXb) diferiu do
obtido para cepas NAP1/027 (I11). Toxinotipo IXb é o toxinotipo da cepa isolada na Australia
Ribotipo 244 e € semelhante a cepa de referéncia do toxinotipo IX nos principais fragmentos
B1 e A3 (regibes mais variaveis em tcdB e tcdA, codificando para o dominio catalitico e de
ligacdo, respectivamente). Essa distribuicdo adicional em subtipos, designada de 1Xa a IXd, é
baseada em Hindlll em RFLP da regido B2 do gene tcdB (JANEZIC et al, 2016).

Embora a cepa ICC45 ndo tenha algumas caracteristicas que tenham sido
associadas ao aumento da viruléncia da cepa epidémica NAP1/027, como dele¢do em tcdC,
superproducdo de toxinas e resisténcia a fluoroguinolonas, induz inflamacdo e estresse
oxidativo em niveis comparaveis aos induzidos por sobrenadantes de NAP1/027 (COSTA et
al, 2016). O desfecho fatal da paciente, juntamente com as respostas induzidas pela cepa
ICC45 no modelo de alca ileal murino (COSTA et al, 2016), sugerem que essa cepa possui
um aumento do potencial patogénico.

Uma possivel explicacdo para o aumento do potencial patogénico da cepa ICC45
no modelo de alca ileal é a producdo de uma TcdB variante. De fato, isolados de cepas TcdA-
/TcdB+, isto é cepas que produzem apenas toxina B e produzem uma toxina B variante,
causaram epidemias em varios paises asiaticos (COLLINS; HAWKEY; RILEY, 2013; DU et
al, 2014). Dois fatos importantes reforcam essa hipétese: (i) a toxina B recentemente foi
proposta como o principal fator de viruléncia na CDI e um fator primério para a inducdo de
respostas imunes e inflamatdrias inatas do hospedeiro (CARTER et al, 2015) e (ii) outros
isolados da MLST Clado 2 de sintese TcdB variantes, como a cepa australiana RT244/ST41
(LIM et al, 2014), foram associadas a doenca grave.

Especula-se que ICC45, mesmo produzindo menos TcdB do que as cepas
NAP1/027, cause lesdo inflamatoria semelhante a essa Gltima em modelo animal (Costa et al.,
2016) devido as variagdes no seu dominio de reconhecimento de substrato e dominio
catalitico. Foi relatado que TcdB variante modifica GTPases que ndo sdo glicosiladas por
outras TcdBs (CHAVES-OLARTE et al, 2003). Além disso, o impacto de diferentes
modificagcdes do substrato na patogénese de C. difficile foi explorado recentemente, uma vez
que se observou um padrdo mais amplo de glicosilagdo de GTPases por TcdB a partir de
cepas MLST Clado 2, como NAP1/027/ST01 e NAP1/019/ST67 (QUESADA-GOMEZ et al,
2016), este efeito pode ter um impacto diverso na resposta inflamatoria e no dano epitelial.
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Outro fator compartilhado entre cepas ICC45 e NAP1/027 é a produgdo de CDT.
Embora o papel da CDT ainda néo seja totalmente compreendido, recentemente descreveu-se
que as cepas TcdB negativas que abrigam CDT induzem CDI em um modelo de infeccdo
animal (CARTER et al, 2015), e essas cepas também tém uma viruléncia aumentada quando
comparadas as negativas para CDT (KUEHNE et al, 2014). De qualquer forma, é altamente
improvavel que a TcdA desempenhe um papel importante no aumento do potencial
patogénico observado na cepa ICC45 comparado a NAP1/027, uma vez que o isolado desse
estudo, produz baixas quantidades desta toxina.

O sequenciamento do genoma completo de patdgenos bacterianos atingiu uma
escala e confiabilidade de alto rendimento para definir com precisdo a histéria natural e as
estruturas populacionais globais das linhagens virulentas e epidémicas. Embora seu uso e
aplicacdo permanecam limitados a instalacdes selecionadas, dentre alguns fatores devido ao
alto custo, se tornard uma ferramenta importante para a vigilancia e epidemiologia de C.
difficile nos proximos anos (KNETSCH et al, 2013).

O genoma da cepa ICC45 consiste em aproximadamente 3 a 5% em elementos
genéticos moveis. A cepa 630, Unica cepa de C. difficile totalmente sequenciada e analisada,
indica que uma grande proporcao (11%) do genoma consiste em elementos genéticos moveis,
principalmente na forma de transposons conjugados. Esses elementos mdveis sdo
responsaveis pela aquisicdo por C. difficile de uma ampla gama de genes envolvidos na
resisténcia antimicrobiana, viruléncia, interacdo do hospedeiro e a producdo de estruturas
superficiais que mostram mdaltiplas adaptacGes para sobrevivéncia e crescimento dentro do
ambiente intestinal (SEBAIHIA et al, 2006).

Apesar de ter o sequenciamento completo da cepa ICC45 ele ainda ndo foi
completamente analisado. Foi realizada a analise de regides do genoma ou genes especificos
que tem maior significado na patogenicidade da doenca como as sequéncias PaLoc e TcdB
que foram extraidas manualmente do genoma para estudo comparativo com outras cepas e
dentre elas a cepa NAP1/027.

O PaLoc é um locus altamente polimorfico utilizado na classificacdo de C.
difficile, e em andlise comparativa das sequencias de PaLoc de ICC45 com as sequencias de
outras cepas pertencente ao ST41, a cepa ICC45 ndo se agrupa com 0s outros isolados ST41,
mostrando que por mais que pertenca ao mesmo grupo apresenta variacoes genéticas.

A exposicdo a antimicrobianos é um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de CDI (DePESTEL; ARONOFF, 2013). As cepas isoladas nesse estudo

apresentaram sensibilidade aos antibidticos de escolha para o tratamento dessa infecgéo,
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metronidazol e vancomicina, e resultados semelhantes foram relatados em outros estudos
(BALASSIANO et al, 2010; RODRIGUEZ-PARDO et al, 2013).

Vérias classes de antimicrobianos aumentam o risco de desenvolvimento de CDI,
como lincosamidas (clindamicina), cefalosporinas e fluoroquinolonas (OWENS et al, 2008;
BLONDEAU, 2009; DESHPANDE et al, 2013). ICC45 foi resistente a clindamicina o que
estd de acordo com outros estudos que relatam resisténcia a esse antibiético (OWENS et al,
2008; SECCO et al, 2014).

O uso de cefalosporinas de terceira geracdo como cefotaxime e ceftriaxona
também esta associado a um alto risco de desenvolvimento de CDI (OWENS et al, 2008;
BLONDEAU, 2009). Geralmente, os isolados de C. difficile sdo resistentes & maioria das
cefalosporinas (OWENS et al, 2008; CARROLL; BARTLETT, 2011). Nesse estudo ICC45
foi resistente a ceftriaxona.

Todas as fluoroquinolonas tém sido relacionadas a CDI, incluindo a
levofloxacina, moxifloxacina e ciprofloxacina. O aumento do risco associado a
fluoroquinolona foi concomitante com o aumento da incidéncia da cepa hipervirulenta de C.
difficile (BI/NAP1/027) e de outras cepas que carregam alto nivel de resisténcia a esse
antimicrobiano (OWENS et al, 2008; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009). A resisténcia
a fluoroquinolona € tipicamente atribuida a mutacdes em gyrA e gyrB. Uma mutacdo na
posicdo nucleotidica 82 (substituicio T—>1) em gyrA é a causa da resisténcia a
fluoroquinolonas na maioria das cepas europeias (ZHOU et al, 2014). Nesse estudo 1CC45 foi
sensivel a levofloxacina e a moxifloxacina resultado de acordo com a auséncia de mutacdes
em gyrA e gyrB também analisadas nesse estudo.

A analise da expressdo génica relativa de genes especificos para fatores de
viruléncia (tcdA, tcdB, tcdC, cdtA, cdtB, fliA, fliC, fliD, cwp84, spo0A) mostrou que a cepa
ICC45 teve uma expressdo elevada comparada as outras cepas estudadas ATCC 700057 e
NAP1/027 (R20291 e LIBA5756).

A capacidade de se adaptar de forma eficiente a uma ampla gama de mudancas
ambientais, especialmente a altera¢fes na qualidade nutricional, € uma caracteristica universal
no mundo bacteriano. Em muitas bactérias patogénicas, a adaptacdo a um ambiente alterado é
frequentemente associada a ativacdo da transcricdo de genes de viruléncia, portanto, muitos
genes de viruléncia sdo regulados por sinais ambientais e nutricionais sugerindo uma estreita
ligacdo entre metabolismo e viruléncia (BOUILLAUT et al, 2015).

A expressdo relativa dos genes das toxinas A (tcdA), B (tcdB), binaria (cdtA e
cdtB) foi mais elevada na cepa ICC45 do que nas cepas NAP1/027 (R20291 e LIBA5756).
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Entretanto a expressdo proteica das toxinas A e B foi mais elevada na cepa NAP1/027
(LIBA5756) que na ICC45. Bouillaut e colaboradores (2015) relatam que a expressédo dos
genes das toxinas é induzida, e as proteinas das toxinas se acumulam dentro da célula e sao
lentamente liberadas ao longo de varias horas. Dessa forma pode ser que as cepas NAP1/027
(LIBA5756) e ICC45 tenham uma cinética diferente de expressdo génica e liberacdo de
toxinas. Mais estudos comparativos da cinética da expressao génica e proteica das toxinas sao
necessarios para o esclarecimento dessa hipotese.

Em relacdo aos genes flagelares, o gene fliA foi expresso por todas as cepas mas
com uma maior expressdo pela cepa ICC45. O gene fliA controla a expressdo de genes
flagelares de fase tardia a partir do locus F1, como genes que codificam a flagelina, fliC, e a
proteina flagelar CAP, fliD. Os genes fliC e fliD s6 foram expressos por ICC45. Esses
resultados mostram varios padrdes de expressdo flagelar entre as cepas de C. difficile, o que
concorda com estudos que afirmam que a expressao flagelar € altamente variavel entre cepas
de C. difficile (ABT, MCKENNEY; PAMER, 2016). A alta expressdo por ICC45 dos genes
flagelares em estudo fliA, fliC e fliD pode estar relacionada com o nivel de viruléncia dessa
cepa. Estudos mostram que cepas mutantes que ndo possuem componentes da maquinaria
flagelar exibem a expressdo das toxinas desregulada e a correspondente alteracdo de
viruléncia in vivo, o que sugere uma ligacédo entre a expressao flagelar e a regulacdo da toxina
(AUBRY etal, 2012; ABT, MCKENNEY; PAMER, 2016).

Todas as cepas em estudo expressaram o gene cwp84. Cwp84 € responsavel pela
clivagem de SIpA, adesinas essenciais na colonizacdo e desenvolvimento da infec¢cdo por C.
difficile (JANOIR, 2016).

SpoOA é um fator de transcricdo que é ativo nos estagios iniciais da esporulagédo
em C. difficile e em outras bactérias esporulantes (PETTIT et al, 2014). Estudos indicam que
spo0A é expresso durante tanto o crescimento exponencial como o estacionario por C.
difficile. Todas as cepas em estudo expressaram 0 gene spoOA, tendo uma maior expressdo
por ICC45. Os esporos de C. difficile atuam na dinamica e persisténcia da infeccdo no
ambiente, pois os esporos de C. difficile sdo altamente resistentes a dessecagdo e podem
persistir em superficies por meses. Além disso, estudos in vitro demonstraram que as cepas
hipervirulentas esporulam mais do que cepas nao hipervirulentas. Essa taxa aumentada de
esporulacdo pode explicar, pelo menos em parte, a observacdo de taxas de recaida elevadas
associadas a cepas hipervirulentas, porque os pacientes sdo mais propensos a contaminar seu

ambiente local e, posteriormente, se infectam novamente (YAKOB et al, 2015).
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A alta expressdo génica relativa desses fatores de viruléncia por ICC45 pode ter
contribuido para a gravidade da doenca da paciente e explicar a lesdo tecidual e o processo
inflamatdrio semelhante a NAP1 em modelo animal, anteriormente descrito (COSTA et al,
2016).

Surgimento de novas cepas hipervirulentas demonstra que sd0 necessarios
métodos de vigilancia reforcada para monitorar a incidéncia de CDI, como a caracterizagéo
molecular das cepas de Clostridioides difficile circulantes, ressaltando a importancia de um
maior conhecimento da situacdo epidemioldgica desta infeccdo em unidades hospitalares
brasileiras a fim de informar estratégias de prevencdo adicionais as autoridades de salude
publica para evitar surtos de CDI, principalmente em pacientes de risco como 0s pacientes

com cancer.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem tecer conclusbes sobre o

isolamento uma nova cepa de C. difficile, em um hospital de oncologia.

- Uma das cepas circulantes detectada nesta unidade hospitalar, pertence ao gendtipo
toxigénico, NAP4 (tcdA+ e tcdB+) e ribotipo 014/020, comumente encontrado em outros
paises, como EUA e Europa assim como em outros estados aqui no Brasil. Esse gendtipo
também tem sido isolado tanto em casos de infeccdo hospitalar como em casos de CDI
associados a comunidade.

- Isolamento de uma nova cepa de C. difficile, com um novo padrdo de macrorrestricdo PFGE
e um novo padrdo de Ribotipagem, pertencente ao ST41 MLST Clado 2 das cepas
hipervirulentas, toxinotipo IXb e toxina B variante que induz um efeito citopatico distinto de
acordo com o seu fendtipo de viruléncia aumentado atribuido a linhagem MLST Clado 2;

- ICC45 apresentou sensibilidade aos antibidticos de escolha para o tratamento de CDI,
metronidazol e vancomicina, e apresentaram auséncia de resisténcia a fluoroquinolonas assim
como auséncia de mutacdes nos genes gyrA e gyrB que tipicamente atribui resisténcia a
fluoroguinolonas;

- O sequenciamento do genoma da cepa ICC45 e a expressdo génica relativa aumentada em
ICC45 de diversos fatores de viruléncia auxilia na compreensao da dinamica de infec¢bes por

novas cepas e cepas hipervirulentas de C. difficile.
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APENDICE A - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CORRELACAO ENTRE SINTOMAS GASTRINTESTINAIS, QUALIDADE DE VIDA E
PREVALENCIA DE INFECCAO PELO CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM PACIENTES DO
HOSPITAL HAROLDO JUACABA

Neste momento, vocé recebe um tratamento com remedios importantes para combater
as células do tumor que precisa ser combatido. Entretanto, estas medicacBes costumam
produzir lesdes na mucosa oral e intestinal, provocando sinais e sintomas como aftas, tlceras,
alteracdo do gosto dos alimentos, dor ao engolir, nduseas, vomitos, dor abdominal e diarréia,
além de diminuir o nimero das células responsaveis pela defesa do seu organismo, muitas
vezes prejudicando o andamento do tratamento e a sua eficacia e favorecendo infeccBes por
bactérias que podem se aproveitar da queda da imunidade.

O Hospital Haroldo Juacaba e a Universidade Federal do Ceara (UFC) promovem uma
pesquisa que pretende estudar e dimensionar a presenca de uma bactéria chamada Clostridium
difficile em pacientes tratados na instituicdo. Este microrganismo esta associado a presenca de
diarréia em pacientes com reducdo da capacidade imunoldgica e pode causar graves
consequéncias aos pacientes infectados.

Para tanto, vocé devera realizar coleta de fezes para que a pesquisa e a tipagem da
bactéria seja efetuada. Além disso, vocé respondera a perguntas relacionadas aos sintomas
que vocé esta sentindo e ao tratamento oncoldgico ao qual vocé esta sendo submetido. E
importante, para esta pesquisa, garantir que vocé recebera prontamente o tratamento para a
infeccdo caso a presenga da bactéria se confirme.

Sua identidade serd mantida em sigilo, sendo a divulgacdo dos resultados dos exames
totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo em ambiente académico com
proposito cientifico, sem qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes por outros
componentes da equipe de salde, exceto pelos responsaveis diretos por seu tratamento.

A sua participacdo devera ser voluntéaria e consciente. VVocé ndo receberd qualquer
pagamento por sua participacdo neste estudo. Em qualquer momento, vocé tera o direito de
desistir da pesquisa sem necessidade de dar explicagdes. A eventual desisténcia ndo acarretara
prejuizo ou discriminacdo quanto a manutengdo do seu tratamento
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APENDICE B — INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Questionario

Paciente n°: Data: /

1. Epidemiologia e tratamento oncologico

Paciente

Idade: SexooM oOF Prontuario Nascimento / /
Procedéncia: Estado:

Diagnostico: Estado ao Dx:

Data do diagnostico: / /

Cirurgia: o Sim o N&do Qual?

Data / /

Radioterapia o Sim o Nao  Regido:

Dose:

Data / /

Recebeu Quimioterapia? o Sim o Nao
Recebe quimioterapia atualmente? o Sim © Nao

o Adjuvante 0 Neoadjuvante 0 Radiossensibilizante

o Paliativa o Curativa

Regimes:

Adjuvante: Inicio: / / Fim / /
12 linha: Inicio: / / Fim / /
22 linha: Inicio: / / Fim / /
3?linha: Inicio: / / Fim / /

Hormonioterapia: o Sim o0 Nao

12 linha Inicio: / / Fim
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22 linha Inicio: / / Fim /
3?linha Inicio: / / Fim / /
Internado ? o Sim 0 Nao Quantos dias?

Antibidticos? o Sim o Nao Regime?

2- Sintomas atuais

1. Diarréia (grau):

ol o2 o3 o4

2. Dor Abdominal (grau):
ol o2 o3 o4

3. Nausea (grau):

ol o2 o3 o4

4. Vomito (grau):

ol o2 o3 o4

5. Mucosite oral (grau):
ol o2 o3 o4

6. Febre:

o Sim 0 Nao

7. Muco nas fezes

o Sim o0 Nao

8. Sangue nas fezes:

o Sim o Nao

9. Performance status

o0 ol o2 o3 o4

Quantos dias?
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3- Exames (se disponiveis):
Data: / /

Hemoglobina:
Leucdcitos:
Linfocitos:
Neutrofilos:
Plaquetas:
Ureia:

Creatinina;

4- QOutras informacodes

Comorbidades:

Diabetes:

Hipertensao:

Insuficiéncia Renal Cronica:
Insuficiéncia Coronariana:
DPOC:

AVC prévio:

IAM prévio:

Internacdo nos ultimos 30 dias:

o Sim
o Sim
o Sim
o Sim
o Sim
o Sim
o Sim

o Sim

o Nao

o Nao

o Nao

o Nao

o Nao

o Nao

o Nao

o Nao
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The epidemiology of Clostridium difficile infections is highly dynamic as new strains continue to emerge
worldwide. Here we present a detailed analysis of a new C. difficile strain (ICC-45) recovered from a
cancer patient in Brazil thar died from severe diarrhea. A polyphasic approach assigned a new PCR-
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ribotype and PFGE macrofestriction pattern to strain W0C-45, which is toxigenic (fedA®, tcdB* and
ctdB*) and classified as ST41 from MLST Clade 2 and toxinotype [Xb. Strain ICC-45 encodes for a variant
Tcd® thar induces a distinet CPE in agreement with its toxinotype. Unlike epidemic MAP1JO2T strains,
which are aleo classified to MLST Clade 2, strain ICC-45 is susceptible to fluoroquinolones and does not
overproduce toctins TedA and TedB. Howewver, supernatants from strain 10C-45 and a NAP1{027 strain
produced similar expression of pro-inflammatory cytokines, epithelial damage, and oxidative smress
response in the mouse ileal loop model. These results highlight inflammation and oxidative stress as
cormmon features in the pathogenesis of C. difficile Clade 2 strains. Finally, this work contributes to the
description of differences in virulence among various C. difficile strains.

Didative stress response

@ 2016 Elsevier Lid. All rights reserved.
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1. Introduction

Clostridium difficile is a strict anaerobic, spore-forming, toxin-
producing Gram-positive bacterium. This pathogen is the main
cause of nosecomial diarthea assocated with antibiotic use [1].
Most strains produce two enterotoxins with cytotoxic activity;
toxin A (TedA) and toxin B (TedB) In addition, a subset of strains
also synthesize an actin-ADP=ribosylating toxin known as binary
toxin (CDT) [2). Genes encoding TedA and TedB are located on a
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Clostridium difficile is a Gram-positive spore forming anaerobic bacterium and the main cause of
healthcare-associated diarrhea. This study aimed to perform the phenatypic characterization and mo-
lecular typing of Clostridium difficile isolates among patients at a cancer hospital in Brazil. During 18
maonths, 48 diarrheic fecal samples were collected, of these 48% were positive in either one or both of the
performed tests: detection of toxins AJB and culture. Clostridium difficile was recovered from four sam-
ples (17%). All strains carried toxin A and B genes, and the isolates belonged to FCR-nibotype 04020,
PGFE-type NAP4 and toedinotype XVIIL On the other hand, one isolate belonged to a novel PCR-ribotype,
and PFGE-type, likewise to toxinotype [Xb. The isolates showed susceptibility to metronidazole, van-
comycn and moxifloxacin, and were resistant to ciprofleccacin. Finally, the findings indicate high posi-
tivity berween the samples tested, suggesting an expressive importance of this infection, including
detection of a novel nbotype/PFGE-type of Clostridivm difficife, and show for the first time the detection
of community-associated Clostridium difficile infection (CA-CDI) in these patients in Mortheast Brazil
These data emphasize the importance to a better understanding of the epidemiological situation of this
infection in Brazilian hospitals.

© 2017 Published by Elsevier Led.

1. Introduction

owing to the presence of multiple CDI risk factors including pro-
longed hospitalization and exposure to multiple antibiotics and

Clostridium difficile is a strictly anaerobic, spore-forming, toxin-
producing Gram positive bacillus. Currently, it is the main cause of
healthcare associated diarrhea due to the use of antibiotic [1].

The major risk factors for the development of C. difficile infection
(CD1) include advanced age and exposure to healtheare institutions
and antimicrobial agents [1].

Patients with cancer can be particularly susceptible to €
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chemotherapeutic agents [23].

Chemotherapeutic agents can cawse CD] without concurrent use
of antibiotics, because alter the intestinal mucosa, causing inflam-
mation and necrosis, which are important factors that predispose
these patients to COL Methotrexate and 5-fluorouracil have been
commonly associated with CD1 [2,3]. Mareowver, these patients are
often immunosuppressed and frequently use broad spectrum an-
tibiotics, which can alter the gut microbiota [2-5].

Diarrhea is a frequent side effect of antineoplastic agents. In
cancer patients receiving chemotherapy, it is difficult to distin-
guish chemotherapy-associated  diarthea  from  antibiotic-
associated CD1 with that C. difficile infection can be neglected in
these patients, resulting in further compromise of general health



