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RESUMO

ANDRESSA ROSARIO DE AZEVEDO
DESAFIOS DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM Clostridioides difficile

Orientador: Eliane de Oliveira Ferreira

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovacdo no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Clostridioides difficile (antigo Clostridium difficile) € um bacilo anaerobio, formador de
esporos e gram-positivo que pode causar infec¢cdes nosocomiais em humanos e, por
isso, é considerado de importancia médica, além de ser o principal causador da colite
pseudomembranosa associada ao uso de antimicrobianos. As infec¢des por C. difficile
(CDI) estéo relacionadas ao uso de antibioticos, que leva a um estado de disbiose
intestinal e facilita a colonizacdo do patdgeno. As cepas virulentas de C. difficile séo
capazes de produzir toxinas, TcdA e TcdB, responsaveis por provocar inflamacéo e
promover a formagdo das pseudomembranas. Algumas cepas também produzem uma
terceira toxina, a binaria (CDT). Além disso, ha também cepas que ndo séo toxigénicas
e, embora ndo sejam capazes de produzir toxinas, conseguem de provocar a CDI por
meio de mecanismos de viruléncia adicionais. Com a pandemia da doenca do novo
coronavirus em 2019 (COVID-19), o uso de antibioticos de amplo espectro para
prevenir as infeccdes bacterianas nos pacientes internados aumentou bastante, e isto
pode levar ao aumento do ndmero de casos de CDI no Brasil e no mundo. Em 2011,
quase 500 mil casos de infeccbes e 30 mil mortes foram referidos a C. difficile nos
Estados Unidos. Na América Latina, os dados epidemioldgicos sobre a incidéncia e
prevaléncia da CDI sdo baixos, mas isto provavelmente se deve ao fato da pouca
vigilancia da doenca nos paises desta regido. Além disso, um estudo de meta-analise da
CDI realizado no ano de 2019 indicou que 15% dos casos de diarréia dos pacientes
hospitalizados estavam relacionados a infeccdo por C. difficile. Este aumento da
incidéncia e mortalidade da CDI, nos Estados Unidos, foi amplamente atribuido a cepa

epidémica NAP1/Bl do ribotipo 027, que é multirresistente, tem altas taxas de
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esporulacdo e producdo de toxinas. ApoOs a sua descoberta, outros ribotipos foram
identificados e atualmente existem cerca de 900 ribotipos; dentre eles estdo 0 RT133,
RT135 e RT106, mais comumente isolados no Brasil. Para o tratamento da doenca, é
recomendado o uso de dois antimicrobianos, metronidazol e vancomicina. Nos Estados
Unidos uma terceira droga também é indicada, a fidaxomicina, principalmente para
paciente com casos recorrentes da CDI. Devido ao aumento de casos da CDI e o
aumento da resisténcia dos ribotipos de C. difficile, o objetivo deste trabalho é analisar
0s genes de resisténcia a antimicrobianos presentes em C. difficile e 0s mecanismos de
resisténcia presentes nesse patdgeno. Para isso, serdo feitos estudos de dados
secundarios, através de uma revisdo da literatura cientifica do tipo narrativa, que
consiste em uma analise de artigos cientificos publicados sobre os mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos de Clostridioides difficile. Por se tratar de um
microrganismo multirresistente e com poucas opc¢des de drogas para o tratamento da
CDI, a demanda por novos tratamentos alternativos é necesséria. No entanto, o
entendimento dos mecanismos de resisténcia também se torna indispensavel, uma vez
que é a partir do conhecimento da metodologia de resisténcia das bactérias que se
entende como elas sobrevivem e como podemos combaté-las, auxiliando entdo no

desenvolvimento de novas terapias.

Palavras-chave: Clostridioides difficile; CDI; Resisténcia antimicrobiana.
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ABSTRACT

ANDRESSA ROSARIO DE AZEVEDO
DESAFIOS DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM Clostridioides difficile
Orientador: Eliane de Oliveira Ferreira

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovacdo no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Clostridioides difficile (formerly Clostridium difficile) is an anaerobic, spore-forming,
gram-positive bacillus that can cause nosocomial infections in humans and, therefore, is
considered of medical importance, in addition to being the main cause of
pseudomembranous colitis associated with the use of antimicrobials. C. difficile
infections (CDI) are related to the use of antibiotics, which leads to a state of intestinal
dysbiosis and facilitates the colonization of the pathogen. The virulent strains of C.
difficile are capable of producing toxins, TcdA and TcdB, responsible for provoking
inflammation and promoting the formation of pseudomembranes. Some strains also
produce a third toxin, the binary (CDT). In addition, there are also strains that are not
toxigenic and, although they are not capable of producing toxins, are able to provoke
CDI through additional virulence mechanisms. With the 2019 novel coronavirus disease
(COVID-19) pandemic, the use of broad-spectrum antibiotics to prevent bacterial
infections in hospitalized patients has increased significantly, and this may lead to an
increase in the number of CDI cases in Brazil and the United States. world. In 2011,
nearly 500,000 cases of infections and 30,000 deaths were referred to C. difficile in the
United States. In Latin America, epidemiological data on the incidence and prevalence
of CDI are low, but this is probably due to the lack of surveillance of the disease in the
countries of this region. In addition, an CDI meta-analysis study conducted in the year
2019 indicated that 15% of hospitalized patients' diarrhea cases were related to C.
difficile infection. This increase in CDI incidence and mortality in the United States has

been largely attributed to the NAP1/BI epidemic strain of ribotype 027, which is



multidrug-resistant, has high rates of sporulation and toxin production. After its
discovery, other ribotypes were identified and there are currently about 900 ribotypes;
among them are RT133, RT135 and RT106, most commonly isolated in Brazil. For the
treatment of the disease, the use of two antimicrobials, metronidazole and vancomycin,
is recommended. In the United States, a third drug is also indicated, fidaxomicin,
mainly for patients with recurrent cases of CDI. Due to the increase in CDI cases and
the increase in resistance of C. difficile ribotypes, the objective of this work is to
analyze the antimicrobial resistance genes present in C. difficile and the resistance
mechanisms present in this pathogen. For this, studies of secondary data will be carried
out, through a review of the scientific literature of the narrative type, which consists of
an analysis of published scientific articles on the mechanisms of resistance to
Clostridioides difficile antimicrobials. Because it is a multidrug-resistant microorganism
and with few drug options for the treatment of CDI, the demand for new alternative
treatments is necessary. However, understanding the mechanisms of resistance also
becomes indispensable, since it is from the knowledge of the resistance methodology of
bacteria that it is understood how they survive and how we can combat them, thus

helping in the development of new therapies.

Key-words: Clostridioides difficile; CDI; Antimicrobial Resistance



RESUMO PARA LEIGOS

ANDRESSA ROSARIO DE AZEVEDO

DESAFIOS DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM Clostridioides difficile

Orientador: Eliane de Oliveira Ferreira

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia
Paulo de Goées da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios para obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biol6gicas:
Microbiologia e Imunologia e aprovagédo no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

(No maximo 500 palavras e no minimo 150)

Clostridioides difficile (C. difficile) é uma bactéria que vive em areas hospitalares, mas
também pode ser encontrada no meio ambiente, por meio da agua, animais selvagens e
domesticos e fontes de alimentos como raizes consumiveis. Assim como nos, as
bactérias precisam se alimentar para sobreviver, entdo, quando ha a falta de nutrientes,
isto pode ameacar a sua sobrevivéncia. Além disso, outro fator que também pode
ameacar a sobrevivéncia das bactérias sdo os antibidticos, pois sdo medicamentos
especializados em matar esses seres vivos, como C. difficile. Quando C. difficile se
encontra em um ambiente com falta de nutrientes e presenca de antibidticos, para se
defender e evitar sua propria morte, C. difficile consegue entrar em um estado
adormecido, chamado esporo, e assim ficar protegido. Porém, quando a bactéria nota
que o ambiente esta seguro novamente, ela volta ao seu estado normal e ativo. C.
difficile pode infectar humanos e causar algumas doencas conhecidas como Infeccdo por
Clostridioides difficile (CDI), que podem variar desde uma diarreia leve até inflamac6es
mais graves no intestino. Nosso intestino abriga uma grande variedade de micrébios que
fazem bem ao nosso organismo, nos protegendo até mesmo de outras bactérias que
possam nos causar algum mal, como o C. difficile. Mas, quando estamos doentes com
alguma infeccdo e precisamos nos tratar com antibidticos, este medicamento mata nao
SO a bactéria ruim invasora, mas também aquelas que nos fazem bem e nos protegem.
Entdo, quando essas bactérias boas morrem, nosso intestino fica desprotegido e C.
difficile se aproveita dessa situacdo para causar doenca em humanos. Outro problema
relacionado a C. difficile € a sua capacidade de sobreviver em ambientes desfavoraveis
com a presenca de antibidticos sem precisar entrar no seu estado de dorméncia. Isto

pode acontecer porque esta bactéria pode ter um modo de resistir & presenca de
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antibidticos e assim ela ndo morre. Este fato pode ser bastante perigoso, pois se 0s
antibdticos sdo medicamentos especializados em matar bactérias e C. difficile consegue
sobreviver, serd muito desafiador tratar a doenca causada por essa bactéria no futuro.
Devido a esta procupagdo, muitos cientistas ja estdo estudando e desenvolvendo novos
medicamentos alternativos para tratar a CDI, porém, é importante entender como essa
bactéria consegue sobreviver na presenca de antibiéticos e como podemos combaté-la,
pois assim é possivel auxiliar ainda mais as pesquisas de desenvolvimento de novos

antibioticos.
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1. INTRODUCAO
1.1 Clostridioides difficile

Clostridioides difficile (antigo Clostridium difficile) ¢ um bacilo gram-positivo
anaerobio obrigatério e o agente causador de infeccdes de importancia médica, como a
diarreia e a colite pseudomembranosa associada principalmente ao uso de antimicrobianos
(Prete et al., 2019). Este patogeno é mais prevalente em ambientes hospitalares e esta
associado a surtos de infecgOes nesses locais, estando atualmente entre as cinco Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia a Satide (IRAS) mais importantes da medicina moderna (Suljagi¢
et al., 2020). Muito embora seja considerado um patégeno nosocomial, atualmente a taxa de
da CDI na comunidade vem aumentando, o que vem provocando um aumento na gravidade da
Infeccdo por Clostridioides difficile (CDI) na América do Norte e na Europa (Gupta e
Khanna, 2014; Rodriguez et al., 2016). Acredita-se que isto se deva ao seu isolamento em
diferentes fontes, como animais selvagens e domesticos, alimentos (tubérculos, carnes suina e
bovina) e meio ambiente como agua e solo (Bauer e Kuijper, 2015).

Existem inumeros fatores que propiciam a CDI, porém longos periodos de
hospitalizagdo, idade avancada (= 65 anos), uso de antimicrobianos, o uso de inibidores de
bomba de prétons, pacientes transplantados e imunocomprometidos representam o maior
grupo de risco (Rodriguez et al., 2016). Dentre os principais fatores de viruléncia desta
destacam-se a sua capacidade de produzir endoesporos e potentes enterotoxinas (TcdA, TcdB
e toxina binaria - CDT) e, de formar biofilme (Kuehne et al., 2010; Vuotto et al., 2018).
Cepas nao-toxigénicas também podem causar a CDI e estdo envolvidas em casos graves da
doenca, principalmente na comunidade, uma vez que apresentam fatores de viruléncia
adicionais (flagelo, enzimas, capsula, resisténcia a antibioticos e outros) que desempenham
funcbes importantes na colonizacdo e infeccdo do paciente, principalmente em individuos
oncologicos. (Martirosian et al., 2004; Camorlinga et al., 2019)

C. difficile foi descrito pela primeira vez em 1935 pelos pesquisadores Hall e O’Toole
(Hall e O'Toole, 1935 apud Rodriguez et al., 2016). Na época, a bactéria foi originalmente
nomeada como Bacillus difficilis, devido & dificuldade do seu isolamento, sendo caracterizada
como parte da microbiota intestinal normal de recém-nascidos saudaveis. Além disso, 0s
pesquisadores também observaram que este microrganismo era capaz de infectar e causar
doencas em animais; e isto provavelmente ocorria devido a producdo da exotoxina soltvel
(Chandrasekaran e Lacy, 2017). Mais tarde, em 1938, B. difficilis foi reclassificado para o

género Clostridium e recebeu uma nova nomenclatura aprovada pela Approved List of



Bacterial Names (Lista Aprovada de Nomes Bacterianos), passando a ser chamado entdo de
Clostridium difficile (Rodriguez et al., 2016).

O género Clostridium foi proposto pelo pesquisador Prazmowski em 1880 a partir da
espécie bacteriana Clostridium butyricum, atualmente conhecido como o grupo Clostridium
sensu stricto. Porém, com o passar dos anos outras espécies anaerobias, de forma bacilar,
gram-positivas e formadoras de esporos passaram a compor este género, inclusive o
Clostridium difficile (Lawson et al., 2016). Nos ultimos anos, por meio de estudos e analises
genéticas, C. difficile demonstrou ser filogeneticamente distante do cluster I do rRNA
clostridial e mais préximo ao cluster XI. Andlise de agrupamento, ou clustering, € uma
técnica que visa organizar 0S genes em grupos, ou clusters, de acordo com suas
caracteristicas, comportamentos e funcdes semelhantes. Esta metodologia tem grande
importancia até os dias de hoje, uma vez que teve uma grande contribuicdo para explicar a
funcdo de varios genes desconhecidos, na validacdo de descobertas de genes e na
interpretacdo de processos metabolicos (McLachlan, Bean e Ng, 2008). Apos esta analise
comparativa, Collins e colaboradores, em 1994, utilizaram anélises de sequéncias de genes da
subunidade 16S do rRNA de microrganismos para determinar a filogenia do género
Clostridium e a divisdo das espécies de clostridios em 19 grupos (clusters). Cada cluster
incluia varios géneros propostos e representaria um nivel de familia/taxon (Collins et al.,
1994). Posteriormente, outro estudo confirmou que grande parte desses clusters e espécies que
antes pertenciam ao género Clostridium tiveram sua taxonomia simplificada e, portanto,
foram realocadas para novos géneros (Galperin et al., 2016).

Segundo a publicagdo do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Manual de
Bacteriologia Sistematica de Bergey), que se baseia principalmente na analise da sequéncia da
subunidade 16S de rRNA, Ezaki e colaboradores propuseram que alguns microrganismos
pertencentes ao cluster XI fossem incluidos a uma nova familia: Peptostreptococcaceae. Isto
porque alguns estudos filogenéticos da cepa de Clostridium difficile ATCC 9689
demonstraram que este microrganismo pertenceria a familia Peptostreptococcaceae. Em
2013, Yutin e Galperin sugeriram que todos os microrganismos pertencentes ao cluster XI
fossem incluidos a um novo género chamado Peptoclostridium, mas devido a topologia das
arvores e a profundidade filogenética serem muito amplas, ndo seria possivel abranger um
Unico género. Porém, o nome da espécie Peptoclostridium difficile ndo foi bem aceito pela
comunidade cientifica, ja que isto levaria a uma alteracdo de todos os acrénimos relacionados
a doenga (CDI, CDAD, etc) e também comercialmente (kits de diagndstico). Em 2016,

Lawson e colaboradores, a partir de estudos filogenéticos com ferramentas da biologia



molecular evidenciaram que C. difficile e C. mangenotti, eram filogeneticamente distantes de
C. butyiricum e de outras espeécies pertencentes ao género Clostridium (Lawson et al., 2016).
Desta forma, foi proposto o nome Clostridioides (parecido com Clostridium) para albergar
estas duas espécies (Czepiel et al., 2019). Desta forma, a espécie hoje é reconhecida como

Clostridioides difficile.

1.2 Colite pseudomembranosa e a infeccdo por Clostridioides difficile (CDI)

A CDI é iniciada com episddios diarreicos e pode evoluir para um quadro de colite
pseudomembranosa (CPM) associada ao uso de antimicrobianos, que é causada pelas toxinas
produzidas pelo C. difficile e responsavel pela hospitalizacdo de pacientes (Brook, 2005). C.
difficile também pode provocar diferentes quadros clinicos em humanos, podendo ir desde
casos leves, como a diarreia, até casos mais graves como a CPM e o megacoélon toxico, este
altimo normalmente levando o paciente a Obito. Desta forma, a variacdo de condigdes
provocadas pela bactéria foi nomeada coletivamente de Infeccdo por Clostridioides difficile
(CDI) (Crobach et al., 2018). A CPM ¢ caracterizada como uma doenca inflamatoria grave
que afeta o revestimento interno do intestino grosso. As pseudomembranas sdo a caracteristica
principal deste quadro clinico, sendo definidas como uma camada de exsudato fibropurulento
constituido por células inflamatérias agudas e muco provindo de criptas inflamadas e em
erupcao (Tang, Urrunaga e von Rosenvinge, 2016; Salen e Stankewicz, 2021).

Acredita-se que a primeira vez que a CPM tenha sido descrita foi em 1893 por
Finney, quando uma mulher jovem realizou uma cirurgia gastrica para tratar uma ulcera
pildrica e depois de alguns dias apresentou um quadro de diarreia com sangue e hipotensao
progressiva, que a levou a 6ébito. Neste periodo inicial de descoberta da CPM, autopsias eram
realizadas para diagnosticar o caso, e apés a realizacdo do procedimento na jovem falecida,
foram encontradas pseudomembranas no colon intestinal. Alem disso, antes da introducdo da
antibioticoterapia, 0s pesquisadores da época pensavam que a CPM era causada
principalmente pela hipotensdo perioperatoria, que posteriormente poderia causar isquemia
(Counihan e Roberts, 1993). Porém, em 1952, Reiner e colaboradores sugeriram pela primeira
vez a relacdo entre a colite pseudomembranosa e o0 uso de antibidticos. Esta associacdo foi
feita, pois a doenca foi observada na necropsia de cinco pacientes, sendo que quatro destes
receberam tratamento com aureomicina e cloranfenicol (Reiner, Schlesinger e Miller, 1952
apud Goulston e McGovern, 1965). Alguns anos apdés este estudo, outros antibiéticos também

passaram a ser associados a colite pseudomembranosa, como a lincomicina, clindamicina,



ampicilina, tetraciclina, cefalosporina, quinolonas e cotrimoxazol (O’Connor, 1981 apud
Brunner et al., 1984

A partir destes achados, 0s pesquisadores inicialmente suspeitavam que o0
Staphylococcus aureus pudesse ser o principal causador da CPM, pois 0 microrganismo era
encontrado nas fezes dos pacientes e a vancomicina oral estava sendo amplamente utilizada,
uma vez que passou a ser aceita e disponivel em 1959. Sendo assim, os estudiosos realizaram
cultivos de S. aureus isolados de amostras de fezes de pacientes com diarreia associada ao uso
de quatro antibi6ticos e concluiram que este microrganismo poderia ser o responsavel por este
disturbio. No entanto, a partir de estudos realizados com fezes de pacientes com CPM, foi
percebido que S. aureus nao poderia ser o causador, pois esta bactéria ndo estava presente nas
fezes desses pacientes (Counihan e Roberts, 1993; Bartlett, 1994)

Na decada de 1970 foram relatados varios casos focados no isolamento de C.
difficile em diferentes pacientes hospitalizados, mas inicialmente o microrganismo ndo foi
associado como responsavel pelo quadro patogénico, pois acreditava-se que ele fazia parte da
microbiota intestinal de humanos, assim como foi suposto por Hall e O'Toole em 1935
(Gorbach e Thadepalli, 1975; Bartlett, 1994). Devido ao aumento do niumero de pacientes
hospitalizados e a presenca de C. difficile em alguns casos, varios estudos comecgaram a ser
feitos para avaliar o seu potencial patogénico, incluindo os primeiros experimentos utilizando
um modelo animal. Um dos resultados desses estudos demonstrou o efeito citopatico e
citotoxico em porquinhos-da-india e Hamsters causados pela presenca de toxinas. Nesta
época, os pesquisadores vincularam a producdo de toxina a um virus ndo cultivavel, porém
hoje acredita-se que talvez tenha sido o primeiro relato da descri¢cdo do efeito citopatico das
toxinas de C. difficile (Green, 1974; Rodriguez et al., 2016). Este dano causado pelas toxinas
da bactéria leva ao quadro diarreico e posterior desenvolvimento da CPM, que € caracterizada
por uma intensa resposta inflamatdria, morte celular, presenca de detritos nucleares e
deposicdo de fibrina, levando a formacgdo de placas esbranquicadas e que lembram uma
pseudomembrana na superficie das mucosas do célon intestinal (Farooq et al., 2015). A
associacao entre a colite pseudomembranosa e C. difficile ocorreu por volta de 1970 com o
aumento do uso de antibioticos de amplo espectro e quando Larson e colaboradores
identificaram a presenca de toxinas em amostras de fezes de pacientes que eram capazes de
provocar efeitos citopaticos nas células de cultura de tecidos. Ademais, um ano apos este
relato, foi comprovado que C. difficile era o microrganismo responsavel por esta toxina
(Kelly, Pothoulakis e LaMont, 1994).



Desta forma, com a relacdo de C. difficile, o uso de antimicrobianos e a colite
pseudomembranosa estabelecida, a espécie passou a ser associada a diferentes condicdes
clinicas em humanos, que, assim como citado anteriormente, podem variar desde uma diarreia
leve até casos mais graves da doenca, como a colite pseudomembranosa e o megacélon

toxico.

1.3 Clostridioides difficile - Toxinas

A CDI é causada principalmente por cepas toxigénicas e que produzem
enterotoxinas, TcdA (toxina A) e/ou TcdB (toxina B) que levam ao quadro clinico da doenca
e Cujos genes estdo presentes em uma regido denominada Locus de Patogenicidade (PaLoc)
(Figura 1). O PaLoc € uma regido gendmica que geralmente apresenta a mesma localizagdo no
cromossomo da espécie e no caso de cepas nao toxigénicas esta ilha gendmica é substituida
por uma regido nao codificadora muito bem conservada de 115 ou 75 kb (Saldanha et al.,
2020). Além de apresentar 0s genes das toxinas A e B, o PaLoc também é composto por trés
outros genes responsaveis pela regulagdo e expressdo das toxinas: tcdR, tcdE e tcdC. O gene
tcdR codifica um fator sigma de RNA polimerase e tem como funcéo a regulacéo positiva da
expressdo das toxinas. O tcdE é responsavel pela codificacdo de holina bacteriofagica (fago-
like), que auxilia a secrecdo das toxinas. Ja o tcdC é um gene que regula negativamente o
tcdR; e mutacdes relacionadas a este gene estdo ligadas a super expressdo e producdo das
toxinas A e B (Govind e Dupuy, 2012; Monot et al., 2015).

— fcdR — tcdB —_—tcdE = — fcdA _‘_

Regl_ll_ador Toxina B Proteina Toxina A Regula_dor
Positivo holina-like Negativo

Fonte: O autor

Figura 1 — Esquema da organizacdo do Locus de Patogenicidade (PalLoc) em cepas
toxigénicas de Clostridioides difficile. O gene tcdR tem como funcgdo a regular positivamente
a expressao de toxinas. O gene tcdB codifica a toxima B e o tcdA a toxina A. Ja o gene tcdE
codifica uma proteina do tipo holina e auxilia na secrecdo das toxinas. E o gene tcdC regula
negativamente o gene tcdR, portanto, afeta diretamente a expressao das toxinas, impedindo ou
ndo a sua expressao conforme a sinalizacéo celular.

As toxinas TcdA e TcdB sdo classificadas como toxinas do tipo AB, ou seja, ha

uma subunidade B que é responsavel ndo sé pela interacdo com a célula-alvo, mas também



realiza a entrega de uma subunidade A que possui agdo enzimatica e atua no citosol da célula-
alvo (Chandrasekaran e Lacy, 2017). Quanto ao mecanismo de agdo (Figura 2), TcdA e TcdB
apresentam dominios RHO e RAC glucosiltransferases (GTDs) na por¢do amino terminal e
catalisam uma reacdo de glicosilacdo, levando a inativacdo de RHO e RAC-GTPases da
célula hospedeira, que sdo proteinas reguladoras do citoesqueleto de actina das células
eucaridticas. Sendo assim, além de promover danos ao citoesqueleto, também leva a
dissociacdo das junc@es célula-célula nas células epiteliais do c6lon e, por consequéncia, ha a
perda da integridade da membrana das células epiteliais (Kuehne, 2010; Abt, McKenney e
Pamer, 2016). Além de conseguir atuar na célula hospedeira induzindo um processo
apoptotico por meio do processo de glicosilacdo, a toxina B também apresenta outro
mecanismo de agdo. Quando esta toxina se encontra em grandes concentracdes, ela pode
impulsionar um processo necrotico das células epiteliais por meio da montagem e ativagdo do
complexo NADPH oxidase (NOX), que leva a producdo de altos niveis de espécies reativas
do oxigénio (ROS), e isto ocorre de forma independente da atividade glicosiltransferase.
Sendo assim, por mais que as toxinas A e B tenham certa sinergia e tenham uma Otima
atuagdo no hospedeiro em conjunto, com TcdA agindo como uma enterotoxina e TcdB como
citotoxina, ambas atuam no hospedeiro separadamente e podem desenvolver no paciente a
CDI. Isto explica a existéncia de cepas que apresentam somente a toxina B e ainda assim sdo
capazes de causar a infeccdo e danos ao hospedeiro. (Chumbler et al., 2016; Mileto, Das e
Lyras, 2019). Quanto as cepas que apresentam somente a toxina A, isto ndo é tdo comum na
clinica. Porém, Monot e colaboradores identificaram pela primeira vez, em 2015, uma cepa de
C. difficile que era positivo para toxina A e negativo para toxina B. Segundo o0s
pesquisadores, é possivel encontrar este fenétipo de C. difficile (A+/B-), pois o PaLoc pode
apresentar tamanhos variaveis e pode estar localizado em regifes distintas do genoma. Desta
forma, pode haver um Paloc “mono-toxina”, que ¢ composto somente pelo gene tcdA ou
tcdB e explica a existéncia da cepa A+/B-. Além disso, Monot também sugere que o PalL.oc
classico que é conhecido hoje em dia (Figura 1) pode ser resultado da fusdo de dois PaLoc do
tipo “mono-toxina”, sendo caracterizado entdo como Paloc “bi-toxina” (Monot et al., 2015;

Janezic et al., 2020).
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Figura 2 — Esquema da atividade das Toxinas A e B de Clostridioides difficile. Primeiro, a
subunidade B das toxinas se liga ao receptor da célula epitelial (1) e as toxinas sdo entao
endocitadas (2) e internalizadas (3). Em seguida, ocorre a acidificagdo do endossomo (4),
resultando uma mudanca conformacional e inser¢do da toxina na membrana para ocorrer a
liberacdo da subunidade com ac¢do enzimatica no citosol (5). Por fim, a subunidade A da
toxina é liberada para o citosol da célula e realiza um processo de glicosilacédo e inativacdo de
RHO e RAC GTPase da celula hospedeira (6), promovendo a perda das juncgdes tight e
afetando a integridade da membrana das células epiteliais (7).

Além das toxinas TcdA e TcdB, C. difficile ainda pode produzir uma terceira toxina,
a toxina de transferasebinaria de C. difficile (CDT). A CDT pertence a familia de toxinas
ADP-ribosilante de actina que promove a despolimerizacdo da actina e induz a formacdo de
saliéncias a base de microttbulos, além de ser produzida por um grupo restrito de cepas desta
bactéria que geralmente estdo associadas a quadros mais graves da CDI e também a cepa
epidémica BI/NAP1 RT027 (Abt, McKenney e Pamer, 2016). Esta toxina é composta por
duas subunidades, sendo uma enzimética (CdtA) e a outra um componente de ligacdo (CdtB).
As subunidades da toxina sdo codificadas pelos genes cdtAe cdtB, que estdo localizados
proximos a um gene que codifica uma proteina regulatoria (cdtR) dentro do locus CDT
(CDTLoc) (Figura 3) (Pilate et al., 2016), mas fora do PaLoc. Quanto ao mecanismo de acao
(Figura 4), a subunidade CdtB se liga na célula hospedeira e, é responsavel por formar poros
em endossomos acidificados da célula, além de permitir a passagem de CdtA para o citosol.
Quando presente neste ambiente, a CdtA, que é uma ribosil-transferase, é capaz de ribosilar a
actina presente na célula hospedeira, levando a uma interferéncia na polimerizacdo destes
filamentos subjacentes a membrana celular, resultando em protrusdes celulares. Essas
protrusdes celulares sdo compostas por microtubulos e formam uma espécie de rede na
superficie das células epiteliais, permitindo um aumento da aderéncia de C. difficile a estas

células. Além disso, outra consequéncia relacionada a despolimerizacdo da actina provocada



pela toxina CDT é o redirecionamento da fibronectina e de outras proteinas da matriz
extracelular, do lado basolateral da membrana das células para o lado apical, onde facilitam a

ligacdo de C. difficile (Aktories, Schwan e Jank, 2017).
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Figura 3— Esquema ilustrativo da organizacdo do Cdt Locus de Clostrididoides difficile. O
Cdt Locus apresenta o gene cdtR, um regulador positivo que controla a expressao de cdtA e
cdtB. E também os genes cdtA e cdtB que codificam, respectivamente, a subunidade
enzimatica A e a subunidade de ligagao B.

Fonte: O autor
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Figura 4 — Atividade da toxinatransferase binaria de Clostridioidesdifficile (CDT). A
subunidade B da toxina binaria se liga ao receptor celular (1) e, € endocitado (2). Em
seguida, ocorre a acidificacdo do endossomo (3) e assim a subunidade B consegue induzir
a formacéo de poros (4), permitindo entdo a translocacdo da subunidade A para o citosol
(5). A subunidade A atua ribosilando os filamentos de actina (6) e promove a
interferéncia na polimerizacdo das mesmas (7), resultando em protrusdes celulares que
aumentam a aderéncia da bactéria a célula hospedeira (8).

1.4 Antibidticos e Microbiota Intestinal
A relagdo entre a ocorréncia colite pseudomembranosa e o uso de antibioticos de

amplo espectro, como a clindamicina e a lincomicina, ocorreram pela primeira vez por volta
de 1970 quando foi visto que o uso dessas drogas além de provocar diarreia também provocou

colite pseudomembranosa em alguns pacientes. Outro fato que merece destaque aconteceu em



1977, quando Larson e colaboradores relataram a presenca de toxinas em fezes de pacientes
que apresentavam a colite pseudomembranosa. No entanto, apenas em 1978, passou a ser
associada a diarreia e a colite associada ao uso de antimicrobianos (clindamicina) (Bartlett et
al., 1978). Em 1979, George e colaboradores formularam um meio seletivo e diferencial, a
base de cicloserina-cefoxitina-frutose-agar (CCFA), que facilitou ndo somente o isolamento
deste microrganismo, mas também a sua caracterizacdo. O CCFA consiste em uma base
nutritiva com peptonas animais, frutose, vermelho neutro e, ainda dois antibidticos (cefoxitina
e cicloserina) em concentraces que selecionem o C. difficile e inibem o crescimento de
outras bactérias da microbiota intestinal. Neste meio de cultura, a morfologia colonial de C.
difficile lembra “vidro quebrado” (George et al., 1979). Apés o isolamento e caracterizacao da
espécie é que houve uma comprovagdo quanto a associacdo entre C. difficile, a colite
pseudomembranosa e 0 uso de antibidticos de amplo espectro (Larson e Price, 1977; Kelly,
Pothoulakis e LaMont, 1994).

Os tratamentos com antibidticos sdo capazes de induzir um processo de
desequilibrio da comunidade microbiana intestinal, denominada dishiose, e acarretar o
desenvolvimento de doencas inflamatorias e infecgdes intestinais com mais facilidade, uma
vez que a comunidade microbiana tem um papel fundamental na manutencdo da homeostase
do organismo (Theriot e Yong, 2015; Belizario e Faintuch, 2018). Estima-se que cerca de 10 a
100 trilhdes de microrganismos coexistam com o0 organismo humano, sendo a maior
comunidade destes microrganismos residente do trato gastrointestinal. Tal comunidade de
microrganismos é denominada de microbioma intestinal. O microbioma intestinal tem uma
grande importancia na satde e bem-estar humano e, isto se deve ao fato de os microrganismos
pertencentes a este nicho estarem relacionados a diversas atividades metabdlicas e bioldgicas,
como por exemplo, obtencdo de energia, producédo de fatores de crescimento, estimulacdo do
sistema imunoldgico e até mesmo na resisténcia a colonizagao de outros microrganismos que
possam ser prejudiciais a nossa saude, e apresentam um potencial patogénico (Wortelboer,
Nieuwdorp e Herrema, 2019). Desta forma, ao mesmo tempo em que 0 microbioma de um
determinado individuo esta relacionado a manutencdo da salde do organismo, uma alteracao
na comunidade microbiana também pode afetar a saide e estabelecer doengas. A disbiose é
caracterizada por uma alteracdo na funcdo e composicdo da microbiota, sendo causada por
fatores externos (ambientais) ou até mesmo a partir do proprio hospedeiro (Ooijevaar et al.,
2019). Sendo assim, a relacdo do aumento do uso de antibiéticos de amplo espectro na década
de 1970 e o aumento do nimero de casos de pacientes com quadro de CPM associados a C.

difficile é explicada devido a estas alteracdes causadas pelos antibioticos, que atuam na morte
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celular das bactérias e assim perturbam a sua composicdo, gerando entdo um ambiente
propicio para a germinacdo dos esporos de C. difficile e multiplicacdo do mesmo para que
assim consiga causar a infeccdo (Burdet et al., 2018; Saha et al., 2019).

A disseminacéo e transmissédo de C. difficile ocorre a partir da aquisi¢cdo dos esporos
atraves da contaminacéo fecal-oral. Os esporos sdo formas de dorméncia das bactérias que sao
altamente resistentes as condi¢des ambientais desfavoraveis, seja por falta de nutrientes ou até
mesmo a presenca de desinfetantes e antimicrobianos (Zhu, Sorg e Sun, 2018). A aquisicdo
destes esporos pode ocorrer ndo s6 dentro dos hospitais entre pacientes internados, mas
também na comunidade, por meio da agua, animais selvagens e domésticos e fontes de
alimentos como raizes consumiveis (Rainha et al., 2019). Desta forma, os esporos tém um
papel fundamental como meio de transmissdo, uma vez que as células vegetativas, a forma
metabolicamente ativa das bactérias, sdo anaerobias obrigatdrias e estdo suscetiveis ndo so a
acdo do oxigénio fora do hospedeiro, mas também a acidez do estbmago (Deakin et al., 2012).
Uma vez dentro do hospedeiro, 0s esporos somente vdo germinar a partir da deteccdo da
presenca de acidos biliares primarios do figado, como o taurocolato. Isto ocorre devido a
presenca de receptores “germinantes” como o CspC que ¢ sensivel aos acidos biliares e 0
responsavel por induzir o processo de germinacgdo dos esporos (Francis et al., 2013). A partir
deste sinal, uma cascata proteolitica é induzida, resultando na degradacdo do peptidoglicano
do esporo e posterior liberacdo de acido dipicolinico de célcio e reidratacdo do esporo,
promovendo, portanto, o crescimento abundante das células ainda na forma esporular. Vale
ressaltar que a capacidade de crescimento e colonizacdo dos esporos estd diretamente
relacionada com a microbiota do hospedeiro e seu metaboloma associado. Sendo assim, as
mudancas provocadas na microbiota pela acdo dos antibidticos estdo envolvidas na geracéo de
um ambiente propicio a infecgdo por C. difficile (Smits et al., 2016).

Diferente dos sais biliares primarios, os sais biliares secundarios estdo relacionados
Sendo assim, a presenca de sais biliares primarios € o que vai facilitar a germinacdo dos
esporos de C. difficile especificamente no ileo, evitando entdo a germinacdo destes esporos
fora do intestino delgado (Lawler, Lambert e Worthington, 2020). Além dos sais biliares
primarios, para que ocorra a germinacgéo dos esporos de C. difficile também é necessaria a
presenca de um co-germinante, o aminoacido glicina (Shrestha e Sorg, 2018). Outros
aminoacidos também podem atuar como co-germinantes, porém estes ndo tém uma atividade

maior do que a glicina e isto também ira depender da cepa de C. difficile.
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Antes da germinacdo dos esporos, estas células conseguem se aderir a mucosa
intestinal e podem executar um papel importante ndo sé na persisténcia dos esporos de C.
Difficile em individuos saudaveis, mas também no aumento de chance da reicidiva da CDI
(Paredes-Sabja e Sarker, 2012). Outro fator que também pode influenciar a patogénese da
CDI ¢ a sinalizagdo celula-célula (quorum sensing), que, segundo Darkoh e colaboradores,
este mecanismo tem relacdo direta com a sintese de toxinas e explica a histéria natural da
infeccdo (Darkoh et al., 2015). Quanto a producdo de toxinas, esta bem estabelecido que o
nivel de sintese destas proteinas é influenciado pelas condi¢cdes de crescimento e mudancas
ambientais. Dentre as condi¢cGes ambientais, 0s sinais nutricionais sd0 0S que mais se
destacam. Concentracdes limitadas de biotina ou altos niveis de acidos graxos de cadeia curta
sdo conhecidos por aumentar a produgdo de toxinas. J& acucares que sdo rapidamente
metabolizaveis e determinados aminoacidos sdo capazes de reduzir bastante a sintese de
toxinas. A temperatura também pode ter certa influéncia, sendo 37°C a temperatura 6tima
(Martin-Verstraete, Peltier e Dupuy, 2016). Alguns antibiéticos sdo capazes de aumentar a
producdo de toxinas, no entanto, isto vai depender de qual cepa e antibidticos se trata, ja que a
resposta especifica a droga varia bastante entre as cepas (Gerber et al., 2008; Moradi et al.,
2020). Desta forma, a liberacdo e atuacdo das toxinas sdo fatores fundamentais para o

desenvolvimento da CDI.

1.5 Os Antibidticos
1.5.1 Tratamento da CDI

Segundo o guia mais recente de diretrizes de praticas clinicas, publicado em 2017
pela Sociedade de Epidemiologia de Saude da América (IDSA) e pela Sociedade de
Epidemiologia de Saude da América (SHEA), para tratamento da CDI em pacientes que
apresentam o primeiro episodio da doenga, & recomendado primeiramente o uso de
vancomicina oral e fidaxomicina para casos moderados em adultos (Oksi, Anttila e Mattila,
2020). Antes da publicacdo deste guia de diretrizes de 2017, o metronidazol era a droga
indicada para compor a linha de frente do tratamento de casos leves a moderados da CDI. No
entanto, este medicamento foi rebaixado de tratamento principal para um tratamento
alternativo, sendo seu uso recomendado somente quando a vancomicina ou a fidaxomicina
ndo estiverem disponiveis, ou quando a epidemiologia do patégeno ndo é bem conhecida em
um dado pais. Esta orientacdo para uso da vancomicina e fidaxomicina como prioridade ao
invés do metronidazol ocorreu baseado em estudos que mostram uma maior taxa de cura e

menor taxa de recorréncia de ambas as drogas comparadas ao metronidazol (Okumura et al.,
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2020). O C. difficile produz esporos e isto pode facilitar a recorréncia da doenca, entdo, para
casos de CDI recorrente, estudos recomendam fortemente o uso da fidaxomicina, que
demonstrou ser eficiente principalmente em pacientes idosos, com comorbidade grave e/ou
aqueles que apresentam anticorpos séricos baixos para as toxinas produzidas por C. difficile
(Ooijevaar et al., 2018).

Por mais que o uso do metronidazol ndo seja mais adotado como medida preventiva
principal, no Brasil, esta droga ainda é aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) como tratamento para a doenca provocada por C. difficile (Ministério da
Saude, 2021). Ja em relacdo a fidaxomicina, até 0 momento, a mesma ndo foi licenciada pela
ANVISA e, portanto, ndo esta disponivel para uso no territério brasileiro.

Nos altimos 15 anos houve um grande aumento dos casos de CDI devido ao
aparecimento de uma cepa epidémica que em um periodo curto de tempo se espalhou pela
América do Norte e Europa apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade. Esta cepa
foi responsavel por causar varios surtos em ambientes hospitalares em todo o mundo e foi
denominada NAP1/BI do ribotipo 027, e sua grande prevaléncia se deve ao fato desta cepa ser
hipervirulenta, com alta producéo de toxinas e producdo de esporos, além de ser resistente
fluoroquinolonas e apresentar risco de recorréncia da CDI em pacientes que sofreram com a
doenca anteriormente (Spigaglia, Mastrantonio e Barbanti, 2018; Kuenzli et al., 2020). A
resisténcia a fluoroquinolonas (FQR) foi desenvolvida principalmente por conta do uso
indevido excessivo desse antibiotico. Um estudo da sequéncia do genoma de uma colecdo
global de isolados realizado por He e colaboradores indicou a presenca de duas linhagens
geneticamente diferentes, FQR1 e FQR2, ambas responsaveis pela epidemia provocada pela
cepa epidémica do ribotipo 027 e com mutagdes iguais na subunidade A da DNA girase
(gyrA) (Johanesen et al., 2015). As duas linhagens epidémicas apresentaram um padrdo de
disseminacdo global diferente, sendo a FQR1 bastante responsavel por surtos nos Estados
Unidos e a FQR2 se espalhou amplamente na Europa. Por mais que a resisténcia a
fluoroquinolonas seja bastante atribuida as cepas do ribotipo 027, outros ribotipos de C.
difficile também sdo resistentes (He et al., 2013; Johanesen et al., 2015). Durante os ultimos
15 anos o numero de casos da CDI ainda vem aumentando bastante e isto se deve ao
aparecimento da cepa epidémica, que em um curto periodo de tempo se espalhou rapidamente
pela América do Norte e Europa apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade
(Spigaglia, Mastrantonio e Barbanti, 2018). No Brasil, os dados epidemioldgicos disponiveis
quanto ao nimero de casos da CDI, ribotipos e susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas

de C. difficile sdo bem escassos, especialmente quando se trata de unidades hospitalares
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(publica e privada). Por mais que a cepa epidémica NAP1/027 ndo tenha sido isolada no
territorio brasileiro até o momento, outros ribotipos estdo em circulagdo no pais e sdo
reconhecidos como a principal causa de diarreia associada ao uso de antimicrobianos, como:
RT014, RT043, RT046, RT106, RT132, RT133, RT134, RT135, RT136, RT142, RT143 e
RT233. O namero de registros de isolamento e caracterizacdo de C. difficile no Brasil tem
aumentando bastante nos ultimos anos, mas ainda sim a quantidade de informacg6es sobre as
cepas circulantes é bem baixa (Trindade, Domingues e Ferreira, 2019).

A técnica de tipagem tem um papel importante para auxiliar na definicdo de
linhagens celulares e também ajuda a tracar ligacGes epidemiolégicas. No caso de C. difficile,
0 metodo mais comum é a PCR-ribotipagem, no qual as regides espacadoras intergénicas
(ISR) entre os genes 16S e 23S de rRNA sdo amplificadas e o padrdo de bandas é usado para
classificar em ribotipos. Ate 0 momento, segundo o Banco de Dados da Rede de Ribotipagem
de C. difficile (CDRN) no Reino Unido, ha mais de 600 ribotipos identificados e espalhados
pelo mundo e a epidemiologia da espécie parece estar relacionada ndo somente a area
geografica, mas aos critérios de uso de antimicrobianos de cada pais (Imwattana et al., 2019;
Seth-Smith et al., 2021). Além disso, o aparecimento de casos da CDI fora do ambiente
hospitalar levou alguns estudos a propor a existéncia de reservatérios de C. difficile na
comunidade, incluindo humanos, animais (domésticos e de producdo), fontes de alimentacéo
de animais e meio ambiente; e isto pode colaborar ainda mais com a disseminagdo deste
patdgeno (Fu, Luo e Grinspan, 2021).

Desta forma, muitos surtos de C. difficile tém ocorrido ao redor do mundo levando a
gastos exorbitantes para o sistema de salde. Devido a isso, muitos tratamentos alternativos
vém sendo desenvolvidos, como o uso de novos farmacos, o transplante fecal e até mesmo
fitoterapicos (Aljarallah, 2017; Roshan, Hammer e Riley, 2018). O primeiro relato de uso do
transplante fecal na medicina moderna foi no ano de 1958 realizado por Eiseman como
tratamento auxiliar para colite pseudomembranosa induzida por antibidticos (Luz e Waizbort,
2020). Até o ano de 2010 quase ndo houve relatos publicados sobre a técnica de transplante
fecal, porém, a partir deste mesmo ano, a pratica se tornou bastante reconhecida como uma
terapia eficaz para alguns casos de CDI (Liubakka e Vaughn, 2016). O transplante fecal
consiste na restauracdo da microbiota intestinal que passou por um processo de disbiose a
partir de um doador que possui uma microbiota considerada saudavel. Sendo assim, este
processo é realizado por meio da transferéncia dos microrganismos presentes nas fezes do
doador saudavel para o paciente com CDI e que ndo responde ao tratamento convencional por
antibiotico (Seekatz et al., 2014).
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1.5.2 Susceptibilidade a Antimicrobianos

Segundo o Centro Europeu para Prevencdo e Controle de Doencas (ECDC), dentre
as infeccBes relacionadas a assisténcia a salde, as infec¢des gastrointestinais sao um dos tipos
frequentemente reportados, sendo Clostridioides difficile representando quase 50% dos casos
indicados, podendo ser considerado o principal causador da diarreia associada ao uso de
antimicrobianos (ECDC, 2013). Apesar de certas classes de antimicrobianos estarem mais
associadas a CDI, todas as classes de antibiéticos podem induzir a CDI. Isto porque eles
podem promover um desequilibrio na microbiota intestinal do individuo e, esta perturbacdo
gera um ambiente propicio para a colonizacdo e proliferacdo de C. difficile. Sendo assim, ter
resisténcia a varios agentes antibidticos pode representar uma vantagem seletiva
importantissima para C. difficile, j& que promoveria um aumento da sua sobrevivéncia no
ambiente e, consequentemente, garantiria uma melhor propagacdo no hospedeiro (Spigaglia,
Mastrantonio e Barbanti, 2018).

A presenga de mecanismos de resisténcia antimicrobiana confere vantagem a C.
difficile e dificulta o tratamento da CDI, j& que a bacteria ndo seria afetada pelos antibidticos
utilizados no tratamento que tem o objetivo de eliminar o microrganismo (Sholeh et al.,
2020). No entanto, mesmo com a existéncia de cepas resistentes, ainda é recomendado o0 uso
de antibioticos para o tratamento da CDI, como o metronidazol, vancomicina e fidaxomicina
em alguns paises (Debast et al., 2014). Como ja mencionado, nos paises onde a epidemiologia
da doenca é conhecida, 0 metronidazol ndo é mais utilizado. Isto porque ja existem ribotipos
mais resistentes a estas drogas, principalmente aqueles isolados de animais, como o0 RT106 e
RTO010 (Manthey, Eckmann e Fuhrmann, 2017; Rainha et al., 2019).

Geralmente, a susceptibilidade de C. difficile a antimicrobianos € definida de duas
maneiras: antibioticos relacionados ao tratamento da CDI (metronidazol, vancomicina e
fidaxomicina); e antibidticos relacionados a provocar a infecc¢do, ou seja, aqueles que podem
induzir a disbiose e iniciar a cascata de germinacgao dos esporos e colonizacao da bactéria. No
entanto, por mais que grande parte dos antibiéticos tenha potencial para causar a CDI, 0s
principais grupos de antimicrobianos que apresentam maior risco para provocar a doenca sao
clindamicina, cefalosporinas e fluoroquinolonas (Bignardi, 1998; Peng et al., 2017). Com a
ciéncia da problematica da resisténcia, a reducdo do uso indevido destes antibidticos que
causam risco demonstrou ser eficaz na reducdo de casos de CDI nos hospitais, principalmente
nas infeccdes provocadas pelas cepas multirresistentes e epidémicas. Porém, mesmo com o

cuidado na administracdo destas drogas, o risco de aquisicdo de CDI permanece alto
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principalmente apos o tratamento com clindamicina e cefalosporinas (Lawes et al., 2017). As
fluoroquinolonas também séo uma classe de antimicrobianos que nos Gltimos anos passaram a
ser ndo s6 associadas ao aumento de casos da CDI, mas também com o aumento da incidéncia
do ribotipo 027. A partir de estudos para entender este caso, foi descoberto que este ribotipo
epidémico apresenta um alto nivel de resisténcia a fluorogquinolonas, além de estar
relacionado a grandes surtos na América do Norte e na Europa (McDonald et al., 2005;
Redmond et al., 2019).

A partir do surgimento da NAP1 RT027, politicas de controle da administracdo de
antimicrobianos e também de métodos para tratamento da CDI passaram a ser adotadas e
cobradas, resultando em uma diminuicdo significativa de casos da CDI provocadas por este
ribotipo. No entanto, por mais que estes procedimentos tenham resultado em um cenario
melhor, a RT027 ainda € um grande problema em diversos paises, pois além de ser
multirresistente, este ja foi isolado no mundo todo, com exce¢do do Brasil (Muto et al., 2007).
Além disso, a problematica causada pela CDI ndo se limita somente ao ribotipo 027. Por mais
que o RT027 tenha se disseminado mundialmente, outros ribotipos de C. difficile também ja
foram responsaveis em provocar outros surtos, como RT078, RT106, RT014/20. Porém a
resisténcia as fluoroquinolonas, antibiético amplamente utilizado nos EUA, trouxe uma
caracteristica a este ribotipo que possibilitou a sua rapida disseminacdo para outros paises.
(Spigaglia et al., 2011). Além disso, alguns ribotipos resistentes ao metronidazol carreiam
plasmideos conjugaveis que contém genes de resisténcia. Isto causa uma enorme preocupacao
para individuos que carreiam ribotipos ndo toxigénicos, ja que estes plasmideos sdo
mobilizaveis (Hornung, Kuijper e Smits, 2019; Boekhoud et al., 2020). No caso do Brasil,
apesar haverem poucos dados epidemioldgicos, os ribotipos envolvidos em casos da CDI em
hospitais sdo: RT014, RT043, RT046, RT106, RT132, RT133, RT134, RT135, RT142 e
RT143. Alem disso, alguns destes ribotipos sdo exclusicamente encontrados no Brasil, como
RT133, RT135, RT142 e RT143 (Ferreira et al., 2017; Trindade, Domingues e Ferreira, 2019;
Carneiro et al., 2021). Atualmente, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC)
rangueou os cinco patdgenos bacterianos de maior preocupacao mundial e, o C. difficile ocupa
0 quinto lugar desta lista (CDC, 2019). O surgimento de ribotipos resistentes, a caréncia de
medicamentos para o tratamento da CDI e ainda com a pandemia da doenca por coronavirus
em 2019 (COVID-19) causada pelo virus SarsCov-2, vem preocupando a comunidade
cientifica (Spigaglia, 2020; Lewandowski et al., 2021). Desta forma, entender 0s mecanismos
que conferem resisténcia de C. difficile aos antimicrobianos de utilizagdo na clinica médica se

faz necessario.
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C. difficile é atualmente conhecido como uma bactéria multirresistente e apresenta
mecanismos de resisténcia contra varias drogas usualmente utilizadas para combater
diferentes infeccdes bacterianas, como aminoglicosideos, lincomicina, tetraciclinas,
eritromicina, penicilina, clindamicina, cefalosporina e fluoroquinolonas (Peng et al., 2017). A
CDI é uma doenga associada ao uso de antimicrobianos, portanto, o uso destes antibioticos
comumente utilizados na clinica médica, como a clindamicina, a cefalosporina e a
fluoroquinolona, podem aumentar as taxas de CDI (Leffler e LaMont, 2015). Além de ser
uma doenca provocada pelo uso de antimicrobianos, o uso de metronidazol, vancomicina e
fidaxomicina sé&o indicados para o tratamento da CDI e sua prescri¢do varia de acordo com a
gravidade da doenca, assim como descrito no tépico 1.5.1. Ndo € muito comum o isolamento
de cepas de C. difficile resistentes aos antibidticos utilizados no tratamento da doenca. Porém,
Israel ja detectou cepas pertencentes ao RT027 com susceptibilidade reduzida a metronidazol
e a vancomicina (Adler et al., 2015; Spigaglia, 2016). Pelo fato do cenario da CDI ser
bastante preocupante ndo s6 pelo surgimento de cepas resistentes, mas também e pela falta de
antibidticos para o seu tratamento, € que se faz importante avaliarmos o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos dos diferentes ribotipos e entendermos 0s mecanismos
de resisténcia da espécie. Desta forma, é possivel delinear novas alternativas terapéuticas para

o0 tratamento da doenca.

1.5.3 Principais antibiéticos que podem causar a CDI
1.5.3.1 Clindamicina

A clindamicina é uma lincosamida que tem atuacdo em bactérias aerdbias gram-
positivas e tem uma atividade ainda mais intensa contra patdgenos anaerébios gram-positivos
e negativos, inibindo a sintese de proteinas dessas bactérias (LeFrock, Molavi e Prince, 1982).
Esta droga foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) por volta de 1970 e ha
bastante tempo é conhecida pela comunidade cientifica por causar disbiose e alterar a
composicdo de microbiota intestinal, promovendo um maior risco de CDI. Por mais que o
risco da CDI seja um problema importante, outro tépico que também deve ser considerado é o
fato da existéncia de varias cepas de C. difficile resistentes a clindamicina. Sendo assim, 0 uso
desta droga em pacientes que precisam ficar internados nos ambientes hospitalares contribuiu
bastante com o aparecimento de varios casos de surtos por C. difficile em hospitais,

principalmente cepas resistentes como o ribotipo 027 (Nyc et al., 2017; Duffy et al., 2020).
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1.5.3.2 Cefalosporinas

As cefalosporinas sdo um grupo de antimicrobianos de amplo-espectro e do tipo
beta-lactamico, ou seja, interferem na sintese de peptidoglicano e desestabilizam a parede
celular bacteriana, uma vez que este componente estrutural é fundamental para manter a
integridade da parede (Marshall e Blair, 1999). Esta droga geralmente é adotada como medida
profilatica apds procedimentos cirdrgicos e desde a década de 1990 ja havia um alerta sobre a
relacdo do uso de cefalosporinas e a ocorréncia de CDI. Além disso, a resisténcia a este
antimicrobiano em C. difficile tem demonstrado estar presente em quase todas as cepas desta
bactéria, principalmente as toxigénicas, permitindo a inducdo da CDI em pacientes que
realizaram o uso de cefalosporina. Em 2008, o Departmentof Health (DH) e o Health
Protection Agency (HPA) alertaram mais uma vez sobre o uso de antibioticos de amplo
espectro para fins profilaticos, reforcando novamente o risco de CDI (Bignardi, 1998;
Gerding, 2004; DH e HPA, 2008; Al-Tawil et al., 2017).

1.5.3.3 Fluoroquinolonas

As quinolonas sdo um grupo de antimicrobianos sintéticos, ou seja, Sdo
antimicrobianos produzidos em laboratorio e ndo sdo derivados de compostos antimicrobianos
naturais (aqueles produzidos por fungos e/ou bactérias). Este grupo de antimicrobianos tem
como base o acido nalidixico, um composto descoberto em 1962 como um subproduto da
sintese de cloroquina. Elas atuam inibindo as topoisomerases, enzimas importantes que
evitam a formacédo de super enovelamentos e buscam manter a topologia do DNA, e tem uma
acdo eficiente contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (Capranico, Marinello e
Chillemi, 2017; Bush et al., 2020). A partir da adicdo de um substituinte flGor na posicdo 6 da
estrutura das quinolonas foi gerada a classe das fluoroquinolonas, que tem uma maior
poténcia na atuacdo contra bactérias, principalmente contra as gram-negativas. Sabendo da
melhor atuacdo dessa classe contra bactérias gram-negativas, foram desenvolvidas outras
drogas desta mesma classe, como a gemifloxacina e a levofloxacina, com o intuito de ter uma
acdo melhor contra bactérias gram-positivas. Devido ao grande potencial de acgdo das
fluoroquinolonas, seu amplo-espectro, biodisponibilidade e bom perfil de seguranca, este
antimicrobiano passou a ser bastante utilizado na clinica. Por consequéncia, o uso desenfreado
e incorreto deste medicamento proporcionou 0 surgimento de microrganismos resistentes,
devido a pressao seletiva, ocorréncia de mutacdes e aquisicdo de genes resistentes (Hooper e
Jacoby, 2016).
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Com o surgimento do RT027, além de ser capaz de produzir uma grande quantidade
de toxinas A e B e conter a toxina binaria, este também ¢é resistente a fluoroquinolonas.
Dentre os antimicrobianos relacionados a CDI, este é considerado o fator de risco mais
relevante. A duracdo do uso desta droga também estd diretamente relacionada ao aumento do
risco da CDI, ou seja, quanto maior é o tempo de administracdo deste medicamento, maior é o
risco de adquirir a doenga e mais grave ela pode ser. Desta forma, a partir da presenca de
cepas resistentes a fluoroquinolonas, houve um aumento ndo s6 da morbidade e mortalidade,
mas também dos custos com pacientes infectados por C. difficile RT027, ja que isto aumentou

0 tempo de internacdo do paciente (Razavi, Apisarnthanarak e Mundy, 2007).

1.5.4 Antibidticos para Tratamento da CDI
1.5.4.1 Metronidazol

O metronidazol é um antimicrobiano sintético, ou seja, também produzido em
laboratério, e derivado da azomicina, um composto descoberto por volta de 1950 em culturas
de Streptomyces spp. Esta droga tem atividade contra microrganismos anaerébios e seu
mecanismo de agdo envolve uma série de reagdes que levam a aceleracdo da producdo de
radicais livres de oxigénio, que induzem dano ao DNA do microrganismo (Scully, 1988;
Dingsdag e Hunter, 2018). Atualmente, o metronidazol ndo é tdo indicado para o tratamento
da CDI, somente quando a vancomicina e a fidaxomicina ndo estiver disponivel ou nédo
estiverem dando um resultado no tratamento do paciente. Além da presenca de resisténcia de
C. difficile a outros antimicrobianos, ja ha alguns relatos sobre a reducéo da susceptibilidade
de C. difficile ao metronidazol. A questdo de haver poucos casos de resisténcia ao
metronidazol pode estar ndo sO relacionada a existéncia de poucas cepas resistentes, mas
também ao fato de que o teste de susceptibilidade antimicrobiana de rotina normalmente nédo €
realizado para C. difficile, o que justifica a identificacdo da baixa incidéncia de resisténcia a
metronidazol. Porém, ainda com estes poucos relatos de resisténcia, 0 metronidazol ainda é
bastante utilizado na clinica para tratamento da CDI e até entdo tem sido bastante eficaz,
exceto para infec¢des relacionadas a cepas epidémicas e no caso de recidivas (Boekhoud et
al., 2020).

1.5.4.2 Vancomicina
A vancomicina é um antibi6tico glicopeptidico e atua na parede celular bacteriana,
inibindo a biossintese da peptidoglicana. Geralmente, ela é utilizada para tratar infecgdes

provocadas por bactérias gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistente a
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meticilina (MRSA) (Patel, Preuss e Bernice, 2021). Segundo o Centro de Controle de
Doencas (CDC), o problema da resisténcia em bactérias gram-positivas, como C. difficile
representa uma ameaca grave ou urgente, uma vez que o aumento da incidéncia de resisténcia
pode limitar o tratamento de doencas bacterianas e trazer a tona um aumento do indice de
mortalidade por infec¢des bacterianas que um dia podiam ser tratadas (CDC, 2019; Stogios e
Savchenko, 2020). A resisténcia de C. difficile a vancomicina ndo é muito comum como em
microrganismos do género Enterococcus, no entanto, algumas cepas com baixa
susceptibilidade a este antibidtico ja foram descritas. Além disso, genes pertencentes a familia
vanABCD ja foram identificados em alguns ribotipos (O’Grady, Knight e Riley, 2021). Desta
forma, o cuidado com a administracdo deste antimicrobiano e também a ciéncia de que essas
cepas resistentes podem se tornar um sério problema futuramente, sdo essenciais ja que esta
droga estd na lista de primeira escolha para tratamento da CDI, principalmente em casos
graves (Spigaglia, Mastrantonio e Barbanti, 2018).

1.5.4.3 Fidaxomicina

A fidaxomicina é um antibidtico da classe dos macrolideos e, é resultado dos
produtos da fermentacdo de Actinoplanes deccanensis e Dactylosporangium aurantiacum.
Esta droga tem um espectro de agdo antimicrobiano bem restrito, tendo atividade in vitro
excelente contra C. difficile e Clostridium perfringens e boa atividade contra espécies do
género Enterococcus e Staphylococcus. Porém, com bactérias gram-negativas que ndo sao
anaerodbias, seu potencial de acdo é bem baixo. A fidaxomicina atua na morte celular de C.
difficile se ligando ao fator sigma da RNA polimerase bacteriana, levando ao impedimento da
transcricio de RNA e, consequentemente, a inibicdo da sintese de proteinas (Skinner,
Scardina e Kociolek, 2020).

A recorréncia da CDI é caracterizada pelo retorno da doenga apds um tratamento
bem sucedido por parte do paciente e tem como fator de risco, principalmente, a idade
avancada, o uso de antimicrobianos, a infeccdo por uma cepa epidémica e a supressao do
acido gastrico. Esta recorréncia da doenca é impulsionada ndo s6 pelo desequilibrio da
microbiota que ocorreu devido ao tratamento da CDI, mas também pela capacidade de C.
difficile de produzir esporos. Sendo assim, devido a recorréncia da doenca e do aumento da
sua incidéncia no mundo, o tratamento tem se tornado desafiador e preocupante para a clinica
(Song e Kim, 2019; Castro-Cérdova et al., 2020). Em 2011, o FDA aprovou 0 uso da
fidaxomicina para o tratamento da CDI e esta passou a ser adotada como medida alternativa

para o tratamento da CDI recorrente ou para pacientes que apresentam alto risco de
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recorréncia da doenca, levando em conta os fatores de risco citados anteriormente (Whitman e
Czosnowski, 2012; Bagdasarian, Rao e Malani, 2015). No entanto, assim como citado
anteriormente, a partir de 2017 esta droga passou a ser adotada como medida de tratamento
principal para a CDI. Além disso, a partir de analises da microbiota fecal, estudos indicam
que a fidaxomicina tem um impacto bem menor na microbiota em relagdo a vancomicina e ao
metronidazol, o que confere certa vantagem para 0 Seu uso em pacientes com risco de
recorréncia da doenca. Em relagdo a reducdo da susceptibilidade de C. difficile a esta droga,
isto & bem raro. O RT027 ainda tem se mostrado sensivel ao antimicrobiano, porém com a
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) um pouco maior em relacdo aos outros isolados
(Tannock et al., 2010; Goldstein et al., 2011; Schwanbeck et al., 2019).

1.6 Mecanismos de Resisténcia de Clostridioides difficile

A resisténcia a antibidticos pode ser classificada de duas formas: intrinseca e
extrinseca. A resisténcia intrinseca esta associada a estruturas préprias das bactérias que sdo
codificadas pelo seu genoma e confere ao microrganismo uma protecdo natural a acdo das
drogas bactericidas. A permeabilidade da membrana externa e bombas de efluxo séo alguns
exemplos de mecanismos de resisténcia intrinseca relacionados a parede celular, que podem
ajudar as bactérias a sobreviver contra a acdo dos antibioticos. Ja a resisténcia extrinseca esta
associada a aquisicdo de genes de resisténcia via transferéncia horizontal de genes ou por
meio de mutacOes espontaneas, que ocorrem em genes do cromossomo da prépria bactéria e
essa nova caracteristica sera passada para as células-filhas. Vale ressaltar que as bombas de
efluxo também podem ser consideradas como um mecanismo de resisténcia extrinseca caso
uma bactéria adquira um gene que codifica este mecanismo via transferéncia horizontal de
genes, uma vez que antes da aquisi¢cdo do gene a bactéria ndo possuia este tipo de mecanismo
(Cox e Wright, 2013).

C. difficile é um gram-positivo, logo, apresenta uma parede celular mais espessa
com varias camadas de peptidoglicana, dificultando a chegada de substancias até a membrana.
Sendo assim, o fato de apresentar estas caracteristicas em sua propria parede proporciona uma
resisténcia intrinseca ao microrganismo (Rohde, 2019). Em resposta a sinais ambientais e
nutricionais que ndo sao favoraveis para o crescimento de C. difficile, esta bactéria é capaz de
produzir esporos, uma forma de dorméncia do microrganismo que o protege das condicoes
desfavoraveis presentes no meio ambiente, inclusive da acdo de antibidticos. No entanto, a
partir de sinais de um ambiente propicio para o seu crescimento, como o trato gastrointestinal,

por exemplo, C. difficile consegue germinar e retornar a sua forma vegetativa, podendo causar
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a CDI se presente no organismo humano (Peng et al., 2017; Shen, 2020). C. difficile também
é capaz de formar biofilme, uma estrutura complexa composta por comunidades microbianas
inseridas em uma matriz formada por varias substancias poliméricas extracelulares, e isto
fornece vantagem aos microrganismos como a chance de sobreviver em um ambiente hostil
com baixa quantidade de nutrientes, aléem de proteger contra a acdo de antibioticos, até
mesmo de desinfetantes. Além disso, a capacidade de C. difficile em formar biofilme também
esta relacionada com a recorréncia da CDI, o que torna o tratamento da doenca um grande
desafio (Vuotto et al., 2018; Rahmoun, Azrad e Peretz, 2021).

Além desses fatores, C. difficile também apresenta mecanismos de resisténcia
associados a aquisicdo de genes via elementos genéticos moveis, alteracdes nos sitios-alvos
das enzimas que sofrem a acdo do antibidtico e/ou nas vias metabdlicas. Acredita-se que 0s
elementos genéticos moveis tém grande influéncia na viruléncia, patogenicidade e resisténcia
antimicrobiana, uma vez que mais de 10% do genoma de C. difficile é composto por estes
fatores, incluindo elementos IS, introns, bacteridfagos, transposons conjugativos e moveis
(Mullany, Allan e Roberts, 2015). Com o inicio do uso desenfreado e inadequado de
antibidticos, a resisténcia de C. difficile tem aumentado bastante e passou a ser um desafio
para a clinica médica, principalmente com o surgimento de cepas epidémicas. Por meio da
pressdo seletiva causada pelo uso das drogas bactericidas, C. difficile vem sofrendo
adaptacdes que estimulam a evolu¢do do microrganismo para a resisténcia. Os trés principais
mecanismos de resisténcia observados e descritos em C. difficile sdo: inativacdo de drogas,

modificacdo do alvo da droga e bomba de efluxo (Harnvoravongchai et al., 2017).

1.6.1 Inativacéo de Drogas

Em C. difficile, a inativacdo de drogas pode ocorrer por meio da degradacdo do
antibidtico, modificacdo no antibiotico e prevencao da ativacdo do antibiotico e detoxificacéo.
Os beta-lactdmicos sdo uma classe de antibidticos que atuam inibindo a sintese da parede
celular e alguns microrganismos, como C. difficile, desenvolveram mecanismos de resisténcia
contra a acdo deste antibidtico por meio da producdo de enzimas beta-lactamases, que atuam
hidrolisando o anel beta-lactamico e inativam a droga (Lima et al., 2020).

Em bactérias gram-positivas, a resisténcia a beta-lactamicos geralmente ocorre por
meio da modificacdo do alvo da droga, porém, ha alguns microrganismos que sdao capazes de
produzir beta-lactamases (Fisher e Mobashery, 2016). Devido a estrutura das bactérias gram-
positivas, ndo ha um espago periplasmatico, portanto, algumas espécies produzem beta-

lactamases associadas a membrana (Nielsen e Lampen, 1982). H& também algumas espécies
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de bactérias gram-positivas que produzem essas beta-lactamases e estas sdo clivadas, gerando
uma exoenzima que é liberada da membrana para atuar na inativacdo de antibioticos na regido
externa a célula (Nielsen e Lampen, 1983). Nos ultimos anos, a resisténcia de C. difficile a
beta-lactdmicos foi reconhecida como um dos principais fatores que auxiliam no
desenvolvimento da CDI, porém o mecanismo de resisténcia envolvido ainda era
desconhecido. Estudos recentes focados na elucidacdo dos mecanismos de resisténcia de C.
difficile a beta-lactdmicos indicam que esta bactéria gram-positiva é capaz de produzir uma
beta-lactamase ligada a superficie celular que atua em condicBGes anaerdbicas e promove a
resisténcia do microrganismo aos antibiédticos da classe das penicilinas, cefalosporinas e
monobactdmicos (Toth et al., 2018; Sandhu et al., 2019). A cepa C. difficile 630, por
exemplo, contém varios genes que possivelmente codificam para beta-lactamases e o fato
mais importante é que eles compartilham identidades significativas entre as diferentes cepas
de C. difficile. A existéncia de beta-lactamases em C. difficile se tornou importantissimo para
entender os mecanismos de resisténcia de C. difficile, mas outros mecanismos adjacentes
ainda sdo desconhecidos, o que torna importante a realizacdo de mais estudos sobre a
elucidagdo de outros mecanismos de resisténcia desta bactéria (Harnvoravongchai et al.,
2017).

A modificacdo no antibiético ocorre a partir da atuacdo de enzimas bacterianas que
alteram de alguma forma a droga e impedem a a¢do da mesma em seu alvo original. Em C.
difficile, alguns estudos antigos indicam a existéncia de uma enzima modificadora de
antibiético que estd associada a resisténcia do microrganismo a cloranfenicol, a
cloranfenicolacetil-transferase. O cloranfenicol ¢ um antibidtico inibidor da traducdo que
impede a ligacdo do aminoacil-tRNA ao sitio A da subunidade grande do ribossomo
bacteriano, e a inativacdo deste farmaco pela da enzima cloranfenicolacetil-transferaseocorre
a partir da incorporacdo de uma cadeia lateral, o que vai proporcionar um impedimento
estérico e cessar a afinidade de ligacdo da droga ao alvo. Desta forma, a atuagdo da enzima
levara a perda da acdo do antibi6tico, ja que este ndo conseguira se ligar ao ribossomo de C.
difficile (Lyras et al., 1998; Makarov e Makarova, 2018).

A prevencdo da ativacdo do antibidtico e a detoxificagdo sdo mecanismos de
resisténcia que buscam evitar a via ativacdo da droga e, no geral, em C. difficile este tipo
mecanismo foi relacionado a resisténcia a metronidazol. A presenca de resisténcia ao
metronidazol em C. difficile ndo é muito comum, mas ja foi verificada a reducdo de
susceptibilidade ao antimicrobiano em algumas cepas (Banawas, 2018). Nao se conhece

muito bem os mecanismos envolvidos na resisténcia ao metronidazol, porém, a partir de
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estudos gendmicos foi possivel tracar uma hipotese relacionada a este achado. Com base
nessas analises gendmicas em cepas sensiveis e resistentes ao metronidazol foi visto que ha
mutacdes em genes associados a enzimas que sao importantes para a ativacdo da droga. Essas
mutagdes induzem uma taxa reduzida de transporte de elétrons e alteracBes no redox
intracelular, o que prejudica a atuacao do antibiotico. Alem disso, foi verificada também uma
delecdo em um gene importante para a producdo de uma proteina de fusdo de transporte
ferroso, proporcionando uma diminuicdo da captacdo de ferro e proporcionando uma reducao
da susceptibilidade de C. difficile ao metronidazol (Chong et al., 2014; Dingsdag e Hunter,
2018). Outro mecanismo interessante referente a resisténcia ao metronidazol € a capacidade
de C. difficilede produzir uma enzima homologa a NimB. A proteina NimB esta presente em
varios microrganismos anaerobios e confere resisténcia a varios antibidticos, inclusive
metronidazol. No caso de C. difficile, a proteina homdloga a NimB é responsavel em
converter o pro-farmaco em um produto ndo toxico ao invés da sua forma ativa, o que
promove a sobrevivéncia da bactéria na presenca de metronidazol (Harnvoravongchai et al.,
2017; Boyanova, Markovska e Mitov, 2019; Saldanha et al., 2020). O metronidazol atua
estimulando a producéo de radicais livres de oxigénio e cepas que apresentam mutacdo no
gene rsbW, um fator anti-sigma e regulador da transtricdo, apresentam uma maior capacidade
de desintoxicar a célula bacteriana e evitar a morte celular por estresse oxidativo (Lynch et
al., 2013).

1.6.2 Modificagdo do Alvo da Droga

Ha certos antibidticos que ndo conseguem ser inativados ou removidos da célula
bacteriana, entdo, em casos como estes, 0 mecanismo utilizado pelas bactérias para sobreviver
a acdo das drogas bactericidas € por meio da modificacdo do alvo do farmaco. Em C. difficile,
a realizacdo da modificacdo do alvo da droga pode ser feito através de trés mecanismos
principais: a metilacdo, a mutagdo e a protecdo do alvo. A principal razdo deste tipo de
mecanismo € induzir a diminui¢cdo ou impedir completamente a afinidade do antibi6tico ao
seu alvo (Harnvoravongchai et al., 2017).

O uso do mecanismo de metilacdo celular em C. difficile € um importante fator que
confere resisténcia aos antibioticos da classe dos macrolideos, a clindamicina e a familia de
antibidticos estreptogramina B. (Marin et al., 2015). De uma maneira geral, todos esses
antibidticos atuam no ribossomo da bactéria, se ligando a ele e promovendo o bloqueio da sua
movimentacdo, o que interrompe a producdo da cadeia polipeptidica. A partir da metilacdo do

ribossomo, essas drogas sdo impedidas de se ligar a ele, 0 que permite sua sobrevivéncia e, no
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entanto, o torna resistente a esses farmacos. Outra caracteristica relevante em relagdo a
metilagdo é a capacidade de C. difficile de ser resistente a linezolina, um antibidtico sintético
que também se liga ao ribossomo e impede a formacdo da cadeia polipeptidica. Essa
resisténcia se da por meio da presenca do gene de resisténcia cfr, que codifica uma proteina
com funcgéo de metilar a subunidade maior do ribossomo bacteriano e assim evita a agdo da
droga neste componente (Hansen e Vester, 2015; Candela et al., 2017; Hashemian, Farhadi e
Ganjparvar, 2018).

A mutacdo do alvo do antibiético também é comum em C. difficile e pode ser
observado em sua resisténcia a fluoroquinolonas. Estudos recentes indicam que a resisténcia a
fluoroquinolonas nesta bactéria causadora da CDI esta relacionada a mutagfes na subunidade
da DNA girase GyrA e/ou GyrB, o que leva a droga a ndo se ligar a estas subunidades da
topoisomerase bacteriana e permitindo a sobrevivéncia da bactéria (Oh e Edlund, 2003;
Banawas, 2018). A fidaxomicina também é um antibidtico que atua na inibicdo da RNA
polimerase da bactéria e ndo € comum encontrar resisténcia a esta droga em C. difficile. No
entanto, para as cepas que demonstraram ser resistentes ou que tenham uma susceptibilidade
reduzida a esta droga, alguns estudos indicam a presenca de muta¢des no gene rpoB, um gene
que codifica a subunidade b da RNA polimerase bacteriana. Sendo assim, essas mutacées em
rpoB levam a producdo de uma RNA polimerase mutante e que ndao sofre a acdo do
antibidtico, evitando a morte celular de C. difficile (Zhanel, Walkty e Karlowsky, 2015;
Kuehne et al., 2018). No caso da vancomicina, cepas de C. difficile resistentes a este
antibidtico sdo bem incomuns, mas mesmo assim algumas cepas resistentes a esta droga ja
foram reportados. Atualmente, os mecanismos de resisténcia de C. difficile a vancomicina
ainda ndo sdo totalmente conhecidos, mas, segundo a sugestdo de alguns pesquisadores, a
substituicdo de aminoacidos que compdem os precursores da peptidoglicana da parede celular
é uma possibilidade, ja que levariam a producdo de um precursor incomum e que n&o teria
afinidade com a vancomicina (Leeds et al., 2014).

A tetraciclina € um antibiético de amplo espectro que atua em bactérias gram-
positivas e negativas por meio da ligacdo a subunidade 30S do ribossomo bacteriano
promovendo o bloqueio da sintese de proteinas (Grossman, 2016). O uso inadequado de
antibiotico proporcionou o surgimento de varias cepas resistentes, inclusive C. difficile, e isto
alertou a clinica para restringir seu uso. Em C. difficile, 0o mecanismo de resisténcia
relacionado a tetraciclina se da por meio de uma proteina que atua como protetora do
ribossomo, codificada pelo gene tet(M). O gene tet(M) € 0 mais comum em cepas resistentes

de C. difficile, mas alguns estudos demonstram que ha a presenca do gene tet(W) em alguns
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casos também. A proteina protetora do ribossomo (tet) € parecida com o fator de alongamento
G (EF-G), compartilhando inclusive o mesmo sitio de liga¢do ao ribossomo. Desta forma, a
proteina Tet se liga ao ribossomo e promove uma reacdo de hidrélise do GTP, que leva a uma
mudanca conformacional do ribossomo e a dissociacdo da proteina Tet. Sendo assim, a partir
da atuacdo da proteina Tet e liberacdo da sua forma hidrolisada, o ribossomo volta a realizar
suas funcBes e a sintese de proteinas da bactéria é recuperada (Spigaglia, Barbanti e

Mastrantonio, 2008; Fry et al., 2012; Harnvoravongchai et al., 2017).

1.6.3 Bombas de Efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas que estdo presentes na superficie da membrana
celular bacteriana e tém a fungdo de bombear as substancias de dentro para fora da célula,
inclusive antibidticos. Elas podem ser consideradas como mecanismo de resisténcia intrinseca
(quando estdo presentes no cromossomo bacteriano) ou como mecanismo de resisténcia
extrinseca (quando uma bactéria adquire este mecanismo via transferéncia horizontal de
genes). Essas estruturas se dividem em dois grandes grupos: bombas especificas de substrato
ou generalizadas para varios materiais que se diferem estruturalmente, como por exemplo, 0s
diferentes tipos de antibiéticos (Piddock, 2006). As bombas de efluxo relacionadas aos
antibiéticos podem ser divididas em cinco familias: cassete de ligacdo de ATP (ABC),
resisténcia multidroga pequena (SMR), extrusdo multidroga e de toxina (MATE),
superfamilia de facilitador principal (MFS) e divisdo de nodulagdo por resisténcia (RND)
(AlMatar et al., 2021).

Em C. difficile, até o momento foram relatados dois tipos de bomba de efluxo ativos
e associados a resisténcia a antibidticos: MATE e MFS. A partir de um estudo do genoma de
C. difficile, foi identificada uma bomba de efluxo putativa da familia MFs, codificada pelo
gene cme, que conferiu resisténcia a multiplas drogas em Enterococcus faecalis (Lebel,
Bouttier e Lambert, 2004). Outro estudo indica a presenca de bombas de efluxo dependente
de sodio da familia MATE, codificadas pelo gene cdeA conferem resisténcia a norfloxacina e
ciprofloxacina quando clonado e expresso em Escherichia coli (Dridi, Tankovic e Petit,
2004). Em um estudo de transcriptoma realizado por Ngernsombat e colaboradores foi
relatada a existéncia de um gene que codifica uma bomba de efluxo do tipo ABC (gene
cd2068). Neste estudo, foi realizado um experimento de PCR em tempo real para determinar
0 nivel de expressdao do gene cd2068 de C. difficile. Como resultado, percebeu-se que a
expressdo deste gene aumenta conforme a bactéria é tratada com antibidticos em comparacéo

com o controle ndo tratado. Além disso, o gene cd2068 também foi expresso em Escherichia
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coli, proporcionando um aumento da resisténcia a varios antibioticos para esta bactéria. Além
disso, nesta mesma pesquisa, a cepa de C. difficile que sofreu delecdo deste gene demonstrou
ser mais sensivel a antibidticos. Desta forma, se torna importante a realizacao de estudos mais
aprofundados para entender este gene e saber sobre a possivel existéncia deste tipo de bomba

de efluxo (Ngernsombat et al., 2017).

2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo causada pelo Clostridioides difficile estd associada ao uso de
antimicrobianos e em casos graves pode causar a colite pseudomembranosa. Nos Gltimos anos
a incidéncia da CDI vem aumentando bastante no mundo todo e isto, sobretudo, se deve ao
fato do surgimento de cepas epidémicas e resistentes, como o RT027. O ribotipo 027 é
caracterizado por produzir uma grande quantidade de toxinas, esporos e ser resistente
principalmente a fluoroguinolonas; e sua presen¢a em hospitais tem causado uma grande
morbidade e mortalidade, além de aumentar a chance de recorréncia da doen¢a em pacientes
de risco que ja passaram pelo tratamento.

Com a pandemia de COVID-19, houve um aumento do uso inadequado de
antibidticos de amplo espectro, uma vez que cerca de 70% dos pacientes com COVID-19 sdo
submetidos a antibioticoterapia a fim de evitar a aquisicdo de infeccOes bacterianas
secundarias. Isto vem preocupando tanto o Centro de Controle e Prevencdo de Doencgas
(CDC) quanto a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em relagdo ao aparecimento de
resisténcia, ja que a pressao seletiva provocada por estas drogas pode contribuir para selecdo
de cepas resistentes de C. difficile. Desta forma, existe uma emergéncia mundial no controle
epidemioldgico de certas espécies bacterianas, como o caso de C. difficile a fim de minimizar
0 aparecimento destas cepas resistentes.

Sendo assim, devido a resisténcia de C. difficile a maltiplas drogas, o CDC
classificou, em 2013, esta bactéria como um dos cinco patdgenos hospitalares mais
importantes e com urgéncia para a descoberta de novas terapias de tratamento. No entanto,
por mais que a busca por novas terapias seja essencial, o entendimento dos mecanismos de
resisténcia também € indispensavel, pois é a partir do conhecimento da metodologia de
resisténcia das bactérias que se entende como elas sobrevivem e como podemos combaté-las.
Desta forma, o intuito deste trabalho €, com base na literatura cientifica, analisar 0s

mecanismos de resisténcia a antimicrobianos presentes em C. difficile.
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3. OBJETIVOS

Analisar os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos descritos até 0 momento
em Clostridioides difficile. Além disso, ha também o intuito de alertar sobre os desafios da
resisténcia bacteriana para o desenvolvimento de tratamentos alternativos, uma vez que nao
ha informagbes completas sobre os mecanismos de resisténcia de C. difficile a alguns

antibidticos e até mesmo ha outras drogas que nem se sabe 0 porqué da resisténcia.

4. METODOLOGIA

Este trabalho trata-se de uma analise de dados secundarios, por meio de uma revisao
da literatura cientifica do tipo narrativa, uma vez que consiste em uma analise de artigos
cientificos publicados sobre o0s mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos de
Clostridioides difficile. Para a realizacdo da pesquisa foi utilizado o banco de dados Pubmed
(National Center for Biotechnology Information - NCBI).

Foram utilizados os extratores: Clostridium difficile 027, antimicrobial resistance in
clostridium difficile, resistance mechanism in clostridium difficile, beta-lactamase c difficile,
metronidazole-resistant clostridium difficile, tetracycline resistance, chloramphenicol
resistance in clostridium difficile, cephalosporins resistance clostridium difficile, clindamycin
resistant strain of clostridium difficile, vancomycin resistance and clostridium difficile,
fluoroguinolone resistance clostridium difficile. A busca foi restrita a artigos de texto
completo publicados em inglés de 1° Junho de 1965 a 31 de janeiro de 2022, sendo apenas
considerados aqueles relacionados aos extratores mencionados. Como critério de exclusao,
teses e dissertacfes ndo foram considerados, além de artigos publicados fora da lingua

inglesa. Desta forma, um total de 181 artigos foi incluido para redigir a revisdo completa.
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Assuntos dos Artigos Analisados

M Resisténcia
Antimicrobiana

B Antibidticos e Fatores de
Risco

i Biologia, Patogénese e
Tratamento

H Outros

Fonte: O autor

Grafico 1 — Assuntos dos Artigos Analisados. Este grafico representa a porcentagem dos
artigos que abordam os assuntos relacionados aos seguintes topicos: “Resisténcia
Antimicrobiana”, “Antibidticos e Fatores de Risco”, “Biologia, Patogénese ¢ Tratamento” e
“Outros”.

Cerca de 200 artigos foram encontrados e 19 foram excluidos da analise, resultando
em 181 artigos que foram devidamente estudados para compor a discussdo deste trabalho. Ao
observar o Grafico 1, é possivel perceber que dos 181 artigos utilizados para redigir este
trabalho, 35% (63) artigos abordaram o topico de “Resisténcia antimicrobiana”; 34% (62) o
topico “Biologia, Patogénese e Tratamento”; 18% (32) o tdpico “Antibiodticos e Fatores de
Risco; ¢ 13% (24) o topico “Outros”, que incluem assuntos como epidemiologia, estudo de

casos, reclassificacdo da nomenclatura e entre outros assuntos.

5. DESENVOLVIMENTO
Capitulo 1 — Antibidticos utilizados para tratar a CDI

Uma das maiores preocupacdes na atualidade quanto ao C. difficile é em relacdo ao
seu tratamento. Desde as diretrizes publicadas em 2017 pela Sociedade de Epidemiologia de
Saude da América (IDSA) e pela Sociedade de Epidemiologia de Saude da América (SHEA),
a fidaxomicina e a vancomicina passaram a ser recomendadas para o tratamento da doenca e o
que mais aflige a comunidade cientifica sdo os casos de falha terapéutica e/ou resisténcia
relatados para ambos os medicamentos, embora até 0 momento isto seja raro. Além disso, por
mais que o metronidazol ndo faca mais parte das drogas utilizadas como primeira linha para o
tratamento da CDI, € importante dizer que em alguns casos este medicamento ainda é

utilizado. Em algumas regiées como a Australasia (que inclui a Australia, a Nova Zelandia, a
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Nova Guiné e algumas ilhas menores da parte oriental da Indonésia), o0 metronidazol ainda é
adotado para tratamento de casos leves e moderados da doenca. Porém, na realidade de outros
paises, 0 metronidazol somente é indicado para casos de alergia, intolerancia, consideracdes
financeiras impedem a prescri¢do de vancomicina ou fidaxomicina ou quando a vancomicina
e a fidaxomicina ndo estdo disponiveis (Rao e Malani, 2020; Sholeh et al., 2020; O’Grady,
Knight e Riley, 2021).

Devido aos problemas encarados pela terapéutica adotada para a CDI, novas drogas
estdo sendo desenvolvidas e testadas quanto a sua eficiéncia no tratamento da doenca. A
rifamixina é uma classe de antibidticos que compfe a familia das ansamicinas e sdo
conhecidas por serem utilizadas para tratar tuberculose. Esta droga atua em bactérias gram-
positivas e algumas gram-negativas inibindo a RNA polimerase e tem sido indicada como um
tratamento adjuvante para diminuir a CDI recorrente (rCDI) (Adams et al., 2021). Esta droga
ja foi utilizada em casos de CDI e demonstrou ser eficaz ndo s6 no tratamento da doenca em
si, mas também na reducdo da recidiva da doenca. No entanto, por mais que tenha uma
atuacdo importante e considerdvel, j& had relatos de cepas de C. difficile resistentes a
rifamixina (El-Herte, Baban e Kanj, 2012; Reigadas et al., 2017). Outro exemplo a ser citado
é o ridinilazol, uma nova droga sintética que esta sendo pensada e desenvolvida para tratar a
CDI. Este antibidtico demonstra ter uma atividade antimicrobiana intensa contra varias cepas
de C. difficile, inclusive o RT027, in vitro, in vivo e também em modelos intestinais. Até
entdo, 0 mecanismo de acdo desta droga ainda nao estd completamente elucidado, mas parece
que este antibidtico ndo tem uma atuacdo tipica em relacdo a outras classes de
antimicrobianos, como inibicdo de RNA ou DNA ou até mesmo sintese da parede celular.
Porém, por meio de estudos envolvendo microscopia confocal e marcacdo fluorescente,
suspeita-se que o mecanismo de acdo do ridinilazol talvez esteja envolvido na divisao celular,
uma vez que os experimentos identificaram a interrupgao da formacao do septo e formagéo de
um fenotipo filamentoso com nucleoides replicados ao longo da célula bacteriana (Carlson et
al., 2019; Collins e Riley, 2022). Os resultados dos estudos de fase I e Il s&o promissores e 0
ridinilazol demonstrou causar menos danos colaterais ao microbioma intestinal e reduzir o
risco de recidiva da doenca, além de, aparentemente, diminuir a producédo das toxinas de C.
difficile, o que consequentemente leva a diminuicdo da inflamagdo intestinal e bom
gerenciamento de casos graves da CDI. Ja os estudos de fase Ill estdio em andamento e
também apresentam resultados e desempenhos promissores, podendo este alterar
positivamente o prognostico de pacientes que sofrem com a CDI (Cho, Crotty e Pardo, 2019;
O’Grady, Knight e Riley, 2021).
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A vancomina é um dos medicamentos adotados para tratar a CDI e, geralmente, o
mecanismo de resisténcia associada a esta droga sdo a presenga dos genes van. Os estudos
envolvidos nos mecanismos de resisténcia a vancomicina revelam que a aquisicdo da
resisténcia se da por meio da acdo de um conjunto de enzimas que alteram a estrutura basica
do envelope celular e impedem a acdo da droga. Estes genes van ja foram detectados em
varias espécies de Enterococcus, mas outros microrganismos como Staphylococcus aureus
(VRSA) e C. difficile também apresentam este tipo de mecanismo. No caso de C. difficile, um
gene homoélogo a vanZ, que possui 38% de identidade com vanZa, foi identificado no
cromossomo da bactéria fora do regulon van, porém, foi percebido que este achado mostrou
estar relacionado a resisténcia a teicoplanina, e ndo a vancomicina (Stogios e Savchenko,
2020). Entretanto, para sobreviver a acdo da vancomicina, foi observado que o ribotipo 027 de
C. difficile apresenta mutacGes nos genes vanScp € vanRcp e isto levou a expressdo
constitutiva dos genes de resisténcia ao operonVanG, promovendo a resisténcia a
vancomicina nesta cepa (Sebaihia et al., 2006; Shen et al., 2020; Wickramage, Spigaglia e
Sun, 2021). Trazendo este panorama para o Brasil, foi feito um estudo em 2017 no qual foi
identificado na cepa epidémica NAP1/027 a presenca de uma proteina de resisténcia putativa
a vancomicina/teicoplanina do tipo A, ou seja, gene que codifica uma proteina homologa a
vanA (Ferreira et al., 2017). E importante ressaltar que C. difficile também é capaz de formar
biofilme e, embora ainda ndo haja a comprovacdo da sua formagao in vivo, in vitro isto ja foi
demonstrado. Foi observado que em concentracdes subinibitérias de vancomicina (0,25
pug/mL) podem induzir a formacdo de biofilme de C. difficile. O biofilme permite que os
microrganismos tenham resisténcia a acdo de antibioticos e, portanto, isto significa que, in
vitro, C. difficile demonstrou ser resistente a altas concentragdes de vancomicina (Papa et al.,
2013; Spigaglia, Mastrantonio e Barbanti, 2018). Outro fator relacionado a resisténcia a
vancomicina estd relacionado a presenca do plasmideo pX18-498 em C. difficile, que é
conjugavel e demonstrou reduzir a susceptibilidade de C. difficile a vancomicina e aumentar a
estabilidade da parede celular na presenca da droga. Acredita-se que o plasmideo codifica
uma enzima pertencente a familia de genes das amidases, N-acetilmuramoil-L-alanina
amidase, e ja foi demonstrado na literatura que em Mycobacterium tuberculosis esta enzima é
essencial para manter a integridade da parede celular. Desta forma, o estudo de Pu e
colaboradores sugere que esta proteina tem uma funcdo importante na manutencdo da
integridade da parede celular na presenca de vancomicina (Pu et al., 2021).

Além do plasmideo pX18-498, C. difficile também apresenta outros plasmideos que

conferem resisténcia como pCD-METRO, que sera explicado mais adiante. Em C. difficile, o
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estudo dos plasmideos é bastante limitado e parece que ndo ha caracteristicas fenotipicas
associadas ao transporte dos plasmideos identificados, porém, com a preocupacdo do
surgimento de cepas resistentes, os estudos sobre plasmideos em C. difficile passaram a
ganhar destaque, ja que estas estruturas podem auxiliar na patogénese por meio da codificacdo
de funcdes importantes, como a resisténcia a antimicrobianos e producdo de toxinas. Em um
estudo realizado por Smits e colaboradores foi visto que a proporcdo de cepas de C. difficile
que apresentam plasmideos é de aproximadamente 1:2 e isto indica que aproximadamente
30% das cepas de C. difficile podem apresentar um plasmideo. Desta forma, é possivel dizer
que estas estruturas s80 muito comuns nesta bactéria (Smits et al., 2018; Hornung, Kuijper e
Smits, 2019). C. difficile também pode apresentar plasmideos que ndo somente estdo
associados a resisténcia, como pHSJD-312, um plasmideo que carreia o gene tcdB (somente o
locus monotoxina B) e o locus completo da toxina binaria; e pCD630, que pertence a uma
familia de plasmideos que codifica uma helicase conservada (Smits, Roseboom e Corver,
2022).

Quanto ao metronidazol, os mecanismos de resisténcia associados a este antibiotico
ainda estdo sendo estudados e ndo ha muita informagdo sobre o assunto na literatura, porém,
ao que alguns estudos indicam, os mecanismos de resisténcia estdo associados a processos
multifatoriais, envolvendo alteracdes no metabolismo, como com nitrorredutases, absorcédo de
ferro, reparo de DNA ou formacao de biofilme (Wickramage, Spigaglia e Sun, 2021). Um dos
processos envolvidos na resisténcia de C. difficile ao metronidazol esta relacionado a
disponibilidade de ferro, no qual o baixo teor do mesmo no colon intestinal, a principio, pode
beneficiar o uso de cofatores que ndo utilizam muito este elemento. Um exemplo a ser dado é
a flavodoxina. A piruvato-ferredoxinaoxidorredutase (PFOR) esta vinculada a ativacdo do
metronidazol por reducdo e, quando ha baixa disponibilidade de ferro o cofator flavodoxina é
favorecido no lugar da ferredoxina. Como a flavodoxina é menos eficaz na ativacdo do
metronidazol, isto levaria C. difficile a ter certa resisténcia a esta droga, uma vez que esta
seria pouco metabolizada. Além disso, a combinacdo dessa mudanca de cofator juntamente
com mutac¢6es na enzima PFOR e/ou outras oxidorredutases podem proporcionar niveis ainda
mais altos de resisténcia. Outro mecanismo esta relacionado ao aumento da expressdo de
genes de C. difficile que permitem a toler&ncia e sobrevivéncia da bactéria a estresse oxidativo
tanto in vivo, relacionado aos mecanismos de defesa do hospedeiro, quanto a acdo do
metronidazol, como por exemplo, a superoxido dismutase (Janoir et al., 2013; Deshpande et
al., 2020; O’Grady, Knight e Riley, 2021). Um mecanismo de resisténcia ao metronidazol

encontrado em alguns microrganismos, como Bacteroides fragilis, é a expressdo diferencial
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e/ou concentracfes aumentadas da proteina RecA, responsavel por reparar danos ao DNA
provocados por estresse oxidativo. Em C. difficile, um estudo de Chong e colaboradores
indicaram um aumento moderado da expressdo da proteina RecA em uma cepa pertencente ao
RTO027 que era resistente ao metronidazol. No entanto, por mais que 0 aumento da expressao
desta proteina possa estar relacionado a resisténcia a esta droga, os estudiosos alegam que
mais estudos sobre essa questdo devem ser feitos (Chong et al., 2014; Moura et al., 2014;
Dingsdag e Hunter, 2018). Além disso, outro fator relevante é a questdo da identificacdo de
um plasmideo (pPCD-METRO) em C. difficile capaz de conferir resisténcia ao metronidazol e
é disseminado internacionalmente, além de poder ser encontrado em cepas epidémicas e,
provavelmente, ser transferido via transferéncia horizontal de genes. Este plasmideo apresenta
um pseudogene (ou seja, um gene nao funcional) homélogo ao gene nimB de B. fragilis. No
entanto, embora 0 gene nimB codifique uma proteina capaz de promover resisténcia ao
metronidazol em B. fragilis, no caso do gene truncado no plasmideo pCD-METRO,
estudiosos acreditam que este gene nao seja responsavel pelo fenétipo de resisténcia ao
metronidazol em C. difficile. Desta forma, atualmente, ainda ndo se sabe qual ou quais genes
presentes no plasmideo pCD-METRO séo encarregados por induzir o fenotipo de resisténcia
ao metronidazol em C. difficile (Boekhoud et al., 2020).

A fidaxomicina, assim como dito anteriormente, € um macrolideo que atua inibindo a
RNA polimerase da bactéria e, consequentemente, inibe a transcricao e sintese proteica. Até o
momento, a presenca de resisténcia a fidaxomicina em C. difficile ndo é conhecida, no
entanto, ja& foi identificada uma cepa isolada de um paciente que apresentava casos de
recorréncia da CDI e mostrou ter susceptibilidade reduzida a este antibiético. Entretanto,
mutagdes na subunidade b da RNA polimerase (gene rpoB) foram relacionados a resisténcia
de C. difficile arifamicina e fidaxomicina. Essas modificagGes na subunidade b provocadas
pela mutacdo provavelmente foram responsaveis por ndo so alterar a RNA polimerase, mas
também reduzir a interagdo da mesma com a droga. Desta forma, isto diminuiria a
susceptibilidade da bactéria a fidaxomicina, mas, mesmo assim, a identificacdo de cepas com
susceptibilidade reduzida ou resistente a fidaxomicina é rara (Goldstein et al., 2011; Peng et
al., 2017; Schwanbeck et al., 2019; Wickramage, Spigaglia e Sun, 2021). Outro mecanismo
associado a reducdo da susceptibilidade de C. difficile a fidaxomicina é a identificacdo de
CD22120, que se trata de um gene homdlogo a marR e, portanto, codifica um regulador
transcricional associado a resisténcia a mdaltiplas drogas. O gene marR esta associado a

resisténcia a multiplas drogas, porém, foi observado que o homologo a este gene (CD22120)
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em C. difficile apenas caracterizou reducgao de susceptibilidade a fidaxomicina e ndo a outras
drogas (Leeds et al., 2014; O’Grady, Knight e Riley, 2021).

Capitulo 2 — Antibidticos associados a patogénese da CDI
As fluoroquinolonas sdo antibidticos que tem como alvo algumas enzimas que

atuam na replicagdo do DNA, as topoisomerases. No geral, todos os antibidticos sdo um
grande fator de risco para desenvolver a CDI, uma vez que estas drogas perturbam o
microbioma intestinal e isto facilita o processo de germinacdo e colonizacdo de C. difficile,
mas ha estudos de meta-analise indicando que diferentes tipos de antibi6ticos podem
representar um maior ou menor risco de desenvolvimento da CDI em pacientes
hospitalizados. No caso das fluoroquinolonas, elas sdo uma das drogas que mais oferecem
risco para o desenvolvimento da CDI e isto provavelmente se deve ao fato desta droga ter um
amplo espectro de acdo bactericida contra 0s microrganismos presentes na microbiota
intestinal e a baixa susceptibilidade de C. difficile a esta classe de antimicrobiano (Owens et
al., 2008; Brown et al., 2013; Adelman et al., 2021). Além disso, € importante ressaltar que o
risco da CDI envolve outros fatores, como a dose do antibiético usado, a duracdo do
tratamento e a quantidade de antibioticos utilizados (Webb et al., 2020). O uso indevido em
excesso de fluoroquinolonas, principalmente em ambientes hospitalares, proporcionou o
desenvolvimento de cepas resistentes a esta droga que foram capazes de causar epidemias em
hospitais de varios paises, como por exemplo, 0 RT027 (Razavi, Apisarnthanarak e Mundy,
2007; Elliott et al., 2017). O mecanismo de resisténcia associado a este antibidtico é a
presenca de mutacBes nos genes gyrA e/ou gyrB que promovem vérias substituicdes de
aminoacidos e tornam a C. difficile resistente, uma vez que estes genes codificardo proteinas
com pouca afinidade a droga devido a modificagdo nos aminoacidos. Um grande exemplo de
cepa resistente a fluoroquinolona é o RT027, que possui duas linhagens epidémicas com
mutagdes no gene gyrA, FQR1 e FQR2, responsaveis em causar surtos na América do Norte e
na Europa, respectivamente, nos anos 2000 (He et al., 2013). Outro mecanismo que também é
responsavel em conferir resisténcia de C. difficile a fluoroquinolona é a bomba de efluxo. O
gene ¢d2068 que codifica uma bomba de efluxo do tipo ABC e esta presente em C. difficile.
Este gene quando clonado e expresso em Escherichia coli foi capaz de conferir resisténcia a
maltiplas drogas, como a ciprofloxacina e levofloxacina (Ngernsombat et al., 2017). Além
disso, outro gene também presente em C. difficile é o cdeA, que codifica uma bomba de

efluxo dependente de sddio do tipo MATE e também conferiu resisténcia a fluoroquinolona
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quando clonado e expresso em E. coli (Dridi, Tankovic e Petit, 2004; Wickramage, Spigaglia
e Sun, 2021).

A clindamicina é uma lincosamida que pertence a familia de antibidticos
macrolideo-lincosamida-estreptogramina B (MLSg) e possui um amplo espectro de agdo. Esta
droga atua inibindo a sintese proteica por meio do impedimento da formacdo de ligagdes
peptidicas da ligacdo, ja que se ligam a subunidade 50S do ribossomo bacteriano e blogueiam
a adicdo de novos peptideos pelo RNA transportador. Assim como dito anteriormente, ja é
conhecido que diferentes antibidticos conferem riscos diferentes para o desenvolvimento da
CDlI, e a clindamicina é um dos antimicrobianos que mais confere risco, uma vez que afeta
consideravelmente a diversidade de espécies da microbiota intestinal, o que permite o
desenvolvimento e germinacédo dos esporos de C. difficile (Buffie et al., 2012; Mounsey et al.,
2020; Adelman et al., 2021). A resisténcia de C. difficile a clindamicina e a outros antibioticos
da familia MLSg se d& por meio da metilagdo do alvo da droga, a fim de reduzir a afinidade
da mesma, mas este assunto ainda ndo foi completamente elucidado. Um exemplo é o gene
cfr, responsavel por codificar a rRNA metiltransferase 23S que tem como funcdo metilar a
subunidade maior do ribossomo bacteriano e reduzir a afinidade da droga ao mesmo. No caso
de C. difficile, foi identificada a presenca de um gene parecido com cfr em cepas resistentes a
linezolida, que foi nomeado como clcD, e também esta presente em Enterococcus faecium
cujo nome é cfr(B). Além disso, quando o gene de C. difficile foi clonado em E. coli, 0
mesmo foi responsavel por conferir resisténcia a multiplas drogas (Hansen e Vester, 2015;
Candela et al., 2017). E importante ressaltar que ndo apenas clcD foi visto em C. difficile, mas
também outros genes cfr-like ja foram detectados, muitas vezes sendo transportado via
elementos genéticos moveis (Stojkovi¢ et al.,, 2019). Outro mecanismo de resisténcia
comumente encontrado sdo os rRNA metiltransferases 23S codificados pelos genes erm e
responsaveis em conferir resisténcia a eritromicina e a clindamicina. Estes genes sao capazes
de ser transferidos para outras espécies via transposons e, em C. difficile, os genes erm(B) sdo
encontrados nos elementos genéticos moveis como Tn5398 e Tn6215 (Wasels et al., 2013;
Wasels et al., 2015). C. difficile também pode apresentar genes, como o cme, que codificam
bombas de efluxo e que sdo capazes de conferir resisténcia a alguns antibidticos da familia
MLSg. Este gene cme codifica uma bomba de efluxo do tipo MFS e, quando este foi clonado
em Enterococcus faecalis, permitiu que a bactéria se tornasse resistente a eritromicina (Lebel,
Bouttier e Lambert, 2004; Wickramage, Spigaglia e Sun, 2021).

As cefalosporinas sdo um grupo de antibidticos beta-lactamicos, que atuam inibindo

a sintese da parede celular bacteriana, e também sdo conhecidos por conferir alto risco de
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desenvolvimento da CDI. O mecanismo de resisténcia de C. difficile a cefalosporinas ainda
ndo é completamente conhecido, porém, ja foi identificada um gene que codifica uma beta-
lactamase (blaCCDs) em C. difficile. As enzimas beta-lactamases sdo divididas em quatro
classes, sendo as classes A, C e D compostas por enzimas serina hidrolases e a classe B
composta por metahidrolases. No caso de C. difficile, a enzima beta-lactamase identificada é
da classe D, atua somente em anaerobiose e conferiu aumento da Concentragdo Minima
Inibitéria (CMI) a varios antibidticos da classe das cefalosporinas (Toth et al., 2018). Além
disso, até onde se sabe, esta enzima é co-transcrita com uma proteina de membrana e isto
auxilia tanto o processamento quanto a acéo e fungédo da beta-lactamase (Sandhu et al., 2019).
Por fim, a resisténcia de C. difficile a cefalosporinas também pode ocorrer por meio da
presenca de bombas de efluxo, como por exemplo, o gene cd2068 que codifica uma bomba de
efluxo do tipo ABC e confere resisténcia a multiplas drogas, inclusive cefalosporina
(Ngernsombat et al., 2017).

6 CONCLUSAO

Clostridioides difficile € um anaerobio gram-positivo que esta presente na lista dos
cinco patdgenos bacterianos de maior preocupacdo mundial ranqueado pelo Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC). Isto se deve ao fato deste microrganismo ser
multirresistente, além de j& haver relatos de cepas com susceptibilidade reduzida aos
antibidticos utilizados na terapéutica da doenca causada por esta bactéria. Por mais que nos
dias de hoje haja estudos relacionados a elucidacdo dos mecanismos de resisténcia presentes
em C. difficile, ainda h& pouca informagao sobre o0 assunto na literatura. Desta forma, o intuito
deste trabalho foi realizar uma revisdo da literatura cientifica a fim de analisar e reunir
informacdes sobre 0s mecanismos de resisténcia a antimicrobianos existentes em C. difficile,
uma vez que ha poucos estudos relacionados a este tépico e, portanto, se tornam
importantissimas a visibilidade e maiores investimentos nesta area de estudo. Além disso, ha
0 intuito de alertar sobre os desafios da resisténcia bacteriana para a busca e desenvolvimento

de novos tratamentos.
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