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ABSTRACT

Clostridium difficile is a gram-positive anaerobic bacillus, spore-forming and
responsible for the production of toxins A (TcdA) and / or B (TcdB) that cause
intestinal changes in humans and animals, emerging in recent years as the main
cause of infectious diarrhea in a hospital setting. Risk factors for C. difficile
infection (ICD) include antibiotic therapy, advanced age, hospitalization and
immunosuppression, which, in general, is quite nonspecific, and can result in
pseudomembranous colitis, sepsis and even death. However, in the Northeast
region, studies on C. difficile are incipient, especially with regard to the
manifestation of ICD in animals. The present study verified the prevalence of C.
difficile and its toxins in domestic animals, dogs and cats, admitted to a University
Veterinary Hospital in Teresina - PI, through an immunoenzymatic assay. 25.71%
of the 35 fecal samples analyzed were positive for the Glutamate Dehydrogenase
antigen (GDH). It was possible to isolate C. difficile in all genera, species and in
diarrheal and non-diarrheal samples, which demonstrated that the ICD can
manifest asymptomatically, raising the possibility of cross-infection between the
animal and its owner.

RESUMO

O Clostridium difficile ¢ um bacilo gram positivo anaerobio, formador de esporos
e responsavel pela producédo das toxinas A (TcdA) e/ou B (TcdB), que causam
alteracfes intestinais em humanos e animais, despontando, nos ultimos anos, como
a principal causa de diarreia infecciosa em ambiente hospitalar. Os fatores de risco
para a infeccdo por C. difficile (CDI) incluem antibioticoterapia, idade avancada,
hospitalizagdo e imunosupressdo que, em geral, é bastante inespecifica e pode
resultar em quadros de colite pseudomembranosa, em sepse e até na morte.
Todavia, na regido Nordeste, estudos sobre o C. difficile sdo incipientes,
principalmente no que concerne a manifestagdo da CDI em animais. O presente
trabalhou verificou a prevaléncia do C. difficile e suas toxinas em animais
domeésticos, cées e gatos, internados em um Hospital Veterinario Universitario em
Teresina — PI, através de um Ensaio Imunoenzimatico. 25,71% das 35 amostras
fecais analisadas foram positivas para o antigeno Glutamato Desidrogenase
(GDH). Foi possivel isolar o C. difficile, em todos os géneros, espécies e em
amostras diarreicas e ndo diarreicas, 0 que demonstrou que a CDI pode se
manifestar de maneira assintomatica, levantando a possibilidade de infeccao
cruzada entre o animal e seu proprietario.
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INTRODUGAO

O Clostridioides difficile (CD), anteriormente
conhecido como Clostridium difficile (LAWSON et al.,
2016), € um bacilo gram-positivo, anaerébio estrito, capaz
de formar esporos e produzir as toxinas tcdA e tcdB, que
sd0 nocivas para 0 homem e outros animais (COHEN,
2010; YUTIN; GALPERIN, 2013; BROWN; WILSON;
2018). Essas toxinas produzidas pelo patégeno causam
diarreia, que pode evoluir para colite pseudomembranosa,
levando a dilatacdo de colon, a sepse e até a morte
(CARRICO et al., 2008; SMITS et al., 2016). Nos ultimos
anos, tem-se observado um aumento dos casos de Infeccéo
por C. difficile (CDI) nos hospitais e na comunidade,
especialmente entre populagBes mais suscetiveis, como
mulheres gravidas, idosos e pessoas imunocomprometidas,
que apresentam maiores complicacbes e mortalidade
(RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

A infeccéo por C. difficile, em geral, ocorre pela
via fecal-oral, através da ingestdo dos esporos, que se
encontram disseminados no ambiente, especialmente nas
unidades de salde, tornando a CDI a principal causa de
diarreia infecciosa em hospitais em todo mundo
(LYERLY; KRIVAN; WILKINS, 1988; BARTLETT,
2002; LEFFLER; LAMONT, 2015). Dessa forma, as
medidas de protegdo contra o patdgeno consistem na
higienizacdo frequente das méos dos profissionais e
visitantes, das superficies e equipamentos hospitalares e
desinfeccdo do ambiente com hipoclorito de sddio
(COHEN, 2010).

A patogenia do C. difficile ndo é clara, mas acredita-
se que ao adentrar no trato gastrointestinal do portador, 0s
esporos iniciam um processo de germinacdo no duodeno e
vegetam no ileo e colon. Em geral, a microbiota de
pacientes saudaveis, humanos ou animais, impede a
colonizacdo do patdgeno, visto que alguns fatores sdo
essenciais na expressdo clinica da doenca, como idade
avangada (> 65 anos), imunossupressdo, hospitalizacdo e
exposicdo a antibidticos (BALASSIANO et al., 2010;
BROWN; WILSON, 2018).

Em relacéo a infeccdo em animais, a partir da década
de 1980, pesquisadores obtiveram éxito no isolamento de
cepas toxigénicas de C. difficile a partir de suinos, equinos
e cdes (JONES; HUNTER, 1983). Hoje em dia, 0 patdgeno
tem sido apontado como causa de doenca entérica em
muitas outras espécies, incluindo potros, bezerros jovens e
até mesmo em cobaias de laboratorio, como hamsters e
coelhos. (SILVA et al.,, 2011). Além disso, C. difficile
emergiu, nos ultimos anos, como um problema importante
em leitGes, nos quais representa a principal origem de
diarreia neonatal ndo controlada nos EUA e na Europa
(SONGER, 2010).

No Brasil, alguns poucos estudos relatam o
isolamento do C. difficile, a partir de fezes de felinos e
caninos, animais domésticos, que sao considerados parte da
familia e que, portanto, compartilham dos mesmos
ambientes e pertences de seus proprietarios. Ao analisar
fezes diarreicas e ndo diarreicas de cdes em Minas Gerais,
Silva e colaboradores (2013) observaram positividade em
36,8% de todas as amostras, dados superiores aos até entdo
encontrados na literatura, e demonstraram que existe uma
associacdo positiva entre C. difficile e diarreia. Em algumas
regibes, observou-se 80% de semelhanca entre cepas da
bactéria presentes em leitdes e bezerros as encontradas em
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humanos (SONGER, 2010). Outros estudos demonstram
que estirpes semelhantes de C. difficile podem estar
presentes em animais, alimentos e ambientes recreativos
(RODRIGUEZ-PALACIOS et al., 2013). Tais achados
sugerem que os animais podem atuar como disseminadores
de esporos no meio ambiente, o que faria da CDI uma
zoonose; entretanto, ainda cabem maiores evidéncias para
se chegar a tal concluséo.

Comumente, os sintomas clinicos da CDI s&o
inespecificos e varidveis, podendo ser identificados por
meio de fezes aquosas, dor abdominal, lesdes intestinais,
sinais facilmente atribuidos a outras condigbes mais
comuns na clinica. Na medicina veterinaria, o diagnostico é
ainda menos preconizado e os clinicos ndo tém o habito de
pesquisar 0 agente etioloégico de quadros diarreicos nédo
sanguinolentos em cdes (DINIZ, 2016). Além disso, existe
a limitacdo dos métodos de diagndstico, pouco disponiveis
em hospitais e clinicas, sobretudo no Brasil, e o alto custo
relacionado aos testes comprobatérios para C. difficile
(BARTLETT; GERDING, 2008).

Tradicionalmente, os testes de referéncia utilizados
para o0 diagnostico desse patégeno, incluem ensaios de
citotoxicidade celular e cultura citotoxigénica, que
apresentam alta sensibilidade e especificidade (WILCOX,
2012). Nos ultimos anos, metodos de deteccdo mais rapidos
foram introduzidos no mercado, na forma de ensaios
imunoenzimaticos (EIA), voltados a identificacdo da
Glutamato Desidrogenase (GDH) e/ou das toxinas tcdA e
tcdB, ou ambas, do C. difficile. O ensaio de imunoabsorcéo
(ELISA) também é considerado padrdo ouro para
identificacdo de C. difficile, mas ainda ndo é uma técnica
viavel em todos os ambientes, por isso, 0 EIA tem sido o
procedimento mais realizado para detec¢do do C. difficile
(LEGARIA et al., 2018).

No Brasil, estudos sobre a infec¢do promovida por C.
difficile em humanos e, principalmente, em animais
domésticos, sdo raros e questBes como apresentacao
clinica, fatores de risco, formas de diagndstico e métodos
de prevencdo sdo pouco descritos na literatura. As
pesquisas sobre o tema sdo ainda mais escassas nas regides
Norte e Nordeste, sobretudo em relacéo a epidemiologia e
manifestacdo da doenca. Diante disso, o presente estudo
investigou a prevaléncia do C. difficile e suas toxinas em
amostras fecais de cées e gatos internados em um Hospital
Veterinario Universitario.

METODOLOGIA

Delineamento do estudo, local e populagao

Trata-se de um estudo experimental, do tipo
transversal, analitico, utilizando fezes de animais
domeésticos, cées e gatos, atendidos no Hospital Veterinario
Universitario (HVU), localizado no Centro de Ciéncias
Agricolas da Universidade Federal do Piaui, sendo
realizado desde Agosto de 2019, com a finalidade de
verificar a presenca de C. difficile e as toxinas produzidas
por este enteropatogeno.

Coleta e armazenamento das amostras

As amostras utilizadas foram compostas de fezes
diarreicas, ou ndo diarreicas, provenientes da evacuacdo



espontanea dos animais, dispostas em coletores estéreis
com boca larga e tampa ajustavel, e transportadas em
recipiente com gelo. Em seguida, armazenadas sob
refrigeracdo a temperatura média de 4°C até a realizagdo da
analise do material.

Deteccao do C. difficile e suas toxinas

A detecco do C. difficile e suas toxinas nas fezes
coletadas, foi realizada através da utilizacdo dos kits de
ensaio imunoenzimatico (EIA), denominados C. DIFF
QUIK CHEK COMPLETE® (TECHLAB), conforme as
recomendacdes do laboratério fabricante. O teste é formado
por um dispositivo de membrana, capaz de detectar ao
mesmo tempo o antigeno Glutamato Desidrogenase
(GDH), confirmando a presenca do C. difficile e suas
toxinas.

Andlise estatistica

Ap0bs a coleta das amostras, recolheu-se também
informages dos animais, como idade, peso e endereco,
além do seu histérico clinico, observando os fatores de
risco para a CDI. Os dados foram agrupados em planilhas
do Excel® e posteriormente analisados por meio de tabelas
de contingéncia a 5% de significancia, pelo teste exato de
Fisher, calculado com auxilio do programa VassarStats
(http://ivassarstats.net/odds2x2.html).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 35 amostras fecais de 33 pacientes
atendidos e/ou internados no Hospital Veterinario
Universitario da UFPI, uma vez que foi realizada uma
segunda coleta das fezes de dois animais que apresentaram
C. difficile e que permaneceram internados no hospital, a
fim de monitorar a colonizagdo desses animais pelo bacilo.
Desse total, observou-se que 54,28% pertenciam a gatos
(felinos) e 45,71% a cées (caninos). Também é importante
destacar que as amostras eram de fezes diarreicas e/ou
fezes normais, conforme mostra a Figura 1. Em relagdo a
faixa etaria, 21 animais tinham de zero a 24 meses, sete
entre 25 e 48 meses, e cinco possuiam mais de 48 meses de
idade (Tabela 1). Todas amostras coletadas foram
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submetidas ao ensaio imunoenzimatico C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE® (TECHLAB) para a deteccdo
simultanea do antigeno Glutamato Desidrogenase (GDH) e
Pode-se perceber que o C. difficile esteve presente em nove
amostras (25,71%), das quais seis (66,66%) delas eram
provenientes de cées e trés (33,34%) de gatos, conforme
Tabela 2, estando em conformidade com estudos
semelhantes realizados por Weese (2020), no qual cées
hospitalizados apresentaram o bacilo em cerca de 22% dos
casos. No entanto, nenhuma amostra foi positiva para as
toxinas deste enteropatégeno. Alguns estudos mostram que
a colonizagdo por C. difficile ndo toxigénico em animais
confere protecdo frente as estirpes toxigénicas. Desse
modo, essas cepas que ndo apresentam a toxina tém
potencial para, no futuro, tornarem-se vacinas para
humanos e animais (NAGARO et al., 2013 apud DINIZ,
2016). Esse resultado pode ainda ser justificado devido a
baixa sensibilidade do teste imunoenzimatico para a
presenca da toxina, ou seja, seria necessaria uma grande
concentragcdo de toxinas nas amostras para que o teste as
detectasse o que talvez possa ter acarretado resultados
falsos negativos (LEGARIA et al., 2018).

O C. difficile foi encontrado em todas as faixas
etarias, géneros e espécies estudadas. Sendo que 66.66%
(6/9) dos resultados positivos pertenciam a cées, enquanto
33.33% (3/9), a felinos, o que demonstra maiores taxas de
isolamento do bacilo em cées do que em gatos. Além disso,
neste estudo, so foi possivel obter resultados positivos em
felinos, cujas fezes apresentavam-se diarreicas. Quanto ao
género, 55,55% (5/9) das amostras positivas eram de
animais do sexo feminino e 44,45% (4/9) pertenciam ao
sexo masculino. Conforme mostra a Figura 2, de acordo
com a faixa etaria, a maior prevaléncia de C. difficile estava
em amostras de animais com idade entre zero a 24 meses, 0
que corrobora com os estudos de Diniz (2016), que
observou que animais mais jovens sdao considerados
imunodeprimidos, encontrando-se protegidos apenas pelos
anticorpos maternos, e Weese (et al., 2020), ao demonstrar
que a microbiota dos filhotes & menos desenvolvida e por
isso mais susceptivel a colonizacao pelo bacilo.

Observou-se também que a maioria dos animais
positivos para C. difficile estavam fazendo uso de
antibioticoterapia de amplo espectro, especialmente das
Cefalosporinas, as quais praticamente todas as cepas de C.
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Figura 1. Amostras coletadas no Hospital Veterinario Universitario. Teresina —Pl, 2020.
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Idade (Meses)
0az24 25248 > 48 Total
Cées 7 4 4 15
Gatos 14 3 1 18
Total 21 7 5 33

Tabela 1. Faixa etaria dos animais. Teresina — P, 2020.

difficile sdo resistentes, e do Metronidazol que, embora seja
a primeira escolha para o tratamento da CDI, alguns
estudos demonstram a existéncia de cepas isoladas em
cavalos e humanos resistentes a este antimicrobiano
(RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009). Diante disso, foi
possivel inferir que a utilizacdo desses medicamentos
potencia lizou a contaminacdo pela bactéria, pois, de
acordo com Saldanha (2019), o uso de antibioticos de
amplo espectro provoca alteragbes na microbiota,
contribuindo para desestabilizar a eficiéncia das barreiras
intestinais.

E importante ressaltar que, dentro do nosso estudo, ao
menos dois animais que apresentaram o bacilo em suas
fezes compartilhavam do mesmo canil e estavam sob 0s
mesmos cuidados. Essa evidéncia confirma a hipotese de
que os esporos de C. difficile sdo amplamente distribuidos
no ambiente nosocomial (SONGER, 2010) e levanta a
possibilidade de que ocorra transmissao entre 0s animais
hospitalizados. Ademais, existe o risco da existéncia do
patdgeno em humanos e animais estar relacionado,
sugerindo que tal bacilo é responséavel pela contaminagao
de ambos e, portanto, ndo se conhece ainda o perfil do
agente em animais (KNETSCH et al.,, 2018). Em
consequéncia do ambiente carregado de esporos, a higiene
adequada das maos dos profissionais e a limpeza das
gaiolas, dos canis e gatis, sdo medidas fundamentais para
controle da disseminagdo deste patdgeno. Entretanto, ndo
se pode constatar se a colonizacdo do microrganismo
precedia sua entrada no Hospital ou se a aquisicdo da

Ap6s a realizagdo do ensaio, uma vez obtido
diagnostico confirmatério da presenca de C. difficile, os
médicos veterinarios responsaveis pelos animais foram
notificados e realizou-se monitoramento dos casos em que
0 animal ainda se encontrava internado. Uma segunda
amostra foi entdo obtida e, em seguida, analisada pela
mesma metodologia. Em um caso particular, de um felino,
sob uso de Metronidazol, Ceftriaxona e Clindamicina,
cujas fezes apresentavam-se diarreicas, depois do resultado
do exame e da realizagdo da notificacdo junto ao
profissional responsavel, os antibioticos administrados
foram substituidos por Amoxicilina + Clavulanato de
Potéssio e, 3 (trés) dias apds a primeira coleta, constatou-se
0 desaparecimento do antigeno nas fezes do animal,
comprovando assim, a importancia do exame diagnéstico
para C. difficile.

No presente estudo, ndo se pode observar associa¢éo
entre diarreia e a presenca do antigeno comum GDH do C.
difficile (p > 0,05), possivelmente em razdo do pequeno
espaco amostral utilizado. Ressalta-se a importancia da
utilizacdo de um maior nimero de amostras fecais, a fim de
se obter uma analise mais robusta. Os resultados obtidos
demostram que cdes e gatos podem carregar 0 antigeno
comum do C. difficile em sua microbiota intestinal. O
bacilo foi observado nas fezes de animais domésticos com
diarreia, mas também em amostras s6lidas de cées e gatos
sem sinais clinicos de CDI, de maneira assintomatica, o
que levanta a questdo de que 0s animais possam atuar como
reservatério para os seres humanos (RABOLD et al.,

bactéria ocorria durante a admissdo do animal. 2018), que costumam apresentar maiores taxas de
Gatos Caes
m0a24 m(a24
24248 24 a 48
m>48 n> 48

Figura 2. Deteccdo de C. difficile em cdes e gatos de acordo com a faixa etaria. Teresina— Pl, 2020.
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Resultado Diarreico ~ Nao diarreico Total  Valor ODDS
(%) (%) (%) p  RATIO(OR)
Ag + (GDH) 28,57 21,42 25,71 0.71 1.46
Toxinas + 0 0 0 N.S.A* N.S.A*

Tabela 2. Resultados do ensaio para GDH e toxinas nas amostras diarreicas e nao-

diarreicas. Teresina — Pl, 2020.

*N.S.A: A analise néo se aplica ao dado apresentado

prevaléncia.

CONCLUSAO

No presente trabalho, observou-se a presenga do
C. difficile em 25,71% de amostras fecais de animais
internados em um Hospital Veterinario Universitario, tanto
em amostras diarreicas como ndo diarreicas de cées e gatos.
Dentre as amostras testadas, nenhuma apresentou as
toxinas do patégeno. Neste estudo, verificou-se ainda que
0s animais jovens, do sexo masculino e da espécie canina,
apresentaram maiores taxas do bacilo. Esses resultados
indicam que os animais domésticos podem carregar C.
difficile de maneira assintomatica, reforcando a hip6tese de
gue possam atuar como reservatdrios do patdgeno e, desse
modo, transmitir a infeccdo para hospedeiros suscetiveis.
Reforga-se ainda a necessidade da realizacdo de exames
diagnosticos para o C. difficile, com o intuito de uma
prescricdo medicamentosa mais adequada. Ressalta-se
também a necessidade de métodos que visem ao isolamento
da cepa para que seja possivel analisar o perfil toxigénico;
dessa forma, sendo necessario maiores investigacles e
cuidados clinicos acerca da CDI.
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