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Resumo

A primeira parte deste trabalho visou o estudo ultraestrutural e fisiolégico de C. difficile. A
caracterizagdo ultraestrutural incidiu sobre células em fase exponencial, células em fase de
declinio e células expostas ao oxigénio. Simultdneamente foi avaliada a influéncia das
condi¢des de fixagdo na ultraestrutura da forma vegetativa. Procedeu-se posteriormente ao
estudo da camada superficial proteica (S-layer) da parede celular. A andlise electroforética
(SDS-PAGE) das suas duas proteinas revelou uma certa heterogeneidade nos pesos
moleculares permitindo agrupar as diferentes estirpes em trés grupos, contendo
respectivamente proteinas com: (i) 48-50kDa e 34-35kDa, (ii) 41kDa e 34kDa, (iii) 47kDa e
41kDa. Nio foi possivel demonstrar nenhuma correlag@o entre o perfil electroforético das
duas proteinas e a capacidade de produgio de toxina A, exibindo estirpes toxigenas perfis
idénticos a estirpes ndo toxigenas.

A capacidade de produgdo de protoplastos de C. difficile foi também avaliada tendo ficado
demonstrado ser necessdrio, para uma obtengdo eficaz, a presenga de concentragdes
relativamente elevadas de lisozima e periodos de actuagdo longos. A presenca de glicina na
solugdo osmética mostrou aumentar o nimero € a velocidade de formagdo de protoplastos
enquanto que a adigdo de EDTA mostrou reduzir o nimero de protoplastos € provocar uma
diminui¢do no seu tamanho.

A caracterizagdo ultraestrutural estendeu-se também ao processo esporulativo o qual mostrou
desenrolar-se segundo um processo idéntico ao de outras espécies do género Clostridium com
a seguinte sequéncia de formagdo das estruturas do esporo: (i) parede esporal, tinica interna €
exosporio; (ii) cortéx; (iii) ninica externa. O esporo maduro apresentou certas caracteristicas
originais, tais como: (i) tdnica interna de estrutura lamelar (5-8 lamelas); (ii) tinica externa

espessa e electronodensa de aspecto crenado nio estratificado; (iii) exospdrio em saco.
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A segunda parte deste trabalho visou o estudo das alteragdes induzidas por concentragdes sub-
inibitérias (CIM/2) e supra-inibitérias (5x, 10x e 30x ou 40x CIM) de vancomicina e
metronidazol na morfologia, ultraestrutura e crescimento de C. difficile. Ficou demonstrado que
concentragdes sub-inibitdrias de vancomicina provocam um atraso significativo no crescimento
de C. difficile ao mesmo tempo que induzem o aparecimento de formas filamentosas curtas,
que a nivel ultraestrutural mostram a presenga de multiplos septos parietais e espessamento das
paredes. Concentragbes sub-inibitérias de metronidazol parecem afectar apenas ligeiramente o
crescimento de C. difficile, mas provocam também o aparecimento de longos filamentos ao
mesmo tempo que induzem fenémenos de aderéncia entre as células. A exposicdo de C. difficile
a concentragdes supra-inibitérias de vancomicina e metronidazol mostrou levar igualmente ao
aparecimento de grandes filamentos. Curiosamente o crescimento de C. difficile, quando
monitorizado por contagem de células vidveis, mostrou-se mais rdpido apds exposi¢ao prévia a
concentragdes supra-inibitérias de vancomicina. Exposi¢do idéntica ao metronidazol levou a
supressdo tempordria do seu crescimento.

Este trabalho terminou com o estudo do efeito pds-antibiético (PAE) da vancomicina e do
metronidazol em C. difficile. Tendo sido avaliado pelo método de contagem de vidveis, este
estudo revelou PAEs negativos para todas as concentragdes de vancomicina estudadas (5x, 10x
e 30x CIM) e para a concentragdo de metronidazol correspondente a SxCIM. Estes PAEs
negativos estiveram associados a presenga de filamentos e ocorerram na auséncia de uma acgdo
bactericida significante. Sémente a concentragdo de 40x CIM de metronidazol produziu um
PAE significativo de 2.5h encontrando-se este associado a uma acgdo bactericida significativa.
O aumento do tempo de exposi¢do ao agente antimicrobiano de 1h para 2h ndo influenciou o
PAE de nenhuma das drogas, mas o poder bactericida da vancomicina pareceu depender da

duragio desta exposigio.
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Résumé

La premiére partie de ce travail a visé 1'étude ultrastructurel et physiologique de C. difficile.
La caractérisation ultrastructurel a incidé sur des cellules en phase exponentielle, des cellules
en phase de déclin et des cellules exposées au oxygen. On a avalié simultanément 'influence
des conditions de fixation dans l'ultrastructure de la forme végétative. Postérieurement on a
fait un étude sur la couche superficiel protéique (S-layer) de la paroi cellulaire. L'analyse
électrophoretique (SDS-PAGE) de leur deux protéins a revelé une certaine hétérogénéité
dans les poids moleculaires ce qui a permis grouper les différents souches en trois groupes,
contenant respectivement des protéines avec: (i) 48-50kDa e 34-35kDa, (ii) 41kDa e 34kDa,
(iii) 47kDa e 41kDa. On n'a pas pu demonstrer aucune corrélation entre le tracé
électrophoretique des deux protéines et la capacité de production de la toxine A, exhibant les
souches toxigénes des tracés identiques a des souches non toxigeénes.

La capacité de production de protoplastes de C. difficile a été€ aussi avalie. On a démonstré
la necessité de la présence des concentrations €levés de lysozyme et des longues périodes
d'incubation pour obtenir efficacement des protoplastes. La présence de la glycine dans la
solution osmotique a augmenté le numéro et la vélocité de la formation de protoplastes tandis
que l'adition dEDTA a reduit ce numéro et a provoqué une diminution dans sa taille.

On a étendu la caractérisation ultrastructurel au processus de la sporulation lequel a montré
dérouler selon un processus identique aux autres espéces du genre Clostridium, avec la
suivante sequence de formation des structures de la spore: (i) paroi sporale, tunique interne
et exosporium,; (ii) cortex; (iii) tunique externe. La spore miire a presenté des caractéristiques
originaux: (i) tunique interne avec structure lamellaire (5-8 lamelles); (ii) tunique externe

épaisse et electronodense, crénelée non stratifiée; (iii) exosporium en sac.

La deuxiéme partie de ce travail a visé 1'étude des altérations induites par des concentrations

sub-inhibitrices (CIM/2) et supra-inhibitrices (5x, 10x et 30x ou 40x CIM) de la




vancomycine et du métronidazole dans la morphologie, ultrastructure et croissance de C.
difficile. On a demonstré que des concentrations sub-inhibitrices de vancomycine
provoquent un délai significatif dans la croissance de C. difficile ainsi que induisent la
formation des formes filamenteux courtes, lesquelles montrent, au niveau ultrastructurel, la
présence de multiples septum parietaux et epaissement des parois. Concentrations sub-
inhibitrices de métronidazole affectent légérement la croissance de C. difficile, mais
provoquent aussi la formation des longues filaments, induisant aussi un phénomene
d'adhésion entre les cellules. L'exposition de C. difficile aux concentrations supra-
inibitrices de vancomycine et métronidazole a montré également étre capable de provoquer la
formation des filaments. Curieusement, la croissance de C. difficile, monitorisée par contage

de cellules viables, se fait plus rapidement aprés une exposition préalable a des
concentrations supra-inhibitrices de vancomycine. L'exposition au metronidazole provoque
une supression temporaire de sa croissance.

Ce travail a terminé avec I'étude de l'effect pés-antibiotique (PAE) de la vancomycine et du
métronidazole sur C. difficile. Evalué par la méthode des cellules viables, cet étude a revel€ des
PAEs negatif avec toutes les concentrations de vancomycine etudiés (5x, 10x et 30x CIM) et
avec la concentration de métronidazole correspondant a2 5xCIM. Toutes les PAEs negatif ont été
associés a la présence de filaments et a I'absence d'une action bactéricide signifiante. Seulement
la concentration de 40x CIM de metronidazole a produit un PAE significatif de 2.5h associé a
une action bactéricide signifiante. L'augmentation du temps d'exposition a 1' agent
antimicrobienne de 1h jusqu'a 2h n'a pas influencé le PAE des deux drogues, mais le pouvoir

bactéricide de la vancomycine a dependu de la durée de cette exposition.
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Abstract

The ultrastructure and physiologie of C. difficile was studied in the first part of this work.
The ultrastructural characterization was made on exponential and decline-phase cells and on
oxygen exposed cells. The influence of the fixation conditions in the ultrastructure of the
vegetative cell was evaluated simultaneously. A study of the surface layer (S-layer) of the
cell wall was performed. The electrophoretic analysis of the two S-layer proteins have
shown a heterogeneity in their molecular weight which allowed the division of the strains
into three groups, containing, respectively, proteins with: (i) 48-50kDa e 34-35kDa, (ii)
41kDa e 34kDa, (iii) 47kDa e 41kDa. We could not found any correlation between the
electrophoretic pattern of the two proteins and the capacity to produce toxin A. Toxigenic
and non toxigenics strains have shown similar patterns.

The capacity of C. difficile to form protoplasts was studied. An efficient production of
protoplasts required high lysosyme concentrations and long periods of incubation. The
presence of glycine in the osmotic solution enhanced the number and the rate of formation of
the protoplasts while the addition of EDTA induced a reduction of this number and on their
size.

An ultrastructural characterization was also made in the course of the sporulation of C.
difficile, which showed a similar development to other species of Clostridium genera with
the following sequence of formation of the different spore structures: (i) spore wall, inner
coat and exosporium; (ii) cortex; (iii) outer coat. The structure of the spore exhibited unique
features: (i) an inner coat with a laminar structure, formed by 5-8 well defined layers; (ii) a

thick, darker, non stratified outer coat; (iii) exosporium with a sack form.

In the second part of this work is reported the alterations induced by sub-inhibitory (MIC/2)

and supra-inhibitory concentrations (5x, 10x, 30x or 40x MIC) of vancomycin and
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metronidazole on morphology, ultrastructure and growth of C. difficile. It was shown that
sub-inhibitory concentrations of vancomycin produced a delayed in the growth rate of C.
difficile and at the same time, induced the formation of short filaments, which showed at
ultrastuctural level multiple cross walls and thickening of the cell walls. Sub-inhibitory
concentrations of metronidazole affected slightly the growth rate of C. difficile but induced
the formation of long filaments and simultaneously caused an adhesion phenomen.
Exposition to supra-inhibitory concentrations of vancomycin and metronidazole also
produce the formation of long filaments. Curiously, the growth of C. difficile, monitorized
by viable counting, showed an accelerated rate after a brief exposure to supra-inhibitory
concentrations of vancomycin. Similar exposition to metronidazole induced a temporary
supression of bacterial growth.

The final study of this work aimed to evaluate the postantibiotic effect (PAE), determined by
viable counting, of vancomycin and metronidazole on C. difficile. Negative PAEs were
obtained with vancomycin in all the concentrations tested (5x, 10x and 30x MIC) and with
metronidazole at 5xMIC. This negative PAEs were associated with the production of
filaments, and occured in the absence of significant bactericidal action. Positive PAEs, of up
to 2.5h, were only seen with high concentrations of metronidazole, which were also
strongly bactericidal. The PAEs of either drug was not influenced by extending the period of
exposure to the antimicrobial agent from 1h to 2h although the bactericidal effect of

vancomycin did appear to depend on the duration of exposure.

viii



Indice

Introduc@o € ODJECtiVOS..ccouiiiiiiii et rrr s e e s e e e e ean s e reannn e et eeeenan 1
Material € MELOdDS o rmnsssmomuomrvssurmvcsmmsres st v R S S S T S S 11
L gl T Lo LT o Lo LT I ——— 12
2. Meios de gtilturg WHZAd08 v s R T 13
2.1, Clostridium difficile AZAr BaSEC......cccoveeerivinrerrivirnrsresisniessssresssssssesssssssnsssssssansesssseseens 13

2.2 (GElOSE ICOINMBIA. s soimsinm b o b bR SRR ALY SR BT T 13

2.3. (Caldo ‘de: TripliCaSe B0]a i swmssiisimsmainsnsscsunvsnsnnsarsnesssersss §osnivesises st ovid i v sesiuiiis 13

24, Gelose & caldo Sehaedler....owmmmsmarmmsvam s ey s RN 14

2.5. Meios de espOrulaglo......cceeeeriiiiiiiiiieiiiiiteee i iiiiisstsess s isieee s s see e s me e et e e ee s e e neneeeaenanes 14

3. Agentes antimicrobianos ULIZAAOS......ciiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiece e e s e e ee s e e aeaeeaees 15
4. Condighes EXPeTIMIBIEALS cuvvsessvrviavsvseintess s s so s s avess Vo mies o sias s aiv v Ay 15

5. Avaliag¢do do crescimento bacteriano em meios liquidos n3o renovados.......cccvcvveerveeccrreerneesrereens 13

6. Estudo da morfologia e ultracStrutura DACIEIIANG ......ccecvrrernreesnreereerressnessassesmssssrerenssssessesssrsenass 16
Gl MIBTOSEEDIA D EA s st s i P s SR A B St S A D s s s 16
6.2. Microscopia electrénica de tranSMiSSAO......ccuevrieiiireerirueeniniecinneeniieesniessssseessssaessenaas 16

6.2.1, Técnica dos cortes UlTAfINOS.: s s e 16
6.2.2. Técnica de coloragio negativa ("Negative Staining").......cccoeveeverirnrninreninnenne 18
6.2.3. Visualizagdo de pOliSSACATIAOS.....ouerrrieeirissariasneecinees e e e siae e s m e e 18
6.2.4. Mediciio da espessura das paredes e flagelos......ooveceecnnncnciniceniicceceeeene 19

7. Métodos de obtengA0 de ProOtOPlaStOS....ccccoiiiiiiiiieierrsienetee e s s re e ee e e e e e e e e e e rines 19

8. Estudo ida S-Tayer i sssssusmsssssssoysnvesossassosiessssisansooss st ssiisisissns ass e pisiaip 20
8.1. Isolamento da parede Celular.......cccocoieeeiiiirmriiiiiinnireie et e e e e e 20
8.2. Extracgdo de proteinas da S-layerl.....ccccvcerveicrreerceressntrsnnessnnneerseeesssrssesssnsnessesessnssess 21

8.2.1. DoseamentO de ProteiNaS.......cveeiceeerrrirerasseerrereeessssrrrereererassrsresnsssssassesssssnnns 21

8.2.2. Electoforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).........ccceveveeenenni21

8.3. Observagio da S-layer por microscopia electrdnica, técnica dos cortes ultrafinos...................22

9. Estudo cinético da esporulagdo em diferentes condigdes fisiolOICas......cccvvrvrrnmrrrrniiiiiiiiiiieianias 22
9.1.. Determinagio (do: NIMErs: e BSPON0S . usmesmssussrimssmrssmesrsmim s st s 23
9.2. Preparagdo da suspensdo de eSPOrOS LIVIES......ccevrererienieresrnenessnnriesssssesnssenesnnsassssnsnes 23

ix




L

9.3. Tratamento dos esporos livres com ureia-mercaploetanol....c. i ecreeesseessverssneeesseesssseessnes 23

10. Determinagdo da concentragdo inibitria minima (CIM) da vancomicina e do metronidazol

PEID IESEBSIR L cn st ines s Aok SRR b SRR ot var TR S R e 24

11. Determinagdo do Efeito Pds-Antibiético (PAE) da vancomicina e do metronidazol........ccceeceveeeeee. 24
11.1. Estudo morfoldgico e ultraestrutural das bactérias em fase de PAE......cccvvvieereecnrernnnnnnn 260

12, DEtectad da TOXINA Al svistieusssssssiriiiio s isssshsianenns msssensssesssasas s sbsHs5 FoLER b nn b anmnne 26
13. Andlise estatistica de TeSUILAAOS. ...ccccviiiiniieiiininiiiieie e recreece s cesneeeese s e aesesanenesnnnnneerans 27
RESUIEAGOS ceeuuieeeeiiiiieeeeie e e rre e st bttt et e tasseass e eaeana s antesaesasensannnsassssssbsnnsssnnnasnnnssnn 28
Parte I- Estudo ultraestrutural e fisiolégico de C. difficile......couvieriiiinierieniierniiinnieeenneeses 29
1. Caracterizagdo ultraestrutural de células em fase exponencial........ccciiiiiieciiciesesnninseessesssesiennes 30
Ll Pargde Celilalae: o s s s it seibsnab s ks semesa bt it ssnmssinminssi 30

L.2. Membrand CIlOPIASIIALICA. .o cusssnssssessnssrsssssssssnssssssssnnrsssonsbnsansantnsss s nnsnssssnnarsasinsansness 30
1.2.1. Detecgfio ultraestrutural de componentes PAS-POSItiVO...ovviverveeesenresrernesrnssennes 32

1.3, Citoplasma € NUCLEOIAS v avivsmmsiussssivn muvsiavavevssysissssisisss s aisnasesesss issssoiseosos sisess ainsves 32

L8, PLARCTOR: sovivnes snvvsvnsivss syt v s sms s sy s s e B v s T R S S T S S e S B T 35

2. Influéncia das condigdes de fixagAo na ultraestrutura das formas vegetativas........eevveeererensnsseereneeea 33
2.1. Células provenientes de meio HQUIO...ceiiiiiiiiiecieerieeiee i e e is e assre s 35

2.2.. Células provenientes de melo SOLIAO. .. miiiniisissimiossssnssasssssaiisisiiimses 38

3. Caracterizagdo ultraestrutural de células em fase de declinio.......cccoceevviriiisiiicceniiicccincccsee e 41
3.1. Proveniéntes’ de meio HGuidow s samnmmumnismisissmsae s e saiaiisssissm s s 41

3.2. Provenientes de MEI0 SOlIA0...ccccriommieiieiiciie e et 43

4. Caracterizagfo ultraestrutural de células expostas 80 OXIZENI0...cccuicrrrrcerernreesrerceneernnessrenrsaneessnees 43
5. Caracterizaglo € iSOlamento da S-layer.......ccuiimeiiremiiimresssionsssnsennressisissnesssesssiossarssnesssrasessas 47
5.1. Estudo da S-layer por microscopia €leCtrOniCa.. .cumemeiinimimmonriorervesinmessossseosesensssessseens 47

5.1.1. Observagio de cortes ultrafinos de paredes celulares isoladas.........ccoevuruenennenennid7

5.2. Andlise electroforética das proteinas da S-layer........cccveniniiinicininene oo 47
6. Produg@io e caracterizagfo de ProtoplastOs.......cccceceereisesressiniiiesiisisnesianssissseissessssnsresseesssenss 50
6:1; Importdncia da BlCINE v i so e s R S S T S 0T 50
6.2 IGTIGENCIa 6 EDPA v mmamm mesciosi s asnvasnsinss stinsiobilissinsaniat s 0t s s i s e Ehs s 52
6.3, INANCHEH Al BEIAYOL ittt i e s s SRS s ot 53
6.4. Influéncia dos tampdes de incubaglo na acgfio da lisozima.......cccveeinrerrinnnnnecienienenennn 33
7. Estudo da cinética 'de eSpOTUlagA. v siatcimmi s dassrsi soessisssssdissumsivatsssiss soviams sosans s 54
7.1. Esporulag@io em meio de WilSOM.....cciueiiicmeeiieetecireeecneeesssieaeessssnnrecsnneeeesaneessssnsnnsannnses 54
7.2. Esporulagdo em meio de Duncan & Strong.......ccccceveeeeveerriiosieeerasssnnisssessssnseeesssssssssassnes 55

7.3. Influéncia do meio de esporulagdo no processo esporulativo......ccecccceeesseeesrenssnssseeeanennnn 30



8. Caracterizagdo ultraestrutural do processo €SPOrulativo........cueeerereesseersrersissssssssessssssasssnssassnsssnns 58

Bili: FASE  Livisvunnsesammsisussomminvosssonsscnsas s svmeis ey ssas sausiiesss i S v o5 s s as soscamssaavosnsad 58
B2, Fa8E ILiicsesnunmmommrssmmuesvsseisenosis snt s e s gy s R B I e e 58
8.3 Fa8e Thusevsummmmsomnsmessnms i s vns ias son s e e e S s A S e v e 60
8id: FaSe Vi i it i i i s s s s 60
B8 BESE Vit oo s o S Ao A A VSRR oA s T oA e S 63
B.B. Fase Wlimsrmuammmmomermnmssossmsms oo s gy i i o g i i e o s e s i 63
o L | 63
I O 1y 1 T T 66

8.9. Ultraestrutura de esporos livres tratados pela ureia-mercaptoetanol........ccccevvevrreiessinrenennn. .00
Parte II- Vancomicina e metronidazol: efeito na morfologia, ultraestrutura e
crescimento de €. @iffiCile.. ... ce i e tr e e rt s et s e ssessraa s e arssansenasseessnasannnnns 69

1. Alteragbes morfoldgicas e fisioldgicas induzidas por concentragGes sub-inibitérias de

vancomicina € metronidazol ouvimmnnieasimiinitiissim b e e e e e 70
1.1. Determinag@o das concentragdes inibitérias minimas (CIM)......cccoeviriininiriiiinncnnennecnne 70
1.2, ‘Efeito o crescimentd DACIEHIAND . icwsrusmsssmiissssivesetsssmrmssmmsissenssise s misass s sosis 72
1.2.1. Efeito 'da VANCOMICIIIA sousummsseussssiivsvasiussssssssssis i msmesss s s du s 72

1.2.2; Eféito do metronidazolaissusmamssimimiis auninai s s s 74

1.3. Efeito na morfologia bacteriana (microscopia OPLICA)......ccureeererarrsssrnrsrnsissnnsesssinssneisnnenes 74
LA, Efeito; M UIEACSIMITUERAL ocusimvimmasmimmmvmsrmssssssmesmssssmeatss s G s s sk s s s s sy 77
1.4.1. Células crescendo em meio lHQUidO......ccoivirieiiiiisiiciinreree e rerer e 77

1.4.2. Células crescendo em meio SOLIdO......covviciiiiimieiiiieiiie e 83

1.5. Efeito na produgdo de Protoplastos.......cccuoeessmmrimimemiiiniisinnssssieerneesssinenisesansssssnnnsnsisneans 88

2. Alterag0es fisioldgicas e morfoldgicas induzidas por concentragdes supra-inibitdrias de

vancomicing & MEWONIAAZOL ..occovivsimmmemussrmvsmssssessumenmrssesss o s sssns s ssas s s5 89
2.1. Efeito na viabilidade e crescimento bacterianO.......cccceviviiriiiiiinsissninesiieniessseiressessnssinns 89
2.1, Efcifo da VATCOIITIN, conrmnsssaninssisomseisssssiasiibamsensiss soisins ssrssesssbnais toaassbmanes 89

2.1.2. Efeito do metronidazol.........ccociiiiiiimmimieiinininnneesrs s 91

2.2. Efeito na morfologia bacteriana........uuimsmiesimsimessasimsaiisissssssssssnsmmississassssssn smsenas 93
2.3; Efeitt) NE GlraeSuUT AL smsmaviessim oo sous e s s sinss s s seivsse e s siniess s siasss shoovons 93

2.4. Efeito pds-antibiético (PAE) da vancomicina e do metronidazol..........cccceveevereeerereerinneennn .96

2.4.1. Efeito residual dos agentes antimicrobianos........cccccecvciesrissiineeesnnessnninesinneens 96
2.4.2. Determinagho 0 PAE. ..uicssossusssoonisssminnmnsnssossssssasssnsossmns ssassmses soemsansssssnsn 97
2:4.2;1, Ma estirpe ATCC '9689..ismmimimsiiammmssivissmsssisissii 97
2:4.2.2; Ef VA% eSliipes elinicis o rnrnasinniassnmiin 98

xi




D IS CU S8 A0 sxnicrmans mri s i AR AR e A A A T S A R S S AR i s A e A

Estudo ultraestrutural e fisiol6gico de C. difficile.......cocurrienrieirrricrereciiencsnciesiineesneeeennns
Parede celular € "S=layer” de (C. difffctle.. .ouvimiminmaisamanmnssmssvsssis
Membrana citoplasmatica de C. diffiCile......cccvieviviiueirieeiinisreniessssessressessseessnessinsane
Influéncia das condigdes de fixagdo na ultraestrutura de C. difficile.......cccooerrnreneviivenernan

Ultraestrutura de células de C. difficile em fase de declinio e expostas 20 ar..........ccccoeeeerceveenene
Protaplastos e €. diffictlesvronsmmmsimrmmmmmmses s o s s s seiseanisssess
Esporulaclo de €. difficile. oy sy sy sossdsssassssens isnsssss

Vancomicina e metronidazol: efeito de concentragdes sub e supra-inibitdrias na

morfologia, ultraestrutura e crescimento de C. @ifficile....nreenreereecrsserirriniiiiniiiniiinecas
| CONCINSOES] GEPRIE wisiams s R s L A s m b s iyl e A A A e
} BB Lo G AT G v mmimveonerisovesmmmes e s 5o s s AT R Ve S
| BB s oumvnsa v o SV T S e T e T e S S R e

xii



Introduc¢do e Objectivos




al., 1990; Fiorentini er al., 1993; Kushnaryov & Sedmak, 1989; Siffert er al., 1993; Tucker
et al., 1990), a toxina B € considerdvelmente mais citotéxica para a mair parte das culturas
celulares (Eichel-Streiber er al., 1987; Rotham er al., 1984; Sullivan et al., 1982; Taylor et
al., 1981), sendo por isso denominada citotoxina. A toxina A, responsdvel peia acumulagdo
do fluido entérico e pela destrui¢do da mucosa do célon (Lima et al., 1988; Lyerly et al.,
1982; Lyerly et al., 1985), é descrita como enterotoxina; o seu efeito exerce-se, no entanto,
sem afectar a actividade da adenilciclase (Banno ez al., 1984; Lyerly et al., 1982), o que
indica ser o seu mecanismo de acgdo distinto do das verdadeiras enterotoxinas bacterianas,
como a toxina colérica (Sharp & Hynie, 1971). O mecanismo da diarreia e da colite
inflamatéria desencadeada pelo C. difficile parece ser bastante complexo estando ainda por
esclarecer. Embora se atribua 2 toxina A a maior parte das alteragdes intestinais (Lyerly et al.,
1985), € hoje aceite que as duas toxinas agem em sinergia e que ambas sdo indispensdveis a
expressdo do poder patogénico de C. difficile (Barbut et al., 1992). A toxina A, cujo efeito
biol6égico parece somente exercer-se apds ligagdo ao receptor membranar presente nas células
epiteliais intestinais (Krivan er al., 1986; Pothoulakis er al., 1993; Tucker & Wilkins, 1991),
possui uma potente acgdo quimiotictica de leucdcitos polinucleares e células macrofégicas, as
quais parecem estar na origem de resposta inflamatdria intensa, geradora de destrui¢do

tecidular e necrose hemorrdgica (Barbut e al., 1992; Pothoulakis ef al., 1993). A toxina B,
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Clostridium difficile, agente etioldgico da colite pseudomembranosa pds-antibidtica e
principal responsdvel pelas diarreias associadas & antibioterapia prolongada (Bartlett ez al,
1978; Bartlett, 1990; George et al., 1978; Larson et al, 1978) é também reconhecido como
agente comum da diarreia nosocomial (Johnson ez al, 1990; McFarland et al, 1989).

C. difficile € um bacilo Gram positivo, anaerébio estrito, esporogénico, com sobrevivéncia
assegurada em ambiente aerdbio devido aos seus esporos aerotolerantes (Buggy er al., 1983;
Kim et al., 1981; Kamiya et al., 1989).

C. difficile deve o seu efeito patogénico & produgdo de duas exotoxinas proteicas, a toxina A
e a toxina B (Lyerly et al., 1982; Lyerly et al., 1988). Embora ambas sejam indutoras de
efeito citopatogénico, detectdvel em vdrios tipos de células (Ahlgren er al., 1983; Fiorentini et
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sem efeito directo no epitélio intestinal intacto (Lima et al., 1988; Lyerly er al., 1985; Taylor
et al., 1981), aproveitard o aumento da permeabilidade membranar para penetrar
profundamente nas diferentes camadas tecidulares e exercer a sua forte acgdo citotéxica em
sinergia com a toxina A (Barbut e al., 1992). Esta lesdo do epitélio intestinal favorecerd a
disseminagio sistémica das toxinas podendo explicar a presenga de toxina B no sangue de
doentes com colite pseudomembranosa severa (Qualman ez al., 1990).

As estirpes toxigenas caracterizam-se pela produgdo simultdnea das toxinas A e B (Lyerly er
al., 1988). A elas se opdem as estirpes ndo toxigenas, que se mostram incapazes de produzir
qualquer uma destas toxinas, devido a auséncia dos genes que as codificam (Fluit et al.,
1991). Estes genes, localizados no cromossoma bacteriano, foram recentemente clonados e
sequenciados (Barroso et al., 1990; Dove et al., 1990; Phelps et al., 1991). Recentemente foi
caracterizada uma estirpe produtora apenas de toxina B, a qual, apesar da auséncia da toxina
A, mostrou ter actividade enterotéxica (Borriello et al., 1992.b.; Lyerly er al., 1992). A
descoberta desta estirpe abre novos horizontes sobre o papel desempenhado por estas toxinas
na patogénese da doenga por C. difficile.

Se bem que as toxinas A e B constituam os principais factores de patogenicidade de C.
difficile outros potenciais factores de viruléncia t€m sido descritos (Borriello, 1990). O seu
envolvimento na patogénese da doenga estd, no entanto, ainda por elucidar.

Uma das caracteristicas mais interessantes da infecgdo pelo C. difficile € a associagdo intima
entre tratamento antibidtico e diarreia (Bartlett, 1992; Bartlett, 1994). A maior parte dos
doentes com complicagdes entéricas por C. difficile apresentam diarreia e revelam uma
exposigdo prévia a um agente antimicrobiano, constituindo as excepgdes casos raros (Bartlett,
1992). Adultos submetidos a antibioterapia, véem aumentada drdsticamente ndo sé a
incidéncia de doenga associada ao C. difficile como também a colonizagdo intestinal
assintomdtica por este organismo (Privitera er al., 1991). A doenca associada ao C. difficile
pode surgir apds antibioterapia oral ou parenteral e mostra-se independente da duragio da
ministragdo da droga (Bartlett, 1994). A ministragdo de antibidticos leva a importantes

alteragdes na microflora intestinal normal, com desenvolvimento de ambiente favordvel a
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proliferagdo de C. difficile e a produgdo de toxinas (Barbut ez al., 1992). A natureza das
alteragdes que predispdem ao crescimento de C. difficile sdo desconhecidas, sabendo-se
apenas que o célon € o local de eleigdo da colonizagdo deste organismo (Bartlett, 1990).
Casos de envolvimento do intestino delgado tém sido descritos, embora raramente (Tsutaoka
et al., 1994). Estudos em animais sugerem que a supressdo de C. difficile pela microflora
normal do célon possa ser devida & competi¢do por nutrientes (Wilson & Perini, 1988).
Quase todas as drogas com actividade antibacteriana, incluindo alguns compostos
antineopldsicos, como o fluoruracilo e o metotrexato, t€em sido implicados como causa de
diarreia/colite associada a C. difficile (Anand & Glatt, 1993; Bartlett, 1992; Cudmore er al.,
1982; Lyerly et al., 1988), mas hd umas que o sdo mais frequentemente, como a
clindamicina, a ampicilina, e as cefalosporinas (Bartlett, 1981). Parecerd l6gico que drogas
com boa actividade contra C. difficile ndo causem doenga e que drogas com grande impacto
no componente anaerdbico da flora fecal estejam associadas a alta incidéncia de doenga por C.
difficile. A ampicilina e a vancomicina sdo drogas com grande actividade contra C. difficile
mas, enquanto a ampicilina € um dos agentes ofensivos mais comuns, a vancomicina constitui
o agente terapéutico de elei¢do (Bartlett, 1992). Por outro lado, o metronidazol, alternativa no
tratamento de doencga associada ao C. difficile, embora constituia uma das drogas mais
potentes na erradicagdo de bactérias anaerdbias raramente causa doenga, facto que
presumivelmente reflecte o facto de ser completamente absorvida no intestino delgado
atingindo concentragdes praticamente nulas no célon (Bartlett, 1992). Tais observagdes
reflectem a existéncia de uma interac¢do complexa entre flora normal do célon, C. difficile e a
actividade antimicrobiana contra este agente e os componentes da flora responsdvel pelo
controlo da populagdo intestinal.

A doenga associada a C. difficile € primdriamente uma condi¢@o nosocomial, uma vez que, a
quimioterapia antimicrobiana e antineoplésica, principais factores que predispdem o seu
desenvolvimento, sio comuns no doente hospitalizado. Os doentes mais afectados sdo por
esse motivo, os imunossuprimidos, os idosos e os doentes submetidos a cirurgia,

habitualmente sujeitos a tratamento antibiético. A aquisi¢do nosocomial de C. difficile tem
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sido bem documentada (Clabots er al., 1992; Heard er al., 1986; Kato er al., 1994; Johnson et
al., 1990; McFarland ez al., 1989; Wust et al., 1982). Cerca de 21% dos doentes admitidos
no hospital tornam-se positivos para o C. difficile durante a hospitalizagdo, dos quais apenas
um tergo desenvolve diarreia permanecendo a maioria portadores assintométicos (McFarland
et al., 1989). Estes portadores sauddveis, potenciais reservatdrios para a transmissio de C.
difficile a outros doentes ndo apresentam maior risco para desenvolverem diarreia ou colite
apds exposi¢do a tratamento antibidtico, constituindo este tratamento apenas um factor de
risco para a colonizag@o (Johnson er al.,1990). A frequéncia de infecgdo pelo C. difficile
parece aumentar progresssivamente com o tempo de hospitalizagdo (Clabots et al., 1992),
constituindo a idade avangada, assim como a severidade da doenga subjacente, factores de
risco de aquisi¢do deste organismo (Hirschhorn er al., 1994; McFarland er al., 1990). C.
difficile € isolado com frequéncia das médos do pessoal de satide e dos locais que rodeiam o
doente com diarreia, constituindo ambos potenciais fontes de contaminagdo no meio
hospitalar (Kim et al., 1981; McFarland et al., 1989; Mulligan et al., 1980). Os esporos
aerotolerantes de C. difficile desempenham papel fundamental ao persistiremn nestes locais
durante longos periodos e ao poderem ser transportados para outros locais do hospital
(Buggy, 1983; Kim et al., 1981; Mulligan et al., 1980).

Com o objectivo de melhor se compreender a epidemiologia e a patogénese deste
microorganismo, varios métodos de tipagem, capazes de distinguir as diferentes estirpes de
C. difficile, t€m sido desenvolvidos: padrdes de susceptibilidade aos antibiéticos,
bacteriocinas e bacteriéfagos, serotipagem por aglutinagio, electroforese das proteinas totais
em gel de poliacrilamida, toxigenicidade, andlise de plasmidios, "imunoblotting"”, andlise
indirecta do genoma total com endonucleases de restri¢do, andlise indirecta do genoma apés
hibridizagdo com sonda, técnicas de PCR (Delmée et al., 1985; Delmée et al., 1986, Devlin et
al.,1987; Dzink et al., 1980; Kato et al., 1991; Kato er al., 1993; Kato, 1994; Killlgore &
Kato, 1994; Mahony er al., 1991, Sell er al., 1983; Silva et al., 1994; Steinberg et al, 1987,
. Tabaqchali, 1990; Tabaqchali et al., 1984; Wolfhagen er al., 1993; Wust er al., 1982). Todos

estes métodos t€m evidenciado a grande heterogeneidade das estirpes de C. difficile. A
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aplicagdo da tipagem ao estudo da infecgdo nosocomial permitiu demonstrar a importancia da
infecgdo cruzada entre doentes e pessoal de salde e confirmar a importincia da contaminagdo
ambiental (Clabots ez al., 1992; Heard er al., 1986; McFarland et al., 1989; Tabaqchali et al.,
1984; Wust et al., 1982).

A infecgdo pelo C. difficile estd associada a amplo espectro de situagdes clinicas que vao
desde o estado de portador assintomdtico até a diarreia, passando pela situagdo clinica mais
severa, a colite pseudomembranosa (Bartlett, 1990; Pothoulakis et al., 1993). A situagio
mais comum € a diarreia, mas a frequéncia de portadores assintomdticos € mais elevada do
que inicialmente se pensou. No adulto estima-se em 2-4% o nimero de portadores
assintomdticos (Heard et al., 1986; Stark et al., 1982; Viscidi et al., 1981), elevando-se esta
taxa para 20-35% em individuos sujeitos a tratamento antibidtico ou hospitalizados
(McFarland er al., 1989; Viscidi er al., 1981). Na crianga recém-nascida, C. difficile coloniza
o tracto intestinal de modo assintomdtico (Bolton er al., 1984; Knoop et al., 1993, Lyerly et
al., 1988). Mesmo quando a colonizagio ¢ feita com estirpes toxigenas a crianga ndo
desenvolve, na maioria das vezes, nenhum sinal clinico (Larson er al., 1982, Viscidi er
al.,1981), sendo os casos de colite pseudomembranosa sé excepcionalmente descritos neste
grupo etdrio (Mandal er al., 1982; Scopes et al., 1980). A frequéncia de isolamento no recém-
nascido sauddvel situa-se nos 30-50% (Cooperstock et al., 1983; Larson et al., 1982;
Miyazaki er al., 1992), embora valores de 16% (Bacon et al., 1988) e 90% (Stark er al.,
1982) tenham sido também j4 citados. A frequéncia de colonizagdo do recém-nascido estd
relacionada com o tempo de hospitalizagdo e com o padrio epidémico do ambiente hospitalar
(Al-Jumaili er al., 1984; Bacon er al., 1988; Miyazaki er al., 1992), estando as altas taxas de
colonizagdo neonatais associadas a longos periodos de hospitalizagdo (Bacon ez al., 1988) e a
uma circulagdo hiper-endémica de C. difficile (Sheretz & Sarubi, 1982). A crianga parece
adquirir o C. difficile por transmissdo nosocomial, directamente a partir do meio que a rodeia
ou através das mios contaminadas do pessoal hospitalar ou de outras criangas (Al-Jumaili ez
al., 1984; Bacon et al., 1988; Bolton er al., 1984; Kim et al., 1981; Larson et al., 1982). A

colonizagdo do recém-nascido pelo C.difficile ndo parece ser influenciada pelo tratamento
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antibiético mas sémente pelo tempo de internamento hospitalar (Miyazaki et al., 1992). As
elevadas taxas de colonizagdo do recém-nascido sdo normalmente mantidas durante virios
meses, mas por volta dos 6-12 meses, altura que corresponde ao estabelecimeno da "flora
adulta normal”, as taxas de prevaléncia baixam para valores semelhantes ao do adulto
sauddvel (Bartlett, 1990; Stark er al., 1982; Viscidi et al., 1981). A resisténcia das criangas 2
doenga por C. difficile, mesmo quando estdo presentes nas suas fezes concentragdes elevadas
de C. difficile e de toxinas A e B, estd bem documentado (Al-Jumaili et al., 1984; Bolton et
al., 1984; Donta & Meyers, 1982; Larson et al., 1982; Libby er al., 1983; Stark et al., 1982),
mas ainda hoje se desconhecem as razdes da auséncia de progressdo para a doenga, podendo
tal resisténcia resultar da combinag@o de numerosos factores (Lyerly er al., 1988). Presenga
no colostro de substincias neutralizantes das toxinas (Kim er al., 1984; Wada et al., 1980),
menor sensibilidade as toxinas por parte das células intestinais fecais ou auséncia de
receptores para a toxina A (Lyerly et al., 1988), s3o algumas das hipéteses apontadas.

Tem sido sugerido que o espectro e a severidade da situacdo clinica observada na infecg¢io por
C. difficile possam resultar do facto das diferentes estirpes variarem na sua capacidade
intrinseca para causar doenga, parecendo existir uma relagdo entre o tipo de isolado, a
manifestagdo clinica e a produg@o de toxinas pelo C. difficile (Delmée et al., 1986; Delmée &
Avesani, 1990; McFarland et al., 1989; Tabaqchali er al., 1984; Toma et al., 1988). Estirpes
pertencentes a serogrupos toxigenos sdo isolados com mais frequéncia de adultos com colite
pseudomembranosa ou diarreia, enquanto que estirpes pertencentes a Serogrupos niao
toxigenos sdo encontradas frequentemente em recém-nascidos € na crianga jovem
assintomdtica (Delmée et al., 1986; Toma et al., 1988). Curiosamente 0S Serogrupos
toxigenos estdo associados a padroes de grande resisténcia aos agentes antimicrobianos
(Barbut et al., 1993), sendo sugerido que tal determinante possa desempenhar um papel
importante na viruléncia associada a C. difficile (Roberts er al., 1994). Mas, certos
serogrupos toxigenos sdo isolados invaridvelmente de recém-nascidos assintomdticos e
adultos sintomdticos (Delmée & Avesani, 1990; Toma et al., 1988) e, em adultos

hospitalizados, estirpes provenientes de portadores sauddveis podem estar associadas a
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doenga severa (McFarland et al., 1989). A patogenicidade ndo parece ser simplesmente um
fenémeno especifico de estirpe, podendo factores dependentes do hospedeiro constituir
determinantes importantes na expressio clinica da doenga (McFarland et al., 1991).

O diagnéstico exacto da doenga intestinal causada por C. difficile continua a ser ainda um
problema. O simples isolamento do microorganismo tem valor limitado no diagnéstico da
doenca dada a existéncia de estirpes ndo toxigenas, destituidas de qualquer poder patogénico,
que tornam dificil a interpretagdo de uma cultura positiva (Bartlett, 1990; Borriello & Honour,
1983; Lyerly er al., 1988). Torna-se necessdrio provar a capacidade de produgdo de toxina
para se considerar a estirpe potencialmente patogénica. O ensaio de citotoxicidade em culturas

celulares, o qual detecta primdriamente a toxina B, constitui o método de referéncia (Bartlett,

1992). Mas devido a importincia da toxina A na patofisiologia desta doenga e 2 existéncia de
estirpes toxina A+/toxina B-, tém sido feitas tentativas para o desenvolvimento de testes para
a detecgdo especifica desta toxina (Borriello er al., 1992.a.; DiPersio et al., 1991; Whittier ez
al., 1993). A recente aplicagdo de uma sonda especifica da toxina A a detecgdo de estirpes
toxigenas poderd vir a constituir uma excelente alternativa aos ensaios de citotoxicidade
(Katoer al., 1991; Wren et al., 1990). A existéncia de individuos, com quadro clinico

compativel com doenga associada a C. difficile, sem citotoxina nas fezes mas com cultura

positiva para C. difficile, que se mostra toxigena in vitro (Clabots et al., 1992) aponta para a

necessidade do diagndstico assentar ndo sé na demonstragdo da presenga de toxina nas fezes
mas também no isolamento do microorganismo com a subsequente demonstragdo da sua
capacidade em produzir toxina (Lyerly et al., 1988). Por outro lado o facto de C. difficile e
as suas toxinas estarem frequentemente presentes em individuos assintomdticos (Viscidi et
al., 1981), mostra que a capacidade de produgdo de toxinas ndo € por si sé suficiente para
diagnosticar a doenga induzida por C. difficile tornando-se necessdrio, para o diagndstico
definitivo, a conjugacdo dos dados clinicos com os resultados laboratoriais.

Uma vez que a doenga por C. difficile € uma condigdo induzida pelo uso de antibiéticos serd

desejdvel um regime de prevengdo ou de tratamento que evite 0 seu uso. Varias modalidades,

que ndo a administragdo de antibidticos, tém sido usadas com algum sucesso (George et al.,




1980; Schwan et al., 1984; Gorbach et al., 1987). Salienta-se a utilizagdo de Saccharomyces
boulardii, levedura termofilica, ndo patogénica, que mostrou reduzir a incidéncia da diarreia
associada aos antibiéticos nos doentes hospitalizados (Surawicz et al., 1989.a) e que parece
ter papel importante, quando ministrada conjuntamente com vancomicina, no tratamento da
colite recorrente por C. difficile (Surawicz et al., 1989.b). Os estudos realizados com esta
levedura em modelos animais tém-se mostrado muito promissores (Corthier et al., 1986;
Elmer & McFarland, 1987; Toothaker & Elmer, 1984). A maior parte dos casos de diarreia
por C. difficile resolvem-se com a interrup¢ao do antibidtico agressor, mas 0s casos mais
severos necessitam de tratamento antimicrobiano. A ministragio oral de vancomicina constitui
o tratamento de eleigdo e o metronidazol a principal alternativa terapéutica (Bartlett, 1992;
Teasley er al, 1983). Bacitracina, teicoplanina e dcido fusidico sdo agentes antimicrobianos
eficazes quando administrados oralmente (DeLalla et al, 1992; Bartlett, 1990). Apesar do
importante papel desempenhado pela vancomicina e pelo metronidazol no tratamento da
doenca associada ao C. difficile, t€m sido detectadas, apds descontinuidade do tratamento,
recaidas em mais de 20% dos doentes (Bartlett, 1994; Teasley et al, 1983), frequéncia ndo
afectada pelo antibidtico em causa, pela dose ou pela durag@o do tratamento (Bartlett, 1994).
Estas recidivas podem ser explicadas quer pela sobrevivéncia de C. difficile sob a forma de
esporo, insensivel aos antibiéticos, que sobrevive e reverte posteriormente a forma
vegetativa, quer pela reinfecgdo por uma nova estirpe exégena (Kim et al, 1981; Johnson et
al, 1989). Este comportamento ambiguo complica a terapéutica e aponta para a necessidade de

melhor compreensdo do modo de acgio destes agentes antimicrobianos sobre esta bactéria.

Foi objectivo principal do nosso trabalho a avaliagdo do efeito da vancomicina e do
metronidazol na morfologia, ultraestrutura e crescimento de C. difficile. Para tal foram

estudadas as alteragdes provocadas quer por concentragdes sub-inibitérias quer por
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concentragdes supra-inibitdrias e avaliada ndo sé a velocidade e a extensdo do efeito
bactericida destas duas drogas como também a duragdo do seu efeito pds-antibidtico, factores
que, pelo menos tedricamente, afectam a eficdcia terapéutica de um agente antimicrobiano
(Hessen er al., 1989).

Tornou-se, no entanto, necessdrio realizar préviamente o estudo da ultraestrutura deste
microorganismo assim como conhecer alguns dos aspectos da sua fisiologia, a fim de
estabelecer o padrio de normalidade ultraestrutural e fisioldgico, fundamental para a
interpretagdo das alteragdes observadas na bactéria sujeita a acgdo destes dois agentes

antimicrobianos.

10
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1. Estirpes bacterianas

Neste estudo foram utilizadas as seguintes estirpes de C. difficile :
ATCC 9689, estirpe toxigena, obtida da American Type Culture Collection
(Maryland, USA)
CDl1, CD2, CD11, CD22, CD24, CD26, CD34, CD41, CD50, CD55, CD56,
CD60, CD74, CD89, CD101, CD145, CD146, CD147, CD148
Todas as estirpes CD foram isoladas de fezes de criangas, com idades compreendidas entre
os 5 dias e os 3 anos (idade média 16 meses), provenientes do Servigo de Pediatria do
Hospital de S. Jodo do Porto. A descrigdo detalhada da origem das estirpes encontra-se
indicada em Anexo (Tabelas A, B, C, D).
O seu isolamento a partir das fezes foi realizado em meio selectivo Clostridium difficile Agar
Base (descrito em 2.1.) tendo-se procedido préviamente a selecgdo de esporos através do
tratamento pelo dlcool etilico 95% (Merck, Darmstadt, Germany). Assim, uma amostra de
fezes foi misturada com igual quantidade de etanol absoluto e submetida a agitagdo durante
30 min a temperatura ambiente. Procedeu-se depois ao isolamento de uma aliquota da
amostra tratada. Seguiu-se uma incubagdo de 24 h a 37°C em anaerobiose. A identificagdo
das estirpes baseou-se no (i) aspecto caracteristico das colénias (ndo hemoliticas, grandes,
rasas, com bordos irregulares, cinzentas esbranquigadas), (ii) na reacgdo ao Gram, (iii) na
morfologia celular e (iv) no comportamento bioquimico, utilizando o microssistema API
20A (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, France).
Apés o isolamento, todas as estirpes foram conservadas a -70°C em caldo Schaedler
(descrito em 2.4.) com 15% de glicerol (MercK). A fim de testar a sua pureza ¢
aerotolerdncia, antes de cada ensaio, as estirpes foram descongeladas e posteriormente
subcultivadas em gelose Columbia (ver 2.2.), simultdneamente em anaerobiose € aerobiose.

As estirpes s6 foram utilizadas quando o crescimento ocorreu apenas em anaerobiose.
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2. Meios de cultura utilizados

2.1. Clostridium difficile Agar Base (Oxoid, Hampshire, England)

Proteose peptona g/L 40.0
NasHPO4 5.0
KH,PO4 1.0
MgSO4 0.1
NaCl 2.0
Frutose 6.0
Agar 15.0

pH 7.4
adicionado de 7% de sangue de cavalo desfibrinado (Laboratério Imunolégico, Lisboa) e
suplementado com os antibiéticos D-cicloserina (500 mg/L) e cefoxitina (16 mg/L)
(Clostridium difficile Supplement, Oxoid).

Este meio foi usado no isolamento de C. difficile a partir das fezes.

2.2. Gelose Columbia (bioMérieux)

bio-Polytone g/L 10.0
Hidrolisado de proteinas

animais e vegetais 10.0
bio-Myotone 3.0
Amido 1.0
NaCl 5.0
Agar 13.5

pH 7.3

suplementada com 5% sangue de carneiro desfibrinado.

Este meio foi usado na avaliagdo da pureza das estirpes

2.3. Caldo de Tripticase-soja (bioMérieux)

bio-Trypcase g/l 17.0

bio-Soyase 3.0

NaCl 5.0

K7HPO4 2.5

Glucose 2.5
pH 7.3

Este meio foi usado na obtengdo das culturas utilizadas na detecgdo da toxina A.
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2.4. Gelose e caldo Schaedler (bioMérieux)

Caldo Trypcase soja g/L 10.
bio-Polytone

Extracto levedura

Dextrose

L-Cistina

Hémina

Tris (hidoximetil) aminometano

WOOUNULLO
OO OO

com/sem
Agar 15.0

pH 7.6

Material e Métodos

O meio Schaedler foi usado na conservagdo das estirpes, na determinagdo das concentragdes

minimas inibitdrias, no estudo do efeito pds-antibidtico, na obtengdo de protoplastos e

sempre que foi necessdrio avaliar o crescimento bacteriano

Adicionado de vancomicina ou metronidazol, foi usado no estudo das alteragdes induzidas

pelas doses sub-inibitdrias e supra-inibitérias destes dois agentes antimicrobianos no

crescimento, morfologia e ultraestrutura de C. difficile.

2.5. Meios de esporulacgio

Para os estudos de esporulagdo foram usados o meio descrito por Wilson er al. (1982)

constituido por:

Trypticase peptona (Difco, Michigan, USA) g/L
Proteose peptona n?3 (Difco)
(NH4)2S04 (MercK)
Tris(hidoximetil) aminometano (MercK)
pH 7.4

e o meio descrito por Duncan & Strong (1968) constituido por:

Extracto de levedura (Difco) g/l 4.0

Proteose peptona n®3(Difco) 15

Amido solivel (Difco) 4

NaHPO4.7H70 (MercK) 10
14



Dado que as incubagdes ocorreram sistemdticamente em cdmara de anaerobiose, omitimos o
tioglicolato de sédio (1g/L) da composigdo original do meio de cultura, o qual, noutras
condigbes culturais, teria a fungio de criar um baixo potencial redox, compativel com o

crescimento de bactérias anaerdbias.

3. Agentes antimicrobianos utilizados

Foram usados o cloridrato de vancomicina e o metronidazol (Sigma, Chemical Company,
USA). Solugdes aquosas de vancomicina (3.75 mg/10 ml) e metronidazol (0.95 mg/10 ml)
foram esterilizadas por membrana filtrante com a porosidade média de 0.2 pm (Gelman

Sciences, USA). As solugdes foram mantidas a -70°C até a sua utilizagdo.

4. Condigbes experimentais

Todas as manipulagdes e incubagdes foram realizadas em camara de anaerobiose (Compact-
DW Scientific, West Yorkshire, UK) contendo uma atmosfera de 85% N2, 10% H» e 5%
CQO». S6 em casos pontuais se recorreu ao sistema de anaerobiose em jarro (Generbox,
bioMérieux).

Todos os meios de cultura, utilizados nos ensaios, sofreram uma redugéo prévia, em cimara
de anaerobiose, antes da sua utilizagdo. Para os meios sélidos, recentemente preparados, foi

estabelecido um tempo minimo de pré-redugdo de 1 h e para os meios liquidos de 18 h.

5. Avaliagdao do crescimento bacteriano em meios liquidos nao renovados

O crescimento bacteriano foi avaliado por turbidimetria (As40) com espectrofotémetro
(Baush & Lomb 20) e por contagem de células vidveis (c.f.u./ml) pelo método das
diluigdes. Todas as culturas foram realizadas em caldo Schaedler e incubadas a 37°C, sem
agitagdo, em anaerobiose.

As culturas iniciaram-se pela inoculagdo de uma cultura com 16-18 h na proporgdo de 10-2

(v/v), tendo sido retiradas amostras de hora a hora. Os valores de absorvancia foram
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registados e a contagem de células vidveis foi determinada pela dilui¢@o seriada das amostras
(10-1) em NaCl (Merck) 0.9% e posterior inoculagdo de 0.1 ml, de cada diluigdo, em placas
de Petri contendo gelose de Schaedler. A contagem das coldnias (c.f.u./ml) foi feita apos
18-24 h de incubag@o a 37°C, em anaerobiose.

Foi avaliado de igual modo o crescimento bacteriano na presenga de concentragdes sub-

inibitérias (CIM/2) de vancomicina ou metronidazol.

6. Estudo da morfologia e ultraestrutura bacteriana

6.1. Microscopia Optica

A morfologia bacteriana foi estudada por microscopia 6ptica, apés coloragio das bactérias

pelo método de Gram, com uma ampliagdo de 400 x e 1000 x.

6.2. Microscopia electrénica de transmissdo

6.2.1. Técnica dos cortes ultrafinos

A ultraestrutura bacteriana foi estudada por microscopia electrénica, segundo a técnica dos

cortes ultrafinos, descrita por Silva (1984).

As bactérias foram fixadas pelos processos seguintes:

Fixacio GAFACA/OsQ4 - Fixagdo com GAFACA: formaldeido (Merck) a 4% (p/v) em
tamp@o de cacodilato (TAAB, Aldermast, England) 0.1M, pH 7.0 contendo 1.25% (p/v) de
glutaraldeido (Merck) € 10 mM de CaCl, (Merck) durante 24 h a 4°C; em seguida as células
foram centrifugadas a 2 500g (centrifuga Sigma 3K-2) durante 10 min a 4°C ¢ submetidas a
duas lavagens com tampdo cacodilato; posteriormente foram pés-fixadas com OsO4 (Sigma)
1% (p/v), contendo 10 mM de CaCly, durante mais de 24 h e com acetato de uranilo

(TAAB) 0.5% em solugdo aquosa (p/v) durante 30 min.
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Fixacdo OsQ4/GAFACA - Fixagdo com OsO4 1%, contendo 10 mM de CaCly durante 24h.
Em seguida as células foram centrifugadas, submetidas a duas lavagens com tampido
cacodilato e pés-fixadas com GAFACA durante mais 24 h a 4°C, seguindo-se o tratamento

com acetato de uranilo 0.5% em solugdo aquosa (p/v) durante 30 min.

Tentou-se sempre que possivel, dado tratar-se de uma bactéria anaerdbia estrita, que o inicio
da fixagdo fosse realizado em condigdes de total anaerobiose.

No caso de bactérias crescendo a superficie de meios sélidos o fixador foi adicionado
directamente as coldnias e deixado actuar durante 10 min. As colénias foram depois
removidas e a cultura, retirada da cimara de anaerobiose, foi centrifugada (2 500g /10 min)
tendo as células sido ressuspendidas no mesmo fixador por mais 24 h.

No caso das culturas liquidas 1 vol do fixador foi adicionado a 4 vol de cultura e deixado
actuar durante um periodo de 10 min, findo o qual a cultura foi retirada da cimara de
anaerobiose. As bactérias recolhidas entdo por centrifugagdo (2 500g /10 min) foram
ressuspendidas no mesmo fixador e a fixag@o continuou por mais 24 h. A este processo nos
referiremos como pré-fixagdo ou fixagdo em caldo em condigdes de anaerobiose. A este se
opds o processo sem pré-fixagdo em caldo, no qual o fixador foi adicionado as bactérias s6

apGs a sua recolha por centrifugagdo, portanto ja em condigGes de aerobiose.

Ap6s a fixagdo, as amostras foram desidratadas com concentragdes crescentes de etanol em
solugdo aquosa (70%, 90%, 10 min cada, 100%, 4 vezes, 10 min cada) sendo depois
mergulhadas sequencialmente em 6xido de propileno (MercK) durante 10 min, 6xido de
propileno/Epon (1/1) durante 30 min e Epon durante 16-18 h. Foi usada a mistura B de
Epon descrita por Luft (1961) constituida por partes iguais de Epon 812 (TAAB) e MNA
(TAAB) e 2,4 % de DMP3g (TAAB). As amostras foram transferidas para cdpsulas de
gelatina e cheias com nova resina Epon.Seguiu-se a polimerizago a 60°C durante 2 dias. Os

cortes ultrafinos, obtidos com faca de diamante em micrétomo LKB Ultratome III, foram
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recolhidos em grelhas de cobre (400 mesh) revestidas com 1% parlédio (TAAB) e
contrastadas com uma solu¢do aquosa saturada de acetato de uranilo (TAAB) durante 60 s
seguida de citrato de chumbo (TAAB) 5 min.

Todas as observagdes foram realizadas em microscépio electrénico Siemens Elmiskop IA ou

Zeiss EM 10 C e registadas em peliculas fotograficas Agfa-Gevaert.

6.2.2. Técnica de coloracao negativa ("Negative Staining")

As bactérias recolhidas por centrifugagdo (2 500g /10 min) foram ressuspensas em PBS, pH

7.2 (bioMérieux). Uma gota da suspensdo foi colocada em grelha de cobre (400 mesh)
| revestida com parlédio. Apds 3 min o excesso foi removido com papel de filtro e a grelha
lavada trés vezes com PBS. Seguiu-se a coloragdo negativa com 4cido fosfotingstico
(Merck) 1% (p/v) em dgua, pH 7.0 durante 1 min. O excesso foi removido com papel de

filtro. Procedeu-se & observagdo no microscépio electrénico.

6.2.3. Visualizagao de polissacaridos

Foi usada a técnica de Thiéry (Thiéry, 1967; Thiéry & Rambourg, 1974). Cortes ultrafinos
foram montados em grelhas de ouro ¢ pré-tratados com H2Oy (Merck) a 3%, durante 10-15
min, de modo a assegurar uma completa remogdo do ésmio ligado. Apds lavagem com dgua
procedeu-se ao tratamento com 4cido periédico (Merck) 1% em solugdo aquosa, durante 30
min, seguindo-se uma exposigdo de 2-48 h 2 tiosemicarbazida (Merck) 10% em 4cido
acético (Merck). As grelhas foram depois lavadas com 4cido acético a 10%, dcido acético a
5% e 4gua, durante perfodos de 15-30 min cada lavagem. Seguiu-se a coloragdo com a
solugdo aquosa de proteinato de prata (MercK) 1% durante 30 min, no escuro, e finalmente

uma lavagem com dgua durante 30-60 min. Seguiu-se a observagio por microscopia

electrénica.
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6.2.4. Medicao da espessura das paredes e flagelos

A medigdo da espessura das paredes e dos flagelos foi efectuada em positivos fotograficos
ampliados. As medidas foram repetidas pelo menos duas vezes em momentos diferentes,

num minimo de trinta determinagdes.

7. Métodos de obtengao de protoplastos

Células da fase exponencial de crescimento, provenientes de caldo Schaedler com ou sem
glicina (Merck) 0.4% (p/v) foram adicionadas, na proporgdo de 1 vol para 4 vol, a vdrias
solugdes cujo gradiente osmético estabilizador foi conferido pela presenga de 0.5 M de

sacarose (Merck):

(1) caldo Schaedler

(i1) caldo Schaedler + glicina 0.4%

(ii1) caldo Schaedler + glicina 0.4% + EDTA (Merck) 10 mM
(iv) Tampao fosfato 0.05 M, pH 8.0 + glicina 0.4%

(v) Tamp@o Tris-HCI 0.05 M, pH 8.0 + glicina 0.4%

Foi usada também a solugdo osmética consituida por Schaedler e glicina 0.4% tendo desta
vez o gradiente osmdtico estabilizador sido conferido pela concentragdo 6 M de ureia
(Merck).

A lisozima (Sigma) foi por fim adicionada na concentragdo final de 1 mg/ml. Seguiu-se uma
incubagdo a 37°C, sempre em condig¢des de anaerobiose, tendo-se procedido & observagdo e
contagem dos protoplastos nas cinco horas que se seguiram e as 24 h, em microscépio de
contraste de fase (Nikon, Japan) usando uma ampliagdo de 400 x. Para a determinagio da %
de protoplastos foi contado um total de 300 células em 8 campos diferentes da ldmina.

Os protoplastos obtidos foram processados para microscopia electrdnica (ver 6.2.1.). Dada

a necessidade de fixar protoplastos directamente na solugdo osmética, metodologia que impde
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uma diluig@o obrigatdria do fixador, e uma vez que € conhecida a acgao agressora de baixas
concentragdes de OsOg4 sobre estas estruturas (Silva ez al., 1976.b), procedeu-se a fixagdo
dos protoplastos sémente pelo método GAFACA/OsQy4, jd que estes sdo bem preservados
quando a fixagdo € iniciada pelos aldeidos. Todas as amostras foram fixadas em condigdes de

total anaerobiose.

Para a obtengdo de protoplastos foram também usadas células em fase de crescimento
logaritmico, em caldo Schaedler sem glicina, contendo doses sub-inibitdrias (CIM/2) de

vancomicina e metronidazol.

8. Estudo da S-layer

8.1. Isolamento da parede celular

Foi usada uma adaptagio a técnica descrita por Kawata et al. (1984). Uma cultura (500 ml)

em caldo Schaedler no inicio da fase de crescimento logaritmico foi submetida a uma

centrifugagdo de 2 000g (centrifuga Runne Heidelberg, Modell RSV-20) durante 15 min a
| 40C. Procedeu-se a uma lavagem do sedimento celular com dgua destilada gelada e apos
ressuspencdo das células em dgua estas foram submetidas a ac¢do de um desintegrador

ultrasénico (Labsonic 2000) operando a 70 watts num tempo total de 2 min e 30 s, durante o

|

t qual foram constantemente arrefecidas em gelo. Seguiu-se nova centrifugagdo a 800g
(centrifuga Sigma 3k-2) durante 10 min a 4°C, afim de remover as c€lulas intactas. O

' sobrenadante foi depois centrifugado a 3 000g durante 10 min a 4°C. O sedimento foi

) lavado sequencialmente com NaCl (Merck) 1M e Triton X-100 (Sigma) a 2% afim de

’ remover os fragmentos da membrana citoplasmadtica e finalmente lavado com dgua gelada e

submetido a centrifugagdo. O sedimento final constituido por largos fragmentos de parede

|
| ; , . ’ y i
ainda contendo a camada proteica superficial, S-layer, foi denominado por "fracgdo de
| parede celular”.
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8.2. Extrac¢ciao de proteinas da S-layer

Adaptagdo da técnica descrita por Kawata et al. (1984). A "fracgdo de parede celular” obtida
em 8.1. foi submetida ao tratamento com ureia (Merck) 6M durante 1 h a 379C. Seguiu-se
uma centrifugac¢io de 38 000g (ultracentrifuga Beckman L-80, rotor 80 Ti) durante 30 min a
15°C. O sobrenadante foi dialisado contra dgua a 4°C durante 18 h, tendo-se procedido a
quantificagdo do seu conteiido proteico e posteriormente a electroforese em gel de

poliacrilamida.
8.2.1. Doseamento de proteinas

A concentragdo proteica foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976). Para a
elaboragdo da curva padrio foi usada a Albumina Bovina Fracg¢io V (Sigma), a qual diluida
em dgua a uma concentragdo de 1 mg/ml, apresentou uma absorvancia de 0.67 a 280 nm. A
partir desta solugdo foram realizadas diluigSes obtendo-se uma gama de concentragdes de 0-
100 pg/100 pl. Apds adigdo de 5 ml do reagente de Bradford (0.01% Azul brilhante de
Coomassie, Sigma, 14.7% etanol, 8.5% acido fosférico, Merck) a 100 pl das solugdes
padrio e problema foi construida uma curva padrio a partir dos resultados das absorvancias
obtidas a 595 nm em fungio da concentragio da proteina. Esta curva foi depois usada para
determinar a concentragdo de proteina para cada solugao problema.

Todas as leituras foram efectuadas em espectrofotémetro Shimadzu UV-265 (Kyoto,

Japan).

8.2.2. Electroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A andlise electroforética das proteinas em gel de poliacrilamida, na presenga de dodecil
sulfato de sédio (SDS), foi realizada segundo método de Laemmli modificado (1970),

usando um gel vertical de concentragdo (“stacking gel") de 4% e um gel de resolugdo

("separating gel") de 9.5%, preparados a partir de uma solug@o de acrilamida (Sigma) a 30%

(w/v) e bisacrilamida (Sigma) a 0.8% (w/v). Antes da aplicagdo no gel as amostras foram
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diluidas na proporgdo de 1:1 (v/v) em tampdo de solubilizagdo de proteinas, numa
concentragdo final de 0.06 M Tris, pH 6.8, 2% SDS (Merck), 10% glicerol (Merck), 5% 2-
mercaptoetanol (Merck), 0.001% azul de bromofenol (Sigma) e em seguida fervidas a
100°C durante 5 min. Foi aplicada por amostra uma concentragdo de 13-15ug de proteina. O
sistema foi submetido a uma corrente constante de 20 mA num tampao de corrida constituido
por 0.025 M Tris, pH 8.3, 0.192 M glicina, 0.1% SDS. Apds electroforese os geis foram
corados pelo Azul de Coomassie (0.125% Azul de Coomassie R-250, 50% metanol, 10%
dcido acético) e descorados com uma mistura de 50% metanol, 10% 4cido acético. Como

marcador de pesos moleculares foi utilizado o padrdo SDS-7 B (Sigma) contendo a seguinte

mistura de proteinas: isomerase triosefosfato (33.5KDa), desidrogenase lictica (38KDa),
fumarase (56KDa), piruvato quinase (65KDa), frutose-6-fosfato quinase (88KDa), B-
galactosidase (125 KDa), ap-macroglobulina (190 KDa).

8.3. Observagao da S-layer por microscopia electronica, técnica dos cortes
ultrafinos

Cortes ultrafinos da "frac¢do de parede celular” obtida em 8.1. foram preparados e

observados como descrito em 6.2.1.

9. Estudo cinético da esporulagdao em diferentes condigdes fisiologicas

\
|
\
\

A estirpe ATCC 9689 e a estirpe clinica CD1, obtidas de gelose de sangue, foram inoculadas
| em 10 ml dos meios de esporulagio descritos em 2.5. e incubadas a 379C durante 48 h.
t Um enriquecimento em formas esporulativas foi conseguido através de sucessivos choques
| térmicos tal como descrito por Ketley ez al. (1986). Assim apds 48 h de crescimento as
| culturas foram submetidas a choque térmico de 75°C durante 20 min (para eliminagdo das

‘ formas vegetativas) e rdpidamente arrefecidas em gelo tendo em seguida 1ml destas culturas

sido inoculado em 10 ml de novo meio de esporulagdo. Este ciclo foi repetido mais duas
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vezes. A cultura final, enriquecida em formas esporulativas, foi finalmente inoculada em 100
ml de meio de esporulagio, com uma concentragdo inicial de 2x107 células/ml e incubada
anaerdbicamente a 37°C. Amostras da cultura foram retiradas ao longo do processo de
esporulagdo tendo-se procedido & contagem das células vegetativas e esporuladas (ver 9.1.)

e posteriormente ao seu processamento para microscopia electrénica (ver 6.2.1.).

9.1. Determinag¢ao do nimero de esporos

A contagem das células, esporuladas e vegetativas, foi realizada em cdmara de Neubauer por

microscopia éptica em contraste de fase, com uma ampliagdo de 400x.

9.2. Preparag¢ao da suspensio de esporos livres

Para a produgdo de esporos livres foram usadas culturas enriquecidas em formas
esporulativas (ver 9) tendo a cultura final sofrido uma incubagio de 5 dias a 37°C. Os
esporos recolhidos por centrifugacdo a 9 600g durante 15 min, a 4°C, foram lavados e
ressuspendidos num volume adequado de dgua destilada estéril de modo a obter-se uma
concentragdo de 0.5-1.0x107/ml. Esta suspensdo aquecida depois a 70°C durante 10 min

(afim de destruir as formas vegetativas) foi conservada a 4°C.

9.3. Tratamento dos esporos livres com ureia-mercaptoetanol

Os esporos livres preparados conforme indicado em 9.2. foram ressuspendidos em tampdo
Tris-HCl 0.1M contendo ureia (8M) e mercaptoetanol (1%), pH 8.5, durante 2 h, a
temperatura de 37°C. O tratamento foi terminado com trés lavagens com tampdo cacodilato
0.01M, pH7, sendo os esporos sempre recolhidos por centrifugagdo a 9 600g durante 15
min, a 4°C. O sedimento final foi processado para microscopia electrénica como descrito em

6.2.1..
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do metronidazol pelo E teste

Foi utilizado o E teste, PDM Epsilometer (AB BIODISK, Solna, Sweden), técnica
quantitativa de difusdo em agar, baseada num gradiente de antibiético pré-definido, que
determina, de modo individual, a susceptibilidade de determinada bactéria a determinados
antibiéticos (Bolmstrom et al., 1989). Resumidamente, colénias isoladas em gelose de
sangue, com 24 h de crescimento, foram suspensas em caldo Schaedler, até uma turvagdo
equivalente a unidade 0.5 da escala de McFarland e depois inoculada em placas de agar
Schaedler utilizando a técnica de espalhamento com zaragatoa. Apds absorgdo do excesso de
inéculo, a tira do E teste, contendo o gradiente exponencial de vancomicina ou metronidazol,
foi aplicado sobre a placa. Apds uma incubagdo de 24 h a 37°C, em anaerobiose, tempo
necessdrio para se obter um crescimento visivel, procedeu-se a leitura da CIM (mg/L), dada
pelo ponto de intersecgdo entre a zona de inibigdo de crescimento e a tira do E teste com

escala de concentragdes.

11. Determinagao do Efeito Pds-Antibiético (PAE) da vancomicina e do
metronidazol

Foi determinado o PAE da vancomicina na estirpe ATCC e nas estirpes clinicas CD1, CD22
e CD8 e 0 PAE do metronidazol na estirpe ATCC, utilizando-se uma adaptag¢do da técnica de
meio liquido descrita por Craig & Gudmusson (1986). Cada experiéncia de PAE foi repetida
em diferentes dias, no minimo trés vezes para a estirpe ATCC, e uma vez para as estirpes
clinicas. Resumidamente, 0.5 ml de uma cultura em fase de crescimento logarftmico (106-
107 c.f.u./ml) foram adicionados a 0.5 ml de um novo caldo Schaedler, tendo-se adicionado
posteriormente o agente antimicrobiano numa concentragdo final de 5x, 7.5x, 10x, 15x, 30x
e 45x o CIM para a vancomicina e 5x, 10x e 40x o CIM para o metronidazol.

Seguiu-se um periodo de exposi¢do ao agente antimicrobiano de 1 h ou 2 h a 37°C.

Terminado este periodo procedeu-se A remogdo da droga através de uma diluigdo de 103,
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realizada em 100 ml de novo caldo Schaedler, tendo-se seguido a reincubagdo a 37°C. Uma
cultura controlo, ndo exposta ao agente antimicrobiano, foi processada de modo semelhante.
Um controlo adicional, constituido por uma cultura ndo exposta ao agente antimicrobiano
diluida em caldo Schaedler contendo uma dilui¢io de 10-3 da mais alta concentragdo da
droga usada no ensaio, foi introduzido de modo a assegurar que a diluigio apés a exposigdo
a droga era suficiente para evitar qualquer actividade antibacteriana pela droga residual.

Em todas as culturas foi realizada uma contagem de células vidveis (c.f.u./ml) antes da
exposi¢do ao agente antimicrobiano, imediatamente apds a diluigio e depois hora a hora até
as culturas se mostrarem turvas. Para tal, dilui¢des seriadas (10-1) das amostras foram
realizadas em NaCl 0.9%, reduzido no minimo 1 h, tendo 0.1 ml de cada dilui¢do sido
semeados em duplicado em placas de gelose de Schaedler. A contagem das colénias foi feita
ap0Os uma incubagdo de 18-24 h a 37°C, em anaerobiose. O PAE foi calculado a partir das
curvas de crescimento pela seguinte férmula PAE (h) =T - C, em que T representa o tempo
necessdrio para que a contagem de c.f.u., na cultura exposta a droga aumente de 1 logjg

acima da contagem observada imediatamente apds a remogdo da droga e C o tempo

necessdrio para que a contagem de c.f.u., na cultura controlo ndo exposta aumente de 1
log1p acima da contagem observada imediatamente apés a realizagdo do mesmo processo

usado na cultura teste para remogdo da droga (ver Esquema).
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Esquema. Representagio grifica da determinag3o do PAE (ver texto para detalhes). Adaptado de Bush er al.,
1989
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11.1. Estudo morfoldégico e ultraestrutural das bactérias em fase de PAE

Células provenientes das culturas expostas as doses supra-inibitérias de vancomicina ou
metronidazol, utilizadas no estudo do PAE, foram estudadas por microscopia éptica (ver
6.1.) e processadas para microscopia electrénica (ver 6.2.), imediatamente apds terem
terminado os periodos de exposigdo aos agentes antimicrobianos. As culturas controlo, ndo

expostas, foram estudadas de igual modo.

12. Deteccao da toxina A

Foi utilizado o sistema automdtico MiniVidas (bioMérieux), o qual utiliza o método
imunoenzimdtico com uma detecgdo final por imunofluorescéncia (metodologia ELFA-
Enzyme Linked Fluorescent Assay).

O teste VIDAS para a detecgio da toxina A de C. difficile (VIDAS CDA) é composto por
dois dispositivos (que ocupam durante a reacgdo posi¢des diferentes), um que constitui a
fase sélida (FS) e que se encontra sensibilizado com um anticorpo anti-toxina A C. difficile
e outro constituido por uma tira reaccional dupla (tira reacgdo e tira referéncia) contendo uma
série de cipulas seladas, dispostas paralelamente, onde se encontram todos os reagentes.
Apés a colocagdo da amostra nas cipulas respectivas, a reac¢do vai decorrer de modo
automadtico, iniciando-se pela diluigdo da amostra e pelo contacto desta com a FS
sensibilizada. Apés lavagem, para eliminagdo dos componentes ndo ligados, um anticorpo
monoclonal de ratinho anti-toxina A € introduzido na FS ligando-se a toda a toxina A que af
tenha ficado ligada. Segue-se nova lavagem e o contacto da FS com o conjugado constituido
por um anticorpo anti-ratinho ligado a fosfatase alcalina. A lavagem final precede a
introdugdo do substrato fluorescente, o 4-metil-lumbeliferil fosfato. A retengdo da fosfatase
na FS, nas amostras positivas, vai levar a hidrélise do substrato originando um produto
fluorescente, o 4-metil-lumbeliferona. A tira de referéncia contém na cipula correspondente

ao anticorpo monoclonal anti-toxina A, fluido ascitico de ratinho normal. Esta tira
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determinard o grau de ligagdo ndo especifica originada pela amostra. Terminado o teste (ao
fim de 2.5-3 h) os resultados sdo analisados e registados autométicamente.

Embora o teste VIDAS CDA vise a detecgdo da toxina directamente a partir das fezes, foi no
nosso caso adaptado a sua detecgdo no sobrenadante das culturas das vdrias estirpes isoladas
de C. difficile. Assim culturas, em meio de TSB, com 6-7 dias de crescimento foram
submetidas a uma centrifugag@o de 13 000 rpm (microcentrifuga Sigma-202 MC) durante 10
min tendo sido submetido ao teste apenas 0.6 ml deste sobrenadante. A estirpe toxigénica
ATCC 9689, submetida a tratamento idéntico, foi também testada com a finalidade de se

avaliar a sensibilidade e a especificidade desta adaptagio.

13. Analise estatistica de resultados

Foi usado o teste de Student's, com niveis de significincia de 0.05 ou 0.01.
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I-Resultados-Ultraestrutura e fisiologia de C. difficile

Os resultados apresentados foram obtidos predominantemente com as estirpes ATCC 9689 ¢
CD1. As estirpes CD2, CD11, CD22, CD24, CD26, CD34, CD41, CD50, CDS55, CD56,
CD60, CD74, CD89, CD101, CD145, CD146, CD147, CD148 foram apenas utilizadas no

estudo das protefnas da S-layer.

1. Caracterizacao ultraestrutural de células em fase exponencial

Foram estudadas células provenientes de culturas exponenciais em meio Schaedler e cuja

fixagdo se realizou segundo os processos referidos.

1.1. Parede celular

A observagdo de cortes ultrafinos por microscopia electrénica revelou a presenga de uma
parede celular complexa, constituida por duas camadas electronodensas (Figs 1, 5,7 € 8). A
camada imediatamente acima da membrana citoplasmdtica, referente a2 matriz de
peptidoglicano, com uma espessura média de 19.6+3.5nm apresentou maior densidade aos
electrdes que a camada mais superficial, S-layer com cerca de 17.5+3.4nm. Esta diferenga
de densidade electrénica apresentada pelas duas camadas apareceu associada as condigdes de

fixagdo (ver 2.1.).

1.2. Membrana citoplasmatica

A estrutura trilaminar assimétrica da membrana citoplasmadtica, perfil tipico das bactérias
Gram-positivo aerébias-anaerébias facultativas, nem sempre foi bem evidente em C.

difficile, sendo a sua visualizagdo dependente das condigdes de fixagdo (ver 2.1.). Nos

casos em que se conseguiu uma boa preservagdo da membrana citoplasmitica, o folheto
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Fig.1. Aspecto ultraestrutural de células de C. difficile, estirpe CDI1, provenientes de uma cultura
exponencial em caldo Schaedler, fixadas com OsO4/GAFACA. Notar a presen¢a das duas camadas
electronodensas da parede celular (PC); a camada correspondente ao peptidoglicano (Pe) apresenta maior
densidade electrénica que a S-layer (S). S3o claramente visiveis os ribossomas (R), o nucledide (N) com

aspecto fibrilar e os mesossomas (M). Ampliagio 45.000 x.
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externo, subjacente a parede celular, apresentou-se espesso e bastante electronodenso,
enquanto que o folheto interno apareceu com uma densidade aos electrdes muito reduzida,
dificultando a visualizagdo da estrutura tripla assimétrica da membrana (Fig.2). Os dois
folhetos da membrana tornaram-se, no entanto, bem visiveis em células em lise, embora
com um perfil simétrico (Fig.3). Nestas foi também possivel evidenciar um espago
peripldsmico, dificilmente detectdvel nas células normais, devido a justaposigdo do folheto

externo da membrana citoplasmética a parede celular.

1.2.1. Detec¢dao ultraestrutural de componentes PAS-positivo

Células provenientes de gelose de sangue foram submetidas a tratamento pela técnica de
Thiéry para a detecgdo de polissacdridos. A exposigdo a tiosemicarbazida variou de periodos
de 2-48 h. Apenas exposi¢des superiores a 28 h foram capazes de revelar componentes
PAS-positivos a nivel do folheto externo da membrana citoplasmadtica (Fig.4). Foi também
visivel a presenga de componentes PAS-positivos no septo esporal. A nivel da parede
celular, nomeadamente na S-layer, ndo se conseguiu detectar polissacdridos pela técnica de

Thiéry.

1.3. Citoplasma e nucledide

O citoplasma bacteriano apresentou-se formado por numerosos grinulos, electronodensos,
com caracteristicas ultraestruturais de ribossomas e na parte central o nucledide, zona
correspondente a0 DNA bacteriano, tomou 0 aspecto de uma estrutura fibrilar com menor
densidade electrénica que o citoplasma envolvente (Figs 1, 5).

Em cortes favordveis foi vulgar, em células em fase exponencial crescimento, a visualizagdo

de duas regides nucleares (Fig.5).
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Fig.2. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes do meio sélido C. difficile Agar Base, fixadas com
GAFACA/OsO4, Notar a presenga do folheto externo (seta) da membrana citoplasmadtica (MC), bastante

electronodenso, subjacente a parede celular. O folheto interno da membrana citoplasmética € pouco visivel.
Ampliagdo 116.000 x.

Fig.3. C. difficile, estirpe CD1, proveniente de uma cultura do meio sélido C. difficile Agar Base, fixada
com GAFACA/OsQ4_ Os dois folhetos da membrana citoplasmdtica (MC) bem visiveis nesta célula em lise

exibem um perfil simétrico. Notar também a presenga do espago peripldsmico (> <). Ampliagdo 116.000 x.

Fig.4. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de gelose de sangue, submetidas 2 detecgdo de
polissacdridos pela técnica de Thiéry (tiosemicarbazida: 48 h). O folheto externo da membrana citoplasmatica
apresenta componentes Thi€ry-positivo (setas). Notar a presenga de componentes PAS-positivo no septo
esporulativo de uma célula em fase II. Ampliagdo 52.000 x.

Fig.5. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de uma cultura exponencial em caldo Schaedler
fixadas com OsO4/GAFACA. Notar a presenga nitida das duas camadas electronodensas da parede celular
(PC); a camada correspondente ao peptidoglicano (Pe) apresenta maior densidade electr6nica que a
correspondente & S-layer (S). S0 claramente visiveis os ribossomas (R) e os nucledides (N) com aspecto

fibrilar. Reparar na m4 preservagdo da membrana citoplasmitica (MC). Ampliagdo 55.000 x.

Fig.6. C. difficile, estirpe CD1, apés coloragdo negativa pelo 4cido fosfotingstico -"negative staining”.
Notar a presenca dos flagelos e a sua disposi¢go peritrica. Ampliagio 22.000 x.
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1.4. Flagelos

A coloragdo negativa de C. difficile pelo 4cido fosfotingstico visualizou a presenga de
flagelos, os quais apresentaram uma disposigdo peritrica € uma espessura média de

15.8%2.2 nm (Fig.6)

2. Influéncia das condi¢oes de fixagdo na ultraestrutura das formas

vegetativas

Durante o processamento das células para microscopia electrénica, pela técnica dos cortes
ultrafinos, foram utilizados dois processos de fixagdo, nomeadamente GAFACA/OsO4 e
OsQ4/GAFACA, tendo-se nalguns casos iniciado estes processos em condigdes de
anaerobiose (ver Material e Métodos).

A influéncia destas condig¢des de fixagdo, na ultraestrutura da célula bacteriana, foi analisada
quer em células provenientes de meio liquido quer em células crescendo a superficie de

meios sélidos.

2.1. Células provenientes de meio liquido

As observagdes realizadas em células de uma cultra exponencial em caldo Schaedler foram

as seguintes:

(i) aparecimento de mesossomas nas células fixadas com 0s04/GAFACA (Figs 7a, 7b),
mais abundantes quando o processo de fixagdo foi precedido de uma fixagdo em caldo, em
condigdes de anaerobiose (Fig.7a). Estas invaginagdes da membrana citoplasmdtica s6

raramente foram detectadas nas células fixadas com GAFACA/OsO4 (Figs 8a, 8b);
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Fig.7. Células de uma cultura exponencial de C. difficile, estirpe ATCC 9689, em caldo Schaedler fixadas
com OsO4/GAFACA; (a) com pré-fixagdo em caldo, em condigGes de anaerobiose; (b) sem pré-fixagdo em

caldo, em condigGes de anaerobiose. S3o visiveis pequenos mesossomas (M), mais abundantes em (a). Um
mesossoma complexo € visivel em (b). A membrana citoplasmética (MC) apresenta um perfil simétrico, mas
€ notdria a sua solubilizag@o em certos locais. Notar o contraste das duas camadas electronodensas da parede
celular (PC) e agrupamentos de ribossomas (R) bem visiveis em (a). A S-layer em (b) aparece com um
aspecto fibroso. (a e b). Ampliagdo: (a) 58.000 x; (b) 86.000 x.

Fig.8. Como na Fig.8. mas fixadas com GAFACA/OsO4; (a) com pré-fixagio em caldo em condigdes de
anaerobiose; (b) sem pré-fixag3o em caldo. Reparar no folheto externo electronodenso da membrana
citoplasmdtica (MC), bem preservado em (a). Em (b) a membrana aparece solubilizada. A camada superficial
proteica (S) aparece com um aspecto "ondulado” em (a). Os ribossomas aparecem uniformemente distribuidos
pelo citoplasma sem qualquer agrupamento (a ¢ b). Ampliagdo: (a) 59.000 x; (b) 80.000 x.
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(ii) fraca preservagdo da membrana citoplasmadtica nas células fixadas com OsO4/GAFACA
(Figs 7a, 7b), evidenciada pela sua solubilizagdo em certos locais, pela passagem do seu
perfil de assimétrico para simétrico. Melhor preservagdo da membrana foi no entanto obtida
nas células fixadas com GAFACA/OsQg4, mas apenas quando estas sofreram uma prévia
fixagdo em caldo e em condigdes de anaerobiose (Fig.8a); na auséncia desta, a preservagdo

da membrana foi mal conseguida (Fig.8b);

(iii) melhor contraste entre as duas camadas electronodensas da parede celular nas células
fixadas com OsO4/GAFACA (Fig.7); fenémeno idéntico foi observado em fragmentos de
parede celular. Nas amostras fixadas com OsO4/GAFACA foi bem visivel a existéncia de
duas camadas com densidade electrénica diferente (Fig.9a), mas tal disting@o ndo foi tao

nitida nas amostras fixadas pela GAFACA/OsO4 (Fig.9b);

(iv) a S-layer apareceu com um aspecto "ondulado” nas células fixadas com GAFACA/OsOq4
(Fig.8a) mas com um aspecto rectilineo nas células fixadas com OsO4/GAFACA (Fig.7a).

2.2, Células provenientes de meio solido

As observagdes, realizadas em células cultivadas a superficie de meio sélido (Clostridium

difficile Agar Base) com 24 h de crescimento, conduziram as seguintes conclusdes:

(i) raramente foram detectados mesossomas nas células fixadas com GAFACA/OsOg4
(Fig.10a); estes foram visiveis, embora em pequeno nimero, em cé€lulas fixadas com

0s04/GAFACA (Fig.10b);

(ii) a preservagio da membrana citoplasmdtica foi também fraca nas c€lulas fixadas com

0s04/GAFACA, observando-se zonas de solubilizagdo e fractura assim como alteragdo do
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Fig.9. Fragmentos de parede celular (PC), estirpe CD1, fixados com OsO4/GAFACA em (a) e com
GAFACA/OsO4 em (b). Notar a capacidade da S-layer (S) em se justapdr a ambos os lados da camada de
peptidoglicano (Pe). Em (a) € bem visivel o contraste existente entre as duas camadas electronodensas (setas),
mas tal distingdo ndo € tdo nitida em (b). Ampliagdo: (a) 78.000 x; (b) 84.000 x.

Fig.10. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de meio sélido (Clostridium difficile Agar Base),
com 24 h de crescimento, fixadas em condigbes de anaerobiose, com GAFACA/OsO4 em (a) e com
0s04/GAFACA em (b). Em (a) € bem visivel o folheto externo electronodenso da membrana citoplasmadtica
(MC) e o aspecto ondulado da S-layer (S). Em (b) notar a presenga de uma membrana citoplasmética com

perfil simétrico, com locais de fractura e solubilizagdo (setas). Ampliag3o: (a) 85.000 x; (b) 75.000 x.










I-Resultados-Ultraestrutura e fisiologia de C. difficile

seu perfil de assimétrico para simétrico (Fig.10b).Uma boa perservagdo foi conseguida, no
entanto, com a fixagdo GAFACA/OsQg4, aparecendo as células com o folheto externo da
membrana citoplasmdtica, bastante electronodenso, deixando prever uma membrana

assimétrica (Fig.10a);

(iii) a diferenca de densidade electrénica, das duas camadas da parede celular, foi mais

evidente, nas células fixadas com OsO4/GAFACA (Fig.10b);

(iv) o aspecto ondulado da S-layer foi visivel nas células fixadas com GAFACA/OsOg4
(Fig.10a) enquanto que nas células fixadas com OsO4/GAFACA a S-layer apresentou um

aspecto rectilineo (Fig.10b).

3. Caracteriza¢ao ultraestrutural de células em fase de declinio

3.1. Provenientes de meio liquido

O estudo ultraestrutural de células provenientes de uma cultura liquida, em fase de declinio,
revelou um predominio de células alteradas (Figs 11a, 11b). Estas apresentaram uma
auséncia total de ribossomas, precipitagdo citoplasmdtica com formagdo de densos blocos na
periferia da célula bacteriana e paredes celulares com numerosas fracturas junto da superficie
bacteriana (Fig.11). Acompanhando estas alteragdes assistimos a uma modificagdo do perfil,
de assimétrico para simétrico, ndo s6 da membrana citoplasmdtica como dos vdrios sistemas
membranosos intra-citoplasmaticos, de configuragdo vesicular ou lamelar, que foram
aparecendo (Figs 11a, 11b). Nio obstante a presenga de muitas células degradadas foram

visiveis simultineamente células com ultraestrutura aparentemente normal (Fig.11b).
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Fig.11. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura em caldo Schaedler em
fase de declinio (com 24 h), fixadas com GAFACA/OsO4 em (a) e com OsO4/GAFACA em (b). Reparar no
predominio de células em degradagdo. Os ribossomas j4 ndo sfo visiveis e na periferia do citoplasma
formaram-se densos blocos. As paredes celulares (PC) fracturadas permanecem junto da superficie bacteriana.
Presentes alguns sistemas membranosos de perfil simétrico com configuragio vesicular (V) e lamelar (L).
Ampliagdo: (a) 49.000 x; (b) 48.000 x.
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3.2. Provenientes de meio sélido

Nas células provenientes de culturas sélidas o inicio da morte celular foi assinalado, a nivel
da membrana citoplasmdtica, por uma alterag@o do seu perfil de assimétrico para simétrico e
pelo aparecimento de numerosas zonas de fractura, acompanhando-se de uma
desorganizagdo progressiva dos ribossomas e de uma coagulagdo do citoplasma que
tornaram visivel, em toda a sua extensdo, as fibrilas de DNA (Fig.12). A parede celular,
com as suas duas camadas electronodensas bem visiveis ndo apresentou, nesta fase,
nenhum sinal de fractura. O inicio da degradagdo das paredes celulares, descrita nas células
de culturas liquidas, ndo foi pois aqui detectada. Numa fase mais tardia de lise celular,
quando as células apareceram desprovidas de grande parte do contetido citoplasmdtico, a
parede deixou entdo de ser totalmente visualizada (Fig.13a). Nalgumas células foi possivel
detectar a presenga de paredes celulares intactas envolvendo sistemas membranosos

desorganizados (Fig.13b).

4. Caracterizagao ultraestrutural de células expostas ao ar

Células cultivadas 2 superficie de meio s6lido, com 24 h de crescimento, expostas ao ar
durante 1 dia (Fig.14), foram comparadas com uma cultura controlo no exposta (Fig.15).
As cé€lulas expostas ao ar apresentaram alteragdes ultraestruturais semelhantes as descritas
nas células em lise. Totalmente desprovidas de parede celular, a membrana citoplasmatica
adquiriu um perfil simétrico a0 mesmo tempo que apresentou numerosas fracturas. O
compartimento intracelular sem ribossomas apresentou apenas blocos densos e compactos

na periferia da célula.
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Fig.12. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de meio sélido (Clostridium difficile Agar Base),
com 3 dias de crescimento, fixadas em condigdes de anaerobiose, com OsQ4/GAFACA. E bem visivel a
coagulagio do citoplasma e a desorganizagdo dos ribossomas. A membrana citoplasmética (MC), apresenta
perfil simétrico e numerosas zonas de fractura (setas). A parede celular (PC) encontra-se ainda intacta.
Ampliagio 62.000 x.

Fig.13. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de meio sélido (Clostridium difficile Agar Base),
com 6 dias de crescimento, fixadas em condi¢des de anacrobiose, com GAFACA/OsO4 em (a) e com
0s04/GAFACA em (b). A maior parte das células encontram-se desprovidas de contetdo celular. Em (a) as
paredes celulares deixaram de ser visualizadas nas células em lise mas em (b) paredes celulares intactas estdo

ainda presentes envolvendo sistemas membranosos desorganizados. Ampliagao: (a) 41.000 x; (b) 41.000 x.

Fig.14. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de meio sélido (Clostridium difficile Agar Base),
com 24 h de crescimento, exposta ao ar durante 24 h. Fixagfio com GAFACA/OsQO4 Sio visiveis células
desprovidas de conteido celular com membranas citoplasmaticas (MC), apresentando perfil simétrico e zonas
de fractura (setas). Ndo sfio visiveis paredes celulares. Ampliagdo 53.000 x

Fig.15. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de meio sélido (Clostridium difficile Agar Base),
com 48 h de crescimento, fixadas em condigdes de anaerobiose, com GAFACA/OsO4. Ampliagdo 57.000 x

Fig.16. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de meio sélido (Clostridium difficile Agar Base),
com 3 dias de crescimento, fixadas com OsO4/GAFACA. De notar a diferenca nitida de densidade electrénica
das duas camadas da parede celular (PC); a camada correspondente ao peptidoglicano (Pe) apresenta maior
densidade electrénica que a correspondente & S-layer (S). A S-layer cobre completamente a superficie
bacteriana, mas aparece excluida do septo de divis3o. E visivel uma célula em fase VI de esporulagio.
Ampliag¢do 66.000 x.
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5. Caracterizagao e isolamento da S-layer

5.1. Estudo da S-layer por microscopia electrénica

Quando da observagdo da parede celular por microscopia electrénica de transmissdo foi
visivel a existéncia de duas camadas electronodensas, apresentando a camada superficial S-
layer, menor densidade electrénica que a camada correspondente ao peptidoglicano (Figs 5,
7.a). A S-layer cobre completamente a superficie bacteriana mas aparece excluida do septo
parietal de divisdo celular (Fig.16).

O crescimento continuo sob condigdes laboratoriais leva frequentemente ao desaparecimento
da S-layer (Messner & Sleytr, 1992). No nosso caso a cultura prolongada in vitro de C.
difficile ndo levou a perda desta estrutura. Apds ter sofrido um total de 80 passagens
(gelose de sangue), durante um periodo de 8 meses foi ainda bem visivel a presenga das

duas camadas electronodensas (Fig.17).

5.1.1. Observagdo de cortes ultrafinos de paredes celulares isoladas

A observagio de cortes ultrafinos de paredes celulares isoladas, préviamente tratadas com
Triton X-100 para remogdo de membranas citoplasmdticas, mostrou bdsicamente uma
estrutura semelhante & observada nas células intactas, A excepgdo de uma camada adicional,
com as mesmas caracteristicas da S-layer, localizada no lado oposto desta estrutura

(Fig.9.a).

5.2. Anilise electroforética das proteinas da S-layer

Foram submetidas a SDS-PAGE vdrias preparagdes da parede celular da estirpe ATCC 9689

de C. difficile: (i) o produto da extracgdo das paredes celulares pela ureia; (ii) o residuo das
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Fig.17. Células de C. difficile, estirpe CD1, submetidas a 80 passagens sucessivas (160 dias) em gelose de
sangue. Fixagio com OsO4/GAFACA. E bem visivel a camada de menor densidade electrénica correspondente
a S-layer (S). Ampliag3o 105.000 x.

Fig.18. SDS-PAGE de virias preparagdes de parede celular de C. difficile ATCC 9689: coluna 1,
marcador de PM; 2, fracglo extraida pela ureia. Sdo bem visiveis duas bandas, com 48kDa e 34kDa,
correspondentes as proteinas da S-layer; 3, residuo de parede celular resultante da extracgio. As duas bandas
deixaram de ser visiveis (setas) ; 4, parede celular intacta, nfo tratada. Notar a presenga das bandas 48kDa e
34kDa nesta fracgdo.

Fig.19. Perfis electroforéticos, obtidos por SDS-PAGE, da fracg#o extraida pela ureia das paredes celulares
de vdrias estirpes clinicas de C. difficile. Painel A: 1, estirpe CD1; 2, CD60; 3, CDS89; 4, CD145: 5,
CD56; 6, CD2; 7, CD11; 8, CD26; 9, CD41; 10, Padrdo de P.M. Estirpes produtoras de toxina A (*).
Painel B: 1, estirpe CD101; 2, CD24; 3, CD34; 4, CD50; 5, CD55; 6, CD74; 7, CD146; 8, CD147; 9,
CD148; 10, marcador de PM.

As vdrias estirpes podem ser agrupadas em trés grupos, com base nos pesos moleculares das duas proteinas da
S-layer: (i) CD1, CDI145, CD2, CDI11, CD41, CD101, CD24, CD55, CD146, grupo contendo proteinas
com 48-50kDa e 34-35kDa, (ii) CD60, CD89, grupo contendo proteinas com 41kDa e 34kDa, (iii) CD26,
CD34, CD50, CD74, CD147, grupo contendo proteinas com 47kDa e 41kDa. Reparar que estirpes toxigenas
ndo apresentam sempre 0 mesmo perfil electroforético, e que o perfil destas estirpes pode ser idéntico ao de
estirpes ndo toxigenas.
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paredes celulares resultante da extracgdo e (iii) paredes celulares intactas ndo tratadas
(denominada por "fracgdo de parede celular” em Material e Métodos). A fracgdo extraida
pela ureia exibiu duas fortes bandas (Fig.18, coluna 2), correspondentes as proteinas da S-
layer, cujo peso molecular, estimado por electroforese na presenga de dodecil sulfato de
sddio, foi aproximadamene 48kDa e 34kDa. Na frac¢do constituida por paredes celulares
intactas ndo tratadas (Fig.18, coluna 4), foram também visualizadas, na zona
correspondente as bandas descritas anteriormente, duas fortes bandas. Estas deixaram, no
entanto, de ser visiveis na fracgfo constituida pelas paredes celulares tratadas pela ureia
(Fig.18, coluna 3).

Submetemos posteriormente a SDS-PAGE o produto da extracgdo pela ureia das paredes
celulares de algumas estirpes clinicas de C. difficile, isoladas de criangas (ver Anexo-
Tabelas A, B, C, D). Das 18 estirpes estudadas, 5 (CD1, CD60, CD89, CD145, CD56)
apresentaram capacidade de produzir toxina A (Tabela E-Anexo). Pela observagdo da
Fig.19 verificamos que na maior parte das estirpes s3o visiveis duas bandas mais fortes que
correspondem &s duas proteinas da S-layer, mas os seus pesos moleculares apresentam uma
certa heterogeneidade. Foi possivel, agrupar as vdrias estirpes clinicas em trés grupos, com
base nos pesos moleculares apresentados por estas duas proteinas: (i) grupo contendo
proteinas com 48-50kDa e 34-35kDa, (ii) grupo contendo proteinas com 41kDa e 34kDa,
(iii) grupo contendo proteinas com 47kDa e 41kDa. Estirpes toxigenas, como as estirpe
CD1 e CD145, apresentaram perfis electroforéticos idénticos ao de estirpes ndo toxigenas,
como a estirpe CD11 ou CD41. Nio foi também encontrada nenhuma correlagdo entre o
electroforétipo das duas proteinas e a capacidade de produgdo de toxina A, jd que estirpes

toxigenas, como a estirpe CD1 e CD60 apresentaram perfis diferentes.
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6. Producao e caracterizagdo de protoplastos

6.1. Importancia da glicina

Células da fase exponencial de crescimento, provenientes de caldo Schaedler com ou sem
glicina (0.4%), foram adicionadas a vdrias solugdes osméticas contendo lisozima (1mg/ml)
(Quadro I). O gradiente osmético foi conferido em todas elas pela adi¢@o de sacarose numa

concentragdo final de 0.5 M.

Quadro I. Produgio de protoplastos de C. difficile pela lisozima

Estabilizador osmdtico % Protoplastos

(contendo sacarose 0.5 M) 1h 2h 3h 5h
A partir de caldo Schaedler com glicina:

Schaedler 1 14 31 55

Schaedler + glicina 0.4% 3 25 41 85
A partir de caldo Schaedler sem glicina:

Schaedler 0 3 22 40

Schaedler + glicina 0.4% 5 23 50 95

Sch + Gly + EDTA 10 mM 1* - 12* 13*

T.fosfato 0.05S M pH 8.0+Gly 0 16* - 20*

Tris-HC1 0.05 M pH 8.0+Gly 0 0 - 0

Células na fase exponencial foram adicionadas as solugdes osméticas estabilizadoras contendo lisozima (1mg/ml).
A percentagem de protoplastos foi determinada apds 1, 2, 3 e 5 h ap6s contagem, em microscépio de coniraste de
fase, de um total de 300 células.

Sch = Schaedler; Gly = glicina 0.4% ; * = protoplastos pequenos e pouco refringentes

Da andlise do Quadro I concluimos que o estabilizador osmético mais eficaz, na produgio de
protoplastos pela lisozima, foi o constituido por caldo Schaedler, sacarose e glicina, com o
qual se obtiveram taxas de formagao da ordem dos 85% e 95% (Fig.20), respectivamente, a

partir de células cujo crescimento se fez na presenga ou auséncia de glicina. Esta taxa
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Fig.20. Protoplastos de C. difficile, estirpe ATCC 9689, na solugio osmdtica constituida por caldo
Schaedler, sacarose 0.5 M e glicina 0.4%. Microscopia Gptica de contraste de fase Ampliagio 400 x.

Fig.21. Aspecto ultraestrutural de protoplastos (P) de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes da
solugdo osmdtica constituida por caldo Schaedler, sacarose 0.5 M e glicina 0.4%. Fixagdo com
GAFACA/OsQ4. Notar a integridade e o perfil assimétrico da membrana citoplasmética (MC), os ribossomas
(R) visivelmente distintos e o nucledide (N) com aspecto fibrilar. Ampliagio 59.000 x.

Fig.22. Como na Fig.25. mas solugdo osmdtica adicionada de EDTA. E visivel um protoplasto pequeno

com membrana citoplasmatica (MC) apresentando perfil assimétrico. Ampliagdo 59.000x.
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mdxima de formagdo foi atingida entre as 4-5 h de incubagdo permanecendo os protoplastos
estdveis durante as 24 h seguintes.A observagido dos protoplastos obtidos, por microscopia
electrénica, confirmou a sua integridade, apresentando-se com uma membrana
citoplasmatica intacta, com perfil assimétrico, ribossomas visivelmente distintos ¢ um
nucleéide com aspecto fibrilar (Fig.21).

O pré-condicionamento das células em glicina, antes do tratamento pela lisozima, ndo
mostrou aumentar a capacidade de produgio de protoplastos, tendo-se inclusivamente obtido
uma taxa de formagdo sensivelmente mais baixa nesta situagdo (85%). No entanto a sua
presenga na solugdo osmética mostrou-se vantajosa pois ela aumentou, em ambas as
situagdes, o nimero de protoplastos formados (55% versus 85% e 40% versus 95%,
respectivamente).

A indugdo de formagdo dos protoplastos nio foi muito rdpida, tendo os primeiros
protoplastos surgido apenas ao fim de 1-2h de incubagdo. A presenca de glicina na solugdo
osmética parece acelerar a sua formagdo verificando-se uma diferenga significativa no
numero de protoplastos formados as 2 h quando se comparam as solugdes com e sem

glicina ( 14% versus 25% e 3% versus 23%, respectivamente).

6.2. Influéncia do EDTA

A simples adi¢do do agente quelante EDTA 2 solugdo osmética constituida por Schaedler,
sacarose € glicina, reduziu para 13% a taxa de produgdo de protoplastos (Quadro I). O
estudo ultraestrutural revelou protoplastos muito pequenos os quais exibiram uma

membrana citoplasmatica integra mas com perfil simétrico (Fig.22).
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6.3. Influéncia da S-layer

Na tentativa de averiguarmos se a S-layer, devido a sua localizagdo periférica, seria capaz de
oferecer alguma resisténcia a acgdo da lisozima, resolvemos usar, em substituigdo da
sacarose, a ureia a qual agindo como estabilizador osmético apresentaria também a
capacidade de remover a S-layer da parede celular. Ndo conseguimos, nestas condigoes,

obter protoplastos.

6.4. Influéncia dos tampodes de incubag¢io na acg¢do da lisozima

Da observagdo do Quadro I verificamos que a solugdo osmética constituida pelo tampédo
fosfato 0.05M, pH 8.0, sacarose e glicina ndo se mostrou eficaz na produgdo de
protoplastos tendo-se obtido-se apenas uma taxa de formagdo da ordem dos 20%. Os
protoplastos produzidos nestas condigdes apresentaram-se pequenos e pouco refringentes.

Por outro lado a solugdo osmética constituida por tampio Tris-HCI 0.05M, pH 8.0 sacarose

e glicina ndo permitiu a obtengdo de protoplastos.
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7. Estudo da cinética da esporulacao

Foi estudada a cinética da esporulagio da estirpe CD1 no meio de esporulagdo de Wilson e
no meio de Duncan & Strong. Tentou-se determinar, por microscopia optica de contraste de
fase, o nimero de células em esporulagio ao longo do tempo avaliando simultineamente o
crescimento bacteriano por espectrofotometria.

As culturas, préviamente submetidas a um enriquecimento de formas esporulativas (ver
Material e Métodos), foram iniciadas com um nimero total de 2x107bactérias/ml. O
tratamento prévio a que foram submetidas (aquecimento a 75°C durante 20 min seguido de
arrefecimento brusco a 4°C), antes da inoculagdo em meio novo de esporulagdo, inviabilizou
as formas vegetativas, tendo-se assistido consequentemente a germinagdo das formas
esporuladas. Por essa razio so se iniciou a avaliagdo do crescimento bacteriano e o estudo

da cinética de esporulagdo apds 16 h de incubagio.
7.1. Esporulacio em meio de Wilson

O crescimento bacteriano da estirpe CD1 e a evolugdo do nimero de células esporuladas no
meio de Wilson ao longo de aproximadamente 6 dias estdo representados na Fig.23. Células
em esporulagdo comegam a ser detectdveis apds 20 h de incubagio, coincidindo o seu
aparecimento com o final da fase exponencial do crescimento bacteriano. O nimero de
células esporuladas registado no inicio do processo esporulativo foi de 0.6x107/ml (6.8
log10). A partir deste momento o nimero de células em esporulagido foi aumentando
detectando-se, apés 42 h de incubagido, cerca de 2x107/ml (7.3 logjg). Depois de um
decréscimo verificado nas 8 h seguintes seguiu-se um novo aumento, tendo-se atingindo,
por volta das 70 h, o valor maximo de 2.4x107/ml (7.4 logjq). As 137 h esse valor era
ainda de 1.6x107/ml (7.2 log1g).
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Fig.23. Curva de crescimento e cinética de esporulagio de C. difficile, estirpe CD1, em meio de Wilson.

7.2. Esporulagio em meio de Duncan & Strong. ‘

Da observagdo da Fig.24, que representa o crescimento bacteriano da estirpe CD1 € a ‘
evolugdo do nimero de células esporuladas ao longo de 89 h no meio de Duncan & Strong, ‘
verificamos que o aparecimento das primeiras células esporuladas se regista apds 22 h de
incubagdo, coincidindo com o final da fase exponencial. O nimero c€lulas esporuladas foi
de 0.5x106/ml (5.7 logip). Este nimero foi sempre aumentando de modo progressivo

atingindo-se, no final da incubagdo, valores de 2x107/ml (7.3 log().
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Fig.24. Curva de crescimento e cinética de esporulagiio de C. difficile, estirpe CD1, em meio de Duncan &

Strong.

7.3. Influéncia do meio de esporulagdo no processo esporulativo

Quando comparamos a cinética de esporulag@o nos dois meios usados (Fig.25) verificamos
que o processo esporulativo se inicia mais cedo no meio de Wilson (cerca de 2 h antes). Este
parece constituir um meio mais eficaz para o crescimento de C. difficile, como o revelam as
curvas de crescimento bacteriano (Figs 23, 24), as quais registam, para o meio de Wilson,
valores mais elevados de transmitdncia comparativamente ao meio de Duncan & Strong,
significando a presenga de uma maior quantidade de massa celular.

Embora o nimero médximo de células esporuladas, atingido nos dois meios, seja

praticamente idéntico em termos absolutos, entre 2x107/ml (7.3 logi) € 2.4x107/ml (7.4
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log10), este valor € praticamente atingido no meio de Wilson 21 h apés o inicio do processo
de esporulagdo mas s6 ao fim de aproximadamente 70 h no meio de Duncan & Strong.
Também a evolugdo da populagdo de células esporuladas se mostra diferente nestes dois
meios. Enquanto que no meio de Wilson assistimos a ligeiras flutuagdes no nimero de
células em esporulagdo, mas este nimero ndo se altera significativamente em termos
absolutos, 0.6x107/ml (6.8 log1o) versus 2.4x107/ml (7.4 logg), no meio de Duncan &
Strong, a populagdo de células esporuladas vai aumentando progressivamente, desde o

} inicio do processo de esporulagio, desde valores de 0.5x106/ml (5.7 logig) até 2x107/ml
(7.3 log10)-

Meio Wilson

Cél.esp.(log/ml)

5 Sy T T
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Fig.25. Cinética de esporulagdo de C. difficile , estirpe CD1: meio de Wilson versus meio de Duncan &

Strong.
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8. Caracterizagao ultraestrutural do processo esporulativo

Células provenientes dos meios de esporulagdo de Wilson e Duncan & Strong, préviamente
enriquecidos em formas esporulativas (ver Material e Métodos), foram recolhidas a partir do
final da fase exponencial de crescimento, tempo que correspondeu ao inicio do processo de
esporulagdo (ver 7.1 e 7.2), tendo a recolha das amostra sido prolongada pelos 5 dias
seguintes. Procedeu-se depois a caracterizagdo ultraestrutural das células em esporulagdo.
Em todas as amostras foi observada a co-existéncia de células em diferentes fases da

esporulagdo.

8.1. Fase I

O alongamento do material nuclear, no sentido do eixo maior da célula, ndo foi visualizado

em nenhuma das amostras observadas

8.2. Fase II

A fase II caracteriza-se pela formagdo do septo esporulativo, estrutura que constitui a
primeira indicagdo morfolégica definitiva do processo de esporulagdo. Ao contrério do septo
de divisdo celular, que apresenta uma localizagdo equatorial (Fig. 1), o septo esporulativo
surge com uma posigdo polar (Fig.26).

Inicialmente comega a visualizar-se, num dos pélos da bactéria, a formagdo de duas
protuberdncias parietais, dispostas simétricamente (Fig.27a), as quais deslocando-se no
sentido do citoplasma sdo acompanhadas da invaginagdo simultinea da membrana
citoplasmdtica (Fig.27b). Depois de formado, o septo esporulativo apresenta-se constituido
por um material bastante electronodenso, com uma aparéncia semelhante ao da camada
interna da parede celular, dispondo-se entre duas membranas cujo perfil trilaminar € dificil

de visualizar (Fig.26). A S-layer parece ndo participar na formagdo do septo esporulativo tal
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Fig.26. Célula de C. difficile, estirpe CD1, proveniente de meio de Wilson (22 h), na fase II: formagdo do
septo esporulativo. De notar a localizagdo polar do septo de esporulagdo e a presenga de material parietal
electronodenso entre os folhetos das duas membranas do septo (seta). E bem visivel o material nuclear do pré-
esporo. Fixagdo GAFACA/OsO4. Ampliagio 62.000 x.

Fig.27. Célula de C. difficile, estirpe CD1, proveniente de meio de Wilson (22 h), no inicio da fase II. Em
(a) comegam a ser visiveis duas protuberancias parietais simétricas com localizagfio polar (setas). Em (b) a
penetragio do material parietal, no sentido do citoplasma, é ja bem evidente acompanhando-se da invaginagio
simultinea da membrana citoplasmética (setas). Fixagdo 0s04/GAFACA. Ampliag3o: (a) 78.000 x; (b)

78.000 x.

Fig.28. Como na Fig.30. O septo esporulativo apresenta uma elongagio no sentido do pélo ndo esporal da

célula (seta) provocando o aumento de volume do futuro pré-esporo. Ampliagdo 62.000 x.
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como se verificou com o septo dedivisdo celular. O septo esporulativo sofre posteriormente
uma elongagdo no sentido do pélo ndo esporal da c€lula, provocando um aumento de
volume do futuro pré-esporo (Fig.28). Nesta fase da esporulagdo € bem visivel o material

nuclear do pré-esporo (Fig.26).

8.3. Fase III

A individualizagio do pré-esporo no citoplasma da célula mae (esporangio) caracteriza a fase
III (Fig.29). Limitando o pré-esporo vamos encontrar duas membranas, a interna € a
externa, que obrigatériamente apresentam, devido a sua origem, polaridades opostas com os
folhetos mais densos virados para o interior. Na célula da fase III, representada na Fig.30.,
o perfil assimétrico das membranas do pré-esporo nio € muito evidente, devido 2 md
preservagdo dos folhetos. Notar o aparecimento, no espago intermembranar, de um material

mais electronodenso correspondente 2 futura parede esporal.

8.4. Fase IV

Esta fase € caracterizada pela formagdo da parede esporal e pelo aparecimento da tinica
interna e da zona cortical (Bayen et al, 1967; Rousseau et al, 1971 a, b).

Na Fig.31 a parede esporal, que aparece sob a forma de uma camada homogénea com
grande densidade aos electrdes, € agora bem evidente, comegando também a visualizar-se, &
volta do pré-esporo, as primeiras lamelas da tinica interna. A zona cortical comega a definir-
se junto da parede esporal, caracterizando-se por uma diminui¢do na densidade aos
electrdes, a0 mesmo tempo que o nimero de lamelas da tinica interna vai aumentando
(Fig.32). Nesta fase os ribossomas sdo ainda bem evidentes, mas o material nuclear deixou

de se visualizar.




Fig.29. Célula de C. difficile, estirpe ATCC 9689, proveniente de meio de Wilson (30 h), na fase III:
individualizagdo do pré-esporo no citoplasma do esporingio. Uma linha electronodensa, contornada por uma

zona clara virada para o exterior, € visivel em certas zonas do citoplasma (setas). Abaixo desta encontra-se
uma célula em fase mais avangada de esporulagfo. Fixagdo GAFACA/OsQ4, Ampliagio 92.000 x.

Fig.30. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, proveniente de meio de Wilson (30h). Sdo visiveis
duas células na fase II e III, respectivamente. Na célula na fase III, notar o aparecimento de um camada mais
electronodensa (setas), correspondente a futura parede esporal, entre as duas membranas do pré-esporo e na

estrutura lamelar lateral. Ampliagio 85.000 x.

Fig.31. Célula de C. difficile, estirpe CD1, proveniente de meio de Wilson (60 h), na fase IV. A formagio

da parede esporal (Psp) coincide com o aparecimento das primeiras lamelas da tinica interna (Ti). Fixagdo
com OsO4/GAFACA. Ampliagio 91.000 x.

Fig.32. Como na Fig.35. A zona cortical (ctx), sem densidade electrénica, comega a definir-se junto da
parede esporal, enquanto o nimero de lamelas da tinica interna (Ti) vai aumentando. Na periferia do
citoplasma esporal sdo visiveis pequenas estruturas em arco menos electronodensas (setas). Ampliagdo 95.000

X.

Fig.33. Célula de C. difficile, estirpe ATCC 9689, proveniente de meio de Wilson (60 h), na fase V. O
cortéx (ctx) comega a adquirir a sua espessura definitiva ¢ a tinica externa (Te) torna-se visivel. Fixagdo
GAFACA/OsO4, Ampliagdo 126.000 x.
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8.5. Fase V

A fase V é marcada pela maturagdo do cortéx e aparecimento da tinica externa (Bayen ez al,
1967). O cortéx adquire a sua espessura definitiva, diminuindo a sua densidade aos
electrdes comparativamente a fase anterior, 20 mesmo tempo que a tdnica externa aparece
(Fig.33). Nesta fase sdo visiveis ainda os ribossomas no citoplasma esporal assim como
também porgdes de material citoplasmdtico localizado entre o cdrtex € a tinica interna

(Fig.34).

8.6. Fase VI

Na fase VI o esporo, ainda dentro do espordngio, apresenta j4 a sua estrutura definitiva
(Fig.35). O cortéx sem densidade electrénica contrasta com a tinica externa electronodensa
de aspecto crenado. A estrutura multilamelar da tinica interna € bem visivel entre estas duas
estruturas. O amadurecimento de todos estes invélucros esporais, caracteristica desta fase,
vai dificultar o acesso dos fixadores levando consequentemente a uma deficiente preservagio
do citoplasma esporal. Este que comegou por apresentar, na fase III (Fig.29), um aspecto
granular compardvel a do citoplasma esporangial foi, 3 medida que se foram formando os
invélucros esporais, tornando-se cada vez mais difuso e menos contrastado, atingindo o seu
aspecto definitivo aqui na fase VI. A perda da visualizagdo da estrutura do citoplasma
esporal, bem visivel nas Figs 35a, 35b, tem servido como marcador morfolégico do final
desta fase. O citoplasma esporal apresentard na fase seguinte um aspecto difuso e pouco

contrastado (Fig.36).

8.7. Fase VII

A lise do esporingio e a libertagdo do esporo maduro caracterizam esta ultima fase. Na

Fig.37 é visivel a lise do espordngio. No esporo livre (Fig.38) € visualizdvel o cértex, a
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Fig.34. Como na Fig.37. Célula em fase V. Notar o aspecto homogéneo do cortéx (ctx) e a sua auséncia de

densidade electrénica. As lamelas da tinica interna (5-8) s3o j4 bem visiveis (Ti). Porgdes de material
citoplasmdtico podem ser visualizadas entre o cortéx e a tinica interna (seta). Os ribossomas (R) sdo ainda

evidentes no citoplasma esporal (csp) mas o material nuclear deixou de se visualiuzar. Ampliagdo 131.000 x.

Fig.35. Célula de C. difficile, estirpe CD1, proveniente de meio Duncan & Strong (3 dias), na fase VI. O
esporo, ainda dentro do esporingio, apresenta ja a sua estrutura definitiva. Notar a baixa densidade do cortéx
(ctx) em (a) e a estrutura crenada da tinica externa (Te) em (b).E bem visivel a perda gradual da estrutura
ganulosa do citoplasma esporal (csp). Fixago com GAFACA/OsQ4. Ampliagdo: (a) 78.000 x; (b) 96.000 x.

Fig.36. Célula de C. difficile, estirpe ATCC 9689, proveniente de em meio Duncan & Strong (5 dias), na
fase VII. Neste esporo maduro é bem evidente o aspecto difuso e pouco contrastado do citoplasma esporal
(csp). Cortéx (ctx); tinica interna (Ti); tinica externa (Te). Fixagio GAFACA/OsQ4. Ampliagio 100.000 x.

Fig.37. Célula de C. difficile, estirpe CDI, proveniente de meio Duncan & Strong (5 dias), na fase VIL. E
visivel a lise do esporangio (setas). Fixagdo com OsO4/GAFACA. Ampliagdo 96.000 x.

Fig.38. Esporo livre, obtido de uma cultura de C. difficile, estirpe ATCC 9689, em meio de Wilson, com
5 dias. S0 bem visiveis as seguintes estruturas do esporo: citoplasma esporal (csp); cortéx (ctx); tinica
interna (Ti); uinica externa (Te); exospdrio (Ex). Fixagio GAFACA/OsO4. Ampliagdo 114.000 x.
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tinica interna de estrutura lamelar constituida por 5-8 lamelas e a tinica externa, muito

electronodensa, de estrutura crenada.

8.8. Exosporio

O exospdrio comegou a visualizar-se no citoplasma da célula mae, sob a forma de linha
electronodensa contornada por uma zona clara virada para o exterior, no inicio da fase IV
(Fig.29). A sua visualizag@o tornou-se depois dificil nas fases seguintes, tendo sido apenas
detectado muito raramente (Figs 39, 40). S6 apés libertagdo do esporo maduro a sua

presenga se tornou evidente(Fig.41).
8.9. Ultraestrutura de esporos livres tratados pela ureia-mercaptoetanol
A estrutura mais afectada por este tratamento parece ser a tlinica externa, a qual deixou de

ser visualizdvel, mas € de notar também uma certa desorganizag@o a nivel das lamelas da

tinica interna (Fig.42).



Fig.39. Células de C. difficile, estirpe CD1, provenientes de uma cultura com 5 dias em meio de Wilson.

S3o visiveis células em fase V, VI e VII. Na célula em fase VI & visivel o exospério (Ex). Fixagdo
GAFACA/OsO4. Ampliagdo 82.000 x.

Fig.40. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura com 5 dias em meio de

Wilson. S3o visiveis células em fase VI ¢ VII. Na célula em fase VI é visivel 0 exospdrio (Ex). Fixagdo
0s04/GAFACA. Ampliagio 132.000 x.

Fig.41. Esporo livre de C. difficile, estirpe CD1, obtido de uma cultura com 5 dias em meio de Wilson.
S3o bem visiveis as seguintes estruturas do esporo: citoplasma esporal (csp); parede esporal (psp); cortéx
(ctx); tinica interna (Ti); winica externa (Te); exospdério (Ex). Fixagfio OsO4/GAFACA. Ampliagio 112.000

X.

Fig.42. Esporo livre de C. difficile, estirpe ATCC 9689, obtido de uma cultura com 5 dias em meio de
Wilson apés tratamento pela ureia-mercaptoetanol. Notar o desaparecimento da tinica externa e a

desorganizagdo das lamelas da tinica interna (Ti) sobrepostas ao cortéx (ctx). Fixagdo OsO4/GAFACA.
Ampliaggo 97.000 x.










Vancomicina e metronidazol: efeito na morfologia, na
ultraestrutura e no crescimento de C. difficile

Parte 11




II-Resultados-Efeitos da vancomicina e metronidazol em C. difficile

1. Alteracdes morfoldgicas e fisiologicas induzidas por concentragdes sub-

inibitérias de vancomicina e metronidazol

Os resultados apresentados foram obtidos com as estirpes ATCC 9689, CD1, CD22 e

CD8g9.

1.1. Determinacgao das concentragdes inibitdrias minimas (CIM)

Os valores de CIM de vancomicina e metronidazol contra as estirpes ensaiadas de C.difficile

foram determinados pelo E test (Fig.43) e estdo indicados no Quadro II. Estes variaram

desde 0.5-0.75mg/L para a vancomicina e 0.125-0.19mg/L para o metronidazol. Com base

nestes valores foram calculadas as concentragdes sub-inibitérias da vancomicina e do

metronidazol usadas nos diversos ensaios.

Quadro II. Valores de CIM, obtidos pelo E test, apresentados pela vancomicina e

metronidazol frente as estirpes de C. difficile ensaiadas

CIM (mg/L)
Designagdo estirpe Vancomicina Metronidazol
ATCC 9689 0.75 0.19
CD1 0.75 0.19
CD22 0.75 0.125
CD89 0.50 0.19

70



Fig.43. E-teste. Determinagdo do CIM da vancomicina e do metronidazol, para o C. difficile ATCC 9689.

O valor de CIM (mg/L) ¢ dado pelo ponto de intersecgio entre a zona de inibigAo de crescimento e a tira do E
test. Valores de 0.75mg/L para a vancomicina (VA) e 0.19mg/L para o metronidazol (MZ), podem ser
observados, respectivamente em (a) e (b).
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1.2. Efeito no crescimento bacteriano

De modo a avaliarmos o efeito destes dois agentes antimicrobianos, quando presentes em
concentragdes sub-inibitdrias, no crescimento de C. difficile ATCC 9689, foram realizadas
culturas em caldo Schaedler contendo concentragdes de 0.375 mg/L de vancomicina ou
0.095 mg/L de metronidazol, correspondentes, respectivamente a metade do CIM destes
fdrmacos. As curvas de crescimento assim obtidas foram comparadas com uma curva

controlo obtida nas mesmas condigdes mas na auséncia total destes agentes antimicrobianos.

1.2.1. Efeito da vancomicina

A Fig.44 representa o crescimento da estirpe ATCC 9689 de C. difficile na presenga da
concentragdo sub-inibitéria de vancomicina, correspondente ao CIM/2, obtido respectiva-
mente por contagem de células vidveis (c.f.u./ml) (painel A) e por leitura espectrofoto-
métrica (painel B).

A observagao da Fig.44A permite concluir que a presenga de vancomicina provoca um
atraso no crescimento de C. difficile, reduzindo de modo significativo (p<0.05 e p<0.01) o
numero de células vidveis comparativamente a cultura controlo. Esta redu¢do comega a ser
evidente a partir do inicio da fase exponencial da cultura controlo, mantendo-se durante as
8h seguintes, ou seja durante todo o decorrer desta fase de crescimento. O estudo
espectrofotométrico (Fig.44B) confirma estas observagdes. Os valores de transmitincia da
cultura exposta A vancomicina apresentam-se também, a partir das 3h de incubagio,
significativamente mais baixos (p<0.05 e p<0.01) que os da cultura controlo, sinénimo da
presenga de uma menor quantidade de massa celular, As 24h estes valores apresentam-se ja

idénticos o que demonstra que a massa celular final € semelhante em ambas as culturas.
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Fig.44. Curvas de crescimento de C. difficile ATCC 9689, em caldo Schaedler, na auséncia (controlo) e na
presenca da dose sub-inibitéria de vancomicina correspondente ao CIM/2, obtida pela contagem de células
vidveis (c.f.u./ml) durante as primeiras 8h (painel A) ou por leitura espectrofotométrica até as 24h (painel B).
Os valores representam a média £SD de um minimo de tr8s determinagdes realizadas em diferentes dias.
Diferengas significativas entre os valores médios estdo assinaladas com (*) e (**) para p<0.05 e p<0.01,

respectivamente.
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1.2.2. Efeito do metronidazol

Na Fig.45 estd representado o crescimento de C. difficile ATCC 9689, na presenga da
concentragdo sub-inibitéria de metronidazol, correspondente ao CIM/2, obtido respectiva-
mente por contagem de células vidveis (c.f.u./ml) (painel A) e por leitura espectrofotomé-
trica (painel B).

A observagdo da Fig.45A mostra que embora a presenga do metronidazol provoque, durante
a fase de crescimento exponencial, uma ligeira redugdo no nimero de células vidveis
comparativamente a cultura controlo, esta diferenga ndo € no entanto significativa (p>0.05).
A viabilidade celular no final desta fase é muito semelhante nas duas culturas atingindo
ambas a fase estaciondria priticamente ao mesmo tempo.

Quando comparamos as curvas de crescimento, obtidas por leitura espectrofotométrica
(Fig.45B) verificamos também ndo ser significativa a diferenga entre a cultura controlo e a
cultura exposta ao agente antimicrobiano (p>0.05). A presen¢a da concentra¢do sub-
inibitéria (CIM/2) de metronidazol ndo parece ter induzido altera¢des turbidimétricas
importantes apresentando as células um crescimento bastante semelhante ao controlo. A

massa celular final, s 24h, mostra-se idéntica em ambas as culturas.

1.3. Efeito na morfologia bacteriana (microscopia Optica)

Com a finalidade de despistar o tipo de alteragdes provocadas pela exposi¢do de C. difficile
ATCC 9689 a concentragdes sub-inibitérias de vancomicina e metronidazol procedemos,
quando da determinagdo do CIM pelo E teste, ao estudo morfolégico das bactérias presentes
na periferia da "zona de inibigdo de crescimento”, local onde os agentes antimicrobianos

estariam em concentragdes abaixo do CIM. Verificdmos que, comparativamente ao controlo

(Fig.46), a dose sub-inibitéria de vancomicina presente induziu a formagao de filamentos
curtos, que coraram na sua maioria de Gram negativo (Fig.47a), enquanto que a
concentragdo sub-inibitéria de metronidazol foi responsdvel pelo aparecimento de longos

filamentos, que coraram predominantemente de Gram positivo (Fig.47b).
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Fig.45. Curva de crescimento de C. difficile ATCC 9689, em caldo Schaedler, na auséncia (controlo) e na
presenga de doses sub-inibitérias (CIM/2) de metronidazol, obtida por contagem de células vidveis
(c.f.u./ml) durante as primeras 8h (painel A) e por leitura espectrofotométrica até as 24h (painel B). Os

valores representam a média +SD de um minimo de tr&s determinagdes realizadas em diferentes dias.
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Fig.46. C. difficile ATCC 9689, com 24 h de crescimento em Schaedler Agar, apds coloragio de Gram.
Amplia¢3o 400x.

Fig.47. Células de C. difficile ATCC 9689, obtidas na periferia da "zona de inibigdo de crescimento”
produzida pelo E teste, cujo crescimento se fez na presenga de concentragdes sub-inibitdrias de vancomicina
(a) e metronidazol (b). Em (a) s3o visiveis filamentos curtos na sua maioria Gram negativos e em (b) longas

formas filamentosas Gram positivas. Ampliagdo 400x.
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Procedemos depois a cultura da estirpe ATCC 9689, em caldo € agar Schaedler, mas desta
vez na presenga de uma concentragdo sub-inibitéria conhecida, nomeadamente a
correspondente ao CIM/2. Em meio s6lido ambos os agentes antimicrobianos deram origem
ao aparecimento de bacilos compridos (com tamanho equivalente a 3-5 bactérias da cultura
controlo) e a algumas formas filamentosas (Figs 48a, 48b), ndo tendo sido aqui, no entanto,
tdo evidente, o diferente comportamento registado anteriormente em relagio a coloragdo de
Gram. Em meio liquido ndo foram visualizadas, nas culturas tratadas com vancomicina
(Fig.49a), formas filamentosas. Os bacilos presentes, em geral mais compridos que os da
cultura controlo (Fig.50), apresentaram-se curvos. Nas culturas expostas ao metronidazol
foram visiveis bacilos compridos e formas filamentosas (Fig.49b). Ndo se verificaram

diferengas significativas de comportamento frente a coloragdo de Gram.

1.4. Efeito na ultraestrutura

1.4.1. Células crescendo em meio liquido

A observagdo por microscopia electrénica de células crescendo na presenga da dose sub-
inibitéria CIM/2 de vancomicina ou metronidazol, revelou, quando comparadas com as
células de uma cultura controlo (Fig.51), grandes alteragdes ultraestruturais. Células
provenientes de uma cultura em fase exponencial, expostas & vancomicina, apresentaram
como caracteristica constante, a presenga de bacilos com muiltiplas paredes transversais
(Figs 52a, 52b) e septos parietais incompletos (Figs 52b, 52d). Distribuindo-se de modo
caético pela célula estes septos ndo obedeceram nem 2 disposigdo simétrica (Fig.52d) nem a
localizagdo equatorial (Figs 52b, 52c, 52¢) caracteristica dos septos de divisdo das células
normais, apresentando ainda uma incapacidade de separagio mesmo quando completos. Em
consequéncia das alteragGes referidas alguns bacilos apresentaram grandes dimensdes e
morfologia bacilar anormal (Figs 52c¢, 52e, 52f). Simultdneamente foi detectado um
espessamento, por vezes muito pronunciado, das paredes e septos parietais (Figs 52c, 52e,

52f, 52g). Em células provenientes da fase estaciondria ndo foi detectada multiseptagio,
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Fig.48. C. difficile ATCC 9689, apds 24 h crescimento em Schaedler Agar na presenga da concentragdo

sub-inibitdria CIM/2 de vancomicina (a) e CIM/2 de metronidazol (b). Notar a presenga de filamentos e de
longos bacilos com tamanho equivalente a 3-5 bactérias. Coloragfio de Gram. Ampliagao 400x.

Fig.49. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura exponencial em caldo
Schaedler exposta a concentragio sub-inibitéria CIM/2 de vancomicina (a) e CIM/2 de metronidazol (b).

Notar a presenga de formas bacilares curvas em (a) e de longos filamentos em (b). Ampliagdo 1 000x.

Fig.50. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura exponencial em caldo
Schaedler, apds coloragfio de Gram. Ampliagdo 1 000x.

Fig.51. Aspecto ultraestrutural de células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura
exponencial em caldo Schaedler, fixadas com GAFACA/OsO4. Ampliagdo 51.000 x.

Fig.52. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura expo-nencial em caldo
Schaedler, exposta a concentrag3o sub-inibitéria CIM/2 de vancomicina, Fixagdo GAFACA/OsO4. Reparar
nas miltiplas paredes transversais em (a, b € ¢) e nos septos parietais incompletos distribuidos de modo
cadtico em (b e d). Em (c, e, f) sdo visiveis bacilos com morfologia bacilar anormal. Reparar em (c, e, f,
g) no espessamento das paredes celulares e septos parietais. Ampliagdo: (a) 51.000 x; (b) 32.000 x; (c)
41.000 x; (d) 51.000 x; (e) 51.000 x; (N 51.000 x; (a) 51.000 x.

Fig.53. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura em fase estaciondria em
caldo Schaedler, exposta a concentragdo sub-inibitéria CIM/2 de vancomicina. Fixagdo GAFACA/OsO4.
Notar o espessamento das paredes celulares em (a ¢ b) e 0 aparecimento da forma bacilar curva em (a).
Ampliagio: (a) 51.000 x; (b) 51.000 x
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sendo apenas visivel o espessamento das paredes celulares acompanhada por vezes de uma
perda da morfologia bacilar tipica (Figs 53a, 53b).

Células expostas ao metronidazol, provenientes da fase exponencial de crescimento,
apresentaram-se de um modo geral mais compridas (Figs 54a, 54b, 55) que as células da
cultura controlo (Fig.51) aparecendo por vezes sob a forma de grandes filamentos. Nalguns
destes ndo foi possivel detectar a presenga de septos de diviso (Fig.54b), assistindo-se
como que a uma inibigdo da sua sintese e noutros os septos de divisdo completos presentes
foram incapazes de sofrer separagdo (Figs 54a, 55). Nas amostras fixadas com
GAFACA/OsO4 (Figs 54a-d) foi possivel observar um fenémeno de aderéncia entre as
células, particularmente visivel nas Figs 54a, 54c, 54d. Se nalguns casos pareceu tratar-se
de uma simples aderéncia entre a camada superficial, S-layer, das células contiguas
(Fig.54c) noutros o fenémeno foi acompanhado de uma deformagio das paredes celulares

na zona de adesdo (Figs 54a, 54d).

1.4.2. Células crescendo em meio soélido

O estudo ultraestrutural de células provenientes de Schaedler agar contendo a dose sub-
inibitéria CIM/2 de vancomicina ou metronidazol mostrou, para ambos os agentes
antimicrobianos, para além da presenga de bacilos com ultraestrutura normal, o
aparecimento de grandes filamentos (Figs 56, 57a, 57b). Estes apresentaram-se sem septo
de divisdo (Fig.57a) ou com septos completos sem sinais de separagdo (Figs 56, 57b). Nas
células expostas A vancomicina detectou-se ocasionalmente, um espessamento das paredes
periféricas (Fig.58a) e a formagdo de pequenas protuberancias parietais contiguas, corres-

pondentes a futuros septos de divisdo (Fig.58b).
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Fig.54. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura exponencial em caldo
Schaedler, exposta a concentragiio sub-inibitéria CIM/2 de metronidazol. Fixagio GAFACA/OsO4. Notar a

presenga de longos bacilos bem evidente em (a e b) e no fenémeno de aderéncia em (a, ¢, d). Em (d) é bem
visivel a deformagdo da parede celular na zona de adesdo (setas). Ampliagdo: (a) 19.000 x; (b) 23.000 x; (¢)
40.000 x; (d) 31.000 x.

Fig.55. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura expo-nencial em caldo
Schaedler, exposta A concentragdo sub-inibitéria CIM/2 de metronidazol. Fixagdo OsO4/GAFACA. Reparar

no longo filamento. Ampliagdo 18.000 x.

Fig.56. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, apés 24 h crescimento em Schaedler Agar na presenga
da concentragio sub-inibitéria CIM/2 de metronidazol. Fixag3o GAFACA/OsQ4. Reparar no longo filamento

¢ no septo de divis3o numa das extremidades (seta). Ampliagdo 18.000 x.

Fig.57. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, apés 24 h crescimento em Schaedler Agar na presenga
da concentragio sub-inibitéria CIM/2 de vancomicina. Fixagio GAFACA/OsO4 em (a ) e OsO4/GAFACA
em (b). Reparar na presenga de formas filamentosas. Em (a) nfo € visivel nenhum septo de divisdo; em (b) o

septo completo ndo apresenta sinais de separagdo (seta). Ampliagdo: (a) 17.000 x; (b) 16.000 x.

Fig.58. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, apds 24 h crescimento em Schaedler Agar na presenga
de concentragdes sub-inibitérias de vancomicina. Fixagdo GAFACA/OsO4, Em (a) é bem visivel o

espessamento da parede celular (setas); em (b) dois septos de divisio contiguos parecem estar a formar-se
(setas). Ampliagdo: (a) 38.000 x; (b) 25.000 x.

Fig.59. Aspecto ultraestrutural de protoplastos de C. difficile, estirpe ATCC 9689, obtidos a partir de
células expostas & concentragdo sub-inibitéria CIM/2 de metronidazol. Solugdo osmdética constituida por caldo
Schaedler, sacarose 0.5 M e glicina 0.4%. Fixagdo com GAFACA/OsQ4. Reparar na integridade do
protoplasto (P). Notar o perfil assimétrico da membrana citoplasmdtica (MC), os ribossomas (R)
visivelmente distintos e o nucledide (N) com aspecto fibrilar. Ampliagdo 34 000 x.
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1.5. Efeito na produg¢ao de protoplastos

Tentdmos averiguar se a producdo de protoplastos seria de algum modo perturbada pela
exposigdo prévia das células a doses sub-inibitérias (CIM/2) de vancomicina e
metronidazol. Para tal células em fase de crescimento logaritmico crescendo na presenga
destas doses foram usadas na obtengdo de protoplastos. Uma vez que ficou demonstrado
que o pré-condicionamento das células em glicina, antes do tratamento pela lisozima, ndo
influencia a taxa de formagdo de protoplastos estando esta apenas dependente da presenga de
glicina na solugdo osmética (ver 6.1., Parte I) ndo complementdmos o meio de crescimento
com este aminodcido, tendo este sido sémente adicionado & solugdo osmética final
constituida por caldo Schaedler e sacarose. De notar que a diluigdo (1:5) realizada durante o
processo de obtengdo dos protoplastos ndo € suficiente para a remogdo total dos agentes
antimicrobianos, tendo-se assim, no estabilizador osmdético, uma concentragdo final
equivalente a CIM/10.

Protoplastos semelhantes ao controlo (ver Fig.21, Parte I) foram obtidos com células
préviamente expostas ao metronidazol. Mesmo a dose sub-inibitéria CIM/10 de
metronidazol, presente na solugdo osmética, ndo mostrou afectar ultraestruturalmente o
protoplasto que apareceu ainda intacto ao fim de 16h (Fig.59).

Células previamente expostas a concentragdes sub-inibitérias de vancomicina, ndo

possibilitaram, em condigdes idénticas, a obtengdo de protoplastos.
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2. Alteragoes fisiolégicas e morfolégicas induzidas por concentragoes
supra-inibitérias de vancomicina e metronidazol

2.1. Efeito na viabilidade e crescimento bacteriano

Culturas exponenciais de C. difficile ATCC 9689 foram expostas durante 1h ¢ 2h a
concentragdes supra-inibitérias de vancomicina (5x, 10x e 30x CIM) e metronidazol (5x,
10x e 40x CIM). Os agentes antimicrobianos foram depois removidos por diluigdo (103 e
o crescimento bacteriano da nova cultura, monitorizado por contagem de células vidveis,
iniciou-se imediatamente apds a remogio do firmaco estendendo-se até por volta das 5-7h

seguintes, altura em que as culturas comegaram a apresentar uma turvagio visivel.

2.1.1. Efeito da vancomicina

Na Fig.60 estdo representadas as curvas de crescimento da estirpe ATCC 9689 em fase de
PAE ou seja imediatamente apés ter terminado a exposigdo as vérias concentragGes de
vancomicina. Comparativamente a cultura controlo, verifica-se que, para as concentragoes
de 5x CIM (Fig.60A) e 10x CIM (Fig.60B), a actividade bactericida da vancomicina é
dependente do tempo de exposigdo ao antibidtico, sendo maior para exposigbes de 2h. O
decréscimo provocado por cada uma destas concentragdes no nimero de células vidveis
(Quadro IIT), mostra na realidade uma descida significativa (0.67 para 1.50 logio e 0.6 para
1.10 logy0; p<0.01) quando o tempo de exposi¢do € aumentado de 1h para 2h. Nao se
regista, no entanto, qualquer diferenga significativa na actividade bactericida da vancomicina
quando se aumenta a concentragdo de 5x para 10x CIM (Fig.60C) e de 5x para 30x CIM
(Fig.60D) e se mantém idéntico o periodo de exposigdo (2h e 1h, respectivamente).

A prévia exposi¢io a vancomicina parece afectar o novo crescimento bacteriano,
verificando-se em todos os casos, durante a primeira hora, um aumento mais rdpido de

c.f.u. comparativamente a cultura controlo.
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Fig.60. Crescimento em fase de PAE de C. difficile, estirpe ATCC 9689 apds exposi¢do de 1h e 2h as
concentragdes supra-inibitdrias de vancomicina correspondentes a 5x, 10x e 30xCIM. Os valores representam

a média £SD de um minimo de trés determinagdes realizadas em diferentes dias.
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2.1.2. Efeito do metronidazol

Na Fig.61 estdo representadas as curvas de crescimento da estirpe ATCC 9689, em fase de
PAE, apds exposi¢do as vdrias concentragdes supra-inibitérias de metronidazol. Verifica-se,
comparativamente ao controlo, que o decréscimo do ndmero de células vidveis, registado
imediatamente apds remog¢do do metronidazol, ndo € muito pronunciado, para con-
centragdes de 5x e 10x CIM e que o aumento do periodo de exposigdo ao agente
antimicrobiano, de 1 h para 2 h, ndo influencia significativamente a viabilidade bacteriana
(Quadro III e Fig 61A e 61B). Registou-se apenas uma descida acentuada no nimero de
células vidveis (2.42 logip), nas culturas expostas lh a concentragdo de 40x CIM (Fig
61D).

O modo como o crescimento bacteriano € afectado apds exposi¢do ao metronidazol parece
estar dependente da concentragdo deste agente antimicrobiano. Enquanto que nas culturas
expostas a concentragdo de 5x CIM se assiste, na hora que se segue 2 remogdo do
metronidazol, a um ligeiro aumento do nimero de células vidveis (Fig.61A), nas culturas
tratadas com 10x CIM, esse numero decresce durante esse perfodo (Fig.61B). Sé depois
tem inicio, em ambas as culturas, o crescimento exponencial semelhante ao do controlo.
Com a concentragio de 40x CIM este crescimento exponencial sé se inicia 3h apds a

remogdo do farmaco (Fig.61D).
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Fig.61. Crescimento em fase de PAE de C. difficile, estirpe ATCC 9689 apds exposigdo de 1h e 2h as
concentragdes supra-inibitérias de metronidazol correspondentes a 5x, 10x e 40xCIM. Os valores representam
a média +SD de um minimo de trés determinagdes realizadas em diferentes dias.
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2.2. Efeito na morfologia bacteriana

Todas as culturas expostas s diferentes concentragdes supra-inibitérias de vancomicina,
exibiram a presenga de filamentos (Fig.62). Estes apresentando um comprimento
equivalente a 3-5 bactérias da cultura controlo (Fig.63) coraram na generalidade de Gram
negativo.

A exposigdo 2s concentrages de metronidazol de 5x ¢ 10x CIM, levou também ao
aparecimento de formas filamentosas que coraram de Gram positivo (Fig.64). Na
concentragdo de 40x CIM a filamentagdo ndo foi tdo evidente tendo os bacilos apresentado

uma coloragdo pouco uniforme (Fig.65).

2.3, Efeito na ultraestrutura

A observagio de cortes ultrafinos de bactérias provenientes das culturas tratadas, durante lh
e 2h, com as vdrias concentragdes supra-inibitdrias de vancomicina e metronidazol mostrou
a presenga de certas alteragdes ultraestruturais. Em todas as culturas tratadas com
vancomicina foi visivel o aparecimento de formas filamentosas (Fig.66) o mesmo se
verificando nas culturas tratadas com concentragdes de metronidazol de 5x ¢ 10x CIM
(Fig.67). Tais filamentos ndo foram observados nas células controlo (Fig.68). Nas células
tratadas com a concentragdo de metronidazol de 40x CIM foi detectado, a nivel da maior
parte das células, uma alteragdo da parede celular a qual se traduziu pela perda da morfologia
bacilar (Fig.69).
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Fig.62. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura em caldo Schaedler
exposta, durante 2h, & dose supra-inibitéria 10xCIM de vancomicina. Notar a presenga de formas filamentosas
coradas de Gram negativo. Ampliagdo 1 000x.

Fig.63. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura em caldo Schaedler nio
exposta a nenhum agente antimicrobiano. Coloragdo de Gram. Ampliago 1000x.

Fig.64. Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura exposta, durante 2h, 3
dose supra-inibitéria 10xCIM de metronidazol. Notar a presenca de formas filamentosas coradas de Gram

positivo. Ampliagdo 1 000x.

Fig.65.Células de C. difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura exposta, durante 1h, 4 dose
supra-inibitéria 40xCIM de metronidazol. Reparar na coloragiio pouco uniforme de alguns bacilos e na

auséncia de filamentos. Ampliagdo 1 000x.

Fig.66. Aspecto ultraestrutural de células de C.difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura
exponencial exposta, durante 1h, & dose supra-inibitéria 30xCIM de vancomicina. E visivel uma forma

filamentosa. Ampliagdo 11.000 x.

Fig.67. Aspecto ultraestrutural de células de C.difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura
exponencial exposta, durante 1h, 2 dose supra-inibitéria 5xCIM de metronidazol. E visivel uma forma

filamentosa. Ampliagio 12.000 x.

Fig.68. Aspecto ultraestrutural de células de C.difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura
exponencial ndo exposta a nenhum agente antimicrobiano. Ampliagio 12.000 x.

Fig.69. Aspecto ultraestrutural de células de C.difficile, estirpe ATCC 9689, provenientes de uma cultura
exponencial exposta, durante 1h, & dose supra-inibitéria 40xCIM de metronidazol. Reparar na perda da
morfologia bacilar tipica. Ampliagdo 16.000x.
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2.4. Efeito pés-antibiético (PAE) da vancomicina e do metronidazol

Tentdmos determinar o PAE da vancomicina (concentragdes de 5x, 10x e 30x CIM) e do
metronidazol (concentragdes de 5x, 10x e 40x CIM) em C. difficile para periodos de
exposi¢do de 1h e 2h. Foi necessdrio préviamente verificar se a diluigdo de 10-3, utilizada
para a remogdo da droga, seria suficiente para evitar qualquer efeito antibacteriano sobre o
crescimento de C. difficile, por parte da droga residual, mesmo nos casos em que eram

utilizadas altas concentragées de vancomicina e metronidazol.
2.4.1. Efeito residual dos agentes antimicrobianos

Quando o crescimento de C. difficile em meio Schaedler foi comparado com o crescimento
obtido em meio idéntico mas contendo desta vez uma dilui¢do 10-3 da mais alta concentragio
de vancomicina ou metronidazol usada nas determinag¢des de PAE (30x e 40x CIM,
respectivamente) ndo se detectou diferenga significativa em nenhum dos pontos (p>0.05)
das curvas obtidas (Fig.70). Tal facto garantiu-nos nfo ser a droga residual capaz de afectar

a determinagdo dos valores de PAE.
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Fig.70. Crescimento de C. difficile em meio Schaedler sem antibidtico versus meio Schaedler contendo

uma diluigio de 103 da concentragdo correspondente a 30x CIM vancomicina e 40x CIM metronidazol.
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2.4.2. Determinacio do PAE

2.4.2.1. Na estirpe ATCC 9689

Os PAEs das vdrias concentragdes de vancomicina e metronidazol em C. difficile ATCC

9689, apds um periodo de exposi¢do de 1h e 2h, estdo registados no Quadro III.

Quadro II1. PAEs ¢ actividade bactericida da vancomicina e metronidazol em C. difficile ATCC 9689 apds um

periodo de exposi¢do de 1h e 2h.

Agente anti- Agente antimicrobiano  Tempo de PAE? Decréscimo n® cél vidveis
microcrobiano concentragio (mg/L) exposig¢do (h) (h) (log1g c.f.u)b
3.75  (5xMIC) 1 -0.3710.15 0.67+0.15
2 -0.4510.07 1.50+0.15
Vancomicina 1.5 (10xMIC) 1 -0.27+0.06 0.60+0.15
2 -0.4310.15 1.1020.10
225  (30xMIC) 1 -0.7310.21 0.86x0.09
095 (5xMIC) 1 -0.02+0.34 0.500.16
2 -0.18+0.13 0.58+0.22
Metronidazol 1.9 (10xMIC) 1 0.57+0.15 0.47+0.12
2 0.87+0.12 0.57+0.15
7.6 (40xMIC) 1 2.50+0.22 2.42+0.97

8 o5 resultados representam a média £SD de um minimo de trés experiéncias realizadas em dias diferentes.

b decréscimo no n® de células vidveis, verificado imediatamente antes da diluigio, entre as culturas expostas ao agente

antimicrobiano e as culturas controlo.

Os valores negativos indicam que o crescimento na cultura tratada com o agente antimicrobiano se faz mais

rdpidamente que na cultura controlo.

Todos os valores de PAE obtidos com a vancomicina se mostraram negativos, variando

desde -0.37h a -0.73h. Ndo se verificou nenhuma diferenga significativa nos valores de

PAE quando, para lh de exposigdo, a concentragdo da vancomicina aumentou de 5x para

30x CIM (-0.37 para -0.73; p>0.05). C aumento da exposi¢do de 1h para 2h também nédo

aumentou de modo significativo os valores de PAE quando estudadas as concentragdes de

5x e 10x CIM.
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Os PAEs induzidos pelo metronidazol variaram de -0.02h a +2.5h. A duragdo do PAE
apareceu como uma fungio directa da concentragdo de metronidazol, verificando-se um
aumento significativo nos valores de PAE quando, para 1h de exposigdo, a concentragio
variou de 5x para 10x (0.02 para 0.57; p<0.01) e de 10x para 40x CIM (0.57 para 2.50;
p<0.05). O aumento da exposigdo de 1h para 2h ndo influenciou significativamente os
valores de PAE do metronidazol, nas concentragdes de 5x CIM (-0.02 para -0.18; p>0.05)
e 10x CIM (0.57 para 0.87; p>0.05).

2.4.2.2. Em varias estirpes clinicas

Tentdmos verificar se valores negativos seriam também obtidos quando determindssemos o
PAE da vancomicina noutras estirpes de C. difficile. Escolhemos para o efeito tr€s estirpes
isoladas de fezes de criangas, duas das quais produtoras de toxina A (CD1 e CD89) e uma
ndo produtora (CD22). Apenas a estirpe CD89 apresentou maior sensibilidade a
vancomicina, comparativamente as estirpes CD1 e CD22 que registaram valores de CIM
idénticos a estirpe ATCC 9689.

No Quadro IV estdo registados os valores de PAE das vdérias concentragdes de vancomicina
nas trés estirpes clinicas de C. difficile, apés um periodo de exposi¢do de 1h e 2h.

A semelhanga da estirpe ATCC 9689 todos os valores de PAE obtidos com as vdrias
concentragdes supra-inibitéras de vancomicina se mostraram negativos indicando, que as
trés estirpes, exibem um crescimento mais rdpido apds exposigdo a este antibidtico que na
auséncia deste. Ndo se verificou nenhuma diferenga significativa na duragio do PAE com o

aumento da concentragdo da vancomicina nem com o aumento da exposig¢do ao antibiético.
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Quadro IV. PAEs de concentragdes supra-inibitéras de vancomicina em trés estirpes clinicas

de C. difficile , ap6s periodo de exposi¢do de 1h e 2h.

Vancomicina

Estirpe CIM Concentragdo Tempo PAE?

designacio (mg/L) (mg/L) exposigdoth)  (h)
CDl1 0.75 3.75 (5xCIM) 1 -040
(Tox A+) 2 -0.30
7.5 (10xCIM) 1 -0.80
2 -0.85
22.5 (30xCIM) 1 -0.60
CD22 0.75 3.75 (5xCIM) 1 -0.25
(Tox A-) 2 -0.50
7.5 (10xCIM) 1 -0.25
2 -0.50
22.5 (30xCIM) 1 -0.55
CDg9 0.50 3.75 (7.5xCIM) 1 -040
(Tox A+) 2 -0.65
7.5 (15xCIM) 1 -0.55
2 -0.55
22.5 (45xCIM) 1 -0.40

8 Os valores representam a média de duas determinagdes
Tox A+ = estirpe produtora de toxina A
Tox A- = estirpe nao produtora de toxina A
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Estudo ultraestrutural e fisiologico de C. difficile

Parede celular e S-layer de C. difficile

A parede celular tipica de bactérias Gram positivo, observada por microscopia electrénica de
transmissdo, exibe uma monocamada amorfa, continua, osmiofilica, com uma espessura
normalmente comprendida entre os 20 e os 50 nm (Beveridge, 1981; Shockman & Barrett,
1983). As células vegetativas das estirpes de C. difficile usadas neste estudo revelaram uma
parede celular complexa, com uma camada osmiofilica tipica de bactérias Gram positivo,
com uma espessura média de 19.613.5nm e com uma estrutura de superficie (S-layer) com
cerca de 17.5£3.4nm. Esta camada de superficie exibe uma menor densidade aos electrdes
do que a matriz de peptidoglicano. Foi Kawata et al. (1984) que descreveram pela primeira
vez a S-layer na parede celular de C. difficile. Esta estrutura ndo € exclusiva de C. difficile e
tem sido também descrita noutras espécies bacterianas, incluindo Archaebacterias e
Eubacterias Gram-positivo e Gram-negativo (Beveridge & Graham, 1991; Sleytr &
Messner, 1988). Estas estruturas regulares periédicas, hoje vulgarmente denominadas por
S-layers, constituem o componente celular mais externo de um grande nimero de bactérias
Gram-positivo das quais se destacam os géneros Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Lactobacillus e Sporosarcina (Messner & Sleytr, 1992; Sleytr & Messner, 1983; Sousa et
al., 1976).

As S-layers sdo formadas pela reunido de sub-unidades proteicas ou glicoproteicas,
idénticas, que se repetem de modo regular e periédico, apresentando um rearranjo com
simetria obliqua, tetragonal ou hexagonal (Beveridge & Graham, 1991; Messner & Sleytr,
1992; Sleytr & Messner, 1988). Esta simetria parece ser determinada exclusivamente pelas
caracteristicas das sub-unidades e ndo pelas propriedades da camada subjacente (Sleytr &
Glauert, 1975). A S-layer de C. difficile foi j4 caracterizada, sabendo-se que exibe um
rearranjo regular tetragonal e é constituida pela repeti¢do, nio de uma, mas de duas sub-

unidades proteicas diferentes (Hagiya et al., 1992; Kawata er al., 1984; Masuda et al., 1989;
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Takeoka et al., 1991).

A andlise electroforética que realizdimos sobre o contetido proteico da S-layer das vdrias
estirpes de C. difficile, revelou o aparecimento de duas bandas, correspondentes as duas
sub-unidades proteicas descritas. O peso molecular destas duas proteinas, estimado por
SDS-PAGE, variou ligeiramente entre as vdrias estirpes. Alguns autores (Kawata er al.,
1984) tém dividido as estirpes de C. difficile em dois grupos, com base no peso molecular
exibido pelas duas proteinas da S-layer em SDS-PAGE: o grupo 1, contendo proteinas com
45-47kDa e 32kDa e o grupo 2, contendo proteinas com 42kDa e 38kDa. No nosso estudo,
foi possivel, no entanto, agrupar as estirpes de C. difficile em trés grupos: um primeiro
grupo contendo proteinas com 48-50kDa e 34-35kDa, um segundo grupo contendo
proteinas com 46kDa e 41kDa, e por iltimo um grupo contendo proteinas com 41kDa e
34kDa. Embora os valores dos pesos moleculares por nés encontrados se tenham mostrado
superiores aos descritos, pensamos que os dois primeiros grupos correspondem,
respectivamente, ao grupo 1 e 2 de Kawata et al. (1984), dada a semelhanga que se verifica
entre os seus perfis electroforéticos. O grupo constituido por proteinas com 41kDa e 34kD
parece nunca ter sido descrito. A heterogeneidade de pesos moleculares exibida por estas
duas proteinas parece ndo ser uma situagfdo unica, jd que estudos comparativos de
distribuig@o e uniformidade das S-layers tém demonstrado que diferentes estirpes de uma
determinada espécie podem exibir uma varibilidade marcante no que respeita a estrutura e
composigdo da S-layer, assemelhando-se esta diversidade ao cardcter ndo conservativo de
outros componentes superficiais bacterianos tais como exopolissacdridos ou
lipopolissacdridos (Messner & Sleytr, 1992). Nas estirpes estudadas, nido foi encontrada
nenhuma correlagdo entre o perfil electroforético das duas proteinas da S-layer e a capacidade
de produgdo de toxina A, tendo as estirpes toxigenas apresentado perfis id€nticos ao de
estirpes ndo toxigenas, facto j4 demonstrado por Kawata ez al. (1984).

As caracteristicas descritas para a S-layer de C. difficile diferem das da maior parte das S-
layers de outras espécies bacterianas conhecidas, as quais sdo constituidas apenas por uma

tinica espécie proteica (ou glicoproteica) cujo peso molecular € regra geral superior ao
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descrito, situando-se normalmente entre os 40kDa e os 200kDa (Messner & Sleytr, 1992).
Em C. botulinum e C. tetani , por exemplo, foram identificadas S-layers constituidas por
uma dnica proteina com peso molecular de 150kDa e 140kDa, respectivamente (Takumi ez
al., 1983; Takumi et al., 1991).

INZo tem sido possivel detectar a presenga de porgdes glicosiladas a nivel das proteinas da S-
layer de C. difficile. A marcagdo das proteinas 32K e 45K pelo 4dcido periddico de Schiff
ap6s SDS-PAGE mostrou-se incapaz de revelar a presenga de carbohidratos (Kawata ez al.,
1984). Tentdmos no nosso trabalho evidenciar a presenga de polissacarideos a nivel da S-
layer através da detecgdo ultraestrutural de componentes PAS-positivos pela técnica de
Thiéry (Thiéry, 1967). Esta técnica, que se baseia na conversdo dos grupos glicol dos
polissacdridos em grupos aldeido através da oxidagio pelo 4cido periédico com posterior
revelagdo pela prata apds reacgdo com a tiosemicarbazida, também nio conseguiu evidenciar
a presenga de carbohidratos a este nivel. Até hd pouco a presenga de glicoproteinas a nivel
das S-layers parecia ser um exclusivo das Archaebacterias, mas a detecgdo de pequenos
glicosubstituintes em B. stearothermophilus, C. thermohidrosulfuricum, C.
thermosaccharolyticum e C. symbiosium (Beveridge & Graham, 1991; Messner et al.,
1990; Sleytr & Thorne, 1976), embora representando apenas uma pequena percentagem da
massa total da glicoproteina, tem levado a especular que a reandlise quimica das S-layers
proteicas, por técnicas mais sensiveis, como a separagéo hidrolitica da proteina e anélise por
ressonincia magnética nuclear (Messner er al., 1990) possa vir a evidenciar porgdes
glicosiladas até entdo ndo detectdveis pelas técnicas convencionais (Sleytr & Messner,
1983).

Durante todo o periodo em que decorreu o nosso estudo, a S-layer esteve sempre presente
cobrindo completa e integralmente a superficie bacteriana, embora excluida do septo parietal
de divisdo celular. Nem mesmo ap6s 8 meses de cultura em laboratério, perfazendo um total
de 80 passagens, a S-layer de C. difficile deixou de ser visualizada. Tal dado estd em
desacordo com as observagdes de alguns autores que afirmam que, a semelhanga do que se

passa com outras estruturas superficiais bacterianas, o crescimento continuo in vitro leva
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frequentemente ao desaparecimento destas estruturas superficiais (Messner & Sleytr, 1992).
As sub-unidades das S-layers estdo geralmente ligadas entre si e & parede celular subjacente
através de um conjunto de forgas fracas, que se estabelecem entre os grupos amino e os
grupos carboxilo das proteinas, tais como pontes de hidrogénio, ligagdes idnicas
(envolvendo catides divalentes ou a interacgdo directa de grupos polares) € interacgdes
hidrofébicas, verificando-se ser as forgas entre as sub-unidades mais fortes que as forgas
que ligam a S-layer A parede celular (Sleytr, 1976; Sleytr & Glauert, 1975; Sleytr &
Messner, 1983). A integridade estrutural de certas S-layers necessita por vezes da presenga
de catides divalentes (Smit er al., 1992; Tsuboi et al., 1982; Walker et al., 1992).
Consequentemente para a remogio das S-layers sdo normalmente suficientes processos de
extracgdo relativamente suaves tais como, alteragdes do pH ou da forga iénica do meio,
tratamento com agentes quelantes, agentes caotrépicos ou detergentes nio iénicos (Sleytr &
Messner, 1983; Sleytr & Messner, 1988).

No nosso estudo para a remogdo da S-layer de C. difficile procedemos préviamente &
desintegragdo mecanica das células, tendo-se seguido uma centrifugagio diferencial afim de
separar os fragmentos de parede celular. Foram usadas para este efeito células na fase inicial
do crescimento logaritmico, dado que autolisam mais rdpidamente comparativamente as
células do final desta fase ou da fase estaciondria (Kawata et al., 1984). Devido ao facto de
nas bactérias Gram-positivo os fragmentos de parede celular se encontrarem frequentemente
contaminados com membranas plasmadticas e material proteico soldvel, houve necessidade de
remover estes contaminantes através da lavagem com uma solugao salina concentrada (ex:
NaCl 1M) a qual se seguiu o tratamento pelo detergente ndo iénico Triton X-100 (Kawata er
al., 1984; Sleytr & Messner, 1983). Para alguns autores este tipo de tratamento ndo € o mais
aconselhdvel quando se pretende preservar intacta a S-layer de C. difficile, preferindo a
extracgdo a partir da célula intacta (Hagiya et al., 1992). O destaque da S-layer foi finalmente
conseguido pelo tratamento com ureia 6M.

Quando procedemos a observagido de cortes ultrafinos de paredes celulares isoladas, obtidas

apés desintegragdo celular e remogdo da membrana citoplasmadtica, verificou-se a presenga de
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uma camada adicional semelhante a S-layer do lado interior da camada de peptidoglicano.
Esta capacidade da S-layer em se justapor a ambos os lados da camada de mureina tem sido
observado em outras bactérias Gram-positivo (Masuda & Kawata, 1981; Sleytr & Glauert,
1976; Sousa et al., 1976). Esta capacidade de auto-reunido, na presenga ou auséncia de
superficies adequadas 2 sua adesdo € comum a todas as sub-unidades das S-layers (Messner
& Sleytr, 1992; Pum er al., 1993; Sleytr, 1976; Sleytr & Messner, 1983), parecendo
desempenhar a carga nativa destas sub-unidades um papel crucial no s6 na manutengdo da
integridade estrutural da S-layer como também na reunido das sub-unidades isoladas (Sdra &
Sleytr, 1987.a.).

Nio foi ainda atribuida qualquer fungdo biolégica a S-layer de C. difficile, mas trabalhos
recentes demonstram que para uma fagocitose eficaz pelos polimorfonucleares € necessdria a
opsonizagdo da bactéria pelo complemento ou por anticorpos especificos (Dailey et al.,
1987), o que poderd indicar a presenga de um factor anti-fagocitico no C. difficile . Curioso
é também o facto de, na colite pseudomembranosa, a infiltragdo caracteristica dos
polimorfonucleares nio ter grande efeito na eliminagdo desta bactéria (Borriello er al., 1990).
Desconhece-se a identidade deste determinante anti-fagocitico, ndo parecendo a produgdo de
toxinas ter qualquer responsabilidade neste fenémeno, pois ele € comum a estirpes toxigenas
e ndo toxigenas (Dailey et al., 1987). Tem sido demonstrado que algumas S-layers podem
funcionar como verdadeiros factores de viruléncia, ao tornar as bactérias refractdrias a
ingestdo pelos macréfagos (McCoy er al., 1975) ou ao protegé-las contra a actividade

bactericida do complemento (Munn ez al., 1982).
Membrana citoplasmatica de C. difficile
Constituida por uma bicamada fosfolipidica onde se inserem proteinas integrais e se
associam proteinas periféricas de acordo com o modelo de Singer & Nicolson (1972), a

membrana citoplasmdtica constitui a principal barreira de permeabilidade entre a célula e o

meio ambiente estando envolvida em numerosos fenémenos biolégicos de vital importincia
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para a bactéria (Rogers et al., 1980). A sua observagdo por microscopia electrénica de
transmissdo, pela técnica dos cortes ultrafinos, revela um perfil trilaminar, constituido por
duas camadas densas aos electrdes, separadas por uma camada central ndo electronodensa.
Este perfil reflecte a organizagdo molecular da membrana citoplasmdtica e € o resultado da
deposigdo dos dtomos electronodensos nos componentes da membrana, correspondendo as
duas camadas electronodensas as zonas hidrofilicas, constituidas pelos grupos polares das
proteinas integrais, proteinas periféricas e grupos polares dos fosfolipidos e a camada ndo
electronodensa 3 zona hidrofébica, constituida pelas cadeias dos dcidos gordos dos
fosfolipidos e zonas hidrofébicas das proteinas integrais (Silva, 1979). Enquanto que as
bactérias Gram-negativo exibem em geral membranas citoplasmdticas com um perfil
simétrico a ultraestrutura das membranas de bactérias Gram-positivo exibe um perfil
assimétrico com o folheto exterior mais espesso e denso que o folheto interno (Silva, 1979,
1984). Embora tratando-se de um bacilo Gram-positivo a estrutura trilaminar assimétrica da
membrana citoplasmadtica de C. difficile nem sempre € evidente, sendo a sua visualizagdo
dependente das condig¢des de fixagdo. Nos casos em que se consegue uma boa preservagdo
da membrana citoplasmadtica, o folheto externo, subjacente & parede celular, apresenta-se
espesso € bastante electronodenso, enquanto que o folheto interno aparece com uma
densidade aos electrdes muito reduzida, dificultando a visualizagdo da estrutura tripla
assimétrica da membrana.

A assimetria da membrana citoplasmdtica das bactérias Gram-positivo € sempre
acompanhada de um comportamento diferente, por parte dos dois folhetos, frente & marcagdo
de carbohidratos pelo método de Thiéry (Thiéry, 1967), apresentando o folheto externo
normalmente componentes PAS-positivos enquanto que o folheto interno reage sempre
negativamente (Silva, 1984). A alteragdo do perfil assimétrico da membrana citoplasmatica
para simétrico, representa normalmente um marcador precoce de distirbio na membrana
citoplasmdtica e significa alteragdo da sua organizagdo molecular (Silva, 1979; Silva, 1984).
Bactérias Gram-positivo em lise (Silva, 1979) ou expostas a agentes membranoactivos, tais

como calor himido (Silva & Sousa, 1972), anestésicos locais (Silva et al., 1979),

106

Discussio



Discussio

feniletildlcool (Silva er al., 1976.a.) solventes orgénicos (Silva et al., 1978) apresentam um
perfil simétrico verificando-se simultdneamente um aumento da densidade electrénica do
folheto interno. A passagem para um perfil simétrico € sempre acompanhada de uma
auséncia de reacg¢do do folheto externo, indicando que os componentes PAS-positivo, que se
encontram assimétricamente localizados, perdem-se quando as membranas se alteram (Silva,
1984). Os ides cdlcio mostram-se necessdrios A preservagdo dos componentes PAS-positivo
deixando estes de ser visualizados em processos de fixagdo deficitdrios neste ido (Silva,
1984).

A base molecular da assimetria ultraestrutural parece estar na presenca de moléculas
anfifilicas apenas na camada externa da membrana citoplasmadtica, as quais parecem também
perder-se em situagdes em que hd lesdo da membrana (Silva, 1984). Estes anfifilos possuem
residuos de agiicar na porgdo hidrofilica da molécula (Wicken & Knox, 1980) sendo
possivel que estes carbohidratos sejam responsdveis pela coloragdo de Thiéry (Silva, 1984).
Os 4cidos lipoteic6icos, que constituem a principal molécula anfifilica das bactérias Gram-
positivo (Huff, 1982), sio apontados como potenciais responsdveis pela assimetria
ultaestrutural destas membranas (Silva, 1984). Algumas das suas caracteristicas como, a
elevada afinidade para os catides divalentes (Hughes et al., 1973), a ficil libertagdo das
membranas durante a lise dos Gram-positivos (Horne & Tomasz, 1979) e a importdncia do
célcio nessa libertagdo (Wicken & Knox, 1975), estdo de acordo com uma tal fungdo. Em C.
difficile foi j4 identificado um polimero andlogo dos 4dcidos lipoteicoicos, a nivel da
membrana citoplasmadtica, o qual é ficilmente libertado apés tratamento com 0 agente
quelante EDTA em consequéncia da perda da integridade da membrana (Poxton & Cartmill,
1982). Embora ndo seja um 4cido lipoteicoico tipico, ndo contém ribitol nem glicerol fosfato,
trata-se no entanto de um lipocarbohidrato fosforilado embora com uma composi¢io mais
complexa da que tem sido descrita para este tipo de moléculas (Poxton & Cartmill, 1982).
Esta poderd ser em C. difficile a molécula anfifilica responsdvel pela assimetria da membrana
citoplasmdtica. A auséncia de moléculas ricas em grupos 1,2-glicol como o glicerol € o

ribitol, grupos dos quais depende o resultado da coloragdo PAS, poderd talvez explicar o
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facto de, no nosso estudo, apenas exposigdes a tiosemicarbazida superiores a 28h terem sido
capazes de revelar componentes PAS-positivos quando as c€lulas de C. difficile foram

submetidas a técnica de Thi€ry.

Influéncia das condi¢oes de fixagao na ultraestrutura de C. difficile

Ao longo do nosso trabalho foram usados bédsicamente dois processos de fixagdo,
designados por GAFACA/OsO4 e OsO4/GAFACA. Ambos os processos envolveram uma
fixagdo principal pelos aldeidos e pelo tetréxido de ésmio e uma pés-fixagdo pelo acetato de
uranilo. Importante ser4 salientar que o ido Ca2+ esteve sempre presente durante a fixagdo
principal, j4 que ele se mostra essencial para a estabilizagio e preservagio das membranas e
ribossomas (Silva, 1975). A diferenga entre os dois processos residiu apenas nos fixadores
primdrio e secunddrio usados durante a fixagdo principal. No processo designado por
GAFACA/OsQy4 os aldeidos funcionaram como fixador primdrio e o OsO4 como fixador
secunddrio, enquanto que no processo OsO4/GAFACA esta ordem foi invertida funcionando
agora o OsO4 como primeiro fixador. Esta fixagdo dupla pelos aldeidos e pelo OsO4 € o
processo que melhores resultados oferece na preservagdo das vdrias estruturas celulares
(Hayat, 1981). O glutaraldeido apresenta uma grande capacidade estabilizadora de proteinas
ao formar com estas "cross-links" intra e inter-moleculares (Hayat, 1981). A mistura
formada pelo glutaraldeido e formaldeido, € hoje no entanto mais vulgarmente usada, dada a
vantagem que apresenta de penetrar na amostra mais rdpidamente levando consequentemente
a uma melhor preservagio do material proteico (Hayat, 1981). Dada a limitagdo dos aldeidos
na fixagdo dos lipidos, torna-se indispensdvel a fixagdo sequencial pelo OsO4 (Hayat, 1981).
A preservagio dos componentes lipidicos € conseguida eficazmente pelo OsQOg4, que sendo
um metal pesado provoca simultineamente um aumento na densidade electrénica destes
componentes (Hayat, 1981). A pés-fixagdo pelo acetato de uranilo, antes da desidratag@o da
amostra, mostra-se essencial dada a sua acgdo estabilizadora em relagdo as membranas

bacterianas e ao DNA, 2 qual se adiciona também um efeito contrastante (Silva, 1979).
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Dado que o C. difficile € uma bactéria anaerdbia estrita, tentou-se sempre que possivel, que
o infcio da fixagdo se realizasse em condig¢Ses de total anaerobiose, tendo-se conseguido tal
objectivo em bactérias crescendo a superficie de meios s6lidos e em bactérias provenientes
de culturas liquidas préviamente fixadas em caldo. Nas culturas liquidas onde esta pré-
fixagdo ndo se realizou, as bactérias permaneceram algum tempo em condigdes de aerobiose,
dado que o fixador primdrio foi apenas adicionado apds a sua centrifugagdo. Um dos nossos
objectivos foi estudar de que modo as condigdes de fixagdo descritas influenciariam a
ultraestrutura das formas vegetativas de C. difficile, provenientes quer de meio liquido quer
de meio sélido.

A preservagdo da membrana citoplasmadtica dos Gram-positivos estd muito dependente das
condigbes de fixagdo sendo o perfil assimétrico sdmente visivel quando se realiza uma
fixagdo pelos aldeidos-OsO4 na presenga de Ca2+* e a esta se segue uma pés-fixagdo com o
uranilo (Silva, 1975, 1984). Na auséncia de cdlcio a membrana citoplasmdtica dos Gram-
positivos aparece simétrica demonstrando o papel estabilizador deste ido em relagdo a esta
estrutura (Silva, 1984). Referimos atrds que a estrutura trilaminar assimétrica da membrana
citoplasmdtica de C. difficile nem sempre foi bem evidente, embora em todos os processos
de fixagdo, por nds utilizados, tivessem estado presentes as condigdes descritas para uma
boa preservagao da ultraestrutura da membrana bacteriana, nomeadamente a presenga do ido
Ca?+ durante a fixagdo principal (ambos os fixadores continham 10 mM de CaCly) e a pés-
fixagdo pelo uranilo. Apenas as células que sofreram uma fixagao primdria pelos aldeidos em
condigdes de total anaerobiose exibiram uma membrana citoplasmdtica com perfil
assimétrico, embora, como dissemos este perfil se tivesse apresentado pouco nitido devido a
reduzida electronodensidade apresentada pelo folheto interno que dificultou a visualizagdo da
estrutura trilaminar. Células provenientes de meio liquido submetidas a fixagdo primdria
pelos aldeidos mas sem prévia fixagdo em caldo apresentaram, no entanto, uma fraca
preservagdo da membrana. A unica diferenga relativamente s anteriores € que estas c€lulas,
fixadas sémente apés centrifugagdo, permaneceram algum tempo em condigdes de aerobiose

antes do fixador tornar efectiva a sua capacidade estabilizadora. Tal facto sugere que um
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inicio de fixagdo em condig¢des de total anaerobiose pode ser importante para a boa
preservagdo da membrana citoplasmdtica deste bacilo anaerdbio estrito. Todas as células
submetidas 2 fixagdo primdria pelo OsQ4, quer em aero ou anaerobiose, apresentaram uma
fraca preservagio da membrana citoplasmdtica, evidenciada pela sua solubilizagdo em certos
locais e pela passagem do seu perfil assimétrico para simétrico. Apesar da acg¢do
estabilizadora do OsQO4 relativamente & maior parte dos lipidos, o seu uso como fixador
primério tem mostrado provocar a descontinuidade dos sistemas membranosos (Hayat,
1981). Embora nio seja ainda conhecido o mecanismo exacto da fractura das membranas
plasmdticas, € possivel que o OsO4 ao desnaturar as proteinas superficiais crie uma
instabilidade fisica nas membranas (Hayat, 1981). Uma boa preservagdo das membranas
plasmadticas €, pelo contrdrio, conseguida quando a fixagdo primdria € realizada pelo
glutaraldeido (Hayat, 1981). O tratamento secunddrio pelo OsO4 € no entanto indispensdvel
jd que, na sua auséncia, a maior parte dos lipidos € completamente extraida durante a
desidratacdo da amostra (Hayat, 1981). Tudo isto poderd explicar o facto da fixagio
GAFACA/QsQy4 ter sido o processo que, no nosso caso, melhor preservou a membrana
citoplasmdtica de C. difficile.

Detectdmos ao longo do nosso trabalho, especialmente associado as condigoes de fixagdo, o
aparecimento de mesossomas. Estas estruturas membranosas mais ou menos complexas
formadas pela invaginagdo da membrana citoplasmdtica constituem, para alguns autores
(Silva et al., 1976.b.; Silva, 1979), artefactos membranosos produzidos pela acgdo
agressora dos fixadores em bactérias Gram-positivo. E hoje aceite que a configuragio,
niimero e localiza¢do dos mesossomas depende das condigdes de fixagdo (Hayat, 1981). No
nosso caso foram visualizados mesossomas sempre que as células tiveram como fixador
primdrio o OsQy4, tendo-se verificado diferengas considerdveis no seu nimero, tamanho e
complexidade com as diferentes condigdes de fixagdo. Eles mostraram-se muito abundantes
e volumosos nas células provenientes de culturas liquidas pré-fixadas em caldo, em que o
0s0Q4, em consequéncia da dilui¢do imposta pela técnica, esteve presente na concentragao

final de 0.2%. Mesossomas mais pequenos € em ndmero mais reduzido foram detectados em
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células ndo submetidas a pré-fixagdo em caldo, expostas a concentragdo de 1 % de OsO4. O
aparecimento de mesossomas foi raro em células provenientes de meios sélidos. Submetidas
igualmente 2 acgdo fixadora de 1% de OsOy4 estas células nio sofreram, como as anteriores,
uma exposigdo ao ar antes da adigo do fixador. Ndo sabemos até que ponto a exposi¢do ao
ar deste bacilo anaerébio estrito pode ser responsdvel por este tipo de alteracdo das
membranas. Relativamente as células fixadas primdriamente pelos aldeidos, s6 muito
raramente foram observados mesossomas. Os nossos resultados estdo de acordo com a
teoria de Silva er al. (1976.b.) de que os mesossomas s&o o resultado da ac¢do agressora,
sobre as membranas bacterianas, de uma baixa concentragdo de OsO4 e que o aparecimento
de mesossomas volumosos e complexos estd {ntimamente associado a uma fixagdo pouco
eficaz, como a do OsO4 a 0.1%, verificando-se uma diminui¢do do tamanho e complexidade
com fixadores mais eficientes, nomeadamente OsO4 a 1%. Para estes autores 0 mecanismo
de formagio dos mesossomas parece estar relacionado ndo sé com as caracteristicas deste
fixador, o qual afecta a zona hidrofébica das membranas antes de tornar efectiva a sua
capacidade estabilizadora, como também com a elevada pressdo osmética interna (20-30
atmosferas) apresentada pelas bactérias Gram-positivo.

Vimos atrds que a observagdo ultraestrutural de células de C. difficile revelou, a nivel da
parede celular, a existéncia de duas camadas electronodensas, uma situada imediatamente
acima da membrana citoplasmdtica, correspondente & matriz do peptidoglicano € outra mais
superficial, apresentando uma menor densidade aos electrdes, correspondente a S-layer. A
diferenga de densidade electrénica apresentada por estas duas camadas, visualizada mesmo
em fragmentos de parede celular, apareceu associada aos dois processos de fixagdo, tendo-se
obtido geralmente um melhor contraste nas células fixadas primdriamente pelo OsOg4. A
diferenga de electronegatividade reflecte diferengas na capacidade de ligagdo destas duas
estruturas aos 4tomos com nimero atémico elevado utilizados no contraste das amostras ¢
pressupde a existéncia de diferengas na respectiva composigdo quimica (Silva, 1979). No
nosso caso esse contraste foi conseguido 4 custa do acetato de uranilo e do citrato de

chumbo, metais pesados que se ligam de modo ndo especifico aos grupos aniénicos (Hayat,
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1975). A S-layer apresenta na realidade uma estrutura relativamente simples quando
comparada com o peptidoglicano. Constituida, como vimos, pela repetigdo de sub-unidades
proteicas onde predominam aminodcidos acidicos e hidrofébicos, a densidade electrénica
que exibe quando visualizada por microscopia electrénica de transmissdo, poderd ficar a
dever-se & carga electronegativa dos aminodcidos acidicos a qual possibilitard a ligagdo da S-
layer ao UO22+* ¢ ao Pb2+. O peptidoglicano, por seu lado, aparece nos Gram-positivos
como um heteropolimero complexo constituido por cadeias polissacaridicas paralelas
(formadas pela repeti¢do alternada de dois agiicares aminados, a N-acetil-D-glucosamina e o
dcido N-acetilmurdmico), ligadas entre si através de curtas cadeias interpeptidicas
transversais e as quais se encontram ainda associados um certo niimero de polimeros
secunddrios, tais como 4cidos teicdicos, dcidos teicurénicos e/ou outros polissacdridos
acidicos ou neutros, através de ligagdes covalentes (Rogers er al., 1980; Shockman &
Barrett, 1983; Ward, 1981). Sabe-se que em C. difficile o polimero secunddrio mais
abundante da parede celular é também um carbohidrato fosfatado embora sem caracteristicas
de 4cido teicoico tipico (Poxton & Cartmill,1982). A parede celular oferece pois um elevado
nimero de potenciais locais anidnicos tais como os grupos fosfodiéster dos dcidos teicoicos,
os grupos carboxilo livres do peptidoglicano, os grupos hidroxilo dos agticares € os grupos
amida das cadeias peptidicas (Beveridge & Murray, 1976). No entanto, parece dever-se
principalmente aos grupos fosfato dos 4cidos teicoicos € aos grupos carboxilo dos muramil-
péptidos a carga aniénica da parede celular dos Gram-positivos (Beveridge & Murray, 1980;
Graham & Beverigde, 1994; Sonnenfeld ez al., 1985). A existéncia de um maior nimero de
grupos reactivos a nivel desta estrutura, comparativamente a S-layer, poderd explicar a
diferenca de contraste entre as duas camadas.

O aspecto ultraestrutural da S-layer pareceu-nos também variar com as condigdes de fixagdo,
nomeadamente com o tipo de fixador primdrio utilizado na fixagdo principal. Tendo
aparecido com um aspecto ondulado em células fixadas primdriamente pelos aldeidos tomou
uma forma rectilinea em células fixadas inicialmente pelo OsO4. A explicag¢do para tal facto

poderd estar na conversdo das cargas nativas dos protémeros. E sabido que os grupos
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carboxilo carregados negativamente expostos na superficie interna da S-layer, estdo
envolvidos na formagdo de pontes salinas entre esta estrutura e o peptidoglicano (Pum ez al.,
1989, Sdra & Sleytr, 1987.a., Sdra & Sleytr, 1993) e que os grupos carboxilos, quer da
superficie interna quer da superficie externa da S-layer, interagem directamente com os
grupos amino, sendo as interacgdes electrostdticas entre estes dois grupos necessirias para a
coesdo das sub-unidades dentro do rearranjo proteico bi-dimensional (Sdra & Sleytr,
1987.a., Sdra & Sleytr, 1993). Qualquer tratamento quimico que leve a alteragdo das cargas
nativas destes grupos, como a conversdo dos grupos amino livres em grupos neutros ou em
grupos negativos e a conversio dos grupos carboxilo em grupos neutros, € responsdvel por
uma desestabilizagdo da S-layer (Sdra & Sleytr, 1987.a.). O tratamento 4cido de fragmentos
de paredes celulares de Clostridium, por exemplo, mostra-se capaz de converter a estrutura
regular periédica da S-layer numa estrutura granulosa devido & protonagdo dos grupos
carboxilo e & consequente perda das interacgdes electrostdticas necessdrias a estabilizagdo da
estrutura (Sleytr & Glauert, 1976). Por seu lado o tratamento com glutaraldeido tém
mostrado levar ao aparecimento de uma carga negativa na superficie externa da S-layer (a
qual apresenta normalmente uma carga neutra) ao que se pensa devido & perda da carga
positiva dos grupos amino livres por reacgio com este dialdeido e a persisténcia dos grupos
carboxilo livres (Pum et al., 1989). A presenga deste excesso de cargas negativas dos
grupos carboxilo poderd levar a um aumento das forgas repulsivas dentro da cadeia
polipeptidica levando consequentemente & desestabilizag¢do da estrutura da S-layer. O aspecto
ondulado observado em células fixadas primdriamente pelos aldeidos poderd reflectir essa
desestabilizagdo. Por outro lado este aparecimento da carga negativa na superficie externa da
S-layer traduz-se num aumento do nimero de locais de ligagdo aos metais pesados usados
no contraste das amostras. E também possivel que o glutaraldeido introduza novos grupos
reactivos nesta estrutura (Hayat, 1981). Tal poderd justificar o aumento da densidade
electrénica da S-layer € o contraste pouco evidente que se obteve, nas células fixadas

inicialmente pela GAFACA, entre as duas estruturas electrondensas da parede celular.
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Ultraestrutura de células de C.difficile em fase de declinio e expostas ao ar

Vimos que c€lulas de C.difficile colhidas em boas condigdes fisiolégicas exibem paredes
celulares continuas, membranas citoplasmdticas com perfil assimétrico e citoplasmas com
numerosos ribossomas onde foi por vezes visivel um nucledide central de aspecto fibrilhar.
Células em lise espontinea, provenientes de culturas em fase de declinio, apresentaram, no
entanto, paredes celulares com numerosas fracturas, membranas citoplasmdticas
descontinuas com perfil simétrico, auséncia de ribossomas € precipitagdo citoplasmadtica com
formagdo de densos blocos de material compacto na periferia da célula. Estas alteragoes
ultraestruturais s3o provdvelmente consequéncia da activagdo das enzimas autoliticas. Uma
vez que a degradag@o da parede celular, originada pela activagdo das enzimas do sistema
autolitico endbgeno, é topolégicamente localizada e ndo generalizada (Rogers er al., 1980),
tal poderd explicar a presenga de pequenos locais de fractura nas paredes celulares ainda
visiveis na superficie bacteriana. Esta degradag@o da parede pareceu-nos, no entanto, ser
mais eficaz em meio liquido, jd que células crescendo em meio sélido, apresentaram paredes
celulares intactas até mesmo quando envolveram estruturas celulares jd totalmente
desorganizadas. A degradagdo da parede celular parece pois ocorrer mais tardiamente que a
alteragdo a nivel da membrana citoplasmadtica. Em células expostas ao ar a parede celular
nunca foi visivel, o que sugere uma degradagdo mais rdpida relativamente aos casos
anteriores. Desconhecemos se a exposi¢do ao ar terd desempenhado algum papel na
activagdo do sistema autolitico deste bacilo anaerébio estrito, embora tal facto seja de admitir.
O aspecto ultraestrutural das membranas das bactérias Gram-positivo altera-se, quando a
célula bacteriana entra em autélise, verificando-se a passagem do seu perfil assimétrico para
simétrico (Silva, 1979). Também no nosso caso foi este o perfil exibido tanto pelas
membranas citoplasmdticas como pelas vdrias vesiculas membranosas intracitoplasmaticos
que apareceram nestas células em lise. O aparecimento destes sistemas membranosos pode
ser explicado, a semelhanga do que se passa quando bactérias Gram-positivos sdo tratadas

com agentes membranoactivos (Silva er al., 1976.a.; Silva e Sousa, 1972), pelo aumento da
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permeabilidade da membrana citoplasmdtica, que permitindo o efluxo de diferentes
constituintes celulares leva a uma diminui¢do da pressdo osmética interna da bactéria e
consequentemente a descompressdo da membrana levando 2 sua invaginagio.

A auséncia de ribossomas e DNA no compartimento citoplasmdtico poderd ser explicada pela
safda progressiva dos componentes celulares através das fracturas da membrana

citoplasmatica e parede celular que acompanha a lise celular.

Protoplastos de C. difficile

A parede celular € a estrutura responsdvel pela protec¢do mecénica da célula bacteriana contra
as forgas osmdticas internas € externas e também € responsdvel pela forma caracteristica da
bactéria (Beveridge, 1981). A extraordindria for¢a mecinica apresentada pela parede celular
das bactérias Gram-positivo deve-se ao seu principal constituinte, o peptidoglicano, cuja
degradagdo leva a perda da forma original da bactéria dando origem a uma célula esférica
rodeada apenas pela membrana citoplasmadtica, denominado protoplasto, o qual necessita,
para se manter metabélicamente activo e vidvel, de um meio hiperténico afim de compensar a
alta pressdo osmética interior face a perda do suporte mecénico exterior (Beveridge, 1981;
Rogers et al, 1980). A lisozima aparece como uma enzima capaz de hidrolisar as ligagoes
glicosidicas B (1->4) entre o dcido N-acetilmurdmico e a N-acetilglucosamina das cadeias
polissacaridicas do peptidoglicano. Assim, quando bactérias Gram-positivo sio tratadas por
esta enzima muralitica ocorre a digestdo deste heteropolimero € a consequente desagregacio
da parede celular levando, em meios de adequada pressdo osmotica, a formagdo de
protoplastos. A membrana citoplasmdtica dos protoplastos apresenta um perfil assimétrico
idéntico ao observado nas correspondentes células intactas, perfil esse que muda também
para simétrico quando ocorre distirbio do protoplasto por redugdo da pressdo osmética do
meio em que estdo suspensos (Silva, 1979). No nosso caso, a observagio de protoplastos
integros e estdveis permitiu-nos concluir definitivamente acerca do perfil assimétrico da

membrana citoplasmdtica do C.difficile.
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A osmolaridade da solugdo nio constitui o tnico factor envolvido na estabilizagdo dos
protoplastos verificando-se, por exemplo, para a mesma osmolaridade que os péptidos sdo
mais eficazes que os agucares e dentro destes os melhores estabilizadores osméticos sdo os
que apresentam maior peso molecular, sugerindo tal facto um envolvimento das constantes
de difusdo e forma das moléculas, no processo de estabilizagio destas formas (Rogers ef al.,
1980). Por seu lado o estabilizador osmético ndo deve ser metabolizado pelos protoplastos,
medida essa particularmente importante no caso dos agicares, os quais poderdo levar a
produgio de 4cidos na presenga de estirpes fermentadoras (Rogers et al., 1980). A sacarose,
um dos agucares mais vulgarmente utilizados no estabelecimento de gradientes osméticos,
constitufu um bom candidato, no caso especifico de C. difficile, ji que ndo € fermentado por
esta bactéria.

O efeito litico da lisozima sobre as células intactas é determinado primdriamente pelo seu
livre acesso 2 parede celular, nomeadamente as ligagdes por ela hidrolisadas. A lisozima €
uma molécula catiénica cuja adsorgdo & célula bacteriana € altamente dependente do pH e da
forga iénica do meio (Chang & Carr, 1971), podendo, devido s suas caracteristicas bésicas,
formar complexos com substédncias da superficie da célula carregadas negativamente (Chassy
& Giuffrida, 1980). Tem sido demonstrado, em Bacillaceae, que a S-layer pode mascarar a
carga negativa do peptidoglicano diminuindo a sua capacidade de adsorg¢do a moléculas
carregadas positivamente (Sdra & Sleytr, 1987.a.). Poder-se-4 pensar que, de modo
semelhante, a S-layer presente em C. difficile provoque uma diminui¢do na capacidade de
ligagdo do peptidoglicano a lisozima explicando-se assim o facto de ser necessdrio, para se
obterem eficazmente protoplastos de C. difficile, uma concentragdo relativamente elevada
desta enzima (1mg/ml) e um tempo de incubagio um tanto longo (4-5h), comparativamente a
outras bactérias Gram-positivo que produzem normalmente protoplastos na presenga de
concentragdes mais baixas de lisozima (0.2-0.4mg/ml) e ao fim de um menor tempo de
incubagdo (Carvalho, 1987; Silva, 1976.a.; Wyrick & Rogers, 1973). Concentragdes desta
natureza sio normalmente utilizadas na produgdo de protoplastos de bactérias Gram-negativo

(Silva & Sousa, 1973), geralmente consideradas "resistentes" a ac¢do da lisozima devido a
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presenga da membrana externa que funciona como barreira 4 sua difusdo tornando-se
necessdrio um tratamento prévio com EDTA para se tornarem sensiveis (Noller & Hartsell,
1961). No entanto, concentragdes tdo diferentes, como 0.2mg/ml ¢ 1mg/ml, t€m sido
descritas na obtengdo de protoplastos de Clostridium pasteurianum (Minton & Morris, 1983)
e Closwridium acerobutylicum (Allcock et al., 1982), respectivamente. Desconhecemos se a
presenga da S-layer neste dltimo caso serd a responsdvel por tal diferenga. Pensamos que €
razodvel especular sobre um possivel papel da S-layer na resisténcia a lisozima, jd que este
tem sido demonstrado em vdrias espécies de eubacterias mesofilicas (Sleytr & Messner,
1983). Na tentativa de demonstrarmos directamente este papel de resisténcia relativamente a
S-layer de C. difficile resolvemos utilizar como estabilizador osmético a ureia a qual,
tedricamente, apresentaria também a capacidade de remover a S-layer da parede celular. Nao
conseguimos, no entanto, obter protoplastos com esta solugdo osmética, facto esse que pode
ter ficado a dever-se a inactivagdo da lisozima através da desnaturagdo produzida pela ureia.

Dado tratar-se de uma bactéria anaerébia estrita ndo utilizdmos, na produgdo de protoplastos
de C. difficile, as técnicas habitualmente descritas que incluem lavagem, centrifugagio ¢ a
ressuspensdo final das células na solugdo osmética. A produgdo de protoplastos de C.
difficile foi investigada pela adigdo directa de uma cultura em fase de crescimento
exponencial a vdrias solugdes osméticas estabilizadoras, tendo-se mostrado mais eficaz
aquela que se apresentou constituida por caldo Schaedler adicionado de sacarose e de glicina.
A simples presenga deste aminodcido na solugdo osmética mostrou aumentar a eficicia da
lisozima, aumentando n3o sé o nimero como a velocidade de formagdo dos protoplastos.
Situagdo semelhante foi também descrita em C. acetobutylicum (AllcocK et al., 1982). A
glicina ao constituir um inibidor da parede celular, ao que se pensa, devido a sua
incorporagdo na parede celular em lugar dos constituintes normais (Strominger & Birge,
1965), parece tornar a célula mais susceptivel & agcdo da lisozima facilitando a produgdo de
protoplastos. A simples adigdo de EDTA a este tipo de solugdo osmética provocou, no
entanto, uma redugdo significativa no nimero de protoplastos produzidos assim como uma

diminuigio do seu tamanho relativo. Vimos atrds que o ido Ca2+ desempenha em C. difficile
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um papel importante na reunido das sub-unidades proteicas da S-layer e na ligagdo desta
estrutura ao peptidoglicano, sendo a sua presenga necessdria a estabilizagdo e manutengdo da
estrutura regular periédica (Masuda ez al., 1989). A instabilidade criada pela quelatagdo deste
ido pelo EDTA, pode ter levado a alteragdes da S-layer as quais podem ter dificultado, de
algum modo, o acesso da lisozima 2 parede celular. Por outro lado a pequena dimensdo
apresentada por estes protoplastos poderd ser explicada pela saida de alguns constituintes
intracelulares, em consequéncia da perda da integridade da membrana citoplasmadtica,
causada pela perda do polimero, andlogo dos 4dcidos lipoteicoicos, presente em C. difficile, o
qual se sabe ser libertado pelo agente quelante EDTA (Poxton & Cartmill, 1982). O perfil
simétrico apresentado pela membrana citoplasmdtica destes proplastos vem confirmar esta
hipétese.
| Curiosamente ndo conseguimos obter protoplastos quando a solugdo osmética foi constituida
| por tampdo Tris-HCI 0.05M, pH 8.0. Também a utilizagdo de tampdo fosfato de sédio
0.05M, pH 8.0 deu apenas origem a um pequeno nimero de protoplastos. Dissemos atrds
que a ligagdo da lisozima as células é controlada pela forga iénica do meio em que se
encontram suspensas as bactérias, verificando-se uma maior ligagdo desta enzima a célula

bacteriana quanto menor for a forga iénica deste. Por outro lado sabe-se que, em Bacillaceae

, as propriedades de crivo molecular da S-layer sdo também influenciadas pela forga iénica
do meio e pelo pH (Sdra & Sleytr, 1987.b.). Poder-se-4 pensar que em C. difficile os ibes
presentes no tampdo fosfato de sédio e Tris-HCI tenham competido com a lisozima na
ligagdo desta molécula catiénica aos grupos da célula carregados negativamente ou que estes
tenham de algum modo sido capazes de alterar as condi¢des presentes no interior dos poros
da S-layer alterando as suas propriedades de crivo. Apresentando o tampdo fosfato maior
forga i6nica que o tampdo Tris-HCI, para a mesma molaridade € pH, seria de esperar um

resultado contrdrio ao obtido, ou seja, produgdo de protoplastos mais eficaz no meio Tris-

HCI. Este tampio tem mostrado ser na realidade melhor veiculo para a lisozima do que o
tampdo fosfato na sua acgdo degradativa sobre a parede celular de certas bactérias (Carvalho,

1987). No nosso caso a explicagdo para a formagdo de protoplastos apenas em tampao
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fosfato poderd estar na perda da integridade estrutural da S-layer, em consequéncia da
solubilizag¢do da sua proteina 32kDa no tampdo fosfato (Takumi er al., 1987). Esta proteina
parece ser necessdria para a integridade da S-layer juntamente com a proteina 45kDa
parecendo desempenhar o rearranjo regular por elas formado um papel protector contra
agentes fisicoquimicos incluindo as enzimas proteoliticas (Takumi ez al., 1987). Da perda
desta integridade estrutural da S-layer em tampdo fosfato resultaria assim numa menor

resisténcia a esta enzima muralitica .

Esporulacao de C. difficile

A caracterizagfo ultraestrutural do processo esporulativo de C. difficile, mostrou que este se
desenrola, em termos gerais, segundo um processo idéntico ao que tem sido descrito noutras
espécies de Clostridium e Bacillus (Bayen et al., 1967, Rousseau et al., 1971a, 1971b;
Ryter, 1965; Sousa, 1980). Na realidade o padrdo geral de formagdo do endosporo parece
ter sido conservado através dos diferentes géneros bacterianos (Fitz-James & Young, 1969).
Os estudos cldssicos de microscopia electrénica tém definido, com base no aparecimento dos

diferentes componentes do futuro esporo, sete fases morfoldgicas no processo esporulativo

(Ryter, 1965). Se bem que as trés primeiras fases se desenvolvam de modo semelhante nos
géneros Clostridium e Bacillus , as fases posteriores, nomeadamente as correspondentes a
formagdo dos invélucros esporais, t€ém mostrado desenrolar-se de maneira diferente (Bayen
et al., 1967; Rousseau et al., 1971a, 1971b; Ryter, 1965; Sousa, 1980).

A esporulagdo envolve uma divisdo assimétrica da célula e uma série de alteragdes
morfolégicas que diferem das que ocorrem na célula vegetativa. Esta divisdo assimétrica d4
origem a duas células filhas, a c€lula mie (espordngio) € o pré-esporo, que embora muito
diferentes em tamanho apresentam genomas idénticos (Piggot & Coote, 1976; Errington,

1993). A célula mde € uma célula terminal diferenciada que, depois de contribuir para o

desenvolvimento do futuro esporo, entra finalmente em lise. O pré-esporo, por seu lado, € a

célula que, depois de sofrer alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas drésticas, ird

119



Discussdo

dar origem ao esporo maduro. O modo como estas duas células, com genomas idénticos,
iniciam os diferentes programas de expressdo dos seus genes, constitui o ponto crucial do
sucesso da esporulagdo e a questdo mais interessante da esporogénese. Em B. subrilis, uma
das bactérias em que a esporogénese tem sido melhor estudada, a formagdo do endosporo
requer a expressdo de pelo menos 50 locus genéticos, alguns dos quais constituem operdes
que contém vdrios genes essenciais ao processo de esporulagio (Errington, 1993). A maior
parte destes locus expressam-se s6 depois de iniciada a esporulagdo através da expressdo
sequencial de factores, os factores sigma, 0s quais controlam a transcric¢io dos genes num
determinado tipo de célula e durante um periodo relativamente especifico (Losick & Stragier,
1992). Para além do factor vegetativo 64, existem pelo menos mais cinco factores sigma,
designados respectivamente por oH, oE, oF, 6C e oK, que contribuem para a regulagdo da
transcricgdo da expressdo genética durante a esporulagdo, aos quais se juntam ainda vérias
proteinas capazes de exercer um control positivo ef/ou negativo sobre essa transcricgdo
(Errington, 1993). Os genes vio estar pois sujeitos a miultiplos niveis de controlo tendo-se
em cada caso, pelo menos, um nivel de regulagdo envolvendo um "feedback™ por parte dos
acontecimentos que ocorrem a nivel morfolégico, ficando assim assegurado o registo
permanente da expressio genética com o desenvolvimento morfolégico (Errington, 1993).

O inicio da esporulagdo € um fenémeno complexo nele intervindo, pelo menos, trés tipos de
sinais, dependentes nomeadamente de factores nutricionais, da densidade populacional e do
ciclo celular (Errington, 1993). E bem conhecido o facto de deficiéncias nutricionais como as
verificadas a nivel das fontes de carbono, azoto ou fésforo serem capazes de induzir a
esporulagdo € que, contririamente, a presenga de glucose € capaz de reprimir este processo
(Errington, 1993). Desconhece-se o mecanismo pelo qual esta informagao € captada pela
célula e posteriormente transmitida ao sistema transcripcional, mas a concentragio
intracelular de GTP representa, provdvelmente, a chave efectora deste sinal nutricional
(Freese, 1981). Por outro lado, tem sido demonstrada que a esporulagdo em B. subtilis ndo
ocorre eficazmente em células que mantém uma baixa densidade populacional verificando-se

que sémente células vegetativas crescendo com uma densidade relativamente elevada sdo
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capazes de produzir um factor que se mostra essencial a uma esporulagio eficaz (Grossman
& Losick, 1988). Esta presenga de factores envolvidos na estimulagdo da esporulagdo tem
sido confirmada por outros autores (Waldburger ez al., 1993). Por iltimo, sabe-se que a
entrada no ciclo de esporulagdo sé pode ocorrer em determinada fase do ciclo da divisdo
bacteriana (Mandelstam & Higgs, 1974), o que sugere a existéncia de uma estreita ligagio
entre o inicio da esporulagio e o ciclo celular.

A fase da formagio do filamento axial nuclear, originalmente definida por Ryter (1965)
como a fase I do processo esporulativo, ndo foi visualizado em nenhuma das células de
C difficile. Esta auséncia do alongamento do material nuclear tem sido descrita noutras
espécies de Clostridium (Rousseau et al., 1971a, 1971b). Esta alteragdo morfolégica jd ndo
€ hoje reconhecida como marcador especifico de esporulagio uma vez que ficou
demonstrado que o alongamento do material nuclear ndo € exclusivo deste processo e que
mutantes, cujo processo de esporulagdo € parado nesta fase, ndo apresentam tal formagdo
(Piggot & Coote, 1976). Sousa (1980) ao quantificar a presenga desta estrutura em estirpes
selvagens e em estirpes mutantes de B. subtilis chega a idéntica conclusdo.

O primeiro sinal evidente de esporulagdo foi dado em C. difficile pelo aparecimento do septo
esporulativo. A formagZo deste septo define a fase II da esporulagdo (Ryter, 1965). Trata-se
de uma forma modificada do septo de divisdo celular que desta vez apresenta uma localizagdo
polar. Esta septagdo assimétrica parece ser precedida de uma inibigdo do septo central
vegetativo, desconhecendo-se ainda o mecanismo responsdvel pela diferente posigao destes
dois septos (Errington, 1993). Sabe-se que em B. subtilis a formagdo do septo esporulativo
requer a intervengdo de numerosos genes, tais como fis A, fis Z (Beall et al., 1988), div IB
(Harry et al., 1993) e div IC (Levin & Losick,1994), os quais se encontram também
envolvidos na divisdo normal da célula vegetativa. Em C. difficile a formagdo do septo
esporulativo ocorreu de maneira idéntica a descrita noutras espécies de Clostridium e
Bacillus tendo também sido precedida pela formagdo inicial de protuberéncias parietais
(Rousseau, 1971a, 1971b; Ryter, 1965; Sousa, 1980). Foi possivel detectar, entre as duas

membranas do septo, a existéncia de material electronodenso com uma aparéncia semelhante
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3 da camada interna da parede celular. A presenga deste material foi ja referida em C.
butyricum, C. saccharobutyricum e C tyrobutyricum (Rousseau et al., 1971a, 1971b) e em
B. subtilis (Sousa, 1980). Para alguns autores esta presenga é considerada anormal e
responsdvel pela lise precoce das células em esporulagdo (Rousseau ez al., 1971b), sendo a
sintese do material parietal responsdvel pelo bloqueio da esporulagdo quando esta acompanha
a formagdo do septo esporulativo (Ryter, 1965). A paragem da sintese do material parietal
parece ser condigdo indispensdvel para uma correcta formagao deste septo (Pitel & Gilvarg,
1970; 1971). Sousa (1980) ao detectar no septo esporulativo de B. subrilis material de
natureza polissacaridica, sugere que o material electronodenso descrito possa conter
abundantemente 4cido teicéico, teoria essa que estaria de acordo com os estudos que
demonstram que durante a formagdo do septo esporulativo ndo hd sintese de mucopéptideo
(Pitel & Gilvarg, 1971). No nosso caso evidencidmos também a presen¢a de material de
natureza polissacaridica no septo esporulativo de C. difficile pela técnica de Thiéry. Estudos
recentes t€m demonstrado, no entanto, em B. subtilis a presenga de uma fina camada de
peptidoglicano a nivel deste septo, a qual aparece como uma continuidade do peptidoglicano
da parede celular, sugerindo que a sua sintese constitui parte integral do processo de
septagdo (Illing & Errington, 1991). A sua presenga parece ser necessdria nesta fase para
direccionar a membrana que se estd a formar e para assegurar a formacdo do septo (Dancer,
1979; Freese, 1972), sendo suficiente para o desempenho de tal fung¢do apenas uma pequena
quantidade de peptidoglicano, jd que o septo esporulativo separa compartimentos celulares
com osmolaridades semelhantes (Illing & Errington, 1991). Este peptidoglicano sintetizado
numa fase precoce da esporulagdo, ou seja antes da sintese do cortéx, deverd ser depois
digerido (Guinand et al., 1974; Illing & Errington, 1991) para que a bactéria possa
prosseguir para a fase III, fase correspondente & imersio do pequeno pré-esporo no
citoplasma da célula mie. No nosso estudo a observagdo ultraestrutural de pré-esporos
individualizados revelou a presenga de material electronodenso justaposto 2 membrana
citoplasmdtica, o que nos leva a admitir que o peptidoglicano possa também integrar o septo

esporulativo. O processo de individualizagdo do pré-esporo € um fenémeno complexo que
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relembra a fagocitose nas células eucariotas. As fun¢des requeridas para este processo estio
mal caracterizadas mas elas poderdo envolver a acgio de uma proteina especifica capaz de
mediar a fusdo da membrana (Errington, 1993). Os movimentos da membrana poderio ser
guiados pc_ala pressdo hidrostdtica, através da alteragdo das osmolaridades relativas das duas
células, jd que o volume total das duas células € fixado pela sua parede celular comum
(Errington, 1993). A partir deste momento o cromossoma do pré-esporo e da célula mie
embarcam em diferentes programas de expressdo genética, activando diferentes grupos de
genes durante o seu desenvolvimento. Assiste-se nesta fase a um aumento substancial da
drea total da membrana, o que sugere que o processo de imersdo do pré-esporo
provivelmente necessitard da manuten¢io ou mesmo do aumento da sintese de fosfolipidos
ao mesmo tempo que se verifica uma redugio na elongagdo da parede celular (Errington,
1993).

Apés a individualizagdo do pré-esporo seguiu-se em C. difficile a formagdo da parede
esporal e o aparecimento das primeiras lamelas da tdnica interna. A zona cortical foi
comegando a definir-se junto da parede esporal ao mesmo tempo que o nimero de lamelas da
tinica interna foi aumentando. S6 numa fase posterior, coincidindo com o aparecimento da
tinica externa, o cortéx adquiriu a sua espessura definitiva. Este aparecimento precoce da
tiinica interna, precedendo a formagio do cortéx, parece constituir uma caracterfstica comum
ao género Clostridium (Rousseau et al., 1971a, 1971b, 1971c). Tal facto levou Bayen
(1967) a redefinir neste género a fase IV do processo esporulativo como a fase do
aparecimento da zona cortical € da tinica interna € a fase V como a fase correspondente a
maturagido do cértex e aparecimento da tinica externa. Curiosamente a tinica interna de C.
difficile apresentou-se constituida por 5-8 lamelas. Este tipo de estrutura multilamelar da
tinica interna, muito vulgar em espécies do género Bacillus, € pouco vulgar em Clostridium
embora tenha sido também j4 observada em C. pectinovorum, C. bifermentans e C.
tyrobutirycum (Hoeninger er al., 1968; Rousseau er al., 1971b, Yolton et al., 1968). A
tinica externa, cuja espessura definitiva foi adquirida na fase VI, revelou-se muito

electronodensa e com uma estrutura de aspecto crenado ndo estratificada. Esta estrutura
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deixou de ser visualizada quando submetemos esporos livres ao tratamento com ureia-
mercaptoeanol, 0 que sugere que esta estrutura estd provavelmente ligada A tdnica interna
através de pontes de hidrogénio e pontes dissulfureto. A desorganizagdo verificada
igualmente a nivel das lamelas da tinica interna pode reflectir a existéncia entre elas deste
tipo de ligagdes.

A fase VI no C. difficile ficou caracterizada pelo amadurecimento de todos os invélucros
esporais. Este amadurecimento dificultou o acesso dos fixadores e corantes de microscopia
electrénica ao citoplasma esporal originando uma deficiente preservagdo e coloragio da sua
estrutura a qual apareceu nesta fase com um aspecto difuso e pouco contrastado.

A lise do esporéngio e a libertagdo do esporo maduro caracterizaram a dltima fase, a fase
VII. Tornou-se a partir deste momento bem visivel o exospério, o qual apareceu sob a forma
de uma camada simples em forma de saco envolvendo todo o esporo. O seu aspecto lembrou
o descrito para o exospério de C. butyricum (Rousseau ez al., 1971a). A semelhanga do que
tem sido descrito noutras espécies de Clostridium (Rousseau et al., 1971a), o exosporio
comecou a formar-se no citoplasma da célula mde numa fase precoce da esporulagio,
nomeadamente no inicio da fase IV antes do aparecimento da tdnica externa, mas a sua
visualizagdo s6 se tornou evidente apds a lise do espordngio. O exosporio desapareceu
quando os esporos livres foram tratados com ureia-mercaptoetanol.

O esporo maduro bacteriano caracteriza-se pela sua grande resisténcia aos agentes fisicos e
quimicos (Russel, 1990). A aquisi¢do das diversas resisténcias ndo € simultinea, surgindo
com uma sequéncia bem definida ao longo do processo esporulativo (Ryter, 1965). Assim
em B. subtilis, por exemplo, as resisténcias aos solventes orgdnicos aparecem antes do
esporo se tornar resistente ao calor (Ryter, 1965). Para Sousa (1980) a resisténcia dos
esporos de B. subtilis ao xilol parece estar correlacionada com o aparecimento do cortéx, a
resisténcia ao tolueno coincide com a maturagdo do cortéx e com a formagdo da tinica interna
e a resisténcia ao octanol e cloroférmio surge com a formagdo da tinica externa. A
resisténcia a lisozima aparece também como uma fungdo das tinicas esporais (Jenkinson,

1981). Embora nio sejam conhecidos os mecanismos que levam ao aparecimento das
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resisténcias nas células em esporulagdo, admite-se no caso dos solventes orginicos que estas
estejam relacionadas com o desenvolvimento das tinicas que impedirdo a penetra¢do destes
compostos no pré-esporo (Milhaud & Balassa, 1973). Constituidas pelo menos por 15
proteinas diferentes, que se depositam em camadas concéntricas na face exterior da
membrana externa do pré-esporo, segundo uma determinada ordem que no corresponde
totalmente  ordem da sua sintese (Jenkinson ez al., 1981), as tinicas parecem desempenhar
para além deste papel protector uma fungio importante na resposta do esporo A germinagio
(Jenkinson, 1981; Moir, 1981). O cortéx por sua vez é constituido essencialmente por
peptidoglicano, diferindo ligeiramente do peptidoglicano da parede celular vegetativa (Warth
& Strominger, 1969). A sintese do cortéx parece ser essencialmente uma fungdo da célula
mie jd que ocorre na superficie interna da membrana exterior do pré-esporo, local
topolégicamente equivalente ao da sintese normal da parede celular vegetativa, sendo os
precurssores da sintese do cortéx presumivelmente os mesmos utilizados na sintese do
peptidoglicano da célula vegetativa. (Errington, 1993). Proteinas especificas da esporulagio,
parecem estar também envolvidas na produgdo deste peptidoglicano modificado (Errington,
1993). A sintese do cortéx € um processo complicado que envolve vdrios genes, alguns dos
quais parecem ter derivado da duplicagdo de genes envolvidos na sintese da parede da célula
vegetativa, enquanto outros parecem ser bifuncionais estando envolvidos no crescimento e
na esporulagdo através de uma regulagdo complexa com miiltiplos promotores (Errington,
1993). O cortéx tem sido responsibilizado pelo estabelecimento e manutengdo do estado de
desidratagdo do pré-esporo responsdvel em parte pela resisténcia do esporo maduro ao
aquecimento (Errington, 1993). O baixo grau de pontes interpeptidicas apresentado pelo
peptidoglicano cortical de B. subtilis € B. megaterium suporta a teoria de que o volume do
cortéx pode sofrer alteragdes significativas em resposta a modificagdes de pH ou da forga
idnica podendo assim desempenhar papel activo na redugdo do contetiido de 4gua do esporo
durante a esporulagdo (Popham & Setlow, 1993). O 4cido dipicolinico (DPA), substdncia
que aparece exclusivamente durante a esporulagdo € que se acumula em altas concentragdes

no endosporo, aparentemente complexado com Ca2*, parece desempenhar também papel
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importante na termo-resisténcia do esporo (Balassa et al., 1979). Embora o DPA se acumule
no pré-esporo, a sua sintese parece ocorrer especificamente na célula mae numa fase
relativamente tardia da esporulagdo, fase V, representando tal sistema um exemplo
interessante de cooperagdo entre duas células diferenciadas (Errington, 1993).

Quanto aos esporos de C. difficile sabe-se que a sua resisténcia ao calor € razodvel,
encontrando-se, entre as vdrias estirpes, valores que variam entre 25min e 34min frente a
uma temperatura de 100°C (Nakamura et al., 1985). No entanto, 809C parece ser a
temperatura determinante, mostrando-se esta capaz de originar uma perda de 95%-99% da
sua viabilidade (Kamiya ez al., 1989). Esta resisténcia ao calor € no entanto relativamente
baixa, quando comparada com a dos esporos de C. perfrigens, cuja inactivagdo € apenas
conseguida com temperaturas superiores a 100°C (Adams, 1973). Extremamente sensiveis a
actividade esporicida do glutaraldeido a 2%, sdo inactivados ao fim de 10 minutos,
contrdriamente aos esporos do género Bacillus cuja inactivagdo € sémente conseguida ao fim
de 2 h (Dyas & Das, 1985). O tratamento com NaOH 0.1N durante 15 min € capaz de
reduzir a viabilidade em 99% (Kamiya et al., 1989).
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Vancomicina e metronidazol: efeito de concentracdes sub e supra-inibitérias
na morfologia, ultraestrutura e crescimento de C. difficile

O modo como os antibidticos interferem na estrutura e crescimento das bactérias parece
depender da sua concentragdo, sendo as alteragdes produzidas pelas concentragdes sub-
inibitérias normalmente diferentes das produzidas pelas concentragdes minimas inibitérias e
supra-inibitérias (Lorian, 1986). A presenga de concentragdes sub-inibitérias tem mostrado
alterar a morfologia, a ultraestrutura e a taxa de crescimento bacteriano, assim como a sintese
e excrecgdo de enzimas patogénicas (Lorian, 1986; 1993). Bactérias expostas a doses sub-
inibitérias véem mesmo alterada a sua capacidade de aderéncia a células epiteliais (Tylewska
et al, 1981; Vosbeck et al, 1982) e apresentam maior susceptibilidade ao sisterma imunitério,
nomeadamente a fagocitose e a morte pelos leucécitos (Lorian, 1986; McDonald ez al., 1981;
Van der Auwera, 1991).
Procurdmos estudar os efeitos provocados por concentragdes sub e supra-inibitérias de
vancomicina ¢ metronidazol no crescimento, morfologia e ultraestrutura de C. difficile. Para
isso foi necessdrio determinar a susceptibilidade desta bactéria & vancomicina e ao
metronidazol, afim de se estabelecer as concentragdes desejadas destes dois agentes
antimicrobianos. Foi utilizado para o efeito o E teste, técnica quantitativa de difusdo em agar
baseada num gradiente de antibidtico pré-definido, presente num suporte sélido, a qual
determina de modo individual a susceptibilidade de uma determinada bactéria a um dado
antibidtico (Bolmstrom et al., 1989). Escolhemos 0 meio Schaedler que tem sido usado com
sucesso nos testes convencionais de susceptibilidade aos antibiéticos de bactérias anaerébias
(Jokipii & Jokipii, 1987; Stalons er al, 1974). Embora este meio contenha um componente
redutor (L-cisteina), que antagoniza a actividade das penicilinas sobre C. dificile, ele ndo
apresenta nenhum efeito antagonista na actividade da vancomicina e do metronidazol
(Markowitz & Williams, 1985). Os valores de CIM obtidos pelo E teste mostraram-se
compardveis aos obtidos pelo método de referéncia de dilui¢gdo em agar (Biavasco ez al,

1991; Pantosti et al, 1985; Swanson et al, 1991), provando assim que este método, de
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simples e ficil execugdo, pode substituir eficazmente a laboriosa técnica de referéncia.

A presenga da concentragio sub-inibitéria CIM/2 de vancomicina provocou um atraso muito
significativo no crescimento de C. difficile, enquanto que idé€ntica concentragio de
metronidazol apenas afectou o crescimento bacteriano ligeiramente. O estudo da morfologia
bacteriana revelou em ambos os casos a formagio de células filamentosas. Estes mostraram-
se curtos e negativos ao Gram, no caso da vancomicina, € muito longos e positivos ao
Gram, no caso do metronidazol. A fragilidade, apresentada pelas células expostas a
vancomicina, frente & coloragdo de Gram, deve reflectir uma alteragio da estrutura da parede
celular, j4 que € ela que controla a resposta a esta coloragao (Beveridge, 1990). E sabido que
a vancomicina pode impedir a reac¢do de transpeptidagdo, ndo permitindo que se
estabelegam, entre as cadeias laterais peptidicas das cadeias polissacaridicas, as pontes
interpeptidicas ("cross-linking"), tdo importantes para a coesdo e rigidez da parede celular
(Barna & Williams, 1984; Nagarajan, 1991). A presenga de uma parede pouco rigida, nas
células expostas & vancomicina, poderd explicar a sua incapacidade de resistir a fase de
descoloragdo e a consequente reacgio negativa a coloragdo de Gram.

Curioso foi o facto da filamentagao, induzida pelos dois agentes antimicrobianos, ter sido
mais evidente quando o crescimento se realizou em meio sélido. Os filamentos pareceram na
realidade mais compridos em meio sélido que em meio liquido. Tem sido referido que as
condigdes de crescimento in vitro parecem determinar em parte o aspecto morfoldgico final
de bactérias expostas aos antibidticos (Lorian, 1993). Embora o tipo de alteragdo produzida
pelo antibiético seja idéntica em meio sélido e liquido, a alteragio atinge maior magnitude
quando o crescimento bacteriano se realiza numa superficie sélida, provdvelmente por a
morfologia bacteriana ser menos afectada pela pressdo osmética e pelos efeitos mecanicos
das correntes de convexdo que se fazem sentir em meio liquido (Lorian, 1986; 1993). As
alteragdes visualizadas em meio sélido assemelham-se mais as obtidas in vivo onde o
microorganismo cresce aderente a superficie de células ou tecidos (Lorian, 1986).

A observagdo por microscopia electrénica das alteragbes provocadas em C. difficile pelas

doses sub-inibitérias de vancomicina, revelou a presenga de bacilos alongados com multiplas
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paredes transversais e septos parietais incompletos dispostos de modo cadtico pela célula.
Ao mesmo tempo detectou-se um espessamento das paredes, transversais € periférica, assim
como uma inibi¢do na separagdo dos septos completos. Estes efeitos mostraram-se mais
evidentes em células da fase exponencial, o que estd de acordo com o facto da vancomicina
ser um inibidor da biossintese do peptidoglicano e por isso sé activo sobre bactérias em
crescimento. Células crescendo em meio sélido apresentaram-se também sob a forma de
grandes filamentos, mas nestes ndo foi possivel detectar as miltiplas paredes transversais
descritas em meio liquido. Os escassos septos de divisdo detectados ndo apresentaram sinais
de separagdo. Podemos concluir que na presenga da dose sub-inibitéria CIM/2 de
vancomicina as células de C. difficile continuam a sua elongagdo, verificando-se, no entanto,
uma incapacidade de septagdo. Se em meio liquido parece haver uma perturbagio na sintese
do septo parietal, o que explica a multiplicidade dos septos € a disposi¢do anormal dos seus
planos de orientagdo, em meio sélido parece existir mesmo uma inibigdo do inicio da
formagdo do septo de divisdo. Ndo parece verificar-se, em nenhum dos casos, inibi¢do do
crescimento da parede celular periférica, assistindo-se até mesmo ao seu espessamento.
Estas conclusdes estdo de acordo com a teoria de que o crescimento periférico e a formagio
das paredes transversais sdo processos separados (Lorian, 1986). Hoje sabe-se que em
E.coli estdo presentes, pelo menos, dois modos distintos de insergdo de novos polimeros de
peptidoglicano, que levam respectivamente a elongagdo e a septagdo (Naninga, 1991;
Wientjes & Nanninga, 1991). Embora vdrias proteinas estejam envolvidas directamente na
biossintese do peptidoglicano, as PBPs (Penicillin-Binding-Proteins) desempenham um
papel essencial na fase final desta biossintese (Matsuhashi er al., 1990). As PBPs de alto
peso molecular, 1A, 1B, 2 e 3 possuem uma actividade enzimdtica dupla, de transglicosilase
e transpeptidase, sendo assim responsdveis pela incorporagdo do precurssor dissacdrido-
pentapeptidico, (NAcGlc-NAcMur-pentapéptido) na cadeia de peptidoglicano em formagio e
pela formagao das pontes inter-peptidicas (“cross-links") entre as cadeias lineares adjacentes,
enquanto que as PBPs de baixo peso molecular, 4, 5 e 6, sdo DD-carboxipeptidases

responsdveis pela remogdo do residuo terminal D-alanina das cadeias laterais pentapeptidicas
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(Matsuhashi et al., 1990; Wientjes & Nanninga, 1991). A PBP1 parece caber a sintese
inicial das novas cadeias de peptidoglicano, que serdo usadas depois como "primers" pela
PBP2 e pela PBP3 na construgio do peptidoglicano durante a elongagdo e durante a septagdo
(Wientjes & Nanninga, 1991). A inibigdo das PBPs1A e 1B ndo impede, no entanto, o
inicio da septagdo tendo sido sugerido o envolvimento da sintese de um peptidoglicano
insensivel a penicilina, durante a fase inicial da divisdo (Nanninga, 1991). A PBP3 aparece
pois como essencial a divisdo celular e os antibidticos P-lactdmicos que inibem
selectivamente esta enzima impedem a septagdo celular levando a formagédo de filamentos
(Botta & Park, 1981; Matsuhashi et al., 1990; Wientjes & Nanninga, 1991). As alteragdes
descritas para a vancomicina ndo podem ser explicadas por este mecanismo j4 que o seu
modo de acgdo é bem distinto dos antibiticos B-lactdmicos. A vancomicina provoca, no
entanto, alteragdes morfolégicas e ultraestruturais semelhantes as produzidas pelos
antibiéticos P-lactdmicos, que s3o dentro dos agentes antimicrobianos aqueles que
provocam as alteragdes mais dramadticas na estrutura das bactérias (Lorian, 1986). Embora
também inibidor da biosintese do peptidoglicano, a vancomicina deve a sua acgdo, ndo a
inactivagio das PBPs, mas a ligagdo ndo covalente da sua molécula ao dipéptido D-alanil-D-
alanina da cadeia peptidica dos precurssores do peptidoglicano (Barna & Williams, 1984,
Nagarajan, 1991). Desta ligagdo resulta provdvelmente um impedimento estérico que leva a
inibi¢3o da enzima transglicosilase, responsdvel pela transferéncia do precurssor dissacdrido
para o peptidoglicano em crescimento (Reynolds, 1989). Mesmo se ocorrer a sintese de
alguma cadeia de glicano, a reacg@o de transpeptidagdo serd também provdvelmente inibida,
dado que a porgdo acil-D-ala-D-ala do precurssor encontra-se envolvida por este grande
glicopéptido (Reynolds, 1989). Teremos assim inibidas pela vancomicina as duas reacgdes
enzimdticas que completam a sintese do peptidoglicano. Verificimos, no entanto, pela
observagdo ultraestrutural, que esta inibigdo se faz sentir essencialmente a nivel da sintese do
septo parietal, j4 que foi detectado alongamento e espessamento na parede periférica. A
acumulag¢do de UDP-NAcMur-pentapéptidos que acompanha a inibi¢do pela vancomicina

(Rogers et al., 1980), poderd ter favorecido a actuagdo da PBP2 e consequentemente a
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filamentagdo da bactéria, j4 que estes precurssores parecem ser os aceitadores preferenciais
da reacgdo de transpeptidagdo, realizada por esta enzima durante, a elongagdo (Begg et al.,
1990). A PBP3 utiliza, durante a septagdo, preferencialmente UDP-NAcMur-tripéptidos
(Begg er al., 1990; Pisabarro et al., 1986).

A vancomicina tém sido ainda atribuidos outros efeitos como, a inibi¢do da sintese do RNA
¢ a indugdo de alteragdes de permeabilidade na membrana citoplasmdtica (Jordan, 1965;
Jordan & Innis, 1959). Nenhum destes efeitos ocorre, no entanto, tdo depressa como a
inibigdo da sintese do peptidoglicano e por essa razdo t€ém sido considerados efeitos
secundérios (Rogers er al., 1980). Este efeito na membrana citoplasmadtica podera talvez
explicar o facto de ndo ter sido possivel, neste estudo, obter protoplastos com células
préviamente expostas a concentragdes sub-inibitérias de vancomicina.

O estudo ultraestrutural de células expostas a doses sub-inibitdrias de metronidazol revelou
também a presenga de grandes filamentos sem septos de divisdo ou com septos completos
sem sinal de separagio. E dificil explicar este tipo de alteragdo para um composto sem acgido
na sintese do peptidoglicano. O mecanismo de ac¢do do metronidazol ndo € claramente
conhecido, mas pensa-se que este envolva a sua redugdo pelas nitroreductases bacterianas até
um intermedidrio activo que interage com o DNA impedindo a sua replicagdo (Edwards,
1977; Knight ez al., 1978). Importante agente bactericida, com toxicidade selectiva contra
uma grande variedade de bactérias anaerébias (Ralph, 1978; Tally et al., 1978), pouco se
sabe, no entanto, acerca dos efeitos produzidos por concentragdes baixas de metronidazol
nestas bactérias. O aparecimento de filamentos foi também jd demonstrado em Bacteroides
fragilis ap6s exposi¢do a concentragdes sub-inibitérias de metronidazol (Calvacanti et al.,
1991). Estas concentragdes mostraram ainda ser capazes de aumentar a hidrofobicidade da
superficie celular de B. fragilis (Calvacanti er al., 1991). Alteragdo semelhante poderd ter
ocorrido nas células de C. difficile tratadas com metronidazol. Um decréscimo na carga
eléctrica da superficie celular explicaria assim o aparecimento do fenémeno de aderéncia
visualizado nestas células.

A exposigdo de C. difficile, desta vez a concentragdes supra-inibitdrias de vancomicina (3x,
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10x e 30x CIM) e metronidazol (5x e 10x CIM), levou também ao aparecimento de grandes
filamentos, caracterizados pela auséncia de septos de divisdo. A inibigdo da formagdo deste
septo parietal pareceu no entanto reversivel, jd que apés transferéncia para um meio sem
droga as células retomaram o seu crescimento normal. Nas células expostas & vancomicina
este crescimento, monitorizado por contagem de células vidveis, mostrou-se mais rdpido do
que o da cultura controlo. Nas células expostas as concentragdes de 10x e 40x CIM de
metronidazol, os sinais de recuperagdo da taxa de crescimento normal sé foram visiveis,
ap6s 1h e 2.5h de incubagido, respectivamente. Esta supressdo tempordria do crescimento
bacteriano que se verifica apds breve exposi¢do a um antibidtico, € conhecido por efeito pos-
antibiético (PAE) e tem sido observado com um grande nimero de agentes antimicrobianos
frente a uma grande variedade de bactérias e fungos (Baquero et al., 1986; Bundtzen et al.,
1981; Bush et al., 1989; Craig & Gudmunsson, 1986; Drabu & Blakemore, 1991; Hamilton
& Shah, 1993; Isaksson et al., 1993; Kumar et al., 1992; Tsui et al., 1993; Yagi et al.,
1992). O termo "pés-antibiético” realga bem que este efeito € o resultado da exposigdo prévia
ao agente antimicrobiano ndo se devendo a presenga continua de concentragdes sub-
inibitérias da droga. Este efeito foi também jad demonstrado in vivo (Craig, 1993; Renneberg
& Walder, 1989) mas o significado clinico deste fenémeno permanece ainda controverso. O
PAE pode influenciar o regime de dosagem do agente antimicrobiano na prética clinica
(Craig & Gudmundsson, 1986), j4 que tedricamente o intervalo que medeia entre a
administragdo das doses deverd ser equivalente ao tempo em que os niveis do antibiético
excedem o CIM mais o tempo de duragio do PAE (Vogelman er al., 1988). O efeito
bactericida do antibiético reduz a populagio bacteriana infecciosa enquanto que o seu PAE
assegura uma inibigdo persistente apds exposigdo ao agente antimicrobiano. Assim
antibiéticos com PAEs prolongados poderdo ser administrados menos frequentemente que
aqueles que possuem PAEs curtos, j4 que os niveis de antibiético no local da infecgdo,
mesmo descendo abaixo do CIM na fase final do intervalo da dosagem, garantirdo uma
auséncia da multiplicagdo bacteriana. A auséncia de um PAE significativo indicard a

necessidade das concentragdes do antibidtico se situarem sempre acima do CIM durante todo

132



Discussio

o tempo que medeia entre os intervalos da dosagem. Os estudos em animais tém confirmado
que a presenga de PAEs prolongados in vivo permite estabelecer regimens de dosagem mais
amplos (Craig, 1993; Renneberg & Walder, 1989). Recentemente foi demonstrado que
bactérias préviamente expostas a concentragdes supra-inibitdrias de antibidticos, que sofrem
posteriormente uma exposi¢do a concentragdes sub-inibitérias, apresentam maior tempo de
supressdo do seu crescimento que bactérias sem prévia exposi¢do (Cars & Odenholt-
Tornqvist, 1993; Lowdin, 1993; Odenholt-Torngvist et al., 1992; Odenholt-Tornqvist,
1993). Este fenémeno, conhecido por efeito pés-antibiético sub-MIC (PASME), reveste-se
de particular interesse jd que na clinica, onde doses intermitentes sio frequentemente usadas,
a concentragdo dos antibiéticos flutua desde concentragdes supra-inibitérias, apds as
administragdes, até as concentragdes sub-inibitdrias que ocorrem no periodo de intervalo das
dosagens.

A presenga e a duragdo do PAE variam significativamente com as virias combinagdes
microorganismo-agente antimicrobiano (Craig & Gudmunsson, 1986). Assim os inibidores

da sintese proteica (macrélidos, tetraciclinas e aminoglicosideos), inibidores da RNA

|
polimerase (rifampicinas) e inibidores da DNA girase (quinolonas) apresentam
constantemente, em bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, PAEs longos de algumas
horas (Gerber, 1993). J4 pelo contrdrio os PAEs produzidos pelos antibidticos B-lactdmicos
‘ mostram-se menos constantes, apresentando-se normalmente longos em bactérias Gram-
positivo, mas geralmente insignificantes em bactérias Gram-negativo (Gerber, 1993).
Embora esteja ainda por definir o mecanismo exacto que leva ao aparecimento do PAE,
|
‘ pensa-se que este deve envolver alteragdes ndo letais induzidas pelo agente antimicrobiano
ou mesmo a persisténcia limitada da droga no seu local de acg¢do (Bundtzen et al., 1981). Se
por um lado o PAE dos inibidores ribossomais que se ligam de modo reversivel as sub-
| unidades (macrélidos, lincomicinas, tetraciclinas, cloranfenicol e rinfampicinas) pode
! representar o tempo necessirio para a dissociagdo da droga do ribossoma, nos inibidores que
se ligam a estas sub-unidades de modo irreversivel (aminoglicosideos) ele pode ser o reflexo

de uma qualquer alteragdo nio letal (Bermudez, 1992). No caso dos antibiéticos B-
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lactimicos, € possivel que o PAE, represente o tempo que a bactéria leva a sintetizar ou a
regenerar as PBPs envolvidas na sintese da parede celular, as quais estes antibiéticos se
ligaram convalentemente (Bundtzen et al., 1981).
Poucos s3o os trabalhos que tém visado o estudo do PAE de agentes antimicrobianos em
bactérias anaerdbias estritas, sendo esta a primeira vez em que este efeito € estudado em C.
difficile. Muitos factores influenciam a duragido e mesmo a presenga do PAE, como o tipo de
microorganismo, a classe e a concentragdo do agente antimicrobiano, a duragdo de exposigdo
a droga (Craig & Gudmundsson, 1986; Vogelman & Craig, 1985). No nosso estudo
varidmos dois destes factores, nomeadamente o tempo de exposigdo e a concentragdo do
agente antimicrobiano. A técnica por nds usada na quantificagdo do PAE da vancomicina €
do metronidazol em C.difficile, envolveu a determinagdo do crescimento bacteriano por
contagem de células vidveis, ap6s remogdo do agente antimicrobiano por dilui¢do (Bundizen
et al., 1981; Craig & Gudmundsson, 1986). Obtivemos apenas um PAE significativo (2.4h)
com a concentragdo de 40x CMI de metronidazol. Embora relativamente alta, esta
concentragdo € compardvel a que ocorre nas fezes ap6s administragdo oral ou intravenosa
(10mg/l; Bolton & Culshaw, 1986). Curiosamente obtiveram-se valores de PAE negativos
para todas as concentragdes de vancomicina testadas e com a concentragdo de 5x CMI de
metronidazol. PAE negativos sdo geralmente obtidos quando bactérias Gram negativo sdo
expostas a baixas concentragdes de antibiéticos B-lactimicos e a avaliagdo € feita pelo
método da contagem de células vidveis (Bundtzen et al., 1981; Hanberger et al., 1990; Craig
& Gudmundsson, 1986). Este valor negativo, deve-se & formagdo de filamentos induzida
por estes antibidticos e reflecte o aumento rédpido das c.f.u, que ocorre nas culturas tratadas,
quando estes filamentos se dividem e revertem & morfologia normal (Craig & Gudmunsson,
1986). O método de contagem de vidveis € fundamentalmente imperfeito porque se baseia no
facto de uma c.f.u. corresponder apenas a um genoma bacteriano. Neste caso particular, em
| que a bactéria tende a formar filamentos quando exposta a droga, um filamento pode conter
vdrias células. Apds remogdo do farmaco, cada filamento divide-se em vdrias bacilos, agora

com morfologia normal, dando assim a impressdo de ter havido um crescimento mais rdpido
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no nimero de c.f.u. na cultura exposta ao antibidtico comparativamente a cultura ndo
exposta, obtendo-se assim um PAE negativo. O método de contagem de vidveis d4 pois,
nestes casos em que se verifica a formagdo de filamentos, a ideia falsa de um baixo nimero
da bactérias imediatamente apGs a remogao do antibidtico, dando origem a um valor de PAE
mais baixo que o verdadeiro. Embora seja o método mais vulgarmente usado nos estudos de
PAE € um método extremamente laborioso, demorado € com uma reprodutibilidade pouco
elevada, sendo muitas as tentativas de substituigdo por métodos alternativos onde a
determinagdo da contagem de vidveis € eliminada e o crescimento bacteriano € agora
monitorizado por bioluminescéncia do ATP bacteriano (Hanberger et al., 1990; Isaksson er
al., 1993; MacKenzie et al., 1994), por espectrofotometria (Rescott et al., 1988), por
contagem electrénica de particulas e condutividade eléctrica ( Baquero et al., 1986;
MacKenzie et al., 1994; Nadler et al., 1989), por fotometria vertical (Lowdin ez al., 1993).
Para alguns autores o0 método da bioluminescéncia aparece como método ideal para o estudo
do PAE nos casos em que hd indugdo de filamentagao, j4 que ndo se verifica a aceleragdo no
crescimento bacteriano durante a resseptagdo do filamento como quando da monitorizagdo do
crescimento por contagem de vidveis (Hanberger er al, 1990). Um filamento que
corresponda a 20 bactérias € medido como uma c.f.u. por contagem de vidveis, mas quando
medido por bioluminescéncia o filamento correspondente possuird uma biomassa de 20
bactérias.

Os valores negativos de PAE apresentados pela vancomicina e pelo metronidazol poderdo ser
entdo explicados pela capacidade que estes agentes antimicrobianos mostraram em induzir a
filamentagdo do C.difficile e pelo facto de se ter usado o método da contagem de vidveis na
quantificagdo deste efeito. J4 o valor de PAE positivo de 2.4h obtido com a concentragio
40xCIM de metronidazol, pode talvez ficar a dever-se ao grande decréscimo verificado no
niimero de células vidveis aps contacto com o agente antimicrobiano. A descida verificada
no nimero de células vidveis no inicio da fase de PAE do metronidazol, poder4 reflectir uma
persisténcia da acgdo da droga no momento que se segue a sua remogao.

A auséncia de um efeito bactericida eficaz e a inexisténcia de um PAE significativo, por parte
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da vancomicina, mesmo para concentragdes da ordem dos 22.5mg/l, leva a concluir que um
tratamento eficaz com este antibidtico necessitard da administragdo de miiltiplas doses e
intervalos de dosagem relativamente curtos afim de que a sua concentragdo no intestino seja
sempre mantida acima do CIM. No entanto, devido & m4d absorgdo deste antibidtico,
concentragdes muito superiores as referidas (1000mg/1) sdo facilmente atingidas no limen do
célon apds tratamento oral com vancomicina (Levett, 1991). Estas concentragdes mostram,
curiosamente, apenas um efeito bacteriostdtico em C.difficile (Levett, 1991). O metronidazol
ao apresentar, para uma concentra¢do semelhante & que € atingida no limen do célon, um
efeito bactericida importante € um PAE significativo, sugere que este agente antimicrobiano
poderd ser administrado com maior seguranga e com intervalos ligeiramente mais longos que
a vancomicina. Experiéncias in vivo sdo no entanto necessdrias afim de se averiguar a
importancia clinica destas observagdes.

O aspecto clinico mais relevante do PAE serd, no entanto, aquele que visard a supressdo pds-
antibidtica dos factores de viruléncia e toxicidade bacteriana mais do que a supressio do
crescimento bacteriano (Gerber, 1993; Guan & Burnham, 1992). As experi€ncias futuras em
C. difficile, deverdo pois concentrar-se num PAE definido como a supressdo pds-antibidtica
da produgio e libertagdo das duas exotoxinas bacterianas, toxina A e toxina B, a quem o

C.difficile deve o seu efeito patogénico.
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Dos resultados discutidos nesta dissertagdo salientamos as seguintes conclusdes gerais:

1- C. difficile apresenta uma parede celular complexa constituida por uma camada osmiofilica,
com 19.6nm, correspondente 2 matriz do peptidoglicano, tipica das bactérias Gram positivo e
uma camada superficial (S-layer), com 17.5nm, de natureza proteica, menos electronodensa.
A diferenga de densidade electrénica apresentada pelas duas camadas estd associada ao
processo de fixagdo, obtendo-se melhor contraste com o processo OsO4/GAFACA.

O aspecto ultraestrutural da S-layer parece variar com o processo de fixagdo utilizado,
apresentando um aspecto "ondulado” em células fixadas com GAFACA/OsO4 e um aspecto

"rectilineo" em células fixadas com Os04/GAFACA.

2- A S-layer de C. difficile apresenta a capacidade de se justapdr a ambos os lados da camada
de peptidoglicano e estd presente em todas as fases do crescimento e divisao celular, ndo
desaparecendo nem mesmo apds crescimento continuo em laboratério.

A S-layer € constituida pela repetigdo de duas sub-unidades proteicas diferentes cujos pesos
moleculares variam ligeiramente entre as vérias estirpes. E possivel agrupar as estirpes de C.
difficile em trés grupos, com base nos pesos moleculares apresentados por estas duas
proteinas em SDS-PAGE: (i) grupo contendo proteinas com 48-50kDa e 34-35kDa, (ii) grupo
contendo proteinas com 41kDa e 34kDa, (iii) grupo contendo proteinas com 47kDa e 41kDa.
Nio parece existir nenhuma correlagdo entre o perfil electroforético apresentado pelas duas
proteinas e a capacidade de produgdo de toxina A, exibindo as estirpes toxigenas perfis

idénticos as estirpes ndo toxigenas.

3- A membrana citoplasmdtica de C. difficile exibe um perfil assimétrico, tipico das bactérias
Gram-positivo aerébias-anaerdbias facultativas, mas este perfil € dificil de evidenciar mesmo
nas células fixadas em anaerobiose pelo processo GAFACA/OsQOy4, processo que melhor
preserva a membrana citoplasmatica deste bacilo anaerébio estrito. Células fixadas com
Os04/GAFACA, apresentam membranas mal preservadas, com solubilizagdo em certos locais

e perfil simétrico.
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Sémente o folheto externo da membrana citoplasmadtica exibe componentes PAS-positivos,
mas apenas exposigoes A tiosemicarbazida superiores a 28 h sdo capazes de os revelar.

A membrana citoplasmdtica de protoplastos de C. difficile apresenta um perfil assimétrico
idéntico ao observado nas correspondentes células intactas, verificando-se também a

passagem para perfil simétrico quando ocorre distiirbio do protoplasto.

4- A membrana citoplasmdtica de células de C. difficile em fase de declinio ou expostas ao ar
exibe perfil simétrico. A degradagdo da parede celular de células em fase de declinio é
posterior as alteragdes da membrana e parece ser mais eficaz em meio liquido que em meio
s6lido. A exposigdo de células de C. difficile ao ar parece estar relacionada com uma

degradagdo muito rdpida da parede celular.

#

5- Para a obtengdo de protoplastos de C. difficile, é necessdrio, uma concentragdo
relativamente elevada de lisozima (1mg/ml) e um tempo de actuagdo um tanto longo (4-5h),
comparativamente a outras bactérias Gram-positivo. A produgdo eficaz de protoplastos é
conseguida pela adigdo directa de uma cultura em fase exponencial a uma solugdo osmética
constituida por caldo Schaedler, sacarose e glicina. A substitui¢do do caldo Schaedler por
tampdo fosfato de sdédio ou tampdo Tris-HCl (0.05M), leva, respectivamente, ao
aparecimento de apenas um pequeno nimero de protoplastos ou a auséncia total da sua
produgio.

A presencga de glicina na solugdo osmética aumenta de modo significativo o niimero € a
velocidade de formagdo de protoplastos de C. difficile. A adigdo de EDTA provoca uma

redugdo no nimero de protoplastos produzidos € uma diminuig¢do do seu tamanho relativo.

6- O aparecimento de mesossomas em C. difficile estd directamente associado ao processo de

fixagdo OsQ4/GAFACA. S6 raramente se detectam mesossomas em células fixadas com

GAFACA/OsO4.
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7- A esporulagdo de C difficile desenrola-se em termos gerais segundo um processo idéntico
ao observado noutras espécies do género Clostridium sendo a seguinte a sequéncia de
formagdo das estruturas do esporo: (i) parede esporal, tinica interna e exosporio; (ii) cortéx;
(iii) tinica externa.

Salientam-se as seguintes caracteristicas originais na ultraestrutura dos esporos de C.difficile :
(i) tdnica interna de estrutura lamelar, constituida por 5-8 lamelas; (ii) tinica externa espessa e
electronodensa de aspecto crenado ndo estratificado; (iii) exospério em forma de saco.

O exosp6rio, que desaparece quando os esporos livres sdo tratados com ureia-mercaptoeanol,
parece comegar a formar-se numa fase precoce da esporulagdo, antes do aparecimento da tinica

externa, mas a sua visualizagfio s6 € bem evidente apés lise do esporingio.

8- O E teste pode substituir eficazmente a laboriosa técnica de referéncia na determinagdo do
CIM da vancomicina e metronidazol contra C.difficile j4 que os valores obtidos se mostram

compardveis aos obtidos pelo método de diluigdo em agar.

9- A concentragdo sub-inibitéria CIM/2 de vancomicina provoca um atraso significativo no
crescimento de C. difficile ao mesmo tempo que induz o aparecimento de formas filamentosas
curtas, predominantemente Gram negativas, e que revelam a nivel ultraestrutural a presenga de
miiltiplos septos parietais e espessamento das paredes celulares.

A concentragdo sub-inibitéria CIM/2 de metronidazol afecta ligeiramente o crescimento de C.
difficile, provocando o aparecimento de longos filamentos que coram predominantemente de
Gram positivo, e induzindo um fenémeno de aderéncia entre as c€lulas.

A filamentagdo de células de C. difficile , induzida por concentragdes sub-inibitdrias de

vancomicina e metronidazol, é mais evidente quando o crescimento se realiza em meio sélido.

10- A exposigdo de C. difficile a concentragbes supra-inibitérias de vancomicina,
correspondentes a 5x, 10x e 30x CIM, provoca o aparecimento de grandes filamentos, que se

caracterizam pela auséncia de septos de divisdo.
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O crescimento de C. difficile, monitorizado por contagem de células vidveis,. mostra-se mais
rdpido apds exposigdo prévia a concentragdes supra-inibitdrias (5x, 10x e 30x CIM) de

vancomicina.

11- A exposigdo de C. difficile a concentragdes supra-inibitérias de metronidazol,
correspondentes a 5x, 10x CIM, induz o aparecimento de grandes filamentos. Concentra¢Ges
de 40x CIM originam perda da morfologia bacilar.

A exposigio prévia de C. difficile a concentragdes supra-inibitérias de 10x e 40x CIM de
metronidazol leva a uma supressdo tempordria (de 1 h e 2.5 h, respectivamente) do seu

crescimento, monitorizado por contagem de células vidveis.

12- Concentragdes de 5x, 10x € 30x CIM de vancomicina e 5x CIM de metronidazol produzem
PAEs negativos em C. difficile, quando este efeito € avaliado pelo método de contagem de
vidveis. Estes PAEs negativos encontram-se associados & presenga de filamentos e ocorrem na
auséncia de uma acgdo bactericida significante.

A concentragdo de 40x CIM de metronidazol produz um PAE significativo de 2.5 h

encontrando-se associado a uma acgdo bactericida significativa.

13- O aumento do tempo de exposigdo ao agente antimicrobiano de 1h para 2h ndo influencia o
PAE da vancomicina nem do metronidazol mas o poder bactericida da vancomicina parece

depender da duragdo desta exposigao.
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TABELA A. Presenca de C. difficile em fezes de recém-nascidos saud4veis atendidos em hospital.
Servigo de Pediatria, Hospital S. Jo3o, Porto.

NDoente N®Amostra Idade Pesquisa C. difficile Tipo de alimentagdo
(dias) (designagdo estirpe)
1 1* 7d Neg LM
2* 30d POS* LM
3 60d POS* LM
42 270d Neg LI
4 A 1d Neg LM
28 30d Neg LM
3" 60d POS* LI
4 75d POS* LI
5t 120d POS* LI
5 1 2 Neg LM
28 60d Neg LM
¢ 90d Neg
42 120d POS*
5t 150d Neg
6 1* & Neg M
2+ 30d Neg LM
3 60d Neg LM
42 90d Neg
5 120d Neg
7 1t 11d Neg LM
2t 30d Neg LM/LI
3t 75d Neg LM/LI
4t 120d Neg
8 1t X Neg LM
2t 30d Neg M
32 60d Neg M
4 270d Neg
11 1* 7d Neg LM
2t 30d Neg LM/LI
3t 105d POS (CDI11)
12 1 & Neg LM
2 30d Neg LM
13 It & Neg LM
2* 30d Neg LM/LI
3# 105d POS* LI
20 1 3d Neg M
23 1 &d Neg LM
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24 1* 7d Neg LM
20 30d Neg LM
3 60d Neg
27 1 7d Neg LM
20 30d Neg LM
3t S50d Neg
M4 1t s Neg LM
24 30d Neg LM
3* 120d Neg
35 1t 25d Neg LM/LI
36 1° 7d Neg LM
20 30d Neg LM
37 1* 10d Neg LM
22 30d POS*
3* 50d Neg
2 240d Neg
38 1t 11d Neg LM
39 1t 9d Neg LM
40 1t 11d POS* LM
41 1t 11d POS (CD41) LM
28 180d Neg
42 1* 150d Neg LI
43 It 10d Neg LM
44 1t 120d POS* LI
45 1t 11d Neg
46 1t 11d Neg
47 1* 11d Neg
28 30d Neg
3t 49d Neg
48 1t 11d Neg
49 1t 11d Neg
28 30d Neg
50 1* 11d Neg

POS* = estirpes ndo utilizadas neste trabalho; LM = leite materno; LI = leite industrial
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TABELA B, Presenca de C. difficile em fezes de recém-nascidos sauddveis atendidos em consultdrio.

N*Doente N?Amostra Idade Pesquisa C.difficile Tipo de alimentagdo
(dias) (designagdo estirpe)
1 I 11d Neg LM
2 30d Neg LM
3t 70d Neg LM
42 100d Neg LI
2 18 11d ND LM
21 30d Neg LI
3t 60d Neg LI
3 90d POS (CD24) LI
51 130d Neg LI
3 s 11d Neg LM
' 40d Neg LM/LI
3t 100d POS (CD34) LI
4 1 11d Neg LM
24 40d Neg LM
3t 70d Neg LI
42 100d POS* LI
5 1t 11d POS (CD50) LM
. 40d Neg LI
3t 70d Neg LI
42 100d Neg LI
5t 140d POS (CD55) LI
6 1t 11d Neg LM
28 40d Neg
3 50d Neg LM/LI
42 80d Neg
5t 130d Neg LM/LI
6! 140d Neg
7 1* 11d Neg LI
2¢ 30d Neg LI
3 60d Neg LI
42 90d Neg LI
5 130d POS (CD74) LI
8 12 11d Neg LM
2 30d Neg
3 60d Neg LM/LI
4 90d Neg LM/LI
9 1? 11d Neg LM
2 30d Neg
3t 60d Neg LM/LI
41 120d Neg
5t 126d Neg
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10 1* 11d Neg LM
20 30d Neg LM
3 70d Neg
42 130d Neg

55 11d Neg

56 11d POS (CD56)

64 11d Neg

146 1* 60d Neg LM
2t 110d POS (CD146)

147 1t 14d Neg LM
2! o0d POS (CD147) LM

148 1* 30d POS (CD1438) Ll
28 100d Neg LI

149 1* 30d Neg LI
2 120d Neg LI

POS* = estirpes ndo utilizadas neste trabalho; LM = leite materno; LI = leite industrial
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TABELA C. Presenca de C.difficile em fezes de criangas, submetidas a antibioterapia, provenientes de uma
unidade de cuidados intensivos. Servigo de Pediatria, Hospital S.Jodo, Porto.

Pesquisa
N® Doente N°Amostra Idade C difficile Dados Antibidticos
(dias) (designagio clinicos em Curso
estirpe)
1 & POS (CD1) Colite pseudo- Amp/Netil
membranosa
2 & POS (CD2) Amp/Netil
3 8d Neg Enterocolite
9 5d Neg Peni/Netil
10 19d Neg Imipen/Vanco
14 135d Neg Diarreia,otite ~ Amp
15 13d Neg Sépsis,onfalite Diclox /Netil
16 17d Neg Sépsis Amp/Cfix
17 2 Neg Peni/Netil
18 : 2d Neg Peni/Netil
2* 30d Neg Vanc/Cftx
19 1* 6d Neg NEC Peni/Netil
o 22d Neg Vanc/Cfix/Metro
3 45d Neg Vanc/Amp
21 180d Neg Gastrenterite Amp
25 18d Neg Sépsis Ceftx/Netil
29 1* 3d Neg Sépsis Peni/Netil
2 10d Neg Impen
31 1! 3d Neg Amp/Netil /Cfx
2 30d Neg
3t 45d POS*
4t 60d POS*
32 19d Neg Peni/Netil
33 23d Neg Amp/Netil
77 10d Neg Amp/Cfix/Vanco/
Imipen
78 60d Neg Peni/Netil/Cftx/
Netil/Amic/
Imipen/Vanco/
79 12d Neg Peni/Netil
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80
81
82
83

85
86
87

88
89

90

91
92
93
94
95
96
97

98
99

100

101

102
103

12
2l

l!
2!
ll

1!
2!
3!

ll
20

ll

3!
40
51
6!

19d

1d

45d

2

10d

10d
21d

1d
14d

21d
27d

13d
10d
10d
12d
14d
45d
75d
11d

12d

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Neg
Neg

Neg
Neg
Pos (CD89)
Neg

Neg

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Neg
Neg

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
POS (CD101)

Neg

Neg
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Cfix/Netil
Cfx/Metro

Amp/Netil

Peni/Netil

Cfix

Amp/Netil
Vanco

Amp/Netil

Amp/Cftx/MetrOS
Cfix/Netil

Cftx/Netil

Netil/Amp/Cfix/
Vanco

Crtx/Netil
Peni/Netil
Peni/Netil

Amp/Netil
Amp/Netil
Peni/Netil
Amp/Cftx/Vanco
Amp/Cftx/Eritr
Amp/Cfix

Amp/Cftx
Amp/Cftx

Peni/Netil
Cftx/Amic/Vanco

Cftx/Netil
Amp/Cfix



104

105

107

108
109
110
111
112
113
114

115

116
117

118

119
120

121

122

123
124
125
126

127

1*
28
3
42

ll
2t
3!

11d
1d
1d

=

d

guee

g

1d

Neg
Neg

Neg
Neg
POS™*
Neg
Neg
Neg
Neg
POS*
Neg
Neg
POS*
Neg
Neg
Neg

Neg

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
POS*
Neg

Neg

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Neg
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NEC
Sépsis

Cardiopatia

Sépsis
Hidronefrose
Sépsis

Pneumonia
Sépsis

Sépsis

Sifilis

Sépsis

Epidermélise
bulhosa

Sépsis
Sépsis
Sépsis

Sépsis

Anexo

Peni/Nedtl
Peni/Netil/Vanco

Peni/Netil
Amp/Netil
Imipen/Vanco/Amp/

Netil
Cftx/Metro

Amp/Netil/Metro
Amp/Netil

Amp/Cfix
Amp/Netil
Amp/Netil
Amp/Netil

Amp/Netil

Amp/Netil
Peni/Netil
Peni/Netil
Peni/Netil
Imipenem
Amp/Netil

Diclox

Amp/Netil

Peni/Netl
Vanco/Cfitx
Amp/Netil
Peni/Netil

Amp/Netil
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128 1d Neg Hidrocefalia
129 od Neg Amp/Netil
130 1d Neg Sépsis Amp/Netil
131 xd Neg
132 2 Neg . Amp/Netil
133 1* 2d Neg Amp/Netil
20 11d Neg
3t 17d Neg
42 23d Neg Amp/Cfix
5t 37d Neg
134 1d Neg
135 1d Neg
136 1d Neg SDR
137 d Neg Peni/Netil
138 4d Neg
i 139 4d Neg
140 1t 16d Neg Vanco/Netil
2 22d Neg
141 1t od Neg Amp/Netil
20 30d Neg Vanco
142 1d Neg
143 4d Neg
144 4 Neg
! 145 5d POS (CD145) Amp/Cfix
| 146 5 Neg Amp/Cftx
’ 147 2d Neg Amp/Netil
| 148 d Neg
! 149 1d Neg
150 12d Neg
| 151 1d Neg
152 2 Neg Peni/Netil
| 153 1d Neg Amp/Netil
1 154 d Neg Amp/Netil
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155 2 Neg
156 1d Neg Amp/Netil
157 d Neg Amp/Netil
158 | Neg
159 d Neg Amp/Netil
160 4d POS*
161 X Neg
162 17d Neg Cfix/Amp
163 1* 11d Neg Amp/Netil/Metro
20 30d Neg
164 11d Neg
165 11d Neg Cfx/Vanco
171 1t 11d Neg
2 30d Neg

POS*=estirpes ndo utilizadas neste trabalho.

Amp=ampicilina; Amic=amicacina; Cfix=cefotaxima; Diclox=dicloxacilina; Eritro=eritromicina;
Imipen=imipenemo; Metro=metronidazol; Netil=netilmicina; Peni=penicilina; Vanco=vancomicina

NEC=enterocolite necrosante
SDR=sindroma de deficiéncia respiratéria
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TABELA D. Presenca de C. difficile em fezes de criangas com doenga hematol6gica maligna. Servigo de Pediatria,
Hospital SJodo, Porto.

N® Doente N°Amostra Idade PesquisaC difficile Dados Antibidticos
(designagdo estirpe) clinicos €M Curso
22 1t 33.5m POS (CD22) LLA SXT/Nistat
2! 34.5m Neg Ctrmx/Nistat
3" 35m Neg Crtrmx/Nistat
26 1 18.5m Neg LLA Cumx/Nistat
2 19.5m POS (CD26)
3t 20.5m Neg Cftx/Amic
28 1t 89.5m Neg LLA SXT/Amic/Cfirx
28 90.5m Neg Cumx
30 13m Neg Hepatoesple-  Cfirx/Amic
nomegalia
51 = 7.5m Neg LLA SXT/Nistat
28 9m Neg Nistat/Ctrmx
3 17m Neg
52 1* 32m Neg Linfoma Cft/Netil
2! 41m Neg
53 103m Neg Linfoma Curmx/Cftrx
Burkitt
54 101m Neg LLA
55 1.5m Neg LLA Cfrx/Amic
56 48m Neg LLA
57 2m Neg Ctrmx/Nistat
58 48.5m Neg LLA Ctrmx/Cftrx
Amic/SXT
59 22m Neg Linfoma SXT
60 1t 9m Neg Neuroblastoma Ctrmx
2t 9.5m POS (CDe60)
61 1t 36m POS* LLA Ctrmx/SXT
Cftrx/Amic
2 36.5m Neg
62 1t 9m Neg Ctrmx/Nistat
Vinc/Dauno
21 15m Neg Cftx
3 15.5m Neg
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63 49m Neg Cumx/Nistat
Cftrx/Amic

64 9m POS* Quimioterapia
radioterapia

65 29m Neg Ctrmx

PQS*=estirpes ndo utilizadas neste trabalho.

Amic=amicacina; Cfi=cefoxitina; Cftx=cefotaxima; Cfiurx=ceftriaxone; Ctrmx=cotrimoxazol; Nistat=nistatina;
SXT=trimetropim-sulfametoxazol; Dauno=daunomicina; Nistat=nistatina; Vinc=vincristina

LLA=lcucemia linfocitica aguda
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TABELA E. Capacidade de produgio de toxina A e susceptibilidade (CIM) & vancomicina e ao
metronidazol apresentada pelas 19 estirpes de C. difficile isoladas das fezes de criangas.

Designagio Produgdo CIM (mg/L)
da estirpe toxina A

Vancomicina Metronidazol
CD1 + 0.75 0.19
CD2 - 0.75 0.125
D11 - 0.50 0.19
CD22 - 0.75 0.125
CD24 - 0.75 0.19
CD26 - 0.50 0.25
CD34 - 0.75 0.25
CD41 - 0.50 0.19
CD30 - 0.50 0.19
CD55 - 0.75 0.25
CD356 + 0.50 0.19
CD60 + 0.50 0.19
CD74 - 0.50 0.19
CD89 + 0.50 0.19
CD101 - 0.50 0.125
CD145 + 0.50 0.25
CD146 - 0.75 0.25
CD147 - 0.75 0.125
CD148 - 0.75 0.19
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