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RESUMO

A infeccado por C. difficile (ICD) representa a principal causa de diarreia
associada a antibiéticos (DAA) em adultos, e esta intimamente relacionada ao
aumento da mortalidade, hospitalizagdo prolongada e aumento dos custos em
saude. O objetivo desse estudo foi avaliar a prevaléncia, caracteristicas clinicas
associadas e desfechos da ICD em hospitais de Curitiba. Foi instituido junto a
comissao de controle de infeccdo e laboratério de microbiologia das 8 instituigdes
participantes um protocolo de coleta de fezes e dados clinicos de pacientes
internados apresentando diarreia apds uso de antimicrobianos. As amostras foram
avaliadas por testes imunoenzimaticos (EIE) e amplificacdo de acidos nucleicos por
PCR de acordo com algoritmos recomendado por diretrizes internacionais. Os dados
clinicos foram coletados em ficha especifica, compreendendo fatores de risco locais
associados a infecgao, tratamento e evolugao da diarreia. Foram incluidos no estudo
351 pacientes adultos (= 18 anos), dos quais 85 (24,2%) apresentaram teste GDH
positivo. Entre essas amostras, 62 amostras foram positivas para toxinas (26 foram
positivas por EIE e PCR e 36 amostras foram positivas apenas na PCR) assim
sendo 289 amostras (82,3%) negativas para ICD. A prevaléncia de ICD nesta coorte
de pacientes internados com DAA foi de 17,7% (62/351). Foram fatores de risco
independentes para ICD a colonizagdo por bacilos Gram negativos resistentes a
carbapenémicos, uso de cefalosporinas de amplo espectro e carbapenémicos.
Diarreia grave foi apresentada por 64,5% dos pacientes com ICD, 8% evoluindo para
colite com necessidade de terapia intensiva. Obteve-se a cura primaria em 83,8%
(52/62) e dos pacientes que foram acompanhados 20,8% (10/48) apresentaram
recorréncia da infeccdo. Nao houve associacao entre o tratamento usado para ICD e
a recorréncia ou mortalidade. A mortalidade avaliada em 30 dias correspondeu em
24% (15/62) dos casos positivos, sendo 4,8% (3/62) relacionadas diretamente a ICD.
Os dados relatados neste estudo demonstram uma alta frequéncia de ICD em
pacientes hospitalizados de alto risco, com impacto na mortalidade destes
individuos. Ampla investigagdo desta infeccdo deve ser realizada buscando a

implantagdo de medidas de controle e intervencéo precoce neste grave evento.

Palavras-chave: Clostridioides difficile, colite pseudomembranosa, infecgao por

Clostridioides difficile (ICD), infec¢ao recorrente por Clostridioides difficile (rICD).



ABSTRACT

C. difficile infection (CDI) is the leading cause of antibiotic-associated
diarrhea (AAD) in adults, and is closely related to increased mortality, prolonged
hospitalization, and high health care costs. The objectives of this study were to
evaluate the prevalence, associated clinical characteristics, and outcomes of CDI in
hospitals in Curitiba. A protocol of stool collection and clinical data of inpatients with
diarrhea after the use of antimicrobials was instituted with the infection control
commission and microbiology laboratory of the 8 participating institutions. The
samples were evaluated by immunoenzymatic tests (IEE) and nucleic acid
amplification by PCR according to algorithms recommended by international
guidelines. Clinical data were collected in a specific file, comprising local risk factors
associated with infection, treatment, and outcome. The study included 351 adult
patients (=18 years), of which 85 (24.2%) were GDH positive. Among these samples,
62 samples were positive for toxins (26 by EIA and PCR and 36 samples were
positive by PCR only), thus 289 samples (82.3%) were negative for CDIl. The
prevalence of CDI in this cohort of AAD patients was 17.7% (62/351). Independent
risk factors for DCI were colonization by Gram-negative carbapenem-resistant bacilli,
the use of broad-spectrum cephalosporins, and carbapenems. Severe diarrhea was
presented by 64.5% of patients with CDI, 8% evolving to colitis requiring intensive
care. The primary cure was obtained in 83.8% (52/62) and among patients who were
followed up, 20.8% (10/48) presented recurrence of infection. There was no
association between recurrence and mortality rate in 60 days, independent of the
treatment. The 30-day mortality corresponded to 24% (15/62) of the positive cases,
being 4.8% (3/62) related to CDI. The study reports a great frequency of CDI in high-
risk hospitalized patients, with an impact on the mortality rate. A broad investigation
of this infection should be carried out seeking the implementation of control

measures and early intervention in this severe event.

Keywords: Clostridioides difficile, pseudomembranous colitis, Clostridioides difficile

infection (CDI), recurrent Clostridioides difficile infection (rCDI).
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1 INTRODUGAO

O aumento do consumo de antibiéticos nas ultimas décadas fez com que o
Clostridioides (Clostridium) difficile surgisse como a principal causa de diarreia
associada a antimicrobianos e uma das infec¢gdes mais frequentes nos servigos de
saude (MAGILL et al., 2014). Em 1978, quando descrito como agente etiolégico da
colite pseudomembranosa, a sua patogenicidade foi reconhecida (BARTLET et al,
1978). Desde entdo, houve um aumento na prevaléncia e morbidade destas
infeccdes gerando diversos estudos sobre epidemiologia e patogénese da infecgao
por C. difficile (ICD).

O principal fator de viruléncia do micro-organismo é a produc¢ao de toxinas
por estirpes que abrigam um /ocus de patogenicidade (PaLoc), onde estdo os genes
das toxinas A e B (tcdA e tcdB - toxina C. difficile A e B), a regulagao destas toxinas
esta diretamente relacionada a gravidade das infecgdes, variando de diarreia leve
até enterocolite fulminante com megacodlon toxico e perfuragédo do célon (MARTIN-
VERSTRAETE; PELTIER; DUPUY, 2016). Além do uso de antibidticos, a
contaminagdo ambiental sao fatores de risco para a ICD, enquanto a idade
avancada esta diretamente relacionada ao risco e gravidade da infecgéo
(BURNHAM; CARROLL, 2013). No inicio dos anos 2000, houve importante
mudancga na ICD, principalmente na América do Norte, Europa, Australia e muitos
paises asiaticos, devido a emergéncia de uma cepa hipervirulenta e epidémica de
rapida disseminacao mundial, que esta associada a altas taxas de transmissao,
aumentando significativamente a incidéncia e a gravidade dessa infeccao,
principalmente nos idosos (McDONALD et al., 2005; CLEMENTS et al., 2010).

Atualmente estudos mostram alta mortalidade relacionada a infeccao,
incidéncia de casos complicados e frequéncia de ICD recorrente (20 a 30% dos
pacientes), sendo que alguns pacientes fazem varias recorréncias, tornam-se
dependentes do uso de antibiéticos com impacto na qualidade de vida (CHILTON;
PICKERING; FREEMAN, et al. 2018).

Estudos estimam que C. difficile infecta milhdes de pacientes americanos e
europeus a cada ano. Nestes paises existem protocolos de prevengao e controle da
ICD sendo obrigatério a notificagdo dos casos detectados (ECDC 2013; LESSA et al,
2015). Nos paises em desenvolvimento, os estudos epidemioldgicos sao limitados e

estima-se que 15% dos casos de diarreia sao atribuiveis a ICD (CURCIO et al.,
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2019). No Brasil, poucos dados estao disponiveis sobre a epidemiologia, frequéncia
e recorréncia de ICD em pacientes hospitalizados (TRINDADE; DOMINGUES;
FERREIRA, 2019). Este é o primeiro estudo envolvendo varias instituicdes do sul do
Brasil, onde foram avaliados pacientes com diarreia associada a antimicrobianos e
correlacionou-se a presenca de ICD com os achados clinicos, cura sustentada e
recorréncia em uma coorte de pacientes hospitalizados. Além disso, os dados
relatados devem estimular os hospitais brasileiros a reconhecer a necessidade da

implantacéo de praticas apropriadas de controle desta infeccéo.

1.1 JUSTIFICATIVA

A ICD é uma doenga com ampla disseminagdao mundial, sendo relatada por
muitos autores como a mais frequente infeccdo nosocomial em suas instituicoes.
Outro problema relevante é o diagndstico, o qual nem sempre € disponivel nas
instituicdes, pois o diagndstico adequado e precoce é essencial para correta terapia,
redugdo da mortalidade, do tempo de internagédo, dos custos do tratamento e da

disseminagao desse micro-organismo no ambiente hospitalar.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Descrever os aspectos clinicos e epidemiolégicos da infeccédo por
Clostridioides difficile em pacientes internados com diarreia associada a

antimicrobianos em um grupo de instituicbes da cidade de Curitiba, sul do Brasil.

1.2.2 Objetivos especificos

a. Determinar a frequéncia de infeccdo por C. difficile em diarreias
hospitalares em pacientes atendidos no Complexo do Hospital de Clinicas da UFPR
e nas instituicbes coparticipantes.

b. Reconhecer os fatores de risco associados a infecgdo por esse micro-
organismo na populagéo estudada.

c. Avaliar a evolugéo, recorréncia e desfecho das infecgdes por C. difficile.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

C. difficile € um bacilo Gram positivo, anaerdbio esporulado, que pode
produzir toxinas. Foi isolado pela primeira vez em 1935 por Hall e O Tolle, quando
estes analisavam a alteracdo da microbiota de recém-nascidos lactentes, e que
devido a dificuldade no seu isolamento, foi denominado de Bacillus difficilis (HALL;
O'TOOLE, 1935). Em 1938, Prevot reclassificou B. difficilis dentro do género
Clostridium e, recentemente, sua nomenclatura foi modificada para um novo género
baseado na andlise de seu genoma, passando entdo a ser nominado como
Clostridioides difficile (CD) (LAWSON et al., 2016).

A principio pensava-se que o C. difficile nao fosse patogénico aos seres
humanos, e que nao estava relacionado a diarreia devido ao uso de antibidticos
(DAA). Porém na década de 70, a clindamicina passou a ser extensivamente usada
para o tratamento de infecgdes anaerdbias e, concomitantemente apareceram os
primeiros indicios de que seu uso estava associado a colite pseudomembranosa
(CPM) (TEDESCO; BARTON; ALPERS, 1974). Estudos posteriores mostraram que
determinados antibidticos estavam relacionados a uma maior susceptibilidade a
infeccdo, pela alteragdo na microbiota bacteriana intestinal e o C. difficile foi descrito
como agente etiologico da colite pseudomembranosa (GEORGE et al.,1978;
LARSON et al.,1978; BARTLETT et al.,1978).

CD pode ser encontrado na forma vegetativa, que é sensivel ao oxigénio e na
forma de esporos, que sao resistentes ao calor, acidez gastrica, antibiéticos e a
muitos antissépticos utilizados em hospitais, fazendo com que esse micro-organismo
consiga sobreviver em condi¢cdes adversas por longos periodos de tempo, facilitando
a sua disseminacdo no meio ambiente, permitindo tanto a transmisséo hospitalar
como a comunitaria. Eles sado transmitidos através da rota fecal-oral, podendo
colonizar o trato intestinal de animais e seres humanos, sendo também encontrados
no solo (LEFFLER; LAMONT, 2015).

As taxas de colonizagéo por C. difficile séo elevadas (25% - 30%) em bebés e
criancas saudaveis até 1 ano de idade, enquanto em adultos saudaveis fica em
torno de 2% a 4% (NAGY, 2018). A colonizagdo pode ser impedida pelas

propriedades da microbiota fecal que funciona como uma barreira (BURKE;
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LAMONT 2014; ABT; McKENNEY; PAMER, 2016). Em adultos, taxas mais
elevadas, entre 20 a 30%, sao vistos em populacbes de alto risco, como o0s
pacientes hospitalizados (GATEAU et al, 2018), nos quais o uso prévio de
antimicrobianos e infecgdo anterior (ICD) sdo preditores de colonizagdo nessas
populagées (LEFFLER; LAMONT, 2015; KHANAFER et al., 2017).

2.2 TOXINAS

Estirpes patogénicas de C. difficile abrigam um Jocus de patogenicidade
(PaLoc), onde estao os genes das toxinas A e B (fcdA e tcdB - toxina de C. difficile A
e B) e trés genes adicionais (tcdC, tcdD, tcdE). O gene tcdE fica entre os genes tcdA
e tcdB e codifica uma proteina importante no processo de entrada das toxinas A e B
na célula (VOTH; BALLARD, 2005). A montante do gene fcdB encontra-se o0 gene
tcdD que € um regulador positivo da expressao de tcdA e tcdB. A jusante de fcdA
esta o gene tcdC um regulador negativo da expressao de toxina durante a fase de
crescimento (FIGURA 1). Nas cepas nao toxigénicas o PalLoc é substituido por 115
pb (pares de base) altamente conservados (VOTH; BALLARD, 2005).

FIGURA 1- DISPOSIGAO DOS GENES DO LOCUS DE PATOGENICIDADE DE C. difficile E AS
ESTRUTURAS DE DOMINIO DE PROTEINAS DE TcdA e TcdB
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FONTE: Adaptado de VOTH; BALLARD (2005).
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A maioria das cepas produzem as duas toxinas (A e B), a toxina A
(enterotoxina) que danifica o epitélio intestinal resultando em intensa inflamacéao,
enquanto a toxina B é descrita como uma citotoxina (BURNHAM; CARROLL, 2013).
Apesar de apresentarem grande tamanho, atuam no citoplasma da célula
hospedeira apds se ligarem a receptores especificos fazendo com que sejam
endocitadas (VOTH; BALLARD, 2005). O dominio oligopeptideo de repeticao
combinada (CROP) da toxina A (TcdA) se liga a um carboidrato na superficie apical
das células epiteliais, enquanto o da toxina B (TcdB) se liga a um receptor tipo
poliovirus 3 (PVRL3) expresso em cada célula do epitélio colénico. Depois da
translocacado das toxinas para o citoplasma ocorre a acidificagdo do endossoma,
permitindo desta maneira que o dominio CROP seja incorporado na membrana
endossémica, se tornando uma potente glicosiltransferase (ABT; McKENNEY;
PAMER , 2016), que ira promover a glicosilacdo de residuo de treonina das
proteinas da familia de GTPases (Rho, Rac e Cdc42) levando a apoptose celular
(BURKE; LAMONT, 2014).

Estas GTPases estdo envolvidas na regulacdo e formacdo da actina
citoesquelética das células do epitélio intestinal. Com a glicosilagdo ocorre a
despolimerizac&o da actina, desorganizando e abrindo as jung¢des responsaveis pela
integridade celular, levando a célula a morte. Todo este cenario faz com que a
cascata inflamatodria do hospedeiro seja estimulada, exarcebando o dano no tecido
epitelial, causando a diarreia e a colite pseudomembranosa FIGURA 2 (BURNHAM;
CARROLL, 2013; BURKE; LAMONT, 2014; ABT; McKENNEY; PAMER, 2016).

Além das toxinas A e B, existe uma terceira toxina, chamada C. difficile
transferase (CDT) ou toxina binaria, que é considerada uma adjuvante na viruléncia
de algumas cepas de C. difficile. O gene que codifica essa toxina nao esta no
PalLoc, mas em outra regido conhecida como Cdt locus (CdtLoc). A toxina binaria é
composta por duas subunidades, Cdt A e Cdt B, que se ligam ao receptor de
lipoproteina estimulada por lipdlise (LSR) e desta maneira sado internalizados. A
subunidade B (Cdt B) cria poros no endossomo acidificado, permitindo a liberacao
da subunidade CdtA no citosol, que se transforma em uma potente citotoxina, a
ADP-ribosil-transferase (responsavel por uma maior viruléncia). Esta enzima
interfere na polimerizagdo da rede de actina subadjacente a membrana celular,
através da ribosilagao irreversivel, promovendo o alongamento dos microtubulos de

fibronectina e se projetando através das microvilosidades. Essas alteracdes
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aumentam a aderéncia do C. difficile ao epitélio gerando a alteragdo da forma, perda
de fluidos e morte celular FIGURA 3 (ABT; McKENNEY; PAMER, 2016). A
contribuicdo precisa dessa toxina na ICD ainda n&o esta bem elucidada embora ja
tenha sido associada a um aumento da mortalidade (ABT; McKENNEY; PAMER,
2016; NAGY , 2018).

Alguns isolados clinicos de C. difficile que nao expressam a toxina A tem sido
raramente obtido, a partir de pacientes sintomaticos, enquanto as estirpes que nao
expressam a toxina B n&o tém sido relatadas. Ambos mutantes deficientes em
toxinas A e B permanecem capazes de causar doenga em hamsters, embora em
ambos a doencga se apresente atenuada em comparagao com apresentada com o
tipo selvagem (RODRIGUEZ. et al, 2016). Ha relatos de desenvolvimento grave de
ICD causado por TcdA - TcdB - CDT + (ANDROGA et al., 2015), apesar do papel da
toxina CDT na ICD ainda ser controverso.

Na fase de crescimento estacionario, a transcricdo de tcdA e tcdB é
conduzida por tcdD, enquanto durante o crescimento exponencial, o C. difficile
expressa niveis mais altos de fcdC, cuja funcédo hipotética é atuar como um fator
antissigma e, assim, suprimir a transcricdo de tcdA e tcdB (ABT; McKENNEY;
PAMER , 2016).

A hiperviruléncia tem sido associada a dele¢gdes na sequéncia do tcdC, o que
apoia o papel potencial do tcdC na limitagdo da expressao de toxinas pelo C. difficile
(MARTIN-VERSTRAETE; PELTIER.; DUPUY, 2016). Além das toxinas, outros
importantes fatores de viruléncia contribuem para patogénese, incluindo fimbrias,
adesinas, flagelo e capsula. A formacado de esporos permite a persisténcia do
organismo em ambiente hospitalar e a resisténcia aos processos de
descontaminacdo (BURNHAM; CARROLL, 2013).

Estudos que usam a tipagem por multilocus sequencing tiping (MLST) e
sequenciamento de genoma completo revelam que C. difficile pode ser dividido em
cinco grupos genéticos (designados 1 a 5), com varias cepas em cada grupo. As
cepas associadas a doengas mais graves e aumento da mortalidade tém sido
chamadas de hipervirulentas. Exemplos destas cepas incluem o ribotipo 027
(toxotipo IIl, ST-1, Bl / NAP1) e ribotipo 078 (ST-11) (BURNHAM; CARROLL, 2013).
Cepas hipervirulentas estdo envolvidas em surtos desde o inicio do século, o que
pode variar com a localizagao geografica. A hiperviruléncia é caracterizada pela alta

resisténcia a fluoroquinolonas; esporulagao eficiente (aumentada); altos niveis de
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producao de toxinas (em torno de 20 vezes mais) relacionadas com as mutagdes no
gene tcdC e a producédo de toxina binaria (BURNHAM; CARROLL, 2013); LEFFLER,;

LAMONT, 2015).

FIGURA 2— MECANISMO DE AGAO TOXINAS A E B NAS CELULAS EPITELIAIS
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FONTE: Adaptado de ABT; McCKENNEY; PAMER (2016).
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FIGURA 3 — MECANISMO DE AGAO TOXINA BINARIA DE C. difficile NAS CELULAS EPITELIAIS
COLONICAS
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FONTE: Adaptado de ABT; McKENNEY; PAMER (2016)

2.3 PATOGENESE

A regulagcdo da sintese de toxinas é um dos fatores determinantes na
patogénese, e autores mostram que o espectro da severidade da doencga esta
correlacionado aos niveis de toxinas produzidas durante a infeccado do hospedeiro
(MARTIN-VERSTRAETE.; PELTIER.; DUPUY, 2016)

A infeccdo por C. difficile ocorre em estagios; inicialmente ha a disbiose
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(microbiota normal do colon € modificada) e os esporos de origem exdgena (da
eventual transmissé&o fecal-oral) passam pelo estémago (McCOLLUM; RODRIGUEZ,
2012). Estes, por serem resistentes ao pH estomacal, conseguem chegar no
intestino, onde sao expostos aos sais biliares primarios (promotores da germinagao
destes esporos) sendo entdo convertidos a forma vegetativa (POUTANEN; SIMOR,
2004; ABT; McKENNEY; PAMER 2016). Em um segundo estagio, as células
vegetativas se aderem na parede do colon intestinal, se multiplicam colonizando-o,
e, se estas forem toxigénicas, comegam a secretar toxinas, causando as
manifestacdes clinicas (POUTANEN; SIMOR, 2004; McCOLLUM; RODRIGUEZ,
2012). Posteriormente, o C. difficile pode esporular no intestino, propiciando a
disseminagao dos esporos através das fezes diarreicas (CHILTON; PICKERING,;
FREEMAN, 2018), conforme apresentada na FIGURA 4.

Alguns quadros de diarreia podem evoluir para um quadro grave de
enterocolite pseudomembranosa (BURKE; LAMONT, 2014). Nesses casos, a
resposta imune do hospedeiro € ativada pelo dano que as toxinas causam no
epitélio coldnico, desencadeando a produgdo de fator de necrose tumoral alfa e
interleucinas pré-inflamatérias. Com isso, os neutrofilos e monécitos séo recrutados
para o local, as toxinas interferem nos filamentos de actina, resultando na abertura
entre as jungdes das ceélulas epitélio colénico e evoluindo para a apoptose celular
(ABT; McKENNEY; PAMER 2016; RODRIGUEZ et al, 2016), como ja comentado
anteriormente. A perda dos filamentos de actina induz ao aparecimento de ulceras
na superficie da mucosa colbnica, sendo entdo rapidamente recobertas com muco,
proteinas séricas e células inflamatodrias. No local também ocorre a producido de
enzimas hidroliticas que atuardo na degradacdo do tecido conjuntivo, levando a
colite, criando uma tipica formacao de pseudomembrana e diarreia aquosa, como
mostrado na FIGURA 5 (POUTANEN; SIMOR, 2004).



28

FIGURA 4 — PATOGENESE DA INFECGAO POR C. difficile
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FONTE: Adaptado de CHILTON; PICKERING; FREEMAN (2018).

A apresentacdo clinica da ICD, pode variar dentro de um amplo espectro,
que vai desde o estado de portador assintomatico, diarreia leve, até diarreia severa,
e complicagbes como enterocolite fulminante com megacélon téxico e perfuragao do
célon (OOIJEVAAR et al.,, 2018). Esta estratificacdo dos sintomas clinicos é
importante porque vao refletir na escolha do tratamento. Certos fatores relacionados
ao hospedeiro como a densidade de receptores nos colondcitos, niveis de
anticorpos contra as toxinas e alteracdo da microbiota intestinal (BURNHAM;
CARROLL, 2013), além da regulacédo da sintese de toxinas produzidas por C.
difficile irdo influenciar na intensidade da infeccdo e nos casos de recorréncias
(MARTIN-VERSTRAETE; PELTIER; DUPUY, 2016).

Diretrizes internacionais citam alguns achados clinicos em adultos que
podemos utilizar como indicadores para a severidade da infec¢do, considerando-se
uma doenga grave quando a contagem de células brancas for > 15.000 células/ml,
temperatura (> 38°C), aumento da creatinina (1,5 vezes o basal do paciente), niveis
aumentado de proteina C-reativa, albumina sérica <3 g/dl, lactato sérico >2.2 mmol/l
(SURAWICZ et al., 2013; McDONALD et al., 2018).
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Em um grau leve podem ocorrer diarreia sem febre ou colicas (sinais de
colite), ja na doenga moderada, a diarreia ocorre com colicas abdominais e febre,
com a presencga de leucocitose igual ou menor de 15.000 células/ml e creatinina
sérica menor 1,5 mg/dl (McCOLLUM; RODRIGUEZ, 2012; SURAWICZ et al., 2013;
McDONALD et al., 2018).

Uma pequena porcentagem dos pacientes com ICD podem apresentar a
forma fulminante, caracterizada por hipotensido, dor abdominal intensa e a diarreia
abundante pode estar presente. Essa forma mais grave da doenga pode evoluir
rapidamente para ileo, megacodlon toxico, e até perfuragao do célon, que impedem o
transito do conteudo intestinal, explicando assim a falta de diarreia em alguns casos
(SURAWICZ et al., 2013; McDONALD et al.,, 2018). Quando a enterocolite
pseudomembranosa se faz presente além dos paradmetros acima citados, verifica-se

também a presenca de muco nas fezes (RODRIGUEZ. et al, 2016).

FIGURA 5 — FISIOPATOGENIA DA ICD
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FONTE: Adaptado de POUTANEN; SIMOR (2004).

Os esporos sao eliminados pelas fezes, sendo que alguns podem permanecer

aderidos ao epitélio colénico, conseguindo escapar da resposta imune inata ou ainda
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dos antibiodticos especificos usados para tratamento da ICD, quando os antibiéticos
sao suspensos e a microbiota intestinal ainda ndo se recuperou, os esporos que
ficaram aderidos podem germinar fazendo a recorréncia da infeccédo (rICD)
(HERNANDEZ-ROCHA et al.,, 2012; CHILTON; PICKERING; FREEMAN, et al.
2018).

A recorréncia da infeccdo primaria (rlCD), apdés a resolucao inicial dos
sintomas, pode variar de 20% a 30% nos adultos. Este percentual no risco vai
aumentando para cada recorréncia sucessiva e alguns pacientes podem apresentar
multiplas recorréncias (CHILTON; PICKERING; FREEMAN, 2018; KHANNA,;
GERDING, 2019), impondo grande 6nus econémico ao servigo de saude, além de
afetar a qualidade de vida, deixando os pacientes em um ciclo vicioso de rCDI e
dependentes de antibioticoterapia (DESHPANDE et al., 2015, CHILTON;
PICKERING; FREEMAN, et al. 2018). A recorréncia clinica pode se dar com a
mesma cepa, ou com uma nova cepa, neste caso sendo considerada uma
reinfec¢do, o que pode ser dificil distinguir (BRADLEY et al, 2018).

Determinados ribotipos de CD estdo associados com a recorréncia e/ ou
doengca grave (FALCONE et al.,, 2018), no entanto, estudos apontam que
principalmente aqueles pacientes mais suscetiveis a recorréncia podem ter uma
colonizagao mista de C. difficile (PETRELLA et al., 2012; SEEKATZ et al., 2018).

2.4 FATORES DE RISCO

A microbiota fornece uma barreira protetora ao intestino, um amplo grupo de
antibiéticos usados tém sido associados com ICD, porém alguns possuem um poder
de risco maior na inducdo desta infeccdo, como as cefalosporinas, penicilinas,
clindamicinas e fluoroquinolonas (LEFFLER; LAMONT, 2015). Os antibiéticos fazem
um enfraquecimento desta barreira, facilitando que o C. difficile, quando presente,
supere as bactérias normais intestinais, prolifere e invada o epitélio colénico, o que
constitui o principal fator de risco para a doenga (RUPNIK; WILCOX; GERDING,
2009) FIGURA 6.

O risco maior de desenvolvimento de ICD é durante a vigéncia da
antibioticoterapia, contudo apesar de menor, pode ocorrer até 3 meses apos 0 uso
(SMITS et al., 2016; CZEPIEL et al., 2019).
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A populagdo adulta estd mais exposta ao C. difficile e apresenta mais
comorbidades, o que torna as chances de infeccdo maiores apesar de compartilhar
0s mesmos riscos com a populacgao infantil (McFARLAND et al., 2016).

A idade avancada, superior a 65 anos, além do uso antimicrobianos
constituem um importante fator de risco (LEFFLER; LAMONT, 2015). Outros fatores
sdo documentados como exposicdo a esporos de C. difficile de qualquer fonte,
incluindo ambiente hospitalar, permanéncia em instituicbes de saude, comorbidades,
histéria prévia de ICD (KHANAFER, 2017; NAGY, 2018), cirurgia gastrointestinal,
sondas de alimentacdo, imunodeficiéncia, quimioterapia, doenca renal cronica e
doencga inflamatdria intestinal (CZEPIEL et al., 2019), porém a auséncia de fatores
de risco ndo exclui a presenca de infec¢ao por C. difficile, visto que mudancas estao
ocorrendo na populacdo afetada, constata-se uma tendéncia no aumento na
incidéncia da infecgdo em pacientes jovens, da comunidade e sem exposigcao prévia
a antibioticos (BURNHAM;CARROLL, 2013). Autores especulam o fato de que
alguns medicamentos usados habitualmente, possam estar contribuindo para a
diminuicao da diversidade do microbioma intestinal, justificando o fato da ICD estar
crescendo nestas populag¢des (MAIER et al., 2018).

Recentemente cirurgias abdominais e amputagbes dos membros inferiores
foram relacionadas a um aumento no risco de ICD em comparagao as demais
cirurgias (DE ROO; REGENBOGEN, 2020).

O uso de inibidores da bomba de prétons (IBP) e risco de desenvolvimento
de ICD é controverso. Varios estudos e metanalises encontraram uma associagao
significativa entre estes medicamentos e outros ndao confirmaram tais achados, pois
quando estas analises foram ajustadas para outras comorbidades, 0 risco
aumentado nado foi verificado (CZEPIEL et al.,2019; DE ROO; REGENBOGEN,
2020).
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FIGURA 6 — O EFEITO DOS ANTIBIOTICOS SOBRE A MICROBIOTA INTESTINAL E O RISCO DE
INFECCAO POR C. difficile (ICD)
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FONTE: Adaptado de RUPNIK; WILCOX; GERDING (2009).
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Estudo recente com o intuito de avaliar fatores de risco associado a ICD

adquirida na comunidade, demonstrou que a associacao se fez presente com o uso

de amoxicilina/clavulanato, cefalosporina e clindamicina nas 12 semanas anteriores;

com infecgao prévia por C difficile e com o aumento da frequéncia das consultas
ambulatoriais (MIRANDA-KATZ et al., 2020).
Tromboembolismo venoso foi considerado como fator de risco para a
recorréncias de ICD em adultos (DE ROO; REGENBOGEN, 2020), os demais
fatores anteriormente mencionados sdao mantidos para os casos de recorréncias
(LEFFLER; LAMONT, 2015; DESHPANDE et al. 2015; CZEPIEL et al., 2019).
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2.5 TRANSMISSAO E PREVENCAO

2.5.1 TRANSMISSAO

A forma resistente de C. difficile, os esporos, estao altamente ligados a surtos,
representando o principal veiculo da infeccdo, pela persisténcia e transmissao da
ICD. Eles s&o resistentes ao alcool e a varios desinfetantes rotineiros,
permanecendo no ambiente por meses até anos, razao que leva a acreditar que no
ambiente hospitalar sdo disseminados de paciente para paciente através de maos
contaminadas dos profissionais de saude, equipamentos compartilhados e
superficies ambientais. Transmissado de portadores assintomaticos para sintomaticos
também é evidenciada (CHITNIS et al, 2013; LIM; KNIGHT; RILEY, 2019; TURNER;
ANDERSON, 2020). Artigos publicados entre os anos de 2007 a 2017 investigando
possiveis vias de transmissao hospitalar ou fontes de aquisicdo de CD, concluiu que
53,3% foi devido a portadores sintomaticos, 40,0% do ambiente hospitalar e 20,0%
de portadores assintomaticos (DUROVIC; WIDMER; TSCHUDIN-SUTTER, 2018).

E vasta a diversidade das cepas de CD que circulam em nosso meio, o
desenvolvimento de métodos epidemiolégicos moleculares (sequenciamento do
genoma completo) nos permitiu reconhecer fontes potenciais de transmisséo e além
de mostrar a existéncia de um inter-relacionamento genético entre muitas destas
cepas de C. difficile isoladas de humanos, animais, alimentos e meio ambiente
contaminados. (LIM; KNIGHT; RILEY, 2019; TURNER; SMITH; LEWIS, 2019).

Pacientes diagnosticados com ICD devem ser colocados em precaugdes de
contato pela alta carga de esporos nas fezes que podem contaminar o ambiente.
Esporos de CD também podem ser encontrado nas fezes de portadores colonizados
assintomaticos, alguns estudos sugerem que estes pacientes devam ser colocados
em precaucido de contato para a reducdo da taxa de transmissdo, porém outros
estudos epidemiolégicos moleculares revelam que a transmissdo por estes
portadores € muito pequena (TURNER; ANDERSON, 2020). Fora do ambiente
hospitalar, na comunidade, a disseminagcdo ocorre nas instalagées de cuidados de
saude a longo prazo, como residéncia de idosos (MCDONALD et al., 2018;
TURNER; SMITH; LEWIS, 2019). A transmissdo domeéstica pode acontecer com
apenas um membro da familia apresentando ICD recentemente. Os bebés também
sdo vistos como potenciais reservatérios para os familiares, pois sdo altamente
colonizados (TURNER; SMITH; LEWIS, 2019). Analises microbiolégicas mostraram
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que os esporos podem permanecer nas fezes até 6 por semanas apds a cura
(GATEAU et al, 2018).

Os reservatérios ambientais sdo contestaveis de fonte transmisséo, apesar
que ja se tenha isolados CD de varios locais como aguas (de rios, piscinas,
residuais) parques, praias, solo, frutos do mar (salmdo, camardo e mexilhdes),
legumes (alface, broto de ervilha, gengibre, cenoura, batatas e saladas). Alguns
autores sugerem que a presenca nestes nichos pode representar uma consequéncia
da disseminagao pelos portadores ou infectados (LIM; KNIGHT; RILEY, 2019;
TURNER; SMITH; LEWIS, 2019).

Descricdbes cada vez maiores de ocorréncias de CD em animais de
estimacédo, suinos, colonizagdo em bovinos, alimentos e o ambiente contaminados
geraram analises para caracterizar o potencial zoonético como fonte de transmisséo
comunitaria, observando uma correlagdo genética entre estes isolados e de
humanos, que por algumas vezes se apresentam indistinguiveis. Podemos constatar
que o ribotipo 078 que originalmente colonizava o gado agora tem sido associado a
ICD adquirida na comunidade por humanos, estudo demonstra a mesma identidade
de cepas de C. difficile 078 recuperados de suinos e seus criadores (KNETSCH et
al., 2014; LIM; KNIGHT; RILEY, 2019). Outra hipétese é que o uso indevido de
certos antibiéticos e outros suplementos alimentares (trealose) com a intencéao de
promover o crescimento animal parecem alavancar o aparecimento de certas
caracteristicas até entdo nao presentes em determinadas linhagens. No ribotipo 078
(devido a insergédo de genes) aprimorou metabolizagdo da trealose o que facilitou o
aparecimento em humanos, como também visto com a resisténcia a tetraciclina (por
pressao seletiva) pelo seu uso na agricultura. Ribotipos de PCR 014/020 que sao
bem comuns em humanos foram encontrados associados a animais (DUROVIC;
WIDMER; TSCHUDIN-SUTTER, 2018; LIM; KNIGHT; RILEY, 2019; TURNER;
SMITH; LEWIS, 2019).

2.5.2 PREVENCAO
A chance de contrair ICD durante uma internacdo hospitalar é diretamente
proporcional ao tempo de permanéncia, sendo assim os hospitais devem implantar

um programa de vigilancia para prevenir a infecgdo nosocomial. A prevencao é
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multifatorial, algumas intervengdes consideradas como pilares se fazem eficientes
na redugéo da transmissao da ICD, entre estas estdo a higiene rigorosa das maos e
a precaugcao de contato. Outras de consideravel importancia também tém sido
citadas, como a limpeza eficaz do ambiente e administracdo adequada de
antibidticos. A busca de portadores assintomaticos € desencorajada, porém quando
este é reconhecido, medidas de controle da infeccdo devem ser tomadas (TAMMA,
SANDORA 2012).

v Higiene das maos

Fundamental para reduzir a transmissibilidade, uma vez que os esporos sao
altamente resistentes a desinfetantes e permanecem nas superficies. Além disso
podem estar presentes nas maos dos profissionais que cuidam de pacientes com
ICD. Desinfetantes a base de alcool também sao ineficazes, mas a lavagem com
agua e sabao por 15 a 30 segundos faz a remocao fisica dos esporos (TAMMA,;
SANDORA, 2012; TURNER; ANDERSON, 2020).

Produtos para a higeinizacdo das maos a base de alcool, sdo normalmente
encontrado nos hospitais, e sdo eficientes na reducao de bactérias resistentes. Este
tipo de produto pode ser até aceitavel para a higiene das maos, além do uso de
luvas, apds cuidar de um paciente com CD, desde que nao esteja ocorrendo um
surto (DUBBERKE, 2012).

v" Precaucgdes de contato

Aliados a lavagem de méaos, o uso adequado de luvas e aventais no contato
com pacientes suspeitos ou confirmados de ICD ajudam a diminuir a carga de
esporos veiculados pelos profissionais de saude (TAMMA; SANDORA 2012). Se
possivel os pacientes devem ser colocados em quartos individuais, se nao, para
diminuir a infeccdo nosocomial a opg¢ao de coorte por caracteristicas de ICD é bem
recebida. O periodo de duragao da precaucao de contato vai depender da incidéncia
local da infecgao, de acordo como o recomendado pela Sociedade Americana de
Doencas Infecciosas (IDSA) deve ser ao menos 48 horas apds a resolugdao da
diarreia, contudo nos locais de alta incidéncia o isolamento deve ser feito até a alta
(TURNER; ANDERSON, 2020), visto que C difficile pode ser propagado por até 6
semanas apos o tratamento (GATEAU et al., 2018).

v" Desinfec¢gao ambiental

Os esporos podem sobreviver nas superficies por meses até anos, analises

microbiolégicas confirmam a presengca do CD em superficies altamente tocadas
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como banheiros, pias e quartos de pacientes com infecgcdo. A desinfeccdo deve ser
feita com desinfetantes a base de cloro (hipoclorito de s6dio) que é eficaz na morte
dos esporos (DUBBERKE, 2012; TURNER; ANDERSON, 2020).

v Uso racional de antimicrobianos

Os programas para serem eficientes devem otimizar a escolha, o tempo e a
duracdo da administracao antimicrobiana, favorecendo o efeito pretendido com o
minimo de efeitos indesejaveis (risco para ICD e selecdo de patégenos
multirresistentes). A restricdo de antibidticos reduz o risco de infecgdo, podendo
reduzir as taxas de ICD em até 60%, como visto com a disseminacao da cepa NAP1,
quando se restringiu o uso de fluoroquinolona (DUBBERKE, 2012; TURNER;
ANDERSON, 2020).

2.6 EPIDEMIOLOGIA

Um estudo realizado em 2011, nos EUA com pacientes internados descreveu
C. difficile como o patdogeno mais comum em infeccbes associadas a assisténcia a
saude, causando 12,1% destas infec¢gdes (MAGILL et al., 2014) e em recente
revisao sistematica, C. difficile foi apontado como o principal agente infeccioso em
diarreia associada a antibioticos (DAA) no mundo, representando 20% de todos os
casos de DAA entre pacientes hospitalizados (NASIRI et al., 2018).

A incidéncia de ICD pode variar entre os pacientes internados, dependendo
do ano e a localizagao geografica analisada. Nos Estados Unidos, ICD é atualmente
a infecgao nosocomial mais frequente, tendo a taxa aumentada em torno de 4 vezes
entre os anos de 1993 e 2009, estabilizando em 110 por 100.000 internagées em
2009, podendo chegar a 1.000 casos por 100.000 internagdes entre os pacientes
com 65 anos ou mais (BURKE; LAMONT, 2014).

O Centro de Controle e Prevengédo de Doengas dos Estados Unidos (CDC)
estima que cerca de 1 em cada 5 pacientes apresentara recorréncia da infeccao, e
que dentro de um més apos o diagnostico, 1 em cada 11 pessoas com mais de 65
anos morrera de uma infeccao por C. difficile associados aos cuidados de saude,
fato que impde grande O6nus econdémico, impactando diretamente nos custos aos
sistemas de saude, como relatado pelo CDC em 2008 que os custos diretos de
tratamento intensivo da ICD nos EUA foram estimados em US$ 4,8 bilhdes. Com a

implementag&o de programas de prevengao e vigilancia, em 2017, o custo estimado
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caiu para US$ 1 bilhdo, causando 223.900 casos de infeccdo em pacientes
hospitalizados e, pelo menos, 12.800 pessoas foram a Oo&bito por infecgdes
diretamente relacionadas a C. difficile
(https://www.cdc.gov/hai/organisms/cdiff/cdiff_infect.html).

Uma metanalise que avaliou taxas de incidéncia de ICD em relatérios de
vigilancia entre 2005 a 2015, envolvendo 41 paises, sendo a maioria da Europa e
Ameérica do Norte, demonstraram que as taxas ICD associadas a unidades de saude
foram 2,24/1000 admissdes/ano, para os internamentos em UTI e em clinica médica
11,08 e 10,8/1000 admissbes/ano respectivamente e 0,55/1000 admissdes/ano
associada a comunidade (BALSELLS et al., 2019).

A incidéncia da ICD na Europa, foi demonstrada em estudo realizado com 97
instituicées, que revelou uma vasta disparidade, a média ponderada na incidéncia foi
de 4,1 por 10.000 pacientes/ dia, e quando se analisou individualmente cada pais,
as taxas variaram de 0 a 36,3 (BAUER et al., 2011). Em 2007, foram implementados
programas de medidas de prevengao e vigilancia, momento em que a incidéncia de
infeccdo por C. difficile comegou a atingir um platé (JONES; KUIJPER; WILCOX,
2013).

O Centro Europeu de Prevengao e Controle de Doengas (ECDC) em 2016
apresentou o Relatério Epidemiolégico Anual de Infecgbes relacionadas aos
cuidados de saude por C. difficile. Vinte paises da EU (Uni&do Europeia) reportaram
7.711 casos de ICD, dos quais 74,6% eram ICD associados a cuidados de saude,
destes 16,7% dos casos tiveram um curso complicado de infeccdo, 3,9% foram
casos fatais atribuidas diretamente a ICD e com 7,9% apresentaram recorréncia
(ECDC, 2018).

Nos ultimos 20 anos um fator epidemiolégico ocasionou uma consideravel
mudanca na ICD, decorrente do aparecimento de uma nova cepa com maior
viruléncia e de rapida disseminagao global, responsavel por surtos de ICD,
principalmente nos EUA durante os anos de 2000 a 2003, sendo entdo identificada
pela primeira vez em 2005 por McDonald e colaboradores, denominada como Bl/
NAP1/027 pelo padrdo apresentado nos métodos usados para sua caracterizagao:
reagcao em cadeia da polimerase (PCR) ribotipo 027, eletroforese de gel em campo
pulsado tipo 1 Norte Americano (NAP1) e analise da endonuclease de restrigao
(REA) tipo BIl. As caracteristicas de patogenicidade sao devidas, a produ¢ao de uma

toxina adicional chamada de toxina binaria ou CDT (embora seu papel na gravidade
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da infecgdo ainda n&o estar claro), a uma delecdo em tcdC que leva a uma alta
producdo de toxinas, esporulacdo aumentada e ainda, resisténcia as
fluoroquinolonas (BURNHAM; CARROLL , 2013), particularidades que levaram a um
aumento na incidéncia e gravidade da infecgdo, acometendo em maior frequéncia
pacientes idosos, principalmente na América do Norte e Europa (McDONALD et al.,
2005; KUIJPER; COIGNARD; TULL, , 2006; CLEMENTS et al., 2010). Tal fato fez
com que a diarreia associada ao C. difficile (DACD) fosse reconhecida como uma
infeccdo hospitalar importante, criando ameagas emergentes a saude humana e a
comunidade (KUIJPER; COIGNARD; TULL, 2006).

Além do aumento progressivo da ICD estar associado a BI/NAP1/027,
estudos mostraram que outros ribotipos podem estar associados a surtos e casos
graves, esta distribuicdo varia de acordo com a época e pais, e dentro deste, por
regides ou, até mesmo, entre instituicdes (DE ROO; REGENBOGEN, 2020). Alguns
ribotipos toxigénicos permaneceram entre os prevalentes por décadas, sdo como o
014, 020, 002, 027 e, dentro dos nao toxigénicos, o ribotipo 010 (NAGY, 2018).
Outros ribotipos sdo especificamente regionais, como o ribotipo 356 que é
encontrado na lItalia, ou predominantes em mais de um local como 018 na lItalia,
Japao e Coréia, ou o 176 na Republica Tcheca e Alemanha (DE ROO;
REGENBOGEN, 2020). Nos EUA a proporgéo de ribotipo 027 nos isolados tem
diminuido significativamente com o passar do tempo, de 31% em 2011 e 2012, para
22% em 2013 e 2014 e para 14% em 2015 e 2017 (TICKLER et al., 2019), como
mostra estudo. Redugdes importantes no uso de fluoroquinolonas € o provavel fator
modificador na diminuigdo na prevaléncia, apesar do melhoramento do controle de
infecgao (TICKLER et al., 2019). Em contra partida, entre 2005 e 2008, a gravidade
da infecgao do ribotipo 078 foi semelhante ao ribotipo 027, porém o ribotipo 078 foi
mais frequente na populagdo mais jovem e em infecgdes adquiridas na comunidade
(McDONALD et al., 2018; TICKLER et al., 2019; DE ROO; REGENBOGEN, 2020).

Nos paises da Unido Europeia estudos demostram identificagdo de 65
ribotipos diferentes; entre eles o 056 e 018 foram significativamente relacionados a
casos complicados da doenca, afetando mais idosos, apresentando produg¢do de
niveis aumentado de toxinas e niveis séricos mais altos de proteina C-reativa. Os
ribotipos de PCR 027 e 176 predominaram em contextos epidémicos, enquanto os
ribotipos de PCR 001/072 e 014/020 em nao epidémicos. A manutengao desta

diversidade é vista como um fator positivo por estar inversamente relacionada a
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resisténcia a antibidticos. Também verificou-se um aumento em torno de 10% na
prevaléncia do ribotipo 078 em pacientes mais jovens da comunidade
(RUPNIK,;WILCOX; GERDING, 2009; BAUER et al.,, 2011; BARBUT; RUPNIK,
2012; RUPNIK et al, 2016). Assim, a ICD que por muito tempo foi considerada uma
infecgdo nosocomial ligada ao uso de antimicrobianos, nestes ultimos anos,
apresentou uma mudanca da populacdo afetada, com relatos de aumento na
incidéncia entre os jovens, na comunidade e sem exposi¢gdo prévia a antibidticos
(CHITNIS et al.,2013; DEPESTEL; ARONOFF, 2013; GERDING; LESSA, 2015;
ABRAHAMIAN et al., 2017; DE ROO; REGENBOGEN, 2020).

Nos hospitais do Japdo e Coréia do Sul o ribotipo 018 também predomina
seguido do 017. Em estudos coreanos o ribotipo 018 ocorreu mais em mulheres,
apesar de causar ICD mais grave do que o 017, ndo apresentou aumento na
recorréncia nem tao pouco na mortalidade (DE ROO; REGENBOGEN, 2020).

Muitos estudos foram gerados a partir da propagacao de cepas epidémicas,
podendo ser encontradas em diversos hospitais pelo mundo, porém na América
Latina poucos estudos foram realizados para avaliar a frequéncia de ICD e
conhecimento dos perfis toxigénicos, dessa forma, considera-se uma infecgao
negligenciada (PIRES et al.,2014; MUNOZ et al., 2018).

Na Ameérica Latina, o primeiro relato de surgimento de C. difficile NAP1 foi em
2010 na Costa Rica, durante um surto que acometeu 20 pacientes hospitalizados
(QUESADA-GOMEZ et al., 2010). No ano seguinte, dois casos de ICD associada ao
ribotipo 027 foi apontado no Chile, posteriormente, um estudo maior envolvendo 45
hospitais em todo o pais entre os anos de 2012 e 2013, mostrou a disseminacéo da
estirpe hipervirulenta (NAP1) em 79% das 719 amostras isoladas (HERNANDEZ-
ROCHA et al.,, 2012; AGUAYO et al.,, 2015). No Panama, em 2012, NAP1/027
acometeu seis pacientes hospitalizados (LOPEZ-URENA et al., 2014) e em 2015 foi
isolado pela primeira vez no México (CAMACHO-ORTIZ et al. 2015).

Recentemente, Curcio e colaboradores (2019) realizaram metanalise
avaliando diarreia associada a C. difficile (DACD) nos paises em desenvolvimento,
revelaram que 15% dos casos de diarreia sdo atribuiveis a infeccao por C. difficile
(incluindo pacientes da comunidade e hospitalizados), porém ocorrendo diferengas
nas taxas, sendo mais altas na América Latina e na China.

No Brasil os estudos s&o pontuais e ainda escassos, e apenas alguns estados

reportam taxas da prevaléncia da ICD, como mostrado em recente revisao feita por
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Trindade; Domingues; Ferreira, (2019). Nos ultimos anos, verificou-se uma grande
variagdo na prevaléncia dessa infecgdo. Na FIGURA 7, pode-se observar dados de
prevaléncia obtidos a partir de estudos brasileiros sobre ICD realizados nos ultimos
30 anos. Junto com os dados de prevaléncia, encontram-se indicado o estado em
que o estudo foi realizado, a populacdo estudada, o método laboratorial utilizado e

ano em que o estudo foi publicado.
FIGURA 7 — PREVALENCIA DA ICD NO BRASIL
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Na busca de minimizar a disseminagao de cepas epidémicas emergentes
(que podem causar surtos), estudos que realizam tipagem molecular sao
necessarios para a detec¢cao de cepas com novos fatores de viruléncia. No entanto,
no Brasil ndo sdo amplamente utilizados pelos hospitais, nota-se que pouquissimos
estados fazem esse tipo de identificacdo. Como mostrado na FIGURA 8. Entre eles
se destacam:

¢ Rio de Janeiro (2009) o ribotipo 106 & notificado pela primeira vez no Brasil,
comumente encontrado no Reino Unido, revelando assim o poder de disseminagao
deste micro-organismo (BALASSIANO et al., 2009). Além do Reino Unido, este foi
recentemente associado a surtos na Irlanda e Espanha, com alta prevaléncia no
Canada, o ribotipo é resistente a pelo menos trés antibidticos e apresenta taxa de
esporulacdo aumentada (DE ROO; REGENBOGEN, 2020).

e Minas Gerais (2015) estudo relacionando a semelhanca entre ribotipos
isolados de C. difficile de humanos e animais (possivel via de transmissao
zoondtica). A ribotipagem de PCR identificou 014/020, 009 e 106, foram isolados de
humanos e animais, sugerindo o potencial zoondtico (SILVA, et al., 2015).

e Ceara (2017) estudo com pacientes internados, em hospital especializado em
cancer em uma amostra foi considerado um novo pulsotipo e nao era tipavel por
ribotipos de PCR, foi caracterizado como toxinotipagem do tipo IXb, que pela analise
filogenética, é relacionada ao NAP1/027/ST01 e a outros pertencentes ao clado 2,
embora n&o mostre caracteristicas do clone epidémico (COSTA et al., 2017).

¢ Rio Grande do Sul (2018) - relata o primeiro caso de C. difficile hipervirulento
no Brasil com base no MLST, o ST (tipo de sequéncia), a cepa foi classificada como
ST67, pertencente ao clado 2, que possui uma alta diversidade de tipos de
sequéncia, incluindo ST1(NAP/027) (PIRES et al.,, 2018). Em 2020 estudo que
caracterizou os tipos de sequéncia (ST) de 16 isolados de C. difficile, identificou
quatorze STs diferentes (SALDANHA et al., 2020).
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FIGURA 8 — REPRESENTAGCAO DOS RIBOTIPOS (RT) E TIPOS DE SEQUENCIA (ST) DE
Clostridiodes difficile EM HUMANOS RELATADOS NOS ESTADOS BRASILEIROS
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FONTE: Adaptado de TRINDADE; DOMINGUES; FERREIRA (2019).
Legenda: RT = ribotipos de PCR; ST = Tipos de sequéncia MLST; CE = Ceara; MG = Minas Gerais;
RJ = Rio de Janeiro; RS = Rio Grande do Sul.



43

2.7 TRATAMENTO

O tratamento empirico deve ser iniciado mediante uma forte suspeita clinica
enquanto o diagndstico laboratorial estiver em andamento. Com esta atitude previne-
se 0 agravamento dos casos e a disseminacao do CD no ambiente hospitalar. O
tratamento para ICD deve ser iniciado somente em pacientes sintomaticos, e a
primeira medida a ser tomada assim que possivel é a retirada do antibidtico incitador
(SURAWICZ et al., 2013).

Atualmente a escolha do tratamento da ICD esta centralizado em estratégias
para prevenir ICD recorrente (rlICD) (KHANNA; GERDING, 2019), pois esta é
encontrada em 20 a 30% dos pacientes adultos e em 20% em pacientes pediatricos,
além de apresentar alta mortalidade (McFARLAND et al, 2016).

2.7.1 Tratamento com Antibiéticos

Desde a década de 1970, metronidazol e vancomicina oral foram os pilares
do tratamento da infeccao por C. difficile em criangas e adultos. A escolha da
antibioticoterapia deve ser selecionada de acordo com a gravidade que a doencga se
apresenta. Varias diretrizes mencionam para tratamento de adultos e criancas o
metronidazol como medicamento de primeira linha em ICD ndo grave, enquanto a
vancomicina oral foi a droga de escolha para ICD grave. Além disso, estudos
revelam que a vancomicina foi superior ao metronidazol na cura primaria da ICD em
adultos (ZAR et al, 2007; VARDAKAS et al., 2012; NELSON; SUDA; EVANS, 2017).

Vancomicina e metronidazol apresentaram taxas equivalentes na recorréncia
da infeccdo, porém a administragdo vancomicina apresentou melhor desempenho
para o risco de mortalidade avaliado em 30 dias, podendo justificar o uso de
vancomicina em infecgdes graves (STEVENS, et al., 2017).

A fidaxomicina, antibidtico bactericida com minima absorcéo sistémica e com
altas concentragdes no lumen gastrointestinal, apresenta alta eficacia contra C.
difficile, se tornou disponivel para o tratamento em adultos. Apresentando como
caracteristica, nao influenciar significativamente na flora fisiolégica do célon, o que
faz que seu uso esteja relacionado com uma menor recorréncia da infecgéo

(OOIJEVAAR et al.,, 2018). Porém alguns autores nao verificaram o mesmo
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(diminuigdo da recorréncia) quando se trata de cepas altamente virulentas
(SCHAFFLER; BREITRUCK, 2018; MENDO-LOPEZ et al., 2019).

Estudo realizado por Guery et. al (2018) em adultos, demonstraram que
quando a fidaxomicina foi administrada na forma de pulsos, se apresentou superior
na cura sustentada e com menor recorréncia da infeccdo em comparagdo com a
dose padrao de vancomicina.

Em 2018, a Sociedade Americana de Doengas Infecciosas (IDSA) e
Sociedade Americana de Epidemiologia em Saude (SHEA) atualizaram suas
diretrizes, apontando que a vancomicina oral e fidaxomicina representam a base
para o tratamento ICD em adultos e também, sugerem que o metronidazol néo deva
ser usado em um episédio de infeccdo n&o grave, a ndo ser que O acesso a
vancomicina e a fidaxomicina ndo esteja disponivel ou estas estejam
contraindicadas (como no caso de alergias) (GUPTA; CIFU; KHANNA, 2018;
KOUHSARI et al., 2018; McDONALD et al., 2018).

A tigeciclina exerce atividade bacteriostatica contra C. difficile, existem poucos
trabalhos que avaliam o seu uso e sugerem beneficios como estratégia para ICD
grave sem resposta a terapia padrao. Até este momento, o seu uso esta aprovado
para tratamento de infecgoes complicadas de pele, tecidos moles e infecgdes intra-
abdominais complicadas (McDONALD et al., 2018; OOIJEVAAR et al., 2018).

Novos antibioticos como Surotomicina, Ridinilazole, Cadazolid estdo em fases
de ensaios clinicos Il e Ill para o tratamento de ICD (MENDO-LOPEZ et al., 2019).

2.7.2 Tratamento Cirurgico

E o tratamento de escolha para pacientes graves com megacolon,
perfuragdo ou a forma fulminante, estes devem passar por uma colectomia de
emergéncia com o intuito de sobrevivéncia (BAUER.; KUIJPER; VAN DISSEL, 2009;
ONG et al., 2017; KOUHSARI et al., 2018).
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2.7.3 Novas Terapias para ICD

2.7.3.1 Imunoldgicos

A. Anticorpos monoclonais

Bezlotoxumabe e actoxumabe foram aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 2016 para uso como tratamento adjuvante em pacientes
com risco de rICD. O bezlotoxumabe (anticorpo monoclonal humano contra TcdB)
impede a toxina B de se ligar as células hospedeiras (OOIJEVAAR et al., 2018) e foi
associado a uma menor taxa de recorréncia da infecgdo em comparagdo com o
grupo placebo, enquanto o actoxumabe (anticorpo contra TcdA) ndo apresentou
efeito na recorréncia da doenca isoladamente ou em combinagcdo com
bezlotoxumabe (MENDO-LOPEZ et al., 2019). Mais estudos serdao necessarios para
definir o algoritmo de tratamento do ICD com bezlotoxumabe (SCHAFFLER;
BREITRUCK, 2018).

B. Vacinas

Sao direcionadas a prevencdo da ICD primario pela imunidade ativa as
toxinas de C. difficile. Algumas vacinas para ICD estao atualmente em testes clinicos
e os dados de eficacia ainda ndo estao disponiveis (RILEY; LYRAS; DOUCE, 2019).

2.7.3.2 Neutralizagao de Antibidticos no trato gastrointestinal

Recente opgado na prevengdo do ICD primario é promover a resisténcia a
colonizagdo por C. difficile, anulando os efeitos dos antibidticos no trato
gastrointestinal (Gl), conservando a microbiota do colon. Para esta estratégia ser
eficaz, ndo pode prejudicar a absor¢cao dos antibidticos no trato gastrointestinal
superior, devendo a neutralizagado ocorrer no célon. No momento duas opg¢des estao
sendo avaliadas em ensaios clinicos.

e SYN-004 ou ribaxamase: € uma beta-lactamase oral para inativar antibiéticos

beta-lactamicos ((penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos) no trato Gl
inferior (KHANNA; GERDING, 2019).
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e DAV132: corresponde a uma capsula oral formulada com carvao ativado,
direcionada para a liberacdo no ileo distal, com a fungdo de adsorver os
antibioticos, reprimindo a ruptura do microbioma. Esta sendo desenvolvido na
Europa e EUA (KHANNA; GERDING, 2019).

2.7.3.3 Terapias baseadas na reposi¢cao da microbiota intestinal

A) Transplante de Microbiota Fecal (TMF)

O primeiro relato sobre transplante fecal em paciente com infecgao por C.
difficile foi publicada em 1983 (SCHWAN et al., 1983). Entre as op¢des terapéuticas
€ 0 que se apresenta mais promissor € emergente na prevengao de ICD recorrente,
sendo recomendado para aqueles pacientes com falha nos tratamentos antibioticos
administrados e que apresentaram multiplas recorréncias.

Através deste procedimento, a microbiota intestinal saudavel (doador) tende a
restaurar sua composicao e fungao no microbioma rompido (receptor) evitando o uso
de mais antibidticos (o que faz diminuir o potencial de colonizagao por bactérias
resistentes) e a recuperagdo do equilibrio da microbiota intestinal, tornando-a
resistente a colonizag&o. Estudos relatam altas taxas de cura (SURAWICZ et al.,
2013; QURAISHI et al., 2017).

Em 2015, foi o primeiro relato de transplante fecal por enteroscospia no Brasil
(GANC et al., 2015) e em 2017 foi criado pelo Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, o primeiro banco de fezes para o transplante de microbiota
fecal no pais.

Apesar de seu beneficio para a infeccbes recorrentes, pouco se sabe sobre
os efeitos adversos a longo prazo, incluindo doencas malignas, doencgas
autoimunes, além de outros fatores pelos quais alguns autores desencorajam tal
procedimento (XU et al., 2015; SONG; KIM, 2019; TAN; JOHNSON, 2019) .

B) Baseada em enema: RBX2660 é uma suspensdo padronizada e
estabilizada a base de microbiota derivada de fezes de doadores humanos
saudaveis que esta sendo avaliada em ensaios clinicos (KHANNA; GERDING, 2019,
MENDO-LOPEZ et al., 2019).

C) Baseada em capsulas: Esta metodologia € vantajosa em relagdo a
instilagdo endoscopica por apresentar menor custo processual, praticidade na via de

administracao e, eventualmente, menos eventos adversos. SER-109 é uma capsula
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oral que contém esporos bacterianos enriquecidos e purificados de amostras de
fezes de doadores saudaveis. Apds a triagem padronizada dos doadores, faz-se
uma preparagao destas fezes que contera espécies de esporos de Firmicutes,0
papel do SER-109 na gestdo do ICD ainda estd sob investigagdo (KHANNA;
GERDING, 2019; MENDO-LOPEZ et al., 2019).

2.7.3.4 Bioterapia

A) C. difficile ndo toxigénico: Esporos bacterianos de estirpes que nao
possuem genes para toxinas de C. difficile (NTCD). Supde-se que o NTCD concorra
pelo mesmo nicho metabdlico ou na aderéncia no trato gastrointestinal com C.
difficile toxigénico, o que ainda n&o esta totalmente elucidado. Estudos em hamsters
e em humanos sugerem que estas cepas de NTCD s&o capazes de colonizar
pacientes e prevenir a infecgdo por uma cepa toxigénica de C. difficile (KHANNA;
GERDING, 2019). Contudo em 2013, foi observado em um estudo que cepas néao-
toxigénicas podem ter a capacidade de alterar seu fendtipo para cepas de C. difficile
toxigénicas, tornando-se assim uma predisposi¢cdo para o desenvolvimento de ICD
(BROUWER et al., 2013).

B) Probidticos: O uso de probidticos na prevengao e tratamento da ICD
em adultos ainda é discutivel e controverso. Em revisbes prévias nao foram
encontradas evidéncias suficientes para indicar o uso de probiéticos como auxiliar a
antibioticoterapia, nem tdo pouco haver indicios do seu uso isoladamente no
tratamento, sugerindo a necessidade de estudos mais robustos (PILLAI; NELSON,
2008; SONG; KIM, 2019). Como também varias diretrizes (IDSA/SHEA, ESCMID,
ACG e da Australasia) relatam nao haver evidéncias suficientes para recomendar os
probidticos como agente na prevencao da ICD, porém alguns estudos estado
ocorrendo para avaliar nos casos de rICD (MENDO-LOPEZ et al., 2019).
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2.8 DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR C. difficile

O diagnéstico da ICD é considerado desafiador, por apresentar grande
influéncia no tratamento dos pacientes com a doenca e pelo fato que nenhum dos
testes disponiveis combinarem alta sensibilidade e especificidade, fazendo com que
varias diretrizes recomendem um algoritmo de 2 ou 3 etapas para otimizar o
diagndstico (CROBACH et al., 2016; NAGY, 2018; GATEAU et al., 2018).

Baseia-se em achados clinicos e laboratoriais que confirmam presenca de
cepas toxigénicas ou toxinas em fezes, a rapidez na detecgdo da infeccao afeta
positivamente a atengdo ao paciente. Quando se tem a ICD confirmada, acelera o
isolamento e tratamento destes pacientes, enquanto se tem um resultado negativo
permitira o bloqueio imediato da terapia empirica e do seu isolamento (GATEAU et
al., 2018). Somente amostras diarreicas (fezes nao formadas) devem ser testadas
para ICD, exceto no caso de ileo paralitico (CROBACH et al., 2016). Os testes
devem ser realizados apenas em pacientes sintomaticos devido as altas taxas de
colonizagao assintomatica entre algumas populagdes, como visto nas criangas com
idade inferior a 12 meses. Repetir o teste de amostras negativas dentro do mesmo
episédio diarreico também deve ser desencorajado ou totalmente proibido, pois
varios estudos tém demonstrado a falta de valor diagndstico para a repeticdo do
teste, independentemente do método. Isto também se aplica para as amostras
positivas dentro de um intervalo de tempo, pois muitos pacientes permanecerao
colonizados por C. difficile por até 6 semanas (GATEAU et al., 2018), apds
tratamento com éxito. Finalmente, o teste para C. difficile nao deve ser realizado em
lactentes (isto &, pacientes com idade inferior a 1 ano de idade), devido a sua alta
taxa de colonizacdo (GILLIGAN, 2015; GATEAU et al., 2018; McDONALD et al.,
2018).

2.8.1 CCNA (Ensaios de Neutralizacado de Citotoxicidade) e CT (Cultura Toxigénica)

Durante muitos anos, o teste de neutralizagdo da citotoxicidade celular
(CCNA) foi considerado o padrao ouro para diagnostico de ICD, porque era um teste
direto para indicacdo da presenca de uma toxina (por exemplo, toxina B) em uma
amostra. O teste era recomendado porque alguns dos isolados de C. difficile nao
produzem toxinas sendo considerados ndo patogénicos. Este ensaio consiste em

inocular um filtrado de fezes em uma cultura de células e observar o efeito citopatico
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ou seja, o arredondamento celular, apds 1 ou 2 dias de incubagao. A especificidade
do método é avaliada pela neutralizacdo deste efeito citopatico com anti-soros
direcionados contra a toxina do C. difficile (BURNHAM; CARROLL, 2013).
Atualmente, muitos especialistas consideram a sensibilidade baixa para ser
considerado como padrao-ouro, parcialmente pela degradagcdo que as toxinas
sofrem ao decorrer do tempo. Quando se compara com a cultura toxigénica (CT),
que seria o isolamento do micro-organismo em cultura seguido da detecgdo da
producdo da toxina pelos isolados, a sensibilidade do CCNA é de apenas 66,7%
(TENOVER et al., 2011). Além disso, o CCNA é mais demorado e mais caro pela a
necessidade de manutencdo das linhagens celulares (BURNHAM; CARROLL,
2013).

A cultura toxigénica tem sido considerada como o método de referéncia
sempre que se deseja validar um método de diagndstico de ICD. Além de ser um
meétodo de exceléncia para comparagao de metodologias, € também util para
estudos epidemioldgicos, porém, exige especializacdo do laboratério, dos
profissionais responsaveis e um longo tempo para o resultado, sendo estes os
motivos para nao ser indicado no diagndstico de rotina da doengca (BURNHAM;
CARROLL, 2013). Além disso, alguns autores argumentam que o método, apesar de
produzir maior numero de amostras positivas, ndo € superior na detecg¢ao de ICD,
pois o isolamento da bactéria e a detecgado do gene para produgéo de toxina seriam
menos relacionados a clinica do que a detecgdo da toxina ja formada na amostra,
como ocorre no CCNA (BURNHAM; CARROLL, 2013; GILLIGAN, 2015; MARTINEZ-
MELENDEZ et al., 2017).

A cultura pode ser realizada em meios seletivos, sendo o mais usado o agar
pré-reduzido cicloserina cefoxitina frutose (CCFA). Entre os outros meios disponiveis
estdo o agar cicloserina cefoxitina gema de ovo (CCEY) ou Meio Brazier’'s. A
selecao do C. difficile também pode ser realizado pelo tratamento da amostra com
etanol ou alta temperatura antes da semeadura. Substancias como taurocolato ou
lisozima podem ser adicionadas ao meio para melhorar a germinagao dos esporos.
(BURNHAM; CARROLL, 2013). Apos semeadura, a cultura deve ser incubada em
anaerobiose por 48h antes da primeira leitura e por 7 dias antes de liberar como
negativa. A cultura realizada exclusivamente em meios seletivos € de 18% a 20%
menos sensivel quando comparada a cultura utilizando caldo enriquecido. No

entanto, o enriquecimento em caldo acrescenta pelo menos 24 horas ao tempo de
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execugao do teste, que ja apresenta um tempo prolongado. Apds incubacgédo, as
colénias de C. difficile apresentam uma aparéncia de vidro esmerilhado e cheiro de
para-cresol (semelhante a um celeiro de cavalo) (BURNHAM; CARROLL, 2013).
Colbnias com essa caracteristica, em que sao visualizados bacilos Gram-positivos,
anaerdbios esporulados, sédo presuntivamente identificadas como C. difficile. A
identificacao definitiva pode ser feita por kits comerciais (RapidANA, Remel, Lenexa,
KS ou ANC card Vitek ®, BioMerieux) ou por MALDI-TOF (BURNHAM; CARROLL,
2013). Para completar a cultura toxigénica, apds a identificacdo do C. difficile, é
necessario comprovar a toxigenicidade do isolado, usando um meétodo molecular
para pesquisa dos genes das toxinas nas cepas ou ainda, um teste para pesquisa
da toxina no sobrenadante do meio, como ensaios imunoenzimaticos (EIE) ou teste
de citotoxicidade celular (BURNHAM; CARROLL, 2013; GILLIGAN, 2015;
MARTINEZ-MELENDEZ et al., 2017).

Devido a complexidade, custo e tempo de resultado, a cultura n&o tem sido
usada rotineiramente no diagndstico de ICD. Trés métodos de ensaio sao
atualmente utilizados para compor as etapas para detectar a presencga de C. difficile
toxigénico nas fezes. Estes métodos sdo EIE (ensaios imunoenzimaticos) para
glutamato desidrogenase (GDH) e para toxinas A e B, além de técnicas de
amplificagdo de acido nucleico (NAAT) para o gene de toxina A e/ou B. Os testes
que utilizam ensaios imunoenzimaticos sdo amplamente adotados pelos laboratorios
devido ao seu baixo custo e facilidade de uso (CROBACH et al., 2009; MARTINEZ-
MELENDEZ et al., 2017).

2.8.2 GDH (glutamato desidrogenase)

O GDH é uma enzima metabdlica (altamente conservada) secretada, por C.
difficile, o que a torna uma ferramenta para o diagnéstico (GATEAU et al., 2018). O
EIE para este antigeno além de barato e rapido, representa um método sensivel
para detectar a presenca de C. difficile, devido seu alto valor preditivo negativo,
sendo muito util como teste rapido de triagem, porém este método possui baixa
especificidade, uma vez que nao faz a distingdo entre cepas toxigénicas e néo
toxigénicas. A presencga de toxina deve ser confirmada em todas as amostras GDH
positivas antes de um resultado positivo para ICD (BURNHAM; CARROLL, 2013;
VAUSTAT, 2017).
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2.8.3 Pesquisa de toxinas

A pesquisa de toxinas pode ser realizada de diversas maneiras, incluindo
cultura de células como o ensaio de neutralizacdo de citotoxicidade (CCNA) ja
mencionado acima ou, como na maioria dos laboratérios, por ensaios
imunoenzimaticos (EIE) ou Teste de Amplificacdo de Acidos Nucleicos (NAAT)
(CROBACH et al., 2009; SHARP et al., 2010).

2.8.3.1 EIE (Ensaios Imunoenzimaticos)

Testes comerciais de EIE para toxinas A/B tem baixa sensibilidade em
comparagdo com a cultura e NAAT. A sensibilidade de acordo com a marca
utilizada, pode variar entre 28% a 77% em comparacdo com O0S ensaios de
citotoxicidade celular (CROBACH et al., 2009), este fato se deve a degradacao da
toxina a temperatura ambiente, desta forma varias diretrizes alertam para os riscos
de realizar a deteccdo das toxinas A/B por EIE como um teste autbnomo, pois o
mesmo pode gerar resultados falso-negativos, com isto os NAATs representam o
melhor método para detectar as cepas toxigénicas (BURNHAM; CARROLL, 2013;
GATEAU et al., 2018).

2.8.3.2 NAAT (Testes de Amplificacdo de Acidos Nucleicos)

As realizagbes de NAAT para os genes das toxinas oferecem maior
sensibilidade e especificidade do que os métodos baseados em EIE, porém sao
mais caros. Deve-se atentar para o fato de o teste detectar os genes da toxina e nao
a toxina livre nas fezes, podendo assim se tratar de um portador assintomatico,
reforcando a ideia de que o teste deve ser realizado em pacientes sintomaticos
(CROBACH et al., 2009; GATEAU et al., 2018).

Como um unico teste ndo abrange alta sensibilidade e especificidade para o
diagnodstico de ICD, muitos estudos propdem algoritmos de ensaios, utilizando dois
ou mais dos trés métodos de ensaio, a fim de aperfeicoar o diagndstico de infeccao
por C. difficile com minimizacdo de custos (NAGY, 2018; GATEAU et al., 2018
CZEPIEL et al., 2019). Entre as combinag¢des propostas de testes estdo mostradas
na FIGURA 9.
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FIGURA 9- ALGORITMOS PARA O DIAGNOSTICO DE ICD

Pacientes com Pacientes sem 2
. . Nao deve ser
sintomas de sintomas de ICD »
. . o testado
ICD (fezes diarreicas) (fezes ndo
l diarreicas

Iniciar com os teste NAAT ou GDH EIE e
também o isolamento do paciente

4 A 4

Resultado Resultado » Toxina AeB - Resultado
Negativo Positivo (EIE) Negativo

f Evolucao

ICD ICD Resultado Ch,mga

excluido confirmado Positivo

-

Possivel:
ICD com niveis de toxinas abaixo do limiar de

deteccao

Resultado falso-negativo da toxina A / B EIE
Portador assintomatico

FONTE: : Adaptado de CZEPIEL et al. (2019).
Legenda: ICD = Infeccao por C. difficile; EIE = Ensaio imunoenzimatico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo de coorte prospectivo e multicéntrico para a presenca de infeccao
por Clostridioides difficile, avaliando a epidemiologia, tratamento e recorréncia.

Participaram do estudo pacientes adultos internados em oito instituicbes de
Curitiba (Complexo Hospital de Clinicas da UFPR, Hospital do Idoso Zilda Arns,
Hospital Onix, Hospital das Nacdes, Hospital Sdo Vicente, Hospital Santa Casa de
Curitiba, Hospital Erasto Gaertner, Hospital Universitario Cajuru) como pode ser
visualizado na FIGURA 10. Dentre estes, quatro hospitais sdo considerados de
grande porte, variando de 168 a 500 leitos. Um deles € o maior do estado e
referéncia em muitas especialidades como transplante de medula d6ssea e
tratamento de doencas hematologicas. Um € exclusivamente para tratamento do
cancer, um especializado em trauma e transplante de rim, e o ultimo possui muitas
especialidades, incluindo atendimento de emergéncia psiquiatrica. Os outros quatro
hospitais sdo de médio porte, com 84 a 131 leitos. Um deles é exclusivo para
tratamento de idosos. Todas estas instituicbes tém servigos altamente complexos e

10 a 45 leitos em unidades de terapia intensiva.

3.2 PERIODO DO ESTUDO

O presente estudo ocorreu de junho 2017 a junho 2019.

3.3 LOCAL DA ANALISE DAS AMOSTRAS

Apds a coleta do material clinico nas instituicdes ja relatadas, as amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia e Laboratério de Biologia
Molecular de Doencgas Infecciosas - Unidade de Laboratério de Analises Clinicas
(ULAC) Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana —
CHC/UFPR. Curitiba, Parana, Brasil.

Nestes laboratérios foram realizadas toda a parte experimental que
compreendeu o processamento das amostras: realizagdo do teste rapido, PCR,

armazenamento a - 80-C, bem como a tabulagao e analise de dados.
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FIGURA 10 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS HOSPITAIS PARTICIPANTES DO ESTUDO
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3.4 CONSIDERACOES ETICAS

FONTE: o autor (2019).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em
Seres Humanos (CEP) do HC-UFPR sob o registro n® CAAE 59027716.5.1001.0096,

seguindo as normas da Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude do

Ministério da Saude. Para os demais coparticipantes, também se obteve a

aprovacédo do estudo pelo seus Comités de Etica e Pesquisa Institucional, e todos os

participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE

2).

A identidade dos participantes foi preservada através do sigilo profissional e

de métodos de identificagdo numérica (todas as amostras foram identificadas por

numeros e nao pelo nome do paciente).
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3.5 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE E CONFIGURACAO DE DADOS

Os critérios de inclusdo foram pacientes hospitalizados com mais de 48
horas de internagao, apresentando diarreia (trés ou mais episddios de diarreia com
fezes liquidas ou pastosas em 24 horas), de ambos os sexos com 18 anos ou mais,
que usaram antimicrobianos nos ultimos 90 dias ou uso de imunossupressores,
quimioterapia ou radioterapia nos ultimos 30 dias antes do inicio do quadro diarreico,
e/ou internamento por mais de 48 horas e pacientes no mesmo quarto ou espago
fisico com outro paciente portador de diarreia por C. difficile (paciente contactante de
caso confirmado de ICD).

As amostras foram triadas por meédicos infectologista de cada unidade
participante e estas vieram acompanhada de uma ficha preenchida que continham
os dados necessarios para a inclusdo no estudo (APENDICE 3); os dados clinicos
foram coletados utilizando um questionario padronizado (APENDICE 4). As
informagdes coletadas incluiam dados demograficos, comorbidades segundo escore
de Charlson (CHARLSON et al., 1987), presenca de fatores de risco predisponentes
nos 3 meses anteriores ao inicio da diarreia (tratamento antimicrobiano,
quimioterapia, sonda nasogastrica, cirurgia, colonizagao por bacilos Gram-negativos
multidroga resistente (Enterobacterales, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa resistentes ao carbapenens); parametros laboratoriais no dia da coleta
da amostra de fezes (contagem de leucocitos, creatinina sérica, albumina sérica,
lactato, proteina-C reativa), para pacientes na UTI foi coletado o escore de Avaliagao
Sequencial de Faléncia de Orgdos (SOFA) (VICENT et al.,1996), curso clinico,

tratamento recebido e desfecho.

3.6 CRITERIO DE EXCLUSAO

Foram excluidos individuos que apresentavam um o mais dos seguintes critérios:
e Nao concordaram e/ou nao assinaram o TCLE

e Amostras nao diarreicas

e Amostras repetidas dentro do mesmo episddio diarreico

e Presenca de ileostomia, colostomia ou ressecc¢ao coldénica maior que

hemicolectomia
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Obstrugao /Subocluséo intestinal
Sangramento ou hemorragia intestinal grave
Diarreia cronica

Uso de laxantes/enema nas ultimas 48 horas

3.7 DEFINICOES

Foram consideradas das diretrizes internacionais que utilizam alguns

critérios para classificar as infecgdes como também os quadros clinicos e evolugao

do tratamento da ICD, conforme abaixo descritas:

ICD é definida pela presenga de sintomas (geralmente diarreia) e por um teste de
fezes positivo para toxinas de C. difficile ou pela deteccao de C.difficile toxigénico
(COHEN et al., 2010).

ICD recorrente (rICD) é definido como uma recorréncia dos sintomas da ICD
dentro de 8 semanas apds o inicio de um episodio anterior, desde que os
sintomas do episodio anterior tenham sido resolvidos apdés a conclusdo do
tratamento inicial (OOIJEVAAR et al., 2018).

A cura inicial é definida como: auséncia de diarreia por dois dias consecutivos
apos a conclusao da antibioticoterapia padrao (OOIJEVAAR et al., 2018).

A cura sustentada (ou geral) é definida como cura clinica do episodio inicial de
ICD e nenhuma infecg&o recorrente (OOIJEVAAR et al., 2018).

ICD grave em adultos foi definida como diarreia com sangue e/ou diarreia com
aumento do nivel de creatinina sérica (1,5 vezes o basal do paciente),
hipoalbuminemia (albumina sérica <3 g/dL), febre (temperatura >38°C) e
leucocitose (contagem de glébulos brancos > 15.000 células/mm?3®) e ou colite
pseudomembranosa (MCDONALD et al., 2018; OOIJEVAAR et al., 2018).

3.8 COLETA DAS AMOSTRAS CLINICAS

Foram analisadas amostras de fezes diarreicas coletadas a partir da

evacuacao espontanea de qualquer horario do dia, em frasco de coleta estéril com

boca larga e tampa bem ajustada, de acordo com o protocolo estabelecido na

Instituicdo. A amostra foi transportada em um recipiente com gelo. O tempo

decorrido entre a coleta e a semeadura ndo passou de vinte e quatro horas. No
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momento da coleta o paciente ou responsavel assinou o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

3.9 PESQUISA DE ENZIMA GDH E DE TOXINAS A E B DE C. difficile NAS FEZES
POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO

Assim que a amostra foi recebida um teste rapido (FIGURA 11) de enzima
imunoensaio (EIE) foi realizado, este detecta especificamente a glutamato
desidrogenase e toxinas A e B de C. difficile (C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE ®,
Alere Inc., Waltham, MA, USA), foi realizado seguindo as recomendacdes do

fabricante.

FIGURA 11 — TESTE RAPIDO PARA DETECCAO DE GDH E TOXINAS

GDH NEGATIVA GDH POSITIVA GDH POSITIVA
TOX. NEGATIVAS TOX. NEGATIVAS TOX. POSITIVAS

FONTE: O autor (2017)
Legenda: Ag=GDH (Glutamato desidrogenase); Tox = toxina A e B.

3.10 DETECCAO DOS GENES DAS TOXINAS DE C. difficile NAS FEZES POR
PCR

A metodologia empregada foi o sistema GeneXpert® CEPHEID (Xpert C.
difficile Test, Cepheid Inc., Sunnyvale, CA, USA), o qual apresenta sensibilidade e
especificidade variando de 90% a 100% e 92,9% a 98,6% respectivamente
(MARTINEZ-MELENDEZ; et al. 2017), realizado de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Trata-se de um sistema totalmente automatizado, que integra a
extracao, amplificacado e detecgcédo dos genes que codificam a toxina B (fcdB), toxina
binaria (cdt) e possivel delegéo tdcC (FIGURA 12).
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FIGURA 12 — SISTEMA GENEXPERT PARA A DETECGAO DE TOXINAS C. difficile

FONTE: O autor (2017).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva utilizando o
software Stata, versdo 13 (StataCorp LP, College Station, TX, EUA). Os dados foram
apresentados como frequéncias e porcentagens, medianas e valores minimos /
maximos, ou meédias e faixas, conforme apropriado. O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado para testar a normalidade da amostra. O teste do qui-quadrado ou teste
de Fisher foi utilizado para variaveis categoricas e o teste de Kruskal-Wallis para
variaveis continuas, conforme apropriado. As variaveis foram identificadas como
estatisticamente significantes quando p <0,05.

Regresséao logistica foi realizada para analise multivariada. Os endpoints
definidos foram ICD e variaveis com p < 0,100, ou variaveis relacionadas com
ICD em outros estudos. Odds ratio e intervalos de confianca de 95% foram usados

para quantificar a forca dessas associagdes.
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de junho de 2017 a junho de 2019 um total de 392
amostras foram encaminhadas, destas 41 foram excluidas por serem amostras
repetidas ou fezes bem formadas.

O estudo incluiu 351 amostras, das quais 62 (17,7%) foram definidas como
caso infeccao por C. difficile (ICD) pelos critérios previamente estabelecidos. As
taxas de prevaléncia da ICD entre as instituicbes variaram de 8,3% a 41,7%, com a
maioria das taxas individuais de cada instituicdo préxima a média geral (Tabela 1). A
excecgao foi o Hospital 7, que apresentou prevaléncia menor que esta média, porém
deve ser observada o baixo numero de amostras recebidas, e o Hospital 2 que
apresentou um surto de ICD durante o periodo do estudo. As diferencas entre os
hospitais ndo puderam ser comparadas devido a grande variagao entre os numeros
de amostras incluidas de cada hospital.

O teste de enzima imunoensaio (EIE) para GDH e toxinas, foram negativos
em 266 pacientes e positivos em 26 pacientes. Os testes foram discordantes, ou
seja, GDH positivo e toxinas negativas em 59 pacientes. Todas as amostras com

GDH positivo foram submetidos a deteccao de toxinas pelo GeneXpert (PCR).
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TABELA 1 - DESCRIGAO DAS INSTITUIGOES, PACIENTES INCLUIDOS E TAXAS DE INFECCAO
POR C. difficile

Instituicoes Hosp.1* Hosp.2* Hosp. 3* Hosp. 4* Hosp.5* Hosp. 6* Hosp.7* Hosp.8*

Publico ou Publico Publico Privado Privado Privado Privado Privado Privado

privado

Principais Transplante de Tratamento =~ Oncologiae @ Hospital Trauma, Neurologia Doengas Doencas

Especialidades medula éssea e = de idosos transplante Geral cirurgia doengas cardiacas e = cardiacas e
doengas de medula ortopédica, cardiacase @ cérebro cérebro
hematolégicas o6ssea transplante = cirurgia vasculares vasculares

renal ortopédica

Atividades de Sim Sim Sim Nao Sim Nao Sim Sim

ensino e

pesquisa

Leitos 501 121 168 90 167 84 116 186

Leitos de UTI 83 20 24 10 29 10 24 38

Unidade Grande porte Grande Médio porte Médio Grande Grande Grande Grande

cirurgica porte porte porte porte porte porte

Servigo de Nao Nao Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Emergéncia

Unidade de Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Sim

Transplante

Numero de 179 24 59 24 22 20 12 11

pacientes

incluidos neste

estudo

Numero casos 30 10 10 3 3 3 1 2

de ICD

Prevaléncia de 16.76 41.67 16.95 12.50 13.64 15.00 8.33 18.18

ICD entre
pacientes com
DAA (%)

FONTE: o autor (2020).
* Legenda: Hosp 1: Complexo Hospital de Clinicas; Hosp 2: Hospital Zilda Arns; Hosp 3: Hospital Erasto

Gaertner; Hosp 4: Hospital Onix; Hosp 5: Hospital Universitario Cajuru; Hosp 6: Hospital das Nac¢des. Hosp

7: Hosp Séao Vicente; Hosp 8: Hospital Santa Casa.

Entre as 59 amostras que foram toxinas negativas pelo EIE, 36 (10,3%) foram
positivas no teste da PCR para C. difficile (tcdB detectado), e das 26 (7,4%)

amostras anteriormente toxinas positivas no EIE, todas foram confirmadas por PCR

(tcdB detectado) Figura 13. O gene da toxina binaria (cdt detectado) foi observado

em 10 amostras e o presuntivo 027 (delecao tcdC) em duas amostras.
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FIGURA 13 - RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS

[ PR sy ]

Pacientes de 8 y = 266 (75.8%) _
EnstituiBes amostras | GDH nec | NEG—— | 250 (32 3%)

excluidas | . TOX neg ‘ Nio-ICD
3 ou mais episodios : 23 (6.5 %)
de diarrelaem 24 h tcdB neg
Mai 4shd 351 | 59 (16.8%)
Mais que e GDH pos
hospitalizacdo ’ ?mos'tras - TOX P
mcluidas | neg
\ 36(10.3 %)
4% fedB pos * 62 (17.7%)
5 20 147 : ICD
GDH pos ‘ 26 (14“’0}'
TOX pos fedB pos

FONTE: o autor (2020).
Legenda: ICD: infeccdo por C. difficile; EIE: Ensaio imunoenzimatico; GDH: Glutamato

Desidrogenase; TOX: Toxina; PCR: reagdo em cadeia da polimerase; Pos: Positivo; Neg: negativo;

tcdB: gene da toxina B.

Os dados demograficos e as principais caracteristicas clinicas dos pacientes
incluidos no estudo sédo apresentados na Tabela 2. Estes dados foram colhidos até
90 dias antes do dia da coleta de amostra de fezes.

Na analise univariada, idade acima de 65 anos, hospitalizagao prévia, ICD anterior,
outras infecgdes prévias, pacientes colonizados por bacilos Gram-negativos
resistentes aos carbapenens (BGN-CR) e o uso de cefalosporinas foram
relacionados a um maior risco de ICD. O escore de Charlson apresentou um valor
médio de 3,4 (variacdo de 0 a 14) e nao diferiu entre os grupos ICD e nao ICD
(Tabela 2). Na analise multivariada, colonizados por BGN-CR (odds ratio [OR] = 5,3,
p <0,001), hospitalizagdo anterior (OR = 2,8, p = 0,010) e uso de cefalosporina de
amplo espectro (OR = 2,5, p = 0,015 ) ou carbapenens (OR = 2,4, p = 0,019) se

apresentaram como fatores de risco independentes para ICD (Tabela 3).



TABELA 2 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DA POPULAGCAO DO ESTUDO DE

ACORDO COM A INFECGAO POR C. difficile

VARIAVEIS Total ICD Nao ICD P
n=351 (%) n=62 (%) n=289 (%) valor’
DADOS DEMOGRAFICOS
Idade (> 65 anos) 126 (35.9) 0 (48.4) 96 (33.2) 0.020
Sexo, masculino 201 (57.3) 3(53.2) 168 (58.13) 0.740
Hospital Publico 203 (57.8) 0 (64.5) 163 (56.4) 0.240
uTl 110 (31.3) 3(21.0) 97 (33.6) 0.050
Enfermaria Oncologia 129 (36.7) 3 (37.0) 96 (33.2) 0.328
Idade, média (min-max) 59 (18-93) 63 (22-92) 58 (18-93) 0.022
CARACTERISTICAS CLINICAS
Escore Charlson >2 171 (48.7) 28 (45.2) 143 (49.5) 0.317
Hospitalizag&o prévia 210 (59.8) 48 (77.4) 162 (56.1) 0.002
Infecgao prévia C. difficile 7 (2.0) 4(6.4) 3(1.0) 0.006
Outras infeccdes 231 (65.8) 48 (77.4) 183 (63.3) 0.030
Uso de IBP 264 (75.2) 43 (69.4) 221 (76.5) 0.240
Sonda enteral 139 (39.6) 7(27.4) 122 (42.2) 0.020
Cirurgia abdominal prévia 46 (13.1) 6 (9.7) 40 (13.8) 0.260
Colonizado por VRE 30 (8.6) 7 (11.3) 23 (8.0) 0.390
Colonizado por BGN-CR 43 (12.3) 15 (24.2) 28 (9.7) 0.002
Uso de drogas imunossupressoras 164 (46.7) 20 (32.3) 144 (49.8) 0.010
COMORBIDADES
Diabetes mellitus 69 (19.7) 13 (21.0) 56 (19.4) 0.770
Infarto agudo do miocardio prévio 16 (4.6) 1(1.6) 15 (5.2) 0.220
Insuficiéncia cardiaca 39 (11.1) 11(17.7) 28 (9.7) 0.070
Doenga vascular arterial periférica 27 (7.7) 8 (12.9) 19 (6.6) 0.100
Acidente vascular cerebral anterior 39 (11.1) 10 (16.1) 29 (10.0) 0.170
Deméncia 30 (8.5) 10 (16.1) 20 (6.9) 0.020
Doencga pulmonar 44 (12.5) 6 (9.7) 38 (13.1) 0.450
Doenca do tecido conjuntivo 7 (2.0) 0 (0.0) 7(2.4) 0.220
Ulcera gastroduodenal prévia 15 (4.3) 3(4.8) 12 (4.2) 0.810
Doenga hepatica 7 (2.0) 1(1.6) 6 (2.1) 0.810
AVC anterior com hemiplegia 16 (4.6) 4 (6.5) 12 (4.1) 0.430
Doenga Renal 61 (17.4) 6 (9.7) 55 (19.0) 0.080
Tumor solido 44 (12.5) 3(4.8) 41 (14.2) 0.040
Leucemia 68 (19.4) 11 (17.7) 57 (19.7) 0.720
Linfoma 25 (7.1) 5(8.1) 20 (6.9) 0.750
Tumor metastatico 26 (7.4) 7 (11.3) 19 (6.6) 0.200




TABELA 2 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DA POPULACAO DO ESTUDO DE

ACORDO COM A INFECGAO POR C. difficile

(concluséo)

COMORBIDADES Total ICD Nao ICD P
n=351 (%) n=62 (%) n=289 (%) valor’
Infecgéo pelo HIV 35 (10.0) 2(3.2) 33(11.4) 0.050
Outras comorbidades 118 (33.6) 24 (38.7) 94 (32.5) 0.350
Dias hospitalizagdo-mediana (min- 13 (2-222) 12 (2-200) 13 (2-222) 0.406
max)
ANTIBIOTICOS PREVIOS
Cephalosporinas de amplo espectro 210 (59.8) 44 (71.0) 166 (57.4) 0.032
Cefazolina 27 (7.7) 9 (14.5) 18 (6.2) 0.031
Carbapenens 134 (38.2) 29 (46.8) 105 (36.3) 0.120
Penicilina 124 (35.3) 19 (30.6) 105 (36.3) 0.240
Fluoroquinolonas 109 (31.0) 1(33.9) 88 (30.4) 0.600
Sulfametoxazol 102 (29.1) 14 (22.6) 88 (30.4) 0.220
Vancomicina 96 (27.4) 17 (27.4) 79 (27.3) 0.990
Metronidazol 49 (14.0) 1(17.7) 38 (13.1) 0.340
Macrolideos 43 (12.2) 8 (12.9) 35 (12.1) 0.860
Clindamicina 36 (10.2) 6 (9.7) 30 (10.4) 0.540
Aminoglicosideos 23 (6.55) 6 (9.7) 17 (5.9) 0.270
Outros 62 (17.7) 8 (12.9) 54 (18.7) 0.180
Sulfametoxazol + outro 100 (28.5) 14 (22.6) 86 (29.7) 0.163
Carbapenens + vancomicina 65 (18.5) 0 (16.1) 55 (19.0) 0.370
Cefalosporinas + aminoglicosideos 16 (4.5) 2 (3.2) 14 (4.8) 0.440
Polimixina + carbapenens 15 (4.3) 3 (4.8) 12 (4.1) 0.512
Antimicrobianos usados, mediana 3(1-9) 3 (1-6) 3 (1-9) 0.458
(intervalo)
FONTE: o autor (2020).
Legenda: * Qui-quadrado ou teste de Fisher para variaveis categoricas; Valores de p <0,05 foram

considerados significativos. Os dados clinicos e antimicrobianos referem-se a 90 dias antes do dia da
coleta da amostra de fezes. Abreviaturas: ICD: infeccdo por C. difficile; UTI: unidade de terapia
intensiva; VRE enterococos resistentes a vancomicina; BGN-CR: bacilos gram-negativos resistentes a
carbapenens; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; AVC: acidente vascular cerebral, IBP: Inibidor
de bomba de prétons.

Os pacientes apresentaram em média cinco episodios de diarreia por dia por
um periodo médio de 11 dias; essas taxas nao diferiram entre os grupos ICD e nao
ICD. A Tabela 4 mostra as manifestagdes clinicas e laboratoriais no dia da coleta da
amostra e seus desfechos, os quais comparam o ICD com outras causas de diarreia.

A presenca de muco ou sangue nas amostras de fezes foi relacionada ao
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diagnostico de ICD. Um numero maior de pacientes com ICD tiveram diarreia grave

e episddios recorrentes em comparagao aos pacientes sem ICD.

TABELA 3 — ANALISE MULTIVARIADA DOS FATORES ASSOCIADOS A ICD

FATORES OR IC (95%) p
Colonizado por BGN-CR 53 2.2-13.7 < 0.001
Hospitalizagao Prévia 2.8 14-6.2 0.010
Uso de Cefalosporinas amplo espectro 2.5 1.2-52 0.015
Uso de Carbapenens 24 1.2-53 0.019

FONTE: o autor (2020).

Legenda: As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Stata, versao 13 (StataCorp
LP, College Station, TX, EUA. OR: Odds Ratio; ICD: infec¢céo por C. difficile; IC: intervalo de
confianga; BGN-CR: bacilos gram-negativos resistentes a carbapenens.

A terapia empirica para ICD, apds a coleta da amostra, foi iniciada em 46,4%
(163 de 351) dos pacientes até o resultado dos exames. Entre esses pacientes,
21,5% (35 de 163) foram confirmados com ICD e o tratamento antimicrobiano
continuou. Em relagdo aos pacientes com resultados negativos, 37,4% (61 de 163)
interromperam o tratamento antimicrobiano empirico para ICD apds o resultado
negativo para ICD.

Todos os pacientes com ICD receberam terapia antimicrobiana (Tabela 5) e
38 (61,3%) deles interromperam o antimicrobiano causador como parte do
tratamento como sugerido pelas diretrizes internacionais. As terapias primarias
escolhidas foram metronidazol oral (n = 42, 66,1%), vancomicina oral (n = 16,
25,8%) ou vancomicina oral combinada com metronidazol intravenoso (n = 5, 8,1%).
A cura primaria foi alcangada em 52 (83,9%) pacientes, enquanto 10 (16,1%)
morreram com sintomas de diarreia. Onze (17,7%) pacientes necessitaram de
mudanca na terapia para obtencao da cura primaria. O resultado de 60 dias nao foi
avaliado em quatro pacientes (6,5%) por ndo estarem disponivel clinicamente. Entre
os 48 pacientes com desfecho de 60 dias disponivel, 38 (79,2%) apresentaram cura
geral e 10 (20,8%) rICD.
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TABELA 4 - MANIFESTACOES CLINICAS E LABORATORIAIS NO DIA DA COLETA DA AMOSTRA

VARIAVEIS TOTAL ICD NAO-ICD P VALOR’
(N=351) (N=62) (N=289)
Temperatura > 37°C 124 (35.3) 21 (33.9) 103 (35.6) 0.427
Fezes com muco/sangue 57 (16.2) 18 (29.0) 39 (13.5) 0.003
Vomito 58 (16.5) 10 (16.1) 48 (16.6) 0.930
Dor abdominal 98 (27.9) 20 (32.3) 78 (27.0) 0.400
Escore SOFA > 2 168 (47.9) 23 (37.1) 145 (50.2) 0.041
Leucocitose (>15.000 /mm?) 68 (19.4) 17 (27.4) 51 (17.6) 0.059
Creatinina > 1.5 baseline 34 (9.7) 4 (6.4) 30 (10.4) 0.340
Hipoalbuminemia (< 3 g/dL) 44 (12.5) 7 (11.3) 37 (12.8) 0.468
PCR > 10 (mg/L) 140 (39.9) 33 (53.2) 107 (37.0) 0.058
Lactato > 18 (mg/dL) 13 (3.7) 2(3.2) 11 (3.8) 0.823
Diarreia severa 166 (47.3) 40 (64.5) 126 (43.6) 0.002
Duracgao da diarreia (> 30 dias) 81 (23.4) 11 (19.0) 70 (24.3) 0.243
Diarreia recorrente 25 (7.1) 10 (16.1) 15 (5.2) 0.005
Taxa de Mortalidade, 30 dias 88 (25.0) 15 (24.2) 73 (25.2) 0.501

FONTE: o autor (2020)
Legenda: * Teste qui-quadrado ou teste de Fisher para variaveis categodricas. Abreviaturas: PCR:
proteina C reativa; ICD: infec¢do por C. difficile; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment. Os

dados relativos aos sintomas e resultados laboratoriais foram obtidos no dia da coleta das fezes. Os

dados relacionados ao desfecho foram obtidos 60 dias apds a coleta da amostra.

Cinco pacientes com ICD (8%) apresentaram colite grave e necessitaram de
cuidados intensivos. Quatro pacientes (6,4%) morreram devido a sepse abdominal,
incluindo trés casos (4,8%) em que a morte foi provavelmente relacionada a colite.
Um paciente apresentou megacolon, enquanto nenhum dos pacientes necessitou de
cirurgia ou hemodialise devido ao ICD. O desfecho dos pacientes tratados com
metronidazol n&o foi estatisticamente diferente dos tratados com vancomicina. O uso
de vancomicina oral como terapia primaria ou secundaria também néo teve relacao
com o desfecho (p> 0,05).

Nenhuma das condi¢gdes clinicas avaliadas no presente estudo esteve
associada a risco de mortalidade ou recorréncia (p> 0,05) em 30 dias. Além disso, a

presenca de toxina binaria ou delecdo de tcdC nao foi associada a um resultado
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desfavoravel ou recorréncia (p> 0,05). Nenhuma diferenga nos sintomas ou

desfechos foi observada em pacientes com ICD para toxinas detectadas por PCR e

EIE em comparacdo com aqueles s6 com PCR positivo e toxina EIE negativa,

enquanto quando as toxinas foram detectadas por EIE, observou-se maior

probabilidade de recorréncia de ICD (p = 0,010).

TABELA 5- RESULTADO DO TRATAMENTO PARA INFECCAO POR C. difficile

Tratamento Antimicrobiano

Resultado do

tratamento % (n/TP)

Resultado de 60 dias % (n/TP)

i - % Terapia % Cura Cura )
Terapia Primaria ) . Recorréncia | Morte
(n/ICD) Secundaria (n/TP) Inicial Geral
76.2
Nenhum
(32/42)
Metronidazol 67.7 ici 76,5 14.7 19.0
Vancomicima 214 90.5 (38/42)
Oral (42/62) Oral (9/42) (26/34) (5/34) (4/38)
Vancomicina 2.4
Retal (1/42)
95.2
Nenhum
(19/20)
Vancomicina 32.3 70.0 571 35.7 30.0
Vancomicina
Oral (20/62) 4.8 (14/20) (8/14) (5/14) (6/20)
Retal e
o (1/20)
Tigeciclina
Valor p - - 0.33 0.05 0.17 0.10 0.26

FONTE: o autor (2020).

Legenda: n: numero de pacientes; CDI: infeccao por C. difficile; TP: terapia primaria; Terapia

secundaria - quando a terapia primaria precisar ser alterada para alcangar a cura inicial.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo epidemiologico multicéntrico, observou-se uma prevaléncia de
ICD de 17,7% em pacientes com diarreia associada a antimicrobianos. Entre os
pacientes com ICD, houve uma taxa de recorréncia de 20,8%, mortalidade geral em
30 dias de 24,3% e mortalidade relacionada de 4,8%. Pacientes colonizados por
BGN-CR, hospitalizacao prévia e uso de cefalosporina ou carbapenens foram
associados a um maior risco de ICD.

Varios estudos avaliaram a prevaléncia, os fatores de risco e os resultados da
ICD, os quais apresentam frequéncias variaveis entre distintas regides e instituicbes
(CHAKRA et al., 2014). No entanto, os dados epidemioldgicos sobre ICD em paises
em desenvolvimento ainda sio limitados. Uma metanalise recente mostrou que 15%
de todos os casos de diarreia associada a antimicrobianos na Africa, Asia e América
Latina sdao devidos a ICD. Dados que incluem pacientes hospitalizados e
comunitarios relatam taxas mais altas na América Latina e na China (CURCIO et al.,
2019).

No Brasil, os dados sobre o ICD sao limitados a alguns estudos envolvendo
um numero pequeno de amostras e de instituicdes participantes. Estudo recente,
com coleta de amostras durante 4 anos em um hospital universitario, encontrou
31.8% (35/110) de prevaléncia de ICD em pacientes adultos com diarreia associada
a antimicrobianos (CANCADO et al.,, 2018), enquanto nenhum estudo até o
momento analisou o resultado geral ou a frequéncia de rCDI.

O presente estudo esta alinhado com outros realizados no Brasil e na
América Latina em termos de prevaléncia de ICD. Porém, obteve-se um numero
pequeno de amostras testadas e casos de ICD em relagdo a duracédo do estudo,
apesar do numero de instituigdes envolvidas. Os critérios de inclusdo que
restringiram o estudo a ICD hospitalar (diarreia apds 48 horas de internagéo) podem
ter contribuido para o pequeno numero de casos encontrados.

A hospitalizagao prévia, colonizagao por BGN-CR e o uso de cefalosporinas
de amplo espectro e carbapenémicos foram relacionados a um risco maior de ICD.
Todos esses fatores sdo conhecidos por estarem relacionados a disbiose intestinal,
que é um requisito para a multiplicagcdo do C. difficile e produgcdo de toxinas
(CHAKRA et al, 2014; LEFFLER; LAMONT, 2015; LEWIS; PAMER, 2017;
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WATSON et al.,, 2018; CZEPIEL et al, 2019; TRINDADE; DOMINGUES;
FERREIRA, 2019).

O uso dos grupos de antibiéticos mais associados ao ICD (clindamicina e
fluoroquinolonas) nao foram encontrados como fator de risco associada a infecgéo
neste estudo. O pequeno numero de pacientes que fizeram uso de clindamicina
pode ser contribuido a esse achado, outros estudos brasileiros também nao
encontraram associagao entre fluoroquinolonas e ICD (TRINDADE; DOMINGUES;
FERREIRA. 2019). Sdo necessarios estudos com maior inclusdo de pacientes para
confirmar o achado da relagdo da colonizacdo por bacilos Gram-negativos
multirresistentes com um risco aumentado para ICD.

Da mesma forma, o uso de inibidores da bomba de prétons (IBP) n&o foi fator
de risco para ICD. O papel potencial dos IBP como fatores de risco ainda é
controverso; alguns autores consideram esses agentes associados a um risco
aumentado de ICD, especialmente na comunidade, outros consideram essa
associacao inexistente devido a falta de padronizagao quanto a exposicdo aos IBP
relacionando a fatores do paciente, e que quando estas foram ajustadas para
presenca de comorbidades nao se apresentaram como risco (CZEPIEL et al., 2019;
DE ROO; REGENBOGEN, 2020). Outros aspectos demogréficos e fatores de risco
presumidos, como tempo de internagcdo, uso de imunossupressores, cirurgia
abdominal e alimentagao enteral, ndo foram significativamente diferentes entre os
pacientes com ICD e aqueles com diarreia n&o associada a ICD.

Na analise univariada, a idade e a deméncia foram associadas a um maior
risco de ICD, mas nao surgiram como fatores independentes na andlise multivariada.
A associagao da idade dos pacientes >65 anos e ICD foi demonstrada anteriormente
(LEFFLER; LAMONT, 2015; CHAKRA et al., 2014; CZEPIEL et al., 2019) e esta
relacionada a disbiose da microbiota intestinal. Alguns estudos tém mostrado que a
hospitalizacdo reduz ainda mais a diversidade de espécies do microbioma intestinal
(LESSA et al.,, 2015). Alteracbes semelhantes no microbioma foram mostradas em
pacientes com deméncia (ARAOS et al., 2018). Outros fatores que foram
estatisticamente significativos na andlise univariada, mas ndo na analise
multivariada, foram a ocorréncia prévia de ICD e infeccbes. Esses fatores
provavelmente contribuiram para a colonizagao e disbiose por C. difficile, mas nao

foram fatores independentes para ICD.
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Curiosamente, encontramos a menor taxa de ICD em pacientes em unidades
de terapia intensiva e oncologia, que apresentam maior risco de adquirir essa
infeccdo (CZEPIEL et al., 2019). Apesar do risco aumentado de ICD nesses
pacientes, eles também apresentam muitas outras causas n&o infecciosas de
diarreia (ANDREYEYV et al., 2014; TIRLAPUR et al., 2016).

O gene cdt, que codifica a toxina binaria, foi detectado em 16,1% (10/62) das
amostras positivas e a deleg¢ao tcdC que € um marcador de cepa hipervirulenta em
3,2% delas (2/62). Apenas alguns estudos latino-americanos avaliaram a presenca
de cepas hipervirulentas de C. difficile (LOPEZ-URENA et al. 2014; AGUAYO et al.,
2015; CAMACHO-ORTIZ et al.,, 2015; GUALTERO et al.,2017). No Brasil, trés
estudos relataram cepas produtoras de toxina binaria (SILVA et al., 2014; COSTA et
al., 2017; SALDANHA et al., 2020) e apenas um detectou o marcador da cepa
hipervirulenta (PIRES et al., 2018). Ao contrario de relatérios globais anteriores, nao
se encontrou associagao entre a presenga de toxina binaria ou delegao de tcdC com
desfecho grave ou rCDI (RAO; HIGGINS; YOUNGA, et al.,, 2018). Isso pode ser
devido ao pequeno numero de casos de ICD avaliados; um numero maior de
estudos multicéntricos € necessario para suprir essa lacuna. A deteccao de toxinas
por EIE foi previamente associada a resultados desfavoraveis (ORIGUEN et al.,
2018). No entanto, a toxina detectada por EIE no presente estudo foi associada
apenas a recorréncia da infecgao.

Na coorte do presente estudo, 83,8% (52/62) dos pacientes obtiveram cura
primaria, enquanto a escolha do tratamento administrado para ICD nao teve
associagao significativa com o desfecho de 60 dias, porém houve uma tendéncia do
uso de metronidazol (p=0,05) ser melhor ao uso de vancomicina, o que deve ser
confirmado com um numero maior de pacientes, uma vez que em 2018 a Sociedade
Americana de Doencas Infecciosas (IDSA) e Sociedade Americana de
Epidemiologia em Saude (SHEA) (McDONALD et al., 2018) atualizaram seus
protocolos de tratamento sugerindo o uso de vancomicina ou fidaxomicina para os
casos de ICD, deixando o uso de metronidazol para infec¢gdes nao graves apenas
quando a vancomicina nao estiver disponivel ou em pacientes alérgicos.
Metronidazol foi a terapia primaria mais comum. Entre os pacientes tratados com
metronidazol como terapia primaria, 23,8% n&o apresentaram melhora dos
sintomas, e o0 alcance da cura primaria exigiu uma mudanga na terapia para

vancomicina oral isolada ou combinada com metronidazol intravenoso. Apesar disso,
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a terapia inicial com metronidazol oral apresentou maior taxa de melhora dos
sintomas do que a vancomicina oral.

Alguns estudos relataram um menor risco de morte com a terapia com
vancomicina em comparagdo com o metronidazol, sugerindo que a vancomicina
deve ser a primeira escolha de tratamento em ICD (OOIJEVAAR et al., 2018; WANG
et al., 2019). Ainda assim, os dados ndo mostraram nenhuma diferenga na eficacia
entre a vancomicina oral e o metronidazol oral em infecgdes ndo graves (IGARASHI
et al., 2018). Neste estudo, alguns pacientes com ICD complicado foram incluidos, e
metronidazol oral foi a terapia de escolha na maioria desses casos.

Este estudo apresentou algumas limitagdes, incluindo o pequeno numero de
pacientes e, consequentemente, os poucos casos de ICD, o que limitou algumas
analises estatisticas. Atribuimos o pequeno numero de amostras aos nossos rigidos
critérios de inclusdo e dependéncia das equipes de atendimento para solicitagao de
exames laboratoriais para inclusédo de pacientes. Além disso, 0 acompanhamento
em diferentes hospitais limitou o acesso a algumas informag¢des, que foram
revisadas retrospectivamente a partir de prontuarios médicos. No entanto, estes
dados demonstram alta frequéncia de ICD em pacientes hospitalizados de alto risco,
com impacto na mortalidade destes individuos, uma ampla investigacdo desta
infeccdo deve ser realizada buscando a implantagcdo de medidas de controle e
intervengao precoce neste grave evento.

A compreensao adequada da epidemiologia da ICD em paises em
desenvolvimento requer estudos futuros, incluindo um numero maior de casos de
ICD e avaliagdo de caracteristicas como patogénese, recorréncia da infecgao,

viruléncia, resposta ao tratamento e analise do microbioma.
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6 CONCLUSAO

e A prevaléncia da infeccdo por C. difficile em diarreias hospitalares
associadas ao uso de antimicrobianos foi de 17,7 % em oito instituicbes de
Curitiba.

e Fatores que foram associados a um maior risco de ICD foram pacientes
colonizados por BGN-CR, hospitalizacdo prévia e uso de cefalosporinas ou

carbapenens.

e Entre os pacientes com ICD observou-se uma taxa de recorréncia de 20,8%,
mortalidade geral em 30 dias de 24,3% e mortalidade relacionada de 4,8%.
Diarreia severa foi apresentada por 64,5% dos pacientes, 8% dos pacientes
apresentaram colite grave sendo necessario transferéncia para Unidade de
Terapia Intensiva. A cura primaria foi obtida em 83,8% dos pacientes. Nao
houve diferenca significativa avaliando o resultado em 60 dias na terapia com
metronidazol oral ou vancomicina oral para o tratamento da ICD. Toxina B foi
detectada em todos os pacientes com ICD (62), sendo que 10 casos foram
positivos para toxina binaria e destes 2 com provavel dele¢cdo no regulador
negativo da toxina (tdcC). Deteccdo da toxina pelo teste de enzima

imunoensaio (EIE) foi associada a recorréncia da infeccao.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Embora alguns estudos em paises em desenvolvimento tenham relatado a
carga de ICD em pacientes hospitalizados, este é o primeiro estudo envolvendo
varios hospitais multiespecialidades no Brasil, avaliando pacientes sintomaticos e
correlacionando os achados com cura sustentada (geral) e recorréncia de infecgéo.
Destaca-se que tais investigacbes devem ser ampliadas buscando aumentar o
conhecimento sobre o impacto desta infeccdo nos pacientes hospitalizados, entre
estes sdo sugeridos analisar a epidemiologia na populagao infantil da infecgao por
Clostridioides difficile em pacientes internados com diarreia associada a
antimicrobianos, avaliar os algoritmos de diagnostico usando métodos enzimaticos
para detecgao de GDH, toxina A e B, cultura e métodos de biologia molecular quanto
a acuracia e relagao custo-beneficio para implantacdo no Complexo do Hospital de
Clinicas-CHC e caracterizar as cepas de C. difficile isoladas em cultura quanto a
sensibilidade a antimicrobianos, producdo de toxinas, presenga de fatores de

viruléncia e genes de resisténcia a antimicrobianos.
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Clostridioides (Clostridium) difficile is the main etiology underlying antibiotic-associated diarrhea (AAD).
Still, few Brazilian data are available on this infection. The aims of this multicenter study were to identify
the prevalence, clinical characteristics, and outcomes of C. difficile infection (CDI) in patients with anti-
biotic associated diarrhea at eight hospitals in Curitiba, southern Brazil, during the years 2017—2019.
Stool samples were tested using enzyme immunoassay for glutamate dehydrogenase antigen (GDH) and
A/B toxins. Positive GDH samples were further evaluated by real-time polymerase chain reaction (PCR)
for the presence of genes encoding toxin B (tcdB), binary toxin (cdt), and marker of hypervirulent
C. difficile strain (tcdC deletion). The prevalence of CDI in 351 patients with AAD included in the study was
17.7% (n = 62). Among the CDI cases, tcdB was positive in all 62 stool samples, while cdt was positive in 10
samples, and tcdC deletion was positive in only two. Carriage of carbapenem-resistant Gram-negative
bacilli, previous hospitalization, and use of broad-spectrum cephalosporin and carbapenem were asso-
ciated with CDI. Among patients with CDI, 64.5% presented with severe diarrhea, and 8% (5/62) pro-
gressed with colitis and required intensive care. The 30-day mortality was 24% (15/62), and the CDI-
associated mortality was 4.8% (3/62). Overall, 83.8% (52/62) of the patients achieved primary cure, and
20.8% of the evaluated patients (10/48) presented CDI recurrence. The treatment administered was not
significantly associated with the 60-day recurrence or mortality. In conclusion, we reported in this study
data of prevalence and recurrence rates of CDI in patients with AAD and evaluated the number of severe
cases and infection-related mortality, which were up to now unknown in Southern Brazilian hospitals.

© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Estudo da prevaléncia e de estratégias de diagnosticos da

infeccao por Clostridioides difficile
Nome da Pesquisadora Principal ou Orientadora: Keite da Silva Nogueira
Nome dos Pesquisadores assistentes: Adriane Ceschin Maestri, Hugo Manuel

Paz Morales, Alexandre Westephal Losso, Leonardo Filipetto Ferrari.

> Natureza da pesquisa: o (a) Sr.(a)

que esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa que tem como finalidade
avaliar dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais de diarreia infecciosa em
criangas atendidas em hospitais de Curitiba.

> Participantes da pesquisa: Os pacientes atendidos nos hospitais de Curitiba
participantes da pesquisa com diarreia (3 ou mais evacuagdes ndo formadas) e que
tenham usado antibiético ha menos que 90 dias ou terem feito quimioterapia ha
menos que 30 dias.

> Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o Sr (a) permitira que o
(a) pesquisador (a) colete duas amostras de fezes e utilize os dados do
internamento do menor contidos no prontuario (registro médico) e dados referentes
aos exames realizados no laboratorio de microbiologia. O (a) Sr (a) tem liberdade de
se recusar a autorizar a participagdo do menor e ainda se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para o (a) Sr (a).
Sempre que quiser podera pedir mais informagdes sobre a pesquisa através do
telefone do (a) pesquisador (a) do projeto e, se necessario através do telefone do
Comité de Etica em Pesquisa. O menor ndo sera identificado nominalmente, e em
nenhum momento da pesquisa ou da divulgagao dos dados da pesquisa esse sigilo

sera quebrado, n&o colocando em risco sua identidade.
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Riscos e desconforto: a participagao nesta pesquisa podera trazer desconforto
no momento da coleta das fezes. Os procedimentos adotados nesta pesquisa
obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme
Resolugcao no. 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. Nenhum dos
procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade. Para minimizar um possivel
desconforto no momento da coleta da amostra, sera fornecido utensilio
préprio(comadre)onde tornara a coleta da amostra mais confortavel e esta sera feita
pela pessoa responsavel pelo menor ou pela equipe da enfermagem nao causando
assim nenhum constrangimento.

Confidencialidade: todas as informagdes coletadas neste estudo séo
estritamente confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e o (a) orientador (a) teréo
conhecimento dos dados.

Beneficios: ao participar desta pesquisa o (a) Sr (a) tera a disposicdo exames
que poderao ajudar o médico assistente a identificar a causa da diarreia.

Ressarcimento e Indenizagao: Caso ocorra qualquer despesa decorrente a
participacdo na pesquisa, tais como transporte, alimentagao entre outros, bem como
a meu acompanhante (se for o caso), havera ressarcimento dos valores gastos em
dinheiro. De igual maneira caso ocorra algum dano decorrente da minha
participacédo no estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei. O
participante da pesquisa recebera assisténcia integral e imediata, de forma gratuita
(pelo patrocinador), pelo tempo que for necessario em caso de danos
comprovadamente decorrentes da pesquisa

Ap0os estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre
para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se
seguem.

Obs.: Nao assine esse termo se ainda tiver duvida a respeito.
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e
esclarecida, manifesto meu consentimento em participar da pesquisa. Declaro que
recebi copia deste termo de consentimento, e autorizo a realizagao da pesquisa € a

divulgacéo dos dados obtidos neste estudo.

Nome do Responsavel Legal do Participante da Pesquisa

Assinatura do Responsavel Legal do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador

Pesquisador principal: KEITE DA SILVA NOGUEIRA (41) 999003513. Demais
pesquisadores: ADRIANE CESCHIN MAESTRI (41) 99187-2220, HUGO MANUEL
PAZ MORALES (41) 998367100, LEONARDO FILIPETTO FERRARI
(41)999349566, ALEXANDRE WESTEPHAL LOSSO (41) 999190941.



APENDICE 3 - FICHA PARA INCLUSAO NO ESTUDO

Projeto “ Estudo da prevaléncia e de estratégias de diagnésticos da
infeccao por Clostridium difficile”

Instituicdo:

Paciente:

ID Paciente Unidade

Idade Sexo

Data internamento Data e hora da coleta

Dados Clinicos (critérios de inclusdo/excluséo):

1. Paciente apresentou diarreia (mais de 3 episddios ( )Sim  ( )Nao
em 24h)

2. Paciente internado a 48h ou mais ( )Sim  ( )Nao

3. Paciente apresenta diarreia crénica ()Sim ( )Nao

4. Uso de antibioticos nos ultimos 90 dias

5. Uso de imunossupressores, quimioterapia ou ( )Sim  ( )Néo
radioterapia nos ultimos 30 dias

6. Internamento com outro paciente portador de ( )Sim ( )Nao
diarreia por Clostridium difficile

7. Presenca de lleostomia, colostomia ou ressecgéo ( )Sim ( )Nao
colénica maior do que a hemicolectomia;

8. Obstrucéo/ suboclusio intestinal; ( )Sim ( )Nao

9. Sangramento ou hemorragia intestinal grave; ( )Sim ( )Nao

10. Paciente em uso de laxante ( )Sim  ( )Néao

Responsavel:

Email ou telefone para envio do Laudo:

Enviar para:

Keite Nogueira ou Adriane Ceschin

Laboratorio de Bacteriologia — ULAC-CHC-UFPR

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gloria — Curitiba -PR.

A Importante: Coletar em frasco estéril sem meio de transporte e manter em geladeira até
envio ao laboratério.

Enviar a amostra em caixa com gelo ao laboratério de Bacteriologia do CHC-UFPR em no
maximo 24 horas.
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APENDICE 4 - DADOS CLINICOS

Projeto “ Estudo da prevaléncia e de estratégias de diagnésticos da
infecgdo por Clostridium difficile”

No. Ficha

AVALIAGAO DEMOGRAFICA

Data da avaliagao / / Hospital:

Nome do paciente:

Registro do paciente: Data Nascimento: / /
Idade: Sexo: ()M ( )F Telefone / Celular:
Data da internagéo: / / Data da alta: / /

Unidade de internagdo: ( ) enfermaria ( )UTI Se UTI, APACHE Il de admisséao:

Unidade de Internagdo do dia do Diagnéstico:

N° do quarto/enfermaria:

FATORES DE RISCO

Fator de risco até o momento do diagndstico
Internagdo nos ultimos 90 dias ( )sim ( )néo
Instituicdo de longa permanéncia ( )sim ( )ndo

Outras infecgdes nos Ultimos 90 dias ( )sim ( )ndo Sitios?

Ranitidina / omeprazol nos ultimos 7 dias? ( )sim ( )ndo Qual?

AINE ( )sim ( )ndo Qual?

Dieta via sonda enteral? ( )sim ( )nao

Cirurgia abdominal nos ultimos 90 dias ( )sim ( )ndo Qual?

Historia prévia de C. diffile? ( )sim ( )ndo Quando?

Colonizado por bactériaMR ( )sim ( )ndo Qual?

Creatinina da internagio: Hemodialise ( )sim ( )ndo

Imunosupressor () sim ( )ndo Quais?
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CARACTERISTICAS CLINICAS

Todos os dados deverio ser do dia do inicio da diarreia

Data de inicio da diarreia __/_ /  Data de término da diarreia ___ /[
N° episédios pordia: Presenga de muco ou sangue ( )sim () ndo
Vémitos ( )sim ( )néo Dor abdominal ( )sim ( )néo

Temperatura max: Leucdcitos: Neutréfilos (%):
Bastdes (%): Plaquetas: Creatinina:
Albumina: PCR: Lactato:

ANTIBIOTICOS

Antibidticos prévios nos ultimos 90 dias (nome, posologia, dias de tratamento):

Tratamento:

() Metronidazol VO Dose: _ Datadeinicio___/ /  Datadetérmino __ / [/
() Metronidazol EV Dose: ___ Datadeinicio___/ /  Datadetérmino__/__/
( ) VancomicinaVO Dose: _ Datadeinicio___/ /  Datadetérmino __/ [/
() Vancomicinaretal Dose: _ Datadeinicio___/ /  Datadetérmino__ [/ [/
( )outros:

() Sem tratamento para C.difficile

Continuou com ATB prévio (qual? até qual data?)
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EVOLUGAO

Necessidade de cirurgia pela colite (  )sim ( ) ndo Qual?

Admissdoem UTI () sim ( ) néo Se sim, APACHE:
Necessidade de IOT ( )sim ( ) ndo Choque (droga vasoativa) ( )sim ( )né&o
Necessidade de hemodidlise ( )sim ( ) ndo lleo paralitico ( )sim ( )n3o

Megacolon téxico () sim ( ) ndo Cm de dilatagdo:

Colonoscopia: () sim ( ) ndo Laudo:

Tomografia de abdome: ( )sim ( ) ndo Laudo:

DESFECHO

Resposta ao final do tratamento Data ao final do tratamento: /!

() Resolugdo sintomas ( )reposta parcial ( )semresposta ( ) piora

Recidiva? ( )sim ( )ndo Quantos dias apés tratamento?

Obito em 30 dias? ( )sim ( )ndo Motivo do ébito ?

Data 6bito: / /

Outras observagdes

Responsavel pelo preenchimento:




ESCORE DE CHARLSON DO DIA DA INTERNAGAO

Comorbidade S/IN | Escore

DM (1)
Infarto do miocardio (1)
Insuficiéncia Cardiaca
Congestiva (1)
Doenca Vascular Periférica (1)
Doenca Cerebrovascular (1)
Deméncia (1)
Doenga Pulmonar Crénica (1)
Doencga do Tecido Conjuntivo
(1)
Ulcera (1)
Doenca Hepatica leve (1)
Hemiplegia (2)
Doenc¢a Renal moderada ou

| grave (2)
DM com lesdo de érgéo (2)
Tumor solido sem metastase
(2)
Leucemia (2)
Linfoma (2)
Doenca Hepética moderada ou
severa (3)
Tumor sélido metastatico/
Neoplasia (6)
HIV/AIDS (6)
Qutros ( )*
TOTAL

*Quais:

SOFA SCORE DO DIA DO INIiCIO DA DIARREIA

O pior na data de inicio da diarreia

FiO2 (%)

PaO2

Ventilagdo mecénica (s/n)

Bilirrubina (mg/dL)

Glasgow

Pressao Arterial Média (mmHg)

Droga vasoativa (dopamina e/ou
noradrenalina?; Quanto?)

Creatinina (mg/dL)

Diurese (mL/dia)

TOTAL
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APENDICE 5 - ORIENTAGOES SOBRE O ESTUDO

o B 2 \Plae: o EBSERH roacse EEIBRASIL

INVESTIGACAO ETIOLOGICA DE
DIARREIA AGUDA RELACIONADA A
ASSISTENCIA A SAUDE

Critérios de inclusdo (preencher os 3): Critérios de exclus3o:

1) = 18 anos. Presenca de ileostomia, colostomia
ou resseccao coloénia maior do que a

2 evac oes de fezes nao 5 b
) 2 3 acung tezes hao hemicolectomia

formadas em 24 horas,

3) Estar internado na Instituicao
Participante Obstrugio / suboclusio intestinal

E presenca de pelo menos um dos Sangramento ou hemorragia
seguintes critérios abaixo: intestinal grave

» Uso de antibiéticos nos ultimos 90
dias o .
*Uso de imunossupressores, Diarreia crénica
uimioterapia ou radioterapia nos
ultimos 30 dias
* Internamento por mais de 48 horas Uso de laxantes/enema nas Gltimas
no mesmo quarto ou espaco fisico 48 hrs
junto com outro paciente portador de
diarreia por Clostridium difficile
+ 48 horas de internamento

Orientar coleta do material em um pote estéril sem meio de transporte.

Armazenar em geladeira e enviar com gelo em até 24 horas ao
Laboratorio do Hospital de Clinicas - Rua Padre Camargo, 280, Setor
de Bacteriologia - fone: 3360-7975.
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ANEXO 1- TERMO DE APROVAGAO NO COMITE DE ETICA

UFPR - HOSPITAL DE
CLINICAS DA UNIVERSIDADE Wﬂp
FEDERAL DO PARANA -

CEP/HC/UFPR
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Estudo da prevaléncia e de estratégias de diagnosticos da infeccdo por Clostridium
difficile
Pesquisador: Adriane Ceschin Maestri
Area Tematica:
Versido: 2
CAAE: 59027716.5.1001.0096

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.919.837

Apresentagio do Projeto:

O estudo proposto & um estudo clinico laboratorial, com finalidade de obter dados epidemiolégicos e
também uma melhoria no diagndstico da infecgdo por C. difficile

Objetive da Pesquisa:

Determinac&o da incidéncia da Infecgdo por C. difficile no hospital e melhora no diagnéstico dessa infeccéo,

estabelecendo um método com bom custo-beneficio visando otimizar o tratamento e reduzir a disseminagdo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Devidamente apresentados

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pendéncias atendidas pelo pesquisador conforme solicitado por este CEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Devidamente apresentados

Recomendagdes:

E obrigatorio trazer ao CEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi aprovadao,
para assinatura e rubrica. Apos, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o

Endereco: Rua Gal. Camneiro, 181

Bairro: Alto da Gldria CEP: 30.060-800
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br

Pagina 01 de 03
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UFPR - HOSPITAL DE .
CLINICAS DA UNIVERSIDADE Qm"‘m
FEDERAL DO PARANA -

CEPHC/UFPR

Confinuagio do Parecer: 1.919.837

pesqguisador e uma para o participante da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pendéncias devidamente atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HG-UFPR, de acordo com as
atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta
-se pela aprovacédo do projeto conforme proposto para inicio da Pesquisa. Solicitamos que sejam
apresentados a este CEP, relatdérios semestrais sobre o andamento da pesquisa, bem como informacdes
relativas as modificactes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos conhecimentos obtidos.
Manter os documentos da pesquisa arguivado.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatérios semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente 3 pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 723527 pdf 20:51:03
Recurso Anexado parecer.pdf 19/10/2016 | Adriane Ceschin Aceito
pelo Pesquisador 20:49:29 | Maestn
Declaracéo de termo_de_compromisso.pdf 26/06/2016 | Adriane Ceschin Aceito
Pesquisadores 18:58:55 [Maestn
Declaracdo de resultado_publico.pdf 26/06/2016 | Adriane Ceschin Aceito
Pesquisadores 18:56:14 [ Maestn
Declaracdo de uso_especifico.pdf 26/06/2016 |Adriane Ceschin Aceito
Pesquisadores 18:55:50 [ Maestn
Declaracdo de confidencialidade pdf 26/06/2016 |Adriane Ceschin Aceito
Pesqguisadores 18:55.18 | Maestri
Declaracdo de curriculum_lattes_pdf 26/06/2016 |Adriane Ceschin Aceito
Pesquisadores 18:50:33 [ Maestri
Declaracdo de termo_responsabilidade_pesquisadores.| 26/06/2016 |Adriane Ceschin Aceito
Pesquisadores pdf 18:49:00 [ Maestri
Brochura Pesquisa |pesquisa.docx 04/06/2016 |Adriane Ceschin Aceito

17:48:57 [ Maestri
Declaracdo do patrocinador_ pdf 04/06/2016 |Adriane Ceschin Aceito

Enderego: Rua Gal. Cameiro, 181

Bairro: Alto da Gloria CEP: 80.060-900
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br

Pagina 02 d= 03
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~UFPR - HOSPITAL DE
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA -
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o ™

Patrocinador patrocinador. pdf 17:36:54 | Maestri Aceito

Orcamento 04/06/2016 | Adriane Ceschin Aceito
17:18:13 | Maestri

Cronograma cronograma_pdf 04/06/2016 | Adriane Ceschin Aceito
17:00:42 | Maestri

TCLE / Termos de 04/06/2016 |Adriane Ceschin Aceito

Assentimento / 09:39:36 | Maestri

Justificativa de

Auséncia

Qutros orientador.pdf 04/06/2016 | Adriane Ceschin Aceito
09:10:08 | Maestri

Declaracdo de 04/06/2016 | Adriane Ceschin Aceito

Manuseio Material 09:07:53 |Maestri

Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Projeto Detalhado / |projetoCEP.doc 04/06/2016 |Adnane Ceschin Aceito

Brochura 09:07:31 Maestri

Investigador

Declaracdo de comp_pesquisadores. pdf 04/06/2016 | Adriane Ceschin Aceito

Pesquisadores 08:56:51 Maestri

Declaragao de 04/06/2016 |Adnane Ceschin Aceito

Instituicdo e 08:53:14 | Maestri

Infraestrutura

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 04/06/2016 | Adriane Ceschin Aceito
08:49:54 | Maestri

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

Nao

CURITIBA, 14 de Fevereiro de 2017

Assinado por:

Renato Tambara Filho

(Coordenador)
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ANEXO 2- PROJETO FINANCIADO PELA FUNDAGAO ARAUCARIA

Projeto PPSUS - EFP_00012729
Dados do Edital

Tipo do fomento Sigla do Edital

Fomento PPSUS EFD_00000115

Nome do Edital

Programa Pesquisa para o Sistema Unico de Salide: Gestdo Compartilhada em Salide PPSUS Edi¢io 2015 Fundacio Araucéria-
PR / SESA-PR / MS-Decit/ CNPq

Dados do Projeto

Sigla do Projeto
EFP_00012729

Titulo
Estudo da prevaléncia e de estratégias de diagnoésticos da infecgdo por Clostridium difficile
Modalidade de Gestao Setor de aplicagdo da Pesquisa

Estudo Multic&ntrico Desenvolvimento conceitual ou metodoldgico



