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“O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano.”

Isaac Newton (1643 — 1727)



RESUMO

Introducdo: a infecgdo pelo Clostridioides difficile (ICD) é a principal causa de
diarreia associada a cuidados de saude. O surgimento de estirpes hipervirulentas a
partir dos anos 2000 em paises desenvolvidos foi responsavel pelo aumento da
incidéncia, da gravidade e da mortalidade relacionada a infecgdo e motivou estudos
de vigilancia, visando melhor controle e manejo dessa afecg¢ao. Objetivos: avaliar o
perfil evolutivo da ICD no que tange seus critérios de gravidade, recorréncia, tempo
de internagdao hospitalar e 6bito e, caracterizar seus ribotipos (RT). Pacientes e
métodos: foram incluidos 65 pacientes com ICD confirmada por meio de testes de
deteccdo das toxinas A e B ou cultura toxigénica e feita pesquisa do gene produtor
de toxina binaria nas amostras de fezes. A ribotipagem foi realizada em 44 estirpes
bacterianas. Os pacientes foram avaliados em relacdo aos aspectos demograficos,
clinicos, laboratoriais e em relagdo aos critérios de gravidade. Resultados: 34
pacientes eram do sexo masculino e 31 do sexo feminino. A mediana de idade foi de
59 (20 — 87) anos. Ocorreram 16 obitos (24,6%) durante o periodo de internagdo. A
mediana do indice de comorbidades de Charlson (ICC) foi de 4 (0 -15) e a
pontuacédo = 8 esteve presente em 11 pacientes (16,9%). Dentre as comorbidades,
as doencas neoplasicas foram as mais prevalentes e estiveram presentes em 29
pacientes (44,6%) e as doencas cardiovasculares em 23 (35,4%). Quatorze
pacientes (21,5%) haviam sido submetidos a transplantes previamente e, apenas um
paciente ndo fez uso antibidticos (ATB) nos trés meses que antecederam o
diagnodstico. A recorréncia esteve associada ao ICC > 7 (OR = 24,52, IC 95% 1,67 —
360,22). O maior periodo de internagdo hospitalar esteve relacionado aos multiplos
cursos de ATB (OR = 1,64, IC 95% 1,29 — 1,82) e a necessidade de nutricdo enteral
(OR = 1,66, IC 95% 1,36 — 1,82). O periodo de internagdo entre o diagnostico da
ICD e a alta foi maior entre os pacientes que fizeram uso de multiplos cursos de ATB
(OR =1,58, IC 95% 1,13 — 1,80), inicio de novo antibiético apds o diagnostico (OR =
1,75, 1IC 95% 1,48 — 1,88) e internacdo em terapia intensiva (OR = 1,57, IC 95% 1,18
— 1,78). O escore de ATLAS (OR = 1,76, IC 95% 1,08 — 2,86) e a ndo melhora da
diarreia (OR = 1,08, IC 95% 1,008 — 1,747) estiveram relacionados a maior

mortalidade. Foram identificadas 8 estirpes produtoras de toxina binaria. O ribotipo



mais prevalente foi o 106 (43,2%), seguido pelo 014/020 (9,1%), sendo identificados
20 ribotipos diferentes. O RT 027 nao foi isolado. A presenca da toxina binaria e os
ribotipos ndo se relacionaram com desfechos estudados. Conclusdo: ICD esteve
presente em amostra de pacientes mais complexos, portadores de doencas mais
graves. Foram identificados fatores associados a maior chance de morte, maior
periodo de internacao hospitalar e recorréncia. Foi observada uma diversidade de
ribotipos, ainda que o RT 106 tenha sido mais prevalente. A presenga da toxina

binaria e as estirpes de C. difficile nao se relacionaram aos desfechos estudados.

Palavras-chave: Infecgao por Clostridioides difficile. Ribotipos. Escore de gravidade
ATLAS. Recorréncia. Mortalidade.



ABSTRACT

Introduction: Clostridioides difficile infection (CDI) is the main cause of health care-
associated diarrhea. The emergency of hypervirulent strains since the 2000s in
developed countries has been responsible for the increasing incidence, severity and
mortality related to the infection and has motivated the surveillance studies, aiming
for better control and management of this disease. Objectives: assess the CDI

evolutionary profile and characterize its ribotypes. Patients and methods: 65 patients

whose diagnosis was confirmed by testing for toxins A and B and toxigenic culture
performed in stool specimens were included. 44 bacterial strains were subjected to
ribotyping and binary toxin gene search by the polymerase chain reaction. The
patients were characterized in relation to demographics, clinical, laboratory aspects
and severity criteria. Results: 34 patients were male and 31 were female. The age
median was 59 (20-87) years old. There were 16 (24,6%) deaths during the period of
hospitalization. The median of the Charlson Comorbidity Index was 4 (0-15). The
score greater or equal to 8 was present in 16,9% of the sample (11 patients). Among
the comborbities, the neoplasms were the most prevalent, present in 29 patients
(44.6%), followed by cardiovascular diseases, in 23 patients (35.4%). Fourteen
patients had been transplanted and only one patient had not been treated with
antibiotics in the three months preceding the diagnosis. Recurrence was associated
with the Charlson Comorbidity Index > 7 (OR = 24.52; IC 95% 1.67 — 360.22). The
longer length of hospitalization was related to multiple antibiotics treatments (OR =
1.64; 1IC 95% 1.29 — 1.82) and to the need for enteral nutrition (OR = 1.66; IC 95%
1.36 — 1.82). The period of hospitalization between the CDI diagnosis and the
hospital discharge was longer among the patients with multiple antibiotic treatments
(OR =1.58; IC 95% 1.13 — 1.80), new antibiotic after diagnosis (OR = 1.75; IC 95%
1.48 — 1.88) and need of intensive care unit (OR = 1.57; IC 95% 1.18 — 1.78). The
ATLAS score (OR = 1.76; Cl 95% 1.08 — 2.86) and the non improvement of the
diarrhea (OR = 1.08; Cl 95% 1.008 — 1.747) were related to a higher mortality. Eight
binary toxin positive strains were identified. The most common ribotype (RT) was the
106 (43.2%), followed by 014/020 (9.1%), with 20 different ribotypes being identified.
RT027 has not been isolated. The identification of the binary toxin and the type of C.



difficile did not correlate with the studied outcomes. Conclusion: CDI was present in
the samples of complex patients and carriers of severe diseases. Factors associated
with a higher chance of death, longer hospitalization and recurrence were identified.
A higher diversity of ribotypes was observed, although the RT106 was the most
prevalent. The identification of the binary toxin and the type of C. difficile did not

correlationate with the studied outcomes.

Keywords: Clostridioides difficile. Ribotypes. ATLAS score. Recurrence. Mortality.
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1.  INTRODUGAO E ANTECEDENTES CIENTIFICOS

1.1 Histoéria e epidemiologia geral

O Clostridioides (Clostridium) difficile € um bacilo Gram-positivo, anaeroébio
obrigatério, formador de esporos, pertencente ao filo Firmicutes, cujas toxinas
causam doenga gastrointestinal, que varia desde diarreia leve até quadros de colite
pseudomembranosa, podendo ainda evoluir sob a forma de megacdlon téxico e
levar ao 6bito. Descrito pela primeira vez em 1935 por Hall e O'Toole, depois de ter
sido identificado na microbiota intestinal de recém-nascidos sadios, inicialmente, foi
denominado de Bacillus difficilis, isto porque seu cultivo era dificultoso.’ Somente em
1978, quando estudado por Bartlett, entdo denominado de Clostridium difficile,
verificou-se que era o responsavel pela producao da citotoxina encontrada nas fezes
de pacientes com colite pseudomembranosa associada ao uso de antibidticos.? Mais
recentemente, a partir da realizagdo da analise genética da molécula 16S do acido
ribonucleico ribossémico mensageiro (RNAm), foi reclassificado em novo género e
passou a ser denominado de Clostridioides difficille.’

A despeito do aspecto dindmico de sua epidemiologia, ao longo das ultimas
décadas, a infecgao pelo C. difficile passou a ser reconhecida como a principal
causa bacteriana de diarreia associada a antibioticoterapia e patégeno nosocomial
de grande importancia epidemiolégica, relacionado a morbimortalidade crescente em
diversos paises.* Nos Estados Unidos da América (EUA), nos anos 90, a incidéncia
dessa afeccédo permaneceu estavel, tendo sido registrados cerca de 30-40 casos por
100.000 individuos por ano. Em 2001, esse numero aumentou para 50 e, em 2005,
para 84 casos por 100.000 individuos.>® Segundo dados do sistema de vigilancia
do Programa de Infecgbes Emergentes do Center for Disease Control and
Prevention (CDC) dos EUA, em 2011, a incidéncia atingiu 147,2 casos por 100.000.”
Este aumento aconteceu de modo concomitante com a gravidade das infecgdes,
culminando com aumento da mortalidade associada a esta infeccao.

Em estudo realizado em Quebec, Canada, foi evidenciado que a taxa de infecgao
pelo C. difficile aumentou de 65,6/100.000 individuos no ano de 1991 para
156,3/100.000 individuos em 2003 e foi acompanhada pelo aumento da taxa de

complicagdes (megacélon, perfuracdo intestinal, necessidade de colectomia e
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choque), de 7,1% para 18,2% (p<0,001). Neste mesmo estudo, ainda foi relatado
aumento da mortalidade em 30 dias de 4,7% para 13,8% (p<0,001).% Essa elevacéo
do numero de casos registrados esteve associada, sobretudo, ao uso, muitas vezes
indiscriminado, de drogas antimicrobianas (principal fator de risco para essa
infeccdo), ainda que, notadamente, ocorreram avancgos cientificos que permitiram a
utilizagao de métodos diagndsticos mais acurados para o seu diagnostico.

Nas duas ultimas décadas, foram registrados também surtos de estirpes mais
virulentas, com destaque para o ribotipo (RT) 027, verificados em paises
desenvolvidos.® A disseminacdo desta cepa hipervirulenta, denominada North
American pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) type 1, PCR-ribotype 27
(NAP1/027) na América do Norte e Europa foi apontada como fator mais relevante
para alteracdo do comportamento epidemiolégico da doenga, assim como o perfil
evolutivo da infeccdo, a partir dos anos 2000. O RT 027 apresenta como fator
patogénico mais importante, a maior capacidade de produgéo de toxinas (numero 16
vezes maior para producédo de toxina A e 23 vezes maior para toxina B), quando
comparado com outras estirpes. Possui também a propriedade de sintetizar a toxina
binaria e esta relacionada & maior resisténcia a acdo das fluorquinolonas.'® "’

Mais recentemente, estudos epidemioldgicos que analisaram a expressao fenotipica
do C. difficile, verificaram reducao no numero de casos de infec¢des relacionadas ao
ribotipo 027 na América do Norte. Enquanto taxas de incidéncia proximas de 40%,
tanto nos EUA quanto no Canada, vinham sendo registradas entre 2009 e 2011,
estes numeros reduziram para 18% e 24%, respectivamente, entre 2012 e 2015 (p<
0,001). Concomitante, foi observado aumento do numero de casos relacionados aos
ribotipos 014/20 e 106 em ambos o0s paises, sabidamente estirpes néo
hipervirulentas.'> " A despeito disso, atualmente, o C. difficile continua sendo o
patdbgeno mais comum associado a infecgées nosocomiais nos EUA, responsavel
por 15% de todas as infeccdes hospitalares.’ Na Inglaterra, foi observado queda de
55% para 21% nas taxas de incidéncia desta estirpe entre 2007 e 2010, coincidindo
com reducdo na incidéncia e na mortalidade da ICD. Tal fendbmeno foi atribuido a
medidas adotadas pelo sistema de saude neste pais, com desataque para controle

rigoroso do uso de fluorquinolonas.™ '®
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No leste europeu, houve registro do aumento do numero de casos relacionados ao
RT 027 no ano de 2015, diferentemente de outras regides do continente, onde as
taxas de incidéncia permaneceram estaveis.'?> Nao obstante, tem sido observado
emergéncia de outras estirpes de maior viruléncia, incluindo os ribotipos 078
(restriction endonuclease analysis do grupo BK) e 244 (REA do grupo AF).

O RT 244 foi descrito inicialmente na Australia em 2011 e, assim como os RT 027 e
078, também produz toxinas A, B e binaria, o que gera infecgdes mais graves e
maior mortalidade. E, portanto, estirpe hipervirulenta e, sob o ponto de vista
filogenético, pertence ao mesmo clado do RT 027. Entretanto, diferentemente desta
estirpe, € susceptivel ao moxifloxacino, o que sugere a presenga de um outro
mecanismo de selecdo e emergéncia de cepa hipervirulenta nao relacionado a
resisténcia a fluorquinolonas.'” '8

Na América Latina, os dados epidemiolégicos sobre a ICD sao escassos, pois
existem limitagcbes nos sistemas de vigilancia e a disponibilidade de suporte
laboratorial adequado também é reduzida. O primeiro relato de infecgao pela estirpe
hipervirulenta RT 027 no continente ocorreu em 2009, em meio a um surto
infeccioso em um hospital da Costa Rica. Quase metade das infec¢des (45%) foi
secundaria a esta estirpe e tinha capacidade de produzir toxinas A e B e toxina
binaria. Além disso, foi constatada a delegcdo do gene tcdC e alta resisténcia a
fluorquinolonas e clindamicina.'® Em estudo posterior, realizado no mesmo pais, no
qual foram analisadas amostras de 68 pacientes internados por diarreia entre 2010
e 2012, sem registro de surtos no periodo, o RT 027 nao foi encontrado. As estirpes
predominantes passaram a ser o RT 017 e uma variante local, o RT 012, que
também apresentavam alta resisténcia a fluorquinolonas e clindamicina, o que
reforca o conceito da caracteristica dindmica da epidemiologia da I1CD.%
Posteriormente, outros paises da América Latina também notificaram a ocorréncia
de infecgédo pelo RT 027, como Chile, Panama, Honduras e México, o que gerou
alerta para a necessidade de maior vigilancia na prevencdo da disseminagao de
cepas hipervirulentas.?"*

No Brasil, ndo existem dados robustos para avaliar incidéncia da ICD de modo mais
preciso e os estudos apresentam vieses metodoldgicos no que tange o diagnéstico
da ICD.?* Balassiano et al., em 2009, reportaram taxa de 28,5% (6/21) de ICD em

amostras fecais de pacientes imunossuprimidos submetidos a antibioticoterapia de
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amplo espectro em um hospital no Rio de Janeiro. Os ribotipos encontrados foram
014 e 106, ambos sensiveis a metronidazol e resistentes a ciprofloxacino. Foi o
primeiro relato da presenga do ribotipo 106 no Brasil, comumente descrito em
estudos mais recentes realizados no Reino Unido.?® Em outra publicagdo do mesmo
grupo em 2011, foi relatada taxa de 27,1% (19 entre 70 pacientes internados e
imunossuprimidos) de ICD e a bactéria foi isolada em apenas 8 amostras para
realizacéo da ribotipagem. Foram identificados 4 ribotipos diferentes (133, 233, 020,
010). A metade referia-se ao RT 133. Todos eram sensiveis a metronidazol,
vancomicina e moxifloxacino e resistentes a ciprofloxacino, levofloxacino e
clindamicina.?®

Em estudos realizados na Universidade Federal de Minas Gerais também foi
evidenciada diversidade de ribotipos, contudo também foram identificadas estirpes
que produziam toxina binaria, em amostras de fezes coletadas entre 2008 e 2017.
Os RT 014/020 e RT106 perfaziam 20,5% da amostra, cada. Os outros ribotipos
encontrados foram 001/072 (8,8%), 046 (5,9%), BR1 (5,9%) e 050, 109, 111, 126,
131, 602, BR2 a BR8, em um paciente cada.?”*?® Em outra publicacdo do mesmo
grupo, Diniz et al analisaram 38 cepas toxigénicas do C. difficile pelo método
Multilocus sequence typing (MLST) e foram identificados 20 tipos sequenciais (ST)
diferentes, 6 dos quais ainda ndo descritos, reforcando a teoria da diversidade. Foi
observado ainda que 5 dos 6 tipos sequenciais pertenciam ao clado 2, o mesmo
das cepas hipervirulentas, o que sugere a possibilidade de circulagdo de outras
cepas hipervirulentas diferentes da ST1/RT027 em nosso meio.?

Em 2018, Pires et al detectaram pela primeira vez o RT 027 no Brasil em amostra de
fezes de um paciente internado em hospital de Porto Alegre, no Sul do pais, com
historia de diarreia por 2 meses e uso de diversos antimicrobianos de amplo
espectro. Por meio da técnica de PCR em tempo real, identificou-se, além da
presenca dos genes produtores das toxinas A e B, delegao do tcdC. Esta estirpe foi
classificada como tipo sequencial (ST) 67 pelo método MLST, alocada no clado 2,
que contem grande diversidade de tipos sequenciais, incluindo ST1/RT027, como
descrito previamente.*

Em dezembro de 2020, foi publicado estudo que envolveu 5 hospitais localizados
regides Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil e a prevaléncia da infecgéo foi de 15%,

variando entre 0 e 37%. Foi realizada a tipagem molecular, na qual metade das
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amostras analisas pertenciam ao ST42, que corresponde quase exclusivamente ao
RT106.%

Além do impacto negativo nos desfechos clinicos dos pacientes internados, o
impacto econdmico da ICD sobre o sistema de saude é relevante. Seu custo anual
estimado nos EUA varia de 1,1 a 3,2 bilhdes de ddlares.** ** O gasto com um
paciente com infeccdo nosocomial por C. difficile varia de $9.179,00 a $16.464,00,
considerando a possibilidade de recorréncias.®*

Fica portanto evidente a importancia do aprimoramento da vigilancia epidemiolégica
do C. difficile no Brasil para melhor conhecimento do seu comportamento em nosso

meio, o que possibilitara medidas mais efetivas na prevencao e tratamento.

1.2 Mecanismos patogénicos e fatores de risco relacionados a ICD

A exposicao ao C. difficile esta associada a manifestagdes e respostas variadas no
hospedeiro, que inclui desde diarreia leve até colite fulminante. Contudo, em uma
parcela menor, pode ocorrer apenas a colonizagdo.®*® O amplo espectro de
apresentacao relaciona-se tanto a estirpe bacteriana quanto a fatores relacionados
ao hospedeiro.

A viruléncia do C. difficile deve-se a acao das toxinas A (TcdA) e B (TcdB), que
apresentam efeito citotéxico e enteropatico. Sao codificadas pelos genes tcdA e
tcdB, respectivamente, localizados no l6cus de patogenicidade PalLoc, que mede
19,6 kb. Nesse mesmo l6cus encontram-se também os genes reguladores, que sao,
o tcdC, regulador negativo da expressao do referido l6cus, o tcdR que atua como
regulador positivo e o fcdE que atua na liberagdo das toxinas ao codificar proteinas
com funcao de porinas.

As toxinas exercem seu efeito citotoxico e enteropatico por meio da acao da enzima
glicosiltransferase que inativa a RhoA (Ras homolog family member A) e Rac1 (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1), GTPases no citosol das células alvo, o que
promove a ruptura das fibras de actina do citoesqueleto e das jungdes firmes entre
as células epiteliais colbnicas, ocasionando acumulo de liquido intracelular e perda
da integridade epitelial. Secundariamente, ocorre estimulo a liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias e infiltracdo neutrofilica, gerando maior dano a barreira intestinal.>®"
% Uma terceira toxina, denominada toxina binaria (CDT), também pode fazer parte

do processo fisiopatogénico da ICD. Descrita em 1987, seu mecanismo patogénico
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n&do depende da glicosilacdo. E composta por dois componentes (CDTa e CDTb). O
primeiro atua por meio de ribosilacdo dependente da adenosina difosfato, que
interfere na polimerizagdo da rede de actina subjacente a membrana celular e o
segundo, CDTb, facilita a internalizagcdo da toxina para o citosol celular. Codificada
pelos genes cdtA e cdtB, no Cdt Iécus ou CdtLoc, n&o relacionado ao PalLoc, mede
6.2 kb. Neste l6cus, encontra-se também o gene regulatério cdfR. A prevaléncia
estimada da presengca do gene codificador da toxina binaria entre as cepas
toxigénicas é de 6,4%.%° Acredita-se que essa toxina aumente a capacidade de
colonizacdo bacteriana devido a formacdo de protrusbes de microtubulos que
promovem adesdo bacteriana as células epiteliais, 0 que explica a maior viruléncia
das estirpes que a produzem, como por exemplo o RT027.*

Dentre os fatores de risco relacionados ao hospedeiro, o uso prévio de antibiéticos
(ATB) e a idade acima de 65 anos sao considerados os mais importantes para o
desenvolvimento da ICD.*' A hospitalizaco prolongada também ¢ fator importante e
se associa, intrinsecamente, a outras duas condi¢des relevantes, o0 maior numero
de comorbidades e o maior comprometimento sistémico.*> Também sa&o
consideradas condi¢cdes predisponentes cirurgia gastrointestinal, internacdo em
terapia intensiva e necessidade de intubacao orotraqueal.** **

A respeito do uso de ATB, o risco & proporcional a duracdo do tratamento, numero
de antibidticos utilizados e a classe de cada um.** Os mais frequentemente
implicados na ICD sao ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas, clindamicina e
fluorquinolonas, apesar de qualquer um poder estar associado, inclusive aqueles
que apresentam atividade in vitro contra C. difficile.*® O mecanismo esta relacionado
a alteracdo da microbiota e ao ambiente metabdlico intestinal, o que facilitaria a
colonizacdo pela bactéria. Muitos dos metabdlitos que influenciam o
desenvolvimento do C. difficile desde a germinacao de seus esporos até a formagao
de colbnias sdo produtos ou pertencem ao proprio microbioma e metaboloma
intestinal, incluindo carboidratos, aminoacidos, acidos graxos e sais biliares. Em
relagdo aos sais biliares, que atuam como inibidores da germinagao de esporos de
C. difficile, ha diminuicdo da concentracao intestinal dos mesmos relacionada ao
uso de antibidticos. Uso de ATB também estda associado a diminuicdo de
subpopulagdes bacterianas pertencente ao filo Firmicutes, como exemplo a

Roseburia, naturalmente presente na microbiota, e que exerceria papel simbidtico
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para com o organismo humano e aumento persistente da populagdo de algumas
bactérias pertencentes ao filo Bacteroidetes e Proteobacteria, tais como Bacteroides
e E. coli, que apresentam potencial patogénico. Além disso também ocorre redugao
da diversidade microbiana.*’

Determinadas comorbidades estdo relacionadas a maior risco e a formas mais
graves da doenga. Pacientes com doenga inflamatéria intestinal, especificamente
aqueles que tem acometimento colénico, apresentam maior chance de ICD. Os
pacientes com retocolite ulcerativa ainda tem risco maior de recorréncia, entre 30 e
35% e taxas maiores de colectomia apds a infeccdo.***° A doencga renal cronica
aumenta risco de infeccao em até 2,5 vezes, assim como aumento das taxas de
recorréncia.”’ *> Outra populacdo com prevaléncia aumentada sdo os receptores de
transplante, como é o caso dos pacientes transplantados de células tronco
hematopoiéticas, que apresentam risco 9 vezes maior de ICD e também aumento
nas taxas de mortalidade.”>* Neste cenario, a imunidade é fator crucial para
resposta menos efetiva contra as toxinas, na medida que a ndo atuacdo adequada
do sistema imunologico constitui-se em mecanismo importante para
desenvolvimento de quadros mais graves da doenga. Pacientes com cancer também
sdo mais susceptiveis a ICD. Uma vez hospitalizados, até 15% tornam-se
colonizados.®® Deve-se ressaltar ainda que estas populagdes de pacientes, ndo
raramente, apresentam maior tempo de internagao, uso mais prolongado e de maior
espectro de antibidticos, necessidade de uso de medicamentos quimioterapicos e
imunossupressores.

A terapia supressora de acido gastrico também estd na lista das condi¢des
associadas ao desenvolvimento da ICD. A diminuicdo da acidez gastrica facilitaria a
colonizacdo pelo C. difficile, mas também poderia alterar microbiota intestinal.>’>°
Ademais, existem evidéncias acerca do maior risco de recorréncia de infecgdo nos

52, 60, 81 Entretanto, esta

pacientes em uso de inibidores de bomba de prétons.
associagao epidemiolégica pode ser resultado da presenga concomitante de outros
fatores, como gravidade da doenga de base e tempo de internagdo hospitalar,

portanto, deve ser interpretada com cuidado.
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1.3 Fatores preditores de pior progndstico relacionados a ICD

O amplo espectro de apresentagcao da ICD traduz a necessidade de ter boas
ferramentas para estadiamento e predicdo de casos mais graves, o que auxiliaria na
escolha acertada do tratamento.” ® 2 Desfechos indesejaveis, tais como recorréncia
da infeccdo, ndo resposta ao tratamento e complicacbes que necessitam de
tratamento cirdrgico, aumentam a morbidade e os custos com o cuidado destes
pacientes. A recorréncia € uma complicagdo muito relevante e esta presente em
cerca de 20 e 30% dos pacientes apdés uso do metronidazol e em taxas pouco
menores apds tratamento com vancomicina.’> ® Nesta situacdo, a taxa de
mortalidade é cerca de 30% maior, quando comparada ao grupo de pacientes sem
recorréncia, até 6 meses apos o evento.®

Até entado, estudos que avaliaram modelos preditivos de evolugcéo da infecgao foram
sustentados por numero amostral pequeno e/ou metodologia pouco adequada. Com
isso, as variaveis utilizadas para determinar o progndstico da infecgdo apresentam
limitagbes e vieses. Parametros de predigdo objetivos, faciimente mensurados na
pratica clinica e disponiveis no momento do diagndstico de ICD seriam desejaveis
neste cenario e, muito provavelmente, impactaria favoravelmente nos desfechos
clinicos.

Guijja et al, em estudo retrospectivo que incluiu 200 pacientes com ICD confirmada
laboratorialmente, evidenciaram que a injuria renal aguda, definida a partir da
elevagdo da creatinina acima de 50% do basal, apresentou acuracia de 73% em
predizer mortalidade e a leucocitose maior que 30.000 células/mm?® esteve
associada a necessidade de colectomia e sua acuracia foi de 62%.%° Bauer et al,
apos realizarem analise pos hoc de dois ensaios clinicos que tiveram como objetivo
comparar a eficacia entre fidaxomicina e vancomicina, verificaram que as médias
dos niveis séricos de creatinina e da contagem de leucdcitos globais apresentaram
relacdo com falha terapéutica (persisténcia da diarreia ou necessidade de terapia
adicional), enquanto a recorréncia esteve associada a niveis séricos de creatinina >
1,5 mg/dL. Nesse mesmo estudo, os pacientes com creatinina > 1,5 mg/dL também
apresentaram menor probabilidade de resolucéo da diarreia dentro de 10 dias.®® A
explicacao fisiopatologica para a leucocitose atuar como marcador de gravidade esta
relacionada a propriedade da toxina A (TcdA) em apresentar potente efeito

quimiotaxico de neutrdfilos, que resultaria em elevagao dos leucécitos globais.*® ¢ O



25

ponto de corte mais aceito do valor da leucocitose como critério de gravidade é a
partir de 15.000 células/mm?®.%® Valores iguais ou maiores que 35.000 células/mm?®
ou menores que < 2000 células/mm?®sdo também adotados como fatores preditivos
para infecgdo complicada.”®’

A hipoalbuminemia (< 3 g/dL), também tem sido implicada em pior progndstico.
Taxas de mortalidade, recorréncia e abordagem cirurgica foram maiores nesses
pacientes.®®’" Contudo, ndo existe unanimidade acerca do seu cut off. Knafl et al,
em 2019, apds avaliar retrospectivamente 144 pacientes com ICD confirmada,
evidenciaram que valores da albumina < 3,3 g/dL estavam relacionados a
sensibilidade de 56% e especificidade de 80% em predizer a recorréncia e, valores <
2,9 g/dL, foram preditores de mortalidade por causas gerais em 1 ano (sensibilidade
de 75% e especificidade de 70%). Ainda, valores < 3,5 g/dL estiveram relacionados
ao aumento de complicagdes (necessidade de CTI, megacolon téxico, ileo paralitico,
necessidade de abordagem cirtirgica).”? Ja Henrich et al, em estudo retrospectivo
que envolveu 336 pacientes diagnosticados com ICD em um hospital universitario
americano, relataram que niveis séricos de albumina < 2,5 g/dL estiveram
relacionados a infecgado grave, definida por necessidade de internagdo em CTI,
colectomia ou perfuragao intestinal e ébito em 30 dias (OR = 3,44; IC 95% 1,56 —
7,57)."

Sabidamente, niveis séricos de albumina reduzidos indicam alteragdes nutricionais e
metabdlicas e se relacionam a resposta imunolégica diminuida. Nestas situagodes, a
albumina atuaria como marcador inflamatério negativo de fase aguda. Além disso,
apresenta propriedades anti-oxidativas e anti-inflamatérias. Em estudo realizado por
di Masi et al, foi evidenciado, in vitro, que a cultura de células humanas epiteliais de
adenocarcinoma colénicos na presenga de albumina humana, apresentou maior
viabilidade apds exposicao as toxinas A e B do C. difficile. Ainda nesse estudo, foi
observado menor intensidade de lesdo da barreira epitelial, quando as toxinas A e B
foram aplicadas conjuntamente com albumina humana em células-tronco humanas
diferenciadas em organdide intestinal Em outro estudo, desta vez in vivo, o efeito
patogénico da toxina B em embrides de peixe foi atenuado no grupo pré-tratado com
albumina humana e, segundo os autores, esteve relacionada a sobrevida maior
(65% x 45%, p<0,0001). Apds anadlise bioquimica dos experimentos, observou-se

que a albumina humana ligava-se ao dominio Il das toxinas (TcdA e TcdB),
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induzindo sua protedlise e impedindo sua internalizagdo para as células do
hospedeiro, reduzindo a glicolisacdo toxina-dependente das proteinas Rho.”” Em
estudo caso-controle, Dansiger et al reportaram manifestagdo atipica de colite
pseudomembranosa, caracterizada pela piora clinica secundaria a enteropatia
perdedora de proteinas, com hipoalbuminemia, ascite e edema periférico.”

A idade a partir dos 65 anos, além de ser um fator de risco para ICD, também esta
associada a maior taxa de mortalidade, colectomia e recorréncia e, com o avangar
da idade, as infeccdes tornam-se, potencialmente, mais graves.”® 7 ™ 7576 No
estudo de Henrich et al, citado anteriormente, ndo foram registrados 6bitos pela ICD
em pacientes com menos de 50 anos. Contudo, a partir desta idade, quando a faixa
etaria foi dividida a cada 10 anos, ocorreu aumento gradativo do percentual de
Obitos até os 90 anos de idade.”" A idade maior que 70 anos ainda esteve
associada ao aumento de 3,35 vezes a chance doencga grave (OR 3,35; IC 95% 1,48
—-7,57)."

A recorréncia da ICD também relaciona-se a idade do paciente. Deshpande et al
relataram taxas de recorréncia em pacientes de 0 a 17 anos, 18 a 64 anos e com 65
anos ou mais de 25%, 27,1% e 58,4%, respectivamente.”” Em metanalise publicada
no ano de 2015 na qual foram incluidos 33 estudos e envolveu 18.530 pacientes, a
idade acima de 65 anos novamente foi fator de risco independente para recorréncia
de ICD (p= 0,0005; RR 1,63, IC 95% 1,24 — 2,13).>2

Acerca da evolugdo para formas mais graves, dois estudos citaram que a febre
acima de 38,5°C, presente no momento diagndstico, seria um fator progndstico
independente, contudo, foram constituidos por amostras heterogéneas e de
tamanho reduzido.”” "® Comorbidades também relacionam ao progndstico da
infecgao, como foi abordado anteriormente.

Outros fatores, geralmente presentes em uma fase evolutiva mais tardia da doencga,
estdo, de forma mais clara e natural, relacionados ao pior progndstico e fazem parte
dos critérios de definicdo de ICD fulminante. Enquadram-se nesse grupo o choque
séptico, definido pela presenca de hipotensdao (PAM < 65 mmHg) a despeito de
ressuscitacdo volémica adequada, necessidade do uso de vasopressores e lactato
sérico > 2 mmol/L. O ileo paralitico, que predispde o megacélon toxico, peritonite e
perfuragao intestinal também é reconhecido como fator de pior prognéstico. Tais

condigdes tem sido incluidas como marcadores de gravidade.®” ®
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Diante deste contexto, no qual estudos nao determinaram com clareza e
reprodutibilidade marcadores ideais ou, pelos menos, seus niveis de ponto de corte,
grupo de especialistas que representaram a Infectious Diseases Society of America
(IDSA) e a Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA) adotaram,
conjuntamente, o nivel de leucocitose e a elevagao da creatinina como parametros
para diferenciar infeccdo grave e nao grave e, ainda, definir forma fulminante da

doencga. (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios de gravidade da ICD adotados pela Infectious Diseases Society

of America (IDSA) e pela Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA)

. LG < 15000 células/mm?® e creatinina <
Nao grave

1,5 mg/dL
G LG > 15000 células/mm? ou creatinina >
rave
1,5 mg/dL
Fulminante Hipotensao ou choque, ileo, megacdlon

E, na tentativa de preencher as lacunas acerca da auséncia de fatores progndsticos
mais acurados, foram elaborados escores com a finalidade de predizer resposta ao
tratamento com vancomicina ou fidaxomicina, como é caso do ATLAS (Tabela 2),
cuja denominagao deriva das iniciais das variaveis que o constituem, a saber, idade,
tratamento concomitante com antibidtico sistémico, contagem de leucdcitos,
creatinina, albumina e temperatura.”® Cada variavel possui uma gradacao de
pontuacdo que varia de 0 a 2, exceto uso concomitante de antimicrobiano que
pontua 0 ou 2, totalizando 12 pontos. O estudo de Louie et al foi utilizado na fase
analitica e o segundo de Crook et al, para validacédo do escore de ATLAS.2% 8 Um
total de 1105 pacientes foram incluidos em ambas as fases. Entretanto, pacientes
com colite fulminante ou sinais clinicos e laboratoriais ameagadores a vida
considerados pelos autores (contagem de leucdcitos > 30.000 células/mm?,
temperatura corpérea > 40°C ou evidéncia de hipotensdo, choque séptico ou
peritonite) e ainda com diagndstico de megacodlon téxico ou ébito provavel em 72
horas foram excluidos. Consequentemente, o ATLAS n&o deve ser utilizado para

este grupo de pacientes. Ainda que o indice de correlagao de Pearson para predi¢gao



28

de cura tenha sido muito alto (p de Pearson de 0,95%), o0 mesmo ndo aconteceu
quando a acuracia do escore foi avaliada pela area sob a curva ROC, 0,71, ou seja,
inferior a 0,8, cutoff relacionado a bom desempenho. Quando foi avaliada a
reprodutibilidade, a concordancia de Kappa foi também muito alta (95,2%). Em
relacdo a predicdo de recorréncia em 28 dias, o desempenho do escore foi

insuficiente.”®

Tabela 2. Escore de gravidade para ICD definido pelo ATLAS

Escore ATLAS
pontuacgao
Parametros 0 pontos 1 ponto 2 pontos
Idade <60 anos 60 — 79 anos = 80 anos
Tratamento com
ATB sistémico ~ .
. X Nao = e Sim
concomitante a
terapia de ICD
Temperatura <37,5°C 37,6 —38,5°C = 38,6°C
. . < 16000 16000 — 25000 > 25000
Leucdcitos globais , 3 X 3 , 3
células/mm células/mm células/mm
Albumina sérica > 3,5 g/dL 2,6 —3,59/dL <2,5g/dL
Creatinina sérica <1,35 mg/dL 1,36 - 1,99 mg/dL = 2,00 mg/dL

Obs.: quanto maior a pontuagédo, maior a gravidade da infecgao. ATB: antibiético; ICD: infecgédo por
C. difficile.

Fatores relacionados ao agente infeccioso também vem sendo cada vez mais
estudados e compreendidos. Producdo aumentada de toxinas A e B, presenca da
toxina binaria e resisténcia a fluorquinolonas sio fatores associados a maior
patogenicidade da infecgéo e estdo presentes em cepas hipervirulentas, tais como o
RT 027. Sabidamente, correlacionaram-se com aumento de incidéncia, gravidade e

mortalidade associados a ICD. O aumento da producgao de toxinas A e B é explicado
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pela delecdo no gene inibitdrio tcdC. Em relagdo a toxina binaria, seu papel na
patogénese da ICD ainda ndo é bem compreendido, ja que cepas de C. difficile que
produzem toxina binaria mas nao produzem toxinas A e B, ndo sao patogénicas.
Postula-se que a toxina binaria possa atuar de forma sinérgica com as toxinas A e

B, causando colites graves.’

1.4 Diagnéstico e propedéutica

A pesquisa etiologica da ICD deve ser realizada em pacientes que apresentam trés
ou mais evacuacgoes por dia com fezes nao formadas, nao explicada por condi¢des
pré-existentes (doenga inflamatéria intestinal (Dll), uso de laxativos, quimioterapicos,
dentre outros).” Se realizada fora desse contexto, pacientes colonizados pelo C.
difficile podem vir a ser identificados. A confirmagdo do diagndstico da infecgao
necessita da detecg¢ao das toxinas A e B ou da cepa toxigénica, isto €, produtora de
toxinas, nas fezes desses pacientes.

Atualmente, dois fluxos diagndsticos sao utilizados para avaliagdo propedéutica dos
pacientes com suspeita de infeccdo e, a adogao de cada um deles depende da
disponibilidade ou nao de recursos técnicos e de pessoal treinado. A primeira opgao
baseia-se na realizacdo, unicamente, do teste de amplificacdo de acido nucléico
(NAAT), desde que seguido o critério de suspeita clinica mencionado anteriormente.
De modo alternativo, pode-se realizar a abordagem em etapas. Na primeira etapa,
faz-se o teste da pesquisa da glutamato desidrogenase (GDH), idealmente em
paralelo com a pesquisa de toxinas A e B pelo método do ensaio imunoenzimatico.
Na segunda etapa, caso a pesquisa da GDH seja positiva e a pesquisa das toxinas
seja negativa, faz-se o NAAT ou a cultura toxigénica (CT).” &

A glutamato desidrogenase é uma enzima que se encontra presente em altos niveis
na parede de todas as linhagens do C. difficile e se caracteriza por ser faciimente
preservada. E responsavel pela deaminacdo oxidativa do glutamato em a-
cetoglutarato e aménia.®®* Quando utilizada para o diagnéstico da ICD, sua
sensibilidade é alta (86% - 99%), assim como valor preditivo negativo (98,4% —
100%), o que permite exclusdo do diagnédstico diante de um resultado negativo.
Contudo, ndo é capaz de diferenciar cepas toxigénicas e nao toxigénicas. Dessa
forma, deve ser usada como método de triagem, seguido por testes que confirmem a

toxicidade da estirpe, tais como a pesquisa das toxinas A e B por ELISA, o ensaio de
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neutralizagao de citotoxicidade para C. difficile (ENCC), a cultura toxigénica (CT) ou
o teste de amplificacdo de acido nucléico para C. difficile (NAAT).** 82 84.85

Os ensaios imunoenzimaticos realizados para detec¢ao das toxinas A e B do C.
difficile, diferentemente da pesquisa da GDH, apresentam baixa sensibilidade. Silva
et al, em 2014, analisaram o rendimento de trés testes comerciais disponiveis em
nosso meio e foram observadas taxas de sensibilidade entre 59% e 68%. A
especificidade dos trés testes foi maior que 90%, quando comparados a CT e
ENCC.2® Em estudo multicéntrico, prospectivo, realizado no Jap3o, a sensibilidade
dos testes de ELISA foi de 41%, quando comparados a CT.%’

O ensaio de neutralizagao de citotoxicidade celular detecta diretamente a toxina nas
fezes por meio da aplicagdo de filtrado fecal em meio composto por linhagens
celulares que sao incubadas para avaliagdo de efeito citopatico. Posteriormente,
aplicam-se anticorpos neutralizantes contra Clostridium sordelii ou C. difficile para
assegurar-se de que o efeito citopatico foi causado por toxinas do C. difficile. E
considerado por alguns autores como método padrdo-ouro, pois apresenta
sensibilidade e especificidade altas, porém nao aplicavel a pratica clinica por ser
laborioso e seu resultado se estender por 48 horas ou mais.” Além disso, ndo é
uniformemente padronizado. Os centros que o fazem utilizam técnicas proprias.’

A cultura toxigénica é o segundo método considerado referéncia, pois assim como a
ENCC, apresenta niveis de sensibilidade e especificidade elevados. E realizado pela
técnica de isolamento do C. difficile em meio de cultura especifico, a qual permite a
identificacdo de colbnias de bastonetes Gram positivos por meio de sua morfologia
tipica, em aspecto de “vidro moido”.®® Na segunda parte do exame, faz-se
necessaria a demonstracdo da capacidade de produgdo de toxinas pelo agente
identificado, seja pelo ensaio imunoenzimatico in vitro ou, mais comumente, por
meio da técnica de reagdo em cadeia de polimerase (PCR, da sigla em inglés
“‘polymerase chain reaction”). Este ultimo permite a identificacdo dos genes
constitucional (TPI), dos genes codificadores das toxinas e € mais sensivel que o
ELISA. Por meio do PCR, pode-se ainda detectar os fatores de viruléncia adicionais,
como a presencga da toxina binaria e a delecédo tcdC. Contudo, também é menos
utilizado na pratica devido a necessidade de técnicas e estrutura especializadas e

pelo tempo de execucdo prolongado (pelo menos 96 horas).?* &
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Com relacao ao NAAT, trata-se de um teste que também se baseia na técnica de
PCR, por meio da amplificacdo de acido nucléico e se tornou disponivel
comercialmente a partir de 2009. O método pode identificar, a partir da analise direta
da amostra fecal, genes codificadores de toxinas A/B (tcdA e tcdB), além dos genes
codificadores da toxina binaria (cdt) e a delegcdo no gene tcdC. Apresenta
sensibilidade alta (95%), assim como seu valor preditivo negativo (maior que 90%).
A especificidade também é alta, superior a 90%, e dispensa o cultivo do
microrganismo, o que torna o resultado mais rapido. Por outro lado, existe a
possibilidade de exames positivos em pacientes carreadores assintomaticos. Além
disso, pode ocorrer variagao nas regides codificadoras dos genes fcdA e tcdB, alvos
para os primers do teste de amplificacdo de acido nucléico, o que pode gerar
resultados falso-negativos. Sua disponibilidade nos paises emergentes como o
Brasil € muito restrita. Ademais, seu custo € alto e requer aparato tecnolégico mais

complexo (PCR em tempo real).?> %%

1.5 Técnicas de tipagem do Clostridioides difficile

A tipagem bacteriana é importante ferramenta para estudo epidemiolégico da ICD,
em especial na investigacdo de surtos. Por meio dela, € possivel identificar novas
cepas, avaliar a viruléncia, caracterizar recorréncias e definir rotas de transmissao.
Inicialmente, os métodos restringiam-se a caracterizagdo fenotipica da bactéria,
contudo, com o desenvolvimento técnico-cientifico, estas técnicas foram sendo
substituidas por métodos moleculares, que apresentam capacidade discriminatéria
maior, 0 que gera analise mais detalhada. Com isso, 0 objetivo destas técnicas
passou a ser 0 acesso ao perfil genético. Idealmente, o método de tipagem deve ter
alto poder discriminatdrio, tipabilidade e reprodutibilidade.

Existe um numero crescente de métodos moleculares utilizados para melhor
caracterizagao genética do C. difficile. Os mais utilizados sao realizados por meio do
PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), REA (restriction endonuclease analysis),
toxinotipagem e ribotipagem por PCR. O PFGE e o REA usam todo o DNA
genbmico que é quebrado por enzimas de restricdo, seguido pela leitura em gel de
poliacrilamida ou de agarose em eletroforese. No entanto, carreiam consigo
limitagdes. O PFGE, além de ser muito trabalhoso, pode gerar degradacdo do DNA.

Para realizagcado de analises comparativas, € mandatério a utilizagdo do mesmo gel.
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O REA, por sua vez, depende de um grau de subjetividade para sua interpretagao,
ainda que o poder discriminatorio seja alto. A técnica que utiliza a toxinotipagem
avalia, de modo detalhado, a area gendmica do Paloc (I6cus de patogenicidade), o
que permite obter informagdes acerca da detecgdo de polimorfismos nos genes
responsaveis pela producdo das toxinas A e B e dos genes reguladores. A
reprodutibilidade do método é de 100% e seu grande diferencial é a capacidade de
detalhar o status da toxina da cepa em estudo. Entretanto, sua capacidade
discriminatéria € menor do que o PFGE.% %3

A ribotipagem por PCR baseia-se na amplificacdo da regido espagadora
intergenética entre as subunidades 16S e 23S do acido ribonucleico ribossémico
(rRNA). Essa regiao genética € um operon, conjunto de genes expressos em um
unico RNA mensageiro, que pode ser quebrado por primers especificos, gerando
bandas de diferentes tamanhos e caracteristicas, visualizadas em gel de agarose,
como demonstrado na figura 1. A analise pode ser feita visualmente ou por software
apropriado (por ex. BioNumerics e Applied Maths). Uma diferenga presente em uma
unica banda representa um novo ribotipo. Sua capacidade discriminatéria € maior
que o PFGE.**
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Figura 1. Perfis de ribotipos (RT) por reagdo em cadeia de polimerase (PCR),
exemplificado com a identificagdo de estirpes pertencentes aos RT 81 ao 90.%
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O estudo tem como objetivo avaliar o perfil evolutivo e caracterizar os ribotipos
relacionados a infeccdo pelo Clostridiodes difficile em pacientes com diarreia

internados no Hospital das clinicas da UFMG.

2.2 Objetivos especificos

a) caracterizar o perfil clinico-epidemioldgico da infecgao pelo C. difficile, com
foco na gravidade e recorréncia da doenga,;

b) avaliar a prevaléncia dos genes codificadores da toxina binaria do C.

difficile, identificar seus ribotipos e relaciona-los com os aspectos evolutivos

da doenca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes e local do estudo

O estudo foi realizado no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HCUFMG), direcionado a atendimento de média e alta complexidade e que
presta atendimento exclusivamente aos pacientes do Sistema Unico de Salde
(SUS). Os exames de triagem, teste rapido por imunocromatografia para pesquisa
da glutamato desidrogenase (GDH) e das toxinas A e B do C difficile, foram
direcionados e realizados no Laboratério Central do HCUFMG. O Laboratério de
Bacteriose e Pesquisa (LBP) da Escola de Veterinaria da UFMG, nivel 2 de
biosseguranga, equipado para estudo de biologia molecular, cultivo celular e
bacteriologia aplicada, recebeu as amostras fecais e realizou cultura toxigénica e
parte da ribotipagem do C. difficile. O restante da ribotipagem foi realizada no
Centro Médico da Universidade de Leiden, Holanda.

Foram incluidos 65 pacientes de ambos os sexos, com idade superior a 18 anos,
com diagnéstico de infecgdo nosocomial por C. difficile, conforme os critérios
elencados pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, Estados
Unidos da América, nos periodos de novembro de 2011 a dezembro de 2015 e
novembro de 2017 a dezembro de 2019." (Figura 2)
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Amostra inicial: 112
pacientes internados com
ICD

18 pacientes

"""""""" > <18 anos
94 pacientes > 18 anos
internados com ICD
confirmada
9 pacientes
________________ > sem dados
disponiveis
85 pacientes > 18 anos
internados com ICD
confirmada
20 pacientes sem
critérios para
"""""""" > infecgdo
nosocomial

65 pacientes > 18 anos
internados com ICD
nosocomial confirmada

Figura 2. Diagrama que mostra o universo amostral, exclusdes, perdas e
numero final de participantes para analise.

3.2 Definigoes de casos

a) definicao de caso de infeccao nosocomial por C. difficile: presenca de
diarreia (trés ou mais evacuagdes com fezes nao formadas por dia) nas ultimas 48
horas, apds 72 horas de internacdo, em pacientes com teste positivo para C. difficile
toxigénico (positividade para toxinas A/B pelo teste de imunoensaio ou cultura
toxigénica positiva e identificagcdo dos genes codificadores de toxinas A (tcdA) ou B
(tcdB) por PCR);" 2

b) definigdo de recorréncia: novo quadro de diarreia em paciente que apresentou

nova amostra fecal positiva para presencga do C. difficile toxigénico ou, novo episodio
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de diarreia em paciente que respondeu ao tratamento especifico, mesmo sem
confirmacéao laboratorial, no periodo entre 2 e 8 semanas apods caso indice de ICD
confirmado laboratorialmente;’

c) definicdo de refratariedade ao tratamento: troca do tratamento inicial
implementado frente a auséncia de resposta clinica, conforme avaliagao da equipe
assistente;

d) resposta ao tratamento: melhora da consisténcia das fezes e redugdo da
frequéncia evacuatodria, definida pela diminuicdo do numero de evacuacbes para
menos de trés episddios em 24 horas;>

e) definicdo de paciente imunossuprimido: pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
portadores de neoplasia, transplantados ou uso de terapia imunossupressora ou
quimioterapico nos ultimos trés meses;

f) necessidade de segundo tratamento: uso de novo esquema antimicrobiano no
mesmo episddio infeccioso, seja por troca ou acréscimo de um segundo antibiotico
ou outro tratamento antimicrobiano em um intervalo de tempo de até duas semanas
apos diagnéstico de ICD, por nao resposta clinica;

g) 6bito relacionado a ICD: pacientes que evoluiram a 6bito em vigéncia de ICD

ativa e em tratamento.

3.3 Desenho do estudo

Trata-se de uma coorte histérica, realizada a partir do seguimento longitudinal de
pacientes com diagndstico de infecgdo nosocomial por C. difficile, cujos dados foram
obtidos por meio da revisdo de prontuarios médicos, realizacdo de exames
especificos para pesquisa e ribotipagem do C. difficile toxigénico e complementagao
de informacbes por telefone na auséncia de registros nas 8 semanas que
sucederam a infeccao.

Foram incluidas variaveis demograficas (sexo e idade), variaveis clinicas e
laboratoriais que poderiam estar associadas a gravidade, recorréncia ou mesmo se
constituirem fatores de risco para infeccao e variaveis relacionadas ao tratamento:

a) variaveis clinicas: data de internagdo, data de inicio da diarreia, data da coleta
das fezes, indice de massa corpérea (IMC), sinais vitais (pressdo arterial média,

frequéncia cardiaca e temperatura corporal), sintomas da data do diagndstico,
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motivo da internagdo, comorbidades (diabetes mellitus, HIV, DIl, doenc¢a renal
crbnica, cirrose, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial coronariana, acidente
vascular encefalico prévio, doenca arterial periférica), indice de comorbidades de
Charlson, passado de transplante de érgaos, uso de antibidticos, classes e periodo
de uso durante a internacdo e nos 3 meses que antecederam o diagndstico,
internacdo e tempo de permanéncia em centro de terapia intensiva (CTI),
necessidade de cirurgia durante a internagdo, uso de imunossupressores ou
quimioterapicos nos ultimos 3 meses, uso de corticoide durante a internacao e antes
do diagnéstico, uso de inibidores de bomba de prétons (IBP) ou inibidores de
receptores de histamina H2 na internacdo, necessidade de suporte nutricional por
via enteral ou parenteral, data da alta ou 6bito e causa mortis. Foi também calculado
o escore de ATLAS e aplicado os critérios de gravidade idealizados pelo
IDSA/SHEA;

b) variaveis laboratoriais: proteina C reativa, leucécitos totais, albumina e
creatinina séricas no momento do diagndstico. O nivel sérico prévio de creatinina
antes do diagndstico foi também incluido para definicdo de injuria renal aguda.

c) variaveis relacionadas ao tratamento: tipo de tratamento utilizado (metronidazol
oral, vancomicina oral, vancomicina oral associado ao metronidazol endovenoso,
metronidazol oral seguido pelo uso da vancomicina oral), duragdo e resposta ao
tratamento, tempo em dias para melhora da diarreia e necessidade de um segundo
tratamento.

Foram definidos como desfechos, tempo de internagdo, recorréncia, melhora da
diarreia em até 5 dias, necessidade de segundo tratamento por refratariedade e

obito durante a internagao.

3.4 Analise laboratorial fecal

As amostras de fezes ndo formadas foram coletadas em recipientes estéreis e

armazenadas e refrigeradas a -20°C.

3.4.1 Deteccao de toxinas A e B do Clostridioides difficile por ensaio
imunoenzimatico e teste da glutamato desidrogenase (GDH)
Na fase de triagem diagndstica, todas as 65 amostras de fezes foram enviadas para

o Laboratério de Bacteriose e Pesquisa da Escola de Veterinaria da UFMG, onde
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foram realizadas as pesquisas das toxinas A/B por meio do ensaio imunoenzimatico
(C. difficile Tox A/B Il Techlab Inc., EUA), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Em 40 amostras, também foi realizado o teste rapido de triagem por
imunocromatografia visando a detecgdo concomitante do antigeno glutamato
desidrogenase (GDH) e das toxinas A/B (C. difficile Quik Check Complete assay
Techlab, EUA), no Laboratério Central do HCUFMG, seguindo as recomendagdes

do fabricante (Figura 3).

C C C
Ag ¢  Tox Ag |:| Tox Ag s BTox
C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE
N , N , A
Antigeno positivo Antigeno e toxina Antigeno e toxina negativo
C. difficile presente positivo Clostridium ausente

C. difficile toxigénico

Figura 3. Interpretagao do teste de imunocromatografia para detecgéo do C. difficile.
Fonte: https://www.techlab.com/diagnostics/c-difficile/c-diff-quik-chek-complete

A positividade no ensaio imunoenzimatico ou a positividade do GDH e/ou da
pesquisa das toxinas pelo método da imunocromatografia, no momento em que
ambos estavam disponiveis, foi premissa para continuidade da pesquisa laboratorial
do C. difficile.* °

3.4.2 Cultura toxigénica

Todas as amostras foram submetidas a cultura toxigénica como descrito por Delmée
et al.® Para o isolamento, volumes iguais de amostras de fezes e etanol a 96% (v/v)
foram misturados e, apds incubagao por 30 minutos a temperatura ambiente, 20 pL
foram inoculadas em placas de &agar cicloserina-cefoxitina-frutose  (Hi-media,
Mumbai, india), suplementada com sangue de equino a 7% e taurocolato de sddio a
0,1% (Sigma-Aldrich Co., Sto Louis, EUA). Apds a incubagdo em ambiente de
anaerobiose a 37 °C por 72 horas, todas as colénias com morfologia sugestiva foram
submetidas a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) para detecgédo simultanea do
gene constitutivo (fpi) e dos genes codificadores das toxinas A (fcdA), B (tcdB) e

toxina binaria (cdtB) do C. difficile. Todas as estirpes que possuiam pelo menos um
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dos dois principais genes de viruléncia (tcdA ou tcdB) foram consideradas

toxigénicas.

3.4.3 Ribotipagem

A ribotipagem foi realizada como preconizado por Janezic e Rupnik et al (2010)". Os
liofilizados foram reconstituidos em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco
Laboratories, EUA) e incubados em tubo rosca por 48 horas a 37°C em ambiente de
anaerobiose. Para obtencao de colOnias isoladas, as estirpes foram plagueadas em
agar BHI (Difco Laboratories, EUA) suplementado com 5% de sangue equino e
incubadas em anaerobiose por 48 horas. Uma colénia de cada estirpe foi adicionada
a 100 pl de agua ultrapura e fervida por 12 minutos. Apés centrifugagéo a 15.000 x g
por 10 minutos, 5 ul do sobrenadante foi utilizado como molde para realizacdo da
reacdo em cadeia da polimerase de tal modo que 50 pl deste molde continha 1 yM
de primers 5-CTGGGGTGAAGTCGTAACAAGG-3’ e 5'-
GCGCCCTTTGTAGCTTGACC-3’, 2 U de taq polimerase (Pharmacia Biotech Inc.,
EUA) e 2.25 mM de MgCl,. O mix foi submetido a 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C
por 1 min, anelamento a 55°C por 1 min e extensao a 72°C for 2 min.

Apods a reagao, o produto foi concentrado para um volume final de aproximadamente
25 pl por aquecimento a 75°C por 105 min e entdo submetido a eletroforese por 6
horas a 8°C com 150 mA em gel de agarose a 3%. Para facilitar a leitura, o
marcador de peso molecular foi adicionado a cada cinco canaletas de amostras (100
bp; Advanced Biotechnologies, Epsom, Reino Unido). As bandas resultantes foram
observadas apo6s coloragdo com brometo de etidio por 20 min (0.5 ug/ul) e
comparadas com a biblioteca de ribotipos do Laboratério de Anaerdbios da Escola
de Veterinaria da UFMG por meio do software Bionumerics (Applied Maths NV,
Bélgica). Ribotipos né&o identificados na tabela foram enviados ao National
Reference Laboratory for C, difficile (University of Leeds, United Kingdom) para

confirmacéo e criacdo de novo numero de referencia em caso de novo ribotipo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas
Gerais (CAAE: 13552719.3.0000.5149).
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3.5 Analise estatistica

Para realizagdo das analises estatisticas foi utilizado o programa SPSS 23.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL) para Windows. As variaveis categoricas foram apresentadas sob a
forma de valores absolutos e percentuais. As variaveis numéricas foram avaliadas
quanto a normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) para a selegcdo da
apresentagcao dos dados. As variaveis continuas foram expressas em média (+
desvio-padrao) ou mediana (amplitude) e comparadas utilizando-se o teste t de
Student ou Mann-Whitney (de acordo com a distribuicao dos dados). O teste do qui-
quadrado ou teste exato de Fisher, quando apropriado, foi utilizado para
comparagao entre as variaveis categoricas. Foi realizada a analise univariada para
determinar os fatores associados aos desfechos estudados para a infecgao C.
difficile. As variaveis com p < 0,2, obtidas por meio da analise univariada, foram
incluidas nas analises de regressao logistica. O ajuste do modelo de regressao
logistica foi verificado pelo teste de Hosmer-Lemeshow. O modelo de regressao de
Cox foi utilizado para avaliagao do tempo de internagao. O nivel de significancia foi

fixado em 5%.
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4, RESULTADOS

4.1 Analise descritiva

Foram incluidos 65 pacientes, sendo 34 do sexo masculino e 31 do sexo feminino. A
mediana de idade foi de 59 (20 — 87) anos e 32,3% dos pacientes apresentavam
idade maior ou igual a 65 anos. O intervalo de tempo entre o inicio da diarreia e a
coleta das fezes foi de 4 (0 — 17) dias e entre a admissao hospitalar e a coleta das
fezes foi de 28 (4 -117) dias. Entre coleta e alta hospitalar ou 6bito, a mediana foi de
17 (1 -116) dias. A mediana do tempo de internagéao foi de 44 (10 — 150) dias.

Foram verificados 16 obitos (24,6% da amostra) durante o periodo de internagéo.
Sepse relacionada a outros focos de infecgao (trato urinario superior, partes moles,
intra-abdominal e indefinido) e pneumonia foram as principais causas, sendo
responsaveis por 8 obitos (50%) e 5 ébitos (31,3%), respectivamente. Entre os 13
pacientes que tiveram como causa mortis processos infecciosos, trés apresentavam,
concomitantemente, infeccdo ativa pelo C. difficile. Infarto agudo do miocardio,
doencga renal crbnica agudizada evoluindo com disfuncdo de multiplos 6rgaos e
neoplasia de ovario foram a causa mortis dos outros trés pacientes.

Em relagdo as causas de internacdo, as infeccbes foram responsaveis por 20
admissdes hospitalares (30,7%) e o sitio mais comum foi o pulméo, acometendo 5
pacientes. Os eventos cardiovasculares (infarto agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral, disseccdo aguda de aorta, internagdo para troca de valva
cardiaca, tromboembolismo pulmonar, trombose venosa profunda e doenca arterial
periférica) foram responsaveis por 16 internagdes, perfazendo 24,6% da casuistica,
seguido por doengas e/ou procedimentos hematologicos em 11 pacientes (16,9%).

O grafico 1 mostra os motivos de internagao.
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Grafico 1. Motivos da internagao dos pacientes que desenvolveram ICD

Motivo da internacao:

M infeccio
B Doenga cardiovascular
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gastrointestinal
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IRA
] Investigagdo de
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Doenca pulmonar
Choque anafilatico

Sl Y-NTT)

2 (3.1%]
4 6.2%

O indice de comorbidades de Charlson (ICC) ajustado por idade foi calculado para
cada paciente e apresentou mediana de 4 (0 -15). A pontuagdo maior ou igual a 8
esteve presente em 16,9% da amostra (11 pacientes). Dentre as comorbidades, as
doencgas neoplasicas foram as mais prevalentes e estiveram presentes em 29
(44,6%) pacientes, sendo que as doengas onco-hematolégicas (leucemias, linfomas
e mieloma multiplo) perfizeram 75,9% desse subgrupo (33,8% do total da amostra),

seguido pelo cancer de mama, presente em 4 (13,8%) pacientes. (Grafico 2).
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Grafico 2. Relagao das neoplasias presentes nos pacientes com ICD.
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As doencas cardiovasculares, nominalmente doenca arterial coronariana,
insuficiéncia cardiaca, acidente vascular encefalico e doenga arterial periférica
estavam presentes em 23 pacientes (35,4%). Injuria renal aguda (IRA) no momento
do diagndstico da ICD estava presente em 18 pacientes (27,7%) e doenca renal
cronica em 15 pacientes (23,1%). O diabetes mellitus foi verificado em 13 pacientes
(20%) e a doenga pulmonar obstrutiva crénica em 6 (9,2%). Apenas um paciente
tinha o diagnédstico de doencga inflamatéria intestinal e um paciente, cirrose hepatica.
Quatorze pacientes da casuistica haviam sido transplantados (21,5%). O transplante

de medula 6ssea foi responsavel pela metade dos casos (Grafico 3).
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Grafico 3. Relacdo do numero e taxa de cada transplante nos pacientes que

desenvolveram ICD
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Acerca da necessidade de internacdo nos ultimos trés meses, foi possivel ser
avaliada em 56 pacientes e, deste total, 25 (44,5%) pacientes estiveram internados
anteriormente. Ainda sobre os trés meses que antecederam a coleta da amostra, 18
pacientes (27,7%) foram submetidos a procedimentos cirurgicos a nivel hospitalar.

O suporte nutricional enteral foi necessario em 32 (49,2%) pacientes. Desta
casuistica, a gastrostomia foi a via utilizada por 2 (3,1%) pacientes. A nutricao
parenteral foi necessaria em 3 pacientes (4,6%).

A ocorréncia de sangramento do trato gastrointestinal no momento da apresentagao
da ICD, caracterizado pelo relato de melena ou hematoquezia, ocorreu em 9 (13,8%)
pacientes. O diagndstico de ileo paralitico, definido pela ndo eliminagao de fezes,
distensdo abdominal e vOmitos, foi feito em um paciente, que também apresentou

hematoquezia e evoluiu para 6bito.
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Em relagdo ao uso prévio de antimicrobianos, apenas um paciente ndo fez uso
antibiéticos (ATB) nos trés meses que antecederam a coleta das fezes. A mediana
do numero de ATB usados por paciente foi de 4 (0 - 10). O unico paciente nao
tratado previamente com antibiotico foi internado com diagndstico de leucemia
mieldide aguda para tratamento quimioterapico e, evoluiu com diarreia nosocomial
apos 10 dias de internagcdo e confirmacido de ICD por amostra coletada com 48
horas do inicio do quadro clinico. Apresentou boa resposta ao tratamento com
vancomicina oral apdés suspensao do metronidazol, por suspeita de intolerancia
gastrica. Na evolugao, teve episddio de recorréncia da diarreia apés a alta, com boa
resposta ao tratamento empirico com metronidazol ambulatorialmente.

O uso concomitante de ATB por outras causas no momento do diagnéstico da ICD
foi verificado em 44 pacientes (67,7%). Em 48 (73,8%) pacientes, houve a
necessidade do uso de multiplos cursos de ATB (dois ou mais). O tempo de uso
mais prolongado de antimicrobianos, de 15 dias ou mais, foi observado em 43
(65,2%) pacientes. Os antimicrobianos mais empregados foram os carbapenémicos
em 72,3% dos pacientes, cefalosporinas em 61,5%, glicopeptideos em 53,8%,
penicilinas em 46,2% e polimixina em 35,4%. Com relacéo as fluorquinolonas, foram
prescritas em 20% dos pacientes. O principal motivo para o uso de ATB foi
pneumonia (21,5%), seguido por neutropenia febril (20%). Ap6s o diagnéstico de
ICD, 41,5% dos pacientes ainda foram expostos a novos cursos de antimicrobianos.
A internagcdo em centro de terapia intensiva (CTI) foi constatada em 42 pacientes
(64,6%) e a mediana do tempo de permanéncia foi de 5 (0 — 41) dias.

Acerca dos inibidores de secrecéo acida gastrica, 40 (61,5%) pacientes fizeram uso
de inibidores de bombas de prétons (IBP) e 22 (33,8%), antagonistas H2 da
histamina. Nos trés meses que antecederam a ICD, quimioterapicos (QT) ou
imunossupressores foram utilizados em 33 (50,8%) pacientes e 31 (47,7%)
pacientes fizeram uso de corticoide durante a internagao e antes do diagnéstico.
Dentre as 65 amostras de fezes coletadas, nao foi possivel identificar os genes
produtores das toxinas A e B (fcdA e tcdB) por meio da cultura toxigénica em 6
(9,2%) casos. Nestes pacientes, o diagnostico foi alicercado por meio da
identificacdo das toxinas por imunocromatografia. Em 58 (89,2%) amostras, foram
identificados os genes produtores de ambas as toxinas e em uma amostra (1,5%) foi

identificado apenas gene tcdB. A cultura toxigénica identificou o gene catB,
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responsavel pela produgdo da toxina binaria, em 8 amostras (12,3%). Acerca da
realizacdo da pesquisa direta de toxina nas fezes pelo método de
imunocromatografia, 42 (64,6%) foram positivas, reproduzindo resultados anteriores
do nosso grupo.®

Entre os 17 pacientes submetidos a exames de imagem, 8 apresentaram sinais de
inflamacédo no intestino grosso que poderiam ser atribuidos a ICD. Foi possivel
identificar as pseudomembranas em um dos trés pacientes submetidos a
colonoscopia.

Em relagado a gravidade da ICD, baseado nos critérios IDSA/SHEA, foi possivel fazer
a avaliagdo em 64 pacientes. Em 18 (28,1%) pacientes a infecgéo foi considerada
grave e 4 (6,3%) apresentaram a forma fulminante da doenca. Entre estes, a
definicdo da forma fulminante esteve relacionada a hipotensdo com instabilidade
hemodinamica e necessidade de aminas ao diagnoéstico em 3 pacientes e no quarto
paciente, pela presenca do ileo paralitico. Em 42 (65,6%) pacientes ndo houve
critérios de gravidade. Quando foi aplicado o escore ATLAS, calculado em 57
pacientes, o valor da mediana foi de 4 (0 - 7), o que se associa a taxa de cura de
81,1%.° A correlacdo entre ambos, mensurada por meio do teste de Spearman, foi
de 0,318 (baixa). Ao avaliar a relacdo entre os escores de gravidade e a
identificacdo direta de toxinas na amostra, por meio da imunocromatografia, as
formas mais brandas de infecgao caracterizadas pela classificacdo IDSA/SHEA
foram relacionadas a maior detecgao das toxinas por meio desta técnica (p = 0,025),
o contrario do esperado. Nao foi observada qualquer relagao entre a classificagao de
ATLAS e deteccao de toxinas por meio da imunocromatografia (p = 0,69).

Sobre a terapéutica empregada no tratamento da ICD, 25 (38,5%) pacientes
receberam metronidazol por via oral, 12 (18,5%) vancomicina oral, 10 (15,4%)
vancomicina oral associado a metronidazol endovenoso e 5 (7,7%) metronidazol oral
seguido pelo uso vancomicina oral. Treze (20%) pacientes n&o fizeram uso de

qualquer antimicrobiano direcionado para o tratamento (Grafico 4).
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Grafico 4. Forma de abordagem terapéutica dos pacientes com ICD
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A resposta ao tratamento foi verificada em 44 (84,6%) dos 52 pacientes tratados
com ATB e ocorreu, em média, entre 0 4° e o 5° dia (¢ 3). A maioria, 64,3%,
apresentou melhora até o 5° dia. Seis pacientes precisaram de um segundo
tratamento durante o mesmo curso infeccioso. A recorréncia foi identificada em 7
pacientes (14%) entre os 50 pacientes em que essa analise foi possivel. Em dois
pacientes, houve confirmacgao laboratorial e nos outros 5, o diagndstico foi feito a
partir da suspeita clinica e associado a resposta ao tratamento para ICD. A infecgao
foi caracterizada como grave pelos critérios da IDSA/SHEA em trés pacientes,
contudo apenas um deles foi tratado com vancomicina. Um dos trés pacientes que
teve o o6bito relacionado a ICD apresentou recorréncia confirmada laboratorialmente
e evoluiu para o o6bito durante o tratamento da recorréncia. Um dos pacientes
apresentou duas recorréncias. Tratava-se de uma mulher com diagnéstico de
diabetes mellitus e adenocarcinoma de mama em uso de quimioterapia paliativa,
internada para tratamento de erisipela. Evoluiu para o ébito secundario a faléncia de

multiplos 6rgaos relacionada a neoplasia.
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Entre os pacientes que nao receberam tratamento direcionado para ICD, dois deles
nao tiveram a colite pelo C. difficile como etiologia do quadro clinico pela equipe
assistente, pois ndo tiveram acesso ao resultado da cultura toxigénica positiva. O
ELISA para toxinas nestes pacientes foi negativo, contudo, o GDH foi positivo.
Segundo a classificagdo de gravidade do IDSA/SHEA, 11 pacientes n&o tratados
nao apresentaram formas graves da doenga e dois preencheram critérios de
gravidade. Todos apresentaram um curso autolimitado, coincidindo com a
suspensao dos antimicrobianos que estavam em uso.

A ribotipagem foi realizada em 43 pacientes. Um paciente teve a ripotipagem feita a
partir de duas coletas realizadas com intervalo de 7 dias, durante 0 mesmo quadro
infeccioso. Este paciente apresentou o RT106 na primeira coleta e o RT2 na
segunda. O RT106 foi identificado em 19 (43,2%) amostras, o RT014/020 foi o
segundo mais frequente, em 4 (9,1%) casos, seguido pelos RT602, RT600 e RT9
em 2 (4,5%) pacientes cada. Os outros ribotipos foram identificados em um paciente

cada, como esta detalhado no grafico 5.
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Grafico 5. Distribuicao dos ribotipos identificados nos pacientes com ICD.
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Entre os 19 casos relacionados ao RT106, 5 evoluiram para o O6bito. Desta
casuistica, fazia parte apenas um dos trés pacientes que tiveram o 6bito associado a
ICD. O segundo 6bito ocorreu em paciente com RT104 e o terceiro caso nao teve a
cepa submetida a ribotipagem. Nenhuma destas cepas eram produtoras de toxina
binaria. Realizada analise comparativa entre o grupo de pacientes infectados pelo
RT106 e a infeccdo pelos outros ribotipos. A infecgdo provocada pelo RT106 nao se
relacionou a maior ou menor gravidade clinica mensurada pelos escores ATLAS (p =
0,60) ou IDSA/SHEA (p = 0,75).

Entre os 7 pacientes que evoluiram com recorréncia, dois casos estiveram
associados ao RT106, um ao RT104 e o outro ao RT12. Nos outros 3 pacientes, néo
foi realizada a ribotipagem. Neste subgrupo, a toxina binaria foi identificada em
apenas um dos pacientes, que teve a ICD causada pelo RT106.

Na analise das 8 cepas produtoras de toxina binaria, duas pertenciam ao RT602 e
uma aos ribotipos RT106, RT654, RT883, RT884, RT989, cada. Uma néao foi
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submetida a ribotipagem. A presenca da toxina binaria ndo se relacionou as formas

mais graves da doencga, seja pelo escore de ATLAS (p = 0,31), seja pelo IDSA/SHEA
(p=1).

4.2 Analise de desfechos

Por meio da analise multivariada (regressao logistica e regressao de Cox), foram
avaliados os seguintes desfechos: o6bito, tempo de internagdo, necessidade de
segundo tratamento no mesmo episédio infeccioso por refratariedade, melhora
clinica em até 5 dias apds inicio do tratamento e recorréncia. As variaveis
independentes que apresentavam na analise univariada valor de p < 0.2 foram
incluidas no modelo inicial.

Em relagcdo ao desfecho 6bito, fizeram parte do modelo inicial, idade acima de 65
anos, indice de comorbidades de Charlson > 7 (valor de corte associado a maior
mortalidade em contexto da ICD)'®, doenca renal cronica, classificagdo de gravidade
IDSA/SHEA dicotdmica (ndo grave X grave/fulminante), internacdo em CTI,
recorréncia, escore de gravidade de ATLAS, novo ATB para tratamento de outras
infeccbes apds o diagndstico, necessidade de segundo tratamento e a melhora
clinica. Permaneceram no modelo final o escore de ATLAS (p = 0,021; OR =1,76; IC
95% 1,08 — 2,86) e a ndo melhora da diarreia ao tratamento (p = 0,002; OR = 1,08;
IC 95% 1,008 — 1,747).

Para o desfecho tempo de internagao relacionado aos pacientes que ndo evoluiram
para o Obito, fizeram parte do modelo inicial o uso de multiplos cursos de ATB,
tempo de uso de ATB maior do que 15 dias, novo curso de ATB apds diagndstico,
internacdo em CTI, nutricao enteral, infeccéo pelo RT106, ICC > 7 e necessidade de
segundo tratamento. No modelo final, permaneceram o uso de multiplos cursos de
ATB (p = 0,003; OR = 1,64, IC 95% 1,29 — 1,82) e a necessidade de nutricdo enteral
(p = 0,001; OR = 1,66, IC 95% 1,36 — 1,82). Para o desfecho tempo de internagao
dos pacientes que nao evoluiram a ébito apds o diagnéstico de ICD, apresentaram
valor de p < 0,2 a infecgao pelo RT106, multiplos cursos de ATB, novo ATB apés
coleta, nutricdo enteral e internagcdo em CTI. Permaneceram no modelo final o uso
de multiplos cursos de ATB (p = 0,02; OR = 1,58, IC 95% 1,13 — 1,80), novo ATB
apos diagnéstico (p = 0,00; OR = 1,75, IC 95% 1,48 — 1,88) e internagcdo em CTI (p =
0,01; OR =1,57,1C 95% 1,18 — 1,78).
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O desfecho recorréncia teve como variaveis no modelo inicial, necessidade de
segundo tratamento no mesmo episddio infeccioso, melhora em até 5 dias, duragao
do tratamento em dias, novo curso de ATB apds coleta da amostra, uso de
macrolideo, ICC > 7, presenca de DM, presenca de DRC e tempo de permanéncia
em CTI. Permaneceu no modelo final, apenas o ICC > 7 (p = 0,02; OR 24,52, IC
95% 1,67 — 360,22).

Em relagcdo ao desfecho necessidade de um segundo tratamento por refratariedade,
tiveram o valor de p < 0,2, ICC > 7, leucdcitos globais > 15000/mm?, creatinina na
data da coleta das fezes, gravidade da ICD segundo classificacédo IDSA/SHEA entre
nao grave e grave/fulminante, nutricado enteral, DRC, DM e melhora em até 5 dias de
tratamento. Nenhum das variaveis persistiu no modelo final com significAncia
estatistica.

Acerca do desfecho de melhora clinica em até 5 dias, as variaveis novo ATB apés
diagndstico de ICD, ICC > 7 e contagem de leucdcitos globais no momento do
diagndstico apresentaram p < 0,2, porém nenhuma permaneceu no modelo final.

A tabela 3 mostra os resultados das analises multivariadas dos desfechos avaliados.
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Tabela 3. Resultados dos modelos finais das andlises de regressao logistica e

regressao de Cox

Intervalo de
Desfecho Variavel Valor de p Odds ratio confianca
95%
Obito durante ATLAS 0,021 1,76 1,08 — 2,86
internacao
Nao melhora 0,002 1,08 1,008 — 1,747
da diarreia
Tempo de Multiplos
internacao cursos de 0,003 1,64 1,29 — 1,82
nao obitos ATB
Nutrigao 0,001 1,66 1,36 1,82
enteral
Tempo de Ml]ltlplos
internacao cursos de 0,02 1,58 1,13-1,80
nao obitos ATB
apo6s
diagndstico Novo ATB
ICD apos 0,000 1,75 1,48 — 1,88
diagndstico
Internacao
em CTI 0,01 1,57 1,18 -1,78
Recorréncia ICC >7 0,02 24,52 1,67 — 360,22
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5. DISCUSSAO

O C. difficile é considerado o principal agente bacteriano causador de diarreia
associada a antibioticoterapia e patégeno nosocomial de grande importancia
epidemioldgica, relacionado a morbimortalidade crescente em diversos paises."
Neste contexto, a caracterizagdo clinico-epidemiolégica associada ao estudo do
perfil ribotipico da infeccdo nosocomial por C. difficile em um centro brasileiro de
referéncia pode contribuir para melhor entendimento do comportamento desta
afeccdo no nosso meio. Da mesma forma, informacdes sobre os aspectos
evolutivos, complicagdes e fatores progndsticos também podem ser uUteis no sentido
de direcionar para um manejo mais apropriado. Ademais, conhecer o
comportamento de estirpes que causam a infeccido pode auxiliar na prevencao de
surtos e favorecer a introdugao precoce de medidas de controle mais especificas.
Nesta casuistica, foi observada maior complexidade dos casos. Quase metade dos
pacientes (44,6%) tinham diagndstico de neoplasias e 21,5% da amostra eram
pacientes transplantados. A internacdo prévia foi observada em mais 40% dos
pacientes e o suporte nutricional foi necessario em quase 50% da amostra. Mais de
60% dos pacientes necessitaram de suporte em centro de tratamento intensivo. A
mediana do tempo de internacéo foi prolongada (44 dias) e a mortalidade geral foi
de 24,6%. O numero de 6bitos relacionados a infecgao por C. difficile, 3 pacientes,
ou seja 18,8% do total de ébitos, pode ser considerado expressivo. Mesmo que em
um deles a pneumonia tenha ocorrido concomitantemente, provavelmente a ICD
contribui ou mesmo exerceu agao somatodria no desfecho desfavoravel. A ICD
hospitalar tem sido relacionada ao aumento de mortalidade nestes pacientes,
particularmente nos primeiros 30 dias apds a infeccdo.'> Em estudo prospectivo
realizado na Austria, foi verificado que pacientes hospitalizados com ICD
apresentaram risco 2,74 vezes maior de 6bito durante a internagdo do que outros
pacientes, independentemente da idade ou gravidade das comorbidades.™

Nesta série, os fatores de risco relacionados ao obito, apds realizagdo da analise
multivariada, foram o escore de ATLAS e a ndo melhora clinica da colite (diarreia)
pelo C. difficile. Ambas as variaveis estdo intrinsecamente relacionadas a gravidade

da ICD, o que reforca o conceito dessa afeccdo como complicagdo hospitalar
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importante, com implicagdes no progndstico dos pacientes. O risco de obito
aumentou em 76% a cada acréscimo de um ponto no escore de gravidade de
ATLAS. Quando o escore de ATLAS foi validado, a mortalidade n&o foi avaliada, ja
que os pacientes graves foram excluidos das analises das coortes. Contudo, os
resultados indicaram boa acuracia para predizer resposta ao tratamento com
vancomicina ou fidaxomicina.® A mediana do ATLAS nos 57 pacientes nos quais foi
possivel avalia-lo, foi de 4, o que prediz taxa de cura de 81,1%, bem proéximo a taxa
de resposta clinica observada neste estudo (84,6%).° Em uma coorte constituida por
308 pacientes com 60 anos ou mais com ICD que teve como objetivo avaliar a
capacidade de predicdo de mortalidade baseado no escore ATLAS, foi constatado
que os pacientes que apresentaram mediana de 6 tiveram maior mortalidade que os
pacientes com mediana de 5 (p = 0,0002)."* Outro estudo prospectivo que envolveu
102 pacientes com ICD, o ATLAS esteve relacionado a necessidade de colectomia e
a mortalidade. Pacientes com ATLAS entre 5 e 7 apresentaram maior probabilidade
de colectomia e o 6bito esteve associado a pontuagdo = 8."° Com relagdo a nao
melhora da diarreia, esta variavel esteve relacionada ao aumento de 8% de
mortalidade (IC 95% 1,008 — 1, 747). Entre os 16 pacientes que evoluiram para o
obito, 44% faleceram sem atingir critérios de cura.

A classificacdo da gravidade da infeccao pelo C. difficile € motivo de diversos
estudos com o objetivo de predizer evolugdo desfavoravel e, assim, possibilitar
antecipacdo de intervengdes mais especificas.'® Em nossa andlise, foram utilizadas
duas classificagdes de gravidade (IDSA/SHEA e ATLAS) e a correlagado entre elas
foi fraca (rho = 0,318). Estudo retrospectivo que incluiu 64 pacientes com ICD
confirmada durante internacdo evidenciou concordancia moderada entre as duas
classificagdes (valor de Kappa de 0,48) apenas para forma grave da doenca,
definida pela pontuagcdo ATLAS = 6. Na data do estudo, a classificacdo IDSA/SHEA
considerava o aumento de 50% da creatinina em relagdo ao valor basal do paciente,
e nao o valor fixo de 1,5 md/dL tal como é utilizado atualmente para definicao de
critério de gravidade."” Ainda em relacdo aos critérios de gravidade, cabe ressaltar a
limitacdo desses dois escores quando aplicados em pacientes com comorbidades
hematoldgicas e em pacientes com doenga renal crbnica, uma vez que a expressao

de leucécitos globais e a dosagem da creatinina sérica nessas respectivas
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populagdes nao refletem necessariamente a gravidade da infecgdo, mas também a
doenca de base.

Ainda sobre possiveis achados que pudessem estar relacionados a gravidade da
infeccado, a detecgao das toxinas por ELISA na amostra fecal ndo se relacionou com
os desfechos negativos ou ocorréncia aumentada de complicagdes. Pelo contrario,
foi observada menor gravidade da infeccdo nesses 42 individuos, baseado no
critério IDSA/SHEA. Na literatura, existem evidéncias que relacionam a identificacao
das toxinas de forma direta com quadros mais graves.'® '® Longtin et al, em estudo
observacional, prospectivo, em centro unico, que incluiu 228 amostras toxigénicas,
evidenciaram ocorréncia menor de uma ou mais complicagdes (mortalidade em 30
dias, colectomia, admissdo em CTI, readmissao por ICD) entre os pacientes
diagnosticados apenas com o uso da reagdao em cadeia de polimerase para
deteccdo do gene tcdB quando comparado a individuos diagnosticados por meio da
utilizagao de algoritmo mais complexo com ensaio imunoenzimatico (GDH e toxinas
A e B) e cultura toxigénica (3% contra 39%, p < 0,001)." Esse achado pode ser
atribuido a maior sensibilidade do PCR, assim como a possibilidade de diagndstico
de casos leves, de forma mais precoce, que apresentam menor risco de evoluir para
complicacio ou ainda pela deteccao de carreadores apenas.

O tempo de internacdo € um importante desfecho clinico e também econdmico.
Wilcox et al, em 2017, relatou que os gastos hospitalares direcionados para ICD é
responsavel por mais de 85% dos custos totais do tratamento, seja para o primeiro
episodio de infeccdo, seja para infecgdo recorrente em um estudo multicéntrico
realizado na Gra-Bretanha.?’ O desfecho tempo de internacéo foi analisado entre os
pacientes que nao evoluiram a obito. Os fatores relacionados ao maior periodo de
tempo de internacédo foram o uso de multiplos cursos de antibiéticos (aumento em
64%; IC 95% 1,29 a 1,82) e a necessidade de nutricdo enteral (aumento em 66%; IC
95% 1,36 a 1,82). Com o objetivo de reduzir a interferéncia de outros fatores e
afecgdes relacionadas a este desfecho, foi também avaliado o periodo de tempo de
internacéo apos o diagndstico de ICD. Nesta subanalise, a necessidade de terapia
intensiva aumentou em 57% o tempo de internagéo (IC 95% 1,18 — 1,78), o uso de
novo antimicrobiano para outro foco infeccioso apds o diagndstico em 75% (IC 95%
1,48 — 1,88) e, novamente, o uso de multiplos cursos de ATB, desta vez em 58% (IC

95% 1,13 — 1,8). Notadamente, as variaveis independentes que relacionaram a uma



66

maior internacdo hospitalar, sdo eventos presentes em pacientes com evolucao
clinica mais grave e que apresentaram mais intercorréncias infecciosas de outras
causas durante a internagdo. Considerando-se que o0 uso de antimicrobianos seja o
principal fator predisponente para ICD, nota-se também que o uso de mais de um
antibidtico durante a hospitalizacado relaciona-se a um maior tempo de internacao
entre esses pacientes, o que reforca a necessidade do uso racional dos mesmos € a
importancia sobre o controle e prevencgao de infeccbes nosocomiais. Em metanalise
realizada pela Cochrane sobre a efetividade e seguranga de intervencbes para
melhorar a eficacia e qualidade das prescricdes de antibidticos em pacientes
hospitalizados, foi observado que a reducédo da quantidade e da duracdo do uso de
antimicrobianos proporcionou diminuicdo do tempo de internagcdo em 1,12 dia e
ainda, ndo aumentou as taxas de mortalidade.?’

As taxas de recorréncia da ICD s3o altas e variam entre 10% e 30%.%* % O risco
aumenta a cada infeccao subsequente que, por sua vez relaciona-se ao aumento de
mortalidade.?* O mecanismo patogénico resulta da interagao de fatores tais como a
persisténcia de esporos, incompeténcia do sistema imune e alteracdo na diversidade
da microbiota intestinal e, pode ocorrer com a mesma estirpe ou estirpe diferente do
episodio prévio. Dentre os fatores de risco, a administragdo de um novo ATB durante
ou apds o inicio do tratamento para ICD, idade avangada (> 65 anos), maior
gravidade da doenca de base, com destaque para a insuficiéncia renal e, por fim, o
uso continuo de IBP s3o apontados como os mais importantes.?>?° Nesta casuistica,
foi possivel identificar 7 casos de recorréncia, o que corresponde a uma taxa de 14%
entre os 50 pacientes com dados disponiveis para essa avaliacdo. Em dois
pacientes, o diagndstico foi confirmado pela presencga do C. difficile patogénico e nos
outros cinco pacientes, foi realizado tratamento antimicrobiano direcionado para a
infeccdo e houve resposta clinica. Esse dado retrata uma taxa mediana de
recorréncia em nosso meio, contudo, uma tendéncia de menor testagem dos casos
que recorrem com diarreia apds um episédio de infecgao pelo C. difficile. Ha de se
ressaltar que a limitagdo da metodologia empregada neste estudo inerente a coleta
de dados de modo retrospectivo pode ter dificultado o registro mais acurado e
detalhado dos casos de recorréncia, em especial aqueles ocorridos apds a alta. O
unico fator de risco relacionado ao aumento da recorréncia identificado por meio da

regressao logistica foi o indice de comorbidades de Charlson (ICC) acima de 7. Tal
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valor de corte reflete a presenga de comorbidades mais graves e, também esta
relacionado a maior mortalidade no contexto da ICD, ainda que isto nao foi
observado neste estudo.” A pontuacdo acima de 7 nesta amostra de pacientes
aumentou em 24,52 vezes (IC 95% 1,67 — 360,22) a chance de recorréncia. Em
estudo prévio realizado neste mesmo centro, o ICC > 7 aumentou o risco infeccao
pelo C. difficile entre pacientes com diarreia nosocomial associada a antibiético em
4,74 vezes.*® Esse fato pode ser explicado pelo comprometimento do sistema imune
secundario a gravidade e multiplicidade de comorbidades.®

A necessidade de um segundo tratamento no contexto de refratariedade ou recaida
clinica antes de duas semanas apds o diagndstico € um desfecho importante a ser
analisado. Contudo, existem questdes conceituais a serem consideradas acerca do
termo refratariedade da ICD. Em dois ensaios clinicos que avaliaram a eficacia do
transplante de microbiota fecal, foram utilizados critérios distintos.** ** O primeiro
definiu refratariedade como manutengao de sintomas de infecgdo grave por pelo
menos 3 semanas a despeito da terapia antimicrobiana padrdo para ICD.** O
segundo definiu como persisténcia da diarreia associada a dor abdominal ou febre >
38°C ou contagem de leucdcitos > 15.000/mL, em vigéncia do tratamento com
vancomicina oral na dose de 500 mg quatro vezes ao dia por no minimo 5 dias.*? No
presente estudo, dada a dificuldade relacionada ao seu carater retrospectivo e a
escassez de dados para se ter um critério formal para este conceito, a
refratariedade clinica baseou-se na perspectiva de refratariedade da equipe
assistente, justificada pela troca do tratamento inicial implementado frente a
auséncia de resposta clinica. Na analise univariada, a melhora clinica até o quinto
dia apresentou valor de p que permite falar em tendéncia a menor refratariedade (p
= 0,07, OR = 0,12, IC 95% 0,012 — 1,19), o que corrobora com a literatura médica
como marcador de falha terapéutica, como j& citado anteriormente.®® Entretanto,
apos analise multivariada, nenhuma das variaveis apresentou significancia.

A resposta clinica em até 5 a 7 dias relaciona-se a bom prognéstico no curso
evolutivo da doenga, assim como tempo maior para melhora retrata infecgoes
potencialmente mais graves, falhas terapéuticas e recorréncias.®* No presente
estudo, foi avaliada a possibilidade de identificar fatores que pudessem interferir com
este desfecho, porém nao foram observados fatores de risco que se correlacionaram

a melhora em 5 dias.
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Os dados epidemiolégicos sobre a prevaléncia de ribotipos no Brasil sao
fragmentados e escassos. Na casuistica avaliada neste estudo, foi observado
predominio do RT106, encontrado em 43% dos pacientes. Tal dado corrobora com
a teoria relacionada a ampla distribuicao mundial desta estirpe. Entre 2004 e 2005, o
RT106 foi considerado como a estirpe mais prevalente no Reino Unido.
Posteriormente, foi identificado em outros paises da Europa e, mais recentemente,
na Asia.*® Contudo, caracterizando o comportamento dinamico da epidemiologia da
infeccao, atualmente, vem sendo observado tendéncia de queda na sua incidéncia
na Europa. Em contrapartida, vem ocorrendo aumento acentuado de sua incidéncia
em outras partes do mundo, incluindo a América do Norte.®®* Nos EUA, foi
identificado pela primeira vez entre 2008 e 2009 e sua prevaléncia, que era de 1%
nestes anos, aumentou para 11% em 2014, superando o RT027.* Situacdo
semelhante foi observada no Canada, onde passou a ser uma das estipes mais
prevalentes entre os anos de 2013 e 2015.*" Algumas caracteristicas desse ribotipo
ajudam a entender sua emergéncia global. O RT106 € uma estirpe que apresenta,
segundo alguns estudos, maior capacidade de producdo de esporos, o que
facilitaria sua disseminacao, tanto pela maior resisténcia aos saneantes, quanto a
resisténcia que estas formas esporuladas apresentam a agdo da vancomicina.*® Por
outro lado, sua capacidade de producao de toxinas € considerada intermediaria
quando comparada a outros ribotipos, o que também favorece sua perpetuacao
entre os hospedeiros.>® *® Com relacdo ao potencial de germinagao, é considerado
baixo em relagao aos ribotipos 027 e 078, o que pode explicar menor gravidade das
infeccdes.”® Evidéncias apontam ainda para alta resisténcia a eritromicina,
clindamicina e flourquinolonas, apesar de estudo canadense mais recente apontar
menor resisténcia a moxifloxacino quando comparado a outros ribotipos prevalentes,
como 002, 014, 020 e 027.°* %" Por fim, o RT106 também tem sido isolado em
diversas espécies de animais, incluindo caes sintomaticos, além de estar presente
em espacos publicos e em produtos para adubagao, o que permite inferir acerca do
potencial de transmissibilidade por estas fontes.*’*® Com relagdo a desfechos
clinicos, em estudo realizado no Reino Unido que incluiu 97 pacientes com ICD
nosocomial, 39% da casuistica estava representada pelo RT106 e 45% pelo RT027.
Durante a analise dos dados, foi constatado menor ocorréncia de casos graves entre

o grupo pertencente ao RT106 (8% versus 16% do grupo RT027) e menor
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mortalidade pela ICD em 28 dias (11% versus 23% do grupo RT027). O desfecho
recorréncia foi o mesmo entre os dois ripotipos.** Situacdo semelhante foi observada
nesta série, cujo grupo de pacientes infectados pelo RT106 n&do apresentou
gravidade maior quando comparado as ICD por outros ribotipos.

Apesar de quase metade dos ribotipos terem sido caracterizados como RT106, foi
observado nesta amostra diversidade grande de estirpes. Estudo anterior publicado
por Silva et al ja havia observado o mesmo.*" Silva et al analisaram 76 amostras
com C. difficile de humanos (n = 25) e animais (n = 51) com diarreia, no estado de
Minas Gerais, entre 2008 e 2015, obtendo-se 24 diferentes ribotipos, dos quais 14
foram isolados em humanos e 9 deles também em animais. Nesse periodo, entre as
estirpes toxigénicas, o RT014/020 foi o mais prevalente (18,4%) e o segundo o
RT106 (10,5%). Importante ressaltar que nesse mesmo estudo, foi identificado o
RTO078 em trés potros, sendo considerada a primeira estirpe produtora de toxina
binaria descrita no Brasil.*' Essa diversidade reforca a importancia da vigilancia
epidemioldgica em nosso meio, uma vez que existe o risco da emergéncia de novas
estirpes hipervirulentas.

No Brasil, Diniz et al e Costa et al ja identificaram, em humanos, estirpes de C.
difficile pertencentes ao clado 2, o mesmo que engloba linhagens hipervirulentas,
tais como a 027 e a 078.*> ¢ Nesta linha, Pires et al, no estado do Rio Grande do
Sul, descreveram a detec¢cdo da primeira infeccgdo em humano por estirpe
hipervirulenta (RT027) no pais, no ano de 2018.*” Em estudo prévio, prospectivo,
realizado em dois hospitais de Porto Alegre-RS pelo mesmo grupo de pesquisa, cujo
objetivo foi identificar a presenga dos ribotipos hipervirulentos 027 e 078, ndo foram
encontradas nenhumas das duas estirpes. Foram avaliadas 116 amostras de
pacientes com diarreia nosocomial. Desse total, 11 apresentaram C. diffcile, porém
apenas um era toxigénico e sem caracteristicas moleculares que permitisse
caracteriza-lo como estirpe hipervirulenta.*® Tal fato aponta para falta de estudos
relacionados em nosso meio ou para o surgimento mais recente dessas linhagens
antes nao identificadas.

Em publicacdo mais recente, Girdo et al, avaliaram 29 estirpes toxigénicas em um
estudo que envolveu 5 hospitais localizados regides Sul, Sudeste e Nordeste do

Brasil. O tipo sequencial mais encontrado foi o ST42, correspondente ao RT106, o
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que reforca o achado deste estudo. Observou-se também diversidade, com dezoito
tipos sequenciais diferentes encontrados.*®

O RT 014/020 foi o segundo mais prevalente, presente em 9,1% da amostra. Esse
ribotipo também havia sido descrito por Costa et al como um dos mais frequentes
em sua amostra e, na Europa, € responsavel por 10% das ICD, sendo o terceiro
mais frequente, segundo estudo prospectivo, multicéntrico, sobre prevaléncia de
infeccao pelo C. difficile que avaliou a ribotipagem em pacientes hospitalizados com
diarreia (EUCLID) em 482 hospitais de 20 paises do continente entre 2012 e 2013.%%
! No Brasil, ja foi identificada resisténcia a quinolona associada a este ribotipo.
Estudo realizado em hospital universitario do Rio de Janeiro identificou 4 casos de
ICD, por meio de pesquisa de toxinas A e B por ELISA e cultura toxigénica, a partir
de 74 amostras fecais de pacientes com diarreia, durante internacido hospitalar entre
2009 e 2010. Os pacientes infectados apresentavam imunossupressao por leucemia
mieldide ou linféide aguda. Foram trés estirpes submetidas a ribotipagem, que
pertenciam aos ribotipos 014, 043 e 046, sensiveis a metronidazol e vancomicina.
Entretanto, o RT014 demonstrou resisténcia a moxifloxacino. Foi ainda identificada a
mutacdo do gene gyrB, responsavel por essa caracteristica.’? Esse achado chama a
atencdo para o possivel mecanismo de resisténcia a quinolonas como forma de
perpetuacado de determinadas estirpes em nosso meio e a possibilidade de surtos
por agentes infecciosos de maior viruléncia.

Os RT133 e RT233, previamente relatados como circulantes no Brasil ndo foram
identificados em nosso estudo.®® Tal relato permite inferir na possibilidade de uma
diferenca do perfil epidemiolégico entre as regides do pais assim como no
dinamismo da epidemiologia da infecgdo que pode justificar sob o ponto de vista

temporal na composic¢ao diferente dos ribotipos.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se portanto que a ICD esteve presente em amostra de pacientes mais
complexos, portadores de doengas mais graves. A ndo melhora clinica apés a
instituicdo do tratamento da ICD e o escore de gravidade ATLAS relacionaram-se a
maior risco de O6bito nessa populacdo, o que demonstra o impacto direto dessa
afeccdo sobre o prognéstico dos pacientes durante a internagdo. O escore de
ATLAS pode auxiliar na identificagdo de infeccbes mais graves e de pior
prognoéstico. O emprego de multiplos antimicrobianos e a necessidade de nutrigao
enteral estiveram implicados em maior tempo de internagcdo entre os pacientes que
nao evoluiram a obito. Na analise sobre o tempo de internagdo apds o diagndstico
de ICD, o uso de novo antibidtico para outra finalidade, a internacdo em terapia
intensiva e 0 emprego de multiplos cursos de antimicrobianos relacionaram-se ao
aumento desse periodo da hospitalizagdo. O controle e a prevengao de infecgoes
hospitalares, assim como o0 uso racional de antimicrobianos pode evitar o
prolongamento da internagao, suas complicagdes e diminuir os custos assistenciais
demandados por estes pacientes. A gravidade das comorbidades, caracterizada
pelo indice de comorbidades de Charlson maior do que 7 esteve relacionada a maior
recorréncia. Apesar da predominio do RT106, foi observada uma diversidade grande
de estirpes nesta amostra. Nao foi identificada relacdo entre o ribotipo ou
capacidade de producao de toxina binaria e a evolugdo para formas graves da

infeccao.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS E PROPOSTAS FUTURAS

Desde 2013, o grupo tem estudado o perfil de resisténcia aos antimicrobianos e,
mais recentemente, passou a realizar a vigilancia epidemiolégica molecular das
estirpes de C. difficile de nosso meio. No nosso laboratério, temos outras mais de
100 amostras de fezes de pacientes com diagndstico de C. difficile para realizagao
da ribotipagem e estudo da resisténcias aos antimicrobianos, muitas delas ja
analisadas. Algumas dessas amostras também foram submetidas ao teste de
amplificagdo de acido nucléico (NAAT) como método diagndstico, para estudo de
sua aplicabilidade e eficacia em nosso meio. Portanto, dessa maneira, daremos

continuidade a esta linha de pesquisa.
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O estudo visa a incluir pacientes de ambos os sexos, com idade superior a 18 anos, internados no Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), que apresentem quadro de diarreia até trés
meses apds uso de antimicrobianos ou que iniciem quadro diarreico durante internagéo hospitalar. Seré feita
busca ativa na unidade Clinica Mé&dica e Terapia Intensiva do Hospital das Clinicas da UFMG, visando a
identificar pacientes com critério de elegibilidade para o estudo. Todos os pacientes incluidos deverdo
concordar em participar do estudo e assinar o TCLE.

Amostras de fezes de todos os participantes serfio colhidas e enviadas ao Laboratério de Bacteriose e
Pesquisa da Escola de Veterinaria da UFMG, onde serfo realizadas simultaneamente a pesquisa de toxina
A/B por meio do ensaio imunoenzimatico (trés kits de ELISA), soroneutralizagdo celular e cultura toxig&nica.
Todas as amostras recebidas serfio ainda submetidas ao isolamento de Clostridium difficile e subseqiente
pesquisa dos genes relativos a codificagfio das toxinas A, B e toxina bindria por meio da técnica de reagéo
em cadeia da polimerase. Sera realizada coleta de dados clinicos e epidemiolégicos de todos os pacientes
com infecgo confirmada por C. difficile toxigénica por meio de revisdo de prontuario, com énfase nos
fatores de risco para essa patologia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério: O trabalho tem como objetivo avaliar prevaléncia e comportamento da infecgdo por
Clostridium difficile em pacientes com diarré&ia internados no hospital das Clinicas da UFMG. Objetivo
Secundario: Verificar a acuracia diagnoéstica de dois ensaios imunoenzimaticos quando comparados a
soroneutralizagéo celular considerado padrdo-ouro para o diagnéstico da doenga.

Enderego: Av. Preskdents Antonio Carlos,6627 2° Ad SI 2005

Balro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municiplo: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4562 E-mall: cosp@prpq.utmg.br

Pagine 02 de 05

80



UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS asil

Continuagio do Parecer: 3.434 588

Avaliar a prevaléncia dos genes codificadores das toxinas A, B e toxina binaria em estirpes isoladas de
pacientes com diarréia.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O proponente descreve que “ ndo ha riscos diretos ao paciente, uma vez que sera realizada apenas a coleta
de fezes para realizagéo dos testes diagnésticos. As demais informagdes serdo colhidas através de registros
em prontuarios médicos. Os pacientes serdo informados sobre a pesquisa e terdo as suas ddvidas
esclarecidas. Serfo incluidos no estudo apenas os pacientes que concordarem em participar. Estes
assinardo o termo de consentimento. O paciente ndo ir4 receber qualquer intervengéio por causa da
pesquisa, sendo as decisdes terapéuticas reservadas ao médico assistente. O estudo & observacional. Pode
existir a possibilidade de disseminagéio de informagdes oriundas do prontudrio que sera informada no TCLE,
mas enfatizado també&m o baixo risco de ocorréncia de tal evento, uma vez que 0s prontuérios sdo
guardados pelo SAME do HC-UFMG e as informacgdes serfio acessadas apenas por membros aprovados da
equipe de pesquisa®”. Como Beneficios, informa: *Ter propedéutica diagnéstica mais acurada para diarreia
nosocomial para Clostridium difficile. Colaborar para maior conhecimento do comportamento e evolugéo da
infecgéo pelo Clostrium difficile.”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de cadastro anterior a Plataforma Brasil, que consta a seguinte informagdo no Formulario de
Informagdes Béasicas, item “Outras informagdes, justificativas ou consideragdes a critério do pesquisador™
“Trata-se de introdugéio do projeto ja existente na plataforma Brasil, sobre investigagfio epidemiolégica do
Clostridium difficile no Hospital das Clinicas da UFMG com aprovagdo do COEP UFMG em 2012 e
solicitagéo de extensdo do mesmo por mais dois anos para continuidade da investigagéo como informado
nos itens acima.” Prevé participantes acima de 18 anos. Previséo de término em 2021.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram apresentados:

-Folha de Rosto assinada pelo Diretor da Escola de Medicina-UFMG, datada em 2019

-Parecer consubstanciado aprovado pela Camara Departamental do Departamento de Cl[inica Mé&dica-
UFMG, datado da submissfo anterior a Plataforma Brasil, em 2011

-Formuléario de Informagdes Béasicas

-Projeto completo/Brochura da investigagéio
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- Aprovagéio do Projeto anterior & Plataforma Brasil com parecer de 16 de junho de 2012.
- Termo de Constituigéio de Biorrepositorio

- TCLE com alteragdes inseridas conforme solicitado na diligéncia.

- Carta resposta a diligéncia

Recomendagoes:
N&o ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

SMJ, o projeto AVALIAGAO DE TESTES DIAGNOSTICOS E ESTUDO DA PREVALENCIA DE INFECCAQ
POR CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM PACIENTES COM DIARREIA INTERNADOS NO HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UFMG do pesquisador Eduardo Garcia Vilela, esta aprovado. Tendo em vista a legislagfio
vigente (Resolugéo CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos Pesquisadores: comunicar toda e
qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na Plataforma Brasil, informar
imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa (via documental
encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagéo relatérios parciais do andamento do mesmo a
cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comit& um sumario dos resultados do
projeto (relatério final).

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagéio vigente (Resolugéo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alterag&o do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagio relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comit& um
sumario dos resultados do projeto (relatbrio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
InformagBes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1310535.pdf 20:13:49
Qutros carta_resposta_cep_tcle_termo_biorrep | 27/06/2019 |Eduardo Garcia Aceito

ositorio_pdf 20:12:59 |Vilela
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mo

Declaragdo de termo_constituicao_de_biorrepositorio.p | 27/06/2019 |Eduardo Garcia Aceito

Manuseio Material |df 20:12:28 |Vilela

Biolégico /

Biorepositbrio /

Biobanco

TCLE / Termos de  |termo_de_consentimento_final pdf 27/06/2019 |Eduardo Garcia Aceito

Assentimento / 20:09:40 |Vilela

Justificativa de

Auséncia

Brochura Pesquisa |projeto2012.docx 04/05/2019 |Eduardo Garcia Aceito
12:11:20 | Vilela

Projeto Detalhado / | projetocompletocoep.pdf 04/05/2019 |Eduardo Garcia Aceito

Brochura 12:01:28 |Vilela

| Investigador

Declaragdo de aprovacao_camara_departamental.pdf 04/05/2019 |Eduardo Garcia Aceito

Instituigéo e 11:20:41 |Vilela

Infraestrutura

Folha de Rosto folha_de_rosto_final.pdf 04/05/2019 |Eduardo Garcia Aceito
11:17:01 | Vilela

Declaragdo de parecer_alfa_pdf 26/03/2019 |Eduardo Garcia Aceito

Instituigdo e 123730 |Vilela

Infraestrutura

Cronograma cronogramacoep.docx 13/03/2019 |Eduardo Garcia Aceito
10:30:23 |Vilela

Parecer Anterior coepdifficile.pdf 13/03/2019 |Eduardo Garcia Aceito
10:10:23 | Vilela

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Néo

BELO HORIZONTE, 03 de Julho de 2019

Assinado por:
Eliane Cristina de Freitas Rocha
(Coordenador(a)

Enderego: Av. Preskdents Antonio Carlos,6627 2° Ad SI 2005

Baliro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municiplo: BELO HORIZONTE
Telefone:  (31)3409-4562 E-mall: cosp@prpq.ufmg.br

Pagine 05 de 05

83



