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RESUMO

Clostridium difficile € um bacilo Gram positivo, anaerobio estrito, fador de esporos e
produtor de toxinas. Atualmente, representa a jpahcausa de diarreia hospitalar associada
ao uso de antibidticos. Pacientes oncoldgicos saados principais grupos de risco para
infeccdo porC. difficile (CDI), visto que o uso de agentes quimioterapipnde alterar a
mucosa intestinal. Além disso, estes pacientes alorente sdo imunodeprimidos e
frequentemente utilizam antibiéticos de largo espedendo em vista a patogenicidade do
C. difficile e a importancia da doenca induzida por essa Imedr ambiente hospitalar este
estudo visou determinar a incidéncia e caractéi@zdenotipica e genotipica de cepasde
difficile isoladas de pacientes oncoldgicos internados dpikéb Haroldo Juacaba, Fortaleza,
Ceard. Durante o periodo de 12 meses (maio/2018a@2014) foram coletadas 41 amostras
de fezes diarreicas. Toxinas A e/ou B foram detlasta partir das fezes por meio de um kit
de deteccdo comercial ELISA. Em seguida, as ansodsiveam cultivadas em Agar
Cicloserina, Cefoxitina, Frutose (CCFA) e incubadms anaerobiose. As cepas isoladas
foram processadas e realizadas identificacdo fa@nate analise de deteccdo dos genes das
toxinas e do fragmento do gemg (identificagdo definitiva) por PCR convencional. A
sensibilidade das cepas isoladas a 12 antimicrobi&m determinada por meio detest
Também foi realizado a genotipagem das cepas piar siaeanalise molecular PFGE. 46,3%
(19/41) das amostras foram positivas para presgéagdoxinas A/B por ELISA e/ou cultura
do C. difficile. Dessas amostras, foram isoladbsdifficile de trés amostras (15,8% - 3/19).
Em todos os isolados foram detectados os ggmnedA e tcdB. O dominio de ligacdo da
toxina binaria ¢dtB) ndo foi detectado assim como também nao forarerehdas delecdes
no genetcdC nos isolados. Todas as cepas apresentaram o nggEsmtpo, NAP4. Com
relagéo a sensibilidade das cepas aos antimicrmbian verificado resisténcia a dois ou mais
antimicrobianos (azitromicina, tetraciclina, cipofacina, levofloxacina, ceftriaxona e
cefotaxima). 57,9% (11/19) faziam uso de antiba@#ie quimioterapicos. Este trabalho
descreveu a incidéncia de CDI em pacientes onaaégie evidenciou pela primeira vez a
presenca deC.difficile em casos associados a comunidade (CA-CDI) ness@snfes no
Brasil, ressaltando a importancia do estudo deasttia para a compreensdo da situacao

epidemioldgica dessa infeccéo e de sua disperséoendades hospitalares brasileiras.

Palavras-chave Clostridium difficile CDI. Diarreia. Pacientes oncolégicos.



ABSTRACT

Clostridium difficile is a strictly anaerobic, spore-forming, toxin-puoshg Gram positive
bacillus. Currently, it is the main cause of noso@ diarrhea associated with antibiotic use.
Cancer patients are a major risk group €r difficile infection (CDI), since the use of
chemotherapeutic agents can alter the intestinabsau Furthermore, these patients are often
immunosuppressed and often use broad spectrumaitsb Considering the pathogenicity
of C. difficile and the importance of this infection in hospitatizpatients, this study aimed to
determine the incidence and the phenotypical andtgpical characterization of strains ©f
difficile isolated from cancer patients at Haroldo Juacabsptthl, Fortaleza, Ceara. During
the 12 month period (May/2013 to May/2014) 41 dhiarc fecal samples were collected.
Toxins A/B were detected from feces through a consraeELISA detection kit. Then, the
samples were cultivated on cefoxitine-cycloseringelse agar (CCFA) and incubated
anaerobically. Isolates were submitted to severahlyaes, including phenotypical
identification, detection of toxin genes and of rmgment of the tpi gene (definitive
identification) by conventional PCR. The suscefitipiof the strains to 12 antimicrobial
agents was determined by E-test. Genotyping ofsth@ns was also performed through
molecular PFGE analysis. Out of 41 samples, 46.B9%4() were positive for either one or
both of the performed tests: detection of toxin Aslid/or culture ofC. difficile. C. difficile
was recovered from three samples (15.8% - 3/19 tdihtcdAandtcdB genes were detected
in all of the isolates. The binding domain of theany toxin €dtB) was not detected as well
as no deletions were observed in tb@C gene of the analysed isolates. All strains beldnge
to the same genotype, NAP4. Regarding the antimiakosusceptibility of the strains,
resistance to two or more antibiotics (azithromyegtracycline, ciprofloxacin, levofloxacin,
ceftriaxone and cefotaxime) was observed. Out ef 1B positive patients, 57.9% (11/19)
were using antibiotics and under chemotherapy. paper describes the incidence of CDI in
patients with cancer, and shows for the first tithe detection of community-associated
Clostridium difficile infection (CA-CDI) in those patients in Brazil, ghlighting the
importance of studying this bacterium for underdiag the epidemiological situation of this

infection and its spread among Brazilian hospitals.

Keywords: Clostridium difficile CDI. Diarrhea. Cancer patients.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figural— Coloracdo de Gram de cep&tsstridium difficileisolada a partir de fez

de pacientes internados no Hospital Haroldo Juagatsaa visualizagdo dos

esporos subterminais (AUMENtO L000X)....... coummmmeeeervernnnninreeaeeeeeeeeeneeeeenl?
Figura2 —  Col6nias d€lostridium difficileisoladas em meio CCFA..........cccoeeeen.... 18
Quadro 1 —  Caracteristicas chave para identificde&ostridium difficile................ 18
Figura 3 — Lécus de patogenicidade (PalLoc) contdmgenes que codificam as
TOXINAS A € B e 21
Figura 4 — Lécus CdtLoc contém os genes que cadiifia toxina binaria (CDT)....... 22
Figura 5 — Patogénese da infeccao@lastridium difficile............cccvviiiiiiiiiiiiiinnnnn. 23
Quadro 2 — Recomendacfes para o tratamento de.CDl...............cceeeeeveeeveviiiiinnnne 28
Quadro 3— Incidéncia da infeccdo pdClostridium difficle em pacientes
hospitalizados No Brasil (2000-2014)........ceeeeeaeeeeeiieieieeiiiiinnnn 34
Figura 6 — Pulsotipos d€. difficile isolados de pacientes internados no Hospital

Haroldo Juagaba, Fortaleza, Ceara..........ccceeemirrriiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeenanns 45



Tabela 1 —

Tabela2 -

Tabela3 -

Tabela 4-

Tabelab —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

LISTA DE TABELAS

Faixa etaria dos pacientes estudados do Hospitabldéa Juacaba,
Fortaleza, Ceara (2013-2014).......cccvvviiieeeececeeiiieeeeeeeeeeeeeeeensssnennnnnnn 44

Caracterizacdo das cepasCledifficile isoladas de pacientes internados

no Hospital Haroldo Juacaba, Fortaleza, Ceara (2013)...................... 45

Antibidticos prescritos aos pacientes internados Hispital Haroldo
Juacaba, Fortaleza, Ceard (2013-2014).....ccceeeeeervvrvrriiiiiiiieeeeeeennnnnnnnn 46

Quimioterapicos utilizados pelos pacientes intdosa no Hospital
Haroldo Juacgaba, Fortaleza, Ceara, (2013-2014).ccc..uvvvvrvviirireenieeneeenn. 47

Diagnostico oncolégico dos pacientes internagosHospital Haroldo
Juacaba, Fortaleza, Ceard, (2013-2014)....cccceeeeeriieiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeens 48

Comorbidades associadas aos pacientes com CDI dpiteloHaroldo
Juacaba, Fortaleza, Ceard, (2013-2014)....ccceeceeerrvrrriiiiiiiieeeeeeenneennnnn 49

Causa da internagao dos pacientesipantes da pesquisa do Hospital
Haroldo Juacaba, Fortaleza, Ceara, (2013-2014)...cc.cccvvvvevervenniiieaeennn. 49



5-FU
ATCC
BAK
BHI

Bl
CA-CDI
CCCNA

CCFA

CDAD

CDlI

CDT

cdtA

CdtA

cdtB

CdtB

CdtLoc
cdtR

CLSI
CPM
EDTA

EIA
FAB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-fluorouracil

do inglés “American Type Culture Collection”
Agar Brucella suplementado com sangue e vitankin

do inglés “Brain Heart Infusion” (Infuséo dereéro e coracao)
Tipo por andlise de fragmentos gerados por encleases de restricao

do inglés “Community Acquired — CDI(CDI associada a comunidade)
do inglés “Cell Culture Cytotoxicity Neutradition Assays” (Ensaio de
neutralizacéo de citotoxicidade em cultura celular)

do inglés “Cycloserine, Cefoxitin, Fructose aky (Agar Cicloserina
Cefoxitina Frutose)

do inglés Clostridium difficileassociated diarrhedtiarreia associada@
difficile)

do inglés Clostridium difficileinfection” (infecgéo pocC. difficile)

Toxina binéria produzida p@. difficile

Gene que codifica a subunidade enzimatica A dmaosinaria produzida
por C.difficile

Proteina correspondente a subunidade enzen#ticda toxina binaria
produzida pocC. difficile

Gene que codifica a subunidade ligante B da tolinaria produzida por
C. difficile

Proteina correspondente & subunidade ligantedaB toxina binéria
produzida pocC. difficile

Regido génica que codifica a toxina bingr@luzida pocC. difficile

Gene que codifica o regulador positivo da expresEs subunidades A e
B da toxina binaria produzida p@r difficile

Clinical and Laboratory Standards Institute

Colite pseudomembranosa

do inglés “Ethylenediamine tetraacetic acidcido etilenodiamino tetra-
acético)

do inglés “Enzyme immunoassay” (Imunoensaioimatico)

do inglés “Fastidious Anaerobe Broth” (CaldagAnaerdbios Fastidiosos)



FUNCAP
GDH
GTPases
HMP

ICC

IL

INCA
MetaHIP

NAATSs

NAP
NML
ONA
PalLoc
pb
PCR
PFGE

SHEA/IDSA

SIpA
Smal
TBE
tcdA
TcdA
tcdB
TcdB
tcdC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Fundacédo Cearense de Apoio a Pesquisa
Glutamato desidrogenase
Guanosinas trifosfatases
do inglés “HumarMicrobiomeProject” (Projeto Microbioma Humano)
Instituto do Céncer do Ceara
Interleucina
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gs e Silva
do inglés “Metagenomics of the Human IntestinalctrgMetagendmica
do Trato Intestinal Humano)
do inglés “Nucleic Acid Amplification Methods (Métodos de
Amplificacdo do acido nucleico)
do inglés “North American Pulsotype” (Pulsotidorte Americano)
National Microbiology Laboratory
Organizacao Nacional de Acreditacao
do inglés “Pathogenicity locus” (L6cus deoganicidade)
Pares de bases
do inglés “Polymerase Chain Reaction” (Reagadcadeia da polimerase)
do inglés “Pulsed-field Gel Electrophoresi€lefroforese de Campo
Pulsado)
Society for Healthcare Epidemiology of America (SkJE/ Infectious
Diseases Society of America (IDSA)
do inglés “Surface layer protein A” (Protei@ camada superficial A)
Enzima de restricdo do tipo Il
Tris/Borato/EDTA
Gene que codifica a enterotoxina A produzida@odifficile
Proteina correspondente a enterotoxina A midduporC. difficile
Gene que codifica a enterotoxina B produzidaCuatifficile
Proteina correspondente a enterotoxina B piddyporC. difficile
Gene que codifica o regulador negativo da expcedas enterotoxinas A e
B produzidas po€. difficile



tcde

tcdR

TE
TNF-a

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Gene que codifica uma proteina responséavel jileatdo extracelular das
enterotoxinas A e B produzidas por difficile

Gene que codifica o regulador positivo da ex@@skas enterotoxinas A e
B produzidas po€. difficile

Tris-HCl e EDTA

do inglés Tumor necrosis factor alpfigFator de necrose tumoral alfa)



2.1
211
2.1.2
2.2
2.3
2.4
24.1
2.4.2
2.4.3
2.5
2.6

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.9
6.10
6.11

6.12
6.13

6.14

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..ottt seeae ettt eete e ra e stesenareans 13
REVISAO DE LITERATUR A ...oooiiiieeeeee et sttt 15
Caracteristicas gerais d Clostridium difficile.............cccooviiiiiiiiiies 15
HIStOrico de C. diffiCil.....uuuiiiiiiiiiiieeee e 15
Classificacao taxondmica, morfolégica e fisiologicke C. difficile...................... 16
Fatores de viruléncie de Clostridium difficile.............ccuvveiiiie 18
Patogencidade doClostridium diffiCile..............uiiiiiiiiinieeeis 23
ASPECtOS ClINICOS A CL........uiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e a e e e e e e e e 24
Transmissao e Manifestacao CliNICA..........ccevieeiiieee i 24
[>T | 10 1] (o o JS 26
=12 10 01T 01 (o TP 28
Fatores de riSCO da CDl......oooo oo 29
Epidemiologia deClostridium difficile e CDI (Clostridium difficile infection).... 32
HIPOTESES. .. ..t it iei it ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e eeees 35
OBJIETIV O GERAL ...e it it e e e et e 36
OBJETIVOS ESPECIFICOS...... it et 36
MATERIAIS E METODOS ... i et e e e enenee 3T
Delineamento dO ©STUO..........ceuiiiiiiiiiiiiee e 37
(o Tor= 1o (oI =T 172 Tok= LR 37
Critérios de inclusdo e coleta dos espécimes ClDf.............cc.evvvvveeeiiiiiiiiinnneennn. 37
Deteccédo de toxinas dClostridium difficile em amostras fecai..............ccccceo.. 38
Exames parasitologico e bacteriolégico em amostréscais..........vveeeeeeeeeeeeeennn. 38
Isolamento deClostridium difficile a partir de amostras fecai...............cc.vvveeee.. 39
Identificagé@o presuntiva dos isolados dC. difficile..............ccceeeiiiiiiiiiiiiiiinninn. 39
Identificagcéo definitiva dos isolados d¢«C. difficile.............ccccevvviiiiiiiciiiinnnnn.... 40
Extracdo do DNA gendmico bacteriano dC. difficile..................ccccoiiiiiiiinnnnnn. 40
Deteccéo de genes das toxinetcdA, tcdB cdtB e tcdQ).......oovvvvviviiiiiiiiiiiiieineeee, 40
Tipificacdo mediante eletroforese de campo pulsad®FGE - Pulsed-field Gel 41
(=T o (o] 0] a1 (=157 ) PSSR
Teste de sensibilidade a antimicrobiant..............eevvviiiiieeee 42
Correlacdo entre os dados clinicos e epidemioléggacom os resultados 42
(o= Tod 1= 0] (o T [ o 0 0O
Anadlise estatistica dOS dad(...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiieie e 42



7 RESULTADOS. ... it eee e e et e e enenn. D4
8 DISCUSSAC. ... ettt ettt ettt se e stesaete e ne s eneenens 50

CONCLUSAO......c oottt e ettt ae e ete st neereenenes 55
10 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooiiiieiieeeeee e renanase e 56
APENDICE ..ottt ettt ettt et ee et et et e e teeteeteeae et ese et s et e steete st essat e e teetesteteneanears 68



13

1 INTRODUCAO

Clostridium difficile € um bacilo Gram positivo anaerdbio estrito, falorade
esporos e produtor de toxinas (KHAWal, 2012). Foi isolado pela primeira vez em 1935 e a
partir da década de 1970 foi identificado como oendg etiologico da colite
pseudomembranosa. Entretanto, estudos tém relgiaelonfeccdes po€. difficile podem
variar desde a forma assintomatica a limitada ei@arrleve e aquosa, a colite
pseudomembranosa, colite fulminante e morte (RUPMIK.COX; GERDING, 2009).

Atualmente, infeccdes poC€. difficile (CDI — Clostridium difficile infection)
representam a causa mais importante de diarrefathlds associada ao uso de antibidticos,
com uma crescente incidéncia de mais de 250 milséaso e com um gasto anual estimado
em 3,5 bilhdes de ddlares nos EUA (DUBBERKE; WERTMIER, 2009; McGLONEet al,
2012).

Na Europa a incidéncia de. difficile em pacientes hospitalizados varia de cerca
de 6% em paises como Franca e Bélgica a 20% naéBsoe Bulgaria (BAUERet al,
2011). J&4 na América Latina alguns paises comoilBrAsgentina, Chile e México
apresentam esses percentuais bem elevados conpaasiala Europa, aproximadamente
45% em um estudo no Brasil (MARCON; GAMBA; VIANNAR006). Na Costa Rica esses
percentuais, segundo alguns estudos, ja atingiemoa de 30% (ZUMBADO-SALARt al,
2008; BALASSIANOet al, 2012).

Alguns fatores predisponentes estdo envolvidos eserd/olvimento das CDI
como o desequilibrio da microbiota intestinal ndrmausado geralmente pelo uso de
antibiéticos de largo espectro, exposi¢cadCadlifficile que ocorre habitualmente no ambiente
hospitalar e condigcbes de risco do hospedeiro ipahnente, idosos e imunodeprimidos
(RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009; PREDRAG®t al, 2012).

Diversos fatores de viruléncia d. difficile contribuem para a colonizacdo e o
desenvolvimento de infecgdo, como flagelos, enziprateoliticas, esporos e resisténcia a
antibiéticos, mas o principal e mais estudado fd&viruléncia sdo as toxinas produzidas por
algumas cepas (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009; KHANNPARDI, 2012).

A maioria das cepas toxigénicas @odifficile produzem ambas as toxinas, toxina
A, uma enterotoxina, e a toxina B, uma potentdaxinoa (CARROLL; BARTLETT, 2011).
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Além da producédo de toxinas A e B, algumas cepds. déficile podem produzir
uma terceira toxina chamada toxina binaria CDT (AibBsiltransferase especifico para
actina) (CARROLL; BARTLETT, 2011).

Evidéncias mostram que o0 surgimento de uma nova dapervirulenta,
caracterizada como pulsotipo NARaofth American PulsotypB ou Bl (Restriction enzyme
a analysis typepu PCR ribotipo 027 (NAP1/BI/027), esta ligadoaamnento da incidéncia e
da gravidade de infeccbes fgordifficile (McDONALD et al, 2005; WARNYet al, 2005).

Essa cepa tem sido identificada em diversos pasadp 0s primeiros os Estados
Unidos e Canada (McDONALIRt al, 2005; WARNY et al, 2005). Varias caracteristicas
encontradas em NAP1/BI/027 podem contribuir para duperviruléncia, incluindo
polimorfismos no gene regulador negatitaC aumentando a producéo das toxinas A e B,
presenca dos genes que codificam a toxina binétda € ctdb) e elevado nivel de resisténcia
a fluoroquinolonas (McDONALDet al, 2005; WARNY et al, 2005). Além disso, recentes
analises comparativas do genoma inteiro da NAPA2BI/tém demonstrado uma série de
rearranjos geneéticos. Esses multiplos mecanisme<Cqudlifficile tem para modificar o seu
conteudo genético podem oferecer novas pistas gpolorgue NAP1/BI/027 surgiu como um
esforgo global dominante (LESSA; GOULD; MCDONALD)I2).

Esses multiplos mecanismos e caracteristicas gas ceC. difficile fazem com
que a incidéncia e a resisténcia das CDI em andsehbspitalares sejam crescentes.
Pacientes oncologicos sdo um dos grupos de rigsteatipo de infec¢do exigindo bastante
atencdo, visto que o0 uso de agentes quimioteragodg alterar a mucosa intestinal e
provavelmente este é o fator mais importante qedigpde a CDI nesses pacientes. Além
disso, esses pacientes sao normalmente imunoddpsme frequentemente utilizam
antibioticos de largo espectro, o que pode agrasau estado geral e comprometer a resposta
a quimioterapia, constituindo risco de mdK&lAN et al, 2012).

Tendo em vista a patogenicidadeCladifficile e o papel dessa infec¢cdo na morbi-
mortalidade em ambiente hospitalar, especialmemte pacientes imunossuprimidos, é
evidenciada a importancia de realizar um estudofapdado sobre a incidéncia e
caracterizacdo de cepas @edifficile em pacientes com cancer de um hospital terci&io d
Fortaleza, permitindo um maior conhecimento daas#éio epidemioldgica desta infeccéao e

assim contribuir com a melhoria da qualidade decdie a saude no Estado do Ceara.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A microbiota intestinal age em sua maioria em hiereetio hospedeiro, extraindo
nutrientes e energia das dietas, e contribuinda pauncao imune normal. O desequilibrio
entre a microbiota intestinal e o hospedeiro tedo sissociado com obesidade, doencas
inflamatorias intestinais, disturbios neurologieosancer (DONSKEY, 2004; LOZUPON#
al, 2012). Entender como a microbiota intestinalaatesalde e doenca requer uma mudanca
de foco de patdgenos individuais para uma abordagehdgica que considera a comunidade
como um todo.

Projetos de grande escala, como o Metagenémicaraim Tntestinal Humano
(MetaHIT) e o Projeto Microbioma Humano (HMP) téontribuido para a compreensao da
relacdo simbidtica entre micro-organismos do iimiese seu hospedeiro, caracterizando a
microbiota de base saudavel e as diferencas gée associadas com a doenca (LOZUPONE
et al, 2012). No entanto, a complexidade da microbetayariacdo entre individuos dificulta
a definicdo de que este estado ideal pode est&nmod#s uma populacdo ou de um individuo
(LOZUPONEset al, 2012).

A microbiota intestinal de adultos contém cercd @@ bactérias/g e mais de 100
espécies bacterianas pertencentes em sua maisridasoBacteroidetes e Firmicutes. Essa
microbiota normal tem um importante papel na defieshospedeiro, pois inibe a proliferacao
de micro-organismos patogénicos, comlastridium difficile,encontrado em 3% de adultos
sadios e neonatos e em 15% a 25% dos individuos ecquosi¢cdo recente em ambiente
hospitalar (DONSKEY, 2004; DUBBERKE; WERTHEIMER, @@ SEKIROVet al, 2010).

2.1 Caracteristicas gerais d€lostridium difficile
2.1.1 Historico de C. difficile

Clostridium difficilefoi descrito pela primeira vez por Hall e O'To#lsn 1935 a
partir de um isolamento em fezes de recém nascllegido a dificuldade encontrada no
isolamento e na conservacao desse micro-organismmibkura pura, os autores o chamaram
inicialmente deBacillus difficilis e em seguida d€lostridium difficile devido as suas

caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas.
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Apenas em 1978 foi identificado como o0 agente @gicb da colite
pseudomembranosa (CPM). Desde entdo passou a ssmiad@® a quadros de infeccbes
humanas (BARLETEt al, 1978; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

CPM tornou-se uma complicacdo comumente conhe@ttayso de antibioticos
no inicio de 1950 e o patdégeno suspeitaSi@iphylococcus aureyg que tinha se tornado o
agente infeccioso predominante em pacientes irdemague receberam antibioticos
(BARLETT, 2008).

Em 1974, em um estudo prospectivo de 200 paci¢ratzglos com clindamicina,
foi detectada diarreia em 21% e colite pseudomemoiseaem 10% (TEDESCO; BARTON,;
ALPERS, 1974). Em 1977, em estudos com modelos amsters, a toxina produzida por
uma espécie d€lostridiumfoi proposta como a causa da diarreia induzidac/damicina,
mais tarde essa toxina foi isolada a partir de tna®sle fezes dos pacientes, e apresentada
como organismos causado@estridium sordelliie C. difficile, pois por meio de ensaios de
citoxicidade foi detectada a toxina B produzida ar difficile, confirmando que os
antibioticos sdo indutores do CPM, e confirmandefieacia da vancomicina oral para o
tratamento da infeccdo (BARTLETER al, 1977; BARTLETT, 2008). Enquanto isso em outro
estudo essa potente toxina citopatica foi neurdlizcom a antitoxina dé. sordelli, no
entanto, as culturas de amostras de fezes dos dranti@ram negativo para essa bactéria
(CHANG et al, 1978). E entdo em 1978, difficile foi claramente identificado como o
agente causal da colite associada a antibioticéRTRETT, 1978; ASLAM; HAMILL;
MUSHER, 2005; BARLETT, 2008).

Recentemente as manifestacdes clinicasCdalifficile foram referidas como
doenca ou diarreia associadaCa difficile (CDAD) e infeccdo porC. difficile (CDI). No
entanto, o termo CDI é cada vez mais preferido iteaatura cientifica internacional,
principalmente porque CDAD é usado regularmenta pliarreia associada & difficile,
tornando-se um termo que nao cobre todo o espekitico da doenca (SUETENS, 2008;
COHENZet al, 2010).

2.1.2 Classificacao taxonémica, morfolégica e fikigica de C. difficile

Pertencente a divisdo Firmicutes, classe Closirisidem Clostridiales, familia

Clostridiaceae e génefdostridium,C. difficile € encontrado em diversos ambientes e j& foi
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isolado do solo, agua, do conteudo intestinal gderdos animais (cavalos, vacas, porcos), da
vagina e uretra de seres humanos e das fezes natoesadios (KONEMANt al, 2008).

C. difficile € um bacilo relativamente grande (3-5 um de camgmito), anaerobio
obrigatério, mével, formador de esporos e em suianmgorodutor de toxinas (KONEMAN
et al, 2008).

Na coloracdo de Gram, as bactérias apresentano®® dastonetes Gram
positivos, com esporos ovais subterminais (FiggreaJOUSIMIES-SOMERet al, 2002). A
producdo de esporos é uma reposta de defesa assestisico ou quimico ao qual o micro-
organismo esta exposto, e por isso pode ou naopgstente em uma cultura Gedifficile.

Figura 1. Coloracdo de Gram de cepaClestridium difficile isolada a partir de fezes de
pacientes internados no Hospital Haroldo Juacab@ @a visualizacdo dos esporos
subterminais (Aumento 1000x).

— = —
Fonte: Laboratério de Bacteriologia, Faculdade d@sligina, UFC, 2014.

A identificacdo de cepas d& difficile pode ser obtida por meio de crescimento
em A&gar seletivo CCFA (Agar Cicloserina, Cefoxitifarutose), onde os antibidticos
cicloserina (500 pug/mL) e cefoxitina (16 pg/mL)bem o crescimento da maioria das
bactérias, mas ndo do difficile. A frutose € metabolizada peth difficile mais ativamente
gue a glicose e o vermelho neutro é usado comondinaidor para detectar a protedlise do
meio. As coldnias d€. difficile quebram as proteinas no meio, o que resulta naigiiodde
produtos finais alcalinos que se transformam demegHro neutro a cor amarelada
(JOUSIMIES-SOMERet al, 2002).

Entdo em CCFA, sao identificadas colbnias caratieas com aproximadamente
2-4 mm de diametro, amareladas, aparéncia de “vidoddo”, circulares com bordas
irregulares ligeiramente filamentosas (Figura @UY$IMIES-SOMERet al, 2002).
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Figura 2 — Coldnias deélostridium difficileisoladas em meio CCFA.

Fonte: Laboratério de Bacteriologia, Faculdade dﬁikt]na, UFC, 2014.

A cultura deC. difficile apresenta fluorescéncia verde-amarelas quandctasp®
luz ultravioleta (JOUSIMIES-SOMEERt al, 2002).

Algumas caracteristicas chave pata difficile consistem em auséncia de
producao de indol e catalase dentre outras conesapiado no Quadro 1 (KONEMA al,
2008; JOUSIMIES-SOMER al, 2002).

Quadro 1 — Caracteristicas chave para identificde&iostridium difficile

Caracteristicas chave Clostridium difficile

Anaeroébio estrito +

Zona dupla de hemolise -

Esporos subterminais +
Motilidade +
Reagbes em Agar diferencial Indol, catalase, ligalgeitinase negativas

(-) Auséncia de determinada caracteristica
(+) Presenca de determinada caracteristica
Fonte: Adaptado de KONEMABH al, 2008.

2.2 Fatores de viruléncia deClostridium difficile

Diversos fatores de viruléncia d@. difficile contribuem para a sua agdo
patogénica no organismo hospedeiro. Alguns fatooesribuem facilitando sua colonizagao,
0 que promove o desenvolvimento da infeccdo, eosutontribuem diretamente com a
infeccao.

Os principais fatores de viruléncia Godifficile s&o:
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Flagelos: A etapa de adesdo é vista como um dos fatoresaimigara a
colonizacéo e desenvolvimento de uma infeccéo daysar um determinado patégeno.

Dentre os fatores que auxiliam no estabelecimeatmf@ccédo, o flagelo é uma
importante estrutura multiuso que tem diversificadas funcdes biologicas para favorecer a
sobrevivéncia e colonizacdo de bactérias (BAB&MI, 2013). Isso se deve ao fato do muco
intestinal de diferentes animais e seres humame#resa como um quimioatrativo pai@.
difficile e para que o micro-organismo desenvolva 0 mecaniguimiotaxia € necessario
que ele exerca motilidade (BORRIELLO, 1998). Emhoean todas as cepas @e difficile
apresentem flagelos em microscopia eletrénica,stadacepas contém e podem expressar 0S
genes que codificam a flagelirfiC e a proteina cap flageldliD. Foi demonstrado que as
cepas com flagelos resultam numa adeséo dez wgzesas ao tecido cecal do rato do que as
cepas sem flagelos (TASTEYREE al, 2001).

Adesinas: Algumas adesinas sao importantes no processo dénade doC.
difficile. Elas atuam na aderéncia a mucosa intestinal dpetleso, podendo induzir
respostas inflamatorias e producdo de anticorpofiaspedeiro. As proteinas de camada
superficial G-layer proteins tém sido relacionadas a adesdo e evasdo imuée dé
proporcionar a integridade estrutural para as &glalagir como peneiras moleculares. Entre
as proteinas de superficie Godifficile, a mais estudada e importante é a proteina dedeama
superficial A (SIpA) que é a mais abundante pratgiroduzida na célula por estar presente
em toda a superficie bacteriana. Esta proteinasemie uma variabilidade consideravel entre
as cepas, como no caso de cepas.diifficile BI/INAP1/027 em que alteracdes nessa proteina
estdo associadas ao aumento da adesdo as célmdigiepntestinais humanas (RUPNIK;
WILCOX; GERDING, 2009).

Cwp66 assim como a SIpA é uma importante adesina. dlifficile e juntamente
com a SlpA partilham alguns genes que as codifieapresentam homologia com o dominio
de ancoragem de parede de célula de CwliB/Lyt@.dsubtilis indicando que estes genes
codificam proteinas associadas a superficie (KARRINEN et al, 2001).

Enzimas hidroliticas: As bactérias pertencentes ao géri@gastridium produzem
uma variedade de enzimas hidroliticas a fim de rob& nutrientes a partir de varios
biopolimeros e assim promover o0 estabelecimentomiyo-organismo em determinado
ambiente, como por exempl@, difficile no intestino (MATSUSHITA; OKABE, 2001).

No entanto, muitas enzimas hidroliticas produzigasClostridium patogénicos

funcionam como fatores de viruléncia, promovendsua multiplicacdo e disseminacéo de
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tecidos infectados ou potencializando a acéo dedsxatravés da facilitacdo de sua difuséo.
Entre as enzimas hidroliticas @ difficile as principais sdo a hialuronidase com atividade
hidrolitica e a colagenase que facilita a sua koaagsao entre células (BORRIELLO, 1998;
MATSUSHITA; OKABE, 2001).

Esporulacdo: Um elemento chave para o sucess&ddifficile como patégeno é
a sua capacidade para produzir esporos. Como ow@spsros bacterianos, eles sao
metabolicamente dormentes, para sobreviver longdsqos, e sdo resistentes a tratamentos
fisicos e quimicos (PAREDES-SABJA; SHEN; SORG, 2J01Hortanto os esporos sao
resistentes a maioria dos desinfetantes e antibgtitornando-os dificeis de eliminar, tanto
de hospedeiros humanos infectados como do ambientemo resultado, os esporos @e
difficile disseminam facilmente de pessoa para pessoa antalts indices de infeccbes
recorrentes, o que pode levar a doencgas gravegsionona morte (FIMLAIDet al, 2013).

Os sinais que estimulam a esporulacdo n&do sdo Heniificados, mas eles
poderiam estar relacionados aos estimulos ambsertamo falta de nutrientes e outros
fatores de estresse nao identificados (PAREDES-8ABBIEN; SORG, 2014).

Os genes gque codificam as proteinas dos esporoslispersos ao longo do
genoma bacteriano. As proteases e proteinas destaspo estresse que supostamente
protegem 0s esporos do estresse oxidativo durargerminacdo sdo abundantes, como
também séo as proteinas metabolicas. Proteinagddisie expostas podem interagir com o
ambiente extracelular e podem ser importante nadadeelular (por exemplo, proteina S-
camadaSIpA e germinacdo (CARROLL; BARTLETT, 2011). A capaie de esporulacéo,
que pode diferir entre as linhagens, pode ser tion €& viruléncia associado a propagacao e
persisténcia de cepas especificas (VEDANTAMI, 2012).

Toxinas: O principal e mais estudado fator de virulénciaGledifficile é a
producao de toxinas.

C. difficile produz dois tipos de toxinas: a toxina A (TcdA)gqual possui um
efeito enterotdxico e citotoxico, e a toxina B (B¢da qual tem uma forte atividade citotoxica
e estdo entre as mais potentes toxinas bacterdesasitas como, por exemplo, as toxinas
letal (TcsL) e hemorragica (TcsH) dGlostridium sordellij toxina alfa (TcnA) do
Clostridium novyie TpeL doClostridium perfringens(RUPNIK; WILCOX; GERDING,
2009; CARTER; ROOD; LYRAS, 2010).

TcdA (308 kDa) e TcdB (270 kDa) sédo codificados emn lécus de

patogenicidade do cromossomo, o PaLoc que mede Ki®,@-igura 3). Este l6cus esta
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formado por cinco genesc@A, tcdB, tcdCicdE e tcdR). Os genes$cdA e tcdB codificam as
toxinas TcdA e TcdB, respectivamente. O géo@gR atua como regulador positivo da
expressdo deécdA e tcdB, enquanto quecdC atua como regulador negativo, evitando a
expressdo de todo PalLoc. FinalmemtdE codifica uma holina que permite a liberacdo das
toxinas por meio da permeabilizacdo da paredeare(MOTH; BALLARD, 2005;JANK;
GIESEMANN; AKTORIES, 2007RODRIGUEZ-PARDOMIRELIS; NAVARRO, 2013).

Figura 3: Lécus de patogenicidade (PaLoc) contégeass que codificam as toxinas A e B.

tedR tcdB tcdE tedA tcdC
| PaLoc (19kb) ‘

Fonte: Adaptado de RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009.

Tanto TcdA como TcdB sé&o citotoxinas com atividaglecosiltransferase,
causando a ruptura das fibras do citoesqueletatittaada célula alvo, que resulta em uma
diminuicdo da resisténcia transepitelial, acumwad@ liquido e destruicdo do epitélio
intestinal (CARROLL; BARTLETT, 2011).

Apés a ligacdo aos seus receptores as toxinasnsé@duzidas nas células alvo
por endocitose. Dentro destes endossomas, em um @mdo, ocorre a digestao
autoproteolitica pela regido N-terminal (com o dumicatalitico) que se separa do resto da
toxina. Aparentemente, apenas a regido catalititeeada para o citosol e exerce sua fungéo
incorporando glicose a determinadas guanosinassfaiiases (GTPases) como Rho, Rac e
CDC42 (VOTH; BALLARD, 2005; JANK; GIESEMANN; AKTORES, 2007). Estas
GTPases sao responsaveis, dentre outras ativigalasegulacao de determinados processos
de sinalizacdo que estdo envolvidos em funcOesioelgdas com a manutencdo da barreira
epitelial. As toxinas interferem diretamente noesqueleto celular, resultando da ruptura das
juncdes oclusivas, além de induzir apoptose ddasekpiteliais (VOTH; BALLARD, 2005;
JANK; GIESEMANN; AKTORIES, 2007; RODRIGUEZ-PARDOMIRELIS; NAVARRO,
2013).

A apoptose de células epiteliais intestinais hum&h84), ocorre por ativacdo da
via extrinseca com ativagdo de caspase 8 e imeEnsem mudanca do potencial de

membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo wvjagho de caspase 9, juntamente com
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ativacao de BID e de caspase 3 e 6. Tudo issorepsecundariamente a inativagdo de Rho-
GTPases (BRITO et al., 2002a). O resultado desteepso € a desestruturacado da barreira
epitelial, que por conseguinte, induz uma intersacdo inflamatoria com producédo de
citocinas como TNF: e interleucinas (IL-1 e IL-6), com consequente raggo de
neutréfilos, contribuindo para a resposta inflamatéipica de colite. Nesse sentido, a TcdA
induz inativacdo de Rho e mudanca da morfologiaedgrofilos humanos, com alteragdo de
expressao de moléculas de adeséao, favorecends@oaale tecido o que possivelmente esta
envolvida na formacéo de pseudomembranas (BRITED, &2002b).

Além das toxinas A e B, algumas cepas sdo portaddeauma transferase,
denominada de toxina binaria (CDT), formada porsdausbunidades CDTa e CDTb, as quais
sao codificadas pelos genedA e cdtB, respectivamente. Estes genes encontram-se em um
l6cus especifico do cromossomo, denominado Cdtlpe também contém um gene
reguladorcdtR A toxina binaria € composta de duas proteinasimi@dadas, CdtA e CdtB.
CdtB tem funcéo de ligagdo e CdtA é um componemtéeretico, conforme é apresentado na
Figura 4 (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009; RODRIGUEZARDGC, MIRELIS;
NAVARRO, 2013).

Figura 4: Lécus CdtLoc contém os genes que codifiadoxina binaria (CDT).

cdfR cdtA cdtB

O ) S

| CdtLoc (4.3kb) |

Dominio catalitico Dominio de ligacdo e translocacéo

N—{  50kDa C N 100kDa |-¢C
Fonte: Adaptado de RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009.

A toxina binéaria esta associada a uma maior toadedda cepa, porque aumenta a
adesividade e atua ao nivel do citoesqueleto dadasg induz a formagdo de novos
microtubulos finos, na superficie das células &pite 0 que leva a um aumento da adeséo do
clostridio cinco vezem vitro e quatro vezes vivo. Desta forma, as cepas portadoras de
toxina binaria estdo associadas a uma maior veidé(CARROLL; BARTLETT, 2011,
RODRIGUEZ-PARDQ MIRELIS; NAVARRO, 2013).
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2.3 Patogenicidade de&lostridium difficile

A patogénese da infeccdo pOr difficile inicia com a ingestdo de organismos

vegetativos ou com esporos, como demonstrado naaFigy

Figura 5: Patogénese da infeccao @larstridium difficile

Fonte: Adaptada de POUTANSEN; SIMOR, 2004.

O processo de patogénese inicia com a ingest&b d#ficile, tanto na sua forma
vegetativa como em esporos. As células vegetasi@asnortas no estdbmago devido a acidez,
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mas 0S esporos podem sobreviver, e germinar netimtedelgado por meio da acéo dos
acidos biliares. Em seguida, locomovem-se com iauad flagelos, multiplicam-se e aderem
ao epitélio do colon. Quando aderidas, as celidgstativas d€. difficile produzem toxinas

A e B e enzimas hidroliticas (1). As toxinas A eaem quando sé&o liberadas no lumen
intestinal e sdo internalizadas por endocitos@spetlulas intestinais por meio de ligagédo aos
receptores na lamina basal. Dentro das vesiculdsss@micas, cujo pH torna-se acido por
causa da fusdo com lisossomos presentes no citoplaas toxinas sofrem clivagem
autocatalitica, e os fragmentos contendo os s#iv®s migram para o citoplasma, onde
exercem suas funcdes causando a producdo de fatoedose tumoral-alfa (TN&)- e
interleucinas pro-inflamatorias, aumentando a pebiidade vascular, o recrutamento de
monocitos e neutrofilos (2), abertura das juncdesélulas epiteliais (3) e a apoptose de
células epiteliais (4). A producéo local de enzirhaboliticas leva a degradacdo do tecido
conjuntivo, levando a formacao de colite pseudomand(5) e diarreia aquosa. Com a lesao
do epitélio intestinal, as toxinas podem ganhaireul@cao sistémica, agindo também em
outros 6rgdos. (POUTANSEN; SIMOR, 2004; HOOKMANARKIN, 2009).

2.4 Aspectos clinicos de CDI

2.4.1 Transmissao e Manifestacéo clinica

O principal modo de transmissao @e difficile, resultando em doenca, ocorre
através da via fecal-oral, principalmente dentroirdgalac6es hospitalares (COHEN al,
2010).

Durante a colonizacdo por cepas toxigénica€ diifficile, os individuos podem
se tornar portadores ou desenvolver doenca conosv@iaus de gravidade, desde uma
diarreia leve até a colite pseudomembranosa, seng@ortadores assintomaticos, assim como
em todos os estagios da doenca, um importanteveé8go para a transmissdo nosocomial de
C.difficile (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

Os pacientes com sintomas clinicos podem ser iisadbs em doenca leve a
moderada, doenca grave e doenca fulminante. Bs#difesacdo € importante para determinar
a necessidade de tratamento, o tipo de agenteiaminidno que pode ser necessaria para o
tratamento, se a cirurgia € necessaria para cantraloenca, e a necessidade de cuidados de
suporte, como internacdo em unidade de terapiasivie (BURNHAM; CARROLL, 2013).
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A apresentacao clinica mais comum da CDI é a daasociada a um histérico
de uso de antibioticos. O inicio da diarreia € lgeeate durante ou logo ap0s o recebimento
de antibioticoterapia, mas pode ocorrer a partialdans dias apos o inicio ou até 8 semanas
apos o término da terapia. As fezes sdo geralmagtesas, com um odor fétido
caracteristico, embora também possam ocorrer fegEssas, e a presenca de sangue € rara
(BARLETT; GERDING, 2008).

Em pacientes com doenca leve a moderada, a diaFrgyaralmente o Unico
sintoma, com 0s pacientes apresentando até 10 agdssi por dia. Pacientes com doenca
moderada tem diarreia com evidéncia de colite eactariza-se por febre e colicas
abdominais. AlteracGes laboratoriais na doencadaevederada incluem um nivel leucocitose
de 15.000 cel/uL ou inferior e um nivel de creatnsérica inferior a 1,5 vezes do nivel pré-
morbido (BURNHAM; CARROLL, 2013).

Em geral, a febre ocorre em aproximadamente 28%cdsss, leucocitose em
50%, e dor abdominal em 22%. Febre alta com teryrasapor vezes chegando a 40 °C e a
contagem de glébulos brancos, aproximando-se 5&8n? podem estar presentes. Dor
abdominal, quando ocorre, é normalmente localizattzs quadrantes inferiores.
Hipoalbuminemia é o resultado das grandes perdgwaleina atribuidas ao vazamento de
albumina e pode ocorrer precocemente no curso elacdaBARTLETT; GERDING, 2008;
BURNHAM; CARROLL, 2013; RODRIGUEZ-PARDOMIRELIS; NAVARRO, 2013).

Complicacdes graves de colite por difficile incluem desidratagéo, disturbios
eletroliticos, hipoalbuminemia, megacolon téxicoerfpracdo intestinal, hipotensao,
insuficiéncia renal, sindrome da resposta inflan@a&istémica, sepse e morte (COHEN,
2010).

Doenca fulminante porC. difficile ocorre em < 5% dos pacientes, e é
caracterizada por dor abdominal grave, diarreifupey ou por vezes sem diarreia, na qual o
doente progride rapidamente para o desenvolvimgatom ileo ou megacolon téxico, uma
condicdo em gue o colon tenha uma distensdo ma@6agm e corre o risco de perfuracao.
Este € um desenvolvimento sinistro e pode indicae@ssidade de cirurgia emergente. A
contagem de leucécitos pode ser tdo alta quanf@a08Qcel/pL ou superior (BURNHAM,;
CARROLL, 2013).
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2.4.2 Diagnostico

O diagnostico da CDI baseia-se numa combinacaaia@sios clinicos apoiado
por exames laboratoriais: diarreia (trés ou masceacoes diariamente por mais de 24 horas)
com nenhuma outra causa identificavel e deteccwet®nca de toxinas A e/ou B nas fezes,
ou a identificacdo de pseudomembrana no célon glonoscopia (RODRIGUEZ-PARDO
MIRELIS; NAVARRO, 2013).

Varios exames de fezes estdo disponiveis paraafiigar uma CDI, incluindo
cultura, ensaio de citotoxicidade celular, imunaés enzimaticos (EIAs), ensaio da
glutamato desidrogenase e reacdo em cadeia daepatien (PCR) (KHANNA; PARDI,
2012).

Cultura deC. difficile toxigénico baseia-se em isolar o organismo a rpdei
amostras fecais e determinar se o isolado recupéradna cepa produtora de toxina. O meio
de cultura mais utilizado € Agar Cicloserina, Céfoa, Frutose (CCFA).

A cultura é hoje considerada por muitos como o g@aduro para deteccao Ge
difficile em amostras fecais. As diretrizes SHEA/IDSA apo@mso da cultura toxigénica
como padrdo-ouro em estudos de comparacdo de rséfgdaentanto, o tempo de resposta
longo e um elevado custo limitam o seu uso nagaraio dia a dia (COHEMNt al, 2010;
BURNHAM; CARROLL, 2013).

Ensaio de neutralizacdo de citotoxicidade em caltetular (CCCNA) é realizado
por preparacao de um filtrado de fezes, o quah&oe aplicado sobre uma monocamada de
uma linha celular apropriada e observado o efeimpatico depois de 24-48 horas. Em
seguida, é realizada a neutralizacdo com um ardisea com antitoxina d€. sordellii ou
com antitoxina deC. difficile. Diferentes linhagens de células foram utilizaplas este fim,
tais como os fibroblastos dipléides humanos, aslaglVero, células de McCoy e células
Hep2 (BURNHAM; CARROLL, 2013).

CCCNA historicamente era considerada o padrao dwoentanto, atualmente a
maioria dos especialistas considera que este métimitem a sensibilidade desejada para ser
0 padrédo ouro em estudos de comparagdo de engaosensibilidades reportadas para
CCCNAs sao bastante variaveis (65 a 90%) e quaodparado ao cultivo d€. difficile
toxigénico, CCCNA tem uma sensibilidade de aproxiamente 75 a 85% (BURNHAM,;
CARROLL, 2013).
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Imunoensaios enzimaticos (EIAs) utilizam anticorpasnoclonais ou policlonais
dirigidos contra antigenos das toxinasQledifficile. Até muito recentemente, os EIAs para
deteccao de toxinas tém sido os ensaios maisadkilz em laboratorios clinicos devido a sua
facilidade de uso e custos trabalhistas mais baiacs a deteccao @ difficile. Deve notar-
se que, apesar de alguns dos primeiros ensaiostateta exclusivamente a toxina A,
atualmente recomenda-se que 0s ensaios detectémnatdoxina A como a toxina B, por
causa da presenca de cepas toxigénicas que satvaegaara toxina A (BURNHAM,;
CARROLL, 2013).

A sensibilidade destes testes é de 63% a 94%, ooanegpecificidade de 75% a
100%. Devido a essa baixa sensibilidade este météde considerado a melhor maneira de
fazer um diagndstico de CDI (COHEN al, 2010; BURNHAM; CARROLL, 2013).

Glutamato desidrogenase (GDH) é uma enzima produezid elevados niveis em
todos os isolados de. difficile, incluindo cepas toxigénicas e nao toxigénicaénmAtlisso, o
GDH deC. difficile é conhecido por reagir de forma cruzada com @.dsordellii Portanto,
GDH representa um teste de triagem para CDI e ss@npositivos devem ser seguidos por
um teste confirmatdrio, como um EIA ou um teste goolar para a deteccdo de genes de
toxinas (BURNHAM; CARROLL, 2013).

A sensibilidade deste teste € de apenas 58%-688m Ak baixa sensibilidade a
utilizacdo deste método néo fornece nenhuma infgimaobre a toxicidade da cepaCle
difficile nem realiza o isolamento do mesmo, 0 que seria paila investigacbes
epidemiolégicas (COHEMNt al, 2010).

Amplificacdo de acidos nucleicos (NAATppara a deteccdo de. difficile em
amostras fecais comecaram a aparecer na litenatunaicio de 1990. Estes ensaios iniciais
utilizaram métodos de PCR convencionais e umadadie de genes, incluindcdA, tcdB e
genes rRNA 16S e apresentaram uma sensibilidadéfisagivamente melhor do que os
meétodos de cultura anaerobica e CCCNAs (CARROLLRBRAETT, 2011; BURNHAM;
CARROLL, 2013).

Apesar dos beneficios e do aprimoramento dos ensadbeculares na detecgéo
de C. difficile em amostras fecais, por se tratar de uma técapida, sensivel e especifica,
inimeras questbes sdo levantadas em relacdo a tdidade clinica. Algumas destas
preocupacdes sao relacionadas com a biologia déficile e como a deteccéo dos genes que
codificam para as toxinas A e B se correlaciona eoexpressao da toxina. Questbes essas
gue podem ser esclarecidas realizando o cultiv@.ddifficile. Portanto, mais dados sobre a
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utilidade desta metodologia sdo necessarios aeteeidrecomendada como teste de rotina
(COHENZet al, 2010; BURNHAM; CARROLL, 2013).

2.4.3 Tratamento

O portador assintomatico, ndo necessita de tratangede diagndstico exceto se
houver evidéncia epidemioldgica. Entre as prinsipaedidas de tratamento de CDI que se
deve realizar é sempre que possivel, eliminar tiatito desencadeante. Outras medidas
bésicas incluem hidratacdo e evitar 0 uso de opgdeedrogas que inibem o peristaltismo
intestinal, pois escondem os sintomas e podem rp@rdoenca (RODRIGUEZ-PARDO
MIRELIS; NAVARRO, 2013).

Os dois principais antibidticos utilizados para ratamento de CDI sédo o
metronidazol e vancomicina. Metronidazol tem sideragmente recomendado para o
tratamento de primeira linha de CDI, com vanconasi@ral, sendo utilizada principalmente se
o metronidazol for ineficaz ou se for contraindicaoll ndo bem tolerado pelo paciente
(COHENZet al, 2010).

As recomendacOes de tratamento sao baseadas erastnagficacdo inicial da

gravidade da doenca com base em critérios cli@@sliticos, como descrito no Quadro 2.

Quadro 2: Recomendacg0des para o tratamento de CDI.

Definic¢ao clinica Dados clinicos Tratamento recomendado

Leucocitose de 15.000 cel/pL ou mais .
. . X . L . .| Metronidazol, 500 mg, 3
Primeiro episddio | baixas e um nivel de creatinina sérica . .
: . . ! vezes ao dia por via oral
leve ou moderado inferior a 1,5 vezes o nivel pré- :
mérbido durante 10-14 dias

Leucocitose de 15.000 cel/pL ou
Primeiro episddio superior ou um nivel de creatinina

grave sérica maior ou igual a 1,5 vezes 0
nivel pré-morbido

Vancomicina, 125 mg, 4
vezes ao dia por via oral
durante 10-14 dias

Vancomicina, 500 mg, 4
vezes ao dia por via oral ou
por sonda nasogastrica, além

de metronidazol, 500 mg a
cada 8 horas por via

Primeiro episédio

. Hipotensao ou choque e megacélgn
grave e complicadg

intravenosa
Primeira recorréncia ~ --—--- Mesmo para o primeiro
Segundarecorrénci@a =00 ------ episodio

Fonte: Adaptado de COHE®t al, 2010.
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Os mais dificeis desafios para o tratamento de@Bisséo a recorréncia multipla
e a presenca de casos complicados de doenca fabmioa grave. Pacientes com multiplas
recorréncias de CDI normalmente respondem ao tesmtm com vancomicina ou
metronidazol, mas, em seguida, os sintomas deetiapodem retomar dentro de dias ou
semanas ap0s o tratamento ser interrompido. Eft¢é @ 50% destas recorréncias séo
causadas por novas cepas@edifficile, indicando reinfeccdo em vez de uma recaida da
infeccdo original. No caso complicado de CDI grase,0 tratamento médico com fluidos
intravenosos, vancomicina por via oral e intravanondo é eficaz, a remocao cirargica do
coOlon pode ser a Unica solugdo (RUPNIK; WILCOX; GHRG, 2009).

Portanto novos agentes para o tratamento de reoaittgpla e fulminante CDI
Sa0 necessarios, e varias abordagens estdo saigagéo, incluindo vacinas, agentes de
ligacdo da toxina e anticorpos passivos, incluiraddicorpos monoclonais (RUPNIK;
WILCOX; GERDING, 2009).

O transplante da microbiota fecal (FMT) tem sidim@éado como uma alternativa
a terapia com antibiéticos para tratar CDI recdagnsendo um tratamento capaz de
reconstituir a homeostase microbiana normal e @quebrciclo de antibidticos que podem
perturbar ainda mais o microbioma (KHANNA; PARD012; YOUNGSTERet al, 2014).

A restauracdo da microbiota do coOlon ocorre coms@ de micro-organismos
intestinais a partir de um doador saudavel, vias&b de uma suspensao liquida ou indculo
congelado de fezes por sonda nasogastrica ou cuopi@, em pacientes com CDI
recorrentes (COHENMt al, 2010; YOUNGSTERet al, 2014).

2.5 Fatores de riscos de CDI

Diversos fatores de risco estdo associados a Gidle Bs principais envolvidos
estdo alteracdo da microbiota intestinal, exposag@G. difficile e imunidade debilitada do
hospedeiro.

Antibidticos: O principal fator de risco para a CDI é a expasigé&antibioticos.
Houve alguns relatos recentes de pacientes comadflirida na comunidade, que nao
haviam sido expostos a antibioticos nos ultimos min@ses. No entanto, estes casos, ndo sao
frequentes em comparacdo com o numero de pacietéesados com CDI em hospitais, ou
que tenham sido expostos a um antibidtico doisr@sl meses antes da infeccdo (RUPNIK;
WILCOX; GERDING, 2009).
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A microbiota intestinal quando integra, impedeadinente a colonizacéo pe&lo
difficile. Contudo, os antibioticos agem desestabilizandmi@obiota normal do cdlon,
permitindo aoC. difficile, de origem exdgena, se estabelecer, proliferatanegido e
provocar diarreia ou até caso grave de colite psaedcbranosa. E isso é possivel devido ao
fato de que . difficile é resistente a um grande nimero de antibioticoE[FRRAG et al,
2012).

Vérios antibidticos tém sido associados com a gulesge CDI, mas alguns
carregam um maior risco do que outros, incluinddab&actamicos (ampicilina e
cefalosporinas), lincosamidas (clindamicina) e, smaecentemente, fluoroquinolonas
(BLONDEAU, 2009).

Todas as fluoroquinolonas tém sido relacionadasluimdo a levofloxacina,
moxifloxacina, gatifloxacina e ciprofloxacina. O maento do risco associado a
fluoroquinolona foi concomitante com o aumento m@déncia da cepa hipervirulenta Ge
difficile (BI/NAP1/027) e de outras cepas que carregam raliel de resisténcia a esse
antimicrobiano (OWEN&t al, 2008; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

Hospitalizacdo: O ambiente hospitalar € considerado um dos mag®riantes
reservatorios e area de transmissao de espor@s dificile, isso se deve ao fato que nos
hospitais, 0s pacientes estdo expostos a um amkientaminado por esporos encontrados
nas superficies hospitalares e nas maos dos jpoofss de saude facilitando a infeccdo por
esse e outros micro-organismos (RUPNIK; WILCOX; GHRG, 2009).

Idosos e Co-morbidadesidade € um fator de risco especifico para a CDI. Um
relatorio apontou que 80% dos resultados positerosestudos de deteccao @e difficile
ocorreram em pacientes com mais de 65 anos. Aérsia a colonizacao pode diminuir com
0 processo de envelhecimento, tais que a menorsedoo a antibidticos resulta num
microambiente propicio no célon a enterocolite (LA 2009).

O numero desproporcional de idosos que tém doegases na unidade de
cuidados intensivos, frequentes tratamentos pralbog de antibidticos, doencas subjacentes
mais comuns e imunossupressao oferecem mais ojuati®s para a colonizacdo cdn
difficile entre os idosos (TASLIM, 2009; DePESTEL; ARONOEE13).

O aparente aumento de CDI em idosos pode ser déstorma mais adequada
como consequéncia da doenca de base e nao condoredgpenas na idade. Doencas

subjacentes que comprometem o sistema imunologidoodpedeiro devem ser vistas como
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uma situacao clinica que favorece a infeccaoCpdtifficile, independentemente da idade do
paciente (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

Demais fatores: Aléem dos principais fatores de riscos (uso de baiticos,
hospitalizacdo prolongada e idosos), outros fatpoeem contribuir para adquirir CDI como
inibidores de bomba de prétons ou antagonistagakptores H2 da histamina como protetor
gastrico, quimioterapicos, insuficiéncia renaluya gastrintestinal, doencas inflamatorias
intestinais (Doenca de Crohn e Retocolite Ulceaterintubacdo nasogastrica (BLONDEAU,
2009).

O uso de inibidores de bomba de prétons e os amitige de receptores H2 da
histamina aumentam o pH gastrico, favorecendo @nczdcédo e a proliferacdo bacteriana no
[imen intestinal. Assim, 0 uso desses agentesiagdsoao uso de antibiodticos potencializa o
risco de desenvolvimento @& difficile (LINSKY et al, 2010).

Pacientes cirdrgicos gastrointestinais normalmeéie preparo intestinal preé-
operatorio recebem antibidticos orais que sdo r#Ewraiveis, tem motilidade intestinal
prejudicada, e nenhuma ingestéao calorica por \d@hdurante o periodo pré-operatério. O uso
imprudente continuado de antibiéticos pds-operatqrara fins preventivos presumidos,
principalmente entre os idosos e os doentes quest#rda nasogastrica ou outros tubos
entéricos, parece ser uma receita para infecci@sers comC. difficile (TASLIM, 2009).

Pacientes oncologicosQuimioterapia € outro fator de risco para a CDe @
pelo menos em parte, mediada pela atividade ambtbiana de varios agentes
quimioterapicos, mas pode também estar relacionadaos efeitos imunossupressores de
neutropenia (COHEMN al, 2010).

A incidéncia de CDI em pacientes com cancer quebest quimioterapia foi
relatado entre 2,3 a 7%, com 8,2 % dos casos dalsendo enterocolite grave. O primeiro
caso de CDI associada a quimioterapia foi relaladdl981, em um paciente com cancer de
células embrionarias tratado com ciclos de cig@atbleomicina e vimblastina (KHABL al,
2012).

Os mecanismos pelos quais a quimioterapia aumentzco de CDI estédo
relacionados com a alteracdo da flora intestifapeovavelmente o fator predisponente mais
importante da CDI. Outros fatores em pacientes améncer incluem hospitalizacao
prolongada, idade avancada, uso prolongado dei@tds, principalmente cefepime e
levofloxacina, os quais s&o epidemiologicamenteaados a CDI. E desconhecido casos de
cancer sozinho, sem quimioterapia, causar CDI (KHeABIl, 2012; HANet al, 2013).
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Os agentes quimioterapicos, tais como 5-FU e o tnestito, podem induzir
mucosite com necrose e descamacao da mucosa,podeeriar um ambiente adequado para
a proliferacao d€. difficile (KHAN et al, 2012).

Entre os pacientes com cancer a diarreia € compode ser causada tanto pela
quimioterapia como por CDI. O aparecimento de sw® de CDI pode ocorrer
imediatamente apos o inicio de agentes quimioterapiou pode demorar até 20 dias em
média. Além disso, diarreia, febre, dor abdominakesidratacdo comumente sao vistos em
pacientes pos-quimioterapia, mas também podem ameifestacdes clinicas de CDI (KHAN
et al, 2012; KRISHNAet al, 2013).

Nestes pacientes, as complicacdes relacionadasacdiarreia incluem graves
desequilibrios eletroliticos, insuficiéncia rendipotensdo grave, e até mesmo colapso
circulatério e morte. Além disso, os disturbios umnidlos por diarreia (hipocalemia,
hipomagnesemia) podem causar disfuncéo intestorge tem sido implicado na patogénese
de megacdlon téxico. Devido ao potencial para estasplicacbes com risco de morte, 0s
padrbes de atendimento para a diarreia grave imcinieio imediato de antiperistalticos (com
terapia anti-secretora, se necessario), e terapi€ll de preferéncia, até que a resposta
clinica seja adequada e haja a exclusdo de CDISKRA et al, 2013).

2.6 Epidemiologia deClostridium difficile e CDI (Clostridium difficile infection)

Clostridium difficile € a causa mais comum de diarreia infecciosa askDEs
unidades de saude de cuidados agudos e cronicd8BRKE; WERTHEIMER, 2009).

Atualmente, a infeccdo pdlostridium difficleé uma das principais causas de
morbidade e aumento de custos de cuidados de EBREETON; YOUNG, 2014).

Em 2002, o custo anual associado com CDI nos EUA€ica de 1,3 bilhGes de
dolares. Em 2009, esse custo foi estimado em $)dds de dblares. Embora haja variacédo
sobre a carga econ6mica global atribuivel & CDIldao consistente é que o custo estimado
de salude associados a um paciente internado geievdése CDI é de 33 a 54% maior do que
de um paciente semelhante que n&do desenvolve meesgdo (ANANTHAKRISHNAN,
2011).

CDI tem sido tradicionalmente considerada como umf@ccdo adquirida em
hospitais ou associada a assisténcia médica. @asnfexc da comunidade também estdo em
risco para CDI, embora a uma taxa consideravelmerdes baixa daqueles que estao
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hospitalizados. No entanto, recentemente, rela@imerem que casos de CDI associada a
comunidade (CA-CDI) (ou seja, casos em que 0 peci@do esteve internado em unidades de
saude nas ultimas 12 semanas) sdo cada vez mgiserites (KHANNAet al, 2012;
DESHPANDEEet al, 2013). Alguns estudos mostram que a incidénci€AeCDI é de um
guarto dos pacientes internados diagnosticados Giph (HENSGENS et al 2012,
KHANNA et al, 2012).

CA-CDI tem sido relatada em populacfes previamdeteritas de baixo risco,
como individuos jovens e mulheres gravidas (HENSSEMN, 2012; KHANNAet al, 2012;
DESHPANDEet al, 2013). Entre as fontes de contaminacéo posgbaes CA-CDI incluem
solo, agua, carnes, legumes e animais de estinf@EENIK; WILCOX; GERDING, 2009).

A partir do ano 2000 houve um aumento de relatogad®s graves de CDI,
apresentando mudangas tanto nas manifestacdesaslioomo na epidemiologia, além de
descricbes de novos fatores de riscos. Essa d@i@éncia de casos de CDI no mundo foi
ocasionada devido ao surgimento de uma nova cqpervirulenta caracterizada como
pulsotipo NAP1 ou Bl ou ribotipo 027 (NAP1/BI/02(HAREEMAN et al, 2010).

A cepa hipervirulenta foi descrita pela primeira \&m 2005 por investigadores
norte-americanos e canadenses (McDONAL@I.,2005; WARNYet al, 2005). Na Europa,
foi relatada pela primeira vez na Inglaterra e Idgpois na Holanda (BAUE& al, 2011). J&
na Ameérica Latina, o primeiro isolamento da NAP10BV foi reportado na Costa Rica em
2009 (QUESADA-GOMEZ:t al, 2010).

Embora a cepa NAP1/BI/027 tenha sido associadaacatnal epidemia de CDI,
alguns paises da Europa estdo comecando a vedfioaruicbes da prevaléncia desta cepa.
No entanto, é provavel que no futuro ocorra o suegito de outras cepas @e difficile
capazes de causar epidemias (BAWERI 2011; LESSA; GOULD; MCDONALD, 2012).

O aumento da incidéncia e a gravidade de CDIs t@ml®m documentadas na
altima década em toda América do Norte e Europ&EWRAN et al, 2010; BAUERet al,
2011; DePESTEL, ARONOFF, 2013). Enquanto isso,rescientizacdo e vigilancia de CDI
na América Latina permaneceram escassas. Pouabesasabre os casos de CDI que ocorrem
em paises latino-americanos, apesar da diarreiansgrdas principais causas de morbidade
nos paises em desenvolvimento (BALASSIABICal 2012).

No Brasil ha pouca informacédo sobre a incidénci&€Dée a disseminacao @&
difficile. Isso se deve em parte ao fato de que a deteccBactiErias anaerdbias ndo é um
procedimento de rotina nos laboratorios clinicosn@sso pais, principalmente devido a falta
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de tecnologias e instalagdes para o seu cultiporganto, contribuindo para a sub-notificagéo
de CDI (BALASSIANOet al, 2009).

Além disso, existem poucos grupos de pesquisasiern-grganismos anaerobios
no pais. A maioria dos estudos € realizada no Ridaheiro, Sdo Paulo e Porto Alegre
(BALASSIANO et al 2012). Dentre esses estudos os percentuais @¥nc@ de CDI

variam de cerca de 10% a 40%, como apresentadaadr®3.

Quadro 3 — Incidéncia da infeccao oostridium difficileem pacientes hospitalizados no
Brasil (2000-2014).

Incidéncia de N° de isolados deC.

Localidade CDI difficile Ano Referéncia
S&o Paulo | 5,5% (10/181)] 5,50% (10/181) 2ooo.2ocyfeffze&)é‘gt al
Rio de Janeiro | 6,7% (14/210)f 6,7% (14/210) P'gtg o al
Sé&o Paulo 44.7% (22/49) - 2002 | Marconetal
2006
i i |, Balassiancet
0 -
Rio de Janeiro 28,5% (6/21) 4/6 2006-07 al 2009
Rio de Janeiro | 19,7% (43/218) 4143 2006-0p Balassianet
al 2010
Fortaleza 18,75% (3/16)) - 1991-199 3Mesggﬁet al
Rio de Janeiro | 27.1% (19/70 8/19 2008-20pgAaSSIaNE
al 2011
Rio de Janeiro 6,8% (5/74) 4/5 2009-10 Seggﬁ al
Pireset al
o -
Porto Alegre 8,3% (8/96) 2011-12 2014

* Incidéncia de CDI em criangas.

Tendo em vista a patogenicidade@odifficile e a importancia dessa bactéria no
ambiente hospitalar é importante realizar um estsdore CDI em pacientes de risco,
principalmente pacientes oncolégicos, que recebeimigterapia. Nestes pacientes ha uma
urgente necessidade do reconhecimento precocgeddieco de CDI para a implementacao
de tratamento de CDI associada a quimioterapianAlé&so, este estudo podera levar a um
maior conhecimento da situacéo epidemioldgica deftacdo em uma unidade de saude de

pacientes de risco em Fortaleza.
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3 HIPOTESES

1. Existe uma alta incidéncia d€lostridium difficile em pacientes oncoldgicos,
apresentando diarreia e internados em um hosgitbdaleza.

2. As cepas d€. difficileisoladas sao toxigénicas produtoras das toxina8A

3. As cepas toxigénicas de. difficile pertencem aos gendtipos NAP1, NAP4 e NAP11,
comumente encontrados em ambientes hospitalares.

4. As cepas d&€. difficile identificadas apresentam uma resisténcia aos ianbioanos

associados a CDI.
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4 OBJETIVO GERAL

Determinar a incidéncia da infeccdo induzida @ostridium difficile e caracterizagao
fenotipica e genotipica das cepasGdifficile isoladas de pacientes oncoldgicos internados

do Hospital Haroldo Juacaba, Fortaleza, Ceara.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar cepas toxigénicas @stridium difficilepela presenca das toxinas A e B nas
amostras de fezes diarreicas dos pacientes;

2. lIsolar e identificar fenotipicamente cepadidifficile;

3. Detectar um fragmento do getpe deC. difficile;

4. Detectar os genedA (toxina A), tcdB (toxina B), cdtB (toxina binaria) etcdC
(regulador negativo dBaLog do C. difficile;

5. Tipificar as cepas isoladas por meio de genotipagem

6. Tracar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos;

7. Correlacionar os dados clinicos com os resultadotehiologicos.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Delineamento do estudo

Este é um estudo prospectivo, analitico e tranalkegsie foi realizado em um
hospital de atendimento de pacientes com fator isigo rpara a doenca associada ao
Clostridium difficile Os pacientes foram identificados clinicamentea pejuipe médica do
hospital e foram aplicados Termo de Consentimemtoele Esclarecido (Apéndice A) e
Questionario (Apéndice B) para o paciente particiga estudo. Esse estudo faz parte do
projeto intitulado “Isolamento, genotipagem e estadmparativo da viruléncia de cepas de
Clostridium difficile em pacientes do Hospital Haroldo Juacaba do umstdlo Cancer do
Ceard” submetido e aprovado pelo comité de étidastduto do Cancer do Ceara (Anexo A)
e financiado pela FUNCAP, n° de processo 1253567@®f@rente a Chamada 03/2012
Pesquisa para o0 SUS: gestdo compartihada em salRRSUS-REDE-
MS/CNPg/FUNCAP/SESA.

6.2 Local de realizacao

O Hospital Haroldo Juagaba é a primeira instituifilantropica do Estado a
receber Certificacdo Nivel 1 de Acreditacdo Hopitamitido pela Organizagdo Nacional de
Acreditacdo — ONA. Esse hospital realiza por n&sa de 20.000 atendimentos, dos quais
aproximadamente 70% s&o prestados a pacientesnpentes do Sistema Unico de Salde
(SUS). Possui em sua estrutura 115 leitos e reegeximadamente 6.000 internagdes
clinicas e cirdrgicas (INSTITUTO DO CANCER DO CEAR2014).

O processamento das amostras, com posterior isolame identificacdo
bacteriana, foi realizado no Laboratério de Baotegia, Centro de Biomedicina da
Faculdade de Medicina (UFC). As deteccdes dossgda€. difficile e das toxinas foram
executadas no Centro de Investigacdo em Enfernsdddepicais e no Laboratorio de
Investigacion en Bacteriologia Anaerolde Faculdade de Microbiologia na Universidad da

Costa Rica.
6.3 Critérios de incluséo e coleta dos espécimemaos

A coleta dos espécimes clinicos foi realizada negital Haroldo Juacaba do

Instituto do Cancer do Cear4, durante o periodi2deeses (maio de 2013 a maio de 2014).
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As amostras fecais diarreicas foram coletadas demtas hospitalizados, acima
de 18 anos de idade, com cancer, que fizeram usjuidg@oterapicos ou antibiéticos nas
tltimas oito semanas antes do inicio do quadroalc@r. Pacientes com enteropatia causadora
de diarreia crbnica, doenca inflamatoria intesfirgihdrome do intestino curto foram
excluidos da pesquisa assim como qualquer condigidica que pudesse comprometer a
capacidade do paciente de participar do estudo.

Como critério para paciente com diarreia foi defnicomo trés ou mais
evacuagOes de fezes ndo formadas em 24 horas meras horas consecutivas (COHEN
al, 2010).

A coleta foi realizada a partir da evacuacao espma de qualquer horario do dia,
dentro de um frasco de coleta estéril com bocalangma tampa bem ajustada. A amostra foi
transportada em um recipiente com gelo. O temporddo entre a coleta e a semeadura ndo
excedeu a seis horas ou entdo a amostra foi calagala- 20 °C e analisada dentro de um

prazo maximo de dois meses.

6.4 Deteccao de toxinas délostridium difficile em amostras fecais

Toxinas A/B foram detectadas em amostras de feaeeitas através do kit de
deteccdo comercial ProSpecTClostridium difficileToxin A/B Microplate Remel®,

Lenexa, KS, USA)seguindo as recomendacdes do fabricante.

6.5 Exames parasitologico e bacterioldégico em amoss fecais

Os exames parasitologico e bacterioldgico forarizaatos nas amostras de fezes
positivas par&. difficile.

No exame parasitolégico foram utilizados os métaticeto e Lutz para pesquisa
de protozoarios e helmintos (KONEMA®t al, 2008). O exame foi realizado no Setor de
Parasitologia do Departamento de Patologia e Mealicegal da UFC.

No exame bacteriol6gico, a amostra foi inoculadatdinente em placas de agar
MacConkey para isolamento de bactérias entéricasplacas foram incubadas a 37 °C
durante 24-48 horas. As colbnias suspeitas foramtiitcadas por meio de coloracdo de
Gram e provas bioquimicas (KONEMA al, 2008).



39

6.6 Isolamento deClostridium difficile a partir de amostras fecais

Antes do cultivo das amostras fecais, as amosassapam por um tratamento de
choque com élcool. O tratamento de choque foi W&€o da seguinte maneira: 1 mL de
fezes liquidas foi misturado em 1 mL de alcoob&9no caso de amostras semi solidas, 1 g
da amostra foi dissolvida em 1 mL de extrato deedeva estéril a 0,05% e em seguida
adicionado, a solucéo, 1 mL de alcool a 96%. O mxm@ato foi realizado em tubos de
polipropileno de 15 mL estéreis.

Em seguida as fezes foram deixadas em repouso5porirBitos a temperatura
ambiente e entdo foram centrifugadas a 3.500 rgm® painutos. O sobrenadante (alcool) foi
descartado e pelletsemeado em placa de Petri contendo o meio CCFA{D®) por meio
de umswah Em seguida as placas foram incubadas em anaseopm 72 horas a 37 °C.
Para obtencdo de anaerobiose foi utilizada jarraamerobiose (DIFCO®/OXOID®) e
envelope gerador de anaerobiose (PROBAC®/OXOID®&)O0sAa incubacdo as colbnias
caracteristicas crescidas no CCFA foram examinadas.

O mesmaswabutilizado para semeio no meio de cultura CCFAirfioculado em
um tubo contendo 5 mL de caldo para anaerébiogliasds (FAB). O tubo foi incubado por
7 dias, a 37° C em anaerobiose. O crescimento rlzaieem FAB foi utilizado com o
objetivo de se obter um caldo de reserva para pas@lgum motivo o semeio em CCFA
desse negativo (ALFA&t al 2000; MILLER et al, 2010; QUESADA-GOMEZet al, 2010).
Se nao houvesse crescimento no CCFA realizavatse sgmeio em meio CCFA a partir do
caldo FAB.

Todas as amostras fezes foram congeladas a -20 °C.

6.7 Identificagcéo presuntiva dos isolados d€. difficile

Colbnias suspeitas foram cultivadas no meio de ukltagar Brucella
suplementado com vitamina K (1 pg/mL) e 5% de sarigado de carneiro (BAK) e em 5
mL de caldo BHI suplementado com a mesma quantidadétamina K e hemina (5 pg/mL,
Sigma®), ambos foram incubados em anaerobioseZboras a 37 °C. As colbnias crescidas
em agar BAK foram submetidas a prova de toleraaciaoxigénio, coloracdo de Gram e
deteccao de fluorescéncia em luz UV (MILLERal, 2010).
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O teste de aerotoleréancia foi realizado para awmafirque 0 micro-organismo
isolado era uma bactéria anaerdbia estrita. Est® ¢ensiste em repicar cada col6nia isolada
na cultura em anaerobiose em uma placa de agamesaagincubar em aerobiose,
microaerofilia e anaerobiose. Se 0 micro-organismescer apenas na atmosfera anaerdbia,
confirma a presenca de uma bactéria anaerobia (MWONNEet al, 2008).

Também foi realizado o teste rapido de aglutinagéo latex, que detecta
especificamente a proteina glutamato-desidrogethag€k difficile (C. difficile Test Kit® da

Oxoid®), seguindo as recomendacdes do fabricante.
6.8 ldentificacéo definitiva dos isolados d€. difficile

As cepas isoladas a partir do meio BAK foram ideattlas mediante provas
bioguimicas comerciais (RapID™ ANA Il System, Re®jelAlém disso, a sua identificacdo
foi confirmada pela deteccdo de um fragmento dae geinexclusivo deC. difficile (triose
fosfato isomerase) por PCR, com os iniciadores @adi¢cdes descritas (KATE al, 1991;
STUBBSet al, 2000; SPIGAGLIAet al, 2004; QUESADA-GOMEZt al, 2010).

6.9 Extracdo do DNA gendmico bacteriano d€. difficile

O DNA gendmico foi extraido de cada cepa previameuttivadas em caldo BHI
suplementado com vitamina K (1 pg/mL, Sidhha hemina (5 pg/mL, Sigrfip As cepas
foram incubadas por 12 a 18 horas, a 37 °C e sadigies anaerdbias. A extracdo foi
realizada por meio do kit InstaGene MaftriBioRad”) seguindo as recomendacdes do

fabricante e segundo descrito em Mik¢al (2010) e Quesada-Gometzal (2010).
6.10 Deteccao de genes das toxinasd@, tcdB cdtB e tcdQ

A determinacao da presenca de fragmentos dos desdsxinas AtCdA), toxina
B (tcdB), dominio de ligagdo da toxina binaried(B) e o potencial regulador negativo do
PaLoc (cdC) foi realizada por meio de PCR Multiplex. O praitw; iniciadores e as
condicOes utilizadas foram as descritas na liteaigiiATO et al, 1991; STUBBSet al, 2000;
SPIGAGLIA et al, 2004; QUESADA-GOMEZ:t al, 2010).
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Os produtos amplificados foram visualizados meedianinoculagcéo de 10 pL da
amplificacdo em gel de agarose a 1,5% e corridogletroforese em tampao TBE 0.5X, a
100V por 90 minutos (COHEN; TANG; SILVA, 2000; QUEBA-GOMEZ et al, 2010).

As delec¢bes parciais no geteelC foram interpretadas de acordo com o tamanho
do fragmento amplificado nas imagens do eletro®r@&OHEN; TANG; SILVA, 2000;
QUESADA-GOMEZet al, 2010).

Os controles positivos de amplificacdo foram asuisdgs cepas: uma cepa
hipervirulenta NAP1 t€¢dA+, tcdBt, delecdo 18 pb entdC, cdtB), NAP7 (cdA, tcdB+,
delecdo > 18 pb enedC, cdtB) e uma cepa que apresentasse somente a toxicd/As,
tcdB+, sem delecédo nodC, cdtB).

6.11 Tipificacdo mediante eletroforese de campo maddo (PFGE - Pulsed-field Gel
Electrophoresis)

O padréo de macrorestricao foi determinado por maidigestdo do genoma com
a enzima de restric&®mad, obtido pelo equipamento PFGE, para cada umstidados de.
difficile de acordo com o método descrito (ALEAal, 2000; QUESADA-GOMEZet al,
2010).

As bactérias foram cultivadas em caldo BHI por 8 laoras. Em seguida, estas
bactérias foram ressuspensas em tampéo de lidarqg@unM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM de
EDTA pH 9,0, NaCl 1 M para desoxicolato a 0,2%cssil a 0,5%, Brij 58 a 0.5%) e os
plugs de agarose foram feitos por uma mistura demes iguais das solucdes bacterianas e
da agarose SeaKeam GblfLonz&) & 1% fundida, contendo dodecilsulfato de sédid/&
em tampao TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, EDTA 1 mM)s bactérias foram lisadas durante
a noite por incubacéo dos plugs em tampao de éikgac e enzimas (2 mg/mL de lisozima,
20 mg/mL de RNase e 12,5 unidades de mutanolissmajna temperatura de 37 °C. Em
seguida, os plugs foram incubados a 55 °C durahte 18 horas em uma suspenséo de 500
mM de EDTA pH 9,0, sarcosil a 1% e 50 mg/mL de @rase K.

Depois destas lises, os plugs de agarose com o g#dAmico foram lavados, de
7 a 8 vezes, com tampéao TE 1X e agua ultrapuragbidda, deionizada e estéril). A digestao
com a enzima de restric&mal(Roche®) foi realizada durante overnight a 25 °C.

O DNA dos plugs foi separado em géis de agaros #BloRad® grau campo
pulsado) em tampé&o TBE 0,5X (tris-borato-EDTA) emato 50 mM de tioureia em 6 V/cm
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com 1 a 40 segundos, tempo de comutacdo durant®r2®. Os géis foram corados com
brometo de etidio, descorados com agua ultrapdcapgrafados digitalmente.

As imagens dos géis foram analisadas com softBalumerics® (Applied
Maths®) e com o banco de dados do National Mictogi Laboratory (NML), Winnipeg,
Manitoba, Canada. Com isso, 0 genétipo foi deteswdone dado uma designacédo "NAP" para
cada cepa em estudo.

Como um controle do tamanho dos fragmentos de DbdlAufilizado a cepa
Salmonellaserovar Braenderup H9812, estabelecida para ettalologia, com uma digestao
enzimatica conXba (Roché) durante 18-24 horas a 37 °C (RothéALFA et al, 2000;
QUESADA-GOMEZet al, 2010).

6.12 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

A concentracdo inibitéria minima (CIM) de clindama, levofloxacina,
ciprofloxacina, moxifloxacina, rifampicina, cefoimxa, metronidazol, cloranfenicol,
ceftriaxona, tetraciclina, vancomicina e azitroméciparaC. difficile foi determinada por
meio deE-test(bioMérieux®) em agar Brucella suplementado com $#gue de carneiro,
hemina (5 pg/mL), e vitamina K (1 pg/mL). Os pantle corte utilizados foram os descritos
no CLSI (2012).

O controle utilizado foi a cep@. difficile ATCC® 700057.

6.13 Correlacéo entre os dados clinicos e os resulos bacteriologicos
Os dados clinicos, obtidos por meio do questiondAmexo 1), foram
correlacionados com os resultados bacteriol6gi@ssdados utilizados foram: sexo, idade,
febre, leucqcitos, creatinina, quimioterapicos #adticos utilizados (tipos e quantidade).
6.14 Andlise estatistica dos dados
A andlise descritiva das caracteristicas dos psesefoi realizada utilizando

para as variaveis continuas, meédias, e para a&veaicategoricas, frequéncias e teste do

Qui-quadrado.
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Andlises uni e multivariadas foram utilizadas peoarigir eventuais desvios
causados pela interdependéncia das variaveis e @aranar potenciais fatores de
confundimento. O nivel de significancia adotadocamparacao das variaveis nas analises
uni e multivariadas foi o valor de erro de primeardem inferior a 5% (p < 0,05).

Todas as andlises estatisticas do estudo foramasas utilizando o software
IBM® SPSS® Statistics 20.
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7 RESULTADOS

Durante o periodo de estudo (2013-2014), foramtadés um total de 41
amostras de fezes diarreicas de pacientes intesmadblospital Haroldo Juagaba.

46,3% (19/41) das amostras foram positivas parsepga das toxinas A/B por
ELISA e/ou cultura ddC. difficile. Foram obtidos trés isolamentos @e difficile (15,8% -
3/19), sendo um isolado das amostras positivas getexcdo de toxinas e dois isolados de
amostras que tiveram resultados negativos quantes&nca de toxinas (Apéndice C).

Todas as 19 amostras de fezes positivas para peesknC. difficile foram
submetidas aos exames parasitoldgico e bactermololjio entanto, em nenhuma amostra foi
detectado outro patdgeno.

Dos 41 pacientes do estudo, 23 (56,1%) eram muwheoen média de idade de
58 anos.

Os pacientes com CDI também apresentaram uma im&dominancia do sexo
feminino (63,2%) e com idade média de 56 anosdadeas dos pacientes variaram de 28 a 84

anos, com predominancia de idosos, conforme detalfebela 1.

Tabela 1 — Faixa etaria dos pacientes estudadaddodpital Haroldo Juacaba, Fortaleza,
Cearéd (2013-2014).

Amostragem Total Amostragem Positiva
Faixa etaria Frequéncia Porcentagem Frequéncia Porcentagem

(%) (%)

18-38 anos 6 14,6 3 15,8
39-59 anos 12 29,3 7 36,8
60-80 anos 21 51,2 8 42,1
81-101 anos 2 4,9 1 53

Total 41 100,0 19 100,0

Nao foram observadas diferencas significativaseentrfaixa etéria e sexo da
amostragem total e positiva quando comparadas par da analise do teste do Qui-quadrado
(p>0.05).

As cepas isoladas foram processadas e realizadliseande deteccdo dos genes
das toxinas e do fragmento do g#pig(identificacdo definitiva), e em todos os isolaftmam
detectados os gengs, tcdAetcdB. O dominio de ligacdo da toxina binar@t®) nao foi
detectado assim como também n&o foram observatiEagHds no gentedC nos isolados. A

caracterizagao desses isolados foi detalhada relarab
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Tabela 2 — Caracterizacdo das cepasCddlifficile isoladas de pacientes internados no
Hospital Haroldo Juacaba, Fortaleza, Ceara (2013320

Identificacdo _ o _ Periodo de
) Perfil toxigénico  Pulsotipo CIm* ,
dos isolados isolamento
Azl CIP CTX LEV TET
tcdA+,tcdB+, _
ICC-01 Maio
P 2013
CA de reto delecdedcdC
tcdA+,tcdB+,
ICC-05 Junho
Lo 2013
CAdebexiga  delecsescdC
ICC-14 tcdA+,tcdB+, Agosto
feminino, 37, cdtB- sem NAP4 025 2 >32 3
Linfoma de 2013
Burkitt delecdegcdC
CA — cancer

Perfil toxigénico —tcdA (enteroxina TcdA)tcdB (enterotoxina TcdB)cdtB (dominio de ligacdo da toxina
binaria) etcdC (gene regulador negativo que controla a produgabodA e TcdB).

Breakpoints de acordo com CLSI (2012): AZl=azitroima (16 pg/mL), CIP=ciprofloxacina>8§ pg/mL),
CTX=ceftriaxona¥64 pg/mL), LEV=levofloxacinaX4 pug/mL), TET=tetraciclina>16 pg/mL).

*Todas as cepas apresentaram CIM >32 pg/mL pacdsceéda.

A analise molecular PFGE revelou que os trés isslaabresentam o mesmo
genotipo, NAP4 (Tabela 2 e Figura 6).

Figura 6 — Pulsotipos d€. difficile isolados de pacientes internados no Hospital Harold

Juacaba, Fortaleza, Ceara.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Smal PFGE-Smal
o P. de restrigao

@ 2 Cepas Smal Pulsotipos

P
26ACD0019 0023 NAP4
ICC-01 0023 NAP4
ICC-05 0023 NAP4
ICC-14 0023 NAP4
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A andlise dos perfis de PFGE por meio da digestéio $md sdo idénticos, ou
seja, todas as bandas apresentam o mesmo tamarfhagehento, sugerindo pertencer ao
mesmo genotipo. Quando analisados no banco de dadediL, Canada, foi verificado que
os perfis eram iguais a de uma cepa (26acd001@pida com o gendtipo NAPA4.

Com relacdo a sensibilidade aastimicrobianos, foi verificado que as cepas
foram sensiveis a cloranfenicol, clindamicina, mioxacina, rifampicina, vancomicina,
metronidazol. A cepa ICC-01 apresentou multirrésisia a cinco antimicrobianos
(azitromicina, tetraciclina, ciprofloxacina, levofiacina e cefotaxima), a ICC-05 a quatro
antibiéticos (ciprofloxacina, levofloxacina, cefixona e cefotaxima) e a ICC-14 a dois
(ceftriaxona e cefotaxima) (Tabela 2).

Dos pacientes estudados, 73,1% (30/41), faziandesam ou mais antibiéticos.
Os antibiéticos mais utilizados nos pacientes carrela e CDI eram Tazocitriperacilina +
Tazobactam) Metronidazol, Bactrim F Suilfametaxol + Trimetoprima)e Ciprofloxacina,

conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Antibidticos prescritos aos pacientdadesios do Hospital Haroldo Juacaba,
Fortaleza, Ceara, (2013-2014).

Amostragem Total Amostragem Positiva
Antibioticos Frequéncia Porc((iz';agem Frequéncia Porcgz;agem
Cefepima 4 7,0 3 10,0
Ceftriaxona 2 3,5 0 0
B-lactamicos M.erope.n.em 2 3,5 1 3,3
Piperacilina +
Tazobactam 13 22,8 6 20,0
Oxacilina 1 1,8 0 0
Glicopeptideos Vancomicina 2 3,5 2 6,7
Lincosamidas Clindamicina 1 1,8 1 3,3
Macrolideos Claritromicina 1 1.8 1 33
Nitroimidazodlicos Metronidazol 9 15,8 5 16,7
Polimixina Polimixina 1 1,8 1 3,3
Quinolonas Ciprofloxacina 5 8,8 3 10,0
Sulfonamidas/ Sulfametaxol +
Trimetoprima Trimetoprima > 8,8 3 10,0
Nenhum 11 19,3 4 13,3
Total 57 100,0 30 100,0
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Oitenta e trés por cento (34/41) dos pacientevastaecebendo quimioterapia e
39% (16/41) faziam uso de radioterapia.

Os pacientes diagnosticados com CDI que faziam desoantibidticos e
quimioterapicos representavam 57,9% (11/19). Ap&ba&% (3/19) ndo estavam recebendo
quimioterapia. Os quimioterapicos mais utilizadosrafm ciclofosfamida, xeloda

(capecitabina), 5-FU (5-fluorouracil) e taxol (pteotel), detalhados na Tabela 4.

Tabela 4 — Quimioterapicos utilizados nos pacieagtgdados do Hospital Haroldo Juacaba,
Fortaleza, Ceara, (2013-2014).

Amostragem Total Amostragem Positiva
Quimioterapicos Frequéncia Porc(e(z)z';agem Frequéncia Porcgz;agem
5-FU 5 8,3 3 10,0
Avastin 2 3,3 1 3,3
Carboplatina 2 3,3 2 6,7
CDDP 4 6,7 1 3,3
Ciclofosfamida 6 10,0 1 3,3
Citarabina 2 3,3 0 0
Codox-M 2 3,3 2 6,7
Dacarbazina 1 1,7 1 3,3
Dexametazona 1 1,7 0 0
Docetaxel 2 3,3 0 0
Erbitux 1 1,7 1 3,3
Evoxali 1 1,7 0 0
FLOX 1 1,7 1 3,3
Floxatin 2 3,3 1 3,3
Folfox 1 1,7 1 3,3
Leucovorin 2 3,3 1 3,3
Merceptin 3 5,0 3 10,0
Mitomicina 3 5,0 1 3,3
Nexavar 1 1,7 1 3,3
Oncovin 1 1,7 0 0
Taxol 4 6,7 3 10,0
Xeloda 6 10,0 3 10,0
Nenhum 7 11,7 3 10,0
Total 60 100,0 30 100,0

Os diagnosticos mais frequentes dos pacientes fa2amn(9/41) cancer de mama
e 12,2% (5/41) cancer de colon, conforme detallimadbabela 5.
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Tabela 5 — Diagnéstico oncoldgico dos pacientesriaidos no Hospital Haroldo Juacaba,
Fortaleza, Ceard, (2013-2014).

Amostragem Total Amostragem Positiva

Diagnostico Frequéncia Porc(e(z)z';agem Frequéncia Porc(e(z)z;agem
CA de Bexiga 2 49 2 10,5
CA de Boca 1 2,4 1 53
CA de Canal anal 2 4,9 1 53
CA de Colo uterino 1 2,4 1 53
CA de Cdlon 5 12,2 2 10,5
CA de Mama 9 22,0 4 21,1
CA de Orofaringe 1 2,4 1 53
CA de Pancreas 1 2,4 1 53
CA de Prostata 1 2,4 0 0
CA de Reto 1 2,4 1 5,3
CA de Tiredide 1 2,4 0 0
CA Gastrico 4 9,8 0 0
CA Hepético 2 49 1 5,3
Glioma de alto grau na regia
1 2,4 0 0

frontal
Leucemia miel6ide aguda 1 2,4 0 0
Linfoma Burkitt 1 2,4 1 53
Linfoma folicular 1 2,4 0 0
Linfoma ndo Hodgkin 3 7,3 2 10,5
Melanoma 1 2,4 1 53
Mieloma Multiplo 2 4,9 0 0

Total 41 100,0 19 100,0

Todos os pacientes com CDI (19/19) apresentaranguedro de anemia. 26%

dos pacientes estavam com leucopenia e neutrope3¥éo de leucocitose e neutrofilia. 53%
dos pacientes apresentaram linfopenia. Todos oerpes apresentaram ureia dentro dos
parametros e apenas um paciente apresentou antraaglevada. 32% dos pacientes
apresentaram além da diarreia, febre.
O paciente que apresentou creatinina elevada ima#iciéncia renal aguda.

Outras comorbidades foram relatadas entre os gasieom CDI, sendo as mais prevalentes
hipertenséo (41,4%) e diabetes (13,8%). 17,2% )50 pacientes ndo apresentaram
nenhuma comorbidade além de CDI e cancer, comtathddo na Tabela 6.
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Tabela 6 — Comorbidades associadas aos paciente€€Bd do Hospital Haroldo Juagaba,

Fortaleza, Ceard, (2013-2014).

Comorbidades Frequéncia Porcentagem (%)

AVC prévio 2 6,9
Diabetes 4 13,8
Gastrite 1 3,4
Hipertensao 12 41,4
HIV 1 34
Insuficiéncia coronariana 1 3,4
Insuficiéncia renal aguda 1 34
Osteopenia 1 3,4
Tuberculose 1 3,4
Nenhuma 5 17,2

Total 29 100,0

Os pacientes do estudo assim como o0s positivos@Giarem sua maioria foram

internados por apresentarem quadros de diarreemsat Outros motivos frequentes foram

quimioterapia e cirurgia como estédo detalhadosateeld 7.

Tabela 7 — Causa da internagcéo dos pacientesipanties da pesquisa do Hospital Haroldo
Juacaba, Fortaleza, Cear4, (2013-2014).

Amostragem Total

Amostragem Positiva

Causa da internacéao Frequéncia Porcgz;agem Frequéncia Porcgz;agem
Cirurgia 8 19,5 3 15,8
Convulsao 1 2,4 1 53
Diarreia 11 26,8 7 36,8
Dispneia 1 2,4 1 53
Dor oncoldgica 1 2,4 0 0
Exames 1 2,4 0 0
Hiperemia facial 1 2,4 0 0
Infeccéo urinaria 1 2,4 0 0
Neutropenia febril 2 49 1 53
Quimioterapia 9 22,0 3 15,8
Sangramento retal 1 2,4 1 53
Tuberculose 1 2,4 1 53
Outros 3 7,3 1 5,3
Total 41 100,0 19 100,0
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8 DISCUSSAO

Clostridium difficileé responsavel por 20% a 30% dos casos de diagsaaiada
ao uso de antibioticos e € a principal causa deeiainfecciosa nos servicos de saude
(COHEN et al, 2010). Durante a ultima década, um aumento eguéncia de casos e nas
manifestacdes graves da infeccao @odifficile tém sido descritos. Em algumas unidades de
saude, as taxas de infeccdo hospitalar@odifficile tém sido superiores as causadas por
Staphylococcus aureussistente a meticilina (MRSA) (FREEMA&t al 2010; MILLER et
al, 2011).

Dentre os pacientes considerados como pertencantgsipo de risco destacam-
se pacientes oncoldgicos. Esses pacientes mereestante atencdo por apresentarem
diversos fatores que favorecem essa infec¢ao (CO#EN2010; KHANet al, 2012).

Nesse estudo, apesar do pequeno numero de am@rh$yi identificada em
46,3% (19/41) dos pacientes oncolégicos estuda@osaetéria patogénica isolada em 15,8%
(3/19) das amostras de fezes diarreicas.

No total de 19 amostras positivas p@radifficile ndo foi possivel isolar a bactéria
em quatro delagprovavelmente devido ao fato destes pacientest@ess sendo tratados
antecipadamente com metronidazol. Outro fator quae gambém ter contribuido foram as
condicbes de cultivo, que nao favoreceram o difidlamento desse micro-organismo
anaerobio obrigatério, visto que o mesmo foi real@ utilizando jarras de anaerobiose e ndo
camaras de anaerobiose.

Han e colaboradores (2013) durante o periodo dengises (abril a dezembro de
2011) realizaram um estudo de incidénciaQledifficile em um hospital de cancer em
Pequim, China. Analisaram 277 amostras de fezesettias de pacientes internados, das
guais 41 (15%) foram positivas para CDI.

Fang e colaboradores (2014) também realizaram tudaesle incidéncia de CDI
em trés hospitais oncoldgicos no leste da Chinaamia um periodo de seis meses (abril a
outubro de 2013) foram coletadas 400 amostras des fele pacientes com cancer que
receberam quimioterapia e 82 (20,5%) amostras f@@sitivas par&. difficile.

Estudo realizado na Coréia do Sul, por Hwang ebooéaores (2013), também
apresentou percentual menor de CDI. No periodooge ahos (janeiro de 2008 a dezembro
de 2009), foram analisadas amostras de fezes idasrede 188 pacientes com céancer de

pulmao, dessas 44 (23,4%) foram positivas para CDI.
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No presente estudo foi encontrada uma incidéncie&CDé maior do que as
relatadas nos estudos citados anteriores (46,3%)Bndsil, os trabalhos de Balassiano e
colaboradores (2012), Secco e colaboradores (2Bié) e colaboradores (2014) detectaram
uma incidéncia de CDI variando de 6,8% a 44,7%ceduais menores que o obtido nesse
estudo. Esse achado pode ser explicado pelo ést@acientes desse estudo apresentarem
diversos fatores de risco para CDI, como o uso daniqterapicos e antibioticos,
hospitalizacdo prolongada e serem imunossuprin{id@HEN et al, 2010; FREEMANet al,
2010).

Os pacientes identificados com CDI nessa pesquoisanf predominantemente
idosos e mulheres. O fato de o género femininogonaghr também pode estar relacionado a
elevada incidéncia de cancer de mama. O canceradean@ o segundo tipo de cancer mais
frequente no mundo e o0 mais comum entre as mulhesgondendo por 22% dos casos
novos a cada ano. No Brasil, as taxas de mortaidaat cancer de mama continuam
elevadas, muito provavelmente porque a doenca a@ndiagnosticada tardiamente (INCA,
2014). A idade avancada € um importante fator st rpara CDI. As possiveis razdes para a
associagdo entre idade e CDI provavelmente sdanaulgdo da resposta imunologica,
aumento de comorbidades, aumento da exposicaoraeagantibacterianos e ao ambiente
hospitalar (COHEM:t al, 2010; DePESTEL; ARONOFF, 2013; KRISHNAal, 2013).

Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas de casd3DI sdo fundamentais para
investigacdes em surtos hospitalares. E a tipagemecuwar € uma ferramenta importante
para a compreensdo de uma variedade de aspectepidiEmiologia de CDI, sendo a
caracterizacdo molecular de isolados essencial gpar@mpreensdo dos modos e locais de
transmissao (COHERt al, 2010; TENOVERet al, 2011).

A identificacdo molecular de todas as cepas issladase estudo foi a mesma, ou
seja, pertenciam ao mesmo genaotipo toxigénico N@GA+ e tcdB+).

NAP4 tem sido um gendtipo comum para a CDI assaciad ambientes
hospitalares, embora tenha se tornado menos coroaniltimos anos, visto que na maioria
dos estudos a cepa hipervirulenta, NAP1, tem sidoas identificada (LIMBAGOet al,
2009; FREEMANEet al, 2010;WALKTY et al 2010;SEEet al, 2014).

A NAP4 ja foi identificada nos EUA e Canada (LIMBAGet al, 2009;
WALKTY et al, 2010; SEEet al, 2014) e provavelmente em todo o Mundo. Mas néo fo

possivel comparar 0 nosso genoétipo com os das esgastradas no Brasil, devido ao fato
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de que em outros estudos brasileiros assim comeuropeus, por exemplo, utilizarem outra
técnica de identificacdo molecular, principalmeat®CR ribotipagem.

A exposicdo a antimicrobianos é um dos principaitorés de risco para o
desenvolvimento de CDI (DePESTEL; ARONOFF, 20133. &epas isoladas nesse estudo
apresentaram sensibilidade aos antibidticos delhesquara o tratamento dessa infeccao,
metronidazol e vancomicina, e resultados semelbaioi@m relatados em outros estudos
(BALASSIANO et al, 2010; RODRIGUEZ-PARD®@t al, 2013).

Vérias classes de antimicrobianos aumentam o paca o desenvolvimento de
CDI comparativamente em relagdo a outras, como odmminas (clindamicina),
cefalosporinas e fluoroquinolonas (BLONDEAU, 200@ARROLL; BARTLETT, 2011;
DESHPANDEset al, 2013).

Todas as cepas isoladas nesse estudo foram sersivkndamicina, apesar de
gue alguns trabalhos relatarem resisténcia a esibédtico (OWENSet al, 2008; SECCCet
al, 2014).

A utilizacdo de cefalosporinas de terceira geratdis, como a ceftazidima, a
cefotaxima e ceftriaxona estdo associadas a uradgeavsco para o desenvolvimento de uma
CDI (OWENSet al, 2008; BLONDEAU, 2009). Geralmente, os isoladoCdalifficile s&o
resistentes a maioria dos cefalosporinas e poreisism em quase todos os estudos realizados
para determinar os fatores de risco para CDI (OWENS, 2008; CARROLL; BARTLETT,
2011). Nesse estudo as cepas isoladas apresemémiaténcia a cefotaxima e ceftriaxona.

Similar as cefalosporinas, as fluoroquinolonas amm antimicrobianos
populares para o tratamento de pacientes interra@osbulatoriais, por causa de seus bons
espectros de atividade e biodisponibilidade orakd2 a introduc&o da ciprofloxacina, o uso
de fluoroquinolonas tem aumentado e se tornado worauvarios novos agentes foram
introduzidos, incluindo levofloxacina, gatifloxaaire moxifloxacina. Como esperado para
uma classe de agentes, frequentemente usada caratigidadan vitro contraC. difficile, o
uso das fluoroquinolonas foi recentemente asso@asiartos de CDI (OWENSt al, 2008;
BLONDEAU, 2009). As cepas isoladas nesse estudanfaresistentes a ciprofloxacina e
levofloxacina e foram sensiveis a moxifloxacinagwe explica o fato desse antibi6tico
apresentar melhor atividaden vitro contra organismos anaerobios do que outras
fluoroquinolonas (BLONDEAU, 2009; BALASSIANG®t al, 2010).

O uso de gquimioterapicos tem sido descrito como fatar de risco para o
desenvolvimento de CDI, com ou sem o0 uso de atitb® (KHAN et al, 2012). Esse fato
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pode justificar a presenca, nesse estudo, de C218m(4/19) dos pacientes que ndo usavam
antibiotico, mas estavam fazendo quimioterapia.

Os agentes quimioterapicos mais utilizados nortratdo de pacientes com CDI
nessa pesquisa foram 5-FU, taxol e xeloda. Essesatarapicos podem induzir mucosite
intestinal associadas a alteracdes inflamatoriagegrna mucosa do célon. Essa inflamagéo
no colén pode causar necrose intestinal, o que @reram ambiente anaerdbio propicio para
a proliferacéo d€. difficile (COHENet al, 2010; KHANet al, 2012).

Os pacientes oncologicos sdo normalmente imunod&ws e varios agentes
quimioterapicos podem estar relacionados com ostogfeimunossupressores, como
neutropenia (BLONDEAU, 2009). A contagem de leuto&cno sangue € significativamente
associada com casos graves de CDI, o que provaviemeflete a gravidade da inflamacao
do coOlon e, portanto, deve ser acompanhada durant@feccdo por essa bactéria
(RODRIGUEZ-PARDO et al 2013). Dentre os parametros clinicos e labowitori
relacionados com CDI, anemia, leucocitose e uteimda no sangue estao entre 0s principais
(BLONDEAU, 2009). Todos os pacientes com CDI desgtado apresentavam anemia, 37%
apresentavam leucocitose e nenhum apresentouelgesada.

Algumas comorbidades predispde o desenvolvimentaades graves de CDI
(BLONDEAU, 2009). Cancer, doencas cardiovasculargsrtensdo, doencas respiratorias e
renais e diabetes sdo as comorbidades mais redaeisrcom o aumento de mortalidade em
pacientes com CDI (WELFAREt al, 2011). E nesse estudo, 41,4% dos pacientesaglstsid
com CDI eram hipertensos e 13,8% tinham diabetes.

A maioria dos casos de CDI é adquirida em hospitaigistalacdes de cuidados
de longo prazo, mas recentemente, casos de CDdiadss a comunidade (CA-CDI) estéo
cada vez mais frequentes (DESHPANBIEI, 2013). Dados recentes sugerem que CA-CDI
representam um terco de todos os casds. difficile (CHITNIS et al, 2013)

Entretanto, algumas vias de transmissdo dessec&dd@ém sido consideradas a
fim de explicar o aumento no aparecimento de cakwsCA-CDI, como contato com
superficies com esporos, contato com pacientestatfes ou colonizados, contato com
animais infectados ou colonizados e origem alimdfifBENSGENSet al, 2012).

36,8% (7/19) dos pacientes deste estudo com CRAhfanternados por sintomas
de diarreia, indicando casos de CA-CDI e néo decgi#o hospitalar. A cepa isolada ICC-01,
gendtipo NAP4, € o primeiro caso de infeccdo adiminma comunidade em pacientes
oncolégicos na America Latina. Em um estudo de sate CA-CDI de Limbago e
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colaboradores (2009) nos EUA, os isolados ideatiiis pertenciam aos genétipos NAP1
(21%), NAP4 (10%), NAP7 (8%), NAP11 (6%), NAP2 (5%nquanto em um estudo de
casos de CA-CDI realizado peBenters for Disease Control and Prevent{@DC), EUA, o
gendtipo mais comum foi NAP1 (23,5%), seguido paxPd1 (11,4%) e NAP4 (10,7%)
(LESSA, 2013).

Os casos de CA-CDI geralmente sdo menos gravesueoos adquiridos em
ambientes hospitalares, sendo frequentementeatiosta uma diarreia leve e, assim apenas
uma minoria dos pacientes procura assisténcia m@gdiENSGENSet al, 2012;CHITNIS et
al, 2013; LEE; COHEN, 2013).

No Brasil a infec¢cdo promovida pef®. difficile € subnotificada, especialmente
quanto a incidéncia de CDI, a disseminacdo do pamgm hospitais e sua resisténcia a
varios antibidticos (SECC@t al 2014). Estudos e pesquisas sobre a epidemiotiagsa
infeccao tanto no ambiente hospitalar como na cisade sdo necessarios. A caracterizacao
molecular das cepas d& difficile circulantes é uma das principais medidas de vigian
necessaria, a fim de informar estratégias de pg@eemadicionais as autoridades de saude
publica para evitar surtos de CDI no Brasil, ppabtnente em pacientes de risco como 0s

pacientes com cancer.
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9 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permiteer tconclusdes sobre a

ocorréncia de diarreia associada.difficile,em um hospital de oncologia.

- Uma elevada incidéncia de CDI (46,3%) em pacgendacologicos foi observada,
comparada a outros estudos descritos. Este resultadira a necessidade do reconhecimento
precoce e diagnéstico clinico e laboratorial de 8&dses pacientes em Fortaleza assim como
no Brasil.

- A cepa circulante detectada nesta unidade hdtmpitpertence ao gendtipo toxigénico,
NAP4 (tcdA+ e tcdB+), comumente encontrado em outros paises, comfodOanada. Esse
gendtipo também tem sido isolado tanto em casadsfdecdo hospitalar como em casos de
CDI associados a comunidade.

- Todas as cepas isoladasGldifficile apresentaram sensibilidade aos antibioticos ddhesco
para o tratamento de CDI, metronidazol e vancorajcie apresentaram resisténcia a
ciprofloxacina e levofloxacina, alertando para lag&o de resisténcia as fluoroquinolonas e
surtos de CDI;

- A prevaléncia de CDI foi predominante em pacient®msos e do sexo feminino. A idade
avancada € um importante fator de risco para afsecho e 0 aumento de casos em mulheres
pode ser devido a elevada incidéncia de canceratieammo Ceard assim como no Brasil.

- Pela primeira vez no Brasil foram detectados,paegientes oncoldgicos, casos de infeccéo
por C. difficile associados a comunidade (CA-CDI). Este resultagimotistra que s&o
necessarios métodos de vigilancia reforcada paratonar a incidéncia de CDI e identificar
populagcdes em risco, ressaltando a importancia demaior conhecimento da situacao
epidemioldgica desta infeccdo em unidades hosptalarasileiras.
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APENDICE A — INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CORRELACAO ENTRE SINTOMAS GASTRINTESTINAIS, QUALIDADE DE VIDA E
PREVALENCIA DE INFECCAO PELO CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM PACIENTES
DO HOSPITAL HAROLDO JUACABA

Neste momento, vocé recebe um tratamento com remeédios importantes para
combater as células do tumor que precisa ser combatido. Entretanto, estas
medicacfes costumam produzir lesbes na mucosa oral e intestinal, provocando
sinais e sintomas como aftas, Ulceras, alteracdo do gosto dos alimentos, dor ao
engolir, nduseas, vomitos, dor abdominal e diarréia, além de diminuir o nimero das
células responséaveis pela defesa do seu organismo, muitas vezes prejudicando o
andamento do tratamento e a sua eficacia e favorecendo infec¢cdes por bactérias
que podem se aproveitar da queda da imunidade.

O Hospital Haroldo Juagaba e a Universidade Federal do Ceard (UFC)
promovem uma pesquisa que pretende estudar e dimensionar a presenca de uma
bactéria chamada Clostridium difficle em pacientes tratados na instituicdo. Este
microrganismo esta associado a presenca de diarréia em pacientes com reducéo da
capacidade imunoldgica e pode causar graves consequéncias aos pacientes
infectados.

Para tanto, vocé devera realizar coleta de fezes para que a pesquisa e a
tipagem da bactéria seja efetuada. Além disso, vocé respondera a perguntas
relacionadas aos sintomas que vocé esta sentindo e ao tratamento oncolégico ao
qual vocé estd sendo submetido. E importante, para esta pesquisa, garantir que
VOCé recebera prontamente o tratamento para a infeccdo caso a presenca da
bactéria se confirme.

Sua identidade serd mantida em sigilo, sendo a divulgacéo dos resultados dos
exames totalmente proibida a terceiros, ficando restrita & discussdo em ambiente
académico com propadsito cientifico, sem qualquer possibilidade de identificacdo dos
pacientes por outros componentes da equipe de saude, exceto pelos responsaveis

diretos por seu tratamento.
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A sua participacdo devera ser voluntaria e consciente. Vocé ndo recebera
qualquer pagamento por sua participacdo neste estudo. Em qualgquer momento,
vocé tera o direito de desistir da pesquisa sem necessidade de dar explicacbes. A
eventual desisténcia ndo acarretara prejuizo ou discriminacdo quanto & manutencao

do seu tratamento

EU CONCORDO LIVREMENTE EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO

( NOME DO SUJEITO DA PESQUISA DATA
LETRA DE FORMA)

ASSINATURA
INVESTIGADOR DATA
ASSINATURA
NOME DA TESTEMUNHA DATA

ASSINATURA
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Questionario
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Paciente n°: Data: / /
1. Epidemiologia e tratamento oncoldgico
Paciente
Idade: Sexoo M oF Prontuario Nascimento / /
Procedéncia: Estado:
Diagndstico: Estado ao Dx:
Data do diagnéstico: / /

Cirurgia: o Sim o Nao Qual?

Radioterapia o Sim o N&o Regiao:

Data / /

Data / /

Recebeu Quimioterapia? o Sim o N&o
Recebe quimioterapia atualmente? o Sim o N&o

o Adjuvante o Neoadjuvante o Radiossensibilizante

Dose:

o Paliativa o Curativa

Regimes:
Adjuvante: Inicio: / / Fim / /
12 linha: Inicio: / / Fim / /
22 linha: Inicio: / / Fim / /
32 linha: Inicio: / / Fim / /
Hormonioterapia: o Sim o N&o
12 linha Inicio: / / Fim /
22linha Inicio: / / Fim /
32linha Inicio: / / Fim /
Internado ? o Sim o Nao Quantos dias?

Antibidticos?

oSim oNao Regime? Quantos dias?




2- Sintomas atuais

1. Diarréia (grau):

ol o2 o3 o4

2. Dor Abdominal (grau):
ol o2 o3 o4

3. Nausea (grau):

ol o2 o3 o4

4. Vémito (grau):

ol o2 o3 o4

5. Mucosite oral (grau):
ol o2 o3 o4

6. Febre:

o Sim o Nao

7. Muco nas fezes

o Sim o Nao

8. Sangue nas fezes:

o Sim o Nao

9. Performance status
o0 ol o2 o3 o4

3- Exames (se disponiveis):

Data: / /

Hemoglobina:
Leucdcitos:
Linfocitos:
Neutrofilos:
Plaquetas:
Uréia:

Creatinina:
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4- Outras informagdes
Comorbidades:

Diabetes:

Hipertenséo:

Insuficiéncia Renal Cronica:
Insuficiéncia Coronariana:
DPOC:

AVC prévio:

IAM prévio:

Internacao nos ultimos 30 dias:

o Sim
o Sim
o Sim
o Sim
o Sim
o Sim
o Sim

o Sim

o N&o
o Nao
o Nao
o N&o
o N&o
o N&o
o Nao

o Nao
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APENDICE C - RESULTADOS

Deteccdo das toxinas e isolamento de cepas @edifficile de amostras de pacientes do

Hospital Haroldo Juacaba, Fortaleza, Ceara.

AMOSTRAS DETECCAO DAS ISOLAMENTO DE
TOXINAS C. difficile
ICC-01 POSITIVA POSITIVO
ICC-02 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-03 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-04 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-05 NEGATIVA POSITIVO
ICC-06 POSITIVA NEGATIVO
ICC-07 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-08 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-09 POSITIVA NEGATIVO
ICC-10 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-11 POSITIVA NEGATIVO
ICC-12 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-13 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-14 NEGATIVA POSITIVO
ICC-15 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-16 POSITIVA NEGATIVO
ICC-17 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-18 POSITIVA NEGATIVO
ICC-19 POSITIVA NEGATIVO
ICC-20 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-21 POSITIVA NEGATIVO
ICC-22 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-23 POSITIVA NEGATIVO
ICC-24 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-25 POSITIVA NEGATIVO
ICC-26 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-27 POSITIVA NEGATIVO
ICC-28 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-29 NEGATIVA NEGATIVO
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DETECCAO DAS

ISOLAMENTO DE

AMOSTRAS TOXINAS C. difficile
ICC-30 POSITIVA NEGATIVO
ICC-31 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-32 POSITIVA NEGATIVO
ICC-33 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-34 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-35 POSITIVA NEGATIVO
ICC-36 POSITIVA NEGATIVO
ICC-37 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-38 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-39 NEGATIVA NEGATIVO
ICC-40 POSITIVA NEGATIVO
ICC-41 POSITIVA NEGATIVO

[ Positivo> Deteccdo das toxinas
B Positivo> Identificacéo e isolamento @ difficile
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
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L Intrododion

Josmidium difficlk is recognized as the main cause of diarrhea
and pseupdomembranous colitis in hospitalized patients. Risk
factors for the development of C difficle infection (1) include
advanced age, hospitalization, and severe illness. Cancer patients
and HW-infected patients have immunological failures that
predispose them to CDL These patients are at risk of CDH,
independent of antibiotic or healthcare facility exposure, because
af their clinical condition and the use of chemotherapeutic agents,
which usually affect the immune system,'

In Brazil, research into the inddence of O difiale is still scarce,
although studies carried out in hospitals in Rio de Janeiro, S53o
Paulo, and Porto Alegre (southern and southeastern regions) have
reported high and increasing incidences compared to European

* Correspanding author.
E-mail asldrees cecilia lesta@hotmailonm (CL Costal).

hitpe: fdxdo Lorgl 1L 106§ i d 207406010

and Costa Rican hospitals, with the ocoarrence of complicated
cases of COU and deaths resulting from severe infection.” Howewver,
community-amquired COM (CA-CDN) infecton has been under-
diagnosed This is the first report of a CA-CDI case in an HIV-
positive patient with cancer in Latin America, pointing to the
importance of investgating this pathogen in community-acquired
diarrhea in developing countries, espedally among patients with
an immunodefidency.

2. Case report

A G8-year-old woman who was HIV-positive was admitted to a
cander reference hospital in northeastern Brazil in May 2013, She
presented with clinical symptoms of diarrhea, which had lasted for
6 days, She had been diagnosed with rectal cancer in early 2012, In
December 2012, she underwent rectosigmoidectomy and abdomi-
nal lymphadenectomy. She was on adjuvant chemotherapy
(regimen of folinic add, 5-fluorouracil, and oxaliplatin}, having
received the firstcycle in March 201 3. She had not used antibiotics

121 <4712 & 200 4 The Authors. Published by Bsevier lid an behal§ of ntemational Sodety br Infedious Dsexes. This i anopen aores anicle under the O BY-NC-ND
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Clostridium
difficile:

Fortaleza, CE
2014



