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RESUMO

O objetivo desse estudo foi caracterizar a infecgdo por Clostridioides difficile (C.
difficile) em criangas com diarreia atendidos em Hospital Pediatrico Terciario em
Fortaleza, Ceara. Realizou-se um estudo observacional, transversal, de janeiro/2015
a dezembro/2017 em criangas e adolescentes com diarreia, para pesquisar infecgao
por C. difficile (CDI), através da detecgédo de toxina A e/ou B por ELISA, do cultivo
em agar Cicloserina, Cefoxitina, Frutose (CCFA) e incubagcdo em anaerobiose,
identificacao das cepas com analise fenotipica e detec¢gao dos genes das toxinas e do
fragmento do gene tpi por PCR convencional e analises de identificagédo molecular por
meio de PFGE, e PCR ribotipagem. A sensibilidade a antimicrobianos foi verificada
por meio de E-test. Foram incluidas 56 amostras. Identificou-se toxinas (ELISA
positivo) e/ou isolou-se C. difficile por cultura em 17/56 amostras (30,4%). O
percentual de isolamento por cultura foi de 35% (6/17) sendo obtidos 4 isolados: 046
(HIAS 01), 106 (HIAS 15), 002 (HIAS 54), 012 (HIAS 58), com perfil toxigénico (PFGE):
tpi+, tcdA+, tcdB+, cdtB-, sem delegdes tcdC, um pulsotipo NAP11 e 3 pulsotipos
novos: HIAS 01(1174), HIAS 54(NML-1234) e HIAS 58(NML-1235). Todas as cepas
foram sensiveis ao metronidazol e vancomicina. A média de idade foi 10,5 (£5,14). A
idade variou entre 15 meses e 18 anos. A diarreia teve duracido média de 11 dias,
variando de 3 a 50 dias, com presenga de muco e sangue em 41,1% (7/17). Os outros
sintomas mais frequentes foram: nadusea e vomito 52,9% (9/17), febre 41,1% (7/17) e
dor abdominal 82,3% (14/7). Os fatores de risco encontrados nos casos de CDI foram:
hospitalizagéo 41,1% (7/17), uso de antibidticos prévios e de inibidores da bomba de
protons 47% (8/17). As seis criangas nas quais foram realizados isolamentos de C.
difficile tinham doencga crénica prévia. Diretrizes apropriadas de tratamento e higiene
ambiental foram estabelecidas. Conclui-se que CDI apresenta prevaléncia de 30,4%
em criangas com diarreia em Hospital Pediatrico no Ceara. As 4 cepas toxigénicas
eram dos ribotipos 044, 106, 002 e 012 e sensiveis ao metronidazol e vancomicina.
Este trabalho destaca a importancia do conhecimento das cepas de C. difficile e
ribotipagem para tracar um perfil epidemioldgico local que possa contribuir para uma

melhor intervengao clinica e profilaxia ambiental.

Palavras-chaves: C. difficile, criangas, infec¢ao, hospital pediatrico.



ABSTRACT

. This study aimed to characterize Clostridioides difficile (C. difficile) infection in
children with diarrhea seen at a Tertiary Pediatric Hospital in Fortaleza, Ceara. An
observational cross-sectional study was conducted from January 2015 to December
2017 in children and adolescents with diarrhea to investigate C. difficile infection (CDI)
by detecting ELISA positivity for toxin A and/or B, culture on Cycloserine, Cefoxitin,
Fructose (CCFA) agar and anaerobic incubation, identification of strains with
phenotypic analysis and detection of toxin and tpi genes fragment by conventional
PCR and molecular identification analysis by PFGE, and PCR ribotyping. Antimicrobial
susceptibility was verified by E-test. Fifty-six samples were included. Toxin positivity
(ELISA) and/or isolation of C. difficile by culture were found in 17/56 samples (30.4%).
C. difficile isolation percentage by culture was 35% (6/17) and 4 isolates were obtained:
046 (HIAS 01), 106 (HIAS 15), 002 (HIAS 54), 012 (HIAS 58), with toxigenic profile
(PFGE): tpi +, tcdA +, tcdB +, cdiB-, no tcdC, deletions, one NAP11 and 3 new
pulsotypes: HIAS 01 (1174), HIAS 54 (NML-1234) and HIAS 58 (NML-1235) were
found. All strains were sensitive to metronidazole and vancomycin. The average age
was 10.5 (£ 5.14). Age ranged from 15 months to 18 years. Diarrhea had an average
duration of 11 days, ranging from 3 to 50 days, with mucus and blood in 41.1% (7/17).
Other symptoms found were: nausea and vomiting 52.9% (9/17), fever 41.1% (7/17),
abdominal pain 82.3% (14/7). The percentage of risk factors for CDI were:
hospitalization 41.1% (7/17), previous use of antibiotics and proton pump inhibitors 47%
(8/17). The six children in whom C. difficile isolation was performed had prior chronic
disease. Appropriate guidelines for treatment and environmental hygiene have been
established. In conclusion, CDI has a prevalence of 30.4% in children with diarrhea in
a pediatric hospital in Ceara. The 4 toxigenic strains were from ribotypes 044, 106, 002
and 012 and sensitive to metronidazole and vancomycin. This paper highlights the
importance of knowledge of C. difficile strains and ribotyping to draw a local
epidemiological profile that can contribute to better clinical intervention and

environmental prophylaxis

Keywords: C. difficile. children. infection. pediatric hospital.
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1 INTRODUGAO

1.1 Microbiota intestinal e Clostridioides difficile

Na ultima década vem ocorrendo uma exploséo de estudos sobre microbioma
e microbiota. Entre os anos de 1965 e 2016 observa-se um aumento exponencial de
publicagbes relacionadas ao tema, sendo este interesse gerado por uma busca de
conhecimento de como as comunidades bacterianas podem influenciar na patogénese
de varias doencas e acarretar implicagdes na abordagem para prevengéo, diagndstico
e tratamento de patologias (YOUNG, 2017).

O termo microbioma refere-se ndo s6 aos microrganismos, mas também o
ambiente que eles habitam, ou seja, inclui os elementos do hospedeiro, tais como o
epitélio, componentes do sistema imunologico e produtos (metabdlitos) de ambos:
microbios e hospedeiros. A colecao de bactérias que colonizam o trato gastrointestinal
€ denominada "microbiota intestinal" que coevoluiu com o hospedeiro ao longo de
milhares de anos para formar uma relagdo intrincada e mutuamente benéfica
(MARCHESI; RAVEL, 2015; NEISH, 2009).

Na microbiota de intestino humano, até poucos anos atras, tinham sido
identificadas pelo menos 1000 a 1200 espécies bacterianas simbioticamente
sobrevivendo com o hospedeiro (GILL et al., 2006; QIN et al., 2010). Estes agentes
desempenham um papel importante na saude humana, contribuindo desde o
processamento de nutrientes e obtencdo de energia, a protecdo contra agentes
patogénicos e manutengcado da homeostase intestinal (MAYNARD et al., 2012; YOUNG,
2012).

O surgimento de métodos moleculares, que permitiu a identificacado de espécies
independentes do cultivo de comunidades microbianas intestinais, ampliou a
capacidade de caracterizacdo de componentes da microbiota. O avanco desta
abordagem permitiu gerar um sequenciamento de genes, tornando entdo possivel
expandir o conhecimento de comunidades microbianas e proporcionar uma maior
compreensao da populagcdo de bactérias, até mesmo independente da cultura,
influenciando num conhecimento mais amplo da microbiota intestinal (SCHLOSS et
al., 2016; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2004).

O manejo de métodos para caracterizagdo da populagcdo microbiana

possibilitou o conhecimento de novos agentes. Registros atuais revelam que dados
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compilados dos estudos Metagenémica do Trato Humano (MetaHit) e do Projeto
Microbioma Humano, identificaram 2172 espécies isoladas de seres humanos,
classificadas em 12 filos diferentes, das quais 93,5% pertenciam a Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes. Nos seres humanos, 386 das espécies
identificadas s&o estritamente anaerdbicas e, portanto, geralmente serdo encontradas
nas regides da mucosa, como a cavidade oral e o trato gastrointestinal (HUGON et al.,
2015; Ll et al., 2014).

Na diversidade da composicdo da microbiota humana saudavel observa-se
uma prevaléncia de bifidobactérias e lactobacilos que sdo considerados as mais
importantes bactérias benéficas para a salde dos hospedeiros humanos, enquanto
gue as bactérias, estafilococos e Clostridia, consideradas potencialmente
patogénicas, coabitam em menor quantidade (RASTALL, 2004).

Ao nascer, 0s intestinos sdo estéreis, a colonizacao intestinal por bactérias na
crianca, durante os primeiros dias de vida, se origina principalmente da mée e do meio
ambiente. Gradualmente, o consumo de oxigénio por estas bactérias acarreta uma
mudanca no ambiente intestinal, permitindo o crescimento subsequente de
anaerobios estritos. Este processo que se inicia depois da ruptura da membrana fetal
pode ser influenciado por varios fatores, levando a um significativo impacto no
desenvolvimento da microbiota intestinal (PENDERS et al., 2006).

O local (hospital ou domicilio) e o modo (vaginal ou cesariano) de nascimento,
0 uso de antibiéticos no periodo perinatal além da dieta infantil (leite materno ou
formula para lactentes) pode definir 0o povoamento de cada individuo com
consequéncias tanto no desenvolvimento de func¢bes intestinais, como funcdes
sistémicas. Pode-se especular que precaucdes para minimizar as alteracdes
negativas na microbiota intestinal podem propiciar repercussdes toda a vida,
embasado em razdes 6bvias, tendo em vista que muitas doencas estdo associadas a
disbiose (BIEDERMANN; ROGLER, 2015; DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010;
FALLANI et al., 2011).

A hospitalizacdo infantil durante o nascimento foi associada com maior
prevaléncia do aumento da contagem de C. difficile e numero reduzido de Bacteroides
e Bifidobacteria em estudo de fezes de criangas. Essa taxa de colonizagdo aumentada
de C. difficile em bebés assintomaticos no ambiente hospitalar ocorre devido a
presengca de esporos formados por essa bactéria que persiste por meses nesse
ambiente (AL-JUMAILI et al., 1984; AZAD et al., 2013; PENDERS et al., 2006).
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Atrelado ao local de nascimento, recém-nascidos de parto cesariano
apresentaram maior taxa de colonizacao por C. difficile e menos Bifidobacteria e
Bacteroides na sua composigao intestinal quando comparados ao parto vaginal (AL-
JUMAILI et al., 1984; PENDERS et al., 2006). No parto vaginal, o contato com a vagina
da mae e flora intestinal € uma importante fonte de Lactobacillus e Bifidobacterium.
Ao contrario, em cesariana, o contato direto da boca do recém-nascido com a
microbiota vaginal e intestinal € substituido por bactérias exégenas ndo-maternas que
colonizam o intestino dos bebés, produzindo uma flora menos diversificada e uma
comunidade bacteriana semelhante ao encontrado na superficie da pele, prejudicando
a colonizagao intestinal por Lactobacillus, Bifidobacterium e Bacteroides
(DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010; TORRAZZA; NEU, 2011)

Outro fator que impulsiona as mudancas no dinamico ecossistema intestinal da
crianga é o tipo de dieta oferecida. Azad e colaboradores (2013) em avaliagao de
presenca de patdgenos nas fezes de bebés com idade entre 3 e 4 meses verificou
que a prevaléncia de C. difficile foi significativamente menor entre as criancas
amamentadas exclusivamente do que entre as criangas que receberam férmula (20%
v. 71%, p = 0,01) e a prevaléncia ndo diferiu por via de parto. Este resultado é
consistente com os estudos anteriores que relatam menor prevaléncia e menor
contagem de C. difficile na flora intestinal de lactentes amamentados comparado aos
que foram alimentados com formulas (PENDERS et al., 2005, 2006; STARK; LEE,
1982). Esta diversidade encontrada na microbiota intestinal de lactentes
amamentados pode ser atribuida a presenca de oligossacarideos unicos presentes
no leite materno, servindo como substratos metabdlicos seletivos para um numero
limitado de microorganismos no trato gastrointestinal (MARCOBAL et al., 2010).

Mudangas na composi¢cao da microbiota intestinal de criangas antes e apds o
desmame tem sido discutidas por muitos autores. Fallani e colaboradores (2010)
analisando fezes de criangas saudaveis, durante as primeiras 6 semanas de vida,
notou que achados importantes ocorreram ap6s o desmame, como diminuigcdo de
Bifidobacteria, Bacteroides, Enterobacteriaceae e espécies de Clostridium difficile,
Clostridium perfringens, sugerindo que a forma de alimento influencia diretamente
sobre a composi¢cdo da microbiota intestinal de recém-nascidos, dessa forma
exercendo também influéncia na composi¢cdo da microbiota individual (BENNO;
SAWADA; MPTSUOKA1, 1984; FALLANI et al., 2006, 2010).
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C. difficile pode ser identificado em microbiota intestinal infantil na faixa etaria
até dois anos de idade, por varios meses consecutivos. A colonizagdo por essa
bactéria foi estavel, e isso mostra que C. difficile pode ser considerado um
componente normal da microbiota intestinal em criangas nesse grupo etario,
(ROUSSEAU et al., 2011a). Curiosamente, os bebés podem, portanto, constituir um
reservatorio de cepas infecciosas para adultos e atuar como um vetor eficiente de
esporos de C. difficile (ROUSSEAU et al., 2011b).

GONZALEZ-DEL VECCHIO et al., 2016 em um estudo caso-controle,
confirmaram que, independentemente da presenca de C. difficile , em criancas
menores de 2 anos, as infecgcbes gastrointestinais apresentavam resolugdo dos
sintomas clinicos sem qualquer tratamento e sem complicagdes. No entanto, ainda ha
controvérsias quanto ao mecanismo de colonizagdo assintomatica em criancas,
causando duvidas nas recomendacodes terapéuticas no caso de C. difficile associado
a diarréia nesse grupo etario (MCFARLAND; BRANDMARKER; GUANDALINI, 2000).

Por meio de uma profunda e coordenada relagédo entre hospedeiro e bacteria,
o C. difficile pode fazer parte da microbiota intestinal de criangas saudaveis tanto no
periodo neonatal como no lactente, entretanto a modulagdo de um comportamento
patogénico pode ser esperada na vigéncia de uma disbiose da microbiota intestinal
(BIEDERMANN; ROGLER, 2015; HEAVEY; ROWLAND, 1999; MADAN et al., 2012;
YOUNG, 2012). O equilibrio global da comunidade microbiana intestinal é tao
importante que, quando ocorre uma disbiose da microbiota, pode resultar em doenca
inflamatoria do intestino (MAYNARD et al., 2012).

Esse desequilibrio da microbiota intestinal faz com que C. difficile seja
patogénico, causando crescimento excessivo e levando a uma condigao clinica de
diarréia grave, caracterizada por infecgao por C. difficile (CDI) com riscos de
recorréncia (CHANG et al., 2008; DENEVE et al., 2009). Tem sido observado nos
ultimos anos, um aumento significativo na incidéncia de CDI pediatrico, devendo-se
considerar o tratamento pelo critério individualizado (GIACOMO; BORALI, 2016).

Abordagens metabolémicas tem avangado muito a nossa compreensao dos
mecanismos que ligam a composigdo da microbiota intestinal e sua interagdo no
bindbmio saude - doenca. Alteracdo na microbiota tanto pode ser uma causa ou uma
consequéncia da doenga. Novas estratégias terapéuticas podem ser necessarias para

restaurar o microbioma e restabelecer uma comunicacéao efetiva entre o hospedeiro e
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o alvo na microbiota. O sucesso terapéutico depende da compreensao de como a
microbiota afeta e é afetada pelo hospedeiro (THURSBY; JUGE, 2017).

1.2 Clostridioides difficile: caracteristicas gerais

1.2.1 Caracterizagao

O género Clostridium pertence a familia Clostridiaceae, ordem Clostridiales,
classe Clostridia e divisdo Firmicutes. Contém 238 espécies (e subespécies)
reconhecidas, sendo que apenas algumas espécies sao patogénicas para humanos.
Clostridium difficile é a espécie toxinica mais comum do Género Clostridium.
Curiosamente, C. difficile descrito pela primeira vez em 1935 por Hall e O'Tolle teve
sua raiz na crianca, pois fazia parte da microflora intestinal de neonatos e pela
dificuldade de cultivar este organismo no laboratério inicialmente foi chamado Bacillus
difficile (HATHEWAY, 1990; KONEMAN et al., 2008).

Em 1994, a heterogeneidade dessa espécie foi confirmada pelo
sequenciamento do gene do rRNA 16S e sequéncias de proteinas ribossémicas. Com
a crescente disponibilidade de dados gendmicos este género, como varios outros,
passou por uma série de revisdes. Dentre os achados propostos foi sugerido que
Clostridium difficile estaria dentro da familia Peptostreptococcaceae. Sob esta
proposta, as espécies Clostridium difficile tornar-se-iam Peptoclostridium difficile. Em
2015 com a proposta de Lawson e Rainey de reconhecimento do género no rRNA
cluster | foi designado Clostridium butyricum e passando a ser reconhecido como
Clostridium stricto sensu (COLLINS et al., 1994; FINEGOLD; SONG; LIU, 2002;
LAWSON; RAINEY, 2016; YUTIN; GALPERIN, 2013).

Em 2016, uma reclassificagao foi sugerida, baseado na constatagcéo de que, o
Clostridium difficile filogeneticamente estaria localizado no cluster Xl, pertencente a
familia Peptostreptococcaceae, conforme definido anteriormente por Collins. Com a
nova classificacdo foi necessario um nome que se adequasse tanto ao codigo
bacteriologico quanto a comunidade cientifica e industria farmacéutica. Assim surgiu
a mudancga recente da designacdo do género Clostridioides difficile. Embora essa
denominacéo estabelecida, ainda que nao tenha sido sedimentada, possibilitou a

manutencado da abreviatura "C. difficile =, assim como os termos “C. diff © e CDI,



16

continuasse sendo utilizados (LAWSON et al., 2016).

Clostridioides difficile, tem descrigao idéntica a Clostridium difficile, um bacilo
gram-positivo, anaerébio estrito e apresentam-se como bastonetes moveis, com
dimensdes de 0,5 -1,9 por 3,0 - 16,9 um, que formam esporos subterminais ovais e
mostram o melhor crescimento no agar de sangue nas temperaturas do corpo humano
na auséncia de oxigénio. Produzem duas exotoxinas potentes, nomeadamente: toxina
A (TcdA) e toxina B (TcdB). O C. difficile tem sido reconhecido como agente etioldgico
da colite pseudomembranosa em humanos desde 1978 (BRETTLE; WALLACE, 1984;
KONEMAN et al., 2008; LAWSON et al., 2016; LIMA et al., 1988; PRICE; DAVIES,
1977).

Historicamente, alguns testes vém surgindo, desde a primeira descri¢gao do C.
difficile, buscando uma maior acuracia em exames complementares, para melhor
sensibilidade e especificidade na identificagdo laboratorial desse patdgeno. Isto
demanda da necessidade de um diagndstico mais preciso e coeso que possibilite uma
conduta apropriada e correlacionada com a clinica (ANTONARA; LEBER, 2016).

C. difficile pode ser isolados a partir de espécimes fecais em cultura usando
agar de cefoxitina frutose de cicloserina (CCFA) ou agar de cera de cefoxitina de clara
de cicloser (CCEY). Na identificacdo por meio de crescimento em agar seletivo (CCFA)
pode ser observado algumas caracteristicas que sinalizam para a presenca da
espécie no cultivo. As colbnias de C. difficile s&o de 4 a 6 mm de diametro, irregulares,
levantadas, opacas e cinza-branco apés 48 horas de incubacéo. Apresenta também
fluorescéncia verde-amarela sob luz ultra violeta de onda longa. Geralmente ndo s&o
hemoliticos, com um cheiro de fazenda caracteristico. As coldnias tipicas podem ser
vistas apoés a subcultura de colbnias suspeitas a partir de meios seletivos sobre agar
anaerobios fastidiosos (JOUSIMIES-SOMER et al., 2002).

Teste de amplificacdo de acido nucleico (NAATs) que utilizam método de PCR
e uma variedade de genes do rRNA 16S, é geralmente considerado um bom método
para a detecgao bacteriana, pois € simples, rapida, sensivel e especifica. A dificuldade
do método é reportada quando as sequéncias dos genes homologos possuem alta
similaridade. Ha recomendacgdes para utilizagdo com sucesso na identificagdo de
espécies de Clostridium, por exemplo C. perfringens, C. botulinum, C. baratii e C.
butyricum, C. novyi, C. difficile (BELANGER et al., 2003; GRANT et al., 2008;
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SATTERFIELD et al., 2010).

Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) detecta a variagdo genética
entre cepas, seguido da separagao dos fragmentos gendmicos em um gel de agarose.
PFGE é conhecido por ser altamente discriminatério e uma técnica frequentemente
utilizada para investigagcdes de surtos. Realiza o isolamento de C. difficile , embora
uma propor¢ao consideravel de cepas nao sejam identificada por esta técnica devido
a degradagao do DNA durante o procedimento (ALONSO et al., 2005).

Andlise de sequenciamento de genes do rDNA 16S é um método de
identificacao genotipica, € utilizado para estudos filogenéticos e, subsequentemente,
pode ser capaz de reclassificar as bactérias em espécies completamente novas, ou
mesmo géneros. Também pode ser usado para descrever novas especies que nunca
foram cultivadas com sucesso (BRAZIER et al., 2002; JANVILISRI et al., 2010).

Sequenciamento de Genoma Inteiro (WGS) conhecido como sequenciamento
do genoma completo € um processo de laboratorio que determina a sequéncia de
DNA completa do genoma de um organismo. Este método de sequenciamento é uma
otima promessa para uma identificagao rapida, precisa e abrangente de caminhos de
transmissao bacteriana em ambiente hospitalar e comunitario, com reducdes
concomitantes de infec¢des, morbidade e custos (PARKHILL; WREN, 2011).

Analise protebmica é uma tecnologia que vem surgindo como uma promessa
que também ira apoiar no fornecimento de informagdes detalhadas sobre a fisiologia
basica deste patégeno humano anaerébio. O conhecimento profundo da fisiologia do
Clostridioides difficile surge como uma esperanga para o a desenvolvimento de novas

estratégias de tratamento e de medidas profilaticas (OTTO et al., 2016).

1.2.2 Colonizagao e Patogenicidade

C. dffficile esta amplamente presente na natureza, podendo ser encontrado na
agua, no solo, em alimentos, podendo sobreviver no ambiente por meses. Uma
combinagao de fatores que permitam alteracdo na microbiota colénica normal e na

colonizagédo do organismo, pode ser crucial para acarretar infecgdo, a depender de
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interagbes entre o agente microbiano e o celular neste complexo ecossistema
intestinal (BRITTON; YOUNG, 2012). (Figura 1).

O limiar entre doencga e colonizacao de C. difficile nao esta completamente
esclarecido. Nas hipéteses sugeridas, alguns pontos podem ser considerados: o
impacto da microbiota intestinal na transformacdo do acido biliar que afeta a
germinagao de esporos do C. difficile ; antagonismo direto pela microbiota normal
através da produgdo de bacteriocinas, antimicrobianos produzidos por esses
organismos que inibem diretamente o crescimento de C. difficile ; estimulacdo de
respostas imunes inatas; e competicéo entre a microbiota e C. difficile para limitagao
de recursos nutricionais (BRITTON; YOUNG, 2012).

Figura 1: Etapas chave da infecgéo por C. difficile

Disbiose

Esporos — »

—_——— — — — — — — —
Producéao de fatores de viruléncia: |
- Fatores de resisténcia |
- Adesinas
- Enzimas proteoliticas |
- Toxinas

- - - - - - - - 1

Manifestagdes clinicas

Fonte: Adaptado de JANOIR, 2015

Para garantir a sobrevivéncia no trato gastrointestinal, alguns fatores inerentes
ao genoma do C. difficile sao fundamentais para a produgao de enzimas que ajudam
no transporte e metabolismo dos carboidratos, incluindo p-hidroxifenilacetato
descarboxilase, que permite ao organismo produzir composto bacteriostatico que
pode ser inibitério para microbios intestinais, responsavel pelo odor caracteristico do

C. difficile. Outros compostos também sao produzidos permitindo que seja utilizado
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nitrogénio e fosfolipidos oriundos da dieta do hospedeiro para sobrevivéncia na
presenca de acidos biliares (CARROLL; BARTLETT, 2011; SEBAIHIA et al., 2006).

Fatores de viruléncia sdo também importantes no processo de adesao celular
contribuindo para a patogénese de C. difficile, dentre esses fatores de virulencia
inclue-se adesinas, flagelos, endoesporos, biofilmes e a produgao das toxinas que sao
os principais fatores responsaveis pela patogenicidade dessa bactéria (VEDATAM et
al., 2012).

Esse bacilo, produz duas exotoxinas envolvidas na patogénese desta doenca,
a toxina A (TcdA) e a toxina B (TcdB), que sao codificados pelos genes tcdA e tcdB,
respectivamente, localizados dentro de uma regido conhecida como locus de

patogenicidade ou PalLoc, juntamente com trés outros genes regulatérios (tcdC, tcdR

e tcdE) formam o locus de patogenicidade no cromossomo do C. difficile. O gene tcdR
codifica um fator sigma RNA polimerase essencial para ativar diretamente a expressao
do gene das toxinas; o tcdE codifica uma proteina tipo "holin®, que € necessaria para
a liberacao extracelular das toxinas TcdA e TcdB. O papel do tcdC é ainda controverso
porém atribui-se uma possivel agdo antagonista do tcdR (CARROLL; BARTLETT,
2011); JANOIR et al., 2016).

Além das toxinas A e B, uma terceira toxina, chamada toxina binaria, também
€ produzido por alguns, mas nao por todas, cepas toxigénicas do C. difficile. Os genes
que codificam a toxina binaria ndo sao encontrados no PaLoc (CARROLL; BARTLETT,
2011).

TcdA e TcdB sao grandes toxinas clostridiais (308 kDa e 270 kDa,
respectivamente), pertencem a grande familia de toxinas clostridiais (LCTs) e ambas
compartilham uma estrutura de dominio ABCD. O dominio A (para "Activity") € o
dominio da N-terminal de glicosiltransferase, dominio B (para "Binding") esta
localizado na parte C-terminal da proteina e exibe oligopeptideos repetitivos
combinados, dominio C (para "Cuty") consiste em um dominio de cisteina protease
envolvido no auto processamento de toxinas e o dominio D (para "Delivery")
corresponde a regiao hidrofébica interna. Desta forma, a acdo da toxina engloba
quatro etapas principais: 1 - endocitose mediada pela ligagdo do receptor ao dominio
B; 2- translocacdo de um dominio catalitico através da membrana que envolve o

dominio D; 3- libertagdo da fragdo enzimatica uma vez que a toxina € internalizada em
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células hospedeiras por processamento auto proteolitico (dominio C) promovido pelo
hexa-fosfato de inositol celular; 4- inativagao por glicosilagao de GTPases da familia
de proteinas Rho (dominio A) (AWAD et al., 2014; JANOIR., 2016).

De fato, os alvos da atividade enzimatica de TcdA e TcdB sao as GTPases da
familia Rho e Ras dentro das células hospedeiras, que afeta os processos celulares
vitais, consequentemente a inativagdo das GTPases Rho, Rac e Cdc42 da familia Rho,
ocorre a alteragao do citoesqueleto de actina, o arredondamento das células, ruptura
de juncgdes firmes e comprometimento da barreira intestinal, bem como a morte celular
por apoptose ou necrose (BRITO et al., 2002a, 2002b; CARROLL; BARTLETT, 2011;
DAWSON; VALIENTE; WREN, 2009; PRUITT,; LACY, 2012; VOTH; BALLARD, 2005).

Essas toxinas também atuam como mediadores de inflamac&o na infeccao
por C. difficile (CDI) estimulam a liberagao de citocinas pro-inflamatoérias como: IL-1B,
TNF-a, IL-8 a partir de células epiteliais e da mucosa, o que provoca o influxo de
neutréfilos e desencadeiam uma complexa cascata de respostas celulares do
hospedeiro levando a uma maior destruicdo do revestimento intestinal podendo
causar diarreia, inflamacao e necrose tecidual alteragcdes muito bem representadas
em modelo animal (CARROLL; BARTLETT, 2011; DAWSON; VALIENTE; WREN,
2009; LIMA et al., 1988; PRUITT,; LACY, 2012; SEBAIHIA et al., 2006).

Originalmente, acreditava-se que a TcdA era o maior responsavel em acarretar
infeccao por C. difficile. Este pensamento estava embasado em resultados em uma
variedade de estudos em modelos animais. Em hamsters e camundongos,
administragdo intragastrica de TcdA, mas n&o de TcdB, induz o acumulo de liquido
ileal, resultando em diarreia, hemorragia e morte, sendo a TcdA referida como uma
enterotoxina (PRUITT; LACY, 2012; VOTH; BALLARD, 2005) e TcdB referida como a
citotoxina porque € 100 a 1000 vezes mais potente in vitro em células cultivadas do
que TcdA (VOTH; BALLARD, 2005).

Posteriormente, foi caracterizado que mutantes isogénicos para tcdA e tcdB de
uma cepa virulenta de C. difficile, usada em um modelo de doenga em hamsters
demonstrou que a toxina B, e ndo apenas a toxina A, € essencial para a viruléncia
desse patdogeno emergente. Isso gera uma mudanga no conceito anterior que
mostrava que a toxina purificada A sozinha era capaz de induzir a patologia da doencga

por C. difficile e que a toxina B purificada ndo era eficaz a menos que fosse
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coadministrada com a toxina A. Isto cria um paradoxo sobre a importancia individual
de TcdA e TcdB, onde nesses achados é reforgada a patogenicidade das TcdA e TcdB
e destaca-se a necessidade de continuar a considerar a pesquisa das duas toxinas
nos testes diagnosticos (KUEHNE et al., 2010).

A patogenicidade da CDI inicia-se apds a ingestdo de esporos ou células
vegetativas que ocorre principalmente por via fecal-oral e na presengca de uma
disbiose, que pode ser precipitada por terapia antimicrobiana (ABT, MCKENNEY;
PAMER, 2016; DENEVE et al., 2009). No estémago as células vegetativas sdo mortas
devido a acidez, mas os esporos podem sobreviver, e germinar no intestino delgado
por meio da agéo dos acidos biliares (POUTANEN; SIMOR, 2004). No lumen intestinal
as toxinas sao liberadas e internalizadas pelas células intestinais por meio da ligagao
aos receptores (processo dependente de clatrina) dentro das vesiculas endossémicas,
as toxinas sofrem clivagem auto catalitica, e os fragmentos contendo os sitios ativos
migram para o citosol, onde exercem suas fungdes. Ocorrendo a inativagao de
proteinas da familia Rho, resultando no desarranjo do citoesqueleto, arredondamento
celular, marginalizagao do nucleo, perda da integridade estrutural e, por fim, morte
celular. Além disso, a inativacdo das Rho GTPases induz a perda das zbnulas de
oclusédo na barreira epitelial intestinal, resultando no aumento da permeabilidade do
epitélio. A alteragdo da integridade celular e 0 aumento da permeabilidade epitelial
contribuem para a migragdao neutrofilica e deflagragcdo dos eventos inflamatérios
observados na doenca. (CHAVES-OLARTE et al., 1997).

Além dos efeitos mencionados anteriormente, as toxinas também induzem
morte celular por apoptose que contribui mais ainda para o aumento da
permeabilidade do epitélio intestinal. Brito e colaboradores (2002b) também
demonstraram que a TcdA induz mudanga na forma, rearranjo de actina do
citoesqueleto e aumento de aderéncia secundaria ao aumento de expressao de Mac-
1 em neutréfilos humanos, o que pode estar relacionado com a formacédo de
pseudomembranas futuras (BRITO et al., 2002b).

Ambas toxinas estimulam ainda a liberacao de citocinas pré inflamatérias, como
interleucina-1 (IL-1), factor de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-8. Isto leva
posteriormente ao recrutamento e adesao de neutrofilos no tecido, resultante da

alteracdo de expressdo de moléculas de adesdo, fenbmeno que certamente é
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responsavel pela formacdo de pseudomembranas que podem ser visto na colite

severa resultante da resposta inflamatéria (SHEN, 2012).

A toxina binaria denominada como C. difficile transferase (CDT), é um
determinante associado a viruléncia, cujo papel exato na patogénese da doenga
permanece obscuro, sendo assim o efeito da toxina binaria na viruléncia ainda € uma
questdo em debate (AWAD et al, 2014; JANOIR, 2016). Estudos recentes
demonstram que em doses baixas, a toxina binaria induz a formagao de protrusdes
na superficie das células epiteliais que aumentam a adesao ao C. difficile , essas
protrusées induzidas por CDT, ocasionam o reencaminhamento de vesiculas
contendo a fibronectina da superficie basolateral para a superficie apical das células
epiteliais intestinais, onde a fibronectina é liberada e aumenta a adeséo de bactéria
(JANOIR, 2016).

Algumas peculiaridades da presenga do C. difficile na crianga abaixo de 2 anos,
sem causar doencgas, sao enigmas ainda nao totalmente esclarecidos, algumas
teorias sao discutidas: a falta de receptores de toxinas na superficie de células
intestinais, a acao protetora do leite materno e a defesa proporcionada por outras
bacterias intestinais neonatais. Em modelo de ileo de coelho foi constatado que nao
havia sitios de ligagao para a TcdA na superficie das células, além disso, em células
de ileo de coelhos recém-nascidos e jovens, tratadas com toxina A os efeitos foram
minimos comparados aos danos severos a mucosa causados em coelhos adultos
(EGLOW et al., 1992).

O leite materno sabidamente tem um fator protetor, porém o mecanismo exato
ainda nao esta completamente elucidado. Componentes do leite humano (colostro e
galactose) parecem inibir a ligagao de C. difficile em células colbnicas, além disso,
podem realizar uma ligagdo com a TcdA, tornando-a inativa. Outros autores relatam
ainda que a composigao da microbiota de bebés em aleitamento materno, favorece
ao crescimento de bifidobacterias dificultando o crescimento e ligacao de C. difficile
ao enterdcito (NAABER et al., 1996; ROLFE; SONG, 1995; TREJO et al., 2006).

Na literatura tem sido relatado casos de infeccao por C. difficile mesmo em faixa
etaria abaixo de 2 anos, € necessario portanto, o conhecimento da microbiota local,
assim como o entendimento do real papel dos fatores de risco. Esses pontos podem

facilitar o discernimento da ténue linha entre colonizagdo e patogenicidade
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representadas no binbmio saude — doenga, em pacientes na faixa etaria pediatrica e

possibilitar uma conduta mais assertiva (KIM et al., 2008).

1.3 Infecgao por Clostridioides difficile em crianga

1.3.1 Epidemiologia

A infeccédo por C. difficile ganhou importancia nos ultimos anos como
resultado da rapida disseminacdo de cepas epidémicas, incluindo cepas
hipervirulentas, inclusive na América Latina. Estudo realizado no Chile constatou
setecentos e dezenove isolados de C. difficile toxigénicos de 45 hospitais de todo o
pais, caracterizados através do perfil de toxinas, eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE) e sequenciamento do gene tcdC, além de, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) ribotipagem e tipificagcdo sequéncia multilocus (MLST).
Preocupante ainda foi que este relatério mostra a ampla disseminacdo da cepa
hipervirulenta NAP1 /027 / ST1 no Chile, com 79% dos isolados relacionados a cepa
hipervirulenta NAP1 (AGUAYO et al., 2015).

No Brasil a deteccdo de bactérias anaerdbias ndo € indicagao de rotina nos
protocolos clinicos, o que prejudica o conhecimento da real incidéncia de CDI no
nosso pais. Publicagbes que envolvem a identificacdo de C. difficile no adulto sédo
provenientes dos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Belo Horizonte, Porto Alegre
e Fortaleza (BALASSIANO et al., 2009, 2012; COSTA et al., 2014; COSTA et al., 2016;
COSTAet al.,, 2017; OTAVIO et al., 2015)

Nosso grupo, em investigacdo de C. difficile em pacientes oncoldgicos,
constatou CDI em 46,3% (19/41) das amostras de fezes de pacientes com diarreia no
Hospital Haroldo Juacaba, realizando 3 isolamentos que pertenciam ao mesmo
genotipo NAP4 (COSTA, 2017). O mesmo autor constatou um pulsotipo até entao
desconhecido que foi classificado como ST41 do MLST Clado 2 e toxinotipo IXb. Essa
cepa exibiu uma expressdo aumentada dos genes em comparagao as outras cepas
isoladas, resultado esse que pode ter contribuido para a gravidade da doencga da
paciente e para a lesao tecidual (COSTA et al., 2017). Costa e colaboradores (2014)

também relataram o isolamento de cepa toxigénica, NAP4 em paciente com HIV e
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cancer, internado para investigacdo de diarreia, sendo o primeiro caso da América

Latina descrito de infecgao de CDI adquirido na comunidade.

Mundialmente, na populagao pediatrica, observa-se um aumento na incidéncia
da infeccdo por C. difficile . Entender esta mudanca epidemiolégica tem a
singularidade de formar a base para otimizar o controle da infeccédo e desenvolver
estratégias para a prevengdo (COHEN et al., 2010a; MCDONALD et al., 2007,
ZILBERBERG; SHORR; KOLLEF, 2008).

Desde a década passada a percepg¢ao do surgimento de formas mais graves,
gerando um impacto econdémico, devido ao maior numero de internagdes e a
possibilidade de culminar com mortalidade, vem tornando a CDI um significante risco
para a saude publica além de despertar em muitos paises a atencdo de pesquisas
com foco na evolugdo da incidéncia (SCHUTZE; WILLOUGHBY, 2013; VAN
BEURDEN et al., 2017).

Nos Estados Unidos, estudo populacional em residentes pediatricos (de 0 a 18
anos) de 1991 a 2009, identificou que a incidéncia geral de CDI ajustada por idade e
sexo foi de 13,8 por 100 000 pessoas, observando ainda um aumento de 12,5 vezes,
de 2,6 (1991-1997) para 32,6 por 100 000 (2004-2009), ao longo do periodo do estudo
(p <,0001) (KHANNA et al., 2013).

Observando o numero de admissdes hospitalares em criangcas com CDI,
também nos Estados Unidos no periodo entre 2001 e 2006 mostrou um aumento de
2,4 para 4,4 por 1000 e ainda nos casos de infeccao hospitalar o aumento foi de 4,4
para 6,5 por 10000 em 22 hospitais pediatricos (KIM et al., 2008). Dados mais recentes
registraram uma tendéncia crescente na incidéncia de CDI entre criangas
hospitalizadas neste pais entre 2003 e 2012 resultando em um aumento de 24 para
58 por 10000 internamentos por ano (p< 0,001) em toda a faixa etaria pediatrica,

especialmente na idade de 15 anos (PANT et al., 2016).

Na pediatria especialmente na ultima década tem sido relatado um perfil
epidemioldgico de infecgéo por C. difficile distinto de anos anteriores, onde observa-
se um cenario ndo apenas com aumento no numero de casos hospitalares, mas
também um surgimento de CDI na comunidade. No Canada um estudo retrospectivo,
com 299 criangas foi constatado infecgao pelo C. difficile, onde setenta e quatro por
cento dos casos foi nosocomial (SCHWARTZ et al., 2014).
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Da mesma forma em estudo de coorte epidemiolégico nos Estados Unidos
demonstrou-se que a maioria dos casos de CDI (75%) foi adquirida na comunidade
(KHANNA et al., 2013). Similarmente entre os anos de 2010 e 2011 em estudo de
vigilancia em 10 areas geograficas dos Estados Unidos demonstrou que 71% de 944

criangas com CDI foram adquiridas na comunidade (WENDT et al., 2014).

No Brasil, ha registro da participagado de C. difficile em crianga com diarreia
aguda em pesquisa realizada em 3 hospitais de Sdo Paulo com amostras de fezes
diarreicas e fezes normais. No estudo paulistano, C. difficile foi detectado em 5,5%
dos espécimes diarreicas e em criangas com fezes normais a pesquisa de C difficile
foi negativa (FERREIRA et al.,, 2003). Outro estudo publicado no mesmo ano,
realizado no Rio de Janeiro, revelou espécies de C. difficile detectadas em 6,7% de
amostras de fezes diarreicas de criangas hospitalizadas ou nado, sugerindo que
investigacao para C. difficile deveria ser considerada na diarreia pediatrica em

pacientes hospitalizados ou ndo nos paises em desenvolvimento (PINTO et al., 2003).

Evidéncias mostram que o surgimento de uma nova cepa hipervirulenta esta
ligado ao aumento da incidéncia e da gravidade da doenga induzida pelo C. difficile
(LOO et al., 2005; MCDONALD et al., 2005) NAP1/BI/027 possui uma mutagdo no
gene tcdC, um regulador negativo da producao de TcdA e TcdB (MACCANNELL et al.,
2006). O surgimento dessa nova cepa tem coincidido com o uso aumentado de
fluoroquinolonas (GAYNES et al., 2004; MUTO et al., 2005). Portanto, o estudo da
patogénese da lesdo induzida por estas toxinas se reveste de importancia
fundamental, no qual se observa aumento da incidéncia e da gravidade da doenca
induzida pelo C. difficile e aparecimento de casos adquiridos na comunidade sem

histéria de uso prévio de antibiéticos (DIAL et al., 2005).

Em crianga, NAP 1 tem sido demonstrada em percentuais mais baixos do que
no adulto em torno de 10 a 19,4% dos isolamentos de C. difficile (TOLTZIS et al.,
2009). Percebe-se que melhorias nos métodos de deteccao deste agente, aliado ao
surgimento de formas graves na faixa etaria pediatrica tem contribuido para uma nova
consciéncia no diagnéstico de CDI na crianga (BAUER et al., 2011; SPIGAGLIA et al.,
2015; WILCOX et al., 2012).
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1.3.2 Quadro clinico

Infecgao por C. difficile ocorre na presencga de condi¢des inicialmente inerentes
a alteragdes da microbiota colénica do hospedeiro associado a diversos fatores de
viruléncia do agente, esses aspectos podem definir entre a colonizagdo e agéo
patogénica. A importancia do sistema imunologico do hospedeiro, neste processo €
bem pontuada, pois evidéncias mostram que as taxas de infeccdo e agravamento da
doenga ocorre em pessoas com imunodeficiéncia (KELLY; KYNE, 2011; LOO et al.,
2011). Além disso, a constatagao da presenga de anticorpos antitoxina pode explicar
variagdes nas apresentacbes de doencas entre hospedeiros imunocompetentes
(KELLY, 2012; KELLY; KYNE, 2011).

Na definicdo do diagnéstico de infecgao por C. difficile de acordo com as
diretrizes da Sociedade de Doengas Infecciosas da América (IDSA) é necessario uma
combinacgao de sintomas sugestivos de CDI e a presenga de uma cepa toxigénica /
toxina livre nas fezes ou evidéncia histopatoldgica de colite pseudomembranosa. Ja a
Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica e Doencas Infecciosas (ESCMID),
requerem também a exclusdo adicional de etiologias alternativas para diarreia
(COHEN et al., 2010b; CROBACH et al., 2016; GALDYS; CURRY; HARRISON, 2014).

O quadro clinico da infeccdo por C. difficile pode variar desde um curso
assintomatico ou diarreia leve até um quadro grave com complicagdes como colite
pseudomembranosa, megacolon toxico, perfuragao intestinal e morte (ZILBERBERG;
TILLOTSON; MCDONALD, 2010).

Na infancia a diarreia na CDI manifesta-se habitualmente com fezes de carater
aquoso, odor fétido e a presenga de sangue. Numa investigagao entre 200 criangas
canadenses infectadas por C. difficile , 79% apresentaram diarreia aquosa e 12,5%
com diarreia sangrenta (MCDONALD et al., 2005). Achado mais expressivo de
evacuagbes com sangue (24%) foi verificado entre 45 criangas indianas com
diagnostico de CDI (GOGATE et al., 2005).

Quanto a gravidade da diarreia a maioria surge de forma leve a moderada. Além
disso, esse sintoma ndo € nem mais frequente, nem especifico para criangas com
infeccdo por C. difficile hospitalar ou adquirido na comunidade em comparagao com
outras causas de diarreia (BORALI et al., 2015).
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Além da diarreia, a maioria da criangas sintomaticas, semelhante aos adultos,
apresentam outras manifestagdes como febre, dor abdominal, distensdo abdominal,
vomito e perda de peso (BORALI et al., 2015; KHALAF et al., 2012).

Apresentacdo clinica mais severa esta relacionada a identificagdo de uma
cepa hipervirulenta, o que acarretaria um aumento da mortalidade, além de ser um
fator de risco para recorréncia (GAREY et al., 2008; MCDONALD et al., 2005; WARNY
et al., 2005). Desde 2003, a cepa hipervirulenta (NAP1/027) tem sido isolado em
surtos em varios paises europeus, apenas em 2009 o primeiro isolamento na América
Latina foi reportado em um paciente com diarreia na Costa Rica. (QUESADA-GOMEZ
et al., 2010)

Controvérsias no impacto da gravidade em pacientes com infecgao por C.
difficile relacionado por cepa hipervirulenta vem sendo discutido recentemente.
Tamez-Torres e colaboradores (2017), compararam pacientes com presenca de
NAP1/RT027 e outras cepas de C. difficile ndo classificadas como hipervirulentas,
concluiram que os tipos de apresentacao clinica mais graves nao eram de pacientes
onde foi detectado NAP1/RT027. Outros autores ja tinham sugerido que cepa
emergente tem sido identificada e ndo necessariamente estaria relacionada com
quadro grave da doenga (KIM; KIM; PAI, 2016; NICOLAU; THABIT, 2016).

Uma evolugao desfavoravel para formas graves de infeccao por C. difficile que
resultam em megacolon téxico, colite pseudomembranosa e morte raramente ocorrem
em criangas. Uma recente série pediatrica dos Estados Unidos encontrou doenca
grave apenas em 8% dos casos em uma faixa de grupos etarios (P = 0,08) (WENDT
et al., 2014). No geral, parece que as mudangas epidemiologicas no C. difficile n&o
resultaram nos mesmos resultados severos em criangas que na populacao adulta
(SCHWARTZ et al., 2014).

Casos de recorréncia da infeccdo por Clostridioides difficile (CDIr) é
habitualmente definida com o reaparecimento dos sintomas dentro de 8 semanas
depois de quadro infeccioso precedente resolvido e seguido por periodo assintomatico
(DEBAST; BAUER; KUIJPER, 2014; DUROQOVIC et al., 2017). Esse quadro recorrente
ocorre em 20- 30 % dos pacientes com CDI, gerando um impacto na qualidade de
vida dos pacientes, com aumento nos dias de internamento e podendo ser
responsavel pelo aumento na taxa de mortalidade (JOHNSON, 2009; KELLY, 2012).
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1.3.3 Fatores de risco para CDI

O conhecimento de fatores de risco para CDI, bem delineados a partir de
estudos realizados em adultos, vem instigando investigagdes na faixa etaria pediatrica,
em virtude de potenciais influéncias desses fatores na evolugado da doenga. Estudos
revelam que a infecgao por C. difficile pode estar atrelada a fatores de risco como
hospitalizagéo, uso de antibidtico e inibidor de bomba de prétons (IBP) e presenga de
comorbidade, sendo a falha no desenvolvimento de uma resposta sistémica de
anticorpos antitoxina o que diferencia os pacientes com CDI e CDI recorrente de
portadores assintomaticos de C. difficile. Assim uma imunidade inadequada podera
explicar a associagcao de casos de recorréncia atrelados aos fatores de risco (KELLY,
2012).

A hospitalizagao foi considerada, por muito tempo, um fator fundamental para
CDI, porém evidéncias reportam que outras condicdes que podem favorecer ao
surgimento de casos relacionados como uso de antibidtico e inibidor de bomba de
prétons, a idade, a presenca de comorbidade, inclusive ampliando a possibilidade de
surgimento de casos na comunidade (ANANTHAKRISHNAN, 2011).

O uso de antibidticos pode ser considerado uma impactante condi¢cdo para o
desenvolvimento de CDI tanto em adulto como na crianga, sendo o principal aspecto
diretamente relacionado a alteragdo da microbiota intestinal (SCHUTZE;
WILLOUGHBY, 2013), da mesma forma o uso de terapia de supressao de acido
gastrico (inibidores da bomba de protons e / ou antagonistas dos receptores de
histamina) também parece atuar de maneira significante na infecgéo por C. difficile
tanto de origem hospitalar como nos casos adquiridos na comunidade (JIMENEZ et
al., 2015).

Em investigacédo de infec¢ao por C. difficile em dois hospitais pediatricos na
Nova Zelandia, numa amostra de 46/320 criangas que apresentavam CDI, observou-
se uma significante relagao com os fatores de risco como: tratamento com inibidor de
bomba de préton, risco relativo (RR) 1,74 com 95 % intervalo de confianga (Cl) 1,09—
5,59; p= 0.002) e ainda com uso prévio de antibiético (RR 1,17com 95 % Cl 0,99-1,17;
p=0.03) (SATHYENDRAN et al., 2014).

Estudo de um grupo de criancas chilenas internadas, também verificou que em

CDI dentre os fatores de risco mais frequentemente encontrados, estava o uso de
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antimicrobianos dentro das seis semanas antes da infec¢cédo, 21 casos (80,7%),
presenca de sonda 20 (76,9%) e uso de IBP 19 (73, 1%) (MACCIONI et al., 2015).
Outras publicacdes prévias, também afirmam que a terapia com antibiéticos é o
principal fator de risco do CDI em criangas (DULEBA; PAWLOWSKA; WIETLICKA-
P1SZCZ, 2014; LOO et al., 2011).

Um estudo de coorte retrospectivo, unicéntrico, comparou as taxas e a
gravidade do CDI adquirido em hospital entre pacientes em uso inibidores da bomba
de prétons (IBP) versus pacientes sem exposicao a IBP. Um total de 41.663 pacientes
com CDI que foram hospitalizados entre janeiro de 2013 e maio de 2014; Destes,
17.471 pacientes (41,9%) receberam pelo menos uma dose de IBP (grupo IBP) e
24.192 pacientes (58,1%) ndo tinham exposicao a IBP (grupo controle). Foi
constatado que um total de 348 pacientes tiveram CDI durante o periodo do estudo,
sendo que o uso de IBP representa um risco relativo ndo ajustado (RR) de 6,46
(intervalo de confianga de 95% [IC] 3,63-11,51, p <0,0001) vezes maior de
desenvolver CDI e RR né&o ajustado de 6,27 (IC95% 2,91-13,48, p <0,0001) vezes
maior de desenvolver CDI grave, no grupo IBP. Os autores concluiram que o uso de
IBP foi associado a um aumento tanto na taxa quanto na gravidade de CDI e sugerem
que o uso de IBP deve ser avaliado criticamente para limitar os danos potenciais

associados ao desenvolvimento de CDI (LEWIS et al., 2016).

Fatores de risco adicionais para CDI sao individuos com comorbidades dentre
elas as mais aluzentes a esta associagao: doenca renal crdnica, fibrose cistica,
doencas inflamatdrias intestinais, neoplasia principalmente com uso de quimioterapia.
Outros grupos que sao mais vulneraveis a CDI sao pacientes com imunodeficiéncia,
tais como aqueles com imunodeficiéncias genéticas, infec¢ao por HIV e aqueles com
histéria de transplante de orgédos. Pacientes apds cirurgia gastrointestinal ou
procedimentos endoscopicos, e aqueles com gastrostomia ou sondas de jejunostomia
também estdo em maior risco de CDI (DEPESTEL; ARONOFF, 2013; KHANNA,;
PARDI, 2012; WIJARNPREECHA et al., 2016).

Outra associacdo com doencga cronica foi reportada em adultos com fibrose
cistica, onde C. difficile foi detectado, através de cultivo, em 50% (30/60). As toxinas
do C. difficile foram detectadas em 63% (19/30) de amostras de fezes positivas para
C. difficile . Todas as amostras de fezes positivas para toxinas continham cepas

toxigénicas de C. difficile que continham genes de toxina, tcdA e tcdB. Apesar da
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presenca de C. difficile e suas toxinas em fezes do paciente, ndo foram relatados
sintomas gastrointestinais agudos. A ribotipagem das cepas de C. difficile revelou 16
ribotipos (RT), 11 dos quais s&o conhecidos como causadores de doengas, incluindo
o RTO078 hipervirulento. Demonstrando uma alta prevaléncia de cepas hipervirulentas
e toxigénicas de C. difficile em pacientes assintomaticos com FC. Isso destaca o papel
potencial de pacientes assintomaticos com FC na transmissdao nosocomial de C.
difficile (BURKE et al., 2017).

Em relagdo a crianga com doenga neoplasica, DE BLANK e colaboradores
(2015) analisando o historico de criangas hospitalizadas no periodo entre 1999 e 2006
identificou um aumento na incidéncia de CDI em criangas com diagndstico de cancer
(p=0,01). O mesmo estudo pode concluir ainda que o risco de CDI estava diretamente
associado ao uso prévio de aminoglicosidio, cefepime, e inibidor de bomba de préton.

Recentemente um estudo de coorte realizado na Suécia, revelou que pacientes
com doenca celiaca apresentaram significantemente maior incidéncia de CDI do que
controles. O risco de CDI foi maior nos primeiros 12 meses apos o diagndstico de
doenca celiaca (P <0,0001), mas manteve-se alto, em comparagao com os controles,
1-5 anos apés o diagndstico (P = 0,004). Nao houve diferengas significativas quanto
a exposicao prévia a antibioticos entre pacientes com doenga celiaca e controles.
Portanto, na avaliagdo de pacientes com doenga celiaca com diarreia persistente ou
recorrente deve ser considerada a investigagdo de infeccdo por C. difficile
(LEBWOHL et al., 2017).

E crescente o interesse de investigagéo de C. difficile em crianga com doenca
inflamatdria intestinal, porém vem surgindo varios questionamentos na conduta devido
a possibilidade entre colonizagao assintomatica e CDI. Esta duvida vem gerando um
impacto na tomada de decisdo tornando atualmente o tratamento um dilema
desafiador (HOURIGAN; SEARS; OLIVA-HEMKER, 2016).

A presenca de C. difficile em pacientes com colite ulcerativa pode corresponder
a desfechos indesejados, proporcionando um maior risco de colectomia e complicagéao
ap6s a cirurgia além de estar intrinsicamente relacionado com mortalidade (NEGRON
et al., 2016).

Definitivamente a relagdo entre C. difficile e Doenga inflamatéria intestinal (é
complexa. Lamentavelmente existe uma lacuna para o diagnéstico de CDI em
pacientes com IBD consequente a uma apresentagao clinica indistinguivel, ja que as

pseudomembranas vistas pelo exame colonoscopio estdo frequentemente ausentes.
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(COJOCARIU et al., 2014; NAVANEETHAN; VENKATESH; SHEN, 2010) E importante
pontuar que apesar de registros de colonizagcao assintomatica por C. difficile, infecgao
por este agente pode negativamente gerar um impacto no curso natural da doencga
inflamatéria intestinal, aumentando a morbidade, hospitalizagbes prolongadas e
recorréncias (ONG et al., 2017).

O entendimento do papel dos fatores de risco na CDI, continua sendo um
intrigante motivo de continuo estudo, avangos na compreensdo € no manuseio da
microbiota intestinal talvez seja a chave para escolha de novas terapias e que
possivelmente propiciara no futuro um maior controle tanto da infeccdo como na
recorréncia de C. difficile (CHILTON; PICKERING; FREEMAN, 2018).

1.3.4 Tratamento de CDI em criancga

A conduta terapéutica sugerida para infecgao por C. difficile em crianca, segue
por trés patamares: tratamento de suporte; descontinuidade do antibidtico identificado
como fator de risco (sempre que possivel) e inicio do tratamento efetivo e especifico
para CDI (PAl et al., 2012; SCHUTZE; WILLOUGHBY, 2013).

Diante do diagndstico de CDI, o tratamento de suporte com hidratagao vigorosa
e reposicao de eletrélitos, caso seja detectado disturbio hidroeletrolitico, deve ser a
primeira medida a ser instituida. Além dessa conduta inicial, a maioria dos estudos
sugerem a suspensao da antibioticoterapia vigente, sempre que possivel ou o mais
precocemente. Esse procedimento pode influenciar na resposta terapéutica e na
evolugcado do quadro clinico, propiciando uma maior taxa de cura e menor recidiva
(MULLANE et al., 2011).

Uma vez definido o diagnostico de CDI, o tratamento especifico deve ser
instituido. A gravidade da doenga e presencga de sintomas sistémicos devem ser
considerados na escolha do regime terapéutico: medicamentoso ou cirurgico. Apesar
do alvo principal do tratamento da CDI seja resolver a infecgéo, outros pontos como
prevencao de recorréncia e transmissao entre individuos, melhora na qualidade de
vida e redugdo das despesas do sistema de saude também que podem ser
considerados (DANIELS; KUFEL, 2018).

A escolha ideal do antibiético especifico para infecgao por C. difficile na crianga

vem sendo baseada em estudos prévios de CDI realizado em adultos. Na crianga,
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motivado pela caréncia de dados para a faixa etaria, os dois principais antibioticos
utilizados para tratamento de CDI s&o os mesmos utilizados no adulto: o metronidazol
e a vancomicina, cada uma das drogas exibe vantagens e desvantagens, podendo
ocorrer uma variagdo na recomendacao da escolha baseada na gravidade da
infeccado, episodio inicial ou recidiva (MCDONALD et al., 2018).

Na terapéutica da CDI na crianga tanto o metronidazol quanto a vancomicina
podem ser considerados no caso de primoinfeccdo mesmo na forma leve, porém o
tratamento com metronidazol vem sendo indicado como droga de escolha em casos
leves e moderados, baseado na eficacia e no menor custo. Assim, a terapia com
vancomicina segue como indicagdo de primeira escolha nos casos graves, na hao
resposta ao metronidazol ou nas recidivas recorrentes (MCDONALD et al., 2018).

A conduta em casos de recorréncia de CDI na faixa etaria pediatrica, vem sendo
tema de discussao devido a limitagao das opg¢des terapéuticas permitidas para esta
idade. As opgdes atuais para recorréncia incluem metronidazol e vancomicina, que
estdo associadas a uma taxa de recorréncia semelhante (27,1% e 24,0%,
respectivamente (VARDAKAS et al., 2012).

Outro antibidtico promissor para uso em CDI recorrente na crianga, ainda em
estudo para a populagao pediatrica € a fidaxomicina. Esse antibiético aprovado nos
Estados Unidos em 2011 para uso em adultos, vem demonstrando um potencial
agente contra C. difficile, com excelente perfil de seguranca, além de pouca agressao
a microbiota intestinal. Na pediatria ha registro de sucesso terapéutico em crianga de
10 anos com CDI recorrente (SMELTZER; HASSOUN, 2013; VAISHNAVI, 2015).
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Figura 2: Recomendacgdes para o tratamento de infec¢ao por C. difficile em criangas

Defini¢do clinica Tratamento Dose pediatrica Dose
recomendado maximalvez
Episoddio inicial, Metronidazol x 10 « 75 = 500 mg
nao severo dias (VO ou VR) mg/kg/dose 3- « 125 mg
Vancomicina, 10 4x por dia
dias (WVO) * 10 mg/kg/dose
4x por dia
Episodio incial, Vancomicinax 10 « 10 mly/kg/dose « 500 mg
severo/fulminante dias (VO ou VR) 4x por dia = 500 mg
COIMm ou Sem
metronidazol x 10
dias (EV)®
Primeira Metronidazol x 10 s« T5 « 500 mg
recorréncia, nao dias (VO ou VR) mg/kg/dose 3- = 125 mg
severa Vancomicinax 10 4x por dia
dias (VO) +« 10 mg/kg/dose
4x por dia
Segundaou Vancomicina — « 10 mg/kg/dose « 125 mg
subsequente pulso-terapia® (VR) 4x por dia « \ancomici
recorréncia Vancomicina x 10 +« \ancomicina: a: 500 mg
dias 10 mg/kg/dose
4x por dia

Legenda: VO — via oral, VR — via retal, EV — endovenosa. °Em casos de infec¢ao por C. difficile grave
ou fulminante associada a doenca critica, considere a adicdo de metronidazol a vancomicina oral.
®Vancomicina 10 mg/kg com maximo de 125 mg 4x/dia por 10-14 dias, depois 10 mg/kg com maximo
de 125 mg 2x/dia durante uma semana, depois 10 mg/kg com maximo de 125 mg uma vez ao dia
durante uma semana, depois 10 mg/kg com maximo de 125 mg a cada 2 ou 3 dias durante 2-8 semanas.

Fonte: Adaptada de MCDONALD et al, 2017

Além do tratamento conservador a intervengao cirurgica vem sendo indicada
em apresentagdes na forma grave, onde na maioria das vezes ha evolugao para colite
pseudomembranosa e que nao respondem ao tratamento convencional com
metronidazol ou vancomicina (PAI et al., 2012). Colectomia total esta indicada em
casos raros, sendo geralmente realizada quando ha colite grave com presenga de
quadro toxémico importante. Estudo que observou evolugao de 75 criangas com CDI
verificou que apenas em uma crianga foi necessario intervengao cirurgica, sendo
realizada colectomia subtotal (PAl et al., 2012).

No manejo da CDI na populacéo infantil, ha de se considerar que a restauracéo
da microbiota intestinal pode refletir no sucesso terapéutico. Terapia com impacto na
restauracdao do microbioma tem sido exercida através do uso de prebidticos e
probidticos, mais recentemente o transplante de microbiota fecal, vem tornando-se
uma possibilidade cada vez mais proxima da realidade pediatrica. (NOOR; KRILOV,
2018)

O uso de probiodticos: Lactobacillus, Bifidobacteria e Saccaromyces boularddi
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vem sendo empregado como terapia alternativa para CDI. Saccharomyces boulardii
foi usado com sucesso em criangca com infecgao recorrente de C. difficile, a mesma
era portadora de doenga Hirschsprung conduzida cirurgicamente, o autor obteve
reducao da recorréncia da infeccéo e resolucao de sintomas. No entanto, pesquisas
ainda s&o necessarias para avaliar e comparar a eficacia de varios agentes probidticos
inclusive a combinagdo de cepas ou com substancias prebidticas no tratamento e
prevencao da infecgao por C. difficile (OOI; DILLEY; DAY, 2009).

Protocolos com transplante de microbiota fecal (TMF) tem sido proposto no
tratamento da CDI em populagao infantil, alguns relatos reportam a utilizagdo de TMF
pela técnica de administragdo através de tubo nasogastrico temporario ou via
colonoscopica, demonstrando o beneficio desse tratamento na CDI. A magnitude da
restauragao do microbioma podera ser no futuro uma peca fundamental no desfecho
dessa doenga (KAHN; YOUNG; RUBIN, 2012; KRONMAN et al., 2015; PIEROG;
MENCIN; REILLY, 2014; RUSSELL et al., 2010, 2014).

Ataxa crescente de infecgao e a mortalidade por CDI alertam para a importancia
da prevencao de CDI. Isso deve ser focado em duas diregdes: reduzir a exposi¢cao
dos pacientes ao patdgeno, intensificando as medidas de higiene e reduzindo o
impacto dos fatores de risco. Uma das medidas mais importantes para reduzir o
numero de infec¢des e propagacao de C. difficile € sem duvida a lavagem frequente
das méos frequente. A desinfecgdo adequada do meio ambiente do paciente (pisos,
armarios, cama, roupa de cama) e de equipamentos médicos também é importante.
Implementacao de outras medidas profilaticas em caso de CDI diagnosticado como
isolamento do paciente com banheiro separado deve ser considerada (HENRICH et
al., 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

Entender as particularidades do Clostridioides difficile na crianga tem sido um
desafio para pesquisadores e pediatras. Profissionais sao constantemente
confrontados com o desafio de diferenciar entre infeccido e colonizagao. Além disso, a
presenca de comorbidades pode dificultar o diagndstico apropiado.

Particularidades dos pacientes pediatricos sugerem que em criangas, testes
para pesquisa de C. difficile devem ser criteriosamente indicados e reservados para
casos de diarreia a depender da idade e na suspeita de CDI. Assim, resultados
positivos em exames complementares devem ser correlacionados com o perfil clinico.
Por outro lado, os profissionais se deparam com a dificuldade de realizagcao de testes
especificos para a identificacdo dessa bacteria que poderiam refletir no curso da

doenca.

Certamente, diante de um alto indice de suspeita de CDI, ao avaliar um
paciente, um melhor conhecimento dos fatores de risco (hospitalizagdo, comorbidade
e uso de antibidtico e terapia de supressdo de acido gastrico) associados a CDI,
aliados a deteccao rapida e o tratamento imediato da infeccédo, permitirdo uma maior
articulacao de medidas que devem ser tomadas para evitar a propagacgao da infecgao

por C. difficile e provavelmente proporcionar um melhor desfecho para o paciente.

A relevancia de tracar um perfil epidemiolégico, com a investigagao dos
ribotipos de Clostridioides difficile, em pacientes pediatricos com diarreia, de certa
forma, podera suprir a caréncia de estudos, no nosso estado. Essa identificagao de C.
difficile pode ser o ponto de partida para uma maior compreensao das caracteristicas
unicas desse agente na faixa etaria infantil, inclusive permitir a orientagao de melhores
condutas, evitar piores desfechos clinicos e maior tempo de internacdo, com
complicacdes e mortalidade, que certamente impacta na qualidade de vida e repercute

nos fatores socio econémicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a infeccao por C. difficile em pacientes com diarreia atendidos em

um Hospital Pediatrico Terciario, Fortaleza, Ceara.

3.2 Objetivos Especificos

e |solar e identificar as cepas de C. difficile através de provas bacterioldgicas e
bioquimicas convencionais em espécimes de pacientes de Hospital Pediatrico
Terciario;

e Tipificar as cepas de C. difficile isoladas através da detecgdo dos genes das
toxinas e da genotipagem;

e Determinar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos das cepas de C. difficile
isoladas;

e Conhecer as manifestagdes clinicas presentes em pacientes com infecgéo por
C. difficile em Hospital Pediatrico;

e Correlacionar a presenca dos fatores de risco e comorbidades ao tipo de cepa
de C. difficile isolada;

e Correlacionar o tipo de cepa de C. difficile com as manifestacdes clinicas.

e Investigar a contaminagao da mobilia hospitalar de pacientes com infec¢ao por

C. difficile em Hospital Infantil Pediatrico Terciario.
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4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento do estudo

Este € um estudo prospectivo, transversal, descritivo e analitico. Realizado no
periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2017, em servico publico de Hospital
terciario referéncia em atendimento pediatrico. Inicialmente o projeto foi apresentado
para o corpo clinico do Hospital para sinalizar a equipe médica, que caso
identificassem pacientes com diarreia, o pesquisador deveria ser comunicado. Além
disso, 3 vezes na semana era feita uma busca ativa de pacientes em cada bloco desta
instituicdo. Recrutamento de pacientes também foi realizado no ambulatério de
especialidade de gastroenterologia pediatrica que funciona nessa mesma institui¢ao.
Ap0s a selecao foram aplicados Termo de Consentimento Livre Esclarecido (apéndice
A), questionario de coleta de dados clinicos e epidemioldgicos (apéndice B) e amostra
de fezes foram coletadas.

Essa pesquisa em questao faz parte do projeto do “Nucleo de Exceléncia em
Pesquisa do C. difficile no Estado do Ceara (NEPEC-CE)” financiado por
PRONEX/FUNCAP/CNPqg por meio da concessdo no PR2-0101-00060.01.00/15,
referente ao edital 02/2015 do Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia
PRONEX/FUNCAP/CNPq.

4.2. Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao:

1. ldade: criangas maiores de 18 meses e menores de 18 anos atendidos em
enfermaria ou ambulatoério especializado.

2. Qualquer condigdo médica que, na opiniao do investigador mesmo que a idade
seja inferior a 18 meses.

3. Presenca de diarreia Hospitalar ou adquirida na comunidade, classificada de
acordo com a definicdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS): presenga de fezes
liquidas ou 3 ou mais evacuacgodes diarias.

4. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo responsavel

legal.
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Critérios de exclusao:

1. Presenca de ileostomia, colostomia ou ressecg¢ao colénica maior do que a
hemicolectomia, sindrome do intestino curto, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.
2. Obstrugao ou subocluséo intestinal.

3. Sangramento ou hemorragia intestinal de grau superior a 3 pelos critérios
comuns de toxicidade (CTC versao 4.0) do Instituto Nacional do Céancer Norte-
americano.

4, Qualquer condigdo médica que, na opinido do investigador, possa comprometer
a capacidade do paciente de participar do estudo ou interferir na interpretacdo dos

resultados

4.3. Local de realizagao

As coletas dos espécimes e dos dados clinicos foram realizadas no Hospital
Infantil Albert Sabin, Fortaleza, Ceara (HIAS). E um hospital de atencdo terciaria
dentro da rede publica de saude do Cear4, sendo a referéncia na assisténcia infantil
do Estado do Ceara, atendendo exclusivamente a clientela do Sistema Unico de
Saude (SUS). Oferece a populagao, 267 leitos hospital, distribuidos nas enfermarias
das especialidades pediatricas, tais como gastroenterologia, nefrologia, pneumologia,
cardiologia, oncologia, pediatra geral, enfermaria cirurgica, bergario de médio risco,
UTI pediatrica e UTI neonatal. Desenvolvem ainda programas de assisténcia
ambulatorial e domiciliar, como também cuidados especiais e personalizados, com

equipes multidisciplinares.

O processamento da amostra, com posterior isolamento, identificacdo bacteriana
e antibiograma foi realizado no Laboratério de Bacteriologia, Centro de Biomedicina
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC). As analises
moleculares foram realizadas no Centro de Investigacdo em Enfermidades Tropicais
e no Laboratério de Investigagdo em Bacteriologia Anaerdbia da Faculdade de
Microbiologia na Universidade da Costa Rica (URC) e Laboratério de Biologia de

Anaerobios da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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4.4. Coleta de dados clinicos e epidemioldgicos

Apos a selecdo foram aplicados Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (apéndice A), questionario de coleta de dados clinicos e epidemiologicos
(apéndice B).

A coleta de dados clinicos foi realizada através de entrevista com
responsaveis ou acompanhantes das criangas, onde foi feito o preenchimento de
questionario escrito como instrumento de coleta contendo dados da doenca diarreica
atual, sintomas associados, fatores de risco: internamento prévio, uso de antibidtico,
inibidores de bomba de protons, presenca de doenga crénica. Além disso pesquisa
de exames laboratoriais no prontuario hospitalar onde ficam registrados as
informacdes dos pacientes. Os resultados dos exames (hemograma completo, ureia
e creatinina) também foram anotados no questionario da pesquisa. Essa etapa foi

realizada no Hospital Infantil Albert Sabin.

4.5. Coleta dos espécimes clinicos

Foram analisadas 56 amostras fecais de 48 pacientes, apresentando diarreia
hospitalar ou comunitaria. As amostras de fezes diarreicas foram coletadas, no
Hospital Infantil Albert Sabin, durante 22 meses dentro do periodo entre janeiro de
2015 e dezembro de 2017.

Apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo responsavel
legal do paciente, foram coletadas amostras de fezes e preenchido questionario com
os dados clinicos. Os espécimes foram coletados a partir de evacuacao espontanea
em qualquer horario do dia, armazenado dentro de um frasco de coleta estéril com
boca larga e com tampa bem ajustada. Imediatamente apds a coleta a amostra foi
armazenada em congelador (-20°C) até ser transportada, em um recipiente com gelo,
para o laboratério de microbiologia da Universidade Federal do Ceara. A amostra foi

analisada dentro de um periodo maximo de dois meses.



40

4.6. Deteccao de toxinas de C. difficile em amostras fecais

Toxinas A/B foram pesquisadas em amostras de fezes diarreicas através do kit
de detecgdo comercial ProSPECT™ Clostridium difficile Toxin A/B Microplate (Remel®
KS, USA) seguindo das recomendacgdes dos fabricantes. Essa etapa foi realizada na

Universidade federal do Ceara.

4.7. Isolamento de C. difficile a partir de amostras fecais

As amostras de fezes passaram por um tratamento de choque com alcool que
foi realizado da seguinte forma: 1ml de fezes liquidas foi misturado em 1ml de alcool
a 96%. O experimento foi realizado em tubos estéreis de polietileno de 15ml. As fezes
foram mantidas em repouso por 35 minutos a temperatura ambiente e a seguir
centrifugadas a 3.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
semeado em placa de Petri contendo o meio Cefoxitina-Cicloserina-Frutose-Agar
(CCFA) através de um swab.

As placas foram incubadas em anaerobiose por 72h a 37° C. As colbnias
caracteristicas crescidas no CCFA foram examinadas. Para a obtencdo da
anaerobiose foi utilizada jarra de anaerobiose (DIFCO®OXOID®) acrescido envelope
gerador de anaerobiose (PROBAC®/OXOID®). Apos incubagdo as coldnias
caracteristicas crescidas no CCFA foram examinadas.

O swab utilizado no semeio no meio de cultura CCFA também foi incubado em
tubo contendo 5ml de caldo para anaerdbios fastidiosos (FAB). O tubo foi incubado
por 7 dias, a 37°C em anaerobiose. O crescimento bacteriano em FAB foi utilizado
com o objetivo de obtengdo de um caldo reserva, sendo utilizado nos casos em que o
semeio em CCFA desse negativo, sendo possivel a realizagado de outro semeio em
meio CCFA a partir do caldo FAB (Alfa et al., 2000; Miller et al., 2010; Quesada-Gémez

et al., 2010). Essa etapa foi realizada na Universidade federal do Ceara.
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4.8. Identificagao presuntiva dos isolados de C. difficile

Colbnias suspeitas foram cultivadas no meio de cultura agar Brucella
suplementado com vitamina K (1pug/ml) e 5% de sangue lisado de carneiro (BAK) e
em 5ml de caldo BHI suplementado com a mesma quantidade de vitamina K e hemina
(51ug/ml, Sigma®), e a seguir incubados em anaerobiose por 72h a 37°C.

Posteriormente as col6nias crescidas, passaram pela prova de tolerancia ao
oxigénio (anaerobio estrito), coloracdo de Gram e detecgao de fluorescéncia em luz
UV (Miller et al, 2010). Este teste consiste em repicar cada coldnia isolada na cultura
em anaerobiose em uma placa de agar sangue e incubar em aerobiose, microaerofilia
e anaerobiose. Assim pode ser confirmado se o isolado era uma bactéria anaerébia
estrita. (KONEMAN et al, 2008). Essa etapa foi realizada na Universidade federal do

Ceara.

4.9. Identificagao definitiva dos isolados de C. difficile

As cepas isoladas a partir do meio BAK foram identificadas mediante provas
bioquimicas comerciais (RapID™ Ana Il System, Remel®). Além disso, a sua
identificacao foi confirmada pela detecgao de um fragmento do gene tpi exclusivo de
C. difficile (triosefosfato isomerase) por PCR, com os iniciadores e as condi¢des
descritas (KATO et al, 1991; STUBBS et al, 2000; SPIGAGLIA et al, 2004; QUESADA-
GOMEZ et al, 2010). Essa etapa foi realizada na Universidade da Costa Rica.

4.10. Extragcao do DNA gendémico bacteriano de C. difficile

O DNA genbmico foi extraido de cada cepa previamente cultivada em Caldo
BHI (Brain Heart Infususion broth) suplementado com vitamina K (1 pg/ml, Sigma®) e
hemina (5 pug/ml, Sigma®). As cepas foram incubadas por 12 a 18horas, a 37°C sob
condicdes anaerobias. A extracdo foi realizada por meio do kit InstaGene Matrix®
(BioRad®) seguindo as recomendagdes do fabricante e segundo descrito em Miller et
al (2010) e Quesada-Gomez et al (2010). Essa etapa foi realizada na Universidade da

Costa Rica.
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4.11. Deteccao de genes das toxinas (tcdA, tcdB, tcdC e ctdB)

Foi determinada a presenca de fragmentos dos genes da toxina A (fcdA), toxina
B (tcdB), o dominio de ligagao da toxina binaria (cdtB) e o potencial regulador negativo
do PalLoc (tcdC) através do multiplex PCR. Foi utilizado o protocolo, iniciadores e as
condi¢des descritas na literatura (QUESADA-GOMEZ et al., 2010).

Os produtos amplificados foram visualizados mediante a inoculagdo de 10uL da
amplificagcdo em gel de agarose a 1,5% e corridos em eletroforese em tampéo TBE
0,5X, a 100V por 90 minutos (COHEN; TANG; SILVA,2000; QUESADA-GOMEZ et al,
2010).

As delegbes parciais no gene tcdC foram interpretadas de acordo com o tamanho
do fragmento amplificado nas imagens da eletroforese (COHEN; TANG; SILVA,2000;
QUESADA-GOMEZ et al, 2010).

Foi utilizado como controle positivo de amplificagdo 4 cepas: uma cepa
hipervirulenta NAP1 (tcdA+, tcdB+, delecéo 18 bp em tcdC, cdtB+), uma cepa NAP7
(tcdA+, tcdB+, delecao >18 bp em tcdC, cdtB+), uma cepa tcdA-, tcdB+, sem delegao
tcdC, cdtB- e uma cepa nao toxigénica (C. difficile ATCC® 700057). Essa etapa foi

realizada na Universidade da Costa Rica.

4.12. Tipificagcao mediante eletroforese de campo pulsante (PFGE)

Foi determinado o padrdo do macrorestricdo através da digestdao da restricao
enzimatica do genoma com Smal, obtido pelo equipamento PFGE, para cada um dos
isolados de C. difficile de acordo com o método previamente descrito (ALFA et al.,
2000; QUESADA-GOMEZ et al., 2010).

As bacteérias foram cultivadas em caldo BHI por 6 a 8 horas. Em seguida, e
sofreram lise celular (6 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM de EDTA pH 9,0, NaCl 1 M para
desoxilato a 0,2%, sarcosil a 0,5%, Brij 58 a 0.5%), os plugs de agarose foram feitos
por uma mistura de volumes iguais das solugdes bacterianas e da agarose SeaKeam
Gold® (Lonza®) a 1% fundida, contendo doddecilsulfato de sédio a 1% em tampao TE
(10mM Tris-HCI, 8,0 EDTA 1mM). As bactérias foram lisadas durante a noite por
incubagao dos plugs em tampéao de lise celular e enzimas (2mg/mL de lisozima,

20mg/mL de RNase e 12,5 unidades de mutanolisina), a uma temperatura de 37°C.
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em seguida, os plugs foram incubados a 55°C durante 12-18 horas em uma

suspensao de 500 nM de EDTA ph 9,0, sarcosil a 1% e 50mg/mL de proteinase K.

Apds esse processo de lise, os plugs de agarose com o DNA genémico foram
lavados 7 a 8 vezes, com tampé&o TE 1X e agua ultrapura (bidestilada, deionizada e
estéril). A digestdo com a enzima de restrigdo Smal (Roche®) foi realizada “overnight”
a 25°C.

O DNA dos plugs foi separado em géis de agarose a 1% (BioRad® grau campo
pulsado) em tampéo TBE 0,5X (tris-borato-EDTA) contendo 50nM de tioreia em 6
V/cm com 1 q 40 segundos, tempo de comutagédo durante 22 horas. Os géis foram
corados com brometo de etidio, descorados com agua ultrapura e fotografados

digitalmente.

As imagens dos géis foram analisadas com BioNumerics® software (Applied
Maths®) e com as bases de dados da Universidade da Costa Rica. Um isolamento
reprodutivel de C. difficile gendtipo NAP1 foi incluido em cada corrida de eletroforese.
Comparado ainda o crescimento e viruléncia pelas cepas denominadas “NAP-CR”
(Costa Rica), NAP1/027 (Hipervirulenta). Essa etapa foi realizada na Universidade da

Costa Rica.

4.13. Ribotipagem e PCR de cepas do C difficile.

Para o PCR ribotipagem, as regibes espacadoras intergénicas foram
amplificadas usando Primers Bidet conforme descrito anteriormente (BIDET et al,
1999). A analise de PCR Ribotipagem foi realizada no Laboratério de Biologia
Anaerobios, Departamento de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) e também os ribotipos foram determinados pela apresentacdo dos dados ao

banco de dados do Laboratério de Biologia Anaerébios (UFRJ).

4.14. Teste de sensibilidade a antimicrobianos

A concentracdo inibitéria minima (CIM) de clindamicina, levofloxacina,

moxifloxacina, rifampicina, metronidazol e vancomicina para C. difficile foi
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determinada por meio de E-test (bioMérieux®) em agar Brucella suplementado com

5% sangue de carneiro, hemina (5 pg/mL), e vitamina K (1 pg/mL).

Os pontos de corte da resisténcia foram estabelecidos de acordo com as
diretrizes do CLSI (M11-A8) da seguinte forma: moxifloxacina = 4 ug/ml; clindamicina
= 8 ug/ml; metronidazol = 32 pug/mil; rifampina = 32 ug/ml e vancomicina> 2 pg/ml. Para
as fluoroquinolonas, utilizamos o ponto de corte da moxifloxacina (levofloxacina), para
a vancomicina foram utilizadas as diretrizes da EUCAST
(http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/) e para a rifampicina, o ponto de corte
usado por O'Conner e colaboradores (2008). Foi utilizado como controle a cepa C.

difficile ATCC® 700057. Essa etapa foi realizada na Universidade da Costa Rica.

4.15. Correlagao entre os dados clinicos e epidemiolégicos com os resultados

bacteriolégicos

Os dados clinicos e epidemioldgicos, obtidos por meio do questionario (Anexo
II), foram correlacionados com os resultados bacteriolégicos. Os dados utilizados
foram: idade, sintomas apresentados, histéria de patologias crdonicas ou internamento
até o més anterior do evento, medicamentos em uso previamente tais como: inibidor

de bomba de préton, antibidticos (tipos e quantidade) e tratamento realizado.

4.16. Investigagcdo da contaminagao da mobilia

Na mobilia utilizada pelos pacientes com infecgao por C. difficile, foi realizada
a coleta de material através de swab. O material foi adquirido de bergcos e colchbes
das criangas, que estavam internados na mesma enfermaria e apresentaram diarreia
no mesmo periodo. A coleta foi realizada 1 semana depois do inicio dos sintomas e
confirmacgéo da presenga de toxina nas fezes. O armazenamento e o processamento

do material foram feitos da mesma forma indicada para os espécimes clinicos.

Apés o teste positivo para toxinas do C. difficile e/ou isolamento de cepas do C.
difficile, o profissional e o cuidador da crianga foram informados que medidas de

prevencao e tratamento fossem instituidas, tais como: direcionamento da conduta
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terapéutica, medidas de isolamento de contato, desinfeccdo com hipoclorito de sodio

para minimizar a contaminagao ambiental e método de barreira eficazes.

4.17. Analise Estatistica

As informagdes obtidas foram digitadas em um computador IBM-PC compativel
pelo processo de dupla entrada para resolugao de discrepancias e consisténcia dos
dados. A entrada do sistema foi realizada por meio de senha individualizada.

Os principais testes estatisticos utilizados foram os testes de qui-quadrado e o
exato de Fisher quando pertinente. Na comparagao entre médias foi utilizado o teste
t de Student. Analises uni e multivariadas foram utilizadas para corrigir eventuais
desvios causados pela interdependéncia das variaveis e para eliminar potenciais
fatores de confundimento. Em todos os casos foram consideradas significantes as

diferengas com erro de primeira ordem inferior a 5% (p <0,05).

4.18. Aspectos éticos

A pesquisa obedeceu a Resolugdo n°® 466 de dezembro de 2012, do Conselho
Nacional de Saude/ Ministério da Saude (BRASIL, 2012), que regulamenta as
pesquisas envolvendo seres humanos e assegura os direitos e deveres que dizem
respeito a comunidade cientifica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado.

Através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A),
cujo objetivo é demonstrar a importancia da pesquisa e a auséncia de maleficios, foi
solicitado, aos pais/responsaveis de cada participante, anuéncia a pesquisa, fim de
obter autorizacdo espontdnea dos responsaveis legais para a participacédo dos
menores de idade. Concedendo permissao para que a pesquisa fosse realizada. O
projeto foi submetido a Plataforma Brasil, para o Comité de Etica e Pesquisa- CEP do
Hospital Infantil Albert Sabin, com aprovacgao pelo Parecer n° 861363 (ANEXO 1).
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5 RESULTADOS

O estudo foi realizado no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2017 com
pacientes acompanhados no Hospital Infantil Albert Sabin. Nesse periodo foram
abordadas 97 criangas com diarreia das quais foram convidados para participagao na
pesquisa através da coleta de fezes para investigagéo da presencga de C. difficile.

Dos 97 pacientes abordados, 27 nao tiveram éxito na coleta do material fecal,
sendo assim restaram uma selecdo de 70 amostras de fezes diarreicas, dentre as
quais foram excluidas: 8 amostras pertencentes das criangas com faixa etaria inferior
a permitida para inclusao nesse estudo e 6 amostras cujo material nao foi aproveitado
devido condigdes inadequadas de armazenamento ou por quantidade insuficiente.

Duas situacdes foram ponderadas o que definiu a inclusédo de criancas menores
de 18 meses: uma delas para investigagao de surto de diarreia na enfermaria e a outra
devido necessidade de investigagcao de CDI por apresentar recorréncia do quadro
diarreico.

A selecao final foi de 56 espécimes elegiveis para investigacao de C. difficile,
sendo incluido nesses 56, as duas criangcas com idade menor que 18 meses. A coleta
foi adquirida de espécimes de 49 criangas, ja que cinco participantes contribuiram com
mais de uma amostra, as quais foram adquiridas em periodos diferentes de

atendimento no hospital (Figura 3).

Figura 3: Fluxograma do recrutamento de criangas com diarreia para investigagao de



C. difficile em hospital terciario, Fortaleza, Ceara (2015-2017).
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Trinta por cento (30,4%; 17/56) das amostras foram positivas para C. difficile

conforme detecgéo de toxinas A/B por ELISA e/ou cultura.

Nesses 17 pacientes com infeccao por C. difficile a positividade para presenca

de toxina foi verificada em 76,4% (13/17). Foi obtido dois isolados dessas amostras

positivas e das amostras que tiveram resultados negativos quanto a presencga de

toxinas, 04 isolados foram obtidos. Portanto o percentual de isolamento por cultura de

C. difficile foi de 35% (6/17). Nenhuma crianga apresentou mais de uma amostra

positiva (Figura 4).

Figura 4: Fluxograma dos dados clinicos de criangas com diarreia atendidas em
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5.1 Ribotipagem, genotipagem e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Por meio da analise de isolamento em meio seletivo CCFA, foram isoladas e
identificadas seis cepas de C. difficile nas amostras. Foi constatado que os isolados
pertencem a seis ribotipos diferentes: 046, 106, 002, 143, 133, 012, sendo este
resultado baseado nos registros dos bancos de dados da Universidade do Rio de
Janeiro (Figura 4).

Em todas as cepas isoladas foi realizada analise de detec¢do dos genes da
toxina e do fragmento do gene fpi (identificacdo definitiva). Nos pacientes HIAS 54 e
HIAS 58 foram detectados genes tpi, tcdA, tcdB e dele¢gdes no gene tcdC nao foi

observado nessas amostras. Nas amostras HIAS 55 e HIAS 56 apresentaram
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caracteristicas nao toxigénicas, nao sendo realizado genotipagem. O gene de ligacao
da toxina binaria (cdtB) nao foi detectado em nenhuma das amostras. A caracterizagao
desses isolados esta detalhado na tabela 8.

A andlise dos perfis de PFGE por meio da digestdo com Smal identificou
pulsotipos novos em 3 dos isolados (HIAS 01, HIAS 54 e HIAS 58). A analise do
numero identificado foi o padronizado de acordo com banco de dados do National

Microbiology Laboratory do Canada. Tabela 1.

Tabela 1: Tabela 1: Caracterizagdo das cepas de C. difficile isoladas de pacientes

internados em Hospital Pediatrico Terciario, Fortaleza, CE (2015 — 2017).

MICs (ug/ml)
Cepas  RIBOTIPO PCR PULSOTIPO Metro Vanco Clinda Levo Moxi Rifa
tpi+, tcdA+,
HIAS- tcdB+, sem Novo
01 046 delegdes tcdC, pulsotipo 0,38 1,5 1 4 1 <0,002
cdtB- 1174
tpi+, tcdA+,
HIAS- tcdB+, sem NAP11
15 106 delecdes tcdC, 0499 0,5 2 3 4 1.5 0,002
cdtB-
tpi+, tcdA+, Novo
HIAS- tcdB+, sem pulsotipo
54 002 delegdes tcdC, NML-1234 0,125 0,5 4 1 0,75 <0,002
cdtB-
tpi+, tcdA-, tcdB-
HIAS- 143 , sem dele¢Oes Cepa Nao-
55 tcdC, cdtB- Tox
tpi+, tcdA-, tcdB-
HIAS- 133 , sem dele¢Oes Cepa Nao-
56 tedC, cdtB- Tox
tpi+, tcdA+,
HIAS- tcdB+, sem Novo
58 012 delecgdes tcdC, pulsotipo 0,125 0,75 2 1 0,5 <0,002
cdtB- NML-1235

Perfil toxigénico — tcdA (enteroxina TcdA), tcdB (enterotoxina TcdB), cdiB (dominio de ligacao
da toxina binaria) e tcdC (gene regulador negativo que controla a produgéo de TcdA e TcdB).
MICs - Metro- metronidazol; vanco- vancomicina; clinda- clindamicina; levo- levofloxacina;

moxi- moxifloxacina; rifa- rifampicina.
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Com relacéao a sensibilidade aos antimicrobianos, foi expresso que as cepas
foram sensiveis as drogas de escolha para o tratamento de CDI, metronidazol e
vancomicina. As criangas com CDI inclusive os seis pacientes em que foi isolado C.
difficile, foram tratadas com metronidazol e as mesmas evoluiram com remissao da
diarreia, durante o acompanhamento.

Duas cepas apresentaram resisténcia a levofloxacina (HIAS-01 e HIAS-15).

Todas as cepas foram sensiveis aos demais antimicrobianos testados.

5.2 Dados epidemiolégicos e clinicos

Foi verificado que 57,1% (32/56) era de individuos procedentes da capital,
sendo ainda observado o mesmo percentual (50%) para o sexo feminino e masculino.

A média de idade dos pacientes do estudo foi de 10,5 (+5,14) anos. As idades
variaram entre 15 meses e 18 anos. A tabela 2 detalha a distribuigdo das criangas por
idade.

Tabela 2: Faixa etaria dos pacientes estudados no Hospital Infantil Albert Sabin,
Fortaleza, Ceara (2015-2017).

Amostragem Clostridioides difficile
Variaveis Total Sim N&o
N (%) N (%) N (%) P
Idade

<18 meses 2 (3,6) 2(11,8) 0(0,0) 0,0083
19 meses a 10 anos 26 (46,4) 8 (47,0) 18 (46,2)
>10 anos 28 (50,0) 7(41,2) 21 (53,8)
Total 56 (100) 17 (100) 39 (100)

Fonte: Dados da pesquisa. Teste de Qui-quadrado (x?)
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N&o houve diferenga significativa entre a faixa etaria (p=0,086), sexo (p=0,771)
e procedéncia (p=0,772) entre amostragem positiva e negativa, quando comparados
por meio da analise do teste do Qui- quadrado.

Em relagdo as caracteristicas da diarreia entre as criangcas com CDI foi
constatada a presencga de muco e sangue em 41,1% (7/17). A duracao da diarreia teve
média de 11 dias, variando entre 3 e 50 dias, sendo a maioria diarreia aguda (até 14
dias), porém foi identificado diarreia persistente (> 14 dias até 30 dias) em 3 pacientes
e a diarreia crénica (> 30 dias) ocorreu em 2 criangas.

Associada a diarreia foi detectado ainda a presenga de sintomas como vémito
52,9% (9/17), febre 41,1% (7/17), dor 82,3% (14/17) e distensdo abdominal 17,6%
(3/17). Nos pacientes com infec¢gdo, o sintoma de nausea, mostrou uma relagao
significativa (p=0,035) quando comparados com pacientes de amostra negativa. A
tabela 3 detalha os dados demograficos e a apresentagédo clinica dos pacientes
inseridos no estudo.

Exames complementares evidenciaram, nos 17 pacientes com CDI, presenca
de anemia em 70,5%( 12/17), além disso foi constatado no leucograma que 29,4% (5
/17) apresentavam leucocitose, 76,4%(13/17) neutrofilia, 11,7% (2/17) linfopenia,
estes pacientes mostraram na sua maioria 82,3%(14/17) contagem de plaquetas
normais sendo o restante exibiam plaquetopenia. Insuficiéncia renal avaliada através
de dosagem laboratorial de ureia e creatinina foi percebida em 17,6%(3/17), sendo

que estes pacientes tinham diagndstico prévio de doencga renal crénica.
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Tabela 3: Dados clinicos de criangas com diarreia atendidas em Hospital Terciario
Fortaleza, Ceara, 2015 — 2017.

Clostridioides difficile Regressao Logistica

Caracteristicas . .
Multinominal

Amostragem
Clinicas Sim Nio
Total P P Wald OR IC
N (%) N (%)
N° dias/Diarreia ®
Média (DP min - 19 (£35) 11 (x12) 23 (+41) 0,234
max) (3 - 240) (3-50) (3 -240)
Com Muco®
Sim 26 (46,4)  7(412) 19 (48,7)
0,772
Nao 30 (53,6) 10 (58,8) 20 (51,3)
Com Sangue®
Sim 22 (39,3) 7(41,2) 15(38,5)
0,848
Nao 34 (60,7) 10 (58,8) 24 (61,5)
Nausea®
Sim 18(32,1)  9(52,9) 9 (23,1) 0,032 4,591 1,119 12,564
0,035
Nzo 38(67,9)  8(47,1) 30 (76,9) 0,032 0,267 0,080 0,893
Vomito®
Sim 20(35,7)  9(52,9) 11(35,9)
0,128
N&o 36 (64,3) 8 (47,1) 28(71,8)
Febre®
Sim 28 (50,0)  7(41,2) 21(53,8)
0,562
N&o 28 (50,0) 10 (58,8) 18 (46,2)
Dor Abdominal®
Sim 41(732) 14 (82,4) 27 (69,2)
0,351
N&o 15 (26,8) 3(17,6) 12(30,8)
Distensao
Abdominal®
Sim 14 (250)  3(17,6) 11(28,2)
0,513
N&o 42 (75,0) 14 (82,4) 28 (71,8)

Fonte: Dados da pesquisa. 2 Teste Mann-Whitney. ® Teste de Qui-quadrado (x?). Valor significante
em negrito quando p<0.05. Comparando amostra positiva com negativa
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5.3 Fatores de risco

Fatores de risco (internamento nos ultimos 30 dias previamente ao
internamento atual), uso de antibidtico ou inibidor de bomba de préton, além de
presenca de comorbidade / doenga crénica) investigados na amostra positiva revelou
a presenca de 88,2 % (15/17) de condi¢des subjacentes que podem aumentar o risco
de CDI, portanto, apenas duas criancas 11,7% (2/17) com CDI ndo apresentavam
nenhum desses fatores na sua totalidade. Avaliando as criangcas em que foi feito
isolamento de C. difficile na amostra de fezes, foi percebido que cada uma tinha um
ou mais fatores de risco estava presente.

Comparando amostra positiva e negativa para C. difficile para a presenga de
fatores de risco, apesar de nao terem sido obtido valores estatisticamente significantes,
percebe-se que criangas com CDI tiveram um percentual maior da presenga de todos
esses fatores em relacdo as criangas que nao tiveram diagndstico confirmado.
Conforme exposto na tabela 4.

A presenga de comorbidades foi 0 mais prevalente fator de risco para CDI
verificado em 76,5% (13/17). O uso prévio de antibiético juntamente com o uso de IBP,
mostrou-se presente em 47% (8/17) das criangas com CDI, além disso internamento
nos ultimos 30 dias foi visto em 41,1% (7/17). A tabela 4 reporta a distribuicao dos

fatores de risco das criancas estudadas.

Tabela 4: Fatores de risco de criangas com diarreia atendidas em Hospital Terciario
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Fortaleza, Ceara, 2015 — 2017.

Clostridioides difficile

Amostragem
Variaveis Sim Nao p-
Total *
N (0/0) N (0/0) valor
Internamento
Sim 16 (28,6) 7 (41,2) 9 (23,1)
0,206
Nao 40 (71,4) 10 (58,8) 30 (76,9)
Uso prévio de
Antibiéticos
Sim 21 (37,5) 8 (47,1) 13 (33,3)
0,378
Nao 35 (62,5) 9 (52,9) 26 (66,7)
Uso prévio de IBP
Sim 26 (46,4) 8 (47,1) 18 (46,2)
0,950
Nao 30 (53,6) 9 (52,9) 21 (53,8)
Comorbidades
Sim 41 (73,2) 13 (76,5) 28 (71,8) 0,758

N&o 15 (26,8) 4(235) 11(28,2)

Fonte: Dados da pesquisa Teste de Qui-quadrado (x2). Valor significante em negrito quando
p<0,05. Comparando amostra positiva com negativa

Dentre as principais comorbidades das criangas com amostra positiva para C.
difficile, destacam-se os diagndsticos de doencga inflamatdria intestinal em 6/17
(35,3%), doenca renal crénica em 4/17 (23,5%), doenga neurolégica em 2/17 (11,8%),
hepatopatia em 1/17 (11,8%). Nao houve diferenca significante de comorbidade entre
a presencga ou nao de infecgao por C. difficile (p= 0,758). Observamos ainda que todos
os 6 pacientes em que foi obtido o isolamento tinham algum diagndstico de doenca

crénica. A Tabela 5 resume o percentual das comorbidades nos grupos estudados.

Tabela 5: Comorbidades associadas as criangas com diarreia atendidas em Hospital
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Terciario Fortaleza-Ce, 2015 — 2017.

Clostridioides difficile

Amostragem
Variaveis Sim Nao p-
Total (%) lor*
N (%) N (%) valor
Comorbidades
Sim 41 (73,2) 13 (76,5) 28 (71,8) 0,758
Nao 15 (26,8) 4 (23,5) 11 (28,2)
Doenca inflamatéria
intestinal
Sim 21 (37,5) 6 (35,3) 15 (38,5)
0,822
Nao 35 (62,5) 11 (64,7) 24 (61,5)
Doenca Renal
Sim 11 (19,6) 4 (23,5) 7(17,9)
0,719
Nao 45 (80,4) 13 (76,5) 32 (82,1)
Doencga Neuronal
Sim 5(8,9) 2(11,8) 3(7,7)
0,623
Nao 51 (91,1) 15 (88,2) 36 (92,3)
Doencga Hepatica
Sim 5(8,9) 2(11,8) 3(7,7)
0,623
Nao 51 (91,1) 15 (88,2) 36 (92,3)
Outros
Sim 1(1,8) 1(5,9) 0 (0,0)
0,304
Nao 55 (98,2) 16 (94,1) 39 (100,0)

Fonte: Dados da pesquisa *Teste de Qui-quadrado (x?). Valor significante em negrito quando
p<0.05.

Dentre os pacientes estudados, 37,5% (21/56), fizeram uso de um ou mais
antibidticos, nos ultimos 30 dias antes de serem selecionados para o estudo.
Ceftriaxona foi o antibidético mais utilizado nos pacientes com diarreia. E
sulfametoxazol /trimetropina foi o antibiético mais utilizado nas amostras positivas,
sendo observado significancia estatistica, p= 0,0079 ao comparar com os pacientes
que nao fizeram uso de antibidticos. Os antibidticos utilizados estdo demonstrados na
Tabela 6.
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Tabela 6:Antibioticos utilizados, antes da sele¢do, nos pacientes estudados em Hospital
Terciario Fortaleza-Ce, 2015 — 2017.

Na Clostridioides difficile
Antibioticos amostragem
total
Sim Nao
N (%) N (%) N (%) P
Amoxaciclina 2 (3,3) 1(5,8) 1(2,3) 0,4519
Amplicina + 1(1,6) 1(5,8) 0 0,1020
Sulbactam
Cefalexina 1(1,6) 0 1(2,3) 0,5582
Cefepima 2 (3,3) 0 2(4,7) 0,497
b-lactamicos
Ceftazidima 1(1,6) 1(5,8) 0 0,1020
Ceftriaxona 5(8,3) 1(5,8) 49,5 0,7825
Oxacilina 3(5) 0 3(7,1) 0,3147
Penicilina 1(1,6) 0 1(2,3) 0,5582
Piperaciclina + 3 (5) 1(5,8) 3(7,1) 0,9753
Tazobactam
Nitroimidazélicos Metronidazol 2(3,3) 1(5,8) 1(2,3) 0,4519
Sulfonamidas/ Sulfametaxol + 3 (6,6) 3(17,6) 0 0,0079
Trimetroprima Trimetroprima
Nenhum 35 (58,3) 9(52,9) 26 (56,5)
Total 60 (100) 17 (10) 42 (100)

Fonte: Dados da pesquisa "Teste de Qui-quadrado (x?). Valor significante em negrito quando
p<0,05. Comparando amostra positiva com negativa

5.3 Isolamento de C. difficile e correlagdes clinicas
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O C. difficile ribotipo 046 foi obtido de material fecal (HIAS 01), pertencente a
crianca com idade de 2 anos e 6 meses, atendida no ambulatério. Na histéria
patologica pregressa, o paciente, aos 7 meses de idade, realizou transplante hepatico
por hepatopatia crénica devido atresia de vias biliares, sendo indicado o uso continuo
de imunossupressor. Na histéria atual, a criangca ao ser selecionada para o estudo,
vinha apresentando diarreia com muco e episédios de raios de sangue durante 3 dias,
porém foi relatado episddios de diarreia recorrente que alternavam com fezes normais
no ano anterior a inclusdo neste estudo. Nesse periodo, fez uso de antibidtico
sulfametoxazol+trimetropima em 3 episédios diarreicos, além de antiparasitario
(albendazol). Tem histéria de internamento com 1 ano e 11 meses por pneumonia e
diarreia que foi tratada com ceftriaxona e com 2 anos e 3 meses por pneumonia sendo
usado piperacilina + tazobactan, além de vancomicina, ou seja, dois meses antes da
admisséo no estudo. Nao fazia uso de inibidor de bomba de prétons. Apos tratamento
com metronidazol evoluiu com melhora do quadro clinico.

O C. difficile ribotipo 106 referente a espécimes (HIAS 15), refere-se a uma
crianga de 1 ano e 6 meses, com histéria prévia de megacolon congénito, tendo
realizado corregdo cirurgica, 2 meses anteriores ao isolamento. No momento da
selegcao, estava internado ha 1 més e 16 dias, reportava quadro de diarreia crbnica
(40 dias), evacuagdes com muco e sem sangue e uso prévio de ampicilina + sulbactan
sodico e no momento da coleta estava com piperacilina + tazobactan, além de
probidtico e IBP. Realizou tratamento com metronidazol e evoluiu com melhora do
quadro diarreico.

O C. difficile ribotipo 002 pertencente de paciente (HIAS 54) com 1 ano e 3
meses, que evoluiu com insuficiéncia renal dialitica decorrente de sindrome hemolitica
urémica atipica, sendo internado por diarreia sem sangue ou muco, evoluiu com
melhora do quadro infeccioso com ceftriaxona. Apdés 20 dias de internamento,
apresentou recidiva do quadro diarreico, estava no terceiro dia de diarreia quando foi
realizado coleta de fezes para pesquisa de C. difficile. Desde o internamento, o mesmo
fazia uso de IBP e hemodialise. Foi indicado tratamento com metronidazol com
evolucao favoravel.

O C. difficile ribotipo 143 (pulsotipo nao toxigénico) isolado de adolescente
(HIAS 55) de 13 anos e 11 meses, atendido em ambulatério por doenga inflamatéria
intestinal, em tratamento com imunobioldgico, 6-mercaptopurina e IBP. Apresentava

diarreia sem muco ou sangue ha 7 dias. Apesar de nao ter registro de internamento,
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comparecia ao “hospital dia” a cada 8 semanas para infusdao de medicacao. Habito
intestinal recuperado apos uso de metronidazol.

O C. difficile ribotipo 133 (pulsotipo ndo toxigénico) proveniente de criancga
(HIAS 56) de 5 anos, internada ha quase 5 meses na enfermaria de nefrologia por
sindrome nefrética corticoide dependente, em esquema de didlise peritoneal. A
diarreia iniciou 3 dias antes da coleta dos espécimes, sendo a apresentagdo com
muco e sangue. Registro de uso de antibiético (cefepime e teicoplamina), além de
antifungico (caspofungina) foi verificado no prontuario. Associagédo de metronidazol foi
indicada e crianga evoluiu com melhora.

O C. difficile ribotipo 012 detectado de crianga (HIAS 58) que tinha 2 anos e 6
meses e portadora de doenca renal crénica estava internada ha 20 dias na enfermaria
de nefrologia. Diarreia sem muco e sem sangue, iniciada ha 3 dias da inclusdo no
nosso estudo, em uso continuo de antibidtico (cefalexina, dose profilatica), ndo
fazendo outros medicamentos. Melhora clinica foi observada apds conduta
terapéutica com metronidazol.

A tabela 7 e 8 sintetizam as correlagdes clinicas e fatores de risco de cada

paciente em que foi obtido o isolamento da cepa.

Tabela 7:Correlagdes clinicas dos pacientes com isolamento de C. difficile em Hospital
Pediatrico Terciario, Fortaleza, Ce (2015 — 2017).

Quadro clinico

Idade Sangue

Caso (Anos) Sexo Ribotipo Diagnéstico nas Febre Nausea/Vémito Dor_
fezes abdominal

HIAS01 2,5 F 046 AVB (Tx) Sim Nao Nao Sim
HIAS15 1,5 M 106 MC Nao Sim Sim Sim
HIAS54 1,16 M 002 SHU Nao Sim Sim Sim
HIAS55 13 M 143 DIl Nao Nao Sim Sim
HIAS56 4 F 133 DRC Sim Nao Sim Sim
HIAS58 2,5 M 012 DRC Nao Nao Sim Sim

Fonte: Dados da pesquisa. Sexo - F (feminino), M (masculino) Diagnostico — AVB (Atresia de Vias
Biliares), Tx (transplante), MC (Megacolon Congénito), SHU (Sindrome Hemolitica Urémica), DII
(Doenga Inflamatdria Intestinal), DRC (Doenga Renal Crénica).

Tabela 8: Correlagdes dos fatores de risco dos pacientes com isolamento de C. difficile
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Caso Idade Sexo Ribotipo Diagnéstico Fatores de risco
(Anos) Comorbidade Antibiético IBP Internamento
HIAS01 2,5 F 046 AVB (Tx) Sim Nao Nao Nao
HIAS15 1,5 M 106 MC Sim Sim Sim Sim
HIAS54 1,16 M 002 SHU Sim Sim Sim Nao
HIAS55 13 M 143 DIl Sim Nao Nao Nao
HIAS56 4 F 133 DRC Sim Nao Sim Sim
HIAS58 2,5 M 012 DRC Sim Sim Nao Sim

Fonte: Dados da pesquisa. Sexo - F (feminino), M (masculino) Diagndstico — AVB (Atresia de
Vias Biliares), Tx (transplante), MC (Megacolon Congénito), SHU (Sindrome Hemolitica
Urémica), DIl (Doencga Inflamatéria Intestinal), DRC (Doenc¢a Renal Crénica). Fatores de risco
— IBP inibidor de bomba de praton.

5.4- Investigagcao da contaminagao da mobilia e orientagao de medidas de

prevengao ambiental e pessoal

Além do estudo das amostras fecais, pesquisa de Clostridium difficile foi
realizada em equipamento de mobilia hospitalar. Nao houve crescimento bacteriano
no swab coletado de berco e colchdo dos pacientes com diarreia das quais foi feito
isolamento de C. difficile.

O resultado da identificagdo de C. difficile, realizada nos 17 pacientes do
estudo, foi reportado para o médico assistente e comunicado para a comissao de
infeccdo hospitalar. Além disso, foi realizado orientagdo de limpeza da mobilia com

hipoclorito de sodio e cuidados com a lavagem de maos foram também reforgados.

6 DISCUSSAO
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O presente trabalho detectou 30,4% de positividade para toxinas e/ou
isolamento por cultura para C. difficile (17/56 amostras) em fezes de criangas com
diarreia internadas ou em atendimento ambulatorial em Hospital Publico Pediatrico de
atendimento terciario de referéncia do Estado do Ceara. Esse dado sugere a
importancia do C. difficile como causa de diarreia em criangas no nosso meio.

No Brasil, apenas dois artigos relatam a presencga de infecgcéo por C. difficile
em criangas. Estudo realizado no Rio de Janeiro identificou que cepas de C. difficile
foram detectadas em 14 de 210 (6,7%) amostras fecais de criangcas com diarreia
internadas ou nédo e residentes na cidade do Rio de Janeiro (PINTO ET AL., 2003).
Investigacao realizada durante o periodo de junho de 2000 a junho de 2001 para
identificar presenca de infeccéo por C. difficile, em criangas com diarreia internadas
em 3 hospitais em Sao Paulo, verificou que 5,5% (5/90) das amostras eram positivas
(FERREIRA et al., 2003). Diante desses resultados, vemos que a positividade
encontrada no nosso estudo foi maior que a encontrada no Sudeste do pais.

Da mesma forma, o percentual de amostras positivas encontradas nesse
estudo foi superior a relatada para os Estados Unidos, onde um estudo populacional
na faixa etaria pediatrica (de 0 a 18 anos) de 1991 a 2009, identificou que a incidéncia
geral de CDI ajustada por idade e sexo foi de 13,8 por 100 000 pessoas, observando
ainda um aumento de 12,5 vezes, de 2,6 (1991-1997) para 32,6 por 100 000 (2004-
2009), ao longo do periodo do estudo (KHANNA et al., 2013). Vale a pena comentar,
gque no nosso estudo ndo temos uma avaliacdo da incidéncia, uma vez que nao
incluimos todos os casos de diarreia atendidos no Hospital no periodo do

levantamento, mas apenas uma amostragem considerada significativa.

Mundialmente, a avaliagdo de CDI foi representada em um estudo de meta-
analise, que selecionou estudos recentes que forneciam a prevaléncia de infecgao por
C. difficile em pacientes adultos ou criangcas com diarreia. Essa analise estimou que a
prevaléncia de infeccdo por C. difficile esta em torno de 15%. No entanto, o autor
sugere que esse resultado pode estar subestimado devido baixa conscientizagido e os
protocolos de diagndstico e vigilancia inconsistentes (CURSIO et al., 2019).

No presente estudo, foi obtido uma positividade através da deteccao de toxinas
por ELISA em 13/17 amostras (76,4%), desse material, isolou-se o C. difficile na

cultura em duas amostras. Além disso, intrigantemente 4 isolamentos foram realizados
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a partir de amostras negativas para pesquisa de toxinas. Esse resultado nos indicou
que o isolamento de C. difficile em cultura das amostras positivas de criangas
hospitalizadas ou nao foi 35,3% (6/17 amostras). Devemos atentar que a positividade
teria sido menor (23,2%; 13/56 amostras), caso tivesse sido considerada apenas a
presenca de toxinas nas fezes como método diagndstico para processamento do
isolamento. Isso demonstra a importancia do cultivo das fezes para o diagndstico.

Outro aspecto percebido foi que ocorreu inicialmente uma dificuldade tanto na
coleta como no acondicionamento das fezes de forma adequada, conforme descrito
nos resultados, onde 27 nao tiveram éxito na coleta por quantidade insuficiente e em
seis 0 material nao foi aproveitado por condi¢cbes inadequadas de armazenamento,
totalizando 33 perdas de espécimes que ocorreram no inicio do estudo. Agdes
realizadas no sentido de orientar as coletas e o acondicionamento do material
favoreceram a uma diminuigcao das perdas no decorrer do estudo. Assim, a elaboragao
de protocolos para a equipe de saude, pode ser fundamental para um diagnéstico
preciso de CDI e pode gerar um impacto no tratamento e no controle da doencga.

A infeccdo por C. difficile € um diagndstico clinico apoiado por achados
laboratoriais. Embora ndo exista um padrdo ouro para o diagnostico de CDI, em
termos de exames complementares, a pesquisa de toxinas pelo método ELISA (EIAs)
€ o teste mais disponivel para investigacdo de CDI (O’Connor et al 2001). Os
imunoensaios enzimaticos (EIAs) foram amplamente adotados por muitos laboratérios
até hoje, por causa da velocidade, conveniéncia e economia de usar esses métodos
mesmo com relatos prévios de que n&do séo tao sensiveis como a cultura de fezes
(George et al 1979).

O aumento da incidéncia da doenca induzida pelo C. difficile, identificada
através de outros métodos diagnosticos, evidenciou a falta de sensibilidade dos EIAs
para o diagnostico de C. difficile. Isso resultou no inicio de uma nova era de testes
para diagnostico tais como: cultura toxigénica, glutamato desidrogenase (GDH),
amplificacdo de acido nucleico (NAATs), eletroforese de campo pulsatil (PFGE),
sequenciamento de genes anadlise protednica e outros. Porém, ainda ha incerteza
diagnoéstica em torno de C. difficile, pois a deteccdo em uma amostra fecal ndo implica
em doencga. Este diagndstico continua a ser um desafio para médicos e laboratérios
(CAREY-ANN et al 2013).

Ao investigar a CDI na crianga foi percebido o desafio de correlacionar o

diagnéstico clinico com a confirmagao diagnoéstica. Em quatro pacientes que tinham
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pesquisa negativa para toxina, ficou decidido realizar o tratamento com metronidazol,
pois o0 quadro clinico aliado aos fatores de risco eram sugestivos de CDI,
posteriormente identificamos o isolamento de 2 cepas toxigénicas nesse grupo.
Mudangas na rotina para métodos diagndsticos mais especificos, devem ser
considerados para maior sensibilidade e especificidade, que pode resultar em
beneficios para o paciente e para a saude publica.

A frequéncia da infecgao pelo C. difficile € dependente da idade. Os neonatos
(menores de 1 més) geralmente s&o portadores assintomaticos do C. difficile. Essa
condi¢do esta fundamentada em algumas hipoteses: falta de receptores de toxinas na
superficie de células intestinais por imaturidade intestinal dos neonatos, além da acao
protetora do leite materno nos bebés amamentados e a defesa proporcionada por
outras bactérias intestinais neonatais (EGLOW et al., 1992).

Delmée et al 1988 observando criangas prospectivamente admitidas em um
hospital belga durante 6 meses descobriu que 76 (67%) de 114 amostras de fezes dos
neonatos adquiriram C. difficile. Porém nao foi detectado associacao entre a aquisicao
de C. difficile e o desenvolvimento de sintomas intestinais nessa faixa etaria.
Conforme o autor devido a alta evidéncia de colonizagado assintomatica, a politica da
Academia Americana de Pediatria recomenda que a realizagao de testes diagndsticos
para CDI em lactentes seja limitado aqueles com fatores de risco, além de casos
diagnosticados com doenga de Hirschsprung, disturbios de motilidade graves ou em
situacao de surto.

Ao longo do tempo tem sido reforgada a ideia que as infec¢gdes sintomaticas
nao ocorrem em recém-nascidos e lactentes jovens, embora a taxa de colonizagao
com C. difficile seja muito alta neste grupo etario especifico (AL-JUMAILI et al 1984;
PENDERS et al 2006; ROUSSEAU et al 2011a; AZAD et al 2013).

Fundamentados em estudos previamente publicados, inicialmente optamos por
incluir apenas criangas acima de 18 meses. Dessa forma, cinquenta e seis amostras
fecais coletadas pertenciam a criangas com média de idade de 10,5 anos. No entanto,
decidimos incluir duas criangas menores de 18 meses, ja que ambos 0s casos
estavam dentro dos critérios definidos como pacientes de risco para esta faixa etaria.
Uma delas estava internada numa enfermaria onde outras 3 criangas iniciaram quadro
diarreico e a outra foi incluida por ser portadora de doenga de Hirschsprung.

Ao contrario das recomendacdes da maioria dos autores, KUIPER e

colaboradores (2017), com base em uma pesquisa bibliografica e ilustrada por dois
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relatos de casos, recomendam que seja incluido a investigagado de C. difficile em
recém-nascidos e lactentes com sintomas de diarreia sanguinolenta, especialmente
com histéria de uso prolongado de antibiéticos. Estudo de coorte retrospectiva
observacional, publicado 10 anos antes, também identifica infecgao por C. difficile em
22 criangas, com idade entre 15 dias e 6 meses, internadas na unidade de terapia
intensiva neonatal, que nao seria considerada de alto risco para esta doenca,
sugerindo que mais investigagdes sdo necessarias para explorar particularidades da
doenga e fatores de risco do paciente (BENSON, 2007).

Um outro estudo analisando 944 casos de CDI pediatricos em areas
geograficas dos EUA durante 2010-2011, observou que a incidéncia de CDI em
criangas foi maior entre os casos de até um ano de idade (66,3). A propor¢cao de casos
com diarreia documentada (72%) ou doenga grave (8%) foi semelhante entre todos
0s grupos etarios sendo assim a infecgéao por C difficile no grupo etario mais jovem
provavelmente representou doenca verdadeira e nao colonizagdo assintomatica
(WENDT ET AL 2014).

Ainda ha contradi¢des no real papel do C. difficile no intestino pediatrico, na
presengca de doencga diarreica, portanto pode-se atribuir a este patégeno, ser o
causador de sintomas sub clinicos, até sintomas graves ou considerar ser um
espectador inocente, aceitando a possibilidade da enfermidade ser causada por
outros organismos (LEES, 2016). Nossa casuistica incluiu apenas 2 criangas abaixo
de 18 meses, nos quais, o C. difficile foi identificado, no entanto, estudos adicionais
locais, merecem ser considerados para uma melhor compreensdo dos fatores
inerentes aos riscos de CDI na nossa populagao infantil nessa faixa etaria.

Em relacido a forma de apresentagcao da diarreia observamos que a presenca
de muco e sangue ocorreu em percentual semelhante, 41,1% (7/17) nas amostras
positivas e negativas. A qualidade das evacuagdes diarreicas verificada em criangas
hospitalizadas no Canada com CDI mostrou que a diarreia aquosa foi uma
manifestagcdo comum em 79% dos casos e com presenca de sangue em 12,5% dos
casos (MORINVILLE E MCDONALD, 2005). Observagao de quadro clinico em
criancas internadas em hospital na Polénia mostrou que o sintoma de diarreia ocorreu
em 37,5% na presencga de infecgao (DULEBA 2014). Na nossa investigagao todas as
criangas, tinham diarreia conforme definido pelos critérios de inclusao.

Além de diarreia aguda (menos de 14 dias), diarreia persistente (entre 14 e 30

dias) e cronica (mais de 30 dias) foi verificado em 29,4% (5/17). A classificagao da
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diarreia quanto ao tempo de doenca, verificada no nosso estudo, encontrou um
percentual bem menor que o relato de uma série de 19 criangas estudadas por Buts
e colaboradores (1993), onde foi verificado que 15 criangas com CDI (78,9%) tinham
diarreia persistente e crénica. Esse dado nos fez refletir se a sensibilizacdo da equipe
de saude do Hospital pediatrico do Ceara, para a pesquisa atual, com a investigagcéo
de C. difficile nas criangas com diarreia, poderia ter reduzido o tempo de diarreia
desses pacientes, proporcionando um diagnéstico etiolégico e tratamento especifico
em tempo habil.

No presente estudo observamos que além da diarreia, dor abdominal ocorreu
na maioria (82,4%) das criangas, seguido de nauseas e vémitos 52,9% e febre 41,2%.
Esses sintomas sao tipicamente encontrados em infeccdo sintomatica nas
apresentagdes de formas leve a moderada (NOOR et al 2018). Apesar da presenca
de nauseas (p< 0,032) mostrar-se significantemente mais frequente nas criangas que
tinham diagndéstico de CDI, n&o ha relato na literatura que corrobore esse resultado.

Ao analisar os fatores de risco, nos deparamos com o resultado em que, nas
criangas com CDI, houve um percentual total desses fatores em 88,2 % (15/17). Esse
achado inerente ao referido hospital do estudo, pode alertar para que uma atencgao
adicional deve ser dada para que na presenga de fatores de risco em pacientes
hospitalizados por diarreia, seja incluido a solicitacdo de exames para a investigacao
de CDI de forma rotineira.

Na nossa casuistica, a histéria de doenca crbénica foi o fator de risco mais
prevalente com 76,5% (13/17), seguido do uso de antibiéticos e IBP com 47% (8/17)
em cada um deles. Os mesmos fatores também sao destacados como prevalentes
em outros estudos, embora com maior destaque para a associacdo com 0 uso de
antibioticos. Um estudo retrospectivo que foi realizado para investigar CDI na Italia,
identificou que a maioria das criangas (82,5%) tinham condi¢cdes subjacentes que
podem aumentar o risco de CDI, dentre elas o uso prévio de antibidticos, relatado em
53,4% dos casos, doengas intestinais crbnicas (33,7%) e doencas hematolégicas e
oncoldgicas (18,2%), sendo essas comorbidades as condi¢des crénicas subjacentes
mais comumente relatadas (VECCHIO et al 2017).

Assim como no estudo de VECCHIO e colaboradores (2017), foi identificado na
nossa investigagcdo que a doenga intestinal crénica teve presenga marcante, sendo a
doenca inflamatéria intestinal (DIl) a enfermidade mais prevalente tanto no grupo com

presenca de C. difficile (6/17, 35,3%), quanto no grupo em que a pesquisa da cepa foi
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negativa (38,5%, 15/39). Destaca-se também que de uma maneira geral a
participacéo foi evidenciada em mais de um tergo (37,5%, 21/56) dos presentes na
amostragem total. Esse evento pode ser explicado pelo fato de que a diarreia é a
principal forma de apresentagdo em pacientes com doenga inflamatdria intestinal e o
Hospital do estudo € referéncia para doenca inflamatéria intestinal tanto no
atendimento ambulatorial quanto internamento.

Uma investigacao realizada no Hospital Universitario de Bundang entre margo
de 2011 e maio de 2017 verificou a prevaléncia de colonizagao e infecgao de C. difficile
através da pesquisa de toxinas e cultura em 59 criangas com doenca inflamatéria
intestinal. A pesquisa de C. difficile foi feita no momento do diagnostico de DIl e
durante o acompanhamento da doencga. As culturas iniciais para C. difficile foram
positivas em 13 (22,0%) dos 59 pacientes com DII, enquanto os testes iniciais para
toxinas foram positivos em 3 pacientes (5,1%). Durante o tratamento, as culturas de
C. difficile converteram-se em positivas em 28 (47,5%) comparados com 13 (22,0%)
inicialmente positivos, e os testes para toxinas de C. difficile ficaram positivos em 13
(22,0%) comparados com 3 pacientes originalmente positivos para toxina. Esse
estudo mostra a complexidade do diagndstico assertivo de CDI em criangas com DI
(KIM ET AL., 2018).

Tem sido reportado que pacientes com DIl, tém risco significativamente
aumentado para CDI, além disso, essa associagao repercute no seu quadro clinico
podendo levar a atividade da doenca. O aumento da atividade da DII, leva a maior
morbidade e mortalidade. Pela dificuldade diagndstica sdo sugeridos algumas
medidas dentre elas a investigacdo mais agil de C. difficile, podendo, em alguns casos,
ser iniciado tratamento empirico para CDI mesmo antes da confirmacao através de
exames complementares. O tratamento pode ser descontinuado caso seja descartado
o diagnostico de infecgao por C. difficile (STALLMACH et al 2018).

Outros fatores e comorbidades foram retratados em estudo de caso controle,
gue investigou fatores de risco para CDI, e concluiu, apds analises multivariadas, que
os preditores de CDI incluiram, transplante de érgéo sélido (odds ratio [OR], 8,09;
intervalo de confianga de 95% [IC], 2,10-31,12) e presenga de gastrostomia ou
jejunostomia (OR, 3,32; 1C95% 1,71-6,42) (SANDORA et al, 2011). Uma das cepas
isoladas no presente estudo (ribotipo 046 e com novo pulsotipo 1174) pertencia a uma

crianga com histéria prévia de transplante hepatico. Nosso achado, sensibilizou a
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equipe médica envolvida com transplante de 6rgaos para que na investigacao da
diarreia em pacientes com transplante de 6rgaos, fosse incluido a pesquisa de C.
difficile.

Além da presenga de doenga cronica o estudo de SANDORA e colaboradores
(2011) também identificou que o uso de fluoroquinolonas ou outros antibioticos, até 4
semanas anteriores a diarreia, poderia estar implicado na infecgao por C. difficile.
Estudo polonés também especificando os antibidticos mais frequentemente
administrados previamente ao diagndstico de CDI, verificou que as cefalosporinas de
segunda e terceira geragao (41/60, 68%) e amoxicilina/acido clavulanico (25/60, 42%),
administrados por via intravenosa, oral e /ou IM foram os mais utilizados.

Nos nossos achados foi identificado que a classe dos betalactamicos continha
os antibidticos mais utilizados previamente ao diagndstico, sendo a ceftriaxona o
antibiotico mais prescrito para o tratamento da diarreia na amostragem total, ja que
faz parte do tratamento de rotina de criancga internada por diarreia infecciosa na
maioria dos hospitais da regido. Fortuitamente, Sulfametoxazol/trimetropina foi o
antibidtico mais utilizado pelos pacientes antes do internamento, tendo sido usado
apenas nos pacientes em que foi identificado C. difficile, gerando uma significancia
estatistica para CDIl. Mesmo com esse resultado ndo podemos afirmar que esse
medicamento estaria implicado como risco para a doenga, ja que os pacientes que
fizeram uso dessa classe de sulfonamidas também utilizaram outros antimicrobianos.

Ainda em relacdo a exposig¢ao a antibidticos uma outra producédo, reportou a
associacao entre varias classes de farmacos e a gravidade da CDI, demonstrando
que a exposi¢ao a 3 classes diferentes, comparados ao uso de 1 e 2 classes de
antibidticos, foi significativamente associada a gravidade da doencga (ajustado OR
3,95, intervalo de confianga 1,19-13,11, P < 0,05) (KIM et al 2012). Nos pacientes do
nosso estudo, 37,5% (21/56), fizeram uso de um ou mais antibioticos.

Em nivel global, todos esses fatores e algumas outras motivagcdes tem
despertado grande interesse na tipagem de cepas de isolados de C. difficile,
obviamente a principal é para finalidades epidemioldgicas, que além de avaliar as
cepas circulantes em diferentes partes do mundo permitem acompanhar a evolugao
clinica de cada tipo encontrado (KNETSCH et al 2013).

O presente estudo realizou a identificagao de seis ribotipos de C. difficile (046,
106, 002, 143, 133, 012) onde foram verificados trés novos pulsotipos (1174, NML-
1234, NML-1235), além de NAP 11 — 0499. A ribotipagem por PCR das cepas de C.
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difficile demonstrou a presenga de uma relativa heterogeneidade tendo em vista que
foram encontrados 6 diferentes ribotipos. As implicagdes desse achado indicam que
a populagao de cepas examinadas n&o retratam a presenca de um surto. Agrega-se
ainda a essa heterogeneidade das cepas, algumas particularidades das seis criangas,
que de fato demonstraram diversidades e aqui pode-se destacar principalmente a
faixa etaria e sobretudo a presenca de diferentes comorbidades.

O C. difficile ribotipo 046 (HIAS 01), pertencente a crianga com diarreia
recorrente, com transplante hepatico por atresia de vias biliares (AVB), portanto
imunossuprimida, tinha como caracteristica tpi+, tcdA+, tcdB+, sem delec¢des tcdC,
cdtB-, sendo identificado um novo pulsotipo 1174. Além disso, essa cepa tinha
resisténcia a levofloxacina. Nesse estudo reportamos a presencga desse ribotipo (046)
em crianga com quadro de diarreia recorrente, hepatopatia e imunossupressao.

O mesmo ribotipo (046) foi caracterizado em investigagdo de pacientes adultos
com CDI internados na Pol6nia, onde a ribotipagem por PCR classificou dez isolados
de acordo com seus ribotipos: 046 (n=7), 001 (n=1),002(n=1)e 017 (n=1). Os
pacientes ribotipo 046, todos estavam internados com quadro respiratério sendo que
cinco tinham tuberculose, e ainda dois apresentavam cirrose hepatica. Todas as cepas
do ribotipo 046 por PCR foi altamente resistente a moxifloxacina, clindamicina,
eritromicina e rifampicina, sendo que a resisténcia a moxifloxacina foi encontrada em
todas as cepas pertencentes a esse ribotipo (OBUCH-WOSZCZATYNSKI, 2013).
Portanto, ribotipo 046 detectado em adultos com hepatopatia e imunossupressao &
visto em perfil similar da crianga (HIAS-01) de hospital pediatrico do Ceara.

O ribotipo 106 (NAP 11 — 0499) foi caracterizado com genes tpi+, tcdA+, tcdB+,
sem delecdes tcdC, cdiB- e foi isolado da crianca identificada como HIAS-15 com
idade de 1 ano e 5 meses, com diarreia crdnica e diagndstico de megacolon congénito
corrigido cirurgicamente, tendo como fatores de risco para CDI, o uso de antibi6ticos,
IBP, internamento prévio e doenga cronica.

Esse ribotipo foi reportado em investigacao na Inglaterra, no qual avaliou-se 97
casos de diarreia em adultos hospitalizados e a prevaléncia do ribotipo 106 foi de 38%
(37/97), alarmantemente com mortalidade de 11% em 28 dias e 3% nas primeiras 72
horas. Foi também identificado o uso de ciprofloxacina por mais de 7 dias como um
fator de risco (odds ratio ajustados de 3,72; IC 95%: 1,38 e 10,02; p=0,019). Nesse
mesmo estudo o ribotipo 027 representou 45% dos isolados e demonstrou mortalidade

quatro vezes maior que o ribotipo 106 (SUDRAM et al, 2009). Outra publicagdo de um
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estudo escocés, mostrou que ribotipo 106 possui como caracteristicas a producao
aumentada de toxinas e esporos, caracteristico de cepas epidémicas, fato que
corresponde diretamente a gravidade da doenga e extensdo da disseminagéo
(VOHRA E POXTON, 2011).

Na faixa etaria pediatrica a identificacdo desse ribotipo 106, por PCR
ribotipagem, foi realizada em estudo de caso controle em criangas espanholas, sendo
detectado em 18% das criangas. Além disso, numa mesma crianga 2 ribotipos
diferentes estavam presentes dentre eles o 106. No referido estudo, é reforgado ainda
que nao ha repercusséo clinica com a presenca de C. difficile em menores de 2 anos
(GONZALEZ-DEL VECCHIO, 2016).

Apesar das caracteristicas endémicas dessa cepa conforme relatado, nao foi
registrado, no hospital do nosso estudo, outros casos semelhantes nem mesmo na
enfermaria em que a crianga (HIAS 15) ribotipo 106, estava internada. O quadro
cronico da diarreia foi solucionado apds o uso de metronidazol. A eficacia da conduta
adequada, aliado ao quadro clinico, reforca o diagnéstico de CDI sugerido no
isolamento de C. difficile, mesmo sendo a crianga classificada como lactente, pois a
idade da mesma era 1 ano e 6 meses.

Apods 20 dias de internamento foi realizado isolamento do ribotipo 002, pi+,
tcdA+, tcdB+, sem delec¢des tcdC, cdtB-, e novo pulsotipo (NML-1234) na crianga
HIAS-54. A crianga tinha sido internada com quadro diarreico importante, sendo
diagnosticada com sindrome hemolitica urémica grave, com repercussdes na fungao
renal sendo indicado tratamento com hemodialise. Infelizmente a investigagao para C.
difficile s6 foi realizada 20 dias apds o internamento ja com diarreia, ndo sendo
possivel afirmar que esse patdégeno foi adquirido na comunidade, pois fatores de risco,
como uso de antibidtico e IBP, além da permanéncia em unidade de terapia intensiva
poderiam ter participacdo no desenvolvimento da doenca.

Dauby e colaboradores (2017), relataram um caso de ribotipo fatal adquirido na
comunidade 002, em paciente sem presencga de fatores de risco. Esse dado sugere
que mais estudos sdo necessarios para melhor definir a patogenicidade desse
ribotipo. O autor sinaliza ainda que o perfil do ribotipo 002 vem aparecendo como
ribotipo emergente. Estudo prévio reportou que a frequéncia média de esporulagdo de
35 cepas de C. difficile com ribotipo 002 foi de 20,2%, significativamente maior que de
outros 56 ribotipos (3,7%, p <0,001). (CHENG et al 2011)
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Percebemos que a presencga do C. difficile, ribotipo 002, pode ter representado
um grande desafio para o controle de infeccéo, pois o paciente HIAS-15 transitou por
3 unidades: leito da observacdo da emergéncia, UTI e por fim na enfermaria de
nefrologia. Um diagndéstico laboratorial oportuno para reconhecer esta cepa de alto
risco, facilitaria intervencdes estratégicas de controle de infec¢édo, que devem incluir a
identificacdo precoce de casos sintomaticos para precaucdes com isolamento de
contato e completa limpeza ambiental com germicidas a base de cloro para inativar
os esporos de C. difficile. Essa crianca de apenas 1 ano e 3 meses, apesar da
gravidade que o quadro diarreico se apresentou, poderia ter evoluido com desfecho
indesejado, culminando com o 6bito, caso nédo tivesse sido instituida terapéutica
adequada de forma enérgica.

Nosso estudo também isolou os ribotipos 143 (HIAS 55) e 133 (HIAS 56), os
mesmos foram registrados por Alcides e colaboradores (2007), a partir de 39 isolados
obtidos de fezes de criangas hospitalizadas e da comunidade, treze ribotipos (001,
015, 031, 043, 046,131,132,133,134,135,136,142 e 143), através da ribotipagem por
PCR, identificados em estudo brasileiro do Rio de Janeiro. Sete (132, 133, 134, 135,
136, 142 e 143) foram considerados novos tipos e contabilizados 78,5% de todas as
amostras avaliadas (incluindo ambientes). Os sete novos ribotipos encontrados nesta
investigacao poderiam representar cepas caracteristicas do sudeste do Brasil, mas
agora encontrado na regido nordeste. O ribotipo 133, considerado néo toxigénico, foi
0 mais comum detectado em todos os grupos de criancas (pacientes internados e
ambulatoriais)

Alcides e colaboradores (2007), no mesmo estudo, reportaram que todas as
cepas eram sensiveis ao metronidazol e vancomicina e relataram que as cepas néo
toxigénicas do ribotipo 133, 0 mais prevalente entre os isolados, podem representar
um reservatério de resisténcia a clindamicina, a partir do achado em que eles
apresentaram predominantemente as maiores MICs para este antibiético. No nosso
estudo, pelo fato da cepa ser ndo toxigénica, ndo realizamos o antibiograma.

O ribotipo 012 foi obtido a partir de espécimes de crianga (HIAS 58) e
apresentou as mesmas caracteristicas genéticas dos outros ribotipos, tpi+, tcdA+,
tcdB+, sem delegdes tcdC, cdtB-. Essa crianga € portadora de doencga renal cronica,
em uso continuo de cefalexina com dose profilatica, além de historia de internamento

prévio que pode ter contribuido também como fator de risco para CDI. No momento
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da abordagem apresentava quadro diarreico agudo, juntamente com mais 3 criangas
das quais dividiam a mesma enfermaria.

O ribotipo 012 vem sendo classificado como uma cepa emergente e de acordo
com estudo no Chile, onde num total de 27 ribotipos de PCR identificados, foi
reportado como o ribotipo mais prevalente (14,8%), seguido do 027 (12,3%), 046
(12,3%), 014/020 (9,9%), 001 (4,9%), e 023 (4,9%) (PLAZA-GARRIDO et al 2016).
Em estudo realizado na Argélia, onde foi feito caracterizagcdo molecular e ribotipagem
por PCR, esse ribotipo foi o terceiro mais prevalente (27%) (DJEBBAR et al, 2018).
Embora os sintomas tivessem surgido apenas ha apenas 3 dias da inclusdo no estudo,
chamou a atencdo a forma intensa de apresentacdo da diarreia e da presenca
importante de nausea e vomito. A recuperagao ocorreu apos a terapia antimicrobiana
com metronidazol. Observando a forma prevalente que esse ribotipo vem sendo
reportado em regides diferentes, o nosso isolamento podera permitir que
comparagdes entre regides possam ser confrontadas e maiores esclarecimentos da
repercussao clinica que este ribotipo pode proporcionar seja compreendida.

C. difficile também foi pesquisado em mobilia hospitalar ndo sendo obtido
isolamento dessa cepa em material coletado de ber¢co ou colchdo. Concluimos que
esse achado ocorreu devido ser conduta de rotina nesse hospital o uso de hipoclorito
de sddio para limpeza e além da orientacdo de lavagem de maos para a equipe de
saude ocorrer frequentemente pela Comissao de Infec¢gado Hospitalar.

A variabilidade genética das cepas de C. difficile, reportada no grupo de
criangas em que nos propomos a realizar a caracterizagéo de C. difficile, possibilitou
pela primeira vez o conhecimento da condicdo epidemioldgica local da CDI na faixa
etaria infantil em hospital pediatrico do Ceara. O entendimento das relacdes das cepas
com os fatores de risco, a forma de apresentacdo clinica, assim como o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos, alertou para a vigilancia de medidas de prevencéo.
Essas préticas sem duvidas impediram a recorréncia da CDI e quem sabe preveniram
eventos fatais.

Embora a caracterizagao de cepas de C. difficile ndo seja atualmente indicada
como rotina no presente hospital, € esperado que esse trabalho permita uma reflexao
sobre o impacto da CDI na crianga do nosso Estado. A expectativa é que, através dos
dados desse estudo, possa ser projetada a implantagdo de novas medidas para
pesquisa de C. difficile na elucidacdo diagndstica da sindrome diarreica, sobretudo

em pacientes com maior risco.
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C. difficile continua a multar e as particularidades das mudancas séo listadas
na dependéncia de cada local, o que culmina com um impacto epidemioldgico
crescente. Esse estudo pode ser o ponto de partida para que novas perspectivas de
investigacdes locais de CDI na faixa etaria pediatrica sejam projetadas, com
possibilidade de novas relacdes genéticas e conexdes com as praticas clinicas.

7 CONCLUSOES
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Esse trabalho nos permitiu elaborar as seguintes conclusdes:

1. O C. difficile tem positividade para toxinas e/ou isolamento por cultura de 30,4%
em criangas com diarreia internadas ou em atendimento ambulatorial em Hospital
Publico Pediatrico de atendimento terciario de referéncia do Estado do Ceara.

2. Pela primeira vez foi realizado isolamento e ribotipagem de C. difficile em
Hospital publico terciario de Fortaleza Ceara, sendo obtido: ribotipo 046 com novo
pulsotipo 1174, ribotipo 106 com NAP11 0499, ribotipo 002 com novo pulsotipo NML-
1234, ribotipo143, ribotipo 133, ribotipo 012 com novo pulsotipo - 1235.

3. Todas as cepas de C. difficile isoladas a partir de amostras de fezes diarreicas
foram sensiveis a metronidazol e vancomicina, antibiéticos recomendados para o
tratamento. Portanto, todas as criangas responderam efetivamente ao tratamento com
metronidazol.

4. Apesar da resisténcia conhecida mundialmente a fluoroquinolonas, somente
duas cepas (046 e 106) foram resistentes a levofloxacina.

5. Criancas com CDI no Hospital Publico Pediatrico em Fortaleza, Ceara
apresentam com mais frequéncia nauseas e vémitos em relagdo ao grupo com
diarreia sem CDI.

6. Pelo menos um fator de risco (internamento nos ultimos 30 dias, uso prévio de
antibiético e inibidores de bomba de prétons, além de comorbidades) foi encontrado
em crianga em que foi realizado isolamento de C. difficile.

7. Pesquisa de contaminacdo por C. difficile, realizado na mobilia hospitalar

(bergo e colch&o) ndo resultou em isolamento dessa bactéria.

8 CONSIDERAGOES FINAIS
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O presente estudo forneceu importantes informagdes epidemioldgicas para a
comunidade cientifica, com a identificacao dos ribotipos dessa bactéria em criancas
atendidas em um Hospital Terciario pediatrico, realizado de forma inédita no Estado
do Ceara. Contribuiu ainda para o conhecimento das particularidades da infec¢ao de

C. dificcile com correlacdes clinicas e associagcao com os fatores de risco com cada
cepa isolada.

E importante considerar que a atual forma de diagnéstico de CDI, através da
deteccao de toxinas deve ser repensada. Ficou claramente explicitado no nosso
estudo que os exames de rotina utilizados atualmente, parecem nao ser tao eficientes.
Essa diferencas na sensibilidade dos métodos diagndsticos devem ser ponderadas

para que mudancgas significativas possam ocorrer.

Nosso grupo almeja, que o conhecimento desse resultado, sensibilize os
orgaos governamentais do Estado e permita que um centro diagnostico de referéncia

para investigacao de C. difficile seja projetado com a participagdo do poder publico.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho(a) esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), em
uma pesquisa. Apos ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas
vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa

vocé nédo sera penalizado(a) de forma alguma.

1) Qual o objetivo desta pesquisa?

A pesquisa “Estudo de incidéncia de infeccéo e genotipagem de cepas de
Clostridium difficile na diarreia em pacientes internados no Hospital Albert Sabin” sera
realizada para estudar e dimensionar a presenga de uma bactéria chamada
Clostridium difficile em criancas internados neste Hospital. Este microrganismo esta
associado a presenga de diarreia e pode causar graves consequéncias aos pacientes

infectados.

Este estudo é importante para conhecermos a realidade desta doenca na
crianca e identificarmos onde podemos atuar para prevenir a contaminagao com essa

bactéria e tratar a infeccdo adequadamente.

2) Como sera a participagao de meu filho(a)?

O seu filho(a) foi escolhido para participar deste estudo, para tanto, 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 seu filho(a),
esta sentindo e ao tratamento ao qual esta sendo submetido. E importante, para essa
pesquisa, garantir que seu filho(a), recebera prontamente o tratamento para a

infeccdo caso a presenca da bactéria se confirme.

3) Meu filho sofre algum risco em participar deste estudo?
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O seu filho(a) NAO corre nenhum risco participando da pesquisa, pois a
participacao dele(a) consiste apenas na avaliagao de seus dados, dos tratamentos

realizados e de sua evolugao e da coleta de exames de fezes.

4) O meu filho(a) sera exposto de alguma forma?

N&o. A sua privacidade sera respeitada, ou seja, seu nome ou qualquer outro
dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o (a) identificar, serd mantido em

sigilo.

5) Posso recusar a participagao de meu filho(a) na pesquisa?

Sim. A participacéao é de livre e espontanea vontade. Assim, vocé pode retirar
o consentimento a qualquer momento, sem precisar haver justificativa, apenas

avisando o pesquisador responsavel.

6) Meu filho(a) pode ser penalizado caso ele nao participe do estudo?

Nao. Caso n&o queira a participagao do seu filho(a), ndo havera qualquer

prejuizo a assisténcia que vem recebendo.

7) Existe algum custo para participar da pesquisa?

Nao ha nenhum valor econémico, a receber ou a pagar, pela participagao.

8) Como posso entrar em contato com o pesquisador, caso tenha alguma

davida?

Vocé podera entrar em contato pelos telefones que constam ao fim deste, e se
necessario, ao Comité de Etica em Pesquisa (Hospital Infantil Albert Sabin — (85)
31014212):
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,
responsavel pelo(a) menor , declaro ter lido

ou escutado as informagdes contidas neste documento e autorizo a participacdo dele(a) neste

estudo que me foi apresentado.

(Cidade) , (dia) de(més) de(ano)

Representante legal:

RG:

Grau de parentesco:

Assinatura:

Pesquisador responsavel:

Assinatura:

Telefone do pesquisador: (85) 31014219

E-mail do pesquisador:



APENDICE B

Paciente n° : Data: / /

1. Epidemiologia

Paciente

Idade: Sexo o M o F Prontuario Nascimento /

Procedéncia: Estado:

Diagnostico

Data do diagndstico: / /

2- Sintomas atuais

. Diarreia: Nimero de dias

. Muco nas fezes o Sim o Nao

. Sangue nas fezes: o Sim o Nao

. Nausea: o Sim o Nao

. Vémito: o Sim o Nao

. Febre: o Sim o Nao

. Dor Abdominal o Sim o Nao

8. Distensao abdominal o Sim o Nao

NO OO~ WNPRE

3- Exames (se disponiveis):

Data:

/ /

Hemoglobina:
Leucécitos
Linfocitos
Neutréfilos
Plaquetas
Ureia

Creatinina

90



4- Qutras informacgdes

Comorbidades: o Sim o Nao

Doenca inflamatéria intestinal: o Sim o Nao
Fibrose cistica: o Sim o Nao

Neoplasia: o Sim o Nao

Doenca cardiaca: o Sim o Nao

DPOC: o Sim o Nao

Doenca renal: o Sim o Nao

Doenca neurolégica: o Sim o Nao
Internacgao nos ultimos 30 dias: o Sim o Nao

Uso prévio de antibiético o Sim o Néo Cite

Uso prévio de IBP o Sim o Néo Cite

5-Tratamento:
Antibiéticos? o Sim o Nao

Cite Quantos dias?

6-Complicac@es: o Sim o Néo

Cite
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conhecimento da situagio epidemioldgica desta doenga na crianga & ne adolescente.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigabdria:
Este projein de pesquisa apresenta uma intredugio gue fundamenta claramente o tamsa a ser estudado com
objetivos compativels com o gue se propde estudar. A metodologla esta adequadamente delineada.
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Apresenta ainda TCLE, cronograma & orgaments compativels com o estudo.

Recomendagbes:

Vide conchueaio.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Insdequacoes:

Projeto de pesqusa considerads aprovado de scordo com reuniBo realizada por este colegiado.

Situacho do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciacio da CONERP:
B

Consideracoes Finals a critério do CEP:
Projeto de pesquisa cumpre os precedos que regula a resolugio 466/2012 da CHS. Portanto aprovado por

esle colegiado.

FORTALEZA, 06 de Movembro de 2014

Assinado por:

Regina Licla Ribeiro Moreno
(Coordensdor)



