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RESUMO

Diarreia nosocomial (DN) é uma infeccdo relacionada a assisténcia a satde (IRAS) com
incidéncia e severidade crescentes. Propde-se determinar a incidéncia da DN, os fatores de
risco e a incidéncia da doenga associada a Clostridium difficile (C. difficile). Para isso, um
estudo caso — controle, pareando pacientes por idade, sexo, periodo de admissédo, clinica e
diagndstico, foi conduzido, de 06/ fev/12 a 05/fev/13, no Hospital Universitario da UFC.
Casos —pacientes com DN e Controles — pacientes sem DN. Definiu-se DN como fezes
liquidas, trés ou mais vezes em 24 horas, com duracgdo superior a 12 horas, sem outras causas
inflamatdrias ou procedimentos diagnosticos. DN foi detectada mediante busca ativa,
visitando-se os pacientes das Unidades de Hematologia, Transplante Hepatico e Renal. O
teste ELISA TOX A/B Il foi utilizado para detectar as toxinas A e/ou B e diagnosticar doenca
associada ao C. difficile. Demais IRAS foram investigadas por intermédio de fichas de
notificacdo de infeccdo hospitalar (IH). O indice geral de IH foi de 7,17%. A incidéncia da
DN nas enfermarias de Hematologia, Transplante Hepatico e Renal foi 4,80% (44/925) e da
DN associada ao C. difficile 0,12% (01/925). Detectaram-se toxinas A/B de C. difficile em
caso [1/43 (2,32%)] e controles [3/72 (4,17%)]. DN foi significantemente associada ao uso
prévio > 6 antimicrobianos por paciente, além do uso prévio de ciprofloxacina, metronidazol,
polimixina B e dieta enteral (p< 0,05). Pacientes com DN permaneceram mais tempo
internados, tiveram mais vémitos, colicas e febre, verificando-se alta significancia estatistica
(p< 0,05). Outras IRAS identificadas, nos casos e controles, foi infecdo do trato urinario 54%
(15/28), seguida da corrente sanguinea 32% (8/28), do sitio cirdrgico 11% (3/28) e de
infeccdo de partes moles 4% (1/28). DN impde riscos aos pacientes ja debilitados. Os dados
demonstram a presenca endémica do C. difficile. A atualizagéo da epidemiologia local orienta
medidas de controle da IH, como uso judicioso de antibioticos, cautelas com a dieta enteral e
precaucOes de contato, para os pacientes com diarreia nosocomial.

Palavras-chave: Anti-Infecciosos. Clostridium difficile. Diarreia. Infecgdo Hospitalar.



ABSTRACT

Nosocomial diarrhea (ND) is a healthcare - associated infections (HAI) with increasing
incidence and severity. It is proposed to determine the incidence of ND, the associated risk
factors and the incidence of disease associated to Clostridium difficile (C. difficile).

For this, a case - control study, pairing patients by age, sex, length of admission, and clinical
diagnosis was conducted 06 / Feb/12 to 05/Fev/13 in the University Hospital of the UFC.
Cases: patients with DN and controls: patients without ND. Nosocomial diarrhea is defined
as watery stools, three or more times within 24 hours, over 12 hours without further
diagnostic procedures or inflammatory causes. ND was detected by active surveillance,
visiting the patients of Hematology, Liver and Renal Transplant. DN was defined as loose
stools, 3 or more times in 24 hours, with duration longer than 12 hours, without other
inflammatory causes or diagnostic procedures. The ELISA TOX A / B Il test was used to
detect toxin A and/or B and to diagnose C. difficile associated disease. Others HAI were
investigated by the notification records of nosocomial infection (NI). The overall rate of
Nosocomial infection was 7.17 %. The incidence of DN in the wards of Hematology, Liver
and Renal Transplant was 4.80% (44/925) and C. difficile associated with DN was 0.12 %
(01/925). Toxins A/B were detected in the case of C. difficile [1/43 (2.32%)] and controls
[3/72 (4.17%)]. DN was significantly associated with previous use > 6 antimicrobials per
patient, beyond the prior use of ciprofloxacin, metronidazole, polymyxin B and enteral
feeding (p < 0.05). Patients with ND remained in hospital longer, had more vomiting, cramps
and fever, verifying high statistical significance (p < 0.05). Other identified HAI were mainly
urinary infection 54% (15/28), followed by bacterial bloodstream infection 32% (8/28),
surgical site infection 11% (3/28) and soft tissue infection 4% (1/28). ND entails risks to the
already debilitated patients. The data demonstrate the presence of endemic C. difficile. The
updated of the local epidemiology guide control measures NI, such as judicious use of
antibiotics, enteral feeding precautions and contact precautions for patients with nosocomial
diarrhea.

Keywords: Anti-Infective-Agents. Clostridium difficile. Diarrhea. Cross Infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 O contexto hospitalar

O hospedeiro é o elo mais importante da cadeia epidemioldgica, quando se refere a
infeccdo hospitalar, pois alberga os principais microrganismos que na maioria dos casos
desencadeiam processos infecciosos. Varios fatores relativos a cada elemento da triade
hospedeiro — agente infeccioso — ambiente contribuem para a prevaléncia e dificuldade em
controlar este tipo de infeccdo (MONTEIRO, 1993).

Compreendendo-se o hospital um local fechado, a terapia com antimicrobianos tem
seu maior impacto ecoldgico, sendo a exposicao a fémites e a objetos contaminados fontes de
infeccdo, que fazem este ambiente se tornar propicio a proliferacdo de bactérias e reservatorio
de cepas resistentes.

Embora o uso clinico dos antimicrobianos, por volta de 1935, tenha revolucionado o
tratamento das infeccbes em geral, com significativa melhoria e controle das infecgdes, a
pratica rotineira inadequada da terap€utica antimicrobiana na atualidade é preocupante, pois
contribui para maior frequéncia de fendtipos de resisténcia antimicrobiana de patdgenos
isolados em hospitais brasileiros (BALASSIANO et al., 2011; BALASSIANO et al., 2010;
CARVALHO; GONTHNO FILHO, 2008; MARCON; GAMBA; VIANNA, 2006).

O aumento crescente de pacientes internados com doencgas graves, imunossuprimidos,
escores de gravidade elevados, complicagdes cirargicas, transplantados, faléncia renal ou de
outros 6rgdos, compromete os mecanismos de defesa, determinando que eles tenham maiores
chances de adquirir infeccdo hospitalar, incluindo infeccdo por Clostridium difficile (ICD),
gue pode se tornar recorrente em pacientes que recebem transplante de 6rgdos. Esse risco
aumentado resulta de procedimentos invasivos, dispositivos médicos, bem como da exposi¢édo
macica dessas pessoas aos antimicrobianos (NEFF, 2010; BALASSIANO et al., 2009;
DIDIER, 2009).

Nos hospitais da atualidade, os agentes causadores das infeccOes hospitalares séo
microrganismos oportunistas com baixa capacidade de invasdo e que apenas na presenca de
condicdes especiais ligadas a baixa defesa do hospedeiro conseguem invadir e multiplicar-se
na intimidade dos tecidos (COUTO; CARDOSO; PEDROSA, 2009).

Pacientes internados em instituicGes de saude estdo expostos a uma ampla variedade
de microrganismos patogénicos, fazendo da infecgcdo hospitalar uma complicacdo importante

em pacientes internados e, em todo o mundo, um continuo desafio a saude publica, pela
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morbidade e mortalidade associadas, sobrecarga econémica de recursos hospitalares
adicionais e repercussdo em termos de sofrimento humano (PITTET; TARARA; WENZEL,
1994; POUTANEN; SIMOR, 2004; LOO et al., 2005; GARCIA-GARCIA et al., 2010;
BLONDEAU et al., 2012).

Bactérias multirresistentes, como Clostridium difficile, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase
negativo, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Enterobacter spp, disseminam-se
em todo o mundo (BRASIL, ANVISA 2013a; CARBONE, 2009; HOOKMAN; BARKIN,
2009) e poderdo ser um problema mais expressivo em hospitais de paises em
desenvolvimento como o Brasil, onde os recursos ndo sdo faceis e os laboratorios requerem
um investimento regular e significativo para a identificacéo rotineira dos agentes etiolégicos.

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos torna as infeccdes hospitalares motivo
de maiores preocupacbes para os profissionais da area da saude, principalmente quando
ocorrem nas unidades que atendem pacientes mais susceptiveis as infeccbes, como as
unidades oncoldgicas (CATANEO et. al., 2011) e unidades de transplantes (SHIELDS et. al.,
2012).

Embora subdocumentada, a diarreia nosocomial (DN) é uma complicagdo comum de
pacientes hospitalizados, mas sua epidemiologia, assim como causas e consequéncias para a
instituicdo e para a populagdo hospitalar, sdo pouco referenciadas em estudos prospectivos,

lidando com infec¢Ges nosocomiais.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tarara%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8182812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wenzel%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8182812
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Abordagem historica e definicdo de infec¢do hospitalar

A infeccdo hospitalar é tdo antiga quanto a origem dos hospitais, cujas primeiras
referéncias remontam a 325 d.C., quando o Concilio de Niceia determinou que 0s hospitais
fossem construidos ao lado das catedrais. No inicio do século XIX, na Inglaterra, €
estabelecido, formalmente, o isolamento de pacientes com algumas doencgas, como a varicela,
e, por sua eficiéncia, este procedimento é frequentemente seguido. Em 1843, Oliver Wendel
Homes evidenciou que a febre puerperal era contagiosa, além de descrever medidas para
evitar sua disseminacdo. Em 1847, Ignaz Philipp Semmelweis colaborou de maneira
definitiva com o controle de transmissdo da doenca infecciosa hospitalar, apds introduzir a
lavagem das mdos com solucdo clorada antes de se examinarem pacientes, logrando uma
reducdo na taxa de incidéncia de infeccdo de 1,3%. Em 1860, James Simpson formulou uma
consistente teoria de disseminacgéo por contato (COUTO; CARDOSO; PEDROSA, 2009).

Em 1863, Florence Nightingale descreveu uma série de cuidados sobre préaticas
hospitalares como critério de melhora da qualidade da assisténcia. Em 1864, em Londres, foi
evidenciada a diferenca da disseminacdo de infeccbes em hospitais com e sem isolamento.
Em 1929, Cuthbert descreveu as bases da origem e diagnostico da infeccdo relacionada a
sondagem vesical. Na década de 1940, com a introdugdo dos antimicrobianos, o problema das
infeccOes hospitalares e comunitarias parecia relegado ao passado, mas, em pouco mais de
uma decada, as expectativas criadas em relacdo ao controle das infec¢es, com a introducao
dos antimicrobianos, foram desenganadas, ao ponto de, em meados de 1950, os EUA serem
assolados por uma pandemia de estafilococos resistentes aos antimicrobianos disponiveis. Em
1960, o avanco tecnoldgico fez surgir as infecgdes oportunistas por bactérias Gram-negativas
e fungos. Em 1994, em estudo realizado pelo Ministério da Saude do Brasil em hospitais
terciarios do SUS, encontrou-se prevaléncia de IH de 13,9% (COUTO; CARDOSO;
PEDROSA, 2009).

De acordo com a Portaria n® 2616 (BRASIL, 1998), infec¢des nosocomiais séo
quaisquer infecdes adquiridas apds a internacdo do paciente e que se manifestam apds 72h de
admissdo ou mesmo apoés a alta, quando puderem ser relacionada com a internagdo ou com

procedimentos hospitalares.
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2.2 Diarreia nosocomial

A diarreia é definida como a passagem de trés ou mais fezes moles ou liquidas (que
tomam a forma do recipiente que as contém), pelo menos durante 24 horas (SCHUTZE;
WILLOUGHBY, 2013).

Esta doenca € considerada infeccdo hospitalar (IH) quando o inicio dos sintomas
ocorre, pelo menos, 72 horas ap0s o internamento do paciente. A diarreia de perfil infeccioso,
normalmente, é acompanhada de fezes liquidas por mais de 12 horas, além de outros
sintomas, como vomitos, febre, dor abdominal e perda hidroeletrolitica, podendo estar
associada a deteccdo de enteropatogenos, respeitando-se o periodo de incubacdo do patdgeno
agressor (GARNER et al., 1998).

As de teor infeccioso classificam-se em infecciosa ndo inflamatoria, causada por
Cryptosporidium spp., Vibrio cholerae, E. coli (ETEC, EPEC), C. perfringens, Rotavirus,
Giardia, Norwalk viru;s e inflamatoria, motivada por Shigella spp., Salmonella spp.,
Campylobacter. jejuni, E. coli (EIEC), Clostridium difficile (C. difficile), Entamoeba
hystolytica (GUERRANT; BOBAK, 1991). Portanto, as diarreias de etiologia infecciosa
podem estar associadas a virus, bactérias e protozoarios. Dentre estes patdgenos, a bactéria C.
difficile € apontada como importante causa da espécie inflamatoria e colite associada ao uso
de antimicrobianos (ROCHA; SIDRIM; LIMA, 1999; BENNETT, 1993; PICKERING,1991).

O CDC (Center for Disease Control and Prevention) define gastroenterite seguindo os
seguintes critérios (GARNER, 1988):

1 inicio agudo (fezes liquidas por mais de 12 horas) com ou sem vémitos ou febre
(38°C), sem doencas ndo infecciosas concomitantes que justifiguem o quadro,
como, por exemplo, testes diagnosticos, estresse psicologico, regime terapéutico,
exacerbacéo aguda de uma condicdo cronica;

2 duas das seguintes caracteristicas sem uma causa definida—nausea, vémitos, dor
abdominal ou dor de cabeca, e algum dos achados ora delineados—

a) enteropatogeno isolado de cultura de fezes ou swab anal;

b) enteropatogeno recuperado via rotina ou em técnica de microscopia eletrénica;

c) enteropatdgeno detectado por analise de antigeno ou anticorpo em fezes ou
sangue;

d) evidéncia de enteropatogeno detectado por mudangas citopaticas em cultura de

tecidos (teste para toxina); e
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e) deteccdo de anticorpo IgM ou aumento de IgG em amostras de sangue para um

patdgeno especifico.

Na determinacdo da etiologia da diarreia nosocomial, € importante o estudo
microbiologico para isolamento do patégeno causador da infec¢do, uma vez que uma grande
variedade de agentes infecciosos esta implicada na etiologia da doenca diarreica na forma
aguda e eles séo propensos a adquirir resisténcia antimicrobiana, podendo se disseminar no
ambiente hospitalar (BRACHMAN, 1993; WANKE; LIMA; GUERRANT, 1987).

Além do conhecimento dos enteropatdgenos, as vias de transmissdo comumente
envolvidas na diarreia nosocomial, bem como as medidas de controle e terapéutica a serem
adotadas para prevencdo e tratamento de contaminacdo hospitalar, podem ter impacto
determinante na morbidade e mortalidade para esta enfermidade nos pacientes hospitalizados
(ESCOBAR; GRISI; TELLES JUNIOR, 2000).

Diversos fatores sdo apontados como riscos potenciais para a ocorréncia dessa doenca
nosocomial, tais como pacientes em idade avangada, com debilitada condicdo clinica em
razdo da doenca de base, que tenham recebido agentes antimicrobianos, em uso de alguns
agentes antineoplasicos, além do internamento hospitalar, mediante infec¢do cruzada
(BRACHMAN, 1993; MANIAN et. al., 2007; MOHAN et. al., 2007; BOUZA; MUNOZ;
ALONSO, 2005).

Diarreia nosocomial (DN) de qualquer causa predisp8e, significantemente, a outras
infeccBes nosocomiais, pois o trato gastrointestinal abriga, com frequéncia, organismos Gram-
negativos, que sdo 0s principais patdgenos em outros sitios corporais, particularmente
infeccbes do trato urinario, as quais sdo dez vezes mais comuns apds a forma diarreica
nosocomial (LIMA et. al., 1990; GUERRANT; BOBAK, 1991).

2.3 Doenca associada ao Clostridium difficile (DACD)

A ocorréncia de enteropatdgenos responsaveis pela diarreia nosocomial varia de
acordo com o pais, a instituicdo e com a populacdo de pacientes. Em paises desenvolvidos, C.
difficile é o agente da DN mais frequentemente implicado na populacdo adulta. Em todo o
mundo, C. difficile € a principal causa da diarreia infecciosa nosocomial e o agente etioldgico
da colite pseudomembranosa, sendo o consumo de antibidticos o principal fator de risco para
0 seu surgimento (POLAGE; SOLNICK; COHEN, 2012; SILVA et. al., 2012; VIEIRA et. al.,
2010; BARTLET, 2002).
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Diarreia associada a C. difficile € definida como aquela sem outra explicacdo, que
ocorre em associagcdo com o0 consumo de antimicrobianos, e sua frequéncia varia entre 0s
agentes utilizados (BARTLET, 2002).

C. difficile é responsavel pelo desenvolvimento da diarreia e colite associadas a
antibioticoterapia, contudo, apos a colonizacdo por C. difficile, a abrangéncia clinica da
doenca resulta num largo espectro de manifestagdes clinicas, que vdo desde portador
assintomatico, diarreia leve autolimitada, colite pseudomembranosa, a sepse ou até mesmo
podem levar a morte. Por isso, este patdgeno nosocomial tem importancia clinica reconhecida.
Além disso, mais de 90% das infec¢cdes por C. difficile ocorrem apds ou durante a terapia
antimicrobiana, entretanto de 25% a 40% dos pacientes podem ndo apresentar sintomas até
dez semanas ap0s o término da antibioticoterapia (GRONCZEWSKI; KATZ, 2006; SILVA,
SALVINO, 2003; BARTLET, 2002).

Os sintomas de infeccdo por C. difficile (ICD) descritos na literatura, manifestam-se
como diarreia aquosa leve a moderada, raramente com sangue; dor abdominal; indisposicao;
anorexia, leucocitose; leucocitos fecais; hipoalbuminemia; espessamento do coélon na
tomografia computadorizada; modifica¢fes caracteristicas evidentes na endoscopia ou biopsia
e febre, principalmente, nos casos mais severos. O exame fisico pode revelar, ainda,
desidratacdo, dor com percussdo no abdome inferior, perfuracdo do célon e peritonite
(GRONCZEWSKI; KATZ, 2006; BARTLET, 2002).

Pacientes hospitalizados usam antimicrobianos com frequéncia, e por isso, tém risco
aumentado para adquirir doenca associada a C. difficile (DACD). Cerca de 20% deles
adquirem esta bactéria, no meio ambiente hospitalar, 0 que pode impor risco a vida, pois,
dependendo da severidade da doenca diarreica, a taxa de mortalidade varia de 10% a 30%
(GRONCZEWSKI; KATZ, 2006).

Colite pseudomembranosa (CPM) é uma severa condicdo considerada patognomonica
para C. difficile (SUNENSHINE; McDONALD, 2006). Tal afirmacéo se apoia na evidéncia
de C. difficile ser o Unico organismo que produz uma citotoxina similar ou idéntica a
citotoxina encontrada em fezes de pacientes com colite pseudomembranosa (BARTLETT,
1979). Denota-se, entretanto, que a frequéncia de recuperagdo da toxina de amostras fecais
estd de acordo com a severidade da doenca, variando de 15-25% dos casos da diarreia
associada a antibioticos, 50% a 75% dos pacientes com colite associada a antibiético e de
90% a 100% dos casos de colite pseudomembranosa (BARTLET, 1986).
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2.3.1 Epidemiologia

Diarreia e colite associadas a C. difficile ocorrem com alarmante frequéncia. Somente
nos Estados Unidos sdo infectados trés milhdes de pacientes hospitalizados por ano
(GRONGZEWSK; KATS, 2006). Ha relatos cientificos do aumento da incidéncia e viruléncia
de C. difficile, desde meados do ano 2000, com surtos da diarreia e colite em associagédo com
antibidtico, enfatizando a importancia do diagndstico precoce e do tratamento apropriado
(HOOKMAN; BARKIN, 2009; LOO e. al., 2005; PEPIN et al., 2004).

Estudo prospectivo realizado em Quebec, Canada, em 2002, identificou severo surto
da diarreia, associada ao C. difficil,e com elevadas morbidade e mortalidade. A incidéncia da
diarreia associada a C. difficile foi de 22,5 para 1000 admissdes, com uma taxa de mortalidade
de 6,9%, e uma cepa predominante e resistente a fluoroquinolonas foi encontrada em 82,2%.
(LOO et. al., 2005).

No Hospital Maisonneuve-Rosemont, a incidéncia de infeccdo por C. difficile
aumentou de 11 em 1000 admissdes (1999 a 2002) para 27 em 1000 admissdes (2003 a 2005).
Uma epidemia, de agosto de 2004 a julho de 2007, envolveu estudo multicéntrico com
registro de mais de 20.000 casos. Obito foi atribuido & infeccio por C. difficile em 63% dos
pacientes infectados com a cepa do ribotipo 027 e em 17% dos pacientes infectados com a
cepa do ribotipo 001 (LABBE et. al., 2008).

Uma cepa mais virulenta denominada NAP1/B1/027 carreia a terceira toxina
denominada toxina binaria (CdT), que produz 16 vezes mais toxina A (TcdA) e 23 vezes mais
toxina B (TcdB) em relacéo a outras cepas de C. difficile, além de produzir mais esporos. Esta
cepa mais virulenta provoca aumento na severidade da doenga, frequente progressdo para
megacolon toxico, mais recaidas, além de ser refrataria a terapia-padrdo, aumentando o
numero de mortes (HOOKMAN; BARKIN, 2009; SUNENSHINE; MAcDONALD, 2006;
WARNY et al., 2005).

Na Inglaterra e Pais de Gales, C. difficile é a causa mais comum da diarreia adquirida
em hospital, representando um grave e crescente problema, com um aumento de 28% dos
casos de mortes de 2006 a 2007 (GASH; BROWN; PULLYBLANK, 2010).

Na Holanda, mais recentemente, evidenciou-se o fato de que a taxa de mortalidade
entre pacientes com diarreia causada por C. difficile, diarreia sem infeccéo por C. difficile
(ndo ICD) e pacientes sem diarreia variou, respectivamente, de 7,5%, 1,6% e 0%
(HENSGENS et. al., 2011).
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Estudo realizado na Austria relata a gravidade da ICD, em que quatro pacientes com
infeccdo associada ao C. difficile necessitaram de internamento em Unidade de Terapia
Intensiva (3,01%), um caso (0,71%) de intervencdo cirdrgica e 33 (16,54%) casos morreram
em 30 dias (WENISCH et al., 2012). Em Montreal, seis hospitais universitarios (cinco em
Québec e um em Ontario), durante 15 meses, participaram de um estudo no qual se mostra
gue em razédo de ICD, um em 117 pacientes (0,8%) necessitou de cuidados intensivos (LOO
et. al., 2011).

C. difficile € uma das mais comuns causas da diarreia em pacientes submetidos a
realizacdo de transplante de 6rgdos sélidos (TOS). Num estudo desenvolvido na Austria, de
2.474 pacientes submetidos a TOS, 43 desenvolveram diarreia associada ao C. difficile,
registrando-se aumento da incidéncia de ICD de 1996 a 2005 (STELZMUELLER et al.,
2007).

Existem poucas informac6es disponiveis sobre C. difficile como causa da diarreia na
América Latina. O impacto clinico e financeiro da infeccdo nosocomial por esta bactéria,
entretanto, é significativo, pois se sabe que doenca associada a C. difficile (DACD) é um
problema emergente em hospitais, nos paises latino-americanos. No Brasil, pode-se
mencionar estudos realizados por Balassiano et. al. (2010) e Dias et. al. (2010). Na Costa
Rica e Argentina, Goméz et. al. (2010) e Legaria, Lumelsky e Rosetti (2003),
respectivamente. Nesses experimentos diarreia associada a C. difficile foi relacionada com
exposicao prévia aos agentes antimicrobianos.

No Brasil, os principais antibioticos associados a diarreia por C. difficile foram
piperacilina/tazobactam, teicoplanina, carbapenémicos, quinolonas (ciprofloxacina e
levofloxacina) e cefalosporinas (BALASSIANO et. al., 2010) e na Argentina a maioria dos
pacientes tinha recebido ampicilina, terceira geracdo de cefalosporinas e clindamicina
(LEGARIA; LUMELSKY; ROSETTI, 2003). Nesse pais platino, resultados de pesquisa
realizada num hospital geral sdo preocupantes e indicam que doencas associadas ao C.
difficile sdo um problema emergente, na populacdo em estudo, com alta prevaléncia de cepas
toxigénicas de C. difficile, sendo recomendada uma rotina para realizacdo de testes
diagnosticos que detectam as toxinas desta bactéria (LEGARIA; LUMELSKY; ROSETTI,
2003).

As cepas toxigénicas isoladas no Brasil (BALASSIANO et. al., 2010) e na Costa Rica
(GOMEZ et. al., 2010) assemelham-se quanto & expressdo do padrdo de resisténcia a
clindamicina e fluorogquinolonas. Para caracterizacdo das cepas isoladas, associadas a diarreia,

durante um surto epidémico em Unidade de Terapia Intensiva, utilizou-se a reacdo de
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amplificacdo. Uma das quatro cepas isoladas (ribotipo 135) é exclusiva do Brasil, com perfil
toxigénico relacionado a presenca de genes das toxinas A (tcdA) e B (tcdB) (BALASSIANO,
etal., 2010).

2.3.2 Fatores de risco para doenca associada ao C. difficile

Exposi¢do aos antimicrobianos € o principal fator de risco da diarreia associada a C.
difficile (LOO et. al., 2005). Outros fatores incluem, além do consumo de antibidticos,
pacientes com idade acima de 65 anos, e hospitalizacdo, que aumenta o risco de aquisi¢do de
C. difficile, na mesma proporcdo do tempo da permanéncia no hospital (BALASSIANO et
al., 2010; BARTLETT, 2002). Além da transmissdo intra - hospitalar, estudos evidenciam a
transmissdo de cepas predominantes entre hospitais, a qual ocorre como resultado da
transferéncia de pacientes infectados ou por meio de profissionais da saude, que trabalham em
maltiplas instituicGes (LOO et. al., 2005).

Terapia com antimicrobianos foi associada com o desenvolvimento de colite
pseudomembranosa, mesmo antes de C. difficile ser reconhecido como agente etioldgico e,
embora a doenca seja uma infeccdo bacteriana mediada por toxina, quase todos 0s pacientes
afetados sdo previamente tratados com antimicrobianos ou, ocasionalmente, com agentes
quimioterapicos. O grande trio, frequentemente associado com colite pseudomembranosa, €
clindamicina, ampicilina e cefalosporinas (JOHNSON; GERDING, 1998). As penicilinas
estdo associadas em 50%, as cefalosporinas em 30% e o grupo clindamicina/lincomicina em
cerca de 10% a 14%, respectivamente (MOLLBY et. al., 1985).

Em 2004 e 2005, o CDC enfatizou que o risco de C. difficile associado a diarreia esta
aumentado em populagdes de pacientes que consumem antibioticos, inibidores da bomba de
prétons, valaciclovir, com doenca intestinal inflamatoria, grave doenca de base associada,
cirurgia gastrintestinal, idade avancgada, condi¢cdo imunoldgica comprometida, no periodo de
pré e pos-parto prolongados, permanéncia denotada em instituicbes de salde,
hipoalbuminemia, baixo nivel de anticorpos para toxinas de C. difficile, condi¢des ambientais
e laboratoriais (HOOKMAN; BARKIN, 2009).

2.3.3 Etiologia e patogénese

C. difficile € um bacilo anaerobio obrigatorio, Gram-positivo, formador de esporos,

situado entre um micro-organismo comensal e um patdgeno altamente invasivo. Esta bactéria
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enteropatogénica foi isolada nos estudos iniciais, como componente de fezes de recém-
nascidos saudaveis (POPOFF; GENY, 2011; HAL; O’TOOLE, 1935). O papel de C. difficile
como agente etiolégico da diarreia e da colite pseudomembranosa (CPM) so6 foi esclarecido
nos anos de 1970, quando estudos evidenciaram que esta bactéria produz uma potente toxina
(GRONGZEWSK; KATS, 2006).

C. difficile produz toxina-A (uma enterotoxina) e toxina-B (uma citotoxina) (MOLBY;
ARONSON; NORD, 1985). Estas duas exotoxinas sdo os fatores de viruléncia primarios, que
melhor contribuem para a patogénese da doenca gastrointestinal associada a antibidtico
(BORRIELLO, 1998).

A patogénese de C. difficile envolve uma triade de fatores, que inclui o uso de
antibioticos, especialmente aqueles de largo espectro, que facilitam a coloniza¢do por C.
difficile, a capacidade de defesa do hospedeiro e a contaminacgédo adquirida no meio ambiente
hospitalar ao qual o paciente é exposto.

Os antibidticos agem desestabilizando a microbiota normal do colon intestinal, que
tem a fungdo de formar uma barreira de protecdo contra patdgenos oportunista. Perdendo esta
protecdo, o hospedeiro pode se tornar susceptivel a patdgenos como C. difficile, permitindo a
esta bactéria, de origem endogena ou exogena, se estabelecer, proliferar e agredir a barreira
intestinal, desencadeando severa resposta inflamatoria no hospedeiro (POPOFF; GENY,
2011; SILVA; SALVINO, 2003).

A capacidade do sistema imunoldgico do hospedeiro de produzir anticorpos protetores
contra as toxinas de C. difficile desempenha importante papel na reducdo da gravidade da
doenca, além de impedir recorréncias (McCFARLAND, 2005).

A exposicdo do paciente a C. difficile, no ambiente hospitalar, é facilitada pela
transmissdo via fecal-oral. Os pacientes adquirem esta bactéria por infec¢do cruzada, por
contaminacdo transportada pelas mdos da equipe de salde, paciente a paciente e,
indiretamente, por meio de fomites e de objetos contaminados (McFARLAND, 2005). E
necessario, contudo que C. difficil,e em sua forma vegetativa e/ou de esporos, seja ingerido
(SUNENSHINE; McDONALD, 2006; TEDESCO, 1982).

Ap0s colonizar o intestino, os danos aos enterdcitos ocorrem em razéo das toxinas de
C. difficile, TcdA (toxina A), TcdB (toxina B) e CdT (toxina binaria), que causam alteracao
no citoesqueleto, resultando na liberagcdo de fluidos e produtos inflamatdrios. A diarreia é o
sintoma mais comum, mas febre e leucocitose podem estar presentes (RUPNIK; GRABNAR,;
GERIC, 2003).

Evidéncias definem a toxina A (TxA) de C. difficile como o principal fator de
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viruléncia desta bactéria, mediante seus efeitos enterotdxicos em alca intestinal de coelho.
Visto claramente, em experimento, no qual a toxina A isolada, causou hemorragia e aumento
da permeabilidade, provocando uma intensa secrecdo de fluidos, ocorrendo uma marcada
separacdo das células ao longo da superficie da mucosa, que precede a resposta secretoria e
severa necrose. A toxina B (TxB), entretanto, mostrou menor enterotoxicidade (LIMA et al.,
1988).

Estudos posteriores mostram que a toxina A de C. difficile, pela ativacdo da proteina G
ligada a receptores presentes na membrana dos macrofagos, faz com que estes liberem o fator
secretorio intestinal (FSI), capaz de provocar a secrecdo intestinal e de induzir inflamacgéo
tecidual com severa secrecdo de fluido hemorréagico e inflamatério. As toxinas A e B do C.
difficile s@o potentes indutores da migracdo de neutrofilos, dependente da presenca de
macrofagos, capazes de estimula-los a liberar potentes mediadores inflamatérios, tais como
leucotrienos, citocinas, prostaglandinas, PAF e TNF-a, 6xido nitrico, e citocinas, sendo a
inducdo deste processo dependente de fosfolipase A2 (LIMA et al., 2008; ROCHA; SIDRIM;
LIMA, 1999; ROCHA et al., 1998; FONTELES et al., 1995).

As toxinas A e B de C. difficile, ao induzirem a sintese de IL-1 beta, causam alteracéo
na resposta eletrogénica intestinal. Bloqueadores farmacoldgicos contra produtos da ciclo-
oxigenase, PAF e TNF-a e inibidores de proteases tém 0 potencial de afetar a sintese e
liberacdo de IL-1 beta, que, provavelmente, é o fator estimulante intestinal (FSI), liberado por
macrofagos em resposta a toxina A (ROCHA; SIDRIM; LIMA, 1999; ROCHA et al., 1998;
MELO FILHO et al., 1997; ROCHA et al., 1997).

Pode-se ainda mencionar a atividade enzimatica das TxA e TxB de inativar um
subconjunto de pequenas GTPases, envolvidas na arquitetura do citoesqueleto e movimento
celular (Rho e Ras), por meio de glicosilagdo. Deste modo, as toxinas A e B de C. difficile
induzem a despolimerizagdo do citoesqueleto de actina das células, levando destruicdo de
filamentos de actina—F nas juncdes intercelulares, aumento da permeabilidade das barreiras
epitelial e endotelial, perda das fibras de actina, retragdo do citoplasma, arredondamento e
morte celular (POPOFF; GENY, 2011; HOOKMAN; BARKIN, 2009; LIMA et al., 2008;
GRONCZEWSKI; KATZ, 2006; WAR et al., 2005).

Em estudos utilizando o modelo animal, a TxA altera a morfologia celular do epitélio
intestinal e a organizacdo do citoesqueleto, reduzindo a proliferacdo e aumentando a apoptose
celular (SANTOS et al., 2013). Estudos em células T84 do epitélio intestinal humano
demonstram que a TxA de C. difficile induz apoptose de modo dose e tempo-dependente,

mediante a inativacdo de Rho, ativacao de caspases 3, 6, 8, 9 e Bid e destruicdo mitocondrial,
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sequida pela liberacdo do citocromo c. Este mecanismo pode contribuir para a ruptura da
mucosa, visto na enterite induzida pela toxina A (BRITO et al., 2002Db).

C. difficile se reproduz nas criptas intestinais, liberando TxA e TxB, causando severa
inflamacéo nestes locais. Portanto, a colite desencadeada por C. difficile resulta de um
distarbio na flora bacteriana do colon intestinal, colonizacdo e liberacdo de toxinas. Uma
caracteristica é um grande influxo de neutréfilos na mucosa do cdlon provocados pela toxina
A, que também atrai mondcitos. Estes efeitos, somados & degradacdo das células epiteliais
pela toxina B, sdo responsaveis pela inflamagdo colbnica (colite), formacdo de
pseudomembranas e diarreia aquosa (SUNENSHINE; McDONALD, 2006).

Na colite pseudomembranosa ocorre a destruicdo da mucosa com resposta inflamatoria
mais severa e formacdo de abscessos nas criptas do epitélio intestinal, das quais flui um
exudato rico em muco e leucdcitos, que se aprofunda na lamina propria, expulsos da cripta
para o limen no intestino grosso e, a semelhanca de um minivulcdo, sdo expelidos em direcao
a mucosa, onde ficam aderidos, conduzindo a formacdo de pseudomembranas, facilmente
arrancadas, expondo erosdes superficiais e, com a progressao deste processo, ocorrem necrose
e desnudamento da mucosa (SUNENSHINE; McDONALD, 2006; PRICE; DAVIES, 1977).

A toxina A (TcdA) pode favorecer a formacdo de pseudomembranas, induzindo a
reorganizacdo do citoesqueleto de actina, levando agregacdo e aumento de uma adeséo
secundaria, associada a producdo de secrecdo intestinal, hemorragia e acentuada inflamagéo
com presenca de citocinas (BRITO et al., 2002a; BRITO et al., 2005; ROCHA et al., 1997).

Outros fatores de viruléncia de C. difficile, além da quimiotaxia e da adesdo a
receptores intestinais, sdo a secrecdo de enzimas hidroliticas e proteoliticas, expressdo de
fimbria e flagelos, producéo de capsula (BORRIELLO, 1998) e formacgdo de esporos, que 0
tornam resistente ao calor do meio ambiente e ao acido do estdbmago, permitindo a
sobrevivéncia do microrganismo nestes locais. Os esporos formados de eliminacédo dificil,
permanecem no ambiente hospitalar, durante meses, resultando numa importante fonte de
surtos hospitalares da doencga associada ao C. difficile (GRONGZEWSK; KATS, 2006).

2.3.4 Diagnostico

Um caso de infeccdo por C. difficile (ICD) é definido como a presenca da diarreia ou
megacolon toxico, sem outra etiologia conhecida, em combinacdo com um teste laboratorial
positivo para toxina A e/ou B de C. difficile ou deteccdo do organismo em amostra de fezes,

por via de meio de cultura ou de outro meio, ou, se colite pseudomembranosa, é observada em
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exame endoscOpico ou em cirurgia, ou colite pseudomembranosa é observada no exame
histopatoldgico (DUBBERKE et. al., 2008).

Portanto, diagnostico de infeccdo causada por C. difficile pode ser baseado em achados
clinicos, estudos anatdmicos (sigmoidoscopia ou colonoscopia) e testes laboratoriais para
deteccdo do referido patdgeno e de suas toxinas (KOFSK et al.,, 1991; BARTLETT,;
GORBACH, 1976; BARTLETT, 1990).

O ensaio utilizando a cultura de células para deteccdo de toxina citopéatica de C.
dilficile é considerado o teste padrdo-ouro para estabelecer o diagndstico da diarreia ou colite
induzida por este microrganismo (BARTLETT, 1986). Demais técnicas de diagnostico podem
detectar C. difficile (coprocultura) e suas toxinas.

C. difficile pode ser um agente indutor da diarreia induzida por antimicrobianos. Para
facilitar seu isolamento de amostras fecais, foi desenvolvido um meio &gar seletivo e
diferencial, contendo cicloserina, cefoxitina, frutose e gema de ovo (CCFA). Colbnias de C.
difficile que crescem neste meio de cultura tém morfologia distinta e propriedades
fluorescentes, suficientes para identificacdo presuntiva da bactéria. Este método permite a
deteccdo de colbnias tipicas de C. difficile dentro de 24 a 48 horas (BARTLETT, 1986;
GEORGE et al., 1979).

Quantificacdo de microrganismos em fezes é mais acurada em amostras frescas
semeadas imediatamente em agar seletivo ou caldo, pois a recuperacdo diminui apos
congelamento ou exposicdo ao ar. Apesar desses avancos na técnica de cultura para
isolamento de C. difficile de fezes, ainda se faz necessaria meticulosa técnica anaerdbica, néao
geralmente disponivel na maioria dos laboratdrios hospitalares de Microbiologia (TRNK;
LAMONT, 1984).

O método mais comum de testes para deteccdo das toxinas de C. difficile sdo os
ensaios imunoenzimaticos (EIA) disponiveis no mercado, os quais detectam toxinas A e/ou B.
A sensibilidade média destes testes varia de 72% a 82%, com especificidade média de 97% a
98% (SCHUTZE; WILLOUGHBY, 2013).

O teste ELISA é um método imunoenzimatico, que utiliza anticorpos
imunoabsorventes, marcados com enzimas, em placas de microtitulacdo. Muitos “kits”
comerciais estdo disponiveis para a deteccdo isolada de toxina A, bem como de ambas as
toxinas (A e B) em amostras fecais. Estes testes tém sensibilidade que varia de 50% a 90% e
especificidade de 70% a 95%. Sdo testes rapidos, cujos resultados podem ser obtidos em cerca
de duas horas e meia, mas, por seu alto custo, € preciso tratamento por lotes de amostras.

Além disso, alguns resultados podem ser falso-negativos (VAISHNAVI, 2009).
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A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi concebida por Kary Mullis em meados da
década de 1980. E uma técnica que envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias
de um segmento especifico de DNA (amplificacdo) na presenca da enzima DNA polimerase.
Um dos aspectos fundamentais da revolucao causada pela PCR foi a possibilidade de se gerar
grandes quantidades de DNA de segmentos especificos do genoma, pois DNA em grande
quantidade pode ser facilmente detectado a olho nu, diretamente em gel de eletroforese, por
meio de corantes especificos para DNA (SILVA, 2012; PETERSON et al., 2007; ANTONINI
etal., 2004).

Para determinar se as caracteristicas epidemiologicas estdo relacionadas a um surto
clonal, pode-se realizar uma anélise, por via de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)
de C. difficile isolados. E um teste que utiliza um marcador de peso molecular para cada C.
difficile, que migra através do gel (LOO et. al., 2005).

O teste de aglutinacdo pelo latex é baseado na presenca de glutamato dehydrogenase
(GDH), uma enzima produzida por C. dificile; entretanto, um resultado positivo indica
somente a presenca do microorganismo (LOO et al., 2005).

2.3.5 Tratamento

Doenca associada a C. difficile € uma complicacdo da antibioticoterapia, portanto, a
interrupcdo do antibidtico, se possivel, € o primeiro passo para o tratamento da infeccdo
associada e, em muitos casos, a Unica intervencdo necessaria (ARMSTRONG et al., 2013;
SCHUTZE; WILLOUGHBY, 2013). Para corrigir a desidratacdo, € importante a
administracdo de fluidos e eletrolitos, mantendo-se um estado de hidratagdo balanceado até a
recuperacdo do paciente (ARMSTRONG et. al., 2013; POTANEM; SIMOR, 2004).

Em muitos casos, antibioticoterapia direcionada a C. difficile deve ser administrada.
Metronidazol e vancomicina sdo 0s principais antimicrobianos usados no tratamento da
infeccdo por C. difficile. Metronidazol é a droga de primeira escolha, por sua eficacia clinica,
baixo custo e ndo inducdo a resisténcia. Para tratar casos de suaves a moderados de ICD,
devem ser administrados por via oral 500mg, trés vezes ao dia, por dez a 14 dias.
Vancomicina, entretanto, deve ser indicada para terapia inicial de pacientes com doenca de
moderada a severa, casos de recorréncia e para aqueles que ndo respondem ao metronidazol
na dose de 125mg, quatro vezes ao dia por dez a 14 dias. Deve-se considerar a mudanga da

terapia para vancomicina, dentro de cinco-sete dias, se a terapia com metronidazol falhar
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(SCHUTZE; WILLOUGHBY, 2013; SURAWICZ et. al.,, 2013; NEFF et al., 2010;
SUNENSHINE; McDONALD, 2006).

Outros agentes antimicrobianos com atividade contra C. difficile incluem
nitazoxanida, rifaximina, teicoplanina, acido fusidico e fidaxomicina, sendo este Gltimo o
primeiro da classe de antimicrobianos macrociclicos, que deve ser administrado na dose de
200mg a cada 12 horas por dez dias (SCHUTZE; WILLOUGHBY, 2013; BLONDEAU,
2012; DUGGAN, 2011; JOHNSON; GERDING, 1998). Estudo sugere que a rifaximina pode
ser eficaz para o tratamento de recorréncia de ICD e, além disso, pode ser uma opc¢édo de
tratamento para ICD em pacientes imunossuprimidos (NEFF et. al., 2010).

Cirurgia deve ser considerada, mesmo depois de apropriada terapia, se a doenga
associada a C. difficile progride com risco de morte. A colectomia podera ser indicada diante
do quadro clinico de colite fulminante, ileo paralitico, megacdlon toxico e perfuracdo do
cdlon (GASH; BROWN; PULLYBLANK, 2010).

Investigadores postulam a ideia de que os probioticos produzem o reestabelecimento
da flora normal ap0s a agressdo por antibidticos ou fatores de risco outros (MCFARLAND,
2000b). Probidticos tais como Lactobacillus e espécies de Sacharomyces boulardii,
administrados em conjunto com vancomicina ou metronidazol, foram eficazes em reduzir a
ocorréncia da diarreia associada a antibidticos, bem como a taxa de recorréncia
(SUNENSHINE; McDONALD, 2006; MCFARLAND, 2000a).

O aumento da incidéncia de surtos nosocomiais, como 0s casos de recorréncia da
diarreia associada ao C. difficile e outras complicacBes (megacdlon toxico, ileo, sepse),
alimentou a busca por distintos tipos de tratamentos. A intervencdo farmacoldgica, nédo
antimicrobiana, é uma perspectiva para o tratamento do crescente problema da colite
nosocomial associada a C. difficile.

Com efeito, é valido, mencionar o estudo da suplementacdo com alanil-glutamina,
que é o principal combustivel das células intestinais saudaveis, um dipeptideo altamente
soltivel e bem tolerado, derivado da glutamina, que exerce efeito protetor sobre o epitélio
celular intestinal, gerando aumento da expressdo de proteina RhoA, contra a destruicdo
induzida por toxina A (TcdA) e toxina B (TcdB). Esta alternativa é clarificada por meio de
estudos dos mecanismos que induzem a apoptose nas células agredidas por estas toxinas
(SANTOS et. al., 2013; RODRIGUES et. al., 2013; BRITO et. al., 2002).


http://jmm.sgmjournals.org/content/54/2/101.long%23ref-59
http://jmm.sgmjournals.org/content/54/2/101.long%23ref-59
http://jmm.sgmjournals.org/content/54/2/101.long%23ref-58

28

2.3.6 Prevencdo e Controle

A possibilidade de infecgdo por C. difficile deve ser considerada em todos os pacientes
com diarreia sem outra explicacdo, que receberam ou estdo recebendo antimicrobianos
(BARTLET, 2002). Isto sinaliza a suma importancia do uso cauteloso e adequado de
antimicrobianos, restringindo-se a duracdo e 0 nimero de agentes antimicrobianos prescritos
para reduzir o risco de ICD. Esta estratégia enfrenta dificuldades para ser implantada em
locais onde o tratamento empirico requer o uso de antimicrobianos de amplo espectro
(ARMSTRONG et. al., 2013).

Diretrizes para prevencdo da diarreia e colite por C. difficile, além de limitar o uso de
antimicrobianos, estdo baseadas na adocéo de algumas praticas e atitudes como precaucdes de
barreira, que incluem o uso de luvas e aventais pela equipe do hospital e de visitantes que
entram nas enfermarias de paciente suspeito ou com diagnostico de ICD (SURAWICZ et. al.,
2013).

Apropriada higiene das mdos com agua e sabdo ou sabdo desinfetante é mais eficaz na
remocdo de C. difficile e deve ser realizada, preferencialmente, sobre o uso de desinfetantes a
base de alcool, quando o contato com C. difficile é suspeito ou provavel. Os desinfetantes a
base de alcool, embora recomendados pelo CDC para reduzir a transmissao de bacterias
patogénicas nosocomiais, em geral, sdo ineficazes contra os esporos de C. difficile. Para a
desinfecg@o dos objetos e ambientes contaminados com C. difficile, sdo usados hipoclorito,
glutaraldeido ou oxido de etileno, alem de medidas educativas direcionadas a equipe de saude
hospitalar sobre a doenca e sua epidemiologia (OUGHTON et. al., 2009; FEKETY, 1997).

PrecaucOes de contato para pacientes com ICD devem ser mantidas pelo menos até a
resolugcdo da diarreia. Portanto, devem ser mantidos em quartos separados pacientes com
suspeita ou com diagnostico de ICD, sozinho ou com outro paciente na mesma condigdo
(SURAWICZ et al., 2013; COHEN et al., 2010).

Acurada identificacdo dos fatores de risco pode ser benéfica quanto a sua eliminacdo e
consequente reducdo da doenca; monitoramento dos pacientes ocasionara deteccdo precoce da
infeccdo e favorecerd oportunos tratamento e introducdo de medidas de precaucdo e controle;
além de possibilitar a obtencéo de taxas de riscos da infeccao local, bem como sua variagéo,
comparando os resultados encontrados com os de outras instituicdes de saude (BIGNARDI,
1998).
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3 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Diarreia nosocomial é, frequentemente, pouco noticiada em pacientes hospitalizados,
nem sempre se considerando os fatores de risco aos quais estes pacientes estdo expostos. As
infeccBes adquiridas em hospitais, contudo, em particular, a diarreia nosocomial (DN), séo
ocorréncias de dobrada relevancia em hospitais de todo o mundo, em virtude do 6nus
financeiro que ocasiona para estas instituicdes e aumento da morbidade e mortalidade, embora
pouco documentadas em estudos epidemioldgicos.

Diarreia nosocomial pode ter uma etiologia infecciosa ou ndo infecciosa. De acordo
com varios pesquisadores, a causa mais comum associada a diarreia infecciosa nosocomial em
pacientes adultos é C. difficile, agente etiolégico da colite pseudomembranosa, sendo o
consumo de antibidticos o principal fator de risco para o seu surgimento. Em estudo anterior,
no HUWC, o uso de penicilinas e cefalosporinas foi fator de risco significante para DN, e
colite pseudomembranosa foi identificada em paciente da Hematologia, mediante achados
clinico e histopatologico (MESQUITA et. al., 2011).

Em razdo da vulnerabilidade dos pacientes em estudo, imposta pela imunossupresséo
(incluindo doencas malignas, transplante de Orgdos e cirrose), quimioterapia, terapia com
corticoides, internamento hospitalar e terapia com agentes antimicrobianos (SURAWICZ et.
al., 2013), postula-se o0 argumento de que estdo em risco aumentado de adquirir diarreia
nosocomial. Nesses pacientes, a diarreia ja é importante por si mesma, mas ainda pode
acarretar piora no quadro clinico, desde que a DN predispde a outras infec¢des hospitalares,
particularmente, infeccdes do trato urinario, as quais sdo dez vezes mais comuns apos seu
aparecimento (LIMA et. al., 1990).

O aumento da incidéncia da diarreia associada a C. difficile e o aparecimento de cepas
mais virulentas e mais resistentes aos antimicrobianos, em recentes epidemias na Europa e
Ameérica do Norte, enfatizam a importancia do reconhecimento inicial, diagnostico e
tratamento da doenca. PublicacOes, sobre este tema, entretanto, sdo escassas na literatura
brasileira, principalmente no Nordeste.

Num hospital universitario, 0s pacientes entram em contato com muitos profissionais e
estudantes, facilitando o risco de infeccbes cruzadas. Ante do exposto, revestem-se de
importancia estudos sobre DN e da doenca associada a C. difficile (DACD) no HUWC, pela
propensdo que este microrganismo patogénico tem de se disseminar no ambiente hospitalar e

de causar infecgdes em pessoas suscetiveis.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Determinar a incidéncia da diarreia nosocomial, fatores de risco associados e a
incidéncia da doenca por C. difficile, nos pacientes das Clinicas de Hematologia, Transplante
Hepético e Renal do HUWC e, adicionalmente, a ocorréncia de outras infec¢des relacionadas

a assisténcia a saude (IRAS), nestes pacientes.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Primarios

i Definir a incidéncia da diarreia nosocomial, nos pacientes das Clinicas de
Hematologia, Transplante Hepatico e Renal do HUWC;

ii determinar a incidéncia da diarreia nosocomial associada a C. difficile, nos
pacientes das Clinicas de Hematologia, Transplante Hepatico e Renal do
HUWC,;

iii estabelecer a ocorréncia da doenca associada ao C. difficile (DACD), nos
pacientes das Clinicas de Hematologia, Transplante Hepatico e Renal do
HUWC; e

iv identificar fatores de risco associados com diarreia nosocomial nos pacientes

das Clinicas de Hematologia, Transplante Hepatico e Renal do HUWC.

4.2.2 Secundarios
i Identificar as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas de pacientes com DN

e seus controles; e
ii relatar a distribuicdo de outras infecgdes relacionadas a assisténcia a saude

(IRAS), por topografia, em pacientes com DN e seus controles.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local e periodo

Este estudo foi realizado no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), de 06 de fevereiro de 2012 a 05 de fevereiro de 2013.
Os pacientes eram provenientes das Enfermarias de Hematologia, Transplante (Tx) Hepatico
e Tx Renal. Estas unidades dispunham de 32 leitos, dos quais 12 sdo destinadas a Enfermaria
de Hematologia, 08 & do Tx Hepatico e 12 a do Transplante (Tx) Renal.

O HUWC ¢é referéncia terciaria no sistema municipal e estadual de saude a pacientes
portadores de patologias de média e de alta complexidade, e é o principal hospital de ensino
localizado em Fortaleza — Estado do Ceara, do Nordeste do Brasil. E integrado ao Sistema
Unico de Satde (SUS), que por meio do atendimento publico e gratuito destina 100% dos 247
leitos a internacgdo, cuja principal clientela é composta de pacientes oriundos de areas mais
carentes da cidade de Fortaleza, da zona rural, de outros municipios e de estados

circunvizinhos.

5.2 Desenho do estudo

5.2.1 Tipo de Estudo e Populagéo

No periodo em estudo, 6620 pacientes foram internados no HUWC/UFC. Destes, 966
foram avaliados, prospectivamente, constituindo a populacdo internada nas enfermarias em
estudo. A amostra foi representada por 116 pacientes envolvidos no estudo caso-controle.

O ensaio englobou dois delineamentos: um estudo caso-controle para determinagéo
dos fatores de risco e um prospectivo para determinacdo da incidéncia. Portanto, a
identificacdo da DN nos pacientes internados constituiu-se o ponto inicial do estudo, com
suporte no qual, se olhando em direcdo ao passado, se foi em busca dos fatores de risco
suspeitos. Enquanto, porém, a pesquisa progredia até uma data de encerramento em época
determinada, a ocorréncia de novos eventos na populacdo foi acompanhada, para
determinacéo da taxa de incidéncia.

ApoGs a identificagdo dos casos de pacientes com diarreia, iniciava-se a busca dos
controles. A escolha do grupo de controle ou de comparagdo deveria obedecer ao principio de

maxima similaridade com os casos, exceto pelo critério de auséncia da DN. O controle
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selecionado, nem sempre, era concomitante ao caso, podendo durar até *+ seis meses sua

procura, de forma que atendesse aos critérios de pareamento definidos no experimento.

5.2.2 Criterios de inclusdo dos pacientes no estudo

Foram considerados elegiveis o0s pacientes internados, portadores de patologias
hematoldgicas, transplantados, no pré ou pés-transplante renal e hepatico, admitidos por mais
de 72 horas ao hospital e que concordassem em participar do estudo caso-controle, tendo lido
e assinado, previamente, ou seus responsaveis, o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo C). Casos: pacientes com diarreia nosocomial, conforme definida nesta
pesquisa. Cada caso poderia ter mais de um controle. Controles: pacientes do estudo pareados
com 0s casos, por sexo, idade (com variagdo maxima de dez anos para adultos e cinco anos
para criancas), diagndstico de admissao, unidade de internacéo e data da admissao, porém nao

adquiriram diarreia, durante o tempo de permanéncia hospitalar.

5.2.3 Critérios de exclusdo dos pacientes no estudo

Foram excluidos pacientes, que desistiram de participar da pesquisa, cujo tempo de
permanéncia hospitalar foi inferior a 72 horas, mesmo que aparecesse diarreia neste periodo,
com diarreia decorrente de outras causas inflamatdrias ou a procedimentos diagnésticos, a

margem dos critérios de inclusdo, ou que no momento da admissdo apresentassem diarreia.
5.3 Protocolo do estudo
5.3.1 Definicédo da diarreia nosocomial

Definiu-se diarreia nosocomial (DN) como o aparecimento subito de fezes liquefeitas,
ou que tomam a forma do recipiente que as contém em numero maior ou igual a trés vezes ao

dia, ap0s 72 horas de admissdo do paciente, com uma duragdo superior a 12 horas, sem outras

causas inflamatdrias ou procedimentos diagnosticos (GARNER et al., 1988).
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5.3.2 Sistematica de vigilancia epidemiologica da diarreia nosocomial

Seguiram-se 12 meses de vigilancia epidemioldgica, usando-se 0 método de busca
ativa com visitas periodicas, trés vezes por semana, as enfermarias de interesse, entrevistando-
se 0s pacientes ou seus responsaveis. A equipe de saude da unidade, as enfermeiras da
CCIH/HUWC e os prontuarios dos pacientes também foram consultados para obtengdo de
informagdes. Todos os pacientes do estudo tiveram um acompanhamento sistematico até a

alta hospitalar para analise dos fatores de risco da diarreia nosocomial.

5.3.3 Analise dos fatores de risco da diarreia nosocomial

Foram investigados os principais fatores potenciais relacionados com a ocorréncia da
DN e diarreia associada a C. difficile, dentre os quais se mencionam 0 uso de alimentacédo
enteral, antiacidos, antibioticoterapia, quimioterapia, terapia com corticoides, blogueadores
dos receptores histaminicos H, inibidores da bomba protdnica, sondagem nasogastrica para
nutrigdo enteral, uso de imunossupressores, tempo de permanéncia hospitalar, a existéncia da
doenca de base e a presenca da diarreia em contactantes dos pacientes em estudo.

Considerou-se como doenca de base a presenca de qualquer uma das seguintes: pré e
pos Tx hepatico e renal, Tx duplo renal e hepatico, hepatectomia associada a esplenomegalia,

leucemia, linfoma, mieloma multiplo, mielofibrose, anemia aplasica.
5.4 Sistematica da coleta
5.4.1 Coleta de dados

A coleta de dados foi registrada em formulario (Apéndice A) no qual foram coletados
dados provenientes de variaveis demograficas, como idade e sexo, setor e duracdo da
internacdo, varidveis para caracterizacdo do episodio diarreico, como tipo e duracdo, e as
variaveis clinicas relacionadas aos fatores de risco da DN, ha pouco descritos.

5.4.2 Coleta e acondicionamento de amostras fecais

As amostras fecais de casos e de controles foram obtidas por emissdo intestinal

espontanea e acondicionadas em recipientes plasticos limpos e descartaveis, tampados e
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rotulados com a identificacdo do paciente (nome completo, nimero do prontuario, leito e
namero do protocolo de pesquisa) e da enfermaria. Depois de registradas em livros de
protocolo, as amostras eram enviadas, em caixas de “isopor” com gelo, ao Laboratério de
Microbiologia da Unidade de Pesquisas Clinicas (UPC) da Universidade Federal do Ceara
(UFC), onde eram armazenadas a uma temperatura de -70° C para testes subsequentes das
toxinas A e/ou B de C. difficile (Anexo E). Estes ensaios foram realizados no final do periodo

da recolha.

5.5 Métodos microbiologicos

5.5.1 Teste ELISA para toxinas A e B de C. difficile

A analise das amostras fecais foi realizada, utilizando-se um teste imunoenzimatico,
para a deteccdo das toxinas A/B produzidas por cepas toxigénicas de C. difficile. A
sensibilidade deste teste varia de 83.3% a 96% e a especificidade é de 100% (C. difficile TOX
A/B 1l ™ 2008). O ensaio foi realizado conforme as orientacdes do fabricante. As placas
foram lidas com espectrofotémetro Microplate ELISA Reader (BIO-RAD, USA) em filtro de

450nm e filtro de referéncia de 620 nm (Anexo D).

5.6 Monitoramentos de outras infec¢des adquiridas no HUWC

Relatos acerca da aquisicdo de outras infec¢Bes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS), nos pacientes em estudo, foram feitos com base na notificacdo das infeccOes
hospitalares (Informacdes, CCIH/ HUWC, 2013), que tem como diretriz prioritaria de
procedimentos, para vigilancia epidemiologica, as infeccbes do trato respiratorio
(pneumonia), urinario (ITU), da corrente sanguinea (ICS) e do sitio cirargico (ISC), seguindo
as diretrizes delineadas pelo Ministério da Salde, por meio da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (LIMA; PARENTI, 2009; ANVISA, 2009b; ANVISA, 2009c; ANVISA,
2009d; ANVISA, 2009e), utilizando as recomendacOes da Portaria n® 2.616, de 12/05/1998
(BRASIL, 1998).

5.7 Analise estatistica

Estatistica descritiva de todas as variaveis relevantes para os grupos foi calculada e os



35

indicadores foram exibidos em tabelas, figuras e graficos.

Considerou-se como diferenca estatisticamente significante p < 0,05, assinalando-se
com asterisco aquelas significantes. Comparacdes entre 0S grupos casos e controles, assim
como a possivel relacdo entre ocorréncia da diarreia com as caracteristicas demogréficas,
epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais da populacdo estudada, foram analisadas em modelo
univariado, utilizando-se o teste t de Student, o teste do qui - quadrado ou teste exato de
Fischer, quando apropriado. A razdo de chances foi calculada tanto no modelo univariado,
quanto em multivariado, conforme adequacao.

Apos mostrarem significancia na analise univariada, as varidveis uso de
antimicrobiano, tipo de antimicrobiano e quantidade de antimicrobianos foram posteriormente
estudadas, por intermédio da analise multivariada, em um modelo de regressdo logistica.

Analises foram interpretadas mediante o “software Statistical Pacakage Social
Science” (SPSS) for windows (versdo 13,0). O banco de dados foi alimentado por dois

digitadores e depois validado pelo terceiro.

5.8 Etica do estudo

O projeto desta pesquisa foi aprovado, sem restricdes, pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do HUWC/UFC, e atendeu aos principios éticos que regulamentam as
pesquisa - in anima nobili, tendo-se obtido de todos os pacientes ou de seus responsaveis o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), considerando a Resolugdo 466/2012,
do CNS-MS-Brasil.

N° de protocolo de aprovacdo: 108.09.09; data da aprovacdo: 09 de outubro de 2009
(Anexo A) e 05 de abril de 2011(Anexo B).



36

6 RESULTADOS

6.1 Unidades do estudo

Foram admitidos as Enfermarias de Hematologia, de Tx Hepéatico e Tx Renal,

respectivamente, 275, 358 e 333 pacientes no periodo em estudo.

6.2 Pacientes do estudo

Constituiram a populagdo em estudo 966 pacientes. Participaram do estudo caso-
controle 116 pacientes (33 da Hematologia, 52 do Tx Hepatico, 30 do Tx Renal e 01 paciente
com Tx duplo de figado e rim), sendo 44 do grupo dos casos e 72 do grupo-controle (alguns
pacientes-casos foram pareados a mais de um controle). Apenas um paciente ndo coletou

amostra fecal (caso), portanto, ndo pode ser incluido na andlise para C. difficile (Figura 2).

6.3 Variaveis clinicas e epidemioldgicas

Dentre os 116 pacientes envolvidos no estudo caso-controle, 62,10% (72/116) eram
homens e 37,93% (44/116) mulheres. Verificou-se, portanto, um predominio do sexo
masculino. Do quantitativo de homens, 24,14% (28/116) eram casos e 37,93% (44/116)
controles e, das mulheres, 13,79% (16/116) eram casos e 24,14% (28/116) controles (Tabela
1).

Com relacéo a varidvel idade, ndo existe diferencga significativa entre as médias dos
casos e controles (p = 0,464). No geral, a média de idade foi de 47,28 + 15,45 (semelhante em
homens e mulheres) com um minimo de 12 e um maximo de 72 anos (Grafico 1). A média de
idade dos pacientes com diarreia nosocomial foi de 48,64 anos + 15,91 e idade minima de 15
anos e a méaxima de 72. Entre os controles, foi de 46,46 + 15,22 anos, com a idade minima de
12 e améxima de 72 anos (Tabela 1).



Tabela 1. Caracteristicas demogréaficas e fatores de risco associados ao estudo caso-controle
da DN, em hospital publico de ensino, em Fortaleza — CE, de 2012 a 2013.

Variaveis Clinicas Casos Controles OR 1 C (95%) Qui- Teste-t P
n % n % qua
(n=44) (n=72) drado
Sexo
Masculino 28 (24,15) 44 (37,93) 1,114 0513-2,419 0,074 0,786
Feminino 16 (13,79) 28 (24,14)
Idade
Média em anos 48,64+15,91  46,46x15,22 -0,0735 0,464
+ DP
Duragéo da*
hospitalizacéo 36,50£20,67 27,15 18,57 2,519 0,013
Média/dias + DP
IC/Caso 33,39 - 39,61
IC/Controle 24,96 - 29,34
Uso de*
alimentacao 11,36 1,40 9,103 0,029
enteral . , ) 1,027 - 80,708 )
Uso de*
antimicrobiano
Ciprofloxacina
profic 18,20 4,20 5511 1,277 —20,454 0,020
Metronidazol 36.40 ' '
R ' 9,70 5306 1,967- 14,317 0,000
Polimixina B 15.90 ' '
mi , 2,80 6,622  1,309- 33,499 0,010
mipenem 80
M 6, 9,70 0679 0,166 2,777 0,589
eropenem 38.60 ' '
) N ' 40, 30 0,934  0,433-2,013 0,861
Piperacilina/ 3970
tazobactam ' 60,30 1,230 0,562 -2.692 0,604
\T/fofrfr;'%z 47,70 36,10 1,615 0,754 - 3,462 0,216
el 22,70 25,90 0,882 0.364-2136 0,781
Quantidades de*
Antimicrobianos/
paciente 8,739 0.013
<2 (5) 11,40  (20)27,80
36
°” (16)3640 (1)1530 5818 1676-20203 0,008
Inibidores da
bomba de protons 29,89+17,930  23,25+18,226

*Diferenca estatisticamente significante
Fonte: elaboragdo prdpria, com os dados da pesquisa (2014).
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Grafico 1-Histograma da idade com curva normal.
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Fonte: elaboracéo propria, com os dados da pesquisa (2014).

Né&o se observou diferenca estatisticamente significante quanto a influéncia da doenca
de base nos pacientes com e sem diarreia. Os diagndsticos mais comuns nos pacientes casos
foram Tx hepatico 43,18% (19/44), Tx renal 22,73% (10/44) e leucemia 18,18% (8/44) e nos
controles foram Tx hepatico 33,33% (24/72), Tx renal 23,61% (17/72) e leucemia 20,83%
(15/72). Outros diagnosticos encontrados nos casos foram mieloma multiplo (5),
hepatectomia+esplenectomia (1) e transplante duplo renal e hepatico (1), totalizando 15,91%
(7/44) e nos controles p6s-Tx hepatico (6), pos-Tx renal (4), linfoma (3), mielofibrose (1),
anemia aplasica (1) e pré-Tx hepatico (1) 19,44% (16/72).

A presenca de companheiros de enfermaria com diarreia foi observada desde o dia em
que cada paciente foi incluido no estudo: 47,73% (21/44) dos casos e 58,33% (42/72) dos
controles tiveram contactantes com diarreia, contudo, ndo houve associagéo significativa com
0 aparecimento da diarreia (Tabela 2). Um dos controles com toxina positiva para C. difficile
esteve internado na mesma enfermaria do paciente com ICD e foram contactantes por um dia,
e trés pacientes com toxina positiva estavam internados na mesma ala hospitalar deste

paciente.



Tabela 2. Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas do estudo caso-controle da
DN, em hospital publico de ensino, em Fortaleza - CE, de 2012 a 2013.

Variaveis Casos Controles OR 1 C (95%) Qui- P
Clinicas N % N % guadra
(n=44) (n=72) do

Companheiro
de enfermaria (21)47,73 (42)58,33 0,307 -1,387 1,238 0,652
com diarreia
Febre* (20) 45,50 (8) 11,11 6,667 2,592 - 17,146

0,000
Dor abdominal (27) 61,40 (2)2,80 5,588 12,025 - 256,964
(célica)* 0,000
Vomitos* (14) 31,82 (4)5,60 7,933 2,410 - 26,113 0.000
Leucocitos/mm®
<1000 (8) 18,20  (9) 12,50 0,934 0,640
1000 - 10000 (30) 68,20 (50) 69,44
>10000 (6) 13,64  (13) 18,10

*Diferenca estatisticamente significante.
Fonte: elaboragdo prdpria, com os dados da pesquisa (2014).
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6.3.1 Fatores de risco para diarreia nosocomial

A incidéncia da DN foi observada em cerca de 4,56 % dos pacientes das unidades em
estudo (44/966). A duracdo média da diarreia foi de 6,16 dias £ 2,772, com um minimo de
dois e maximo de 13 dias. Em média, a diarreia surgiu em 17 dias +14,75 ap0s o internamento
hospitalar.

A incidéncia da diarreia associada a C. difficile (DACD) foi cerca de 0,11% (1/966),
em populagéo internada por periodo > 72h. Somente nos pacientes do estudo caso- controle
foi de 0,86% (1/115). Embora a diarreia associada a C. difficile tenha ocorrido em apenas um
paciente, as toxinas A e B de C. difficile analisadas por ensaios imunoenziméticos ELISA
TOX A/B (Figura 1), nas 115 amostras fecais (43 casos e 72 controles), mostrou quatro
resultados positivos. Toxinas de C. difficile estavam presentes em 2,33% (1/43) dos casos e
em 4,20% (3/72) dos controles (Figura 2), como sera descrito a seguir.

- Paciente de 49 anos, colonizado e infectado por C. difficile apresentou sintomas de
dor abdominal em cdlicas, diarreia liquida, durante sete dias, com frequéncia de quatro vezes
ao dia, vomitos, febre de 37,5°C e leucocitose (19.000/mm?), além de imunossuprimido (pelo
Tx renal, corticoterapia e imunossupressor), usou antimicrobianos de largo espectro
(ciprofloxacina, sulfametoxazol + trimetoprima). Adquiriu infec¢do urinaria, um dia apés o
término da DN, cujo agente etiolégico foi Escherichia coli, produtora de ESBL, aumentando
a morbidade deste paciente. Figura 2.

- Paciente-controle de 24 anos, assintomatico, apresentou toxina positiva de C. difficile
em amostra fecal, estava em imunossupressdo pela leucemia mieldide aguda (LMA),
guimioterapia e corticoterapia. Além disso, usou sulfametoxazol+trimetoprima,
piperacilina/tazobactam, vancomicina, levofloxacina e meropenem. Outro controle de 60
anos, assintomatico, estava em imunossupressdo pela realizacdo do Tx renal, uso de
imunossupressor, corticoterapia e antiviral (valaciclovir/ganciclovir); usou sulfametoxazol
+trimetoprima, piperacilina/tazobactam, teicoplanina e meropenen. O terceiro controle, de 55
anos, também assintomatico, estava em imunossupressdo pela realizagdo do transplante
hepatico, uso de imunossupressor, corticoterapia e antiviral (valaciclovir); usou

sulfametoxazol + trimetoprima e ampicilina + sulbactam. Figura 2.
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Figura 1. Placa de ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) de ambas toxinas A e B de Clostridium difficile

Fonte: elaboracdo prépria, com os dados da pesquisa (2014).

Na analise dos fatores de risco, o periodo é considerado, para 0s casos, desde a
admissdo até um dia antes do aparecimento da diarreia, e todo o internamento, para 0s
controles. Alguns fatores de risco destacaram-se, estatisticamente, quanto a sua significancia
em relacdo a ocorréncia do episédio diarreico. Destes, é possivel citar o uso prévio de
antimicrobianos e nutrigdo enteral por sonda nasogastrica.

A variavel alimentacdo enteral correspondeu a 11,36% dos pacientes acometidos por
DN e 1,40 % dos controles, sendo um determinante bastante significativo, p = 0,029 (< 0,05).
(Tabela 1). Séo necessarios, porém, estudos posteriores para identificacdo das causas.

Houve associacdo da ocorréncia da diarreia com o uso de ciprofloxacina, p = 0,020 (<
0,05), nos casos 18,20% (8/44) em comparacdo com 4,20% (3/72) dos controles; com o0 uso
de metronidazol, p = 0,00 (< 0,05), em 36,40 % (16/44) dos casos ¢ 9,70% (7/72) dos
controles e de polimixina B, p = 0,010 (< 0,05), em 15,90% (7/44) dos casos e 2,80% (2/72)
dos controles (Tabela 1). Nenhum outro antimicrobiano, como clindamicina, cefalosporinas
de terceira geracdo e penicilinas, ou outro fator de risco, como uso de inibidores da bomba de
prétons, corticoterapia, quimioterapia, e imunossupressor, foi associado com diarreia

nosocomial.
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Quando analisado o numero de variados antimicrobianos usados por paciente,
verificou-se que existe associacdo entre a quantidade de antibidticos utilizados e o
aparecimento da diarreia, p = 0,013 (< 0,05), ou seja, existe indicagdo de algum
comportamento diferente entre casos e controles em algum dos intervalos de consumo de
antibioticos. A analise multivariada, mediada pelo modelo de regresséo logistica, mostrou que
0 uso de > 6 antimicrobianos por paciente é uma significante associagdo com o aparecimento
da diarreia (Tabela 1).

6.3.2 Outras caracteristicas associadas com diarreia nosocomial (DN)

Com relagdo a variavel duragdo da hospitalizagdo, existe diferenca estatistica
significativa entre as médias dos casos e controles e presenca da diarreia p = 0,013 (<0,05).
Enfatizando, que este periodo € considerado, para os casos, desde a admissao até um dia antes
do aparecimento da diarreia, e todo o internamento, para os controles A duracdo média do
tempo de internamento para os casos foi de 36,5 dias £ 20,7 com um minimo de nove dias e
maximo de 93 dias. Para os controles, a média de internamento foi de 27 dias + 18,6 com um
minimo de sete dias e maximo de 104. A duracdo da hospitalizacdo dos pacientes com DN
foi, em média, nove dias a mais do que seus controles (Tabelal).

Quanto ao quadro clinico, os sinais e sintomas mais frequentes foram vémitos, c6licas
e febre, existindo associagéo estatisticamente significante entre o aparecimento da diarreia e a
presenga destes sintomas, p = 0,00 (p < 0,01). Os vomitos aparecem em 12,06% (14/44) dos
casos e 3,44% (4/72) dos controles; a colica em 23,28% (27/44) dos casos e 1,72% (2/72)
controles; e febre em 17,24% (20/44) dos casos e 6,90% (8/72) dos controles. Os sintomas
que acompanharam o paciente colonizado [25% (1/4)] e infectado por C. difficile foram
diarreia liquida, durante sete dias, com frequéncia de quatro vezes ao dia, colicas, vémitos,
febre de 37,5°C (considerando-se febre um aumento da temperatura do corporal acima de
37,2°C) e leucocitose de 19.000/mm?. Este paciente apresentou ITU logo apés o término da
DN por E. coli produtora de ESBL (Figura 2).

A quantidade de leucdocitos no sangue periférico ndo teve associacdo estatisticamente
significativa para diarreia (Tabela 2).

O teste imunoenzimético ELISA TOX A/B para C. difficile identificou quatro
amostras positivas, sendo 75% (3/4) em controles, ou seja, foram colonizados por C. difficile,

mas sem apresentarem diarreia. Outros agentes causadores de infeccdo hospitalar (IH) nédo
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estavam presentes, nestes trés pacientes, pelo monitoramento da CCIH. Impdem-se dizer que
coproculturas ndo foram feitas (Figura 2).
Os 6bitos corresponderam a 6% (7/116) dos pacientes, trés casos e quatro controles.
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Figura 2. Aquisi¢do nosocomial de Clostridium difficile e acompanhamento dos pacientes do
estudo caso-controle no HUWC/UFC de 2012 a 2013

Populacéo do estudo (N = 966 pacientes)
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|
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Fonte: elaboragdo prdpria, com os dados da pesquisa (2014).
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6.4 Outras infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), adquiridas por pacientes

do estudo caso-controle monitoradas pela CCIH/HUWC

A taxa geral de incidéncia de infeccdo hospitalar no periodo em estudo foi 7,17%
(CCIH/ HUWC, 2013); a taxa de infec¢do no Tx Renal foi de 3,98% (13 infec¢bes/327 altas),
no Tx Hepético, 2,59% (9 infecgdes/347 altas) e, na Hematologi,a 2,39% (6 infecgdes/251
altas).

Destas infeccOes foram isoladas 28 bactérias, obtidas de amostras biologicas nos
pacientes do estudo caso-controle. Nos pacientes com diarreia nosocomial, foram
identificadas 36,40% (16/44) das IH, com isolamento de patdgeno em 32% (14/44) durante ou
apos a diarreia.

Quanto aos patogenos isolados, Escherichia coli representou 35,72% (10/28) das
bactérias isoladas em casos e controles, e foram provenientes, principalmente, de infeccdes
urinarias. A segunda bactéria com maior prevaléncia entre as amostras foram a Klebsiella
pneumoniae 17,90% (5/28) oriunda, principalmente, de infec¢Bes urindrias e sanguineas,
seguida de Staphylococcus (coagulase negativa e hominis) (4/28) de infeccbes sanguineas.
Outras bactérias somam 32,15% (9/28): Serratia (2/28), Pseudomonas (2/28), Elizabeth
meningoseptica (1/28), Burkholderia cepacia (1/28), Enterobacter cloacae complex (1/28),
Aeromonas hydrophila (1/28) e Acinetobacter baumanni (1/28), (Gréfico 2).

Os tipos de IH identificados por intensidade de acometimento nos casos e controles
foram infecdo do trato urinario - ITU 54% (15/28), da corrente sanguinea - ICS 32% (8/28),
do sitio cirargico - ISC 11% (3/28) e de partes moles - IPM 4% (1/28), (Grafico 3).

A ITU foi confirmada em 25% (7/28) dos casos, sendo associada a Escherichia coli
(3), Klebsiela pneumoniae ssp pneumoniae (2) e Pseudomonas spp (2); seguida da ICS
21,43% (6/28) associada a Staphylococcus coagulase negativa (2), Klebsiela pneumoniae ssp
pneumoniae (1), Enterobacter cloacae complex (1), Escherichia coli (1), Aeromonas
hydrophila/caviae (1) e ISC 3,60% (1) associada a Acinetobacter baumanni (1) e IPM 3,60%
(1/28) associada & Escherichia coli (1).

A ITU foi identificada em 29% (8/28) dos controles, sendo associada a Escherichia
coli (5), Klebsiela pneumoniae ssp pneumoniae (1), Burkholderia cepacia (1), Serratia
rubidea (1); seguida de ICS 11% (3/28) associada a Staphylococcus hominis ssp. hominis (1),
Staphylococcus coagulase negativa (1), Serratia marcens (1) e ISC 7,14% (2/28) associada a

Klebsiela pneumoniae ssp pneumoniae (1), Elizabeth kingea meningoseptica (1).



il i

I

Ceousa

B> B>A4-TvwOIT f:-.f

GRAFICOZ Patogenos |solados de mfecgéo hospltalar, - S

em pamentes de alto rlsco, no HUWC em 2012

10

Grafico 3. Topografias das infec¢bes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) em pacientes de estudo caso-
controle no HUWC, em 2012

4%

11%

ITU
‘ 1S

54% mISC
32%

\ | _/ -

46



47

7 DISCUSSAO

O HUWC é um hospital publico de ensino, composto de 247 leitos com atendimento
de alta complexidade, cuja clientela é constituida por pessoas carentes de recursos financeiros,
principalmente, da cidade de Fortaleza, Estado do Ceard, do Nordeste do Brasil e das regides
circunvizinhas. Os pacientes provenientes de outras regides do Pais sdo atendidos em sua
maioria para a realizacdo de transplantes. Tendo em vista as caracteristicas peculiares desse
hospital, o atendimento de grande parte da populacdo brasileira por hospitais publicos, bem
como o crescimento da populacdo de pacientes imunossuprimidos, ressalta-se a importancia
deste estudo para a comunidade.

A incidéncia da diarreia nosocomial (DN) neste estudo foi 4,56% (44/966), dez vezes
maior do que na Turquia, um pais situado entre a Asia e a Europa, cuja taxa de DN foi 5 para
1000 pacientes admitidos (ERGEN et al., 2009). A incidéncia da DN observada numa
casuistica em Minas Gerais foi 2,6% (RIBEIRO et al., 1998). Em Unidade de Terapia
Intensiva, também em Minas Gerais, ha relatos de uma incidéncia de 29,9% (BORGES, et al.,
2008). Estudos clinicos indicam que cerca de 12% a 33% de pacientes hospitalizados
desenvolvem diarreia (GAREY et al., 2006; MCFARLAND, 1995; SAMORE et al., 1994).

Em estudo anterior a este, no HUWC, durante 18 meses de pesquisa na Enfermaria de
Hematologia, verificou-se um declinio na casuistica da DN, ap06s 12 meses de vigilancia até
0s 18 meses finais (de 6,9% para 4,9%). Esse resultado que se mantém na pesquisa atual,
mesmo envolvendo outras clinicas com pacientes de alto risco, conduzindo a se pensar num
reflexo das medidas de controle de infeccdo, implementadas neste hospital (MESQUITA et
al., 2011).

A média de idade dos pacientes com diarreia foi de 46,46 anos e a mediana 47,28
anos. O mais jovem paciente entre ambos, casos e controles, tinha 12 anos, e o mais velho 72
anos em ambos os grupos. O fator idade néo teve significancia para desencadear a diarreia,
portanto, parece ndo proporcionar risco no meio local. Um dos fatores que justificariam seria
a baixa proporgéo de pacientes idosos nesta populacéo, haja vista que 0 grupo de pacientes
com idade > 65 anos correspondeu a 18, 19% dos casos e a 8, 33% dos controles. O grupo
com idade acima de 50 anos correspondeu a 20% dos casos e 16,7% dos controles.

A literatura aponta a idade avancada como fator de risco para esta doenga, com um
aumento marcante da incidéncia da diarreia associada ao C. difficile (DACD) em pacientes
hospitalizados ap0s a idade de 50 anos, e a taxa de mortalidade aumentada a partir de 65 anos
de idade (LOO et al., 2005) e > 75 anos (WENISCH et al., 2012; LABBE et al., 2008). Em
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uma Unidade de Cuidados Intensivos, a média de mortalidade atribuida a ICD foi de 55.5
anos e 37,9% dos pacientes estavam acima de 60 anos de idade (MARRA et al., 2007) Em
estudo realizado em S&o Paulo, Brasil, a média de idade entre pacientes com diarreia
nosocomial foi de 53,9 anos (MARCON; GAMBA; VIANNA, 2006). No Rio de Janeiro, C.
difficile foi isolado de pacientes com média de idade de 48 anos (BALASSIANO, 2011).

Neste experimento a duragdo média da diarreia foi de 6,6 dias. Estudos mostram
resultados diferentes quanto a duracdo média da diarreia nosocomial de 5 + 2 dias (Mac
FARLAND, 1995), enquanto outros apontam uma duragdo > dez dias (WENISCH et al.,
2012). Em estudo de pacientes transplantados renais na Beélgica, foi relatada diarreia grave,
com duracao > sete dias (MAES et al., 2006).

Neste estudo caso-controle, o tempo médio dos dias da admissdo até o inicio da
diarreia, foi 17 dias. Num estudo em Minas Gerais o0 tempo do inicio da diarreia em relacéo a
internacdo foi 17,8 dias (BORGES et al., 2008). Em estudo que analisou a ocorréncia da
diarreia associada a antibidticos (DAA) em pacientes hospitalizados, na Suécia, a média de
tempo, desde a admissdo hospitalar até o inicio dos sintomas, foi 13 dias (WISTRON et al.,
2001). Num hospital de ensino em Jerusalém, estudo analisou a presenca da toxina nas fezes
em relacdo ao tempo de hospitalizacdo; mostrou que os pacientes com presenca de toxina de
C. difficile nas fezes permaneciam de 21.2 £12 dias internados antes do inicio da diarreia e
aqueles com toxina negativa 15 + 12,7 dias (SCHWABER et al., 2000).

Neste estudo, a duracdo da hospitaliza¢do foi em média 36,5 dias para os casos e 27,15
dias para os controles com um aumento de nove dias, em média, para 0s casos. Pacientes com
diarreia permaneceram, significantemente, mais tempo internados do que seus controles. DN
desenvolveu-se, nos casos, cerca de 17 dias apos a admissdo hospitalar, Este dado, comparado
com a média de permanéncia de 27 dias para controles, sugere que a diarreia nosocomial
causou aumento da permanéncia hospitalar e ndo o oposto.

Diarreia de aquisicdo hospitalar ¢ descrita como fator para prolongar o tempo de
hospitalizagcdo em 26 dias (FORSTER, 2012). A ocorréncia de IH determina um aumento no
tempo de internacdo em cinco dias, em média, nos custos de internacdo e nos indices de
mortalidade na populacdo acometida (APECIH, 2008).

Estudos desenvolvidos pelo CDC, Atlanta, mostram que a infeccdo hospitalar
prolonga a permanéncia dos pacientes no hospital em, pelo menos, quatro dias, ao custo
adicional de US$ 1.800,00 (PEDROSA et al., 2009). Nos Estados Unidos, DACD tem um
custo estimado entre US$ 435 milhdes a US$ 3 bilhdes de ddlares, anualmente,

(BLONDEAU, 2012). Havendo prolongamento no tempo de internacdo, os pacientes ficam
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mais expostos a patdgenos hospitalares e a mais procedimentos terapéuticos, aumentando 0s
riscos para aquisicdo de infeccao hospitalar (IH).

Neste estudo, pacientes com diarreia nosocomial permaneceram mais tempo
internados, e tiveram mais vomitos, mais colicas e febre do que seus controles. A duracdo da
hospitalizacdo, bem como os sintomas mencionados, foram significativamente associados a
ocorréncia da DN (Tabela 2). Este prolongamento do periodo de hospitalizagdo, imposto pela
diarreia e suas consequéncias, certamente, repercutiu em aumento da morbidade e de custos
hospitalares, embora ndo tenha havido nenhum 6bito ocasionado, diretamente, por diarreia
nosocomial.

Estudos mostram que colite associada ao C. difficile representou séria complicacéo
apos transplante de 6rgdos solidos (TOS), como coracdo, pancreas, figado, pulmao, rins-
pancreas e de medula. Além disso, todos os pacientes com colite associada a C. difficile
apresentaram diarreia e dor abdominal, com incidéncia da diarreia associada a C. difficile
variando de 2% a 8% (NEFF, 2010; ALBRIGHT et al., 2007; STELZMUELLER et al., 2007;
GINSBURG; THULUVATH, 2005).

Em paises desenvolvidos, DN é causa comum em pacientes adultos hospitalizados e
uma complicacdo subestimada, especialmente, em pacientes hospitalizados de alto-risco
(internados em unidades de terapia intensiva, de transplantes e de oncologia). Pode-se
exemplificar Portugal, cuja incidéncia anual média foi de 0,37/1000 internamentos (VIEIRA
et al., 2010), a Espanha, cuja incidéncia de infeccdo associada a C. difficile aumentou de 0,39
a 1,2 caso para 1000 pacientes hospitalizados (ASENSIO et al., 2008).

Embora C. difficile seja apontado como a causa primaria em paises desenvolvidos, se
conhece pouco sobre outros fatores de risco da DN. Em muitos casos, pode predominar uma
etiologia ndo infecciosa, incluindo medicacdes, com seus efeitos colaterais, ruptura da
microbiota intestinal, doenca de base e alimentacdo enteral (POLAGE; SOLNICK; COHEN,
2012; MAES et. al., 2006; RIBEIRO et. al., 1998; McFARLAND, 1995).

Quando avaliados os possiveis fatores de risco relacionados a ocorréncia da diarreia na
populacdo deste estudo, as causas incluiram antimicrobianos e procedimentos terapéuticos. C.
difficile enterotoxigénico foi isolado de paciente com diarreia e de pacientes - controle.
Verificou-se que tiveram significancia estatistica o uso de algumas classes de
antimicrobianos, bem como a quantidade de antimicrobianos usados por paciente e ingesta de
alimentacéo enteral.

Neste estudo, alimentacdo enteral foi fator de risco para DN. Este resultado esta de

acordo com a literatura, que aponta a importancia de se avaliar a etiologia ndo infecciosa da
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diarreia, incluindo medicacg6es, doenca de base e alimentacdo enteral (POLAGE; SOLNICK;
COHEN, 2012; SCHWABER et. al., 2000; RIBEIRO et. al., 1998). Verifica-se que uma
proporcao significativamente maior de casos foi submetida a esta modalidade nutricional em
relacdo aos controles.

Relatos sobre nutricdo enteral predispondo a diarreia ja foram divulgados ha mais de
uma década em Minas Gerais, tendo-se concluido que 40% dos pacientes que apresentaram
diarreia nosocomial haviam sido submetidos a nutri¢cdo enteral, comparados a 5% no grupo
sem diarreia. Estes resultados podem estar associados a estase intestinal, contaminacdo do
nutriente ou mesmo uso de medicacdes antiacidas, predispondo a ocorréncia deste agravo
(RIBEIRO et al., 1998).

Quanto aos antimicrobianos, houve significante associacdo entre o numero de
antimicrobianos usados e o aparecimento da DN, representado pelo grupo de pacientes, que
usou mais de seis antibioticos diferentes. Ciprofloxacina, metronidazol e polimixina foram as
classes de antimicrobianos usados e estatisticamente associadas a DN.

Em consonancia os resultados deste experimento um dos fatores significantemente
associado com DN foram pacientes que receberam maior nimero de antimicrobianos
distintos, em uso de antibidticos de largo espectro e imunossuprimidos pela doenca de base ou
pela terapia (BALASSIANO et al., 2011; SCHWABER et al., 2000).

Em pacientes hospitalizados, antibioticos e outras intervengdes causam diarreia,
mediante rompimento da microbiota intestinal nativa, principalmente antibidticos de largo
espectro e aqueles que alcangam altas concentragdes no lumen do colon intestinal, sendo este
desequilibrio entre esta microbiota e 0 hospedeiro o primeiro passo para o estabelecimento da
ICD. Penicilinas, B- lactdmicos com inibidores de P-lactamases por administragdo 1V,
teicoplaninas, carbapenémicos, quinolonas (em especial, ciprofloxacinas), cefalosporinas,
principalmente as de terceira geracdo (cefotaxima, cefotazidima), e clindamicina, sao
intensamente implicadas (POLAGE; SOLNICK; COHEN, 2012; BALASSIANO et al., 2010;
PEPIN et al., 2005; LEGARIA; LUMELSKY; ROSETTI, 2003; SCHWABER et al., 2000).

Os antibidticos mais frequentemente implicados na predisposicdo a ICD sdo
fluoroquinolonas, clindamicina, cefalosporinas e penicilinas. Praticamente, contudo, todos 0s
antibioticos, incluindo metronidazol e vancomicina, podem predispor ao C. difficile
(HOOKMAN; BARKIN, 2009).

Poder-se-ia pensar, também, quanto ao impacto do uso do metronidazol, nos pacientes
em estudo, que ocorreu numa proporcao cinco vezes maior nos casos (estes pacientes usaram

metronidazol 4,56 + 7,402 dias em média, antes do aparecimento da diarreia). A0 mesmo
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tempo em que poderia ser causa da diarreia, poderia mascarar os efeitos das toxinas,
reduzindo sua detec¢do aos testes imunoenzimaticos.

Neste estudo, foram investigados aspectos da diarreia nosocomial e doenca associada a
C. difficile. A incidéncia de C. difficile foi de 0,11% (01/966 internamentos).
Comparativamente, estudo em Portugal, considerando um cenario nao epidémico, a incidéncia
foi de 1,6 caso/1000 internamentos (SILVA et al., 2012); na Bélgica, a média de incidéncia
de ICD em 150 hospitais pesquisados foi 1,87; 1,82 e 1,52 para 1000 admissdes, em 2008,
2009 e 2010, respectivamente (VISEUR et al., 2011).

No Rio de Janeiro, um surto da diarreia associada ao C. difiicile em uma unidade de
tratamento intensivo mostrou taxa média de incidéncia de 1,8 por 1000 pacientes.
Ligeiramente inferiores e mais concordantes com os indicadores desta investigagdo, na
Espanha, a incidéncia permaneceu de 0,39 a 1,22 caso/1000 internamentos de 1999 a 2007
(ASENSIO et al., 2008). Apesar das diferencas, € interessante realcar a tendéncia para o
crescimento do nimero de casos desta infeccdo no ambiente hospitalar.

A andlise de C. difficile foi feita pela deteccdo, em amostras fecais, de exotoxinas
produzidas pela bactéria, mediante o teste imunoenzimatico ELISA TOX A/B. O método
enzimatico usado neste estudo detectou, simultaneamente, a presenca das toxinas A/B de C.
difficile na proporcéo de 2,33% (1/43) das amostras de fezes diarreicas (casos) e de 4,17%
(3/72) nas amostras de fezes formadas (controles). Portanto, tem-se que a toxina A/B foi
identificada em quatro amostras de fezes, das quais 75% (3/4) foram de pacientes sem diarreia
e 25% (1/4) de paciente com diarreia. Estes pacientes com toxina positiva estavam sob
imunossupressdo e em uso de terapia antimicrobiana de largo espectro, condicdes
consideradas fatores de risco para o desenvolvimento de ICD.

Segundo Bartlet (1990), para que ocorra a doenca associada ao C. difficile, faz-se
necessario um distarbio da flora bacteriana intestinal, uma fonte de contaminacéo relacionada
a bactéria, a producdo de toxina e pacientes idosos, que juntos formam os quatro componentes
criticos para desencadear esta doenga, condi¢fes féaceis de encontrar em pacientes
hospitalizados.

Na vigilancia epidemioldgica, a definicdo de caso associado a infeccédo por C. difficile
deve incluir a presenca da diarreia ou evidéncia de megacdlon e/ou um teste diagnostico
positivo ou evidéncia de colite pseudomembranosa, demonstrada por endoscopia ou por
histopatologia (COHEN et al., 2014; NEVES et al., 2008).

O espectro de manifestacfes clinicas da doenca associada a C. difficile € bastante

abrangente, e estas podem variar desde auséncia, diarreia ndo complicada, septicemia, e
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mesmo morte (SUNENSHINE; MAcDONALD, 2006). Além disso, a doenca associada a C.
difficile deve ser considerada em qualquer paciente com diarreia nosocomial, que esteja
recebendo ou que tenha recebido antibidticos recente em especial, se febre também esta
presente (POUTANEN; SIMOR, 2004; BARTLET, 2002).

Pacientes-controle tiveram colonizacao assintomatica por C. difficile toxigénico. Estes
portadores, embora assintométicos, sdo uma fonte potencial da disseminacdo hospitalar para
outros pacientes e servem como reservatorio para a contaminacdo ambiental, desde que cerca
de 3% dos adultos saudaveis e 20% a 40% de pacientes hospitalizados séo colonizados por C.
difficile, tornando-se um fator de risco para a doenca, quando tratados com antibioticos, que
destroem a microflora intestinal nativa (HOOKMAN; BARKIN, 2009).

O risco de colonizacdo por C. difficile € proporcional ao tempo de hospitalizacéo,
variando de 1% em pacientes com uma semana de internacdo a 50% entre aqueles que
permanecem mais de quatro semanas (POUTANEN; SIMOR, 2004).

Pesquisa caso-controle, na Sérvia, isolou C. difficile toxigénicos e ndo toxigénicos, de
amostras de fezes diarreicas e formadas. A proporcéo encontrada foi 66,25% (53/80) A+/B+;
1,25% (1/80) A/B+ e 32,50% (26/80) A/B ~, nos pacientes com diarreia. No grupo-controle,
C. difficile toxigénico foi cultivado em amostras de dois pacientes 2% (2/100) e C. difficile
ndo-toxigénico de cinco pacientes 5% (5/100). Esta pesquisa confirma a importancia clinica
de C. difficile em pacientes com DN e a possibilidade de sua transmissao, evidenciada em
pacientes assintomaticos (PREDRAG, 2012).

Além de outros aspectos, a reduzida taxa de incidéncia de C. difficile, no meio local,
poderia ser atribuida a realizagdo, somente, do teste imunoenzimatico para toxina A/B, sem
adicional isolamento de C. difficile, mediante a cultura anaerdbica das fezes em meio seletivo,
que é método indicado em estudos epidemioldgicos (PEDRAG et al., 2012).

Diretrizes para diagnéstico de C. difficile sugerem que somente métodos enzimaticos
para toxina A e B ndo devem ser usados como testes por terem a sensibilidade reduzida (75%
- 95%), quando comparado a padrbes de referéncia (SURAWICZ et al., 2013), como o
método-padrdo de cultura de tecido. Isto porque, embora a sensibilidade do método
imunoenzimaticos utilizado neste estudo seja recomendavel (83,3% a 96%), além de este
detectar ambas TxA e TxB de C. difficile, ainda existe a possibilidade das amostras fecais
conterem baixos niveis destas toxinas, inviabilizando a detec¢do (VAISHNAVI, 2009).

Além disso, resultados do teste para deteccdo de toxina produzida por C. difficile séo
associados ao potencial do microrganismo em produzir doenga, ou seja, sdo diretamente

associados a severidade da doenca. De acordo com esta afirmacéo, resultados sdo positivos



53

em 15% a 25% de pacientes com diarreia associada a antibiotico e em 90% a 100% nos
pacientes com colite pseudomembranosa (CPM) (BARTLET, 1986). Mesmo assim, em 70%
a 80% dos casos, a deteccdo da toxina de C. difficile apresenta resultados negativos. Resultado
negativo de toxina nas fezes, entretanto, ndo exclui o diagnostico de ICD, portanto, a deciséo
de iniciar, parar ou continuar tratamento deve ser individualizada (COHEN et. al., 2010;
VIEIRA et. al., 2010).

Doenca associada a C. difficile ¢ mediada por toxinas (KIM et. al., 2011,
DUBBERKE, et al., 2008; BARTLET, 1979). Cepas patogénicas produzem duas distintas
toxinas (TxA e TxB), que sdo fatores de viruléncia primarios de C. difficile. (CARTER;
ROOD; LYRAS, 2012; HOOKMAN; BARKIN, 2009; GRONCZEWSKI; KATZ, 2006;
WARNY et al., 2005). Além destas, a cepa epidémica NAP1/B1 ribotipo 027 e 078 causa
surtos da diarreia e colite associadas a antibidticos e modifica a epidemiologia da ICD
(O’DONOGHUE; KYNE, 2011; HOOKMAN; BARKIN, 2009; LOO et. al., 2005; PEPIN et.
al., 2004). A alteracdo de uma doenga, anteriormente leve, noutra que pode causar severa
morbidade e mortalidade em poucos dias, desafia toda abordagem terapéutica para esta
infeccao.

No Brasil, estas informaces ainda s@o limitadas, principalmente quanto a incidéncia
de ICD, a disseminacdo deste patdgeno nas unidades hospitalares, o espectro genético de suas
toxinas e seu perfil de resisténcia antimicrobiana (BALASSIANO et. al., 2011;
BALASSIANO et. al., 2009; BORGES et al., 2008). Estudo anterior no HUWC/UFC, na
Unidade de Hematologia, diagndstico histopatolégico, evidenciou colite pseudomembranosa
(CPM), em paciente assintomatica para diarreia, até o dia do dbito. Referida paciente teve
morte subita, inviabilizando a coleta de amostra fecal para exame (MESQUITA et. al., 2011).

No Rio de Janeiro, identificou-se ICD em 27,1% dos pacientes em hospital
universitario por via de resultados obtidos por ELISA TOX A/B, bem como a identificacao
dos tipos clonais 233 e 133, enfatizando a ocorréncia de infeccdo cruzada (BALASSIANO et
al.,, 2011). Esses resultados enfatizam a importancia do diagndstico correto para um
tratamento bem-sucedido, evitando intervenc¢des mais invasivas ou evolugdo grave, desde que
o controle da ICD podera prevenir o surgimento de clones de C. difficile em hospitais, bem
como surtos epidémicos (BALASSIANO et. al., 2011; NEVES et al., 2008).

Cultivos de outras bactérias, fungos, virus e protozoarios, comumente causadores da
diarreia em pacientes hospitalizados, ndo foram realizados, e pode ser uma das limitagdes da
avaliacdo da diarreia neste estudo. Além de C. difficile, citomegalovirus ¢ uma etiologia

infecciosa comum em pacientes submetidos a TOS. Outros microrganismos patogénicos do
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trato gastrointestinal (TGI) pertencentes aos géneros Campylobacter jejuni, Salmonella
entérica, sorotipo Typhimurium, Candida albicans e, em menor quantidade, Rotavirus e
Cryptosporidium parvum ja foram isolados de pacientes com diarreia 61,54% (16/26), cujos
isolados foram C. difficile ndo toxigénicos (PREDRAG et. al., 2012; GINSBURG et al.,
2005).

A diarreia é também um efeito colateral frequente de medicamentos
imunossupressores. Para graus variaveis, micofenolato de mofetil (MMF), ciclosporina A
(CSA), tacrolimus e sirolimus estdo associados com a diarreia. Nesta investigacdo, entretanto,
0s imunossupressores ndo foram associados com diarreia nosocomial.

Considerando as diretrizes para vigilancia de C. difficile, chama a atencdo o fato de
que muitos pacientes podem adquirir C. difficile na instituicdo de salde e desenvolver os
sintomas da ICD ap0s a alta hospitalar, representando importante impacto sobre as taxas de
infeccdo na instituicdo (COHEN et. al., 2014).

Estudo prévio corrobora esta diretriz, evidenciando o inicio da ICD de cinco a 2.453
dias ap6s TOS, e colite por C. difficile representou complicagdo grave em pacientes pos-
transplantados, incluindo megacolon toxico, resseccdo coldnica e morte. Além disso, €
frequentemente observado aumento dramatico da incidéncia desta complicacdo, neste centro
(STELZMUELLER et. al., 2007).

Para controlar a DN, bem como a disseminacédo de C. difficile no ambiente hospitalar,
estratégias devem estar voltadas para o risco potencial de infec¢do cruzada e de como reduzi-
las, adotando-se medidas de controle do uso de antimicrobianos, identificando-se pacientes
com DN, isolando os colonizados e infectados, separando-os dos susceptiveis, além da

limpeza ambiental com hipoclorito de sédio e apropriada higiene das maos.
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8 CONCLUSOES

e Nos pacientes internados nas unidades de Hematologia, Transplante Hepatico e Renal
do HUWC, a incidéncia da diarreia nosocomial continua sendo importante tipo de
infeccdo hospitalar, comparando-se com estudo anterior neste hospital, e com a

literatura vigente.

¢ Nos pacientes das unidades de Hematologia, Transplante Hepético e Renal do HUWC,
a incidéncia de ICD foi baixa, compativel com a literatura, ndo configurando um

cenario epidémico.

e A presenca da diarreia nosocomial teve implicacdes clinicas em pacientes internados,
repercutindo na duracdo da hospitalizagdo. Por conseguinte, estes pacientes
permaneceram mais tempo expostos a outras infec¢bes nosocomiais em hospital

universitario, do Nordeste do Brasil.

e Diarreia nosocomial associada ao C. difficile impde riscos aos pacientes vulneraveis, e
a presenca de pacientes portadores assintomaticos de C. difficile enterotoxigénico

alerta para os riscos de infeccao cruzada e disseminacao intra-hospitalar.

e A etiologia néo infecciosa é importante causa da diarreia nosocomial, em pacientes
hospitalizados no HUWC.
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FOLHA N° B I

1. DADOS DEMOGRAFICOS DO PACIENTE B. Laudos Diagnésticos
Nome Hipotese diagndstico/ Diagndstico principal
Idade Sexo (1= Masc.; 2= Fem.) CI1D DATA

Diagnostico secundario

2. DADOS HOSPITALARES

C.I.D. DATA
Prontuério Leito N° C. Amostra
A. Unidade de Internagéo (1= Clinica I, Data da Coleta Hora N
2 = Transplante). Data de Admisséo — Consisténcia (1 =normal; 2 = pastosa; 3 = liquida)
de Alta Duragéo da
Internacgéo (dias).
Obito (1= sim; 2= n4o).
3. CARACTERISTICAS DA DIARREIA HOSPITALAR
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2 =ndo
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DIARRIIA NOSOCOMIAL E OUTRAS INFECCOES ADQUIRIDAS EM
HOSPITAL DE GRANDE PORTE

ANA MARIA CARDOSO MESQUITA'; MARTA MARIA COSTA FREITAS?
JORGE LUIZ NOBRE RODRIGUESH; ALDO ANGELO MOREIRA LIMA®.
1,2,3.HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO, FORTALEZA - CE -
BRASIL; 4.DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA DE UFC,
FORTALEZA - CE - BRASIL.

Palavras-chave: Infecgdo hospitalar;Clostridium difficile;diarréia nosocomial.

Introducao: Infecgio hospitalar (IH) é aquela adquirida apds a admissio do paciente,
manifestando-se na internagiio ou apos a alta, se relacionada com a hospitalizagio ou
procedimentos hospitalares. Diarréia associada a Clostridium difficile (DACd) é uma
das principais causas da diarréia infecciosa e estd relacionada a assisténcia a safde
(RAS). Os principais fatores que predispdem a DACA sfio a antibioticoterapia, a idade
avangada, o tempo de hospitalizagdo. O espectro de lesdo desta bactéria engloba o
portador assintomatico, diarreia associada aos antibidticos, colite pseudomembranosa ¢
colite fulminante. Objetivo: Determinar a incidéncia da diarreia nosocomial (DN), o
risco associado aClostridium difficile (CD) e outras infecgdes hospitalares em pacientes
vulneraveis. Metodologia: No Hospital Universitario da UFCE, em Fortaleza, um
estudo  caso controle  prospectivo  foi  conduzido de 06/ Fev/12 a
05/Fev/13. Casos: Pacientes com diarréia nosocomial. Controles: Os  que nio
adquiriram diarréia. DN foi detectada em 3 visitas semanais nos leitos de Hematologia,
Tx Hepatico e Renal. Controles foram pareados por idade, sexo, data de admissio,
Clinica, permanéncia e diagndstico do caso. DN foi definida como fezes de consisténcia
liquida, 3 ou mais vezes em 24 horas, apds 72 horas de admissdo, sem outras causas
inflamatorias ou procedimentos diagnosticos. Foi realizado ensaio imunoenzimatico que
detecta toxinas A e B de CD (ELISA TOX A/B II, TechLab, USA). Demais infec¢des
foram investigadas através das fichas de notificagio de infecgo hospitalar
(IH). Resultados: O indice geral de infecgdo hospitalar (IH) fo1 de 7,17%, em 2012. No
estudo caso-controle foi de 7.78%. A incidéncia da DN foi 4,76% (44 casos para 925
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altas). 72 pacientes controles foram pareados com os casos. CD foi encontrado em: caso
[1/43 (2.32%)]. controle [3/72 (4.17%)]. As topografias por intensidade de

acometimento e 0s patogenos causadores de IH foram trato
urinario (54%):Escherichia  coli, Klebsiela pneumoniae ssp  pneumoniae e
Pseudomonas spp, Burlkholderia cepacia e Serratia

rubidea; sanguinea (32%): Staphylococcus spp, Aeromonas hydrophila/caviae, E. coli,
Enterobacter cloacae complex e K. pneumoniae ssp pneumoniae e Serratia
marcescens, sitio  cirargico (11%): Acinetobacter — baumanni,  Elizabethkingea
meningoseptica, K.  pneumoniae  ssp  pneumoniae, partes moles (4%): E.
coli. Discussio: Estes agentes sfo referéncia em surtos hospitalares. Ocorréncia de CD
em pacientes controles sugere a condigiio de transportador assintomatico, transmissio
via fecal-oral e propagagdo de esporos no ambiente hospitalar. £. coli ¢ principalmente
associada com trato urindrio em IH relacionada a assisténcia a saide. Klebsiella em IH
urindrias e pneumonias. 4. baumannii ¢ uma importante causa de IH, superada pela P.
aeruginosa. Conclusao: Atualizagio da epidemiologia local promove o controle das IH.
DN impde riscos aos ja debilitados. Medidas de controle da DN devem ser enfatizadas,
além de pesquisa para outros enteropaldgenos.
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ANEXO-A
DOCUMENTO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA/HUWC

‘ Comitd de Etica em Pesquisa

cedCEP- Mo €9.¢7

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Rua Capitso Francisco Podro, 1290 ~ Rodolfo Teofilo - 80.430-370 - Fortaleza-CE
FONE: (85) 3)66-8549 / 1366-8613  E-MAIL: cephuwcihuwe ufc br

Protocolo n®: 108.09.09

Pesquisadora Responsdvel: Ana Maria Ribeiro Cardoso Mesquita

Departamento [ Servigo: CEAPS

Titulo do Projeto: “Diarréia nosocomial associada i Clostridium difficile, fenitipo ¢
gendtipo de residéncia antimicrobiana e fatores de viruléncia®

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio analisou
em reunidlo ordindria o projeto de pesqui pracitado e b | nas normas que
regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Sadde (Resolugdes
CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00, 347/05, 346/05), resolveu classifici-lo como:
APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagiio de relatdrio ao CEP-HUWC da pesquisa
dentro de 12 meses (data prevista: 09/10/10).

Fortaleza, 09 de outubro de 2009.

t"t:.‘___ AL
Dra. Ménica Cardoso Faganha
Coordenadora do CEP-HUWC
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ANEXO-B
DOCUMENTO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA/HUWC

X H{-‘“’Cﬂ"{”“ =
F.mw«' de Eticy em !';n»-. i
Lo CEP. 407 ¢ -qr”m

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitic Franciseo Pedro, 1290 — Rodolto Teofilo = §0 430-370 - Fortaleza GE
FONE [BS) 3366-8589 /| J366-8611 E-MAIL: cephuwc i huweute bd

Prowecolo n™: 108.09.09

Pesquisador Responsavel: Ana Mara Ribeiro Cardose Mesquim

Depuriamento | Servigo

o do Projets “Diarréis nosocominl associada & Clostridinm difficile, fendtipo ¢

atores de viruléncia™,

genolipo de resisténcid

Presad pesquisadora.

m resposti & solicitagio datada de 14 de tevereiro de 200 1, o Comné de Enca em

saquisa do Hospital Universiirio Walter antidio/UFEC informa ter aprivado @ extensio

da coleta de dados da refertda pesquisa aos pacienics |"|l\-‘[.ill\ﬂ:‘,iﬂf:i\[l!_‘!. tendo em vistl us

justificativas e esclarecimentos apresentados

Afenciosamente

Fortaleza. 03 de abril de 2011

I"_/ﬁxu-u = ,-;('_(-r—u.; e o ta
Dira. Maria de Fitima de Souza
Coordenadomn do CEP - HUW
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ANEXO-C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Convidamos vocé a participar do projeto de pesquisa intitulado  diarréia ial

associada @ clostridium difficile. fendtipo ¢ gendtipo de resisténci imicrobiana ¢ fatores de

viruléncia, Este projeto tem por objetivo estudar as diarréias ocorridas no Hospital Universitdrio
Walter Cantidio ¢ identificar fatores que fazem com gue estas doengas ocorram ¢ como podem ser

prevenidas.

Para realizarmos este estudo precisamos de sua participag Ihendo uma de fezes
¢ uma amostra de saliva. que serlio enviadas ao laboratirio para serem inadas. Nio havera
riscos ou desconli para vocd. A de feves deverd ser colhida por eliminagdo espontanca,
sem uso de laxantes ou qualguer outro tipo de | i L= sua salivaglo ndo scrd lad!
portanto ¢ 0 cuspir no recipi Estud fequados da diarréin de origem hospitalar podem

beneficiar todas os pacientes, através de medidas de prevengdo ¢ de controle a serem implantadas
pela Instituigdo. além de especificar o tratamento mais apropriado para os pacientes acometidos por
esta doenga ¢ daqueles que estdo sob riseo.

Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualguer momenlto, sem prejulzo para
sen na Instituigho. As infi des obtidas serflo analisadas para estudo ¢ seu nome ndo

serd mencionado. O pesquisador se compromete a utilizar os dados ¢ o muterial coletado somente
para esta pesquisa, Nio haverd gastos, nem compensagdes financeirs para vocé. Além disso. vocd
terd o direito de ficar sabendo dos resulindos obtidos, que forem do conhecimento do pesquisador.

Fm gualquer etapa do estudo voed terd acesso ao profissionai ponsd pela pesqui
para esclarecer qualquer divida, O principal investigador ¢ # Dra, Ana Maria Ribeiro Cardoso
Mesquita que pode ser la no enderego: Rua Joaguim Manoel Macedo, 1221, Bairro
Henrigue Jorge: telefones: 3366-8153/3290-1123. Se vocé tiver alguma consideraglo ou divida

sobre a élica da pesquisa, entre em contato com o Comité de ética em Pesquisa (CEP) do HUWC -
Rua Capitlo Francisco  Pedro 1200, Rodolfo  Tedfilo:  fone:  3366-8589; [

mail:cephuwe@huwe.ufc.br, Caso vocé se sinta sulici inli fo a resy dus
informagoes que leu ou que foram lidas para vocd sobre os propositos do estudo solici que

assing no espayo abaixo.

Data / /
Assinatuen do Paciente! representante legal

Data / /
Assinature dat testemunha

Tata / !

Assinmiura do responsivel pelo estudo

HUW
Crmitd do B

coacep- (o - €9-04 |
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ANEXOD

TESTE PARA TOXINA A/B II1 ™ DE CLOSTRIDIUM DIFFICILE (Clostridium
difficile TOX A/B teste from Techlab, Blacksburg, V.A., U.S.A.)

Ohbjetivo:

C. difficile TOX A /B II é um ensaio imunoenzimatico para detecgiio de toxinas
A e B produzidas por estirpes toxigénicas de Clostridium difficile. Ele pode ser usado
para detectar as toxinas A e B, em amostras fecais de pessoas suspeitas de terem a
doenga causada por esta bactéria. O teste € para ser usado como um auxiliar no
diagnodstico da doenga causada por C. difficile e os resultados devem ser considerados
em conjunto com a historia do paciente.

Principio:

Este teste utiliza anticorpos para a detecgdo da toxina A ¢ B de Clostridium
difficile. Os pogos de microtitulagio fornecidos com o kit contém anticorpo policlonal
de cabra imobilizado e purificado por afinidade contra as toxinas A e B. No ensaio, uma
aliquota da amostra fecal ¢ emulsionada no diluente ¢ a amostra diluida é entiio
transferida para o pogo de microtitulagio, contendo o anticorpo de detecgdo. Se as
toxinas A e B estlio presentes na amostra, se ligardo ao anticorpo de detecgio e ao
anticorpo policlonal imobilizado durante a fase de incubagio. Qualquer material nio
ligado € removido durante os passos de lavagem. Apds a adig¢do do substrato, a cor ¢
detectada devido ao complexo enzima-anticorpo-antigeno, que se forma na presenga de
toxina. O anticorpo de detecgiio é constituido por um anticorpo monoclonal conjugado
com peroxidase e a toxina B de anticorpo policlonal conjugado com peroxidase.

Materiais necessarios:

Kit Tox A/B teste para C. difficile (Techlab); pipetas; geladeira de 2°C a 8°C;
incubador a 37°C; misturador vortéx, agua destilada, espectrofotometro, tubos para a
diluigiio das amostras; crondmetro; papel toalha; container para descarte.

Precaucoes:

1. Usar luvas durante o procedimento;

2. Reagentes de diferentes kits nfio devem ser misturados. Nio usar um kit apds a
data de validade:

2. Os reagentes devem estar a temperatura ambiente antes do uso:

3. Astampas e pontas dos tubos dos reagentes sdo codificadas por cores, nido
mistura-las;

4. Ao manusear pogos de ensaio, nio riscar o fundo dos pogos, porque isto pode
resultar em leituras elevadas de absorbancia.
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Segurar frascos conta-gotas verticalmente para deixar cair a gota sem demora ¢

do tamanho certo;

6. As a mosiras ¢ pogos de microtitulagdo utilizadas devem ser imediatamente
descartadas apds o uso, como material potencialmente contaminado.

7. Os reagentes contém 0,2% de timerosal como conservante ¢ devem ser
manuseados com precaugdes laboratorial normal.

8. A solugdo de paragem contém 0,6 N de 4cido sulfurico. Lavar com dgua
imediatamente se ocorrer contato.

9. Nio retirar pogos de ensaio até pouco antes do teste. Micro pogos niio utilizados
podem ser colocados de volta na embalagem original, com o dessecante para os
proteger da humidade;

10. Executar o procedimento de lavagem conforme as instrugdes para evitar altas

reagbes de fundo.

. Para obter resultados optimos use amostras fecais em 24 horas de coletadas. As
amostras que estdo congeladas (-20 ° C ou menos) podem perder atividade
devido ao congelamento e descongelamento.

12. O substrato & sensivel a luz e deve ser protegido da luz solar direta ou de fontes

de UV.

Preparo e manuseio das amostras:

Nio utilizar amostras que foram coletadas ou armazenadas em formalina a 10%,
MF, SAF, ou PVA fixadores. Sempre que possivel, testar amostras de fezes com menos
de 24 horas de coleta. Armazenar amostras a -20 © C, ou inferior, se o teste ndo pode ser
realizada no prazo de 48 horas apdés a coleta. Amostras devem ser transportadas ¢
diluido no diluente de kit, logo que possivel. O diluente foi formulado para estabilizar
as toxinas em amostras fecais e minimizar a degradagio.

Preparando-se amostras diluidas:
Preparar um tubo de diluigiio para cada amostra a ser testada. Adicionar 200 uL diluente
para cada tubo. Etiquetar o tubo diretamente sobre o lado.

Preparando-se amostras para fezes formadas, utiliza-se uma vareta aplicadora para
transferir a amostra fecal para o tubo. Transfere-se uma quantidade igual em torno de 3
mm de diametro, com o aplicador para o diluente. Para fezes liquidas, usa-se uma
pipeta de plastico para transferir 50 pl. de amostra para tubo.

Homogeneizar os tubos por 10 segundos ¢ armazenar entre 2 ® ¢ 8 ® C até que o ELISA
seja realizado. Homogeneizar, novamente, antes de transferir a amostra diluida para a
micro titulagfio. Isto assegura uma mistura completa da amostra.
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Procedimento do teste:

1.

Adicionar uma gota (50 mL) do Comjugado (tampio vermelho) a cada pogo.

Certifique-se de segurar o tubo verticalmente ao adicionar as gotas. Use um pogo para

cada amostra de fezes, um pogo para o controle positivo ¢ um pogo para o controle

negativo. Marcar a posigiio de cada pogo.

2

6.

Transferir 100 p L das amostras diluidas (2 gotas, utilizando uma pipeta de
transferéneia do kit acessorio). Adicione 1 gota (50 mL) para o Controle Positivo
(tampa preta) o e 50ul. do controle negativo (ou seja, o proprio diluente) .

Cortar a folha de plastico adesiva com o tamanho necessario para cobrir 0s pogos. €
incubar a 37 C + 2 °U C durante 50 minutos ¢ Incubar a 37 © C + 2 © C por 20
minutos.

Descartar o contetido dos pogos e lava-los com solugdo de lavagem. Cobrir a placa
com uma toalha de papel seco e repetir a lavagem quatro vezes usando uma toalha
de papel seca de cada vez. Se quaisquer particulas sfio vistas nos pogos, continuar a
lavagem até que toda particula seja removida.

Remover completamente todo o liguido residual nas cavidades batendo a placa mais
uma vez em uma toalha de papel seco até remover todo o excesso de liquido.
Descarte de toalhas de papel ¢ recipientes de amostras corretamente.

Apds a lavagem, adicionar duas gotas (100 ul) de tampao de substrato (azul) a cada
pogo. Agitar levemente os pogos para misturar o substrato. Incubar os pogos a
temperatura ambiente duranie 10 minutos. Bata levemente os pogos novamente em
5 minutos.

Adicionar 1 gota de solugdo de parada (tampa amarela) a cada pogo. Bater
levemente os pogos e esperar dois minutos antes da leitura. A adigio da solugdo de
paragem converte a cor azul a uma cor amarela que pode ser quantificada através da
medigdo da densidade optica a 450 nm num leitor de microplacas ELISA em filtro
de 450 nm. Seque a parte inferior de cada pogo antes de se medir a densidade optica.
Leia dentro de dez minutos apds a adigiio da solugdo de paragem.

9. Registrar os valores de absorbancia para o controle positivo, controle negativo, e cada

amostra testada.

Notas:
1. Leitor de ELISA [Especificagdes: espectrofotometro Microplate ELISA Reader (BIO-
RAD, USA) em filtro de 450 nm e filtro de referéncia de 620 nm.]
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2. Nao é possivel distinguir qual toxina é detectada, visto que o kit detecta ambas as
toxinas simultaneamente.

3. A lavagem dos pogos foi realizada de forma manual, assim como as diluigbes.

Fortaleza, 16 de maio 2013.
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ANEXOE

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE FEZES

Projeto: Diarreia Nosocomial Associada ao Clostridium difficile, Fendtipo ¢ Gendtipo de

Resisténcia Antimicrobiana ¢ Fatores de Viruléncia.
SOP

Recepgio e Armazenamento de Amostra de Fezes

1. Objetivo:

Este documento descreve os procedimentos para o recebimento de amostras de fezes
coletadas dos sujeitos do estudo. Os procedimentos sio designados para manter a
integridade das amostras clinicas através de manipulagio, armazenagem € manuseio

adequados dos registros associados.

2. Responsabilidade:
O coordenador de campo ¢ responsavel por garantir que a metodologia padrio descrita

aqui seja seguida na coleta e transporte de fezes.

3. Material
3.1 Criotubos;
3.2 Refrigerador;
3.3 Freezer -20 ¢ -70°C;
3.4 Etiquetas com cadigo de barra para identificagio das amostras;
3.5 Racks para criotubos;
3.6 Computador com programa Controle de amostras LDI;
3.7 Impressora de codigo de barra;
3.8 Leitor de codigo de barras;

3.9 Caixas para estocagem;
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4. Procedimento

4.1 Seguranga

A. As precaugdes universais devem ser seguidas durante o manuscio das amostras.

(http://www.cde.gov/ncidod/dhgp/gl _isolation_standard.html).

B. Os técnicos devem usar equipamentos de protecio individual (EPI) adequados
(ex. luvas, mascaras, ¢tc.) durante o manuseio das amostras. bem como durante

o manuseio de itens no freezer.

C. Desinfetar as dreas de trabalho antes ¢ apds a realizagio destes

procedimentos.

4.2 Recebimento das Amostras de fezes

A.O téenico do laboratorio ird receber as amostras ¢ assinar o protocolo de

recebimento;

B.O Laboratério de Doengas infecciosas funciona de Segunda a Sexta das 09:00 as
17:00 horas;

C. Ao chegarem, as amostras serfio etiquetadas com codigo de barra e darfio

entrada no formulario de registro de recebimento;

D. As amostras devem estar sob refrigeragio entre 2-8°C.
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4.3 Aliquotagem e armazenamento

A, Serdo armazenadas 4 aliquotas de fezes sem conservante que serfio armazenadas

para os testes a que se propdem;

B. As amostras terdo posigio definida dentro dos congeladores e caixas depois que

dio entrada no sistema de Controle de amostras.

5. Referéncias

- DMID Protocol 05-0071: Micronutrient Intervention in Brazil Long Term Impact and
Intervention with Micronutrients

- Orientation Manual: Good Clinical Practices (17Jan.1997)
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