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Lista de abreviaturas utilizadas

ICD: infecgao por Clostridium difficile

IRAS: infec¢do relacionada a assisténcia a saude

BI/ NAP1/ 027: restricAo na analise de endonuclease tipo Bl/ norte-americano
electroforese em gel de campo pulsado tipo 1/ ribotipo da cadeia polimerizada
027

PaLoc: patogenicidade codificante da toxina

INCA: Instituto Nacional do Cancer

OMS: Organizagdo Mundial da Saude

EIA: ensaios imunoenzimaticos

GDH: glutamato desidrogenase

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

DNA: acido Desoxirribonucleico



Resumo da Dissertagcéo

Introducdo: A infeccdo por Clostridium difficile (ICD) € a principal causa de
diarreia relacionada a assisténcia a salde em adultos nos paises desenvolvidos,
e esta associada a morbidade, surtos hospitalares e custos significativos. Dados
epidemioldgicos brasileiros, no entanto, sdo muito escassos. Objetivos:
Determinar a prevaléncia de ICD em pacientes hospitalizados, rastrear a
presenca da cepa hipervirulenta e avaliar a contaminacao de alimentos por C.
difficile. Material e Métodos: Estudo observacional prospectivo conduzido em
oito hospitais brasileiros e em dois unicos dias (08/03 e 12/07/17). Pesquisamos
pacientes adultos com fezes ndo formadas, coletamos dados demograficos e
clinicos. E concomitante pesquisamos carnes comercializadas. Os métodos
diagnosticos foram: PCR em tempo real (Cepheid; Xpert C. difficile), cultura das
fezes em anaerobiose, utilizando-se meio seletivo (UFRGS) e MALDITOF.
Resultados: Entre os 6.374 pacientes pesquisados, 153 apresentaram diarreia
(2,4%) e 19/153 foram positivos para ICD (12,4%). A prevaléncia ICD no veréo
foi de 13,3% (12/90) e 10,9% (7/63) no inverno. A exposicéo a fluoroquinolonas
foi o Unico fator de risco (risco relativo 3.13; intervalo de confianca, 1.07-9.19).
Prevaléncia geral de ICD foi de 3,0/ 1.000 paciente-dia (2,2 / 1000 paciente- dia,
verdo e 3,70/ 1000 paciente-dia, inverno). Identificamos o primeiro caso de cepa
hipervirulenta no Brasil, classificada ST67 (pertence ao grupo da cepa 027). Nao
encontramos carnes contaminadas por C. difficile.

Conclusao: Observamos uma baixa prevaléncia de diarreia (24 casos / 1.000

pacientes-dias) no estudo, mas uma alta prevaléncia de ICD entre pacientes
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hospitalizados no sul / sudeste do Brasil (3,0 / 1.000 dias-paciente). A frequéncia
do ICD provavelmente é subestimada no Brasil, uma vez que a suspeita clinica
é baixa e as ferramentas de diagndstico ndo estdo amplamente disponiveis. A
vigilancia de ICD precisa ser incorporada nos hospitais, através da aplicacéo de
métodos diagndsticos eficazes e confiaveis.

Palavras-chave: epidemiologia; hipervirulenta; clostridium difficile



1. Introducgéo

Clostridium difficile € uma bactéria gram-positiva, anaerdbica, formadora
de esporos e com grande capacidade de permanecer no ambiente de assisténcia
a saude e causar surtos através da transmissdo do patdégeno pelas méaos dos
profissionais. A bactéria foi descrita pela primeira vez na microbiota do intestino
de recém-nascidos, em 1935 por Hall e O’Toole. No entanto, s6 em 1978 que foi
descrito como a principal causa da colite pseudmembranosa em pacientes que
fizeram uso de antimicrobianos (APIC, 2013).

C. difficile é o principal agente de diarreia associada ao uso de antibioticos,
em torno de 15 a 25% dos casos (Barbut, 2007). A infeccao por C. difficile pode
causar a colite pseudomembranosa, com ou sem sintomas, tornando um grave
problema para o paciente acometido e para o seu tratamento, tendo em vista o
pouco conhecimento por parte dos profissionais da saude. Nos idosos, a
infeccdo pode causar sérios sintomas de mega célon toxico, levando a febres
altas sem fontes claras, com leucocitose, recidiva da infeccédo por meses, e perda
de proteinas causando piora do estado nutricional (Melillo, 1998).

A infeccdo por C. difficile é considerada um problema de saude publica
em muitos paises do mundo, principalmente Europa e Estados Unidos. A ICD
estd associada ao aumento da duracdo da internacdo hospitalar, custos,
morbidade e mortalidade em pacientes adultos e pediatricos. Aumenta o tempo
de permanéncia hospitalar em 2,8 a 5,5 dias (Duberkke, 2014). Uma vez no

ambiente, os esporos de C. difficile sdo dificeis de eliminar, podendo levar a



transmissao-cruzada entre hospedeiros susceptiveis, com o potencial de causar
surtos nosocomiais.

Nos Estados Unidos, C. difficile € o patdégeno relacionado a assistencia a
saude mais frequente. Um estudo de vigilancia realizado em 2011 identificou
453 mil casos de infeccao por C. difficile e 29.000 mortes associadas a infeccéo
por C. difficile, aproximadamente 25% dessas infec¢gdes foram adquiridas na
comunidade (Lessa, 2015). Segundo Zimlichman (2013) a infecc¢éo por C. difficile
aumenta o0 custo das hospitalizacbes, e as despesas anuais em
aproximadamente US $ 1,5 bilhdo. A mortalidade atribuivel do ICD é estimada
como sendo 5% -10%, levando a uma estimativa de 14.000-20.000 mortes
atribuiveis ao ICD nos Estados Unidos cada ano (Duberkke, 2014).

A epidemiologia desta infeccdo esta mudando, e sua presenca em
ambientes de satude também como na comunidade vem causando uma mudanca
continua na avaliagdo de abordagens e perspectivas. Reconhecendo essa
mudanca, os Estados Unidos criou um comité com foco na prevencao da ICD,
no primeiro momento os esfor¢cos foram destinados aos hospitais, onde a
morbidade e mortalidade eram maiores. O objetivo era educar os profissioanais
e supervisionar as medidas de prevencao e controle: limpeza e desinfeccao do
ambiente; precaucao de contato e 0 uso mais adequado dos antibioticos (APIC,
2013).

Houve inimeros relatdrios de aumento na gravidade da ICD. A maioria
dos relatérios de aumento na incidéncia e gravidade do ICD tém sido associados
a cepa hipervirulenta Bl / NAP1 / 027 de C. difficile (Miller, 2010). Essa cepa
produz mais toxinas A e B em vitro do que a maioria das outras cepas de C.

difficile, e pode produzir mais esporos (Burns, 2011). Produz



também uma terceira toxina (toxina binaria) e é altamente resistente as
fluoroquinolonas. Em um estudo prospectivo prévio envolvendo 96 pacientes
com diarreia em dois hospitais em Porto Alegre (sul do Brasil) a frequiéncia do
ICD foi de 8,3% (Pires, 2014). Outro estudo realizado no Brasil, foram
identificados os ribotipos 014, 043, 046 e nao teve identificacdo do ribotipo 078
(Balassiano, 2009; Secco, 2014). No entanto, nosso grupo de pesquisa
identificou um caso presuntivo da cepa hipervirulenta 027 através do PCR
(Genexpert), que nao confirmou no sequenciamento (MLST), mas pertence ao
mesmo grupo de hiperviruléncia.

C. difficile € um enteropatogeno emergente responsavel pela maioria dos
casos de colite pseudomembranosa em humanos e diarreia em varias espécies
de animais. Nos ultimos anos, os estudos mostraram uma alta semelhanca entre
isolados de C. difficile de seres humanos e animais, sugerindo uma possivel
transmissao zoonotica (Rodriguez, 2016)). Varios estudos relataram a presenca
da bactéria em animais e alimentos (Rodriguez, 2016) com uma prevaléncia que
varia de acordo com a metodologia usada, a area geografica, a idade e as
espécies de animais estudadas. Os dados publicados sugerem que os animais
também sdo uma importante fonte de ICD no humano, seja através de
contaminacdo ambiental ou contaminacdo de alimentos, incluindo carcaca e
contaminacao da carne durante o abate ou no caso de vegetais e outras frutas,
por uso de fertilizantes organicos ou agua contaminados (Rodriguez-Palacios,
2013).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) define
zoonoses como infecgbes ou doencas que pode ser transmitido direta ou

indiretamente entre animais e humanos (através de contato direto ou



proximidade com animais infectados ou através do ambiente). Como observado
anteriormente (Rodriguez-Palacios, 2013), a relevancia da presenca de C.

difficile em alguns ambientes, animais e alimentos sdo pouco compreendidos.

11. Patogénese e Epidemiologia da infec¢&o por Clostridium

difficile (CDI)

Em 1935, o C. difficile foi descrito como uma "haste ativamente motilada
e pesada com esporos subterminais alongados ou quase terminais”. Naquele
periodo, a cepa foi chamada Bacillus difficilis para demonstrar a dificuldade de
isola-la e cultiva-la. Apesar de o organismo estar presente como uma bactéria
comensal em neonatos, 0os pesquisadores observaram que poderia induzir
doenca em animais, provavelmente devido a producéo de uma toxina secretada.
O trabalho seguinte estabeleceu a toxina Clostridial de alto peso molecular toxina
A (TcdA) e / ou toxina B (TcdB) como os principais fatores de viruléncia
(causadores de doenca) de C. difficile. Uma caracteristica do C. difficile que o
distingue de outras espécies na classe Clostridia € a sua capacidade de
descarboxilato de acido para-hidroxifenilacético para produzir p- cresol, que da
ao C. difficile seu odor caracteristico semelhante do porco (Smits, 2016).

Ao chegar ao intestino delgado, com a presenca de sais biliares, o C.
difficile comeca a germinar, transformando-se em formas vegetativas; que ao
chegarem ao cdélon do individuo suscetivel e encontrando condi¢cdes favoraveis,
colonizam a mucosa e produzem as toxinas A e B, responsaveis pelo

aparecimento da ICD. O enfraguecimento ou ruptura da barreira da



microbiota do trato gastro- intestinal do paciente pelo uso frequente dos
antibidticos acaba sendo o principal fator de risco para a infeccao (APIC, 2013).

A colite associada a antibioticos (colite pseudomembranosa) € uma colite
aguda caracterizada por formacdo de um exsudato inflamatério aderente
(pseudomembrana) que cobre as areas de lesdo da mucosa (Cotran, 2000).
Geralmente causada por duas exotoxinas protéicas: enterotoxina (tcdA) e
citotoxina (tcdB) do C. difficile, que primeiro coloniza o intestino grosso e depois
as lanca, induzindo diarreia, inflamacéo e a alteragdo da mucosa colonica em
pacientes suscetiveis (Leffler, 2015).

Cepas formadoras de toxinas surgem poOs a alteracdo da microbiota
normal. As toxinas ligam-se a receptores nas células epiteliais e inativam a
familia de proteinas citoplasmaticas Rh, causando desagregacdo de
microfilamentos de actina e retracéo celular. A colite associada a antibioticos
ocorre principalmente em adultos como uma doenca diarreica aguda ou crénica
(Cotran, 2000)

Os esporos que causam essa infeccdo sao resistentes ao calor, acido e
antibidticos e encontrados com abundancia nos servi¢os de saude e com baixa
guantidade nos alimentos e ambiente, gerando transmissdo relacionada a
assisténcia a saude e comunitaria. No entanto, segundo Dubberke (2014) mais
de 75% dos casos ICD tém inicio fora do hospital, na comunidade.

As cepas toxigenicas do C. difficile podem causar diarreia leve a
moderada, colite pseudomembranosa que pode levar a dilatac&o toxica do célon
(megacolon), sepse e morte (APIC, 2013). Muitos pacientes ndo tém
manifestagbes clinicas e ndo requerem tratamento. Estes pacientes sdo

considerados portadores assintomaticos e podem representar 7 a 26% dos



pacientes internados, e sdo importantes fontes de transmissédo cruzada no
ambiente da assisténcia hospitalar (Silva, 2017). As cepas de C. difficile toxina-
negativas séo consideradas nao patogénicas. Estudos sugerem que a toxina B,
ndo a toxina A como se pensava anteriormente, é a toxina mais virulenta
responsavel pela infec¢édo por C. difficile (APIC, 2013).

A exposicao a antibiéticos é um dos principais fatores de risco para ICD.
Mas algumas classes de antibioticos como cefalosporinas, ampicilina,
clindamicina e fluoroquinolonas parecem ter maior risco de causar doencas.
Praticamente todos os antibidticos foram associados a ICD. Em surtos de ICD,
as fluoroquinolonas foram a principal classe de antibioticos (Muto, 2005; Pepin,
2005). uma associacdo que foi atribuida a resisténcia de alto nivel a
fluoroquinolonas na situacao endémica com a Bl / NAP1 /027 (McDonald, 2005).
No estudo realizado na Colombia, América Latina, os isolados de C. difficile
foram suscetiveis a metronidazol e vancomicina, incluindo os ribotipos virulentos
027 e 001/0072, que em outros estudos foram associados a resisténcia de varios
antimicrobianos (Smits, 2016).

Embora varios fatores de viruléncia contribuam para a retencédo de C.
difficile no trato gastrointestinal, os sintomas do ICD se correlacionam com a
presenca de um locus de patogenicidade codificante da toxina (PalLoc) no
genoma bacteriano. Na maioria das cepas, o PalLoc esta localizado no mesmo
local no cromossomo77,78. O PaLoc na maioria das linhagens patdégenas de C.
difficile codifica duas grandes toxinas homadlogas (TcdA e TcdB) e trés proteinas
gue parecem regular a producéo e secrecdo de toxinas (TcdR, TcdE e TcdC)

(Smits, 2013; Awad, 2014).



Além da classe de antibidticos, o numero de antibioticos administrados, a
dose e a duracéo da terapia foram identificados como fatores de risco para ICD.
Dado que a interrupcdo da microbiota intestinal persiste por> 3 meses apos a
terapia com antibiéticos, os pacientes podem permanecer suscetiveis ao
desenvolvimento do ICD por muito tempo apés o término do tratamento. A
supressao de &cido por inibidores da bomba de prétons (comumente usado para
dispepsia, Ulcera péptica e doenca de refluxo gastroesofagico) tem sido
freqientemente associados a ICD, mas o papel preciso dos inibidores da bomba
de protons no ICD permanece pouco claro (Smits, 2016).

A partir dos anos 2000, houve uma mudanca na epidemiologia da ICD.
Drastico aumento na incidéncia e severidade dos casos nos Estados Unidos,
Canada e Europa. Parte dessa mudanca na epidemiologia do C. difficile foi
atribuida a cepa emergente hipervirulenta. Esta cepa epidémica foi designada
como restricdio na analise de endonuclease tipo BI, norte-americano
electroforese em gel de campo pulsado tipo 1 (NAP1), ribotipo da cadeia
polimerizada 027 (Bl / NAP1 / 027) (McDonald, 2006; Gravel, 2009; Di Bela,
2012). Esses isolados na América do Norte e Europa pareceram semelhantes e
meses depois foi reportado casos de C.difficile 027 na Asia, configurando uma
propagacdo mundial. Em 2010 foram relatados os primeiros casos na lItalia (Di
Bella, 2012).

Estudos na Europa (14 paises) demonstraram que 0s pacientes
infectados com a cepa 027 foram trés vezes mais propensos a ter doenca grave
em comparacao com aqueles infectado com cepas nédo-027 (Barbut, 2007). O

estudo realizado por Di Bela (2012) confirma o surgimento do C.



difficile 027 na Italia e intensifica a associa¢do desta cepa hipervirulenta com a
maior gravidade da ICD e as maiores taxas de episodios de recorréncia.

Embora a incidéncia de infeccdo por C. difficile na América do Norte e
Europa seja bem documentado, pouco se sabe sobre a propagacédo desta
doenca na América Latina. Hernandez-Rocha (2012) e Loépez-Urefia (2014)
detectaram isolados da cepa Bl / NAP1/ 027 de pacientes com doencga associada
a C. difficile (CDAD) em alguns paises da América Latina (Costa Rica, Panama
e Chile). No estudo de Salazar (2017) é descrito a epidemiologia e 0 genétipo
das cepas circulantes de C. diffiicile na Colombia, uma frequéncia de 9,7% de
ICD e a deteccao de 37 ribotipos diferentes de novos ribotipos. Quesada- Gomez
(2010), relatou que a cepa epidémica C. difficile 027 esta presente na América
do Sul, destacando a necessidade de rastreio aprimorado para este ribotipo em
outras regifes do continente.

O ribotipo 027 continua sendo o mais prevalente nos Estados Unidos e
Europa, mas os ribotipos 001/072, 014/020, 106 e 053 estdo ganhando
importancia. No estudo da Colombia o ribotipo 591 foi o mais prevalente, seguido
pelo 106, 002, 009 e 010. Somente um isolado 027 foi encontrado e quatro
isolados 078. O interessante que o ribotipo 591 é encontrado com baixa
frequéncia nos Estados Unidos e Europa, enquanto que os ribotipos 106 e 002
foram considerados epidémicos no Reino Unido durante a ultima década

(Salazar, 2017).

1.2. Fatores derisco
O fator de risco mais importante para a infeccao por C. difficile

permanece sendo o uso do antibiotico. Nos servigos de saude, principalmente



nos hospitais com internagdo prolongada, o ambiente (superficies, instalaces,
materiais), os antibidticos e a idade avangada acabam sendo os principais
fatores de risco pra desenvolver a infeccao por C. difficile e transmitir durante a
assisténcia a saude (Carignan, 2008; Lessa, 2012).

A maioria de das infec¢des por C. difficile s&o adquiridas no hospital, mas
a infeccdo adquirida na comunidade aumentou drasticamente na Ultima década
e representam até um terco dos novos casos. C. difficile da comunidade, que é
definido como doenca de inicio em uma pessoa que nao recebeu cuidados em
um centro de saude dentro de 12 semanas antes da infec¢do; ainda assim nao
exclui-se a aquisicdo em um servico de saude. Em comparacdo a ICD
relacionada a assisténcia a saude, o C. difficile adquirido na comunidade ocorre
com mais frequéncia em pacientes mais jovens e que nao tiveram exposicao
clara a antibioticos ou outros fatores de risco conhecidos. Além disso, morbidade
e mortalidade associadas a comunidade € menor do que aqueles associados a
infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), no entanto, até 40% dos
pacientes com ICD adquirido na comunidade requer hospitalizacdo (Khanna,
2012; Chitnis, 2013).

A influéncia da supressédo acida na infeccdo por C. difficile continua
incerta. Alguns pesquisadores relataram um risco aumentado de infeccdo em
associacao a supressao de acido gastrico (Dial, 2005) enquanto outros, apds o
ajuste para coexistir condi¢cdes, ndo confirmou um aumento risco (Pépin, 2005;
Novack, 2014). Na meta analise publicada por Janarthanan (2012), mostrou
aumento de 65% na inciddéncia de ICD dos pacientes que usaram inibidores de
bomba de prétons, que atuam inibindo a producdo do acido cloridrico pelas

células do estdbmago.
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No estudo de Henrich (2009) nenhum paciente de 18 a 50 anos morreu
como resultado de ICD, e a idade avangada foi um fator de risco significativo
para doenca e morte entre os pacientes envolvidos no estudo. Também néo
encontraram associagcado entre malignidade ou quimioterapia e ICD severa. Em
contraste, Duberkke (2007) descobriu que 57% dos pacientes que receberam
transplante de células-tronco alogénicas apresentaram ICD grave (a gravidade

da doenca foi baseada em diarreia e colite).

1.3. Diagnostico

A ICD deve ser suspeitada em qualquer paciente com diarreia ou dor
abdominal e uma historia recente de uso de antibidticos, exposi¢cdo a saude ou
em pacientes com leucocitose inexplicavel (Cohen, 2010). E em pessoas de
baixo risco (que sao pessoas sem recentes exposi¢cdes a antibioticos ou servicos
de saude) com diarreia e febre ou dor abdominal (CDC, 2005).

E recomendado testar C. difficile em pacientes que estejam apresentando
diarreia. Nao é recomendado testar pacientes assintomaticos ou fazer o “teste
da cura” pra saber se o paciente respondeu a terapia (Cohen, 2010).

A vigilancia da ICD ocorre através da selecdo do método diagndstico:
menor sensibilidade da enzima toxina pelos Imunoensaios (EIAs), menor
especificidade nos testes de amplificacdo de acidos nucleico (NAATS) e tempo
prolongado de resposta para o teste de citotoxicidade celular como cultura de
fezes para C. difficile toxigénico. No entanto temos o teste PCR para C. difficile

capaz de fornecer uma identificacdo presuntiva da cepa Bl/ NAP1/ 027.
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A infeccdo por C. difficile é atualmente diagnosticada por ensaio
imunoenzimatico (EIA) para toxinas em fezes ou por testes baseados em DNA
gue identificam o gene microbiano da toxina nas fezes ndo formadas. Cultura de
fezes para C. difficile requer cultura anaerdbica e ndo é amplamente disponivel.
O EIA utilizado como pilar dos testes para a infeccdo por C. difficile € rapido e
facilmente executado. Recentemente, muitos laboratérios hospitalares adotaram
testes baseados em DNA que detectam estirpes toxigénicas e proporcionam
maior sensibilidade e especificidade do que faz imunoensaio enzimatico. Alguns
testes baseados em DNA também detectam a presenca do Bl / NAP1 /027, que
pode ajudar na escolha da terapia (Longtin, 2013; Leffler, 2015).

O diagnostico de ICD deve basear-se em sinais clinicos e sintomas em
combinagcdo com testes laboratoriais. O tratamento para ICD faz parte de uma
decisdao clinica e pode ser justificado até mesmo se todos os testes laboratoriais
forem negativos (Declaracdo de boas praticas). Embora pacientes
assintomaticos colonizados com C. difficile foram implicados como potenciais
condutores da transmissao do patdégeno em servicos de saude (Lanzas, 2011),
as diretrizes atuais recomendam néo realizar a vigilancia ou tratamento de rotina
de portadores assintomaticos.

Crobach e cols. (2016) ndo recomendam o uso de um Unico teste rapido
como teste autbnomo devido ao valor preditivo positivo inadequado em uma
situacdo endémica. (Recomendacéo forte, evidéncia de qualidade moderada);
recomendam o uso de um algoritmo de 2 passos. (Recomendacao forte,
evidéncia de qualidade moderada); este algoritmo deve comecar com NAAT ou

GDH EIA, e as amostras com um primeiro resultado de teste negativo podem
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ser relatadas como negativo. (Recomendacéo forte, evidéncia de qualidade
moderada); as amostras com um primeiro resultado de teste positivo devem ser
testadas adicionalmente com um EIA de toxina A / B. Amostras com resultados
de teste positivos podem ser relatado como CDI-positivo. (Recomendacao forte,
evidéncia de qualidade moderada). Um algoritmo alternativo € testar amostras
com um EIA GDH e toxina A / B. As amostras concordantes positivas ou
resultados negativos podem ser relatados como tal. Amostras com um resultado
negativo de GDH, mas positivo para a toxina, precisa ser testado novamente,
pois é um resultado invalido. (Recomendacao forte, qualidade moderada
evidéncia).

Como nenhum teste € adequado para ser usado como teste autbnomo, €
melhor combinar dois testes em um algoritmo para aperfeicoar o diagnostico de
ICD. A vantagem de um algoritmo é que os testes podem ser combinados de tal
forma que a porcentagem de falsos positivos pode ser diminuida (Planche,
2013). Um algoritmo alternativo é testar simultaneamente com um ensaio
imunoenzimatico GDH e toxina A/ B. Esta disponivel um ensaio que inclui ambos
(C. diff Quik Chek Complete; Techlab), mas a sensibilidade do componente de
toxina ndo esta claro e pode nao ser tdo alto como alguns EIA de toxinas
individuais (Crobach, 2016)

No contexto da América Latina, devem ser implementados programas de
vigilancia para prevencao e controle das infeccbes por C. difficile, nos servicos
de saude publicos e privados, igualmente, visando fortalecer o diagndstico e para

melhor caracterizar as cepas que produzem surtos hospitalares (Aguayo, 2015).
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14. Vigilancia e prevencao

O mais importante do que uma definicdo ideal é a necessidade de
padronizacdo em uma definicdo de vigilancia da ICD. A seguir, as informacgdes
se concentram nas definicbes para Vigilancia da ICD nos Estados Unidos e na
Europa.

Segundo Dubberke (2014), um caso ICD é definido como um caso clinico
significativo de diarreia ou megacoélon toxico sem outra causa conhecida. A
etiologia que atende a um ou mais dos seguintes critérios: (1) amostra de fezes
produz um resultado positivo para C. difficile em um ensaio laboratorial para a
toxina A e / ou B ou um organismo de C. difficile produtor de toxina € detectado
na amostra de fezes por cultura ou outros meios, (2) a colite pseudomembranosa
€ observada na endoscopia exame ou cirurgia, e (3) colite pseudomembranosa
€ vista no exame histopatologico.

A definicao de diarreia clinicamente significativa ndo foi validada. Critérios
utilizados variam de trés ou mais movimentos intestinais diarreicos dentro de 24
horas. Novos surtos de ICD grave indicam que nem sempre € possivel esperar
24-48 horas antes de determinar se um paciente tem diarreia clinicamente
significativa; portanto, diarreia mais colica abdominal também é usada para
satisfazer critérios.

Vérias definicdes ICD foram propostas, incluindo ICD associado a
comunidade (Inicio do sintoma ICD na comunidade ou menor ou igual a 3 dias
apo6s a admissdo em um servico de salde, desde que o inicio dos sintomas
seja mais de 12 semanas apos a Ultima alta de um servigo de saude); ICD

relacionado a assisténcia a saude com inicio na comunidade (Inicio do sintoma
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ICD na comunidade ou menor ou igual a 3 dias desde a admissédo, mas o inicio
dos sintomas é inferior a 4 semanas apoés a Ultima alta do servigco de saude); e
ICD com inicio no ambiente de servi¢o de saude (Inicio do sintoma de ICD mais
de 3 dias ap6s a admissdo em um servico de saude); e ICD recorrente (um
episodio de ICD que ocorre menor ou igual a 8 semanas apés o inicio de um
episodio anterior, desde que os sintomas do ICD de episddio anterior estivesse
resolvido). Os servicos de saude devem rastrear pelo menos a ICD com inicio
no ambiente de servi¢co de saude (Dubberke, 2014).

Na vigilancia, as amostras de fezes dos casos suspeitos de ICD sé&o
encaminhadas ao laboratorio do hospital. Os casos potenciais sao tipicamente
identificados por um teste para verificar presenca da bactéria C. difficile e / ou
suas toxinas, apos é enviado relatorios com resultados para os controladores de
infeccdo, estes por sua vez analisam a data de inicio dos sintomas e apos
categorizar o local da origem da infeccdo passam a ter um numerador pra
calcular a taxa de ICD de cada unidade hospitalar. A taxa de ICD pode ser
expressa como o0 numero de pacientes casos de ICD por 10.000 pacientes-dia.
O célculo dessa taxa € o seguinte: (numero de casos de ICD/ numero de
pacientes-dias internados por periodo de relatério).

C. difficile compartilha muitas caracteristicas epidemiolégicas comuns
com outros gram-positivos resistentes a antimicrobianos, como MRSA e
enterococos resistentes a vancomicina (VRE). Tanto a pele como o ambiente de
pacientes colonizados se contaminam e as maos dos profissionais da saude
podem ficar contaminadas por tocar o ambiente da assisténcia ou o paciente
(Guerrero, 2012). A principal diferenca entre estes trés organismos € que C.

difficile forma esporos, enquanto os outros dois ndo. A formacéo de esporos
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apresenta desafios Unicos para a higiene das maos e préaticas de desinfeccéo
ambiental, desde os esporos de C. difficle s&o resistentes aos efeitos
bactericidas do alcool que sdo os desinfetantes hospitalares mais utilizados.
Apesar dos produtos de higiene das maos a base de alcool serem ineficazes na
remocao ou desinfeccao de esporos de C. difficile em experimentos laboratoriais
controlados, nenhum estudo clinico demonstrou um aumento na ICD com 0 uso
desses produtos ou uma diminui¢cdo de ICD com agua e sabéo (Boyce,2006).

Varios estudos demonstraram que o0 ambiente mesmo considerado uma
fonte de C. difficile ele ndo esta relacionado a redu¢ao de surtos ou aumento dos
casos quando realizado limpeza com produtos esporicidas, possivelmente seja
fonte de transmissdo de C. difficle para a contaminacdo das maos dos
profissionais da assisténcia (Dubberke, 2014).

O principal método para reduzir o risco de ICD se 0 organismo coloniza o
paciente € a restricdo ao uso de antimicrobianos. Ja os métodos para evitar que
0 paciente se exponha a C. difficile sdo os métodos de desinfeccéo e barreira.
Use itens e equipamentos exclusivos para o paciente com suspeita ou
confirmado ICD. Se os itens forem compartilhados, limpe e desinfete entre
pacientes. Todos 0s equipamentos e produtos para a assisténcia a saude
guando compartilhados, carregam 0S microorganismos existentes tanto no
ambiente hospitalar quanto no paciente. Use precaucfes de contato total
(avental e luva) para qualguer contato com o paciente ou o ambiente dele.
Preferencialmente instale o paciente em quarto individual, para manté-lo em
isolamento, ndo sendo possivel, mantenha-o com outros pacientes que estejam

apresentando diarreia. Execute uma meticulosa higiene das maos com base no
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Centros para Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) ou diretrizes da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) antes e depois de entrar na quarto do
paciente em isolamento de contato por ICD (ou seja, antes do contato do
paciente e ap0s a remocao das luvas) com agua e sabdo ou um produto de
higiene das méaos a base de alcool (em configuracées endémicas). Higienize as
maos com agua e sabao, preferencialmente em vez de produtos de alcool ap6s
0 contato do paciente com ICD em situacdes de surto ou hiperendémicas.
Certifique-se de que as técnicas adequadas de higiene das médos sao usadas
corretamente ao lavar as maos com agua e sabao (Boyce, 2002). Realizar a
descontaminacdo ambiental dos quartos dos pacientes com ICD usando
hipoclorito de sodio diluido 1: 10 com agua ou um produto esporicida aprovado
em configuracéo de surto ou hiperendémico.

Segundo APIC (2013), os desinfetantes comumente usados nos servicos
de saude ndo possuem a acao esporicida. Inclusive alguns desinfetantes podem
encorajar a esporulacdo (a mudanca do organismo do estado vegetativo ao
estado protegido de esporos). Embora muitos produtos germicidas registrados
na ANVISA matam o C. difficile vegetativo, apenas desinfetantes a base de cloro
e alta concentracao nas formulacdes de peroxido de hidrogénio matam esporos.
Uma limpeza consistente é recomendada e os procedimentos de desinfeccdo
devem ser rotineiramente monitorados. Todas as superficies e itens préximos ao
paciente devem ser incluidos nesse processo. Um check list ajuda o profissional
a confirmar que cada area critica foi limpa e desinfetada.

Um fator muito importante para que as medidas sejam seguidas

corretamente e ndo haja transmissédo de C.difficile, é a educacao dos
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profissionais da saude. Todos precisam entender e conhecer as medidas de
prevencdo, para um segundo momento poderem orientar oS pacientes e
familiares dos cuidados para nédo haver disseminacdo do patdgeno e constituir
um surto. Os profissionais precisam investigar apenas fezes liquidas (nédo
formadas) para a presencga da toxina de C.difficile. Nao é indicado tratar ou
descolonizar pacientes portadores assintomaticos de C. difficile. E ainda, nao é
recomendado repetir testes para pacientes positivos pra ICD recém-tratados,
exceto quando paciente ap0s cessar o quadro, reiniciou com 0s sintomas. Isso
porque muitos pacientes tratados clinicamente continuardo a ter as toxinas por
varias semanas (Dubberke, 2014).

As praticas basicas a serem implementadas e seguidas por todos o0s
hospitais séo:

- Incentivar o uso adequado de antimicrobianos (qualidade de evidéncia:
lI- moderada).

- Uso das precaucdes de contato para pacientes infectados (qualidade da
evidéncia: lll (baixa qualidade de evidéncia) para a higiene das maos, Il
(moderada qualidade de evidéncia) para uso de luvas, Ill (baixa qualidade de
evidéncia) para vestidos, Il (baixa qualidade de evidéncia) para paciente Unico
no quarto).

- Assegurar a limpeza e desinfeccdo de equipamentos e o ambiente
(qualidade da evidéncia: lll (baixa qualidade de evidéncia) para equipamentos,
Il (baixa qualidade de evidéncia) para o0 meio ambiente).

- Implementar um sistema de alerta baseado na notificacdo imediata do
laboratério sobre 0s novos casos de ICD para fornecer ao profissionais

controladores de infeccdo e equipe clinica (qualidade de evidéncia:lll- baixa).
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- Conduzir a vigilancia do ICD, analisar e relatar os dados de ICD
(qualidade da evidéncia: lll- baixa).

- Educar os profissionais da assisténcia, da higienizacdo e administracéo
do hospital sobre ICD (qualidade da evidéncia: Ill- baixa).

- Educar pacientes e suas familias sobre ICD, conforme apropriado
(qualidade da evidéncia: llI- baixa).

- Medir a conformidade com a higiene das maos conforme
recomendacdes (CDC/ OMS/ ANVISA) e recomendacfes de precaucdo de
contato (qualidade de evidéncia: Ill- baixa) (Dubberke, 2014).

Atualmente, é recomendado que a precaucao de contato pode ser
interrompida quando cessar a diarreia do paciente. Em razo da contaminagao
do ambiente continua e colonizacao da pele do paciente, alguns especialistas
recomendam a continuacéo das precaucdes de contato para 2 dias ap0s o
término da diarreia. Além disso, se as taxas de ICD permanecerem altas, a
precaucao de contato pode continuar até a alta hospitalar. Até 70% dos
pacientes podem ter contaminac&o na pele com C. difficile por 6 dias apds o
término da diarreia e 40% podem ter contaminacao da pele até 9 dias apds o
término da diarreia (APIC, 2013).

O recente guideline SHEA escrito por Banach e cols. (2018) recomenda
gue pacientes com ICD devem ser assistidos com precaucao de contato por pelo
menos 48 horas apo6s a resolucao da diarreia. Também que os hospitais devem
considerar estender a precaucdo de contato durante a internacdo se as taxas
estiverem elevadas de ICD, apesar da prevencdo adequada da infeccédo e

medidas de controle. No entanto, ndo existem evidéncias suficientes para a
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recomendacao de instalar medidas de precaucdo de contato nos pacientes com
ICD readmitidos no hospital.

Recentes dados sugerem que o isolamento de portadores assintomaticos
reduziu a incidéncia de C. difficile no ambiente hospitalar (Longtin, 2016). Estudo
sugere que o uso de luvas de vinil pode significativamente reduzir a transmisséo
da diarreia por C. difficile e, portanto, deve ser usada durante a internagéo

hospitalar (Johnson, 1990).

15. Tratamento

Em razdo de a ICD ser quase sempre uma complicacdo de uso de
antibidticos, o programa de stewardship € considerado uma intervencdo de
prevencao importante no contexto atual, tendo em vista que o mecanismo de
protecdo mais importante contra a ICD em seres humanos € a microbiota
intestinal normal.

Metronidazol e vancomicina oral foram os principais pilares do tratamento
para a infeccao por C. difficile desde a década de 1970, e apesar do seu uso por
milhdes de pacientes, a resisténcia clinicamente importante tanto para
vancomicina como para metronidazol ndo foi relatado. Para o tratamento de
doenca grave por C. difficile, a vancomicina é melhor do que o metronidazol, mas
para infeccdo leve a moderada, os dois antibiéticos foram considerados
equivalentes (Zar, 2007). No entanto, na década passada foi evidenciado um
aumento da falha clinica associado ao metronidazol, especialmente em
pacientes com a cepa Bl / NAP1 / 027 (Pépin, 2007). A superioridade da

vancomicina foi observada em pacientes com doenga moderada e com doenca
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grave (Johnson, 2014). Esses desfechos, juntamente com os efeitos colaterais
mais frequientes associados a metronidazol e o custo decrescente do genérico
da vancomicina, levaram ao uso crescente de vancomicina (Cohen, 2010).

Existem trés estratégias que podem ser consideradas a manutencédo de
um paciente com colite por C. difficile: eliminacdo do C. difficile, bloqueio da
toxina e restauracao da microbiota normal. A eliminacdo do patégeno no colon
pode ser alcancada com o uso de uma série de antibiéticos, mais comumente
com metronidazol oral ou vancomicina oral. Em pacientes tratados com
metronidazol oral, a inflamacao colénica melhora, passando as fezes liquidas a
fezes mais formadas. Quando € necessaria terapia intravenosa, o metronidazol
pode ser usado porque € excretado pela bile e pela mucosa coldnica inflamada,
alcancando niveis fecais suficientes para tratar a ICD. Por outro lado, a
vancomicina intravenosa nao é excretada no colon e ndo pode ser usada para
tratar o ICD.

O risco de recorréncia de C. difficile varia de 20% apds um episédio inicial
a 60% apoOs multiplas recorréncias anteriores. A recorréncia € na maioria das
vezes por reexposicao ou reativacdo de esporos em pacientes com imunidade
prejudicada e em razdo a barreira enfraquecida da microbiota coldnica (Leffler,
2015). Tratamento de um primeiro episodio de infec¢do recorrente com um curso
repetido de metronidazol ou vancomicina por 10 a 14 dias € bem sucedida em
aproximadamente 50% dos pacientes. As recorréncias subsequentes podem ser
dificeis de curar, principalmente devido a persisténcia de esporos em intestino
ou ambiente e a incapacidade do paciente responder ao tratamento (Maroo,

2006; Leffler, 2015).
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Colectomia de emergéncia para ICD fulminante esta associada a
mortalidade de 80%, embora uma ileostomia desviadora e uma lavagem colbnica
com vancomicina pode ser uma alternativa efetiva (Neal, 2011).

A microbiota intestinal do ser humano é considerado um grande fator
determinante na patogénese de C. difficile. Depois que um paciente teve uma
exposicao breve aos antibidticos orais, um declinio na diversidade microbiana
fecal é esperado e pode durar muitos meses. O Transplante Fecal (TF), um
procedimento que foi relatado em 1958, emergiu recentemente como um
tratamento aceito, seguro e eficaz para ICD. A microbiota intestinal humana
normal é constituida por dois filos principais, nomeadamente Bacteroidetes e
Firmicutes (Jandhyala, 2015). Os componentes precisos do microbioma fecal
gue fornecem resisténcia contra C. difficile ndo sdo conhecidos, mas os filos
Bacteroidetes e Firmicutes sdo considerados componentes criticos do material
gue precisa ser transplantado (Song, 2013).

Mais de 90% dos pacientes com ICD recorrente que realizam o
transplante retal ou oral de fezes de doador saudavel, pré-testado e com o
término simultdneo de todos antibioticos, € bem sucedido (Kassam, 2013).
Embora a transmissédo de um patdgeno nao identificado do doador seja possivel,
nao ha relatos conhecidos de complicacdes infecciosas graves resultantes de
transplante microbioma fecal, com o rastreio apropriado dos doadores (van
Nood, 2013).

Devido a eficicia do TF para infeccao recorrente, tem havido crescente
interesse em seu uso para as doencas graves primarias (Zainah, 2015). No
entanto ainda existem poucos estudos sobre esta abordagem de tratamento para

compreender o possivel papel dos microorganismos no TF na infec¢ao



22

primaria por C. difficile. Além disso, estd em andamento o processo de uma
mistura adequada de bactérias fecais cultivadas como substituto das fezes no
transplante de microorganismos fecais. Capsulas administradas oralmente que
contém esporos de bactérias fecais demonstraram eficacia em tratamento de
doencas recorrentes (Youngster, 2014).

Um estudo realizou o TF em 14 pacientes com insuficiéncia cardiaca
severa refrataria a terapia médica convencional. As fezes frescas do doador
foram homogeneizadas manualmente com agua quente da torneira, filtrada
através de gaze e depois instilada através de tubo nasogastrico. O resultado
primario foi a cura clinica, definida com menos de 3 movimentos intestinais
espassados ao longo do dia até o dia 7 apds o transplante e sem necessidade
de terapia adicional. Os resultados secundarios foram recorréncia de ICD dentro
de 100 dias do transplante. O TF foi bem tolerado. A mortalidade em 30 dias foi
de 29%, todos os 4 pacientes morreram como resultado de cancer subjacente.
Nenhum paciente morreu como resultado de ICD ou TF (Zainah, 2015).

Resultados da imunizacdo de animais com toxoideos TcdA e TcdB e os
achados que mostram o efeito protetor do soro adquirido naturalmente,
antitoxinas de IgG em pacientes colonizados com C. difficile, sugerem o potencial
de vacinacdo em humanos contra a ICD (Kyne, 2001). A imunizacdo passiva
com anticorpos monoclonais para as toxinas de C. difficile também fornecem
protecdo substancial de recorréncia apoés infeccdo aguda e pode ser uma boa

indicacdo em pacientes que estdo em alto risco de recorréncia (Lowy, 2010).
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As vacinas baseadas em fragmentos ndo téxicos de versdes
geneticamente modificadas das toxinas, aliviam a maioria das limitagdes. Foi
avaliado uma vacina criada a partir de dois fragmentos recombinantes de TcdB
e explorado seu potencial como componentes de uma nova vacina experimental
contra ICD (Karczewski, 2014). Desenvolveram respostas IgG de alto teor e
potentes titulos de anticorpos neutralizantes. além da vacina recombinante
proteger os animais do desafio letal com esporos de C. difficile, com eficacia

equivalente a vacina do toxéide.
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2. Objetivos

Face a oportunidade de determinar a prevaléncia de Infec¢do por C.
difficile em pacientes hospitalizados, rastrear a presenca da cepa hipervirulenta
e avaliar a contaminacao de alimentos por C. difficile, os objetivos especificos

deste projeto foram:

a) Identificar as caracteristicas clinicas e demograficas dos

pacientes com diarreia e com Infecc¢ao por C. difficile.

b) Estabelecer fatores de risco para Infeccao por C. difficile.
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Hypervirulent Clostridium difficile Strain Has
Arrived in Brazil

To the Editor—Clostridium difficile is an important cause of
diarrhea in hospitals all over the world. It is among the most
common organisms related to healthcare-associated infections
in the United States and represents a serious public health
concern.! Clinical manifestations of C. difficile infection (CDI)
range from asymptomatic carriage, mild or moderate diarrhea,
to fulminant colitis.?

In the last 20 years, hypervirulent isolates of C. difficile have
been increasingly reported, mostly in North America and
Europe.! The main hypervirulent strain was named ribotype
027 (North American BI, NAP1/027). This epidemic strain
was also reported in Asia, providing evidence of worldwide
spread.® Patients infected with the 027 strain are 3 timesmore
likely to have severe disease than those infected with non-027
strains.*® This finding was linked to increased production of
A, B, and binary toxins, in association with a mutation in the
gene regulating of the expression of these toxins, leading to
overproduction. However, few studies have investigated the
presence of hypervirulent strains of C. difficile in developing
countries, particularly in Latin America.®’” Here, we make the
first report of the detection of the hypervirulent C. difficile
strain in Brazil.

METHODS
Setting and Patients

The hypervirulent C. difficile strain was noticed during the
conduction of a point-prevalence multicenter study in Brazil.
Fecal samples were tested with acommercial real-time PCR kit
(Xpert C. difficile test; Cepheid, Sunnyvale, CA) in accordance
with the manufacturer’s instructions. In addition, samples
were also submitted to C. difficile culture, using absolute
alcohol at room temperature, subcultured in CM0601 C. dif-
ficile agar (Oxoid), enriched with 7% blood horse, D-cyclo-
serine, and cefoxitin for 48 hours under an anaerobic
atmosphere. Species identification of suspected colonies was
confirmed by matrix-assisted laser desorption/ionization
(Brucker Daltonics, Bremen, Germany).

Presumptive diagnosis of infection with the 027 strain was
conducted with GeneXpert and confirmed with in-house
polymerase chain reaction (PCR), designed to amplify the tcdA
and tcdB toxin genes and tcdC negative regulator toxin gene.
The PCR products were purified using the enzyme Exo-SAP-
IT (Thermo Fischer, Waltham, MA) and sequenced using the
BigDye Terminator version 3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technology, Carlsbad, CA). Clostridium difficile ATCC 9689

was used as a control. Sequence type was determined by
multilocus sequencing typing,*® and an online database was
used to assign sequence typing (http://pubmlst.org/cdifficile).

RESULtS

The index case with a GeneXpert 027 positive result was
recovered from a 68-year-old man who had a 2-monthhistory
of diarrhea and was heavily exposed to antimicrobial drugs
(ie, vancomycin, metronidazole, amikacin and meropenem).
He was admitted to a university hospital in Porto Alegre,
Southern Brazil. At the time of sample collection, the patient
had a C-reactive protein level of 109.7 mg/L and a leukocyte
count of 8,000 cells/mL. The isolate harbored tcdA and tcdB
toxin genes and the tcdC deletion (frameshift deletion, 18
nucleotides) that indicates toxin overproduction (Figure 1).
The isolate was classified as ST67, belonging to clade 2. This
clade contains a high diversity of sequence typing that also
includes ST1 (NAP1/027).

In another hospital located in the same city 1 month later,
we identified another case of ribotype 027 using GeneXpert.
Unfortunately, this case occurred in an outpatient, and we
were unable to recover any sample for DNA sequencing. The
patient had been using the following antibiotics >1 month for
a difficult-to-treat otitis: amoxicillin, amoxicillin/clavulanate,
and cefuroxime. She arrived in the emergency room with
watery diarrhea lasting for 7 days. In the 3 days before
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ficure 1. In-house polymerase chain reaction (PCR) test results
for toxin genes tcdA, tcdB, and the negative promoter toxin gene
tcdC. Legend: M, 100-bp size DNA ladder.
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admission, she reported abdominal pain, nausea, and malaise.
Blood tests revealed 15,580 leucocytes/mL (81.4% neu-
trophils) and 349,000 platelets/mL. Abdominal ultrasound
showed signs of colitis. The patient was discharged with
metronidazole and was lost to follow-up.

DISCuUSSIonNn

A diagnosis of CDI is based on a combination of clinical
history and laboratory detection of C. difficile toxins in the
feces or cultured isolates. Nucleic acid amplification-based
tests offer higher sensitivity and specificity. Although widely
used for CDI diagnosis in developed countries, widespread
implementation of such technologies in developing countries
is still hampered by cost-related issues, in addition to the need
of qualified infrastructure and staff.” In Brazil, immune enzy-
matic detection of C. difficile toxins remains the most widely
used technique for CDI diagnosis because it is relatively inex-
pensive and easy to perform.

Diagnosis by GeneXpert offers a number of advantages,
including agility, accuracy and presumptive detection of the
hypervirulent strains with ~ 90% specificity.? On the other
hand, a study reported unusual Xpert amplification curves
from stool samples presumptively identified as 027/NAP1/BI
but not confirmed by PCR ribotyping and tcdC gene sequen-
cing.® Also, in places with a low prevalence of hypervirulent
strains, the positive predictive value of the test may be further
reduced, reinforcing the importance of performing con-
firmatory tests. However, molecular typing of C. difficile
isolates may not be available in all laboratories, and multiple
strains of C. difficile may coexist in fecal samples.

The confirmed occurrence of hypervirulent C. difficile strain in
Brazil emphasizes the need to improve surveillance strategies to
potentially avoid outbreaks. Recently, Costa Rica, Chile, and
Panama also reported isolation of the hypervirulent strain.®
Ultimately, cost-effectiveness studies evaluating the use of real-time
PCR to rapidly screen C. difficile infections are needed in Latin
America. A recent study (69" ACC Annual Scientific Meeting,
2017, Abstract B-098) cited 10 cases of circulating 027 strains in the
state of S&o Paulo, Brazil, but their finding was not confirmed by
DNA sequencing and no epidemiological data were provided. Our
data highlight the importance of testing for hypervirulence strains
of C. difficile in patients diagnosed with CDI.
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Abstract

This point-prevalence study aimed to determine the burden of Clostridium
difficile infection (CDI) among 6,374 hospitalized adult patients in Brazil. We
observed a low prevalence of diarrhea (24/1,000 patient-days) but a high
prevalence of CDI (3.0/1,000 patient-days). CDI was associated with

fluoroquinolone use and community-acquired onset of infection.

Keywords: Clostridium difficile; diarrhea; epidemiology; prevalence.



34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

Introduction

Clostridium difficile infection (CDI) is a potentially lethal disease. Patients
generally develop CDI after exposure to broad-spectrum antibiotics that alter
the intestinal microbiota, allowing C. difficile to proliferate. CDI is the major
cause of nosocomial diarrhea in adults in industrialized countries, and it is
associated with significant morbidity and costs, particularly in elderly patients.
Risk factors for CDI include advanced age, antimicrobial use and prolonged
hospitalization. Once in the environment, C. difficile spores are difficult to
eliminate and may lead to cross-transmission among susceptible hosts with the

potential to cause nosocomial outbreaks.

The epidemiology of CDI has been poorly described in developing
countries, including Brazil, the largest South American country with a population
of ~210M inhabitants. In a previous prospective study involving 96 patients with
diarrhea in two hospitals in Porto Alegre (Southern Brazil) the frequency of CDI
was 8.3% [1]. The incidence of CDI in Latin America is likely to be
underestimated due to low clinical suspicion as well as limited availability (and
low sensitivity) of diagnostic tools [1-3]. Here we report the results of a large
survey aimed to determine the frequency of CDI in hospitalized patients with

diarrhea in Brazil.

Methods

This was a point-prevalence study aiming to determine the burden of
diarrhea and CDI among adult (=18 years-old) patients admitted to eight

university hospitals in Brazil. These hospitals were located in three Brazilian
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state capitals: Sdo Paulo, Curitiba, and Porto Alegre (all located in the
subtropical part of Brazil). The participating centers included large tertiary

hospitals (800-1,200 beds), transplant and oncology centers.

The study was initiated after approval from the local Ethics Committees
of the participating hospitals, and after obtainment of written informed consent
of patients identified with diarrhea. The study was performed on one day from
8h to 18h in two different time periods of the year for all the hospitals. The study

days were March 8", 2017 (summer) and July 12™, 2017 (winter).

Clinical and demographic data were collected from all study participants.
We excluded from the study patients hospitalized in emergency rooms, pediatric

wards, dialysis units, as well as outpatients.

Primary endpoints were the point-prevalence of diarrhea and CDI, and
the proportion of CDI in patients with diarrhea. The point-prevalence of CDI was
expressed as the number of patients with CDI per 1,000 patient-days. In-
hospital diarrhea point-prevalence was defined as the number of patients with
diarrhea divided by the number of screened patients. Stool samples were
obtained from each enrolled patient. Samples were collected using a sterile
bottle, immediately refrigerated and sent to a reference laboratory (Molecular
Biology Laboratory at Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre). All fecal
samples were tested with a commercial real-time PCR kit (Xpert® C. difficile
test, Cepheid, Sunnyvale, CA), in accordance with the manufacturer's
instructions. In addition, samples were also submitted to C. difficile culture, as
follows: samples were treated with absolute alcohol (1:1 proportion) at room

temperature for 1h and subcultured in CM0601 C. difficile agar (Oxoid),
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enriched with 7% blood horse, D-cycloserine and cefoxitin for 48h in anaerobic
atmosphere. Species identification of suspected colonies was confirmed by
matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI-TOF/MS, BruckerDaltonics,
Germany). The following variables were evaluated as potential risk factors for
CDI: demographic data; onset of the episode of current diarrhea; underlying
diseases; and antimicrobial use (up to 30 days prior to hospitalization). In the
study, we considered as confirmed CDI all patients with positive results for
either PCR or culture. Statistical analyses were performed using JMP Software

Package version 13.0.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

Results

In the two days of study, we screened 6,374 patients and 153 presented
diarrhea. Overall point-prevalence of diarrhea was 24.0 per 1,000 patient-days
(95% confidence interval [CI], 20.5-28.1). Of these, 19 subjects were found to
have confirmed CDI (point-prevalence of CDI: 3.0 per 1,000 patient-days; 95%
Cl, 1.9-4.8). The overall proportion of patients with CDI among screened
patients with diarrhea was 12.4% (95% CI, 8.1-18.6). Results for the primary

endpoint for the two different periods of study are shown in Table 1.

Since the above results of point-prevalence did not differ between the
two study periods, we analyzed together patients’ characteristics for the
evaluation of risk factors. Median age was 61 years-old (range, 18-97 years-
old); most patients were male (53.6%). The main reasons for hospitalization
were clinical (63.4%; n=97), and median time from hospital admission to study

entry was 19 days (range, 0-245 days). Two patients (10.5%) had previous



106 treatment for CDI and three (15.8%) had undergone solid organ transplantation.
107 Gastric protection was prescribed for 15 patients (78.9%), and eight (42.1%)
108 had previous antibiotic therapy. Admission to the intensive care unit, at the time
109 of collection, occurred for five patients (26.3%).

110 More than half of CDI patients (10/19; 52.6%) were diagnosed within 48h
111 of hospital admission. Median time to sample collection was lower in CDI

112  patients when compared to non-CDI patients (8 versus 19 days; p=0.041).

113  Exposure to fluoroquinolones was the only risk factor associated to CDI (relative
114  risk 3.13; 95% CI, 1.07-9.19).

115 Considering the diagnostic tests used in this cohort study, culture was
116 positive for 17 out of 19 patients (89.5%), whilst PCR was positive in 12/19
117  patients (63.2%). Both culture and PCR were positive in 10/19 patients (52.6%).
118 One patient was infected by C. difficile hypervirulent strain (first isolate reported
119 in Brazil, manuscript in press).

120 120

121  Discussion

122 To the best of our knowledge, this is largest study conducted in Latin

123 America to determine prevalence and risk factors for CDI. Our results confirm
124  the existence of CDI as an important cause of diarrhea in hospitalized patients
125 in South/Southeast Brazil, with a prevalence of 3.0 cases/1,000 patient-days.
126 The high CDI prevalence brings attention to the problem, and it contrasts with
127 the overall low clinical suspicion of CDI in the country [2, 4, 5]. In fact, the rate
128 of CDI in Brazil exceeds what has been observed in Europe, except for

129 Romania and Poland [4]. We were screened 6,374 patients in two separate
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days. Prevalence of laboratory-confirmed CDI among inpatients with diarrhea
was consistently high in the two periods of study (10.9% in first and 13.3% in
the second period of study). Few studies in Latin America have data for
comparison: in one study performed in high-risk cancer patients in Northeast
Brazil, CDI positivity rate was 48.0% (23/48) among inpatients with diarrhea.
Another Brazilian study, including only inpatients receiving antimicrobial
therapy, detected CDI in 2.7% (2/74) of samples [6]. Nevertheless, in Costa
Rica, where CDI was first recognized as an important cause of diarrhea in Latin
America, CDI detection presented a striking rate of 30.0% (31/104) [7]. Itis also
in Costa Rica the first identification of the hypervirulent NAP1/027 strain. In our
study, we detected a hypervirulent strain from the same group of 027, not yet
described in Brazil.

Community-acquired CDI infection is a great concern, especially for HIV-
positive and cancer patients. We observed a shorter length of stay in laboratory-
confirmed CDI cases when compared to non-CDI patients with diarrhea. This
finding could indicate the occurrence of infections acquired outside of hospital
environment. Even though, attention should be given for this emergent problem
in sentinel countries like Brazil and Costa Rica where it was initially described
[8, 9].

Considering the increasing high burden of CDI in Latin America, reliable
and widely available diagnostic tools are promptly necessary. The GeneXpert®
system has reported sensitivity and specificity of ~93% and ~94%, respectively
[10]. In our study, fecal culture plus MALDI-TOF was more sensitive for
laboratory-confirmed CDI diagnosis (94.8%, vs. 68.4% with GeneXpert®), a

finding that contrasts with previously published results. The low sensitivity



155 observed with GeneXpert® could be attributed to low levels of C. difficile that
156  have fallen below the level of detection by PCR, as described elsewhere [11].
157 The selective culture follow by MALDI-TOF is a good tool despite labor and long
158 time to have the results. The choice for an optimal diagnostic algorithm, using
159 single or multiple testing, can be a challenging issue for countries with

160 smoldering rates of CDI cases and in a scenario of scarce financial resources.
161 Study limitations include the non-evaluation of a comorbidity score (such
162 as Charlson comorbidity index, a known predictor of CDI risk) or a disease
163 severity measurement. We did not perform cell culture cytotoxicity assay, but
164  we confirmed culture results in selective medium and using MALDI-TOF, a

165 reliable method but very labor intensive and with long turnaround time for

166 results, therefore not suitable for use in clinical laboratory routines.

167 Conclusions

168 Our results had steadily identified a high prevalence of CDI among

169 hospitalized patients in South/Southeast Brazil. Unexpectedly, a shorter length
170 of hospital stay among CDI patients was observed, a finding that attracts

171  attention to the importance of community-acquired CDI. A higher awareness
172  and availability of sensitive diagnostic techniques for diagnosis of CDI are

173 urgently needed in Brazil and other developing countries, in order to minimize
174  clinical consequences and hospital costs of this infection.
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Abstract

Clostridium difficile is an important cause of diarrhoea, particularly in patients receiving
antibiotic therapy. Recent studies have shown that a substantial proportion of C. difficile
infections are acquired in the community, as a zoonotic disease. Brazil is a large
exporter of meat and so far no study has evaluated meat contamination with C. difficile

spores. Here we analysed 80 retail meat products purchased from local supermarkets in
a Brazilian metropolis (Porto Alegre, Southern Brazil). Samples from these products
were grown in anaerobic conditions, and tested with a real time polymerase chain
reaction test. Contamination with C. difficile spores was not found in the study. Bacteria
isolated from meat included Streptococcus gallolyticus, Lactobacillus plantarum,

Enterococcus gallinarum and Pediococcus acidilactici. Close vigilance is required in

order to guarantee the quality of Brazilian retail meat in the long term.

Key words: Clostridium difficile; retail meat; community-acquired infection; beef; food

contamination.

Practical applications: Brazil is a major exporter of meat, to different parts of the

world. This is the first study to evaluate the potential contamination of Brazilian meat
with Clostridium difficile spores. No contamination was found, which may be relevant

in terms of food safety.
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Introduction

Clostridium difficile is a spore-forming anaerobic intestinal pathogen and a
major cause of hospital-acquired diarrhoea. This organism has become an important
public health concern in developed countries. The view of C. difficile infection (CDI) as
a nosocomial infection transmitted only by symptomatic patients is changing, due an

apparent increasing incidence of CDI in the community (Rodrigues, 2016; CDC, 2008).

This increment has been attributed to environmental reservoirs and the emergence of

hypervirulent strains.

There are reports of genetic overlap between toxigenic C. difficile strains

isolated from animal and humans, suggesting that the transmission of the pathogen may
occur as a zoonotic disease process. Several studies have described the presence of C.
difficile in a wide spectrum of sources in the environment, including healthy and sick
animals, pets, health care workers, lawn, and food products (Rodrigues, 2016; Bauer,

2015). Regarding to human food, the pathogen has been isolated from retail pork,
turkey, and beef products (Esfandiari, 2014; Knight, 2016; Metcalf, 2010; Quesada-

Gomez, 2013; Rahimi, 2014, Songer, 2009; Varshney, 2014). Reported
prevalence ranges from 2% to 20% in different countries and meat categories. Brazil is
a major exporter of meats, being the largest exporter of beef and chicken and the fourth
exporter of pork. The southern region of the country accounts for more than 70% of the

total beef exported and has C. difficile as an emerging pathogen in hospitalized patients.
Therefore, an evaluation of this potential reservoir is needed at short notice. Here, we

aimed to estimate the frequency of C. difficile contamination in different types of retail

meats ready for consumption in a large metropolis in Southern Brazil.
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Material and methods

To assess C. difficile contamination in retail meat products, ready-for-
consumption packed meat was purchased in four large markets in Porto Alegre, Brazil,
in May/2017. Beef, pork, chicken and hamburger products were analysed (20 samples
each). These meats were purchased in local super markets and 5 grams were randomly
obtained from several points for each of the samples. Meat products were stored in a
refrigerated thermal box and processed on the same day of purchase at the Molecular
Biology Laboratory of Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. The samples were
ground and homogenized in PBS, placed in 4% NaOH (1:1 ratio) and kept at room
temperature for 15 min and centrifuged at 1,300 g for 15 min. The supernatant was then
discarded, resuspended with 1 ml of PBS and the remainder transferred to the Elution
reagent from the GeneXpert Kit and then this solution was transferred to the GeneXpert
cartridge (Xpert® C. difficile test, Cepheid, Sunnyvale, CA). C. difficile laboratory
detection was based on real-time polymerase chain reaction (qQPCR) testing for C.
difficile toxin genes. In addition, samples were also submitted to C. difficile culture, as
follows: 2g of each sample were weighed, which were incubated in thioglycolate broth
for 7 days under anaerobic atmosphere. After incubation, an aliquot of the broth was
removed and the absolute alcohol shock treatment (1:2 proportion) was carried out for
30 min at room temperature. After centrifugation, the supernatant was discarded. The

sediment was subcultured in CM0601 C. difficile agar (Oxoid), enriched with 7% blood

horse, D-cycloserine and cefoxitin for 48h in anaerobic atmosphere.

Results

We analysed 80 retail meat products. No contamination by C. difficile was

detected in the study. Six samples showed suspicious growth in the culture and were
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identified by MALDI-TOF MS as Streptococcus gallolyticus, Lactobacillus plantarum,

Enterococcus gallinarum and Pediococcus acidilactici.

Discussion

Community-acquired CDI has emerged in developed countries, causing concerns
of bacterial transmission through food, animals and environmental sources. In fact, the
presence of the pathogen in different meats, seafood, fruits and vegetables endorse the
risk of foodborne transmission. A major concern was the finding of binary toxin-
producing hypervirulent strains as 027 and 078 in food, both strains has emerged in CDI
in hospitals and in the community (Songer, 2009; Warny, 2005). The contamination of
the spores by C. difficile in the meat could occur due to C. difficile residing in the
gastrointestinal tract of the animals, and also through the hands of professionals who
manipulate meat throughout the process of slaughter and packaging. In seven

hamburger processing plants in Iran, C. difficile was detected in 3.5 % (2/56) of swabs

taken from the fabric environment. This finding contributes to care with biofilm
creation in the products’ manipulation process (Rahimi, 2014).

Since 2006, strains related to C. difficile human infections have been found in
various retail meats. Toxigenic strains of C. difficile were found in 20% of sampled
retail ground meats (Varshney, 2014). The occurrence of C. difficile ranges widely from

0% to 42% in various categories of packaged meats, with most studies reporting a low

prevalence. However, in a study performed in the USA using uncooked (ground beef,
ground pork, ground turkey, pork sausage, and pork chorizo) and ready to eat (beef

summer sausage, pork braunschweiger) meat products, prevalence rates were striking at
40.0%-62.5% (depending on product category) (Songer, 2009). Another study

conducted analysis of 1,755 retail meats and found results similar to ours, with C.

difficile not being detected in any of the meats (Limbago, 2012). The profoundly
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contrast in these results occurred possibly because of differences in methods, type of

meats sampled, or even national or geographic variations. Brazil is the largest beef
exporter in the world, with approximately US$ 500 million per month in global trade
exports. Recently food safety has been discussed in detail in Brazil, due to corruption

scandals evolving beef exporters. Nevertheless, our study contributes to assure quality
of beef in Brazilian retail stores. Since CDI is an emerging (and neglected) problem in
Latin America (Pires, 2014), this work can contribute to enhance focus in hospital
transmission and other potentially environmental sources. Even though our study

evaluated a relatively small number of meat samples, total absence of C. difficile is an

important result regarding to food safety.

This is the first Brazilian study to evaluate the frequency of meet contamination
with C. difficile spores. We did not find contamination with C. difficile in any of the
meat samples studied. Considering the growing concern about cases of CDI coming
from the community, and potential risk of zoonotic transmission, continuing vigilance is

required on the subject. Further studies are required to determine the role of C. difficile

in the environment and its relationship with human infections.
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Tabela 1. Primary endpoint of the study: rates of diarrhoea, CDI per patient- days

and proportion of CDI amongst patients with diarrhoea, according to study period.

First period Second period Difference
(n=3,237) (n=3,137)
Cases Rate 95% Cases Rate 95% p-value
(n) (%) Cl (n) (%) Cl

Point-prevalence of 90 27.8 22.5- 63 20.0 15.6- 0.515
diarrhoea * 34.2 25.8
Point-prevalence of 12 3.7 2.0- 7 22 1.1- 0.728
CDI * 6.7 4.6
Proportion of CDI 12 13.3 7.8- 7 11.1 5.0- 0.658
amongst patients 21.9 22.1

with diarrhoea

Legend: CDI, Clostridium difficile infection; CI, confidence interval.

* Cases / 1,000 screened patients
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Table 2. Characteristics of patients with diarrhoea in the hospital: comparison of

patients with Clostridium difficile infection (CDI) and individuals with diarrhoea

due to other causes. Numbers represent number of cases (n) and percentages

(in parenthesis), except if otherwise specified.

Characteristics CDI (n=19) Others P value
(n=134)
Age (years), median (range) 58 (24-89) 62 (18-97) 0.974
Male sex 11 (57.9%) 71 (53.0%) 0.688
Origin of sample (city) 0.316
Porto Alegre 13 (68.4%) 93 (68.6%)
Sao Paulo 2 (10.5%) 23 (17.2%)
Curitiba 4 (21.0%) 18 (13.4%)
Admission via emergency 13 (68.4%) 93 (69.4%) 0.465
department
Length of hospital stay 8 (0-315) 19 (0-245) 0.041
before study (days) —
median (range)
Length of diarrhoea (days) — 4 (0-63) 5 (0-385) 0.988
median (range)
Current antimicrobial therapy 16 (84.2%) 111 (82.8%) 0.881



Exposure to antimicrobials

(current or past 30 days)

Exposure to vancomycin

Exposure to carbapenems

Exposure to

fluoroquinolones

17 (89.7%)

6 (31.6%)

8 (42.1%)

4 (21.1%)

112 (83.6%)

44 (32.8%)

52 (38.8%)

9 (6.72%)

0.509

0.913

0.782

0.036
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4. Consideracdes finais

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa
(CEP) da Irmandade Santa Casa de Porto Alegre (Parecer N°1.476.107 -
centro proponente) e da UFCSPA (Parecer N° 1.824.790- centro
coparticipante) (anexos 1 e 2). Um estudo multicéntrico de base hospitalar, com
a participacao de oito hospitais terciarios do Brasil. Envolvemos trés hospitais
em Porto Alegre Santa Casa de Porto Alegre, Hospital Nossa Senhora da
Conceicéo, Hospital de Clinicas de Porto Alegre), trés em Curitiba (Santa Casa
de Curitiba, Hospital de Clinicas de Curitiba e Hospital Evangélico) e dois em
Sao Paulo (AC Camargo, Hospital Sdo Paulo- UNIFESP).

Fizemos uma carta-convite para profissionais médicos envolvidos com
o controle de infec¢do de cada centro participante, além de fazermos contato via-
telefone para garantir o interesse de ter esses profissioanis como membros
importantes e fundamentais no nosso estudo. Apos o aceite pessoal, todos
fizeram contato com seus respectivos comités de ética para confirmar a
possibilidade de serem centros participantes do estudo. E assim foi, apenas o
hospital do INCA (Rio de Janeiro) ndo teve autorizacéo para participar do estudo.
Foram longos meses até conseguirmos a autorizacao de todos CEPs.

Entdo em fevereiro de 2017 realizamos a videoconferéncia com todas
as equipes responsaveis de cada centro concomitantemente, com a
apresentacdo da metodologia do estudo, o passo-a-passo de cada etapa dos
dois dias de coletas das amostras para analise. Cada centro recebeu um namero

de identificacao e realizamos o estudo em dois dias: 08/03/2017 (dia
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de verdo) e 12/07/2017 (dia de inverno). Fizemos as orientac¢des sobre aincluséo
de todos os pacientes adultos (218 anos) com fezes liquidas/ pastosas que
estivessem internados nesses hospitais e excluimos os pacientes internados
nas emergéncias, unidades pediatricas, unidades de dialise e pacientes
ambulatoriais.

O termo de consentimento livre e esclarecido foi requerido para os
pacientes, a fim de participar do estudo e somente apds a autorizagdo, uma
amostra de fezes diarreica era obtida de cada participante. As amostras foram
coletadas em frasco estéril, imediatamente congeladas (-70° C) e enviadas no
dia seguinte, para o Laboratério de Biologia Molecular na Santa Casa de Porto
Alegre. O estudo néo fez intervencgdes clinicas. Os pacientes foram tratados de
acordo com a pratica clinica de rotina. Junto da amostra foi preenchida uma ficha
de dados clinicos (anexo 3), colocado etiqueta na ficha e as inicias do paciente
e numero do hospital no frasco da amostra. Contudo, apresentei um fluxo de
abordagem a equipe assistencial das unidades de internacdo e a maneira mais
adequada para a realizacdo da coleta das fezes, afim de ndo perder a amostra.

Todos os pacientes foram avaliados com um kit comercial de PCR em
tempo real (Xpert®C. Difficile test, Cepheid, Sunnyvale, CA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Além disso, todas as amostras fecais foram submetidas
a cultura de C. difficile, da seguinte forma: as amostras foram tratadas com alcool
absoluto (proporcdo 1: 1) a temperatura ambiente por 1 mao subcultivada em
CMO0601 Clostridium difficile agar (Oxoid), enriqguecida com 7% de sangue de
cavalo, D- Cicloserina e Cefoxitina por 48h em atmosfera anaerdbia. A

identificag@o das espécies de colbnias suspeitas foram
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confirmadas por dessorcéo / ionizacdo por laser assistida por matriz (MALDI-
TOF / MS, BruckerDaltonics, Alemanha). Durante a fase de inverno do estudo
(julho / 2017), uma amostra foi identificada presuntivamente como ribotipo 027
por GeneXpert. De acordo com sequenciamento (MLST), o isolado foi
classificado como ST67, pertencente ao grupo 2. Este grupo contém uma grande
diversidade de tipagem de seqiiéncia que também inclui ST1 (NAP1 / 027).

Identificamos uma frequéncia alta de ICD na regido sul/ sudeste,
independente da sazonalidade, um caso de cepa hipervirulenta no Brasil e como
fator de risco o uso de fluoroquinolonas. Esses dados reforcam a necessidade
de mais discussdes entre os hospitais e seus laboratérios para a adequada
investigacao de casos.

Durante o doutorado surgiu o0 interesse por parte da equipe e
coordenacao do Controle de Infeccdo Hospitalar da Santa Casa, onde atuo como
Enfermeira, de criar um protocolo de investigacdo de Infeccao por Clostridium
difficile, visando discutir os métodos diagndsticos e de medidas de bloqueio. Com
esse objetivo criamos um grupo para discussdao desse novo protocolo, e em
janeiro de 2017 o mesmo foi implantado. A partir de entdo, o protocolo de
Investigacdo de Infeccdo por C. difficile (anexo 4) passou a ser um indicador
institucional gerenciado pelo setor da Qualidade, e eu fiquei responsavel em
fazer o acompanhamento dos casos mensalmente. No més de maio do corrente
ano apresentamos um trabalho sobre o impacto econémico e de reducédo de
tempo de isolamentos na Instituicdo apds a aplicacédo do protocolo (anexo 5), no
XIl Sul Encontro de Controle de Infeccéo, no qual fomos premiados na categoria

Melhor Tema livre de apresentacéo oral.
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Apresentamos nossos resultados do presente estudo no XX Congresso
Brasileiro de Infectologia, através de apresentacao oral de tema livre e péster
(anexo 6 e 7). Foi importante participar desse congresso a nivel internacional
porgue tive a oportunidade de trocar idéias, conhecimentos e praticas com outros
profissionais, de diversas localidades.

Ao longo dessa caminhada entre mestrado e doutorado, o C. difficile fez
parte da minha vida, tanto académica quanto profissional. Como enfermeira
controladora de infec¢do pude acompanhar todos os casos de suspeita de ICD,
guanto as medidas de prevencao nas unidades de internacdo, na escolha e
acompanhemento de produto para limpeza e desinfeccdo do ambiente
hospitalar, na participacdo de reunides para novos grupos de pesquisa de
protocolos de tratamento, educacdo permanente das equipes e na escolha de
métodos diagndsticos.

Espero com o presente estudo mostrar que temos ICD na nossa regiao,
com cepas diferentes dos paises desenvolvidos, ndo tao virulentas, mas com
alto poder de disseminacdo nos ambientes hospitalares. Os nossos fatores de
risco ainda estéo relacionados ao uso indiscriminado de antibidticos e o C.
difficile sendo uma razédo importante da diarreia hospitalar. As pesquisas para
determinar colonizacédo de C. difficile nos alimentos ainda séo poucas, mas 0s
casos definidos como da comunidade estdo aumentando.

Por esses motivos, precisamos fazer a vigilancia corretamente no
ambiente hospitalar, definindo casos da comunidade e IRAS. Realizar a taxa de
ICD com os casos definidos como IRAS, supervisionar as medidas de prevencao

e implementar métodos diagndésticos rapidos e eficazes. Além de
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educar todos os profissionais do ambiente hospitalar, os pacientes e familiares,

pra evitarmos possiveis surtos.
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IRMANDADE DA SANTACASA
DE MISERICORDIA DE PORTO “4 m"'m
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Ponto prevaléncia bi-anual de infecgao por Clostridium difficile entre pacientes com
diarreia em hospitais brasileiros

Pesquisador: ALESSANDRO COMARU PASQUALOTTO

Area Temética:

Verséo: 1

CAAE: 53417116.2.1001.5335

Instituigao Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer; 1.476.107

Apresentagéo do Projeto:

Estudo prospectivo, multicéntrico de base hospitalar, sem intervengédo medicamentosa. A participa8ao dos
hospitais e pacientes para a vigilancia do ICD sera voluntaria. O estudo serd conduzido em grandes
hospitais terciarios situados em Porto Alegre, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Curitiba.Durante um unico dia pré-
determinado, todos os pacientes adultos (>= a 18 anos) com diarreia (>=evacua8oes nao formadas por dia)
admitidos nestes hospitais serdo pesquisados para presen8a de ICD. Um grupo de 5-10 académicos
voluntarios em cada centro participante ird pesquisar pacientes com diarreia nosocomial, reduzindo as
chances de perder potenciais casos. O estudo sera realizado 2 vezes em um unico dia no inverso de 2016
em um unico dia no verdo de 2017. Serédo exclufdos pacientes internados nas emergéncias, unidades
pediatricas, unidades de dialise e pacientes ambulatoriais.

O tamanho da amostra foi determinado baseado em uma prevaléncia estimada de 6% dos pacientes
hospitalizados com diarreia presente nos dois dias de coletas em cada hospital participante, considerando
gue destes pacientes 8% devem ter ICD.(n=790)

Aamostra de fezes seré enviada para o laboratério de biologia molecular da Santa Casa.

Os pacientes com ICD seréo classificados como tendo:

-ICD associado aos cuidados de sadde: inicio dos sintomas em >48h apos a admissao de uma

Endere8o: R. Prof° Annes Dias,295 Hosp.Dorn Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: s0.020-090

UF: RS Municfpio: PORTO ALEGRE

Telefone: t51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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Continua8ao do Parecer: 1.476.107

unidade de saude ou com inicio dos sintomas na comunidade dentro de 4 semanas apos a alta de um
servi8o de cuidados de sadde;

- ICD adquirido na comunidade: infcio dos sintomas enquanto fora de uma unidade de sadde, e sem
cuidados de sadde em um centro de saude nos dItimos 12 meses ou com inicio dos sintomas em <=48h
seguintes da admissao a uma unidade de sadde sem cuidados em uma unidade de saéde nos dltimos 12
meses €;

- ICD deorigem origem desconhecida.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primario: estimar a prevaléncia de ICD em pacientes hospitalizados com dia“rreia em nove grandes
hospitais de ensino do Brasil.

Objetivo secundario: Descreveras caracteristicas dos pacientes com ICD, fatores de risco e desfecho da
ICD;Descrever a epidemiologia dos isolados de C. difficilli para ribotipagem por PCR, presen8a de TcdA,
TcdB e toxina binéria.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: a coleta de amostra de fezes possui risco mfnimo, como desconforto durante a coleta.

Beneffcios: os beneffcios estao relacionados & epidemiologia, contribuindo para prevengéo e controle das
infecgoes relacionadas a assisténcia a sadde, através da divulgagao do conhecimento cientffico sobre a
prevaléncia de ICD nos hospitais, assim como caracteristicas dos pacientes, fatores de risco e a
epidemiologia dos isolados de C. dificile.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

A epidemiologia de ICD tern sido pouco descrita no Brasil, conforme os autores. A incidéncia de ICD no
Brasil é provavelmente subestimada, devido & falta de conscientizagdo e ferramentas de diagnéstico
limitados. Em pesquisa prévia, o grupo do projeto relatou que a frequéncia de ICD foi de 83% em um estudo
prospectivo, envolvendo 96 pacientes em dois hospitais. Este € o primeiro estudo prospectivo multicéntrico
visando determinar a frequéncia de ICD nos hospitais da América Latina.

Consideragoes sobre os Termos de apresentasao obrigatéria:
Termos de apresentagao obrigatéria de acordo conforme CEP - Comité de Etica em Pesquisa.

Recomendagées:
Recomendamos incluir o horéario de funcionamento do CEP - Comité de Ltica em Pesquisa no TCLE -
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Endere o: R. Prof® Annes Dias,295 Hosp.Dorn Vicente Scherer
Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto aprovado conforme discutido em Reunido do CEP.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

mo

Apés avaliagdo do protocolo acima descrito, 0 presente comité ndo encontrou obices quanto ao
desenvolvimento do estudo em nossa Institui§ao e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.

Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar & este CEP, Relatorios de Andamento dos Projetos

desenvolvidos na ISCMPA. Relatérios Parciais (pesquisas com duragio superior & 6 meses), Relatérios
Finais (ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (copia da publica8ao).

2 - Para o infcio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servigo (onde sera
realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovagéao do protocolo pelo Comité de Etica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situa8ao
Informagoes Basicas| PB_INFORMAgOES _BASICAS_DO_P 22/02/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 651772.pdf 11:29:11
Outros formularioinscricao.pdf 22/02/2016 | RENATA NETO Aceito
11:24:11 | PIRES

Cronograma cronograma.pdf 22/02/2016 | RENATA NETO Aceito
11:20:31 | PIRES

Outros declaracoesINCA.pdf 19/02/2016 | RENATA NETO Aceito
18:33:30 |PIRES

OutrOS autorizacao_chefia_StaCasa_Curitiba.pd | 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
f 15:58:49 | PIRES

OutrOS Termo_anuencia_servico HNSC_GHC.j | 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
pq 15:53:57 | PIRES

Outros Declaracao_onus_instituicao_ HCPA.jpg 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
15:51:57 | PIRES

Outros Termo_compromisso_utilizacao_dados_ | 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
HCPA.jpq 15:50:11 | PIRES
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E-mail: cep@santacasa.tche.br

Pagina 03 de 04



mailto:cep@santacasa.tche.br

IRMANDADE DA SANTA CASA

Platafor
DE MISERICORDIA DE PORTO Q’,oﬂ -
ALEGRE - ISCMPA
Continua8ao do Parecer: 1.476.107
Outros autorizacao_chefia_ HCPA.jpg 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
15:46:51 |PIRES
Projeto Detalhado / | projeto.docx 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
Brochura 15:44:52 | PIRES
Investigador
Outros Termo_anuencia_UFCSPA.pg 1470272016 | RENATA NETO Acero
15:31:36 |PIRES
Outros Termo_entrega_relatorio UFCSPA jpg 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
15:29:57 | PIRES
Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
15:05:24 | PIRES
OutFOS termo_de_compromisso_utilizacao_de_ 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
dados Sta Casa.pdf 14:41:22 | PIRES
Outros Isencao_e_onus_a_lInstituicao_Sta_Cas 14/02/2016 | RENATA NETO Acelto
a.pdf 14:35:36 | PIRES
OutrOS declaracao_uso_e_publicacao_Sta_Cas | 14/02/2016 [ RENATA NETO Acelto
a.pdf 14:33:28 | PIRES
Outros declaracao_uso_dados_Sta_Casa.pdf | 14/02/2016 | RENATA NETO Acelto
14:31:45 | PIRES
utros declaracao_de_confidencialidade_Sta_C | 14/02/2016 | RENATA NETO Aceito
asa.pdf 14:29:18 | PIRES
OutFOS autorizacao_de_chefia_responsavel _Sta | 14/02/2016 [ RENATA NETO Acerto
Casa.pdf 14:22:06 | PIRES
Orgamento orcamento.pdf 14/02/2016 | RENATA NETO Aceilto
13:54:34 | PIRES
TCLE / Termos de | TCLE.docx 04/02/2016 | RENATA NETO Aceilto
Assentimento / 15:42:34 | PIRES
Justificativa de
Auséncia

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 04 de Abril de 2016

Assinado por:

Carlos Henriqgue Munhoz Olea

(Coordenador)
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PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Ponto prevaléncia bi-anual de infeccdo por Clostridium difficile entre pacientes com
diarreia em hospitais brasileiros

Pesquisador: ALESSANDRO COMARU PASQUALOTTO

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 53417116.2.3001.5345

Instituicdo Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.824.790

Apresentacdo do Projeto:

Alteracdo do nome do coordenador do centro participante Hospital Nossa Senhora da Conceigao (GHC); «
Excluséo do centro participante Hospital INCA I; « Alteragdo do tamanho da amostra. Trata-se de uma
emenda que propdes alteracdo no nimero de amostras, de Coordenador em um dos hospitais participantes
(Hospital Nossa Senhora da Concei¢éo) e desligamento de uma unidade hospitalar (Hospital INCA I).

Objetivo da Pesquisa:

Emenda - trocar coordenacao de Centro participante, desligar um centro participante e reduz o tamanho
amostral.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

N&o se aplica.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Houve reducdo do nimero de amostras de fezes esperado para o estudo. Total de 748 amostras nos dois
momentos.

Endereco: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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Continuacao do Parecer: 1.824.790

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

A emenda foi apresentada adequadamente.

Recomendacdes:

QRGrai™

mo

Sugere-se a remocédo do termo multicéntrico do texto, pois este se refere a pesquisas onde todas as etapas

sdo desenvolvidas em cada um dos centros participantes. Outrossim, refere-se a justificativa para redugéo

amostral (provavelmente decorrente de dados iniciais).

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As alteracdes solicitadas séo pertinentes e ndo comprometem o desenvolvimento da pesquisa.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informac6es Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS 802158 06/10/2016 Aceito
do Projeto _E2.pdf 10:05:35
Outros Justificativa. pdf 06/10/2016 [ RENATA NETO Aceito

10:02:42 | PIRES
Outros formularioinscricao.pdf 22/02/2016 | RENATA NETO Aceito
11:24:11 |PIRES
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Ficha de coleta de dados

Ponto prevaléncia bi- anual de infeccao por Clostridium difficile entre pacientes com

diarreia em hospitais brasileiros

Nome do paciente:

Data de nascimento: \ o\

Sexo F () M()

Data internacéo atual: o\

Hospital:

Motivo de internacéo atual:
Cirurgia eletivo () Cirurgia urgéncia ()

Clinico eletivo(') Clinico urgéncia ()

Unidade de internacdo atual:

Clinica( )Cirurgica( ) Terapia intensiva( )

Data do inicio da diarreia:

\ N

Tratamento prévio para Clostridium difficile:

Sim () Nao( ) Qual:

Tumor sélidoSim ()Nao( )

Sitio tumoral:

Neoplasia hematoldgica Sim () N&o ()

Qual:
Transplante Sim () Nao () Data:__ \ \

Qual:
ImunosuupressoresSim () N&o ()

Qual:

Quimioterapia prévia (30 dias)Sim () N&o ()

Quimioterapia nesta internacao

Sim () Nao () Qual:

Radioterapia prévia(30 dias) Sim () Nao ()

Radioterapia nesta internacdoSim () N&o ()

Neutropenia febril (<500 cel/mm3)Sim () N&o ()

Isolamento por bactéria multirresistente nesta
internacéo

Sim () Néo ()

Qual:
()ESBL ()ICPC ()VRE ()Acineto

Laxativos

Sim () Néao ()

Qual:




Cirurgia prévia

Data:_ \ \
Sim () N&o () Abdominal () Extra-abdominal ()
Protecédo gastrica Sim () Néo ()
Qual:
Antibidticos prévios (30 dias)Sim () Néo ()
Quais:
Antibidticos nesta internacdo Sim () Néo () Data inicio: \ \ Datatérmino: \
Qual:
Interna¢&o na UTI Sim () N&o () Data:_ \ \
Ventilagdo Mecéanica Sim () N&o () Data inicio: \ o\

APACHE:

Exames de imagem

Tomografia abdominal Sim () N&o ()

Resultado:

ColonoscopiaSim () Nao ()

Resultado:

No momento da coleta das fezes

Leucocitos:

Bastonetes:

Plaquetas:

Proteina C Reativa:

Temperatura do paciente no momento da coleta:
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1.INTRODUCAO

Clostridium difficile, uma bacteria anaerdbica, gram-positiva, bacilo formador de
esporos, foi detectado pela primeira vez em1935 em menor microbiota intestinal de recém-
nascidos saudaveis. Infeccédo por C. difficile(ICD) é a principal causade diarreia associada
a antibioticos e infec¢éo altamente probleméatica relacionada a assisténcia a saude (IRAS).

Foi apenas em 1978 que C. difficile foi identificada como a causa principal de
Colite  pseudomembranosa em doentes tratados com antibioticos. Colite
pseudomembranosa € uma doenca inflamatdria, condi¢cdo do célon que se desenvolve em
respostaa toxinas produzidas por microrganismos. Esteprocesso ocorre quando a flora
microbiana normal do trato intestinal é interrompida, o que geralmenteacontece como
resultado do tratamento com antibiotico.

O desenvolvimento de ICD tem dois requisitos essenciais: exposi¢cao a antibioticos
e nova aquisicdo de C. difficile, tal como a transmissao que ocorre via fecal- oral. Embora
algumas pessoas expostas a estes dois fatores irdo desenvolver ICD, outros podem se
tornar apenas colonizados assintomaticos. Um terceiro fator, possivelmente relacionado
com a susceptibilidade do hospedeiro ou viruléncia bacteriana, € pensado para ser um
importante determinante para o desenvolvimento de doenca.

A indicacao é realizar testes para pesquisa deC. difficile apenas em pacientes com
fezes ndo formadas e com clinica significativa.

O caso de ICD é definido por diarreia clinicamente significativa ou megacadlon toxico
sem outra causa conhecida e um ou mais dos seguintes critérios:
1) amostra de fezes positiva para um ensaio laboratorial de C. difficile Toxina A/B ou
cultura das fezes toxigenicas ou outros meios.
2) diagnostico colite pseudomembranosa  (cirurgia, colonoscopia € exame
histopatoldgico).

Devem-se manter os pacientes com ICD em quartos privativos, ou coorte de
pacientes colonizados ou infectados com 0 mesmo microorganismo, se nao tiver
disponibilidade de quarto privativo.

E orientado o uso de precaucbes de contato (aventais e luvas) para entrar em
contato com os pacientes confirmados para ICD.

Os casos suspeitos de ICD devem permanecer em precaucdo padrdo até a
enfermeira de unidade receber o resultado do laboratério de andlises clinicas, que deve
ocorrer no maximo 3 horas do envio da amostra.

O paciente com ICD deve permanecer em precaucao de contato por pelo menos
48 horas depois da diarreia resolvida.

E recomendado o uso exclusivo de materiais e equipamentos de cuidado ao
paciente. Se os itens forem compartilhados, devem ser limpos com agua e sabdo e
desinfetados entre pacientes.



Realizar meticulosamente a higienizacdo das maos antes e apds o contato com o
paciente em precaucédo de contato, preferencialmente com agua e sabéo.

2. DIAGNOSTICO/LINHA DE CUIDADO/PROCEDIMENTO/LEGISLAC}AO
Linha de cuidados: Prevencéo e tratamento dos agravos infecciosos.

3. CRITERIOS DE INCLUSAO
Pacientes que apresentam diarreia clinicamente significativa, que varia de 3 ou mais
evacuacoes diarreicas dentro de 24 horas.

Os recentes surtos de ICD grave indicam que nem sempre € possivel esperar 24-
48 horas antes de determinar se um paciente tem diarreia clinicamente significativa.
Portanto, a diarreia mais colica abdominal também tem sido usada para satisfazer critérios
de diarreia clinicamente significativa.

4. CRITERIOS DE EXCLUSAO
Nao ha exclusoes.

5. CONDUTAS
Em fluxograma.

6. FLUXOGRAMA
Processo de decisao do Protocolo Assistencial descrito de forma detalhada no
softwear Bizage com tabela explicativa.

7. MONITORIZACAO

A monitorizacdo serda realizada conforme rotina e manejo dos cuidados de acordo
com a unidade. Cuidados avancados serdo descritos na tabela anexa ao fluxograma de
acordo com etapa.

8. GERENCIAMENTO

Indicador de adeséo ao protocolo: Tempo médio de isolamento de paciente com
diagndstico de Clostridium.

Férmula:Horario da prescricdo no Tasy para pesquisa de ICD até a instalacdo do
isolamento de contato do paciente.

Indicador de desfecho: Resultados discordantes do teste rapido para pesquisa de
ICD encaminhados para PCR.

Quantos resultados discordantes do teste rapido para pesquisa de ICD séo
encaminhados para pesquisa por PCR.

Férmula: Total de Pacientes em isolamento para Clostridium com GDH positivo e
toxina A e B positivos / Total de exames solicitados para pesquisa de ICD X 100 Meta:



9. DESEMPENHO PROFISSIONAL

As unidades receberéo trimestralmente, relatérios de acompanhamento para fins de
desenvolvimento profissional e analise de desempenho individual bem como gestdo da
unidade.

10. REFERENCIAS

APIC. Guide to Preventing Clostridium difficile Infections.First edition, February
2013.

Erik R. Dubberke, Philip Carling, Ruth Carrico, et al. Strategies to Prevent
Clostridium difficile Infections in Acute Care Hospitals: 2014 Update. Infection Control and
Hospital Epidemiology, Vol.35, N°6. 2014.

M.J.T. Crobach, T. Planche, C. Eckert, et al. European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases: update of the diagnostic guidance document for
Clostridium difficile infection. Clinical Microbiology and Infection Vol. 22. 2016.

Monteiro AA, Pires RN, Persson S, et al. A search for Clostridium difficileribotypes
027and 078 in Brazil. Braz J Infect Dis. Vol 18. Nov-Dez 2014.

Pires RN, Monteiro AA, Carneiro LC, et al Clostridium difficile infection in Brazil: a
neglected problem?.American JournalofinfectionControl. Vol 42. Abril 2014.

11. GLOSSARIO
NP

12. ANEXOS

- Fichas técnicas de indicadores;

- Fluxo do Protocolo.

Para acessar os anexos: Clicar em Inspecionar — Aba Anexos.
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RESUMOS

identificou-se um maior envolvimento da equipe de limpeza nas
rotinas diarias padronizadas pela CCIH. A aplicacdo da planilha
efetivou-se com a uma reducéo no tempo de entrega do quarto
apos higienizacao e assim agilizou o fluxo de internamento.

EVOLUCAO DO CONSUMO DE
ANTIMICROBIANQGS E PERFIL DE
RESISTENCIA BACTERIANA EM UM
HOSPITAL ESCOLA

Lidiane Riva Pagnussat; SiomaraRegina Hahn; Gilberto da
Luz Barbosa; Natalia Freddo; Marivalda Oliveira.
Hospital Sdo Vicente de Paulo

Introducéo: Aavaliagdo do consumo de antimicrobianos
é fundamental para elaborar estratégias de promogéao para uso
racional destesmedicamentos, prevengdoderesisténciabacteria-
nae otimizagdo de custos. Objetivo: descrever aevolucéo quan-
titativa do padrdo de consumo de antimicrobianos e os padrdes
de susceptibilidade bacteriana. Método: estudo observacional
retrospectivo em hospital de ensino a partir das informagdes do
perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos principais micror-
ganismos isolados e do consumo de antimicrobianos expressos
em DDD (dose diaria definida)/100 leitos/dia, no periodo de
2010 a 2015. Resultados: O consumo total dos antimicrobianos
injetaveisavaliados (ampicilina, ampicilina+sulbactam, amoxa-
cilina,amicacina, azitromicina, cefalotina, cefazolina, cefepime,
cefotaxina, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacino, imipinem,
meropenem, oxacilina, piperacilina+tazobactam, teicoplanina
e vancomicina) aumentou de 2010 para 2015, passando de 233
DDD/100 leitos/dia para 363, aumento médio de 16,8% ao ano.
Na analise individual dos antimicrobianos, as médias anuais de
consumo mais altas em DDD/100 leitos/ dia foram: Oxacilina
(81), Ciprofloxacino (69), Cefazolina (31), Ampicilina (27) e pi-
peracilina/tazobactan (21). Destaca-se 0 aumento no consumo
de 2010 para 2015 do Meropenem que passou de 8 para 31
DDD/100 leitos/ dia (p = 0,000), da vancomicina de 9,6 a 19,8
(p=0,000) e Piperacilina/Tazobactan de 13 a 24,7 (p=0,000).
Avaliando o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, observa-se
0 aumento da resisténcia aos carbapenémicos (meropenem),
principalmente para a Klebsiela sp (KL), variando de 0% a 7%
e Acinetobacter sp (29% para 74%) e as elevadas taxas de resis-
téncia (acima de 50%) as cefalosporinas (cefepime, cefalotina,
ceftriaxona) para Staphylococcus aureus (SA), Staphylococcus
coagulase negativa (SCN), KL, Escherichia Coli. Nas bactérias
gram-positivas destacam-se a elevada taxa de resisténcia as pe-
nicilinas: SAresisténciaaampicilinae penicilinaacimade 90%e
emcepasde SCNaresisténciaaampicilinaoscilou de 88% a95%
e em relagdo a penicilina de 87% a 95%. Ocorreu diminuigao
das taxas de resisténcia a oxacilina para SA de 55% para 36% e
SCN de 65% para 57%. Discussdo: O aumento significativo no
consumo de meropenem e piperacilina/tazobactam e a queda
ou estabilizacdo no consumo das cefalosporina possivelmente
esteja associado com o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia pelas bactérias gram negativas. O significativo au-
mento no consumo de vancomicina pode ser associado as taxas
de resisténcia a oxacilina que apesar de diminuirem ao longo do
periodo estudado permanecem proximos de 40% e a complexi-
dade clinica da populagéo atendida.

JInfect Control, Brazil,6(2):29-72,2017.1SSN 2316-5324
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AVALIACAQ DO IMPACTO DA
IMPLANTACAO DE PROTOCOLO DE
INVESTIGACAO DE CLOSTRIDIUM
DIFFICILE

Renata Neto Pires; Ariane Baptista Monteiro; Claudio
Marcel Berdun Stadnik; lonaraKdhler; Alessandro Comaru
Pasqualotto; Teresa Cristina TeixeiraSukiennik.

Santa Casa De Misericordia De Porto Alegre

Introducdo: Infecgdo por Clostridium difficile (ICD) é a
causa mais comum de diarreia nosocomial infecciosa com am-
plo espectro de gravidade. A ocorréncia destas infecgdes eleva
0s custos associados a salde, inclusive com a utilizagdo de EPI
em pacientes isolados por suspeita de ICD. O tempo médio entre
a coleta e o resultado do teste diagnéstico para Clostridium
difficile (CD) nainstituicéo era 7 dias. Em dezembro de 2016 foi
implantado protocolo de investigacdo de ICD a partir de uma
proposta de algoritmo publicada recentemente na European So-
ciety, através do QuiK Chek Complete, ensaio imunoenzimatico
(EIA) de deteccdo daenzima glutamato de desidrogenase (GDH)
e dastoxinas Ae/ou B de CD. Objetivos: Avaliar o impacto eco-
ndmico e tempo de espera para os resultados de CD, no manejo
de leitos de internacédo, assim como obter a taxa de incidéncia
de pacientes com ICD. Métodos: Estudotipo quasi-experimento
comparando duas coortes: janeiro a margo de 2016 e mesmo
periodo de 2017, ap6s a aplicacdo do protocolo institucional de
investigacdo de ICD, na nossa instituicdo. O protocolo institui a
coleta e envio de amostra de fezes em até 1 hora ao laboratério
e o resultado avisado em até 3 horas para a unidade solicitante.
Apos esse resultado é definido a instalagdo do isolamento do pa-
ciente. Quando o resultado é positivo para GDH e toxinas A e/ou
B o paciente é colocado em isolamento, jd quando GDH positivo
e toxinas A e/ou B negativas o paciente € isolado e a amostra
enviada para confirmacdo através de reacdo em tempo real da
cadeia de polimerase (QPCR), Xpert® C.difficile, para genes da
toxina de CD. Resultados: Foram analisadas amostras de fezes
de 61 pacientes com suspeita de ICD, em 2016 e 51 pacientes em
2017. Em 2016 12 (19,6%) pacientes tiveram resultado positivo
(ELFA), com média de 7 dias (mantidos em isolamento). No
periodo pds intervencdo 17 (33,3%) foram positivos para GDH
e destes, 07 (13,7%) também para toxinas A e B, definindo o
isolamento (em até 3h). Das 10 amostras com toxinas A e/ou B
negativas, 06 (60%) tiveram gqPCR positivo, definindo o isola-
mento com média de 1,8 dias. Portanto 34 (XX%) com resultado
negativo ndo foram isolados apesar da suspeita clinica. A inci-
dénciade casos positivos para ICD foi de 0,15/1000 paciente-dia.
A estimativa de reducéo do custo direto do isolamento (luvas de
procedimento, avental descartavel) foi de R$14.501,14 (média de
R$382,76 por pacienteem 2016 e R$98,42 em 2017). Discusséo:
Observamos umaincidéncia de ICD de 33% dos casos suspeitos,
dados elevados quando comparados a literatura regional. Houve
uma reducdo de aproximadamente 5 dias de isolamento nos
casos suspeitos com resultado negativo apds a implementacéo
do protocolo. Somente os casos confirmados pelos dois EIA, ou
pela presenga do GDH sdo isolados. Com isso, diminuimos 0s
custos hospitalares em relagdo aos insumos de isolamentoe 0
tratamento empirico com antibioticos, além de aumentarmos a
rotatividade de pacientes em quartos privativos.
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ESTUDO DE PONTO PREVALENCIA DE INFECCAO POR CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM OITO HOSPITAIS
BRASILEIROS

RENATA NETO PIRES!; ALEXANDRE ALMEIDA MONTEIRO? CASSIA CAURIO® ANDREZA FRANCISCO
MARTINS* DIEGO RODRIGUES FALCI®; FELIPE FRANCISCO TUONS; EDUARDO ALEXANDRINO SERVOLO
MEDEIROS’; IVAN FRANCA8; JOSIANE FRANCA JOHN?; ALESSANDRO COMARU PASQUALOTTO™,

1.SANTA CASA DE MISERICORDIA DE PORTO ALEGRE, CANOAS - RS - BRASIL; 2,10.SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE PORTO ALEGRE, PORTO ALEGRE - RS - BRASIL; 3.UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE, PORTO ALEGRE - RS - BRASIL; 4.UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO GRANDE DO SUL, PORTO ALEGRE - RS - BRASIL; 5.HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE,
PORTO ALEGRE - RS - BRASIL; 6.SANTA CASA DE MISERICORDIA DE CURITIBA, CURITIBA - PR - BRASIL;
7.HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO, SAO PAULO - SP - BRASIL;
8.HOSPITAL AC CAMARGO, SAO PAULO - SP - BRASIL; 9.HOSPITAL NOSSA SENHORA DA CONCEICAO,
PORTO ALEGRE - RS - BRASIL.

Palavras-chave : INFECGCAO;CLOSTRIDIUM DIFFICILE;PREVALENCIA

Introducdo: A infeccao por Clostridium difficile (ICD) é a principal causa de diarreia nosocomial entre adultos nos
paises industrializados, particularmente entre aqueles com >65 anos. Dados epidemioldgicos brasileiros, no
entanto, sdo muito escassos. Objetivo: Estimar a prevaléncia de ICD em pacientes hospitalizados com diarreia
em oito hospitais do Brasil (regides Sul-Sudeste) e descrever as caracteristicas dos pacientes com ICD.
Metodologia: Estudo observacional prospectivo conduzido em hospitais situados em Porto Alegre, Sdo Paulo e
Curitiba. Em um Unico dia (08/MAR/2017), pacientes adultos (218 anos) com fezes ndo formadas admitidos
nesses hospitais foram pesquisados para a presenca de ICD. Excluimos pacientes internados nas emergéncias,
unidades pediatricas, dialise e ambulatérios. Foram coletados dados demograficos e clinicos. Os testes de PCR
em tempo real (Cepheid; Xpert C. difficile) foram feitas no Laboratério de Biologia Molecular da Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre. Para todos os casos, realizou-se cultura das fezes em anaerobiose, utilizando-se
meio seletivo (UFRGS). Resultados: 91 amostras de fezes foram obtidas, sendo que a frequéncia de diarreia
variou de 1,6-5,5%, entre os pacientes hospitalizados. Um total de 12/91 amostras (13,2%) foram positivas para
cultura (confirmadas por MALDI-TOF); destas, apenas 7 (58,3%) foram positivas por gPCR. Os pacientes com
ICD eram em sua maioria homens (n=7; 58,3%), com média de idade de 65 anos. A maioria dos pacientes (n=8;
66,6%) estava em unidade clinica, 2 (16,6%) eram transplantados hepaticos, 6 (50,0%) tinham uso prévio de
antibidticos e 11 (83,3%) recebiam protecdo gastrica. Conclusdes: Este é o maior estudo de prevaléncia ja
realizado no Brasil para determinar a frequéncia de ICD em grandes centros hospitalares. Identificamos uma
prevaléncia de 13,2% de ICD em


http://infecto2017.com.br/

pacientes hospitalizados com diarreia em trés estados do Brasil, superando dados anteriores que revelaram
frequéncia de ICD de 8,3% (Pires RN, et al. 2014). E prevista uma segunda etapa deste estudo, quando
novamente colheremos amostras em unico dia, no inverno de 2017.

Imprimir esse resumo
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CONTAM INACAO POR CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM CARNES COMERCIALIZADAS EM PORTO ALEGRE,
BRASIL

RENATA NETO PIRES?!; ALEXANDRE ALMEIDA MONTEIRO?% CASSIA CAURIOS®; GABRIELE ZVIR SALDANHA%
ANDREZA FRANCISCO MARTINS®; DIEGO RODRIGUES FALCI®: ALESSANDRO COMARU PASQUALOTTO’.
1,2,7.SANTA CASA DE MISERICORDIA DE PORTO ALEGRE, PORTO ALEGRE - RS - BRASIL;
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BRASIL; 4.UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL, PORTO ALEGRE - RS - BRASIL;
6.HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE, PORTO ALEGRE - RS - BRASIL.
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Introducdo: Clostridium difficile (CD) é um agente patogénico intestinal anaerébio formador de esporos, sendo a
principal causa de diarreia de origem hospitalar. Este organismo tornou-se preocupac¢éo de salde publica nos
paises desenvolvidos. A visao da infeccdo por CD como uma infeccao hospitalar e transmitida apenas por
pacientes sintomaticos estd mudando, devido a crescente incidéncia de infeccdo por CD na comunidade e a
sobreposicéo genética notavel entre os isolados de CD de animais e humanos. Existem relatos de sobreposicao
genética entre cepas toxigénicas de CD isoladas de humanos, gado e carne de varejo, sugerindo que a
transmisséo do patégeno possa ocorrer por alimentos. Estudos prévios da literatura apontam que 2% (Europa)
a 25% (Australia) das amostras de carne do varejo apresentaram contaminacdo com CD. Objetivo: Estimar a
frequéncia de contaminacado por CD em diferentes tipos de carnes prontas pra venda em uma grande metrépole
no Sul do Brasil (Porto Alegre). Metodologia: As amostras de carne foram compradas em 4 mercados de grande
porte, mantidas em caixa térmica refrigerada e analisadas no mesmo dia da realizacéo da compra, no Laboratéro
de Biologia Molecular da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. Analisamos carnes de origem bovina,
suina, frango e hambdurger. Cinco gramas de cada peca foram estudados. As amostras foram trituradas e
homogeneizadas em PBS, colocadas em NaOH 4% (na proporcédo de 1:1) e mantidas em temperatura ambiente
por 15 min e centrifugadas por 15 min. Em seguida, foi desprezado o sobrenadante, e realizada nova suspensao
com 1 ml de PBS e transferido o restante para o cartucho do GeneXpert (Xpert C. difficile, Cepheid). A deteccao
laboratorial de CD foi baseada através do teste da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)
apontando para genes da toxina de CD. Resultados: Foram analisadas 40 amostras, sendo 10 amostras de cada
categoria (bovina, suina, frango e hambdurger). Néo foi observada contaminacdo por CD em nenhuma das
amostras de carne analisadas. Conclusdes: Este é o primeiro estudo brasileiro a avaliar esta questdo. Nao
encontramos contaminacdo por CD em nenhuma das amostras de carne estudadas. Os resultados serdo
confirmados por cultura em anaerobiose. O nimero limitado de amostras incluidas pode ter impactado nos
resultados. Frente a crescente preocupacéo com casos de infeccdo por CD oriundos da comunidade, vigilancia
€ requerida sobre o tema.
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