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RESUMO 

Girão ES. Avaliação dos fatores preditores, características clínicas, 

microbiológicas e epidemiologia molecular da diarreia por Clostridioides 

difficile em pacientes internados em cinco hospitais brasileiros [tese]. São 

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2021. 

Clostridioides difficile (CD) é o principal agente causador de diarreia relacionada 

à assistência à saúde no mundo. São escassos os seus dados epidemiológicos 

no Brasil, principalmente no tocante à prevalência, caraterização clínica, 

microbiológica e molecular. Os objetivos desse estudo foram avaliar o percentual 

de CD em pacientes com diarreia internados em hospitais brasileiros, assim 

como analisar seus fatores preditores, características clínicas e moleculares. 

Trata-se de estudo de coorte prospectivo, descritivo, observacional, onde 

coletou-se amostras de fezes de pacientes com diarreia internados em 5 

hospitais de diferentes regiões do país. Incluiu-se pacientes > 18 anos que 

apresentaram 3 ou mais evacuações de fezes não formadas em 24 horas. Todas 

as amostras foram submetidas ao teste rápido para detecção simultânea do 

antígeno glutamato desidrogenase (GDH) e toxinas A e B, por método 

imunoenzimático (TECHLAB® C. diff Quik Chek ®), e ao teste rápido molecular 

Xpert® C. difficile (Cepheid,) para detecção das cepas de CD produtoras de 

toxinas. As amostras foram cultivadas em meio específico e a identificação de 

CD foi confirmada pelo MALDI-TOF. Testes de sensibilidade aos 

antimicrobianos, extração de DNA e sequenciamento completo de genoma 

também foram realizados. Incluiu-se 377 amostras de 361 pacientes. CD foi 

encontrado em 15% (56/377) dos casos, utilizando como definição de doença 

associada ao CD (DACD) a presença de teste positivo para toxina A/B nas fezes 

ou teste rápido molecular positivo. A análise multivariada identificou como fatores 

preditores independentes para diarreia por CD: uso prévio de meropenem (OR, 

4,09, 95%IC, 2,097-7,09, p<0,006), presença de muco nas fezes (OR, 3,29; 95% 

IC, 1,406-7,22, p=0.006) e leucocitose com > 20% de bastões (OR, 3,77; 95% 

IC, 1,28-11,12, p=0,016). A maioria dos pacientes (68%) apresentou DACD leve 

a moderada. Metronidazol oral foi o tratamento de escolha em 74% dos casos, 



com 85% de sucesso. A taxa de recidiva após término do tratamento foi de 14% 

no grupo do metronidazol. A mortalidade geral dos pacientes com DACD foi de 

19%, e nenhum óbito foi-lhe atribuído. Trinta e cinco cepas de CD foram 

recuperadas, todas sensíveis ao metronidazol e à vancomicina, porém, 

resistentes à ciprofloxacina. O sequenciamento completo do genoma revelou 17 

tipos de ST, seis dos quais foram novos, sendo o ST42 foi o mais comum. As 

cepas hipervirulentas BI/NAP1/027 não foram identificadas. O gene ermB foi 

mais encontrado nas cepas pertencentes ao ST42 (p=0,004). Concluiu-se que o 

uso prévio de meropenem, presença de muco nas fezes e leucocitose com 

desvio a esquerda são fatores preditores para DACD. A maioria dos casos de 

DACD pode ser tratada com metronidazol oral, com boa resposta clínica, o que 

parece ser uma opção apropriada para casos leves a moderados em nosso meio.   

 

Descritores: Diarreia; Clostridioides difficile; Metronidazol; Vancomicina; 

Sequenciamento completo do genoma; Epidemiologia molecular. 

 

  



ABSTRACT 

 

Girao ES. Predictive factors, outcomes, microbiological characteristics, and 

molecular epidemiology of Clostridioides difficile diarrhea in five Brazilian 

hospitals [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo”; 2021. 

Clostridioides difficile (CD) is the leading cause of health care-associated 

diarrhea worldwide. There are few studies addressing the role of C. difficile 

infection (CDI) in Brazil. The aim of this study was to evaluate the positivity of CD 

in patients with diarrhea admitted to Brazilian hospitals, as well as to analyse its 

predictive factors, its clinical, microbiological, and molecular characteristics. This 

is a prospective, descriptive, observational cohort study, where stool samples 

were collected from patients with diarrhea admitted to 5 hospitals in different 

regions of the country. Patients > 18 years old with 3 or more non-formed stool 

evacuations within 24 hours were included. All samples were tested for glutamate 

dehydrogenase (GDH) and toxins A/B, and for detection of the toxin B gene 

(tcdB), binary toxin gene (cdtA), and deletion of 117 nucleotides in the tcdC gene. 

All samples were also cultured. CD identification was confirmed by matrix-

assisted laser desorption/ionization mass spectroscopy (MALDI-TOF/MS). 

Antimicrobial susceptibility tests and whole-genome sequencing (WGS) of 

C. difficile strains were performed. 377 stool samples from 361 patients were 

included and 15% were positive for CD. CDI cases were defined by a positive 

ELISA test for toxins A and B or a nucleic acid amplification test (NAAT) for a 

toxin gene performed in a diarrheic patient. Multivariate analysis identified as 

predictive factors for CDI: prior use of meropenem (OR 4.09, 95% CI 2.097– 

7.095; p< 0.001), mucus in stools (OR 3.29; 95% CI 1.406-7.722; p=0.006) and 

neutrophil left-shift with >20% of bands (OR 3.77; 95% IC 1.280–11.120; 

p=0.016). Most patients (68%) had non-severe CDI. Oral metronidazole was the 

initial treatment in 74% of cases, with 85% of success. Relapse was observed in 

14% of the metronidazole group. The overall mortality was 19%, with no deaths 

attributed to CDI. All isolates were susceptible to metronidazole and vancomycin, 

but resistants to ciprofloxacin. The WGS revealed 17 different sequence types 



(ST) and the six new ones. ST42 was the most common ST and hypervirulent 

strains BI/NAP1/027(ST1/RT027) were not found. The ermB gene was more 

frequently found in isolates of ST42 (p=0.004). In conclusion, patients with prior 

use of meropenem, mucus in stools and neutrophil left-shift with >20% of bands 

were more likely to have CDI in our study. Most cases can be treated with oral 

metronidazole with good clinical response, which seems to be an appropriate 

option for non-severe CDI in Brazil. 

 

Descriptors: Diarrhea; Clostridioides difficile; Metronidazole; Vancomycin; 

Whole-genome sequencing; Molecular epidemiology. 
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Clostridioides (Clostridium) difficile (CD) é um bacilo gram-positivo 

anaeróbio formador de esporos e produtor de toxinas. Atualmente, representa a 

principal causa de diarreia relacionada à assistência à saúde no mundo. Sua 

transmissão se dá por via fecal-oral, fômites e através de mobiliário e 

equipamentos. Os esporos persistem no ambiente por períodos prolongados e 

são resistentes a vários desinfetantes comerciais, favorecendo a sua 

propagação ambiental1,2.   

Infecções por CD podem variar desde diarreia leve e aquosa à colite 

pseudomembranosa, fulminante, podendo levar à morte. Estima-se que 5 a 15% 

da população geral seja portadora assintomática de CD. Há relato de taxa de 

colonização de mais de 20% em adultos hospitalizados, podendo chegar a 50% 

em residentes de instituições de longa permanência3. Sua colonização e ligação 

à mucosa intestinal são facilitadas pela alteração da microbiota intestinal normal. 

Essa alteração pode ocorrer por uso de antimicrobianos ou antineoplásicos, ou 

por redução da mobilidade colônica causada por cirurgias ou antiperistálticos. 

Uma vez no intestino, os esporos se convertem em formas vegetativas 

produtoras de toxinas, tornando-se suscetíveis à morte por agentes 

antimicrobianos. A resposta imune do hospedeiro ao CD provavelmente exerce 

um papel determinante na condição de portador assintomático4,5.   

O principal fator de virulência do CD é a produção de toxinas. As cepas 

toxigênicas podem produzir até três tipos: toxina A (TcdA), toxina B (TcdB) e 

toxina binária (CDT). Essas toxinas levam à ativação e recrutamento de vários 

mediadores inflamatórios, além de exercerem efeito citotóxico direto na mucosa 

intestinal. Os níveis de toxina nas fezes correlacionam-se à gravidade da 

doença4. A toxina A atua diretamente os neutrófilos, promovendo quimiotaxia 

daqueles que se localizam nas pseudomembranas e nas camadas subjacentes 

da mucosa intestinal. A toxina B é essencial para a virulência do CD, sendo cerca 

de 10 vezes mais potente do que toxina A como causadora de dano da mucosa 

do cólon6,7.  Os genes que codificam as toxinas A (tcdA) e B (tcdB) de CD estão 

localizados dentro de um locus de patogenicidade o PaLoc e são encontrados 

apenas em cepas toxigênicas. A regulação dos genes das toxinas A e B é 

mediada pelo gene tcdC e suas mutações associam-se à superprodução de 
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ambas as toxinas. A minoria de cepas de CD (10 a 30 %) não é produtora de 

toxinas. Essas cepas podem colonizar o trato gastrointestinal e crescer em meios 

de cultura, sem exercer efeito patogênico8. 

Figura 1- Fisiopatogenia da infecção por C difficile. Adaptado de Sandhu 

BK, 2018 5  
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1.1. Epidemiologia 

CD é o principal agente causador de infecção relacionada à assistência à 

saúde (IRAS) nos Estados Unidos da América (EUA) e corresponde a 15% a 

25% dos casos de diarreia hospitalar9. Nos EUA, as hospitalizações por doença 

associada aos Clostridioides difficile (DACD) dobraram de 2000 a 2010, com 

projeção de crescimento contínuo, especialmente devido a incorporação de 

métodos diagnósticos laboratoriais mais sensíveis10. Dados de meta-análise 

recente, que analisou 229 estudos e relatórios de vigilância de 41 países do 

mundo, encontrou taxa global de DACD relacionada a assistência à saúde de 

2,24 por 1000 internações/ano e 3,54 por 10.000 pacientes-dia/ano. As taxas 

mais elevadas foram descritas na América do Norte e entre pacientes idosos11.  

Estudos de prevalência de DACD são escassos. Na Europa, taxas de 

prevalência de DACD em pacientes hospitalizados variaram de 6%, em países 

como França e Bélgica, a 20% na Eslovênia e Bulgária12. Na América Latina, a 

Costa Rica publicou em 2008 o primeiro estudo de CD em adultos, com 

prevalência reportada de 30%13.   

Após o ano 2000, houve aumento da incidência e da gravidade de DACD. 

A taxa de mortalidade atribuída a esse agente era menor que 1,5%, antes de 

2000, tendo aumentado para 5,7%, chegando até 16,7% em períodos de surto14. 

Esse aumento foi atribuído ao surgimento de nova cepa hipervirulenta, 

caracterizada como “North American Pulsed Field Type1” (NAP1), ou “Restriction 

enzyme a analysis type” (BI) ou “PCR ribotype 027” (NAP1/BI/027). Várias 

características encontradas em NAP1/BI/027 contribuem para sua 

hipervirulência. Dentre elas, polimorfismos no gene regulador negativo, tcdC, 

aumentando a produção das toxinas A e B; presença dos genes que codificam 

a toxina binária (tcdA e tcdB) e elevado nível de resistência a fluoroquinolonas. 

Essa cepa hipervirulenta foi descrita pela primeira vez em 2005 por 

investigadores norte-americanos e canadenses15,16. Já na Europa, foi relatada 

pela primeira vez na Inglaterra e, logo depois, na Holanda em 201117.  Na 

América Latina, existem poucos estudos analisando as cepas circulantes. O 
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primeiro isolado da NAP1/BI/027 foi na Costa Rica em 200918, com relatos 

subsequentes na Colômbia, México, Chile e Honduras19,20,21.  

Dados recentes evidenciam o surgimento de DACD na comunidade, em 

indivíduos sem internação prévia. Estima-se que 20% a 28% das DACD seja 

comunitária, com incidência de 20 a 50 casos por 100.000 habitantes nos EUA, 

Suécia e Inglaterra 22,23,24. Estudos recentes mostram que 82% dos pacientes 

com DACD comunitário tiveram passagem por serviços de saúde de forma 

ambulatorial 25,26.  

1.2.C. difficile no Brasil 

São escassos os dados da DACD no Brasil, com subnotificação de casos 

em nosso meio. Poucos hospitais dispõem de métodos apropriados para o seu 

diagnóstico, sendo os testes de detecção de toxina A e B nas fezes, de baixa 

sensibilidade, o mais utilizado na prática clínica 27,28. Ademais, Silva et al. 

demonstraram que os diferentes kits para detecção de toxina por ELISA 

disponíveis no mercado brasileiro apresentam baixa sensibilidades, variando de 

61 a 68%29. 

 Dados recentes de dois hospitais de ensino em Porto Alegre, com 

pacientes adultos de terapia intensiva e transplantados de órgãos sólidos, 

encontraram prevalência de DACD de 8,3% 30. Um estudo realizado em 2014, 

com 74 adultos de um hospital universitário do Rio de janeiro, identificou 5,4% 

de infecção por CD, todos em pacientes com doenças onco-hematológicas31. 

Outro estudo recente realizado em unidade de onco-hematologia e transplante 

de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) de São Paulo identificou incidência 

acumulada de 3,1% de DACD, com significativo aumento ao longo do tempo32. 

Pouco se sabe sobre a epidemiologia do DACD no Nordeste do Brasil. 

Em 2017, Costa et al encontraram elevada positividade (48%) de DACD em 

pacientes adultos internados em hospital oncológico em Fortaleza, Ceará. No 

entanto, esse estudo avaliou casuística pequena de pacientes, todos 

imunossuprimidos. Esse grupo de pesquisadores também identificou, pela 

primeira vez, um novo ribotipo de CD, o ICC-45, filogeneticamente relacionado 
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a cepa NAP1/027/ST33. Alguns anos antes, esse mesmo autor havia relatado o 

primeiro caso da América Latina de diarreia por CD adquirido na comunidade, 

em paciente portador do vírus HIV, com neoplasia de reto, sem hospitalização 

recente ou uso prévio de antimicrobianos 34.  

Pires et al publicaram, em 2018, o primeiro relato de diarreia por cepa 

hipervirulenta de CD no Brasil. A cepa foi isolada de paciente internado em 

hospital de Porto Alegre, com antecedente de exposição à vários 

antimicrobianos. Foram encontrados, nessa cepa, os genes da toxina tcdA e 

tcdB e a deleção do gene tcdC, que indicam a superprodução de toxina. A cepa 

foi classificada como ST67, pertencente ao clade 2, que contém grande 

diversidade de sequenciamento genético onde também se inclui a cepa ST1 

(NAP1 / 027)35. Desde então, não houve mais publicações de DACD por cepas 

hipervirulentas no Brasil. Estudos recentes de epidemiologia molecular 

demonstram alta diversidade de genética de CD em hospitais brasileiros com 

novas cepas e novos ribotipos. O ST42, também classificado como ribotipo 

RT106, foi o tipo mais identificado em vários estudos, seguido pelo ST2 (RT014) 

36,37. 

1.3. Fatores de Risco 

O uso de antibióticos é o principal fator de risco para DACD. Esses alteram 

o equilíbrio da microbiota intestinal e diminuem a resistência à colonização pelo 

CD, o que facilita a transformação dos esporos em formas vegetativas. Quase 

todos os antibióticos são associados ao desenvolvimento de DACD, incluindo 

aqueles utilizados no seu tratamento, como metronidazol e vancomicina. 

Penicilinas de amplo espectro, cefalosporinas, clindamicina e fluoroquinolonas 

são os mais envolvidos. Esse desequilíbrio na microbiota intestinal pode persistir 

por mais de 3 meses após término da antibioticoterapia. Por conseguinte, 

pacientes podem permanecer suscetíveis a DACD por todo esse tempo38. 

Outros fatores de risco para DACD vem sendo estudados, dentre eles: 

idade avançada (> 65 anos), internação previa, supressão do ácido gástrico (uso 

de inibidores de bomba de prótons), alimentação enteral, cirurgia 
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gastrointestinal, quimioterapia, TCTH e doença inflamatória intestinal. Pacientes 

com idade acima de 65 anos, apresentam maior incidência de DACD e maior 

mortalidade em vários estudos38 . Além disso, esse grupo etário tem sido 

associado a um maior risco de infecção por cepas hipervirulentas como a 

BI/NAP1/027, assim como a DACD recorrente 39.  

Hospitalização nos ultimos 90 dias também é um fator de risco importante 

para DACD. Reúne-se aqui várias questões relevantes, como ambiente 

contaminado por esporos, higiene subótima das mãos dos profissionais de 

saúde e presença de comorbidades. A relação entre o uso de inibidores de 

bomba de protons e DACD permanece um assunto não resolvido. Alguns 

estudos sugeriram ser esse um fator de risco para DACD40. No entanto, vários 

outros não conseguiram corroborar esse achado41. Alterações laboratoriais 

também foram encontradas como preditores de DACD hospitalar, tais como  

elevação de  creatinina sérica, hipoalbuminemia e leucocitose42,43  

Embora vários fatores de risco para DACD, relacionados à medicações e 

às caracteristicas dos pacientes, venham sendo exaustivamente estudados, o 

real papel de cada um deles ainda é controverso. Isso se explica pois, em sua 

maioria, os estudos são retrospectivos, observacionais, com heterogeneidade de 

populações, viéses e confundidores, o que dificulta a análise dos dados. 

1.4. Manifestações Clínicas  

C. difficile pode causar um amplo espectro de manifestações clínicas que 

vão desde portador assintomático à colite fulminante com megacólon tóxico. 

DACD é classificada como: leve a moderada, grave ou fulminante, baseada em 

parâmetros clínicos e laboratoriais. Diarreia, definida como três ou mais 

evacuações com fezes não formadas em 24 horas, é o sintoma cardinal de 

DACD27. Ela pode vir acompanhada de muco ou sangue oculto, no entanto 

melena ou hematoquezia são raros. Outras manifestações incluem: dor 

hipogástrica, cólicas, febre baixa, náusea e anorexia. A febre está presente em 

15% dos casos. Leucocitose superior à 15.000 células/ml também pode ser 

encontrada. Os sintomas geralmente se iniciam na vigência da antibioticoterapia, 
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podendo surgir meses após a sua suspensão. No entanto, a maioria dos casos 

ocorre em até duas semanas do uso do antibiótico. Cerca de 5 a 10% dos 

pacientes com DACD não tem exposição previa a antibioticoterapia 44,45. 

As diretrizes americanas atuais da Sociedade Americana de Doenças 

Infecciosas (IDSA) utilizam alguns critérios para definir casos graves de DACD 

e orientar a melhor e escolha da terapia. São eles: contagem de leucócitos acima 

15.000 células/ml; creatinina sérica maior ou igual a 1,5 mg/dl ou aumento em 

1,5 vezes o seu valor basal 46. Vale ressaltar que esses critérios se baseiam na 

opinião de especialistas, sem estudos robustos que os validem. Vários outros 

critérios de gravidade têm sido usados, tais como o critério da Sociedade 

Americana de Gastroenterologia de 2021 e critérios da Sociedade Europeia de 

Microbiologia Clínica e Doenças Infecciosas (ESCMID) de 201447,48. No entanto 

nenhum deles foi aceito universalmente, por também se basear na opinião de 

especialista, com problemas na sua validação.  

Cerca de 25 a 30% dos pacientes com DACD evoluem com infecção 

recorrente, definida como reaparecimento dos sintomas dentro de duas a oito 

semanas após o término do tratamento e resolução dos sintomas. Menos 

comumente, DACD recorrente pode surgir após dois meses da descontinuação 

do tratamento. Uma vez que os pacientes tenham evoluído com recidiva, eles 

estão sob um risco significativamente maior de apresentar novas recorrências. 

Fatores de risco para recorrência incluem: idade acima de 65 anos, presença de 

comorbidades, uso de antibióticos concomitantes durante o tratamento do CD e 

falta de resposta imune mediada por anticorpos para a toxina B. Os sintomas 

recorrentes podem ser devido à recaída da cepa infectante inicial ou reinfecção 

por uma nova cepa de CD. A maioria dos casos se deve a recorrência da mesma 

cepa, independentemente do intervalo entre os episódios 49,50.  
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Tabela 1. Definições de doença grave e complicada associada a Infecção 

por C. difficile. Adaptado de Ooijevaar RE, 2018 44 

Diretriz  DACD grave DACD complicada 

Sociedade Europeia 

de Microbiologia 

Clínica e Doenças 

Infecciosas  

(ESCMID), 2014 48 

DACD com 1 ou mais dos 

seguintes achados: 

 Leucocitose > 15.000 

cel/mm3 

 Albumina sérica < 3 g/dl 

 Aumento creatinina 

sérica acima 50% ou 

>1,5 mg/dl  

Incorporado na 

definição de doença 

grave por CD 

Colégio Americano de 

Gastroenterologia 

(ACG) 2021 47 

 Leucocitose > 15.000 

cels/mm3  

 Creatinina sérica >1,5 

mg/dl 

 

 Hipotensão ou 

Choque   

 Íleo  

 Mega colón 

 

Sociedade Americana 

de Doenças 

Infecciosas  

(IDSA/SHEA), 2017 46 

 Leucocitose > 15.000 

cels/mm3 

 Creatinina sérica 

>1.5 mg/dl 

 Hipotensão ou 

Choque 

 Íleo 

 Mega colón 

DACD: Doença associada a C. difficile; IDSA: Infectious Disease Society of 

America: Society for Healthcare Epidemiology of America. 
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1.5. Diagnóstico  

O diagnóstico de DACD baseia-se em: 1) combinação de sinais e 

sintomas, tais como diarreia (definida como três ou mais evacuações diárias em 

24 horas), sem nenhuma outra causa identificável, associados a detecção de 

toxinas A e/ou B nas fezes ou de cepas de CD produtores de toxinas; ou 2) 

identificação de colite pseudomembranosa na colonoscopia ou em achados 

histopatológicos30. Exames laboratoriais isolados não conseguem distinguir 

entre colonização e infecção por CD51. Esses devem ser realizados apenas em 

pacientes com diarreia bem definida. Amostras de fezes bem formadas de 

pacientes assintomáticos não devem ser testadas, pois a presença do gene da 

toxina do CD não distingue entre infecção ou colonização, uma vez que não há 

comprovação da expressão do gene com produção de toxinas52,53.  

A estratégia ideal para o diagnóstico laboratorial do DACD ainda é 

controversa. Existe uma ampla variedade de testes e algoritmos diagnósticos 

(Tabela 2). Vários métodos laboratoriais estão disponíveis, dentre eles: cultura 

toxigênica; ensaio de neutralização de citotoxicidade em cultura celular; 

imunoensaios enzimáticos (ELISA) e ensaios imunocromatográficos para a 

detecção de glutamato desidrogenase (GDH), toxina A ou B, ou ambas; e testes 

de amplificação de ácidos nucleicos (Nucleic acid amplification test- NAAT). 

Os testes considerados padrão-ouro para diagnóstico de DACD são: 

cultura toxigênica e ensaio de neutralização de citotoxicidade em cultura celular. 

O primeiro baseia-se no isolamento de CD em cultura e determinação de cepa 

produtora de toxina. Trata-se de um método trabalhoso e demorado, limitando 

seu uso na prática clínica. No segundo teste, um filtrado de fezes é aplicado 

sobre uma monocamada de células e é observado o efeito citopático depois de 

24-48 horas. Em seguida, é realizada a neutralização com um antissoro, ou com 

antitoxina de C. sordellii ou com antitoxina de CD. Historicamente esse último 

método foi considerado padrão-ouro. No entanto, atualmente a maioria dos 

especialistas considera que ele não apresentou a sensibilidade desejada em 

estudos de comparação de ensaios. A sensibilidade reportada desse teste é 

bastante variável (65% a 90%) e, quando comparada ao cultivo de CD 
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toxigênico, o ensaio de neutralização de citotoxicidade teve uma sensibilidade 

aproximada de 75% a 85% 54,55.   

Testes para detecção de toxina A e B nas fezes são os métodos mais 

utilizados na prática clínica no Brasil. Esses utilizam anticorpos monoclonais ou 

policlonais, dirigidos contra antígenos específicos das toxinas de CD, que são 

incorporados em testes imuno-enzimáticos (ELISA) ou imunocromatográficos. 

Muitos kits comerciais estão disponíveis no mercado, com resultados rápidos, 

baratos e de fácil execução. A maioria das cepas de CD produzem as toxinas A 

e B, embora algumas cepas produzam apenas toxina B. É importante ressaltar 

que as toxinas são degradas à temperatura ambiente e podem ser indetectáveis 

dentro de duas horas após a coleta. A sensibilidade e especificidade desses 

testes variam de 47 a 98,7% e 84 a 100%, respectivamente, enquanto o valor 

preditivo positivo varia de 50% a 100% e o valor preditivo negativo varia de 87% 

a 99,8%56,57. Recentemente testes de ELISA ultrassensíveis para detecção de 

toxinas tem demonstrado resultados promissores, com sensibiidade de 97,7% e 

especificidade de 100%. Esses ensaios são rápidos, têm melhor sensibilidade 

analítica, que é de até 3 ordens de magnitude mais sensível que testes de ELISA 

convencionais e são comparáveis ao teste de referência, o de citotoxicidade 

celular. Essa nova metodologia parece promissora como teste único para 

diagnostico de DACD, podendo vir a substituir os algoritmos de testes em várias 

etapas atualmente recomendados58,59. 

A glutamato desidrogenase (GDH) é uma enzima produzida em elevados 

níveis em todos os isolados de C. difficile, incluindo cepas toxigênicas e não 

toxigênicas, podendo ser detectada por ELISA ou imuno-cromatografia. Um 

resultado positivo apenas indica a presença de CD, sem prever a capacidade 

dessa cepa de produzir toxinas. Além disso, o GDH de C. difficile pode reagir de 

forma cruzada com a da C. sordellii, com resultados falso-positivos. 

Recentemente diversos consensos têm recomendado o uso de testes rápidos de 

detecção simultânea de GDH por ELISA como método de triagem para 

diagnóstico de DACD. Devido ao seu elevado valor preditivo negativo (VPN), que 

varia de 80,0% a 100%, um teste negativo para GDH geralmente descarta a 

doença. No entanto, um resultado positivo deve ser confirmado por um segundo 
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teste mais específico para detecção de toxinas.  Amostras com resultados 

discordantes, como teste negativo para GDH e positivo para toxina, são raros e 

precisam ser testados novamente. No caso de amostras positivas para GDH e 

negativas para as toxinas, a realização de outros testes, tais como os NAATs, 

são recomendados 46,51.  

Testes de biologia molecular baseados na amplificação de ácido nucleico 

(NAAT) detectam os genes reguladores da produção de toxina A e B (genes tcdA 

e tcdB). Esses possuem elevada especificidade (>95%) e sensibilidade (>90%), 

com um valor preditivo positivo menor do que os testes de detecção de toxinas, 

mas com elevado valor preditivo negativo para CD. No entanto, testes positivos 

podem identificar cepas toxigênicas sem expressão em pacientes 

assintomáticos, podendo o seu uso isolado levar a tratamentos desnecessários 

e aumentos de custos. Seu uso deve ser restrito a pacientes com quadro 

diarreico 46,51,60 

Recentemente, novas metodologias de amplificação de ácido nucleico 

para detecção de CD têm surgido, tornando essa tecnologia mais acessível. A 

amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP- Loop-mediated isothermal 

amplification assay) é uma alternativa de baixo custo, onde as extrações de DNA 

são realizadas em temperatura constante, sem a necessidade de 

termociclador61. O uso do LAMP para diagnóstico de CD tem apresentado 

elevada sensibilidade e especificidade, quando comparado a culturas 

toxigênicas 62,63 

  



INTRODUÇÃO - 32 

Tabela 2. Testes diagnósticos para doença associada a C. difficile. Valores 

preditivos negativos e positivos são comparados ao ensaio de 

neutralização de citotoxicidade em cultura celular como padrão-ouro para 

diagnóstico de DACD. Adaptado de Thabit AK, 2019 64 

 

Teste   Valor 

preditivo 

positivo 

Valor 

preditivo 

negativo 

Substância 

detectada 

Cultura toxigênica Baixo Alto Esporos ou células 

de C. difficile 

toxigênico 

Teste de amplificação de 

ácido nucleico 

Baixo Alto Genes de C. difficile 

toxigênico 

Glutamato-desidrogenase Baixo Alto Antígeno comum de 

C. difficile 

Ensaio de neutralização de 

citotoxicidade em cultura 

celular 

Alto Moderado Toxina livre 

Teste imunoenzimático para 

toxina A e B 

Moderado Moderado Toxina livre 

DACD=Doença associada a C. difficile   
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 A tipagem das cepas de CD também é importante ferramenta no 

diagnóstico laboratorial do CD, principalmente em situações de surto. Métodos 

mais precisos também são necessários para identificação de cepas circulantes, 

introdução de novas cepas e conhecimento de cepas emergentes patogênicas. 

Existem vários métodos de tipagem molecular disponíveis. A eletroforese em gel 

de campo pulsado (Pulsed-field gel etectrophoresis -PFGE) foi um dos primeiros 

métodos utilizados para análise molecular de CD. No entanto, esse método não 

consegue separar com precisão moléculas muito grandes de DNA e, portanto, 

pode resultar em subjetividade para a interpretação dos resultados. Na Europa, 

a ribotipagem (RT) tornou-se o método mais frequentemente utilizado para 

tipagem de CD. Este possui uma boa capacidade discriminatória, apesar 

apresentar alguma dificuldade em diferenciar as cepas fortemente relacionadas, 

como o ribotipo 027, 106 e 017 65.   

Outro método mais recente e cada vez mais utilizado é o sequenciamento 

completo do genoma. Trata-se de poderosa ferramenta de genotipagem que 

vem sendo cada vez mais utilizada. Esse método tem alto poder discriminatório 

quando comparado a outras tecnologias semelhantes, tais como Multilocus 

sequence typing (MLST) e Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE.) No entanto 

seu uso ainda é limitado pelo alto custo, tempo mais demorado e necessidade 

de um sistema de bioinformática adequado para análise do banco de dados 66,67.  

Diretrizes recentes recomendam abordagens diagnósticas com múltiplos 

testes, sob a forma de algoritmos, na suspeita de DACD (Figura 1).  Entretanto, 

a melhor metodologia e fluxograma ideal ainda não foram estabelecidos. 

Preferencialmente um algoritmo com 2 a 3 estágios deve ser utilizado, onde um 

teste positivo inicial de triagem seja seguido de um ou dois testes confirmatórios 

46,51. Essas diretrizes recomendam que a escolha dos testes para CD seja 

baseada na probabilidades pré-teste da doença na população avaliada. Os 

NAAT não são recomendados como testes isolados, quando os critérios para 

testagem do paciente não estão claros ou se outras causas de diarreia não forma 

afastadas. No entanto, em pacientes com elevada probabilidade pré-teste para 

DACD, o NAAT isolado ou teste para detecção de toxina podem ser usados 

(Figura 2) 46,51.  
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Uma revisão sistemática publicada recentemente, incluindo 238 artigos, 

avaliou a acurácia dos testes para diagnostico de DACD. Esse estudo 

recomendou o uso de algoritmos que usam o NAAT sozinho ou em combinação 

com GDH ou GDH mais toxina EIA para diagnóstico da doença em adultos. No 

entanto, esse estudo foi incapaz de identificar qual é o melhor teste para 

diagnostico de DACD pelo fato de que a grande maioria dos estudos não ter 

incluído desfechos clínicos 53.  
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Figura 2. Algoritmos com múltiplos passos para diagnóstico de infecção 

por C. difficile, baseado em testes de amostras fecais. Adaptado das 

Diretrizes do ESCMID 2016 36.  

A) Algoritmo 1: 
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GDH 

Resultado positivo 
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especificidade: Toxina AB 

por ELISA 

Resultado negativo 

Infecção por CD 

muito provável 

Possível infecção por CD ou portador 

assintomático. Dependendo da 

suspeita clínica, considerar prosseguir 

investigação com cultura toxigênica (ou 

NAAT, se resultado negativo foi o GDH) 

Resultado negativo 

Não prosseguir 

investigação. Infecção 

por CD pouco 

provável 

Suspeita de Infecção por C. difficile 

(CD) 

Resultado positivo 
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B) Algoritmo 2: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CD: C. difficile; NAAT- Nucleic acid amplification test; GDH- Glutamato 

desidrogenase; CT: cultura toxigênica 

  

Teste de alta sensibilidade: GDH e Toxina AB por ELISA  

Possível infecção por CD ou 

portador assintomático, 

dependendo do quadro clínico 

 Infecção por CD pouco 

provável 

Suspeita de Infecção por C. difficile 

(CD) 

Resultado positivo 

Não prosseguir 

investigação. Infecção 

por CD pouco 

provável 

Infecção por CD 

muito provável 

-Possível Infecção por CD ou portador 
assintomático.  

-Dependendo da suspeita clínica, 
considerar prosseguir investigação com 

CT ou NAAT.  

Se fraca suspeita clínica:considerar 
monitorizar o paciente. 

Resultado negativo 

GDH e toxinas 

negativos 
Resultados incongruentes: 

-GDH positivotoxina negativo 

OU 

-GDH negativotoxina positiva 

GDH e toxinas 

positivos 
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Figura 3. Recomendações para realização de testes laboratoriais de 

diagnostico de infecção por C.difficile com base em critérios institucionais 

pré-estabelecidos. Adaptado da Diretrizes da Sociedade Americana de 

Doenças Infecciosas (IDSA) 201746

 CD: C. difficile; NAAT- Nucleic acid amplification test; GDH- Glutamato 

desidrogenase 

  

Acordo institucional com clínicos e 
profissionais do laboratório de não 

enviar  amostras de fezes de 
pacientes em uso de laxantes 

E 

de enviar  apenas amostras de 
fezes de pacientes com  diarreia  
(> 3 evacuações de fezes não 

formadas em 24h) para realizar  
testes para CD   

Fazer teste de toxina com parte de um 
algoritmo de múltiplos passos

Ex.

- GDH +Toxina;  OU

- GDH + Toxina, + ou - NAAT; OU 

- NAAT + toxina

Fazer: 

- NAAT sozinho

OU 

- Teste de Toxina ( como parte de um 
algoritmo de múltiplos passos passos    
(ex. GDH +Toxina;  OU

GDH +Toxina, + ou - NAAT; OU 

NAAT + toxina)  

NÃO

SIM
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1.6. Tratamento  

O portador assintomático de CD não necessita de tratamento e sua 

identificação pode ser útil para prevenir a transmissão hospitalar desse agente. 

A DACD deve ser tratada de acordo com a gravidade da doença e o risco de 

recorrência e complicações. Sempre que possível, deve-se tentar suspender o 

antibiótico em uso. Estudos demonstram que o uso continuado de 

antimicrobianos está associada à duração prolongada da diarreia e maior risco 

de recorrência68. Para caso leves, as diretrizes europeias sugerem aguardar 48 

horas após a suspensão do antibiótico antes de iniciar qualquer tratamento para 

CD, visto que muitas vezes a diarreia é autolimitada. Testes para controle de 

cura não devem ser realizados, pois não predizem resposta terapêutica ou risco 

de recorrência 46,51. Embora as diretrizes internacionais continuem a categorizar 

o tratamento com base na gravidade da doença, essa estratificação continua 

sendo um desafio, pois não há ensaios controlados randomizados validando os 

escores de gravidade utilizados.   

Várias drogas são usadas para tratamento de DACD, sendo o 

metronidazol o medicamento mais antigo utilizado. Para o primeiro episódio de 

DACD, vancomicina oral e fidaxomicina são as drogas atualmente 

recomendadas pelas diretrizes americanas de 2017, independentemente da 

gravidade da doença (tabela 3). Segundo essa diretriz, o metronidazol não deve 

mais ser usado como terapia de primeira linha para casos não-graves, devendo 

ser considerado apenas nos casos em que a vancomicina oral e a fidaxomicina 

não estiverem disponíveis. Tais recomendações foram baseadas em dois 

estudos multicêntricos duplo-cegos, randomizados, controlados que 

compararam metronidazol à vancomicina oral no tratamento de CD. Nesses 

estudos, a vancomicina foi superior ao metronidazol, independentemente da 

gravidade do paciente69. Outros estudos mais recentes corroboram esses 

achados, incluindo uma meta-análise e um estudo retrospectivo que 

demonstraram maior sobrevida dos pacientes que usaram vancomicina oral em 

comparação com os que usaram metronidazol 70,71. As razões para a falha do 

metronidazol são pouco compreendidas. Uma das explicações pode se 

relacionar aos baixos níveis da droga nas fezes dos pacientes usando 
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metronidazol oral, devido a sua boa absorção, que diminue à medida que a 

inflamação do cólon desaparece, enquanto os níveis de da vancomicina oral ou 

fidaxomicina (que são pouco absorvidos) permanecem elevados durante todo o 

tratamento72. Raramente, resistência ao metronidazol em cepas de CD tem sido 

descrita, sem aparente aumento 73,74.  

No entanto, ainda há controvérsias sobre o nivel de evidência que embasa 

tais recomendações. Estudos controlados, randomizados, que compararam 

vancomicina com o metronidazol no tratamento de DACD, incluindo aqueles 

publicados após o lançamento da diretriz, falharam em demonstrar uma 

diferença estatisticamente significativa nas taxas de sucesso, de recorrência e 

mortalidade geral entre as duas drogas. Embora algumas publicações favoreçam  

a vancomicina, é importante notar que existem inconsistencias metodológicas 

entre estudos que possam ter influenciado nesse resultado. Além disso, os 

critérios utilizados para definir a gravidade da DACD não foram consistentes 

entre os estudos, pois baseiam-se  na opinião de especialistas e ainda precisam 

ser validados75,76,77. 

 A fidaxomicina é uma boa alternativa para tratamento de CD, 

especialmente em pacientes com alto risco de infecções recorrentes. Esse 

agente está indicado como primeira linha para episódio inicial de DACD ou na 

primeira recorrência da infecção. Estudos randomizados, controlados 

demonstraram taxas de sucesso semelhantes da fidaxomicina comparada à 

vancomicina, mas com uma maior taxa de resposta sustentada e menor 

recorrência com a primeira droga78,79. Estudo mais recente comparou doses 

estendidas de fidaxomicina com vancomicina oral e encontrou melhor resposta 

clínica sustentada para grupo da fidaxomixina em portadores da cepa 

hipervirulenta 027do CD 80. No entanto, essa droga apresenta custo elevado e 

ainda não está disponível no Brasil. 

 Na primeira recorrência de DACD, após uso prévio de metronidazol, 

recomenda-se um curso padrão de vancomicina oral ou fidaxomicina. Se o 

primeiro tratamento foi com vancomicina ou fidaxomicina, na recidiva deve ser 

feito um segundo curso de vancomicina prolongado, com redução lenta e gradual 

da dose. Para tratamento da segunda recidiva e/ou recidivas subsequentes, 
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vários esquemas foram propostos, incluindo a vancomicina por tempo 

prolongada, seguida de rifaximina e fidaxomicina. No entanto, as evidências são 

limitadas sobre a eficácia desses esquemas. Metronidazol oral deve ser evitado 

para qualquer recorrência devido à sua menor eficácia e risco potencial de 

toxicidade neurológica com uso prolongado. Caso o paciente necessite de 

antibioticoterapia sistêmica concomitantemente ou logo após a conclusão da 

terapia para DACD, há poucas evidências que embasem a instituição de 

profilaxia secundária com vancomicina oral 81,82,83.  

 Vancomicina combinada ao transplante de microbiota fecal (TMF) é uma 

estratégia de primeira escolha para casos com múltiplas recorrências. O TFM 

consiste na infusão de fezes processadas, coletadas de um doador saudável, 

para o trato intestinal de um paciente com DACD, em centros especializados. A 

eficácia do TMF foi avaliada em vários ensaios randomizados controlados, com 

taxas de cura de 70 a 90%84,85. 

  Vários outros antimicrobianos, tais como teicoplanina, tigecicliina, 

nitazoxanida, rifampicina e rifaximina apresentam ação in vitro contra CD, no 

entanto ainda com dados clínicos limitados86. Recentemente novos agentes vêm 

sendo estudados, incluindo o ridinilazol, um antibiótico não absorvível, além de 

abordagens não-farmacológicas, como uso de probióticos, anticorpos 

monoclonais e bacteriófagos com atividade contra cepas específicas de CD87. 

Dentre esses, apenas o anticorpo monoclonal antitoxina bezlotoxumab já tem 

aprovação pelo FDA, com redução em até 40% do risco de DACD recorrente 

quando prescrito durante um episódio inicial88.  

  



INTRODUÇÃO - 41 

Tabela 3. Recomendações para tratamento de doença associada a C. 

difficile (DACD) segundo as 3 principais diretrizes. Adaptado de Thabit AK, 

2019 64 

 IDSA/SHEA, 2017 ESCMID, 2014 ACG, 2021 

Episódio 

inicial, não 

grave 

Vancomicina VO 

 OU 

 Fidaxomicina VO por 10 

dias 

 

Se os ATM acima 

estiverem indisponíveis: 

metronidazol VO por 10 

dias 

Metronidazol VO por 

10 dias 

OU 

Vancomicina VO ou 

Fidaxomicina VO por 

10 dias 

Parar ATM indutores e 

observar por 48h 

Vancomicina VO 

OU  

 

Fidaxomicina VO 

por 10 dias 

OU 

Metronidazol VO 

por 10 dias (para 

paciente de baixo 

risco: jovens, 

ambulatoriais, com 

mínimas 

comorbidades)  

    

Episódio inicial 

grave 

Vancomicina VO  

OU   

Fidaxomicina VO por 10 

dias 

Vancomicina VO por 

10 das 

OU 

Fidaxomicina VO por 

10 dias 

Vancomicina VO 

por 10 das 

OU 

Fidaxomicina VO 

por 10 dias 

Episódio inicial 

fulminante 

Vancomicina VO  

Se íleo paralítico: 

considerar adicionar 

enema de vancomicina + 

metronidazol EV  

Cirurgia se terapia com 

ATM falhar, se 

peritonite, megacólon 

tóxico ou perfuração 

intestinal  

Vancomicina VO+ 

considerar 

Metronidazol EV 

 

Se íleo: Adicionar 

enema de 

vancomicina 
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Primeira 

recorrência 

Se primeiro tratamento 

padrão: vancomicina VO 

prolongada com redução 

gradual por 2-8 semanas 

Se primeiro tratamento 

com vancomicina: 

Fidaxomicina por 10 dias 

Se primeiro tratamento 

com metronidazol: 

Vancomicina por 10 dias 

Vancomicina VO por 

10 das  

Ou 

 Fidaxomicina VO por 

10 dias 

 

 

Vancomicina VO 

prolongada, com 

redução gradual.  

 

OU 

 Fidaxomicina VO 

por 10 dias 

 

Segunda 

recorrência  

Vancomicina VO 

prolongada com redução 

gradual por 2-8 semanas 

OU  

Vancomicina VO por 10 

dias, seguida por 

Rifaximina por 20 dias OU 

Fidaxomicina por 10 dias 

 

Vancomicina VO 

prolongada com 

redução gradual por 

pelo menos 3 

semanas 

OU Fidaxomicina VO 

por 10 dias  

OU Vancomicina por 

10 dias 

Transplante de 

microbiota fecal 

Múltiplas  

(>3recorrên-

cias) após 

tratamento 

adequado 

Transplante de microbiota 

fecal 

Igual a segunda 

recorrência 

Transplante de 

microbiota fecal+ 

vancomicina VO por-

14 dias 

Transplante de 

microbiota fecal 
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1.7. Controle e Prevenção 

  São várias as estratégias para prevenção de DACD em instituições de 

saúde, dentre elas: detecção precoce de portadores, medidas de isolamento 

com precauções de contato, higiene das mãos, limpeza ambiental e 

racionalização do uso de antimicrobianos. Detecção precoce do CD com rápida 

implementação de medidas de precaução de contato são essenciais para evitar 

a transmissão, o que requer métodos rápidos e acurados para diagnóstico89.  

Pacientes com suspeita ou comprovação de DACD devem ser colocados 

em quartos privativos com banheiros individuais, sempre que possível. Uma 

abordagem ideal para a descontinuação das precauções de contato para DACD 

é incerta. As diretrizes internacionais recomendam a continuação das medidas 

de isolamento pelo menos 48 horas após a resolução da diarreia. No entanto a 

manutenção do isolamento por mais tempo, após a resolução de diarreia, pode 

ser razoável, uma vez que a eliminação persistente de CD nas fezes é comum. 

Em instituições com alta incidência de DACD, manutenção das precauções de 

contato até a alta é recomendada 90.  

Profissionais de saúde devem realizar a higienização das mãos com água 

e sabão visto que o álcool a 70% não erradica os esporos de CD. Atenção 

especial deve ser dada a limpeza do ambiente, equipamentos e superfícies. Os 

esporos de CD podem sobreviver em superfícies secas por tempo prolongado, 

e a desinfecção com produtos à base de quaternário de amônia são ineficazes. 

Essa requer uso de um agente esporicida, como o hipoclorito de sódio. 

Programas de gerenciamento do uso antimicrobianos desempenha um papel 

importante no controle da DACD, com redução significativa na sua incidência 91.  

Vacinas eficazes contra o CD ainda não estão disponíveis no mercado, 

no entanto vários produtos já estão sendo estudados. Existem pelo menos três 

vacinas contra CD atualmente em diferentes estágios de ensaios clínicos. Essas 

vacinas contêm toxóides A e B que induzem a produção de citotoxinas 

neutralizantes dessas toxinas. Muitas dessas vacinas têm se mostrado seguras 

e imunogênicas em voluntários saudáveis 92, 
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Apesar da relevância do tema, são escassos os dados epidemiológicos, clínicos 

e microbiológicos de DACD no nosso meio, justificando-se a necessidade do 

presente estudo. 
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2.1. Objetivo Geral 

 Avaliar a taxa de positividade de C. difficile em pacientes com diarreia 

internados em hospitais brasileiros 

 Avaliar os fatores preditores, características clínicas, microbiológicas e 

moleculares das diarreias por C.difficile em pacientes internados em 

hospitais brasileiros.  

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Descrever os aspectos clínicos das diarreias por C. difficile; 

 Avaliar a resposta terapêutica e a evolução clínica dos pacientes com 

diarreia por C. difficile  

 Caracterização fenotípica e genotípica das cepas de C. difficile isoladas 

desses pacientes 

 Avaliar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos das cepas de C. difficile 

isoladas 



 

 

3 MÉTODOS 
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3.1 Desenho do Estudo 

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo, descritivo, observacional 

que coletou amostras de fezes de pacientes com diarreia internados nos centros 

participantes.  

3.2 Período, População e Local do Estudo 

O estudo foi desenvolvido no Departamento de Doenças Infecciosas e 

Parasitárias da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP). 

A inclusão de casos ocorreu de abril de 2018 a julho de 2019 em 5 hospitais 

brasileiros, localizados nas diferentes regiões do país: Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP) em São 

Paulo, SP; Hospital Walter Cantídio da Universidade Federal do Ceará (HUWC-

UFC) em Fortaleza, CE; Hospital São José de Doenças Infecciosas e 

Parasitárias (HSJ) em Fortaleza, CE; Hospital de Clínicas da Universidade 

Federal do Paraná (HC-UFPR) em Curitiba, PR e Hospital Alemão Oswaldo Cruz 

(HAOC) em São Paulo, SP. Trata-se de uma amostra por conveniência, onde 

foram selecionados hospitais de população mais acessível para os 

pesquisadores. Os pacientes com diarreia internados nesses hospitais foram 

identificados através de vigilância ativa pelos pesquisadores, além de divulgação 

do estudo através de cartazes afixados nas unidades. 

O HC-FMUSP é um hospital público, terciário, universitário, conveniado 

ao Sistema Único de Saúde (SUS). É constituído por sete institutos 

especializados e dois hospitais auxiliares, que somam cerca de 2.200 leitos. O 

Instituto Central dispõe de 24 enfermarias clínicas, doze enfermarias cirúrgicas 

e doze Unidades de Terapia Intensiva (UTI), abrangendo um total de 987 leitos. 

O HUWC-UFC é um hospital terciário, universitário, também conveniado ao SUS, 

constituído por 248 leitos, sendo 14 leitos de UTI.O HSJ é um hospital terciário, 

vinculado ao SUS, referência em doenças infectocontagiosas do estado do 

Estado do Ceará, formado por 134 leitos, sendo 8 de terapia intensiva. O HC-

UFPR é um hospital público, terciário, universitário, conveniado ao SUS, 

constituído por 350 leitos, sendo 53 de UTI.O HAOC é um hospital privado, 

terciário, constituído por 357 leitos, com 37 de terapia intensiva. 
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Nos hospitais públicos (HC-FMUSP, HSJ, HUWC e HC-UFPR) os 

pacientes com suspeita e/ou confirmação de DACD ficaram sob precaução de 

contato, em quartos compartilhados com outros pacientes sem CD, com exceção 

da Unidade de Transplante de Medula do HC-FMUSP, onde todos os pacientes 

ficam internados em quartos individuais. No Hospital Alemão Oswaldo Cruz, 

todos os pacientes com DACD ficaram internados em quartos individuais, em 

precauções de contato. Em todos os hospitais do estudo existe a recomendação 

de evitar uso de álcool a 70%, no entanto sem uma política de bloqueio ou 

restrição do seu uso.  
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Figura 4. Distribuição geográfica dos hospitais participantes do estudo 

 

Fonte: O autor, Adaptado de Google maps 2021 

(https://www.google.com/maps) 
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3.3 Critérios de inclusão: 

Foram incluídos no estudo pacientes internados nos 5 hospitais citados 

que apresentavam todos os seguintes critérios:  

1. Idade ≥ 18 anos; 

2. Presença de diarreia, definida por 3 ou mais evacuações de fezes não 

formadas em 24 horas ou em menos horas consecutivas; 

3. Presença de pelo menos UM dos seguintes critérios abaixo: 

● Diarreia de início após 48 horas do internamento hospitalar; 

● Diarreia de início na comunidade ou até de 48 horas da internação, em 

pacientes com antecedente de internação ou passagem por um serviço 

de saúde nos 3 meses antes do início da diarreia; 

4. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

3.4 Critérios de exclusão:  

1. Pacientes em uso de laxantes 

2. Amostras repetidas do mesmo paciente, referentes ao mesmo episódio 

diarreico 

3. Pacientes em tratamento para DACD por mais de 24h da data da coleta 

das fezes 

4. Fezes armazenadas por mais de 72h após a coleta 

5. Qualquer condição médica que, na opinião do investigador, possa 

comprometer a capacidade do paciente de participar do estudo ou 

interferir na interpretação dos resultados.  

3.5. Definições 

- Doença associada ao C. difficile: Paciente com diarreia (3 ou mais 

evacuações de fezes não formadas em 24 horas ou em menos horas 
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consecutivas) com evidência de CD produtor de toxina A/B, isto é, com pelo 

menos um dos testes positivos abaixo: 

a) Teste positivo para toxina A/B nas fezes, OU 

b) Teste de reação em cadeia da polimerase (PCR, (Polymerase Chain 

Reaction) positivo para detecção do gene produtor de toxina B (tcdB), 

toxina binária (cdt) ou deleção do gene tcdC de CD46.  

- Diarreia associada à assistência à saúde, com início na comunidade: 

Diarreia de início na comunidade ou em até 48 horas do internamento, em 

pacientes com antecedente de internação ou passagem por um serviço de saúde 

nos 3 meses antes do início da diarreia46 

- Recidiva de diarreia por CD: Episódio de diarreia por CD em duas a oito 

semanas do início do primeiro episódio, após interrupção do tratamento, desde 

que o primeiro tenha tido resolução dos sintomas, com terapêutica adequada46.  

- Critérios de gravidade da DACD: Foi utilizado um aplicativo on-line que utiliza 

um sistema de pontuação de gravidade da CDAD, onde são avaliados os 

seguintes critérios, com atribuição da pontuação abaixo 93:  

+1 ponto: 

● Imunossupressão e / ou condição médica crônica 

● Dor abdominal e / ou distensão 

● Hipoalbuminemia (<3 g/dL) 

● Febre (> 38,5-C) 

● Admissão na UTI 

+2 pontos: 

● Tomografia computadorizada (TC) com achados inespecíficos de 

pancolite, 2 ascites e / ou espessamento da parede intestinal 

● Contagem de leucócitos> 15.000 ou <1.500 e / ou contagem de bastões 

● Aumento da creatinina sérica > 1,5 vezes o valor basal 

+3 pontos: 

● Sinais de irritação peritoneal 

+5 pontos: 
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● Necessidade de uso de vasopressores  

● Necessidade de ventilação mecânica atribuída ao CDAD 

● Desorientação, confusão ou diminuição da consciência 

 

-Interpretação: 

 Pontuação < 3: doença leve a moderada 

 Pontuação entre 4 e 6: doença grave 

 Pontuação > 7: doença grave com complicação 
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Figura 5. Aplicativo on-line que utiliza sistema de pontuação de gravidade 

da CDAD. Adaptado de Neal MD, 201193 
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Mortalidade atribuída ao C. difficile: Óbito diretamente relacionadas às 

complicações da DACA, tais como: megacólon tóxico, perfuração intestinal, 

peritonite e choque séptico. 

3.6 Coleta e processamento as amostras  

As amostras de fezes provenientes de evacuação espontânea foram 

colocadas em um frasco de coleta estéril com boca larga e tampa bem ajustada 

e identificadas com os dados dos pacientes, a data e horário da coleta. As 

amostras foram transportadas em um recipiente com gelo até o laboratório de 

cada hospital. Nesses laboratórios, as amostras de fezes foram submetidas aos 

seguintes testes: a) Teste rápido C Diff Quik Chek Complete; e b) Teste rápido 

molecular Xpert® C. difficile (Cepheid) para detecção de CD. O teste C. Diff Quik 

Chek Complete (TechLab, Blacksburg, VA, EUA) é um ensaio imunoenzimático 

rápido (30-40 min) que detecta simultaneamente o antígeno Glutamato 

Desidrogenase (GDH) e as toxinas A e B do C. difficile em um único poço de 

reação. O teste GeneXpert C. difficile (Cepheid, Sunnyvale, CA, EUA) é um 

ensaio in vitro qualitativo que utiliza a técnica de reação em cadeia da polimerase 

(PCR, Polymerase Chain Reaction) automatizada em tempo real para detecção 

de sequências dos genes da toxina B (tcdB), toxina binária (cdt) e deleção do 

gene tcdC de C difficile.  Os sistemas são constituídos por um instrumento, um 

computador e um software pré-instalado para efetuar os testes em amostras 

colhidas e visualizar os resultados. Os sistemas requerem a utilização de 

cartuchos GeneXpert® descartáveis, de utilização única, que contêm os 

reagentes de PCR e onde decorre o processo de PCR e extração de DNA. Como 

os cartuchos são autônomos, a contaminação cruzada entre amostras é 

eliminada. Os primers e as sondas presentes no ensaio Xpert C. difficile 

detectam sequências nos genes da toxina B (tcdB), toxina binária (cdt) e deleção 

de tcdC. Em seguida, essas amostras foram congeladas a – 20 ºC e analisadas 

dentro de um prazo máximo de dois meses, para identificação por meio de 

cultura. 
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Figura 6. Teste rápido C Diff Quik Chek Complete, para detecção de GDH e 

toxinas A/B 

 

GDH: Glutamato desidrogenase; Tox: toxinas 

Fonte: o autor (2021) 
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Figura 7. Teste rápido molecular Xpert® C. difficile (Cepheid) para detecção 

de CD produtor de toxina 

 

Fonte: Xpert® HCV VL Fingerstick (2021), Adaptado do site: 

www.cepheid.com/pt/tests/Virology/Xpert-HCV-VL-Fingerstick 
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3.7 Isolamento de C. difficile por cultura   

Antes do cultivo as amostras passaram por um tratamento de choque com 

álcool. O tratamento de choque baseou-se na adição de 1 ml de fezes líquidas e 

1 ml de álcool absoluto em um tubo estéril de polipropileno de 15 ml. Em seguida 

as fezes foram deixadas em repouso por 35 minutos à temperatura ambiente e 

então foram centrifugadas a 3.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet semeado no meio de cultura seletivo (CD Agar Base) por 

meio de um swab.   

Logo após, as placas foram incubadas em anaerobiose em uma jarra de 

acrílico utilizando dois envelopes geradores de anaerobiose por 72 horas a 37ºC. 

O mesmo swab utilizado para semeio no meio de cultura seletivo foi inoculado 

em um tubo contendo 5 ml de caldo Brucella. O tubo foi incubado por 7 dias, a 

37º C em anaerobiose. As cepas com crescimento nesse meio foram semeadas 

no meio cromogênico seletivo para Clostrifioides spp chromID® C. difficile agar 

(ChromID Clostridium difficile agar (IDCd; bioMérieux SA, France).  

As amostras de fezes foram congeladas a -20 ºC. As cepas coletadas nos 

hospitais de São Paulo, assim como algumas cepas coletadas nos hospitais do 

Ceará, foram encaminhadas para o Laboratório de Investigação Médica, 

Bacteriologia, LIM-49, localizado no Instituto de Medicina Tropical da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo- FMUSP. Lá essas cepas foram 

submetidas a identificação do gênero e espécie por espectrometria de massas 

MALDI-TOF®- Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass 

Spectrometry (Brucker Daltonic MALDI Biotyper®), além de testes de 

sensibilidade a antimicrobianos e sequenciamento completo do genoma. 

3.8 Teste de sensibilidade a antimicrobianos 

Método de Disco-Difusão  

Os isolados de CD foram cultivados em ágar Brucella com 10% de sangue 

desfibrinado estéril de cavalo e vitamina K, em anaerobiose por 48 horas.  Foram 

preparadas suspensões bacterianas em 2 ml de caldo de Tioglicolato, com 

http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/2-chromid-c.-difficile
http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/2-chromid-c.-difficile
http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/2-chromid-c.-difficile
http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/2-chromid-c.-difficile
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turbidez equivalente ao padrão 1,0 da escala de McFarland. A suspensão foi 

semeada em até 15 minutos (após sua preparação) sobre a superfície do ágar 

Brucella suplementado com 20% de sangue de carneiro desfibrinado estéril e 

vitamina K. 

O inóculo foi espalhado uniformemente sobre a superfície do meio com o 

auxílio de um swab e, em até 15 minutos, foram aplicados dois discos por placa. 

As placas foram incubadas em anaerobiose, a 37°C durante 24 horas em até 15 

minutos após a aplicação dos discos. Após o período de incubação, foram 

aferidos os diâmetros dos halos de inibição de azitromicina, ciprofloxacina, 

metronidazol, moxifloxacina, levofloxacina, teicoplanina e vancomicina. 

Utilizamos os critérios de interpretação e os pontos de corte descritos por Fraga 

EG et al, 201674, pela ausência de critérios de disco-difusão para testes de 

sensibilidade a antimicrobianos para CD pelo CSLI- Clinical and Laboratory 

Standards Institute e EUCAST-European Commiittee of Antimicrobial 

Susceptibility Testing. 

Método ETEST 

Foram utilizadas fitas de ETESTs, da bioMérieux, com determinação das 

centrações inibitórias mínimas (CIM) para vancomicina, metronidazol e 

ciprofloxacina das cepas de CD isoladas. Os pontos de corte para determinar 

resistência para CD para o metronidazol (> 2 mg/l) e para a vancomicina (> 2 

mg/ l) foram determinados de acordo com as diretrizes do EUCAST (versão 8.1, 

2018. http://www.eucast.org). Para ciprofloxacina  usamos o ponto de corte > 

8mg/L, seguindo as recomendações do CLSI) [20], visto que o EUCAST não tem 

ponto de corte de ciprofloxacina para CD.  

  

http://www.eucast.org/


MÉTODOS- 60 

 

Figura 8. Fluxo de coleta de processamento de amostras 

 

 

 

 

IMT: Instituto de Medicina Tropoical; FMUSP: Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo; LIM-49: Laboratório de Investigação Médica no 49 

Fonte: O autor (2021)  

  

Laboratórios de cada hospital participante do estudo 

LIM -49 

IMT- FMUSP 
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3.9 Sequenciamento completo do genoma e análise bioinformática  

As cepas de CD foram submetidas ao sequenciamento do genoma para 

identificação de genes de resistência e virulência. O DNA total foi extraído com 

o kit Qiagen QiAamp DNA minikit. A qualidade do DNA foi verificada utilizando-

se o espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific, Delaware, USA). A 

concentração do DNA foi verificada utilizando-se o fluorômetro Qubit® (Thermo 

Scientific, Delaware, USA). A integridade do DNA foi verificada em gel de 

agarose 1,5%. Os isolados foram submetidos ao sequenciamento do genoma 

total pela metodologia de MiSeq IlluminaTM. As bibliotecas foram preparadas com 

o kit comercial Nextera XT IlluminaTM de acordo com as instruções do fabricante. 

Este kit usa um transposon para simultaneamente fragmentar e marcar o DNA 

com adaptadores. O DNA é amplificado com uma reação de PCR e marcado 

com índices. A qualidade das bibliotecas geradas foi avaliada em sistema Tape 

Station (Agilent). Segmentos pareados de leitura (paired end reads) com mais 

de 500 pares de bases foram processados na plataforma de sequenciamento 

MiSeq IlluminaTM (corrida com cartucho 2 x 300 pb) do Laboratório de 

Investigação Médica 15 da rede Premium de Multiusuários da USP, locado na 

Faculdade de Medicina da USP sob supervisão da Profa. Dra. Suely Kazue 

Nagahashi Marie. A qualidade dos arquivos gerados no sequenciamento foi 

avaliada pelos programas FastQC v. 0.11.3 e Trimmomatic v. 0.33. Foi realizada 

montagem do genoma de novo usando-se o programa VelvetOptimiser v. 2.2.5. 

Os contigs formados foram ordenados pelo Abacas v. 1.3.194 usando cepa 

referência cujo genoma está disponível AM180355.1 no site do National Center 

for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). O genoma foi 

anotado com o programa Prokka v. 1.14 95. Foi realizada curadoria dos genes 

com o programa Artemis 16.0.0, identificando genes codificadores de proteínas. 

Os genes de virulência e resistência foram pesquisados nas plataformas 

ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), Virulence Factors 

Database (http://www.mgc.ac.cn/Vfs) e BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A sequência tipo (ST) dos isolados foi 

checada através da ferramenta MLSTfinder (Multilocus Sequence Typing) 

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/)96. Plasmídeos foram avaliados com a 

ferramenta PlasmidFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/)97. A 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/


MÉTODOS- 62 

 

filogenia foi inferida usando o pipeline REALPHY do Instituto Suíço de 

Bioinformática (https://realphy.unibas.ch/realphy/). Todas os genomas foram 

alinhados com o genoma de referência AM180355.1, disponível no site do Centro 

Nacional de Informações sobre Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

3.11 Aspectos Éticos 

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética para Análise de 

Pesquisa -CAPPesq da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo, com o número 2.025.392. Em 

seguida foi submetida à aprovação pelos Comitês de Ética em Pesquisa de todos 

os hospitais participantes, com pareceres favoráveis: HUWC-UFC: 2.217.633; 

HSJ: 2.144.350; HC-UFPR: 2.480.851 e HAOC: 3.018.988. O termo de 

consentimento foi assinado pelo paciente ou seu representante legal e pelo 

pesquisador responsável foi arquivado, ficando sob a guarda deste. A identidade 

dos participantes foi mantida em sigilo. O estudo foi realizado com o apoio 

financeiro do Laboratório Pfizer e do Laboratório BioMérieux. 

3.11 Variáveis avaliadas 

Relativas aos pacientes: 

As seguintes informações foram avaliadas no dia da inclusão do paciente no 

estudo: 

● Data e motivo da internação hospitalar 

● Data da coleta das fezes 

● Idade, em anos completos 

● Sexo 

● Comorbidades, baseada no diagnóstico pelos médicos assistentes 

● Unidade de internação e nome do hospital 

● Internação hospitalar nos últimos 90 dias 

● Cirurgia nos últimos 90 dias 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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● Consulta médica nos últimos 90 dias 

● Uso de antimicrobianos (ATM) nos últimos 90 dias, com descrição dos 

mesmos 

● Uso atual de imunossupressores e tipo de imunossupressor 

● Quimioterapia nos últimos 90 dias 

● Radioterapia nos últimos 90 dias 

● Uso atual de ATM (no dia do início da diarreia) 

● Uso de dieta enteral (no dia do início da diarreia) 

● Uso de inibidores de bomba de prótons 

● Uso de laxante (no dia do início da diarreia ou 24 horas antes) 

● Uso de probióticos (no dia do início da diarreia) 

● Data do início da diarreia 

● Descrição das características da diarreia e do quadro clínico associado: 

número de evacuações, presença de muco, sangue, dor abdominal, dor 

a descompressão brusca, febre, calafrios, incontinência fecal, sinais de 

peritonite, íleo paralítico, mega cólon tóxico, instabilidade hemodinâmica, 

insuficiência respiratória, colectomia 

● Escores de gravidade para infecção por CD: presença de 

imunodepressão, dor abdominal e/ou distensão abdominal, 

hipoalbuminemia, febre, admissão da UTI, TC de abdômen com pancolite, 

ascite e/ou espessamento de parede abdominal, leucocitose ou 

leucopenia, elevação da creatinina > 1,5 vezes a basal, sinais de irritação 

peritoneal, necessidade de drogas vasoativas, necessidade de ventilação 

mecânica atribuída ao CD, desorientação, confusão mental ou 

rebaixamento do sensório 

● Internação na UTI pelo CD 

● Exames laboratoriais: leucócitos, creatinina sérica, albumina sérica, 

lactato sérico 
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● Resultados dos testes para diagnóstico do CD: teste rápido para detecção 

de toxina e GDH, teste rápido molecular Xpert ® C difficile, cultura para 

CD, colonoscopia 

● Tratamento do CD: data do início, nome do ATM usado, tempo de 

tratamento, dose do ATM, resposta clínica no final do tratamento, recidiva 

da diarreia após término do tratamento, data da recidiva, ATM usado para 

tratamento da recidiva 

● Evolução do paciente após 30, 60 e 90 dias 

● Desfecho no hospital: alta ou óbito, com data e descrição do motivo do 

óbito, se ocorrido 

● Dados do ambiente físico e precauções de isolamento: número de 

pacientes no mesmo quarto, uso de precauções de conato, troca do álcool 

70% por água e sabão para higiene das mãos dos profissionais de saúde 

e limpeza de equipamentos e superfícies com álcool 70%. 

3.12. Análise de Dados 

Os dados foram coletados e gerenciados usando a plataforma eletrônica 

REDCap (Research Eletronic Data Capture), hospedada no Hospital das 

Clínicas de São Paulo- FMUSP. Foi realizada análise descritiva das 

características dos pacientes, dos exames realizados para diagnóstico de DACD 

e do tratamento utilizado. Nas variáveis numéricas, os dados foram 

apresentados em média e desvio-padrão, e em mediana e percentis. Nas 

variáveis categóricas os dados foram expostos em frequência e taxa de 

prevalência de modo a investigar associações entre fatores de risco e doença por 

C. difficile.  

Na análise das características dos participantes foi utilizado o teste U de 

Mann-Whitney, verificada a não aderência dos dados à distribuição 

gaussiana.  Na investigação de associação entre as variáveis categóricas foi 

usado o teste de qui-quadrado de Pearson e o teste exato de Fisher.  O nível de 

significância adotado para comparação das variáveis nas análises univariadas e 

multivariadas foi de valor de p<0,05. Variáveis com p<0,10 e com plausibilidade 
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biológica (ex. idade) foram selecionadas para o modelo de análise multivariada 

do tipo Stepwise Forward. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

programa estatístico SPSS e Microsoft Excel 2016. 

Não foram observados surtos de DACD nos centros participantes durante 

o período do estudo. Todos os pacientes incluidos foram avaliados durante a 

internação hospitalar e o acompanhamento foi realizado, em boa parte deles, até 

3 meses após o término da terapia com CDI, através de contato telefônico e/ou 

revisão retrospectiva  de prontuários. 
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Abstract 37 

 Epidemiological data on CD infection (CDI) in Latin American are scarce. CDI 38 

prevalence and strains characterization were prospectively evaluated in 5 39 

Brazilian hospitals from different regions. Prevalence rates of CDI were 15%, 40 

ranging from 0 to 37%. ST42 was the most common Sequence Type and 41 

hypervirulent strains were not3 identified. 42 

Keywords: Clostridioides difficile; diarrhea; prevalence; Brazilian centers 43 

 Manuscript: 44 

Clostridioides (formerly Clostridium) difficile (CD) is considered an emerging 45 

health threat, resulting in severe diarrhea, excessive costs and significant 46 

morbidity and mortality [1]. CD is the most common cause of healthcare-47 

associated diarrhea worldwide. Most epidemiological studies have been 48 

conducted in high income countries and there are few studies addressing the role 49 

of CDI in Latin America. In Brazil, epidemiologic data are still limited, especially 50 

regarding the prevalence and spread of virulent strains [3]. Diagnosing CDI can 51 

be difficult, and to date, there is no gold-standard test to diagnosis CD infection 52 

(CDI). No single commercial method can be used as a stand51 alone test. The 53 

European and American Societies recommend a multistep algorithm for CD 54 

testing. Clinical evaluation is needed to discern between CDI from asymptomatic 55 

carriage for samples without free toxin detected by toxin A and B enzyme 56 

immunoassay (EIA) test, but with glutamate dehydrogenase (GDH) or positive 57 

nucleic acid amplification test (NAAT) positive results [4,5]. The aim of this study 58 

was to assess the prevalence of CD associated diarrhea in hospitalized Brazilian 59 

patients. 60 
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This prospective, multicentre, observational study was conducted at five 61 

tertiary Brazilian hospitals located in three state capitals (Fortaleza, São Paulo 62 

and Curitiba) from different regions. Hospitalized patients > 18 years old with 63 

diarrhea (defined as >3 soft stools within 24 hours) were included. These patients 64 

were selected by an active search for possible cases of CDI. Patients were 65 

excluded if they had community62 associated diarrhea, defined as onset of 66 

symptoms in the community or during the first 48 hours of admission and with no 67 

prior hospitalization in the last 3 months [4]. CDI cases were defined as a positive 68 

test for toxins A and B or a positive NAAT in a patient with diarrhea [4]. Patients 69 

could be included more than once if they had distinct diarrheal episodes, with a 70 

time interval greater than one month between them. Clinical and demographic 71 

data were collected for each patient, after the study was approved by the local 72 

ethics committees of all participating hospitals and following informed written 73 

consent. 74 

All faecal samples were tested for glutamate dehydrogenase (GDH)/ 75 

toxins A and B, using a rapid enzyme immunoassay (EIA) test (C. diff Quick Chek 76 

Complete®, TechLab-EUA), and for polymerase chain reaction (PCR), using a 77 

commercial real-time kit (Xpert® C. difficile, Cepheid, USA). This PCR kit detects 78 

toxin B gene (tcdB), binary toxin gene (cdtA), and deletion of 117 nucleotides on 79 

the tcdC gene. All stool samples were cultured on cefoxitin-cycloserine-frutose 80 

agar (CCFA, Oxoid ®) and fastidious anaerobe broth (FAB). Suspected CD 81 

colonies were also incubated in a chromogenic culture medium, ChromID C. 82 

difficile agar® (CDIF; bioMérieux, France). The identification was confirmed by 83 

matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectroscopy (MALDI-TOF/MS, 84 

Brucker Daltonics, Germany). Whole-genome sequencing (WGS) of CD isolates 85 

were performed and detailed data are being submitted for publication in another 86 

journal. No CDI outbreaks were observed during the study period. All CDI patients 87 

were evaluated during their hospital stay and follow-up of CDI cases was 88 

performed until 3 months after the end of CDI therapy. An online CDI severity 89 

score system was used to stratify patients [6]. CDI85 attributable mortality was 90 

defined as deaths related to CDI complications, such as toxic megacolon, 91 

peritonitis, and septic shock. 92 
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From April 2018 to July 2019, 400 stool samples from 381 patients were 93 

collected. Twenty-three samples were excluded: 16 samples were repeated, from 94 

the same diarrheic episodes, and 7 were from patients with unavailable data. 95 

Only 377 samples from 361 patients were included into the final analysis (Figure 96 

1). The overall prevalence of CDI was 15% (56/377). The prevalence rates of CDI 97 

varied widely between the hospitals, as shown Table 1. Most notably, differences 98 

in age profiles, comorbidities and samples of patients included per center were 99 

found, which certainly contributed to this discrepancy. High prevalence rates 100 

were observed in Hospital das Clínicas da Universidade Federal do Paraná in 101 

Curitiba (23%) and in Hospital Alemão Oswaldo Cruz in São Paulo (37%), in the 102 

south and southeast of the country, while in Hospital São José (HSJ), located in 103 

the northeast region, there were no CDI cases. These differences can be justified 104 

by several factors, including the small number of patients included in these 105 

hospitals. Another important fact is that HSJ is a local reference center for 106 

Infectious Diseases, with a predominance of HIV positive patients. Among the 26 107 

patients included from this center, 22 (85%) were HIV positive. Analyzing all 108 

hospitals, our data shows a low CDI prevalence in HIV patients, 2.5% (1/39), 109 

which contrasts with past studies that demonstrated that HIV infection is a risk 110 

factor for CDI. Furthermore, there are still limited epidemiologic data about CDI 111 

in HIV infected patients and more studies are needed [7]. Other marked 112 

epidemiological difference in our study is the proportion of immunocompromised 113 

non- HIV included in each center, with higher rates in HC-UFPR in Curitiba (57%). 114 

Great proportion of onco-hematological patients and hematopoietic stem cell 115 

transplant recipients in this population may also have contributed to a high CDI 116 

prevalence, since this population has been described as at greatest risk for CDI 117 

[8]. Most CDI patients (94%) in our data received antibiotics in the last three 118 

months. Antibiotic consumption could also be attributed to differences in 119 

prevalence CDI rates, although it was not observed in different centers. The 120 

overall mortality of our patients was 22% (84/377), with significantly differences 121 

between hospitals, but with no deaths attributed to CDI. Culture was positive in 122 

65 samples (17%), and CD was confirmed in 35 strains by MALDI-TOF. No 123 

deletion in the tcdC gene was identified. Binary toxin was found only in 15 CD 124 

strains. The WGS was performed in 29 non-duplicate toxigenic sequenced 125 

strains. WGS revealed 18 different Sequence Types (STs), five (28%) of which 126 



RESULTADOS- 71 

 
 

were novel: ST554, ST666, ST667, ST668 and ST669 (GenBank accession 127 

number PRJNA598327). The most common STs identified were ST42 (n=9, 128 

50%), ST5 (n=3, 17%) and ST103 (n=2, 11%). The classical hypervirulent strains 129 

ST1/RT027 and ST11/RT078 were not identified. 130 

 To the best of our knowledge, this is the largest multicenter prospective 131 

Brazilian study about epidemiologic aspects of healthcare-associated CDI in our 132 

country. Most published data come from single-centres and are often 133 

retrospective series. One important strength of our cohort is the use of three tests 134 

(GDH, toxin A/B, and NAAT) for all samples since there are a small number of 135 

studies that used this three-test strategy. EIA tests for toxin A/B detection are the 136 

most widely used techniques in many countries, which may result in missed 137 

diagnoses. 138 

 In Brazil, CDI rates are underreported, and EIA toxin tests are also the 139 

most used diagnostic test. Silva et al. recently showed that different commercially 140 

available toxin A/B EIA kits used in Brazil have unsatisfactory sensitivities, 141 

ranging from 61 to 68% [9]. In our study the CDI prevalence was 15% using a 142 

three-test strategy. Similar to the present report, a recent point-prevalence 143 

Brazilian study found 12% of CDI prevalence among 153 patients with diarrhea 144 

from different centres [10]. Other national studies reported variable prevalence 145 

rates that were as high as 32% [11] and 48% [12]. However, most of these studies 146 

had methodological divergences and enrolled only high140 risk patients. As it has 147 

been shown in others Brazilian hospitals, the most frequent ST isolated in our 148 

study was ST42, ST5 and ST103.  149 

The ST42 has been reported in several countries as USA and China [13, 150 

14]. ST5 is one of the most prevalent ST described in Europe causing CDI and it 151 

has been reported in China as well [15, 16]. Hypervirulent strains ST1/RT027 and 152 

ST11/RT078 were not identified in our study, according to other local reports [17]. 153 

Until now, RT027 was only reported in two patients from a South region hospital 154 

in Brazil, one of which was classified as ST67 [18]. 155 

In conclusion, this study revealed a high prevalence of CDI in Brazil, with 156 

high diversity of strains, with novel STs. Further surveillance studies must be 157 
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performed to increase our knowledge about ST circulating in Brazil, including 158 

hypervirulent isolates. 159 
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 240 

Figure 1- Inclusion flowchart of patients with diarrhea enrolled in the study and 241 

their test results 242 

 243 

GDH: glutamate dehydrogenase; Tox: toxin A and B; HUWC: Hospital Universitário Walter 244 

Cantídio; HSJ: Hospital São José de Doenças Infecciosas; ICHC-FMUSP: Instituto Central- 245 
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Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; HAOC: Hospital 246 

Alemão Oswaldo Cruz; HC-UFPR: Hospital das Clínicas da Universidade Federal do Paraná247 
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Table 1. Prevalence rates of C. difficile infection in the different hospitals and main clinical data of patients, April 2018 to July 2019-  

 Name of Hospital, City 

Characteristics 

HUWC, Fortaleza 

Beds=248 

N (%) 

HSJ, Fortaleza 

Beds=134 

N (%) 

 

ICHC-FMUSP,  

São Paulo 

Beds=987 

N (%) 

HAOC, São Paulo 

Beds=357 

N (%) 

HC-UFPR, Curitiba 

Beds=350 

N (%) 

N stool samples 74 26 184 16 77 

N patients 70 26 172 16 77 

CDI positive cases 5 0 27 6 18 

CDI prevalence 7% 0 15% 37% 23% 

Age, median y (range) 52 (17-86) 44 (20-65) 60 (18-89) 66 (32-88) 49 (18-81) 

Male  45 (61) 14 (54) 99 (54) 6 (38) 45 (58) 

ICU stay  18 (24) 12 (46) 47 (26) 2 (33) 26 (34) 

Underlying disease      

    Hypertension 20 (27) 1 (4) 57 (31) 3 (19) 14 (18) 

    Hematologic disease 18 (24) 0 39 (21) 0 20 (26) 
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    Neurologic disease 10 (14) 12 (46) 34 (18) 4 (25)  16 (21) 

    Cardiovascular disease 18 (24) 2 (8)  40 (22) 4(25) 7 (9) 

    Renal disease 14 (19) 2 (8) 41 (22) 3 (19) 10 (13) 

    HSCT 9 (12) 1 (4) 47(25) 0 12 (16) 

    Pulmonary disease 8 (11) 12 (46) 11 (6) 0 12 (16) 

    Diabetes 13 (18) 0 21 (11) 3 (19) 5 (6) 

    Hepatic disease 12 (16)  2 (8) 19 (10) 1 (6) 5 (6) 

    Cancer    9 (12) 1 (4) 11 (6) 3 (19) 9 (12) 

    SOT 17 (23)   0 16 (9) 0 0 

    Rheumatologic disease 2 (3) 0 11 (6) 0 5 (6) 

    HIV 2 (3) 22 (85) 3 (2) 0 12 (16) 

Immunocompromised (non-HIV) 35 (48) 4 (15)  95 (52) 7 (43) 44 (57) 

Hospitalization in the last 3 

months 
45 (61) 11 (42) 62 (34) 4 (25) 56 (73) 

Use of proton pump inhibitors 61 (82)  17 (65) 157 (85) 8 (50) 56 (73) 

Use of probiotics 8 (11) 1 (4) 7 (4) 3 (19) 0 

Previous ATB use I the last 3 

months 
69 (93) 23 (88) 154 (84) 10 (63) 71 (92) 
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HUWC: Hospital Universitário Walter Cantídio; HSJ: Hospital São José; ICHC-FMUSP: Instituto Central- Hospital das Clínicas da 249 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; HAOC: Hospital Alemão Oswaldo Cruz; HC-UFPR: Hospital das Clínicas da 250 

Universidade Federal do Paraná;  ICU: intensive care unit; ATB: antibiotic; STs: sequence types; HIV: human immunodeficiency virus; 251 

NA: not available CDI: C. difficile infection; ICU: intensive care unit; HSCT: hematopoietic stem cell transplant; SOT: solid organ 252 

transplant;  253 

STs of CD strains isolated 
ST666, ST667, 

ST42 
0 

ST3, ST4, ST5, ST8, 

ST14, ST15, ST33 

ST42, ST149, ST463, 

ST554, ST668, ST669, 

ST2, ST42, ST48, 

ST103 
NA 

   CD strains with Binary toxin 3 0 9 0 3 

   Severe CDI 3 1 7 1 5 

   Overall mortality 8 (11) 11 (42) 43 (23) 3 (19) 19 (25) 

   CDI mortality 0 0 0 0 0 
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Pontos importantes do manuscrito 1 

 2 

Conforme exposto anteriormente, a taxa de positividade global de DACD 3 

foi de 15% (56/377), com grande variação entre os hospitais. Esses hospitais 4 

apresentam perfis de pacientes diversos, com comorbidades específicas, e com 5 

número discrepante de pacientes incluídos por centro, o que certamente teve 6 

impacto nesses resultados. Uma diferença epidemiológica marcante foi a 7 

proporção de pacientes imunossuprimidos não HIV incluídos em cada centro, 8 

com maiores índices no HC-UFPR em Curitiba (57%), em sua maioria pacientes 9 

onco-hermatológicos. Esse achado possivelmente contribuiu para maior taxa de 10 

DACD nessa instituição, uma vez que atinge valores de 23%. 11 

No grupo dos pacientes com DACD, maioria dos pacientes (94%) com 12 

DACD fez uso de antibióticos nos últimos três meses. A mortalidade geral dos 13 

pacientes foi de 22% (84/377), com diferenças significativas entre os centros, 14 

mas sem óbitos atribuídos ao CD. 15 

A cultura para anaeróbios foi positiva em 65 amostras (17%), 35 das 16 

quais tiveram CD confirmado por MALDI-TOF. Não foram encontradas deleções 17 

no gene tcdC e a toxina binária foi identificada em apenas 15 cepas de CD. 18 

O sequenciamento do genoma foi realizado em 29 cepas de CD. Nossos 19 

isolados foram designados como pertencentes a 18 ST distintos, sendo 5 desses 20 

(28%) novos: ST554, ST666, ST667, ST668 and ST669 (GenBank accession 21 

number PRJNA598327).  O ST mais encontrado foi o ST42 ST42 (n= 9, 50%), 22 

ST5 (n =3, 17%) e ST103 (n=2, 11%). As cepas hiper virulentas clássicas 23 

ST1/RT027 e ST11/RT078 não foram identificadas na nossa amostra. 24 

  25 
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4.2 Dados sobre fatore preditores, características clínicas, microbiológicas 26 

e epidemiologia molecular da diarreia por C. difficile 27 

 28 

Detalhes desse estudo estão contidos no artigo intitulado “Predictive 29 

factors, outcomes, and molecular epidemiology of Clostridioides difficile 30 

diarrhea in Brazilian hospitals”, publicado no periódico Eur J Clin Microbiol 31 

Infect Dis. 2021 Sep;40(9):1821-1832. Doi: 10.1007/s10096-021-04189-3. 32 

Epub 2021 Mar 30. PMID: 33783664, na íntegra abaixo: 33 

Article name: Predictive factors, outcomes, and molecular epidemiology of 34 

Clostridioides difficile diarrhea in Brazilian hospitals  35 

Authors name :Evelyne Santana Girão 1,2,3, Bruno de Melo Tavares 2 , Sania 36 
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Martins 4 , Lauro Vieira Perdigão Neto 2,4, Constancia Diogo 4, Tatiana D’ 38 

Annibale Orsi 4, Hugo Manuel Paz Morales5 & Keite da Silva Nogueira5 & 39 

Adriane Ceshin Maestri5 & Icaro Boszczowski 2,6, Filipe Piastrelli 6, Cecilia Leite 40 

Costa 7, Daniely Viana Costa 1, Geovania Maciel 1, Janete Romão 3, Thais 41 
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 59 

Abstract  60 

Little is known about the role of lineage of strains of Clostridioides difficile (CD) 61 

on the clinical presentation of CD infection (CDI) in Latin America, especially 62 

regarding the treatment response. We conducted a multicenter, prospective 63 

study to investigate the predictive factors and treatment outcomes of CDI in 64 

hospitalized patients and to performed phenotypical and molecular 65 

characterization of CD strains. A total of 361 diarrheic patients at 5 hospitals from 66 

different regions of the country were enrolled. All stool samples were tested for 67 

glutamate dehydrogenase (GDH), toxins A and B, and toxin genes using a nucleic 68 

acid amplification test (NAAT). Specimens were cultured and susceptibility profile 69 

and whole-genome sequencing (WGS) were performed. CDI positivity was 15% 70 

(56/377). Predictive factors for CDI were prior use of meropenem (OR 4.09, 95% 71 

CI 2.097– 7.095; p20% of bands (OR 3.77; 95% IC 1.280–11.120; p=0.016). 72 

Overall mortality was 19%, with no deaths attributed to CDI. Oral metronidazole 73 

was used in 74% of cases, with 85% of cure and 14% of recurrence. A total of 35 74 

CD isolates were recovered, all of them susceptible to metronidazole and 75 

vancomycin. The WGS revealed 17 different STs, six of which were novel. ST42 76 

was the most common ST and hypervirulent strains were not found. Severe CDI 77 

were caused by ST42, ST5, ST8, ST48, ST33 and a novel ST667. The ermB 78 

gene was more frequently found in isolates of ST42 (p=0.004). 79 

 Keywords: Clostridioides difficile, diarrhea, predictive factors, metronidazole, 80 

molecular epidemiology. 81 

Introduction Clostridioides (formerly Clostridium) difficile (CD) is the 82 

leading cause of healthcare-associated diarrhea worldwide [1]. Many factors 83 

appear to influence the chance of acquiring C. difficile infection (CDI) and their 84 

accurate identification can be useful to identify high-risk patients. Treatment with 85 
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antimicrobials, older age and hospitalization are significant risk factors for CDI 86 

[2]. Changes in the epidemiology of CDI have occurred since 2000, due, in part, 87 

to the emergence and subsequent spread of hypervirulent NAP1/BI/RT027 88 

strains [3, 4]. The prevalence rates and distribution of CD strains differ between 89 

geographical regions and varies widely between the countries. The diagnosis of 90 

CDI can be difficult and continues to be a significant clinical challenge. Laboratory 91 

diagnosis of CDI involve detection of CD toxin or toxigenic strains of CD from 92 

stools. No single commercial test is suitable as a stand-alone test confirming CDI. 93 

Most scientific societies recommend a strategy based on a two-step algorithm 94 

that includes a sensitive screening method followed by a more specific one [5, 6]. 95 

Molecular typing has facilitated the understanding of CD epidemiology, by 96 

providing information on the origin, spread, emergence, and detection of strains 97 

with increased virulence [7].  98 

There are few studies addressing the circulating CD strains in Latin 99 

America; however, NAP1/027 ribotype has already been reported in Colombia, 100 

Costa Rica, Mexico, Chile, Honduras and Brazil [8–12]. Although only one case 101 

of these hypervirulent strains has been reported in our country, epidemiologic 102 

data are still limited, especially regarding their antimicrobial resistance profile. 103 

 Metronidazole is the drug of choice for nonsevere CDI, whereas 104 

vancomycin or fidaxomicin has been recommended for severe infection [5]. 105 

Recent updates to American guidelines now give preference to vancomycin over 106 

metronidazole for all CDI, since it seems to be more effective, combined with the 107 

more favorable pharmacokinetics, safety, and tolerability [5, 13–15]. The aim of 108 

this study was to evaluate the predictive factors and treatment outcomes of CDI 109 

in hospitalized patients, as well as to perform phenotypical and molecular 110 

characterization of CD strains. 111 

Materials and methods 112 

Study design and data collection 113 

This prospective, multicenter observational study was conducted at 5 114 

tertiary Brazilian hospitals located in 3 state capitals from different regions of the 115 
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country: Hospital Universitário Walter Cantídio, from Federal University of Ceará 116 

and Hospital São José de Doenças Infecciosas, in Fortaleza, Ceará; Hospital das 117 

Clínicas, from University of São Paulo and Hospital Alemão Oswaldo Cruz, in 118 

São Paulo, São Paulo; and Hospital das Clínicas, from Federal University of 119 

Paraná, in Curitiba, Paraná. Our study included consecutive hospitalized patients 120 

> 18 years old with diarrhea (defined as >3 soft stools within 24 h), with suspected 121 

CDI. 122 

More than one stool sample per patient could be collected if it was from 123 

different diarrheic episodes, defined as new diarrhea after the resolution of the 124 

previous episode. All CDI patients were evaluated during their hospital stay, and 125 

follow-up was performed until 3 months after the end of CDI therapy. 126 

Definitions 127 

A CDI case was defined as a patient with diarrhea and with a stool positive 128 

for CD A/B toxins or a positive NAAT for CD toxin genes, based on the 129 

international guidelines criteria [5,6]. CDI was classified as mild to moderate or 130 

severe disease according to a severity score system used to stratify CDI patients 131 

[16]. Recurrence was defined as a new diarrhea episode with positive CD assay 132 

in the next 2–8 weeks [5]. All deaths were assessed by the researcher 133 

responsible for each hospital to determine whether the death was attributable to 134 

CDI, that is, if CDI directly contributed to death and there was a causal link 135 

between them, such as toxic megacolon, peritonitis or septic shock [17]. Patients 136 

with community-onset, healthcare facility-associated diarrhea, defined as 137 

diarrhea that occurred within 28 days after discharge from a healthcare facility, 138 

were also included. Patients were excluded if they had community associated 139 

diarrhea, defined as onset of symptoms in the community or during the first 48 140 

hours of admission and with no prior hospitalization in the last 3 months. [5]. 141 

Repeated CD positive samples from the same diarrheic episode, from the same 142 

patient, were also excluded. Clinical and demographic data were collected for 143 

each patient, and the study was approved by the local ethics committees of the 144 

participating hospitals. 145 

 146 
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Microbiological analysis 147 

All fecal samples were tested for glutamate dehydrogenase (GDH)/ toxins 148 

A and B using a rapid enzyme immunoassay (EIA) test (C. diff Quick Chek 149 

Complete®, TechLab). A commercial real-time polymerase chain reaction (PCR) 150 

kit (Xpert® C. difficile BT, Cepheid) was used in all samples for detection of toxin 151 

B gene (tcdB), binary toxin gene (cdtA), and a single nucleotide deletion at the 152 

position of 117 in the tcdC gene. All samples were also cultured. Alcohol shock 153 

was performed on stool sample, followed by culture on cefoxitin–cycloserine–154 

frutose agar (CCFA, Oxoid ®) and fastidious anaerobe broth (FAB). Suspected 155 

CD colonies were also incubated in a chromogenic culture medium, ChromID C. 156 

difficile agar® (CDIF; bioMérieux, France). The identification was confirmed by 157 

matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectroscopy (MALDI-TOF/MS, 158 

Brucker Daltonics, Germany). Antimicrobial susceptibility of CD isolates was 159 

determined using disk diffusion (Cefar, São Paulo, Brazil) and E-test strips 160 

(ETEST®, bioMérieux, France). Disk diffusion was used as a screening test to 161 

the following antibiotics: metronidazole, vancomycin, ciprofloxacin, levofloxacin, 162 

moxifloxacin, teicoplanin, and azithromycin, as described by Fraga et al. [18]. 163 

After this, we used the E-test to determine the minimal inhibitory concentrations 164 

(MIC) for ciprofloxacin, metronidazole, and vancomycin. Resistance breakpoints 165 

were set in agreement with European Committee on Antimicrobial Susceptibility 166 

Testing (EUCAST) and the Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) as 167 

follows: metronidazole (>2 mg/L), vancomycin (>2mg/L), according to EUCAST 168 

[19] and ciprofloxacin (≥8 mg/L), according to the (CLSI) [20]. EUCAST has no 169 

susceptibility breakpoint for ciprofloxacin. 170 

Whole-genome sequencing 171 

Whole-genome sequencing (WGS) of CD isolates was performed. Total 172 

DNA was extracted with a QIAamp DNAMini Kit (Qiagen, Japan), and the libraries 173 

were prepared with a Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina,USA). 174 

Paired reading segments were processed with the MiSeq Illumina Sequencing 175 

Platform (Illumina, USA). Genome assembly was performed again using 176 

VelvetOptimiser v. 2.2.5. Genes were curated with Artemis 16.0.0. The sequence 177 

type (ST) of isolates was determined using the MLST finder (Multilocus Sequence 178 
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Typing) tool (https://cge.cbs.dtu.dk/ services/MLST/). Phylogeny was inferred 179 

using the Swiss Institute of Bioinformatics REALPHY pipeline (https:// 180 

realphy.unibas.ch/realphy/). All genomes were aligned with reference genome 181 

AM180355.1, available on the National Biotechnology Information Centre website 182 

(http://www.ncbi. nlm.nih.gov). The sequence data produced in this study was 183 

deposited at DDBJ/ENA/GenBank under the BioProject accession number 184 

PRJNA598327. The eBURST algorithm was used to identify groups of related 185 

isolates (clonal complexes) within MLST data set for C. difficile and PubMLST 186 

database (https://pubmlst.org/organisms/ clostridioides-difficile), available in 187 

June 2020 that contains 690 STs) [21]. The virulence and resistance genes were 188 

searched on the ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), 189 

Virulence Factors Database (http://www.mgc. ac.cn/Vfs) and BLAST platforms 190 

(https://blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi). The Virulence Factors Database was 191 

used as an initial screening, but all virulence genes were curated manually, and 192 

the toxin genes was searched manually independent of the database results. The 193 

sequence type (ST) of the isolates was checked using the MLST finder tool 194 

(Multilocus Sequence Typing) (https://cge.cbs.dtu.dk/ services/MLST/). Plasmids 195 

were evaluated with the Plasmid Finder tool 196 

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/). 197 

Statistical analysis 198 

Predictive factors for CDI were evaluated by univariate and multivariate 199 

model using stepwise forward, and p<0.05 was considered significant. We also 200 

evaluated the association between ST and severity of CDI. Patients' 201 

characteristics analysis was done by continuous variables expressed as means, 202 

standard deviations, medians, and intervals. Categorical variables were 203 

compared with the 2 or Fisher’s exact test. Quantitative variables were examined 204 

with a Student’s t test or Mann–Whitney. p values of < 0.05 were considered 205 

statistically significant, and a significance level of 5% was adopted. 206 

Predictive factors for CDI were evaluated by univariate analysis. All non-207 

overlapping variables with p<0.05 on univariate analysis were entered in a logistic 208 

regression stepwise forward model. The presence of resistance genes in the 209 

https://cge.cbs.dtu.dk/
http://www.ncbi/
https://pubmlst.org/organisms/
http://www.mgc/
https://blast.ncbi.nlm.nih/
https://cge.cbs.dtu.dk/
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lineage was compared using Fisher's exact test. Statistical analysis was 210 

performed using SPSS version 19.0 and Microsoft Excel 2016. 211 

Results 212 

From April 2018 to July 2019, 400 samples from 381 patients were 213 

collected. A total of twenty-three samples were excluded: 16 samples were 214 

repeated, from de same diarrheic episodes, and 7 were from patients with 215 

unavailable data. A total of 377 samples from 361 patients were included in the 216 

final analysis (Fig. 1). The frequency CDI positive samples was 15% (56/377. 217 

 The clinical and demographic data from the 361 patients are displayed in 218 

Table 1. Most CDI patients (94%) received antibiotics in the last three months. 219 

Ceftriaxone (43%), meropenem (42%), vancomycin (30%), piperacillin-220 

tazobactam (27%), trimethoprim-sulfamethoxazole (25%), ciprofloxacin (15%) 221 

and clindamycin (15%) were the most used agents.  222 

The univariate analysis identified as predictive factors for CDI: prior use of 223 

ceftriaxone (OR 2.07; 95% CI 1.14–3.78; p=0.015), meropenem (OR 3.41; 95% 224 

CI 1.83–6.35; p<0.001), onset of diarrhea before hospitalization (OR 4.38; 95% 225 

CI, 1.69–11.2; p=0.004), median of 5 soft stools per day (p=0.036), and stool 226 

mucus (OR 3.09; 95% CI 1.41–6.78; p=0.003). CDI was less frequent in HIV-227 

positive (OR 0.14; 95%CI 0.01–1.04; p=0.026) and in lung-disease patients (OR 228 

1.12; 95% CI 0.01–0.95; p=0.019) (Table 1). Eight patients (15%) had 229 

community-onset healthcare facility-associated CDI compared with 4% in the 230 

negative group (OR 4.38; 95% CI 1.69–11, p=0.004) (Table 2). Previous use of 231 

proton pump inhibitors was not associated with CDI and use of probiotics were 232 

less frequent in CDI group, but with no statistically significant association (OR 233 

0.14; 95% CI 0.008–2.47; p=0.087). Most patients (68%) had non severe CDI 234 

according to the severity score [16]. There were no cases of toxic megacolon or 235 

fulminant colitis. In the univariate analysis, no independent risk factor was 236 

associated with severe forms of CDI. 237 

In the multivariable logistic regression model, several factors were 238 

independently associated with CDI including prior use of meropenem (adjusted 239 
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OR 4.09, 95% CI 2.097–7.095; p< 0.001), presence of mucus in stools (adjusted 240 

OR 3.29; 95% CI 1.406–7.722; p=0.006) and neutrophil left-shift with >20% of 241 

bands (OR 3.77; 95% IC 1.280–11.120; p=0.016) (Table 3). 242 

Oral metronidazole was the first-line therapy in 74% (39/ 53) of CDI 243 

patients, while vancomycin was used only in 15% (8/53). Among CDI patients 244 

with non-severe disease, 78% (28/ 36) used oral metronidazole, with 79% (22/28) 245 

of symptom resolution. Three of these patients (14%) experienced relapse of CDI 246 

in less than 3 months (Table 4). No CDI outbreaks were observed during the 247 

study period. 248 

Among CDI patients with severe forms, 65% (11/17) were treated with oral 249 

metronidazole, with 91% of success. Relapse was observed in 20% of this group. 250 

Among all CDI patients treated with oral vancomycin as the first choice, five had 251 

no severe disease, and three had severe forms. Diarrhea resolution occurred in 252 

75%of cases with no relapses. The median duration of CDI treatment was 10 253 

days for metronidazole and 16 days for vancomycin (Table 4). The overall 254 

mortality in CDI patients was 19%, with no differences compared to the CDI-255 

negative group. There were no deaths directly attributed to CDI. 256 

Among the 56 CDI positive cases (with stool samples positive for CD A/B 257 

toxins or NAAT for CD toxin genes), C. difficile was recovered from culture in 35 258 

samples, all confirmed by MALDI-TOF. The culture positivity rate was 62.5% 259 

(35/56), ranging between hospitals, with higher rates (89%) observed in São 260 

Paulo hospitals and lower rates (60%) in Ceará centres. No deletion at position 261 

117 in the tcdC gene was detected. All strains were susceptible to metronidazole, 262 

vancomycin, levofloxacin, moxifloxacin, teicoplanin, and azithromycin and 263 

resistant to ciprofloxacin, using disk diffusion as screening test, according to 264 

Fraga et al. [18]. The MIC50/ MIC90 values, using the E-test, for metronidazole 265 

was 0.064 mg/L/0.125 mg/L; for vancomycin was 0.25 mg/ L/0.38 mg/L, and for 266 

ciprofloxacin was >32/>32 mg/L, respectively (Table 5). However, EUCAST 267 

breakpoints for metronidazole and vancomycin are based on epidemiological 268 

cutoff values (ECOFFs) and only distinguish wild-type isolates from those with 269 

reduced susceptibility. We found no discrepancies between disk diffusion and the 270 
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E-test results, and all strains were susceptible to metronidazole and vancomycin 271 

and resistant to ciprofloxacin. 272 

The WGS was performed in all 35 CD strains isolated from culture. A total 273 

of 29 non-duplicate toxigenic sequenced strains were detailed in a phylogenetic 274 

tree and 6 strains were excluded, because they were duplicated, corresponding 275 

to the same diarrheic episode (Fig. 2). WGS revealed 17 different STs, six (35%) 276 

of which were novel: ST463, ST554, ST666, ST667, ST668, and ST669 277 

(GenBank accession number PRJNA598327). The most common STs identified 278 

were ST42 (n=10, 59%), ST5 (n=3, 18%) and ST103 (n=2, 12%) The eBURST 279 

analysis of CD using all STs available in the MLST database was done to analyze 280 

the evolutionary and genetic diversity (Fig. 3). We compared all the STs with the 281 

MLSTs present in the PubMLST database to verify the clonal complex of each 282 

isolate. Our strains belong to 3 clonal complexes (CC1, CC4 and CC10); the four 283 

novel STs (ST669, ST666, ST463, and ST554) are singletons. No CDI severe 284 

case was related to ST singletons. 285 

The hypervirulent strains ST1/RT027 and ST11/RT078 were not identified. 286 

The strains of severe CDI cases belonged to STs: ST42, ST5, ST667, ST33, 287 

ST48, and ST8. The ST42 and ST5 were the most frequent found among severe 288 

cases of CDI. The most frequent resistance genes identified were erm (B) in 11 289 

(38%), mef (A) in 7(24%) and ant (6)-la in 3 (10%) strains (Fig. 2). The erm (B) 290 

gene was most frequently found in ST42 strains compared to other STs (OR19.0 291 

IC 2.7-145.6; p=0.004). There was no association between previous use of 292 

lincosamides and ST42. Three (10%) patients whose strains were sequenced 293 

used macrolides previously and none in the group assigned as ST42. Some of 294 

our isolates also have amino acid substitution in GyrA and GyrB genes mediating 295 

fluoroquinolone resistance, like GyrA: T82I in HC131; GyrB: I139R in HC139 and 296 

OC101; GyrB: V130I in HC66; GyrB: S366A in HU74 and GyrB: S416A in HC132 297 

and HU74 strains. The 3 ST5 founded harbored the toxins genes tcdA, tcdB and 298 

tcdT. 299 

Discussion 300 
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In the present study, the frequency of CDI cases was 15%, as observed in 301 

other national reports [22]. We used a four-test strategy, with all samples being 302 

simultaneously tested for GDH, toxins A/B, NAAT, and culture to improve the 303 

accuracy of CDI diagnosis. Due the lack of national surveillance for CDI and few 304 

prospective studies from Latin America and Brazil, our findings may provide 305 

useful information about local epidemiology and treatment outcomes. 306 

Our study tried to analyze clinical or laboratory findings that could be 307 

associated with an increased risk of CDI among hospitalized patients with 308 

diarrhea. Well-defined risk factors for CDI include advanced age, antibiotic 309 

exposure, prior recent hospitalization, and co-morbidities [23]. In our study, it 310 

seems that there was not a significantly increased odds of CDI among patients 311 

age > 65 years, as demonstrated by other authors [24]. Meropenem was the only 312 

antibiotic associated with a significant increased risk of CDI in our cohort, in 313 

contrast to previous studies that supported that clindamycin and cephalosporins 314 

were most strongly associated antibiotics [25]. However, our results agree well 315 

with Cançado et al. that also reported that previous carbapenem use was a risk 316 

factor for CDI. According to our data, they also found a high rate of carbapenem 317 

use, which might reflect a more severe underlying illness in these patients [26]. 318 

A high rate of carbapenem use was also reported in a recent point prevalence 319 

survey that evaluated antimicrobial use at Brazilian hospitals, and found that 320 

meropenem as the second most frequent antibiotic prescribed, after ceftriaxone 321 

[27]. These results can be explained by several reasons, one of them related to 322 

the high rates of antimicrobial resistance, particularly in Gram-negative 323 

organisms, reported in Brazilian centers [28], as well as the inclusion of patients 324 

with health care-related CDI in our sample, excluding the community cases 325 

The use of proton pump inhibitors was not an independent predictor of CDI 326 

in our study. Although some authors suggest that gastric acid suppression may 327 

have an influence on CDI development, this topic remains controversial, as some 328 

meta-analyses have found conflicting results associating pump inhibitors use with 329 

CDI [29]. In our study we found that probiotic use may decrease the risk of CDI 330 

in the bivariate analysis, but it was not confirmed in multivariable analysis. 331 

Conflicting data still exists about probiotics for the prevention of CDI. Some 332 
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authors have shown that probiotic use may reduce the incidence of CDI in high-333 

risk populations, although other clinical trials have yielded different results. [30, 334 

31]. 335 

An interesting aspect of our study is the presence of mucus in stools and 336 

neutrophil left shift with >20% of rods as strong predictors of CDI, which has not 337 

been previously described. These findings can be promising markers to 338 

differentiate between those patients with CDI and other causes of diarrhea. 339 

Surprisingly, our data shows a low incidence of CDI in HIV patients, which 340 

contrasts with past authors that demonstrated that HIV infection, is a risk factor 341 

for CDI. Furthermore, there are still limited epidemiologic data about CDI in HIV-342 

infected patients [32]. 343 

Concerning treatment outcomes, an important finding of our study was the 344 

great usage of oral metronidazole to treat most CDI patients with high clinical 345 

cure, mainly in nonsevere cases. In this group, 78% of patients received 346 

metronidazole with almost 80% of success and only 14% of recurrence. Another 347 

key finding in our cohort was the low usage of oral vancomycin to treat severe 348 

CDI cases. This may be due to several factors, as the absence of the 349 

hypervirulent and resistant strains in our country or the under-recognition of 350 

severe CDI in our population. Another point that may favors the large use of 351 

metronidazole in our centers is the absence of commercially vancomycin 352 

capsules or solution in Brazil, as well as fidaxomicin, also not available, just as it 353 

happens in other middle-income countries. We also do not have national 354 

treatment guidelines, and each hospital follows its own protocols. Similar to our 355 

results, the use of metronidazole for severe CDI cases was also reported by some 356 

authors, with a minority of this patients being treated with oral vancomycin, and 357 

with satisfactory response [33, 34]. There is a conflicting point regarding the ideal 358 

treatment of nonsevere CDI in literature. Some societies guidelines recommend 359 

metronidazole for mild and moderate disease. On the other hand, the new 360 

American guidelines favors vancomycin over metronidazole for all CDI cases, 361 

based on the evidence of vancomycin superiority [5, 35]. Like in our study, some 362 

authors recently demonstrated no difference in the therapeutic effects between 363 

vancomycin and metronidazole, among patients with nonsevere CDI, regarding 364 
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clinical cure, recurrence rate, and mortality [36]. The low rate of severe cases and 365 

the absence of mortality attributable to CDI in our study are argued in favor of the 366 

possibility of upholding metronidazole as the first-line therapy for uncomplicated 367 

cases in our centers. Considering the necessity to understand and monitor local 368 

and epidemiologic data (e.g., treatment, drug usage and availability, positivity 369 

CDI rates, resistance profile, epidemic strains), this study can be useful to secure 370 

proper local management of CDI in our country. 371 

In the present study, all isolates were susceptible to metronidazole and 372 

vancomycin. This finding is in accordance with a recent published review that 373 

found that resistance to metronidazole and vancomycin is rare [37]. In Brazil, few 374 

studies have evaluated CD susceptibility to antimicrobials, and all of them 375 

showed good susceptibility to metronidazole [12, 18]. Fluoroquinolone is not a 376 

drug for CDI treatment but its resistance in CD strains is associated with the 377 

emergence of hypervirulent isolates, such as BI/ NAP1/027 [38]. Resistance to 378 

fluoroquinolones is mediated by the presence of chromosomal mutations in the 379 

QRDRs of the GyrA and GyrB genes [39]. Our data showed that all the isolates 380 

were resistant to ciprofloxacin. However, clinically important resistance genes 381 

associated with fluoroquinolones, such as the GyrA: T82I, GyrB: I139R, GyrB: 382 

V130I, GyrB: S366A and GyrB: S416A were detected only in few strains in our 383 

study, with no association with severe CDI cases. Moreover, the most common 384 

resistance genes present in our samples were erm (B), mef (A) and ant (6)-la. In 385 

CD these genes confer resistance to macrolides, lincosamides, streptogramins 386 

B, and aminoglycosides, respectively. 387 

Clinically important resistance genes, which confer resistance to 388 

metronidazole and vancomycin, such as the NimB, and the Van family, were not 389 

detected in our strains. Of the five novel ST isolates in our study, no one was 390 

found to carry resistance genes. Besides, emrB and mefA genes were found in 391 

50% of CD strains from severe cases and the ST42 harbored significantly more 392 

emrB genes comparing to the others ST. The emrB gene confers resistance to 393 

macrolides, mediate by rRNA methylase that modify 23S ribosomal RNA, and to 394 

lincosamides as well. Although we did not find association between previous use 395 

of macrolides and ST42 in our patients, it is a class of antibiotic frequently used 396 
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in Brazil, in the community and hospital settings. This characteristic may perhaps 397 

explain the predominance of this lineage in the country. 398 

 It is thought that disk diffusion criteria for antimicrobial susceptibility testing 399 

of anaerobes have not been defined yet and a MIC method should be used. 400 

However, few studies have evaluated disk diffusion for antimicrobial susceptibility 401 

of CD comparing with E-test MICs [17, 40]. And, like our results, they found an 402 

acceptable agreement between these two methods to some antimicrobials used 403 

for CD treatment, such as metronidazole, vancomycin and ciprofloxacin.  404 

Another key aspect of our study was the access of national molecular CD 405 

strains data. The 17 STs found in our cases revealed a high genetic diversity of 406 

CD strains. Most frequent ST isolated was ST42 (59%), ST5 and ST103. This 407 

corroborates previous reports in other Brazilian hospitals, which also found 408 

ST42/RT106 as the most common circulating ST [41]. ST42/ RT106 is endemic 409 

in Colombia, as it was in United Kingdom hospitals ten years ago [42, 43]. The 410 

ST42 has been also reported in several countries as USA and China [44, 45]. 411 

ST5 is one of the most prevalent STs described in Europe causing CDI and it has 412 

also been reported in China as well [46, 47]. 413 

The hypervirulent strains ST1/RT027 and ST11/RT078 were not identified 414 

on our study, according to most other local reports [12]. Until now, RT027 was 415 

only reported in two patients from a South region hospital in Brazil, one of which 416 

was classified as ST67 [11]. We found six novel STs and severe CDI were caused 417 

by strains assigned most frequently as ST5 and ST42 in Sao Paulo, Southeast 418 

of Brazil. Moreover, in our study, severe CDI cases were not frequent in northeast 419 

of the country and the only one case found belonged to a novel ST assigned as 420 

ST667. Costa et al, also described a clade 2 strain in northeast of Brazil and 421 

classified it as a new ST41/RT821, which is phylogenetically related to the 422 

NAP1/027 strain [48]. We found novel STs that are singletons. The ST42 that 423 

belonged to CC1, was the most frequent and harbored significantly more erm (B) 424 

that leads to macrolide resistance compared with the others STs. 425 

Our study has several limitations. First, our cohort was restricted to the 426 

inpatient teaching hospitals, and our sample size was relatively small. 427 
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Furthermore, it was not possible to address the real prevalence of CDI in the 428 

included institutions because we were not able to analyze stools from all patients 429 

with diarrhea in the hospital. In addition, some CD strains were not obtained to 430 

perform phenotypical and molecular characterization, which led to undermining 431 

the true prevalence and diversity of CD STs. 432 

In conclusion, patients with prior use of meropenem, with mucus in stools 433 

and neutrophil left-shift with >20% of bands, were more likely to have CDI, and 434 

these parameters may be useful to differentiate between those patients with CDI 435 

and other etiologies. This study revealed a high diversity of CD strains in Brazilian 436 

centers, with new sequence types. ST42 was the most common ST and 437 

hypervirulent strains were not found. Severe CDI were caused by ST42, ST5, 438 

ST8, ST48, ST33, and a novel ST667. The ermB gene was more frequently found 439 

in isolates of ST42. 440 
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Figure 1- Inclusion flowchart of patients enrolled in the study and their test results- 642 
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Table 1. Clinical data of patients with diarrhea: comparison of patients 

with C. difficile infection (CDI) and individuals with diarrhea due to other 

causes in 5 Brazilian Hospitals, April 2018 to July 2019 

Characteristics 
CDI 

Positive 

CDI 

Negative 

Univariate 

analyses 

p value 

 

N=53 

patients 

(%) 

N=308 

patients (%) 

OR 

(95%CI) 
 

Age, median y (p25-p75) 61(45-69) 54(38-65)  0.359 

       < 45 13(25) 106(34)   

       45- 54 10(19) 51(17)   

       55-65 10(19) 66(21)   

       > 65 20(38) 85(28)   

Male  33(62.3) 169(55) 
1.37(0.74-

2.42) 

0.317 

Origin of sample (city)     

Fortaleza 

(2 hospitals) 

5(9.4) 94 (30)  

 

São Paulo 

(2 hospitals) 

29(55) 167(54)  

 

Curitiba 

(1 hospital) 

19(36) 63(20)  

 

ICU stay  10(19) 88(29) 
0.58(0.27-

1.20) 

0.147 
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Underlying disease      

    Hypertension  17(32) 70(22) 
1.60(0.85-

3.03) 

0.142 

    Diabetes  9(17) 31(10) 
1.82(0.81-

4.09) 

0.138 

    Cardiovascular 

disease 
14(26.4) 54(17.5) 

1.68(0.85-

3.32) 

0.127 

    Renal disease  14(26.4) 51(16,6) 
1.80(0.91-

3.57) 

0.085 

    Haematology disease 12(22.6) 63(20,5) 
1.13(0.56-

2,29) 

0.717 

    Neurologic disease 11(21) 58(19) 
1.12(0.54-

2.33) 

0.742 

    HSCT 8(15) 58(19) 
0.76(0.34-

1.71) 

0.516 

            Autologous 3(28.6) 38(59.4)   

            Allogeneic 5(71.4) 26(40.6)   

   Cancer 6(11.3) 26(8.4) 
1.38(0.54-

3.54) 

0.443 

SOT  2(3.8) 31(10) 
0.35(0.08-

1.51) 

0.197 

            Kidney  1(50) 10(29.4)   

            Liver  0(0) 2(68)   

            Kidney-liver  1(50) 1(3)   

    Liver disease  3(5.7) 34(11) 
0.48(0.14-

1.63) 

0.233 
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    Rheumatologic   

disease 
3(5.7) 15(5) 

1.17(0.32-

4.18) 

0.736 

    Lung disease  1(2) 40(13) 
0.12(0.01-

0.95) 

0.019 

    HIV  1(2) 37(12) 
0.14(0.01-

1.04) 

0.026 

Hospitalization in the last 

3 months 
31(59) 139(45) 

1.71(0.94-

3.09) 

0.072 

Surgery in the last 3 

months 
8(15) 63 (20.5) 

0.69(0.31-

1.54) 

0.365 

Previous ATB use (last 3 

months) 
50(94.3) 264(85.7) 

2.7(0.83-

9.2) 

0.085 

    Ceftriaxone 23(43.4) 83(27) 
2.07(1.14-

3.78) 

0.015 

    Meropenem 
     

22(41.5) 
53(17.2) 

3.41(1.83-

6.35) 

<0.001 

    Vancomycin 16(30.2) 59(19,2) 
 1.82(0.95-

3.5) 

0.067 

    Piperacillin-

tazobactam 
14(26.4) 84(27.3) 

0.95(0.49-

1,85) 

0.897 

    Trimethoprim-   

sulfamethoxazole 
13(24.5) 86 (28) 

0.83 (0.42-

1.64) 

0.609 

    Ciprofloxacin 8 (15) 36 (18) 
1.34(0.58-

3.07) 

0.484 

    Clindamycin 8 (15) 31(10) 
1.58 (0.68-

3.6) 

0.276 
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CDI: C. difficile infection; ICU: intensive care unit; HSCT: hematopoietic stem cell 

transplant; SOT: solid organ transplant; HIV: human immunodeficiency virus; 

ATB: antibiotic 

  

Imunossupressive 

therapy 
17(32) 107(35) 

0.88 (0.47-

1.65) 

0.706 

Chemotherapy in the last 

3 months 
13(24.5) 72(23.4) 

1.06(0.54-

2.1) 

0.855 

Use of proton pump 

inhibitors 
41(77.4) 246(80) 

0.86(0.42-

1.73) 

0.676 

Use of probiotics 0(0) 18(6) 
0.14(0.008-

2.47) 

0.087 
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Table 2. Characterization of diarrheic episodes and patient’s outcomes: 

comparison of patients with C. difficile infection (CDI) and individuals with 

diarrhea due to other causes, April 2018 to July 2019  

  

Characteristics 
CDI  

Positive 

CDI 

Negative 

 

Univariate 

analyses 

 

p Value 

 
N=53 

Patients (%) 

N=308 

Patients (%) 
OR (95% CI) 

 

Days of hospitalization until diarrhea, 

median (range) 
17(0-106) 11(0-104)  0.282 

Community-onset / healthcare 

 facility-associated CDI 
8(15) 12(4) 4.38(1.69-11) 0.004 

Number soft stools, median (25-p75) 5(4-6) 4(4-5)  0.036 

Diarrhea with mucus  11(21) 24(8) 3.09(1.41-6.78) 0.003 

Diarrhea with blood  6(11) 22(7) 1.65(0.63-4.30) 0.274 

Abdominal pain  20(38) 90(29) 1.16(0.79-2.69) 0.213 

Fever >38.5 °C  12(23) 80(26) 0.83(0,41-1,66) 0.607 

Fecal incontinence  12(23) 7(23) 1.0(0.49-2.01) 0.997 

Signs of peritonitis  1(2) 3 (1) 1.95(0.19-19.1) 0.472 

Ileus  1(2) 1(0.3) 5.9(0.36-95.8) 0.272 

Megacolon toxic  0(0) 1(0.3) 1.91(0.07-47.6) >0.999 

Hemodynamic instability 2(4) 7(2) 1.68(0.34-8.34) 0.626 

ICU admission 1(2) 0(0) 17(0.70-438.5) 0.147 

Leucocyte count >15,000 cels/mm3 15(28) 51(16.6) 1.98(1.01-3.88) 0.041 

Band Neutrophils> 20% 7(13.5) 10 (3) 4.63(1.67-12.7) 0.005 

Creatinine >50% above the baseline 9(17) 25(8) 2.31(1.01-5.28) 0.069 

Albumin reduction < 30g/L  7(13) 22(7) 2.13 (0.84-5.40) 0.222 

Non severe CDI  36(68)    

Severe CDI 17(32)    

Death  10(19) * 71(23) 0.7 (0.37-1.62) 0.500 

 CDI: C. difficile infection; ICU: intensive care unit. *No deaths were attributed to CDI      
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Table 3. Multivariate analyses of risk factors associated with diarrhea caused by 

C difficile infection  

Variable Multivariate analysis 

OR adjusted (95% CI) 

P value 

Lung disease 0.138 (0.018-1.046) 0.055 

Previous meropenem 

use (last 3 months) 
4.095 (2.097-7.095) <0.001 

Diarrhea with mucus 3.295 (1.406-7.722) 0.006 

Band Neutrophils > 20% 
 

3.772 (1.280-11.120) 0.016 
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Table 4. Clinical outcomes and treatment of CDI patients 

 N=53 patients ( %) 

Severity of CDI   

           Mild to moderate disease 36 68 

           Severe disease 17 32 

Types of treatment   

Mild to moderate disease   

                Metronidazole PO 1 28 78 

                Vancomycin PO 2 5 14 

                Metronidazole IV 3 2 6 

                Metronidazole IV 3 +      

Vancomycin PO 2 

1 3 

         Severe disease         

                Metronidazole PO 4 11 65 

                Vancomycin PO 5 3 18 

                Metronidazole IV 6 1 6 

                Metronidazole IV 6 +                                                          

vancomycin PO 5 

1 6 

                        Metronidazole PO 4 + metro 

IV 6                           + vanco PO 5                              

1 6 

Treatment response   

        Mild to moderate disease   
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                Metronidazole PO  28 78 

                       Resolution of                            

diarrhea 

22 79 

                       Partial response 2 7 

                       No response 4 14 

                       Recurrence  3 14 

                Vancomycin PO 5 14 

                       Resolution of diarrhea 4 80 

                       Partial response 1 20 

                       Recurrence 2 50 

               Metronidazole IV 2 6 

                       Resolution of diarrhea 2 100 

                       Recurrence  0 0 

              Metronidazole PO + 

Vancomycin PO 

1 3 

                      Resolution of diarrhea 1 100 

                      Recurrence 1 100 

      Severe disease   

                Metronidazole PO 11 65 

                       Resolution of diarrhea 10 91 

                       Partial response 1 9 
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                       Recurrence 2 20 

                Vancomycin PO 3 18 

                       Resolution of diarrhea 2 67 

                       Partial response 1 33 

                       Recurrence 0 0 

                Metronidazole IV 1 6 

                       Resolution of diarrhea 1 100 

                       Recurrence 0 0 

                Metronidazole IV +    

vancomycin PO 

1 6 

                       Resolution of diarrhea 0 0 

                       Partial response 1 100 

                Metronidazole PO + metro 

IV+ vanco PO                 

1 6 

                       Resolution of diarrhea 0 0 

                        Partial response 1 100 

CDI: C. difficile infection; PO: oral; IV: intravenous; vanco: vancomycin; metro: 

metronidazole 

1 Metronidazole PO doses: 500 mg three times daily. Median duration of treatment: 

10 days 

2 Vancomycin PO doses: 125 mg four times daily. Median duration of treatment: 11,5 

days. None of these patients received vancomycin tapers.  

3 Metronidazole IV doses: 500 mg three times daily. Median of duration of treatment: 

11 days 
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4 Metronidazole PO doses: 500 mg three times daily. Median of duration of 

treatment: 10,2 days 

5 Vancomycin PO doses: 250 to 500 mg four times daily. Median of duration of 

treatment: 14 days. None of these patients received vancomycin tapers. 

6 Metronidazole IV doses: 500 mg three times daily. Median of duration of treatment: 

13,2 days 
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Table 5. Susceptibility profile of 35 Clostridioides difficile isolates by E-Test 

 

 

EUCAST:  with European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI: 

Clinical & Laboratory Standards Institute; MIC: minimum inhibitory concentrations 

 

 

Antimicrobial 

 

CLSI 

Breakpoi

nt (mg/L) 

 

EUCAST 

Breakpoint 

(mg/L) 

 

Range of 

MIC (mg/L) 

 

MIC

50 

 

MIC

90 

 

Nº of strains 

      Susceptible Resistant 

Ciprofloxacin 

 

 

> 8  >32 

>32 

>32 0 35 

Metronidazole 

 

 

 >2 <0.016-

0.380 

0.06

4 

0.12

5 

35 0 

Vancomycin 

 

 

 >2 0.19-0.50 0.25 0.38 35 0 



 

Figure 2. Maximum likelihood tree generated from whole-genome multiple alignments of 29 C. difficile stains   
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HC: strain from Hospital das Clínicas, Universidade de São Paulo, São Paulo; HU: strain from Hospital Universitário Walter Cantídio, Universidade 

Federal do Ceará, Fortaleza; OC: strain from Hospital Alemão Oswaldo Cruz, São Paulo.  

*Resistance Genes: ant (6) -la: aminoglycoside nucleotidyltransferase. erm(B): erythromycin ribosomal methylases of class B; erm(G): rRNA 

adenine N-6-methyltransferase; msr(D): macrolide resistance; mef(A): macrolide efflux A domain protein; lnu(C): lincosamide 

nucleotidyltransferase; tet(W): tetracycline resistance protein 
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Figure 3.  eBURST analysis of Clostridium difficile STs using MLST database of June 2020.  
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Pontos importantes do manuscrito 

A maioria (68%) dos pacientes com CD apresentou doença leve a 

moderada. A mortalidade geral dos pacientes com DACD foi de 19%, no 

entanto, nenhum óbito foi atribuído a esse agente. O metronidazol oral foi 

usado como terapia de primeira linha em 74% dos pacientes e a vancomicina 

oral em apenas 15%. Dentre os pacientes com doença leva a moderada, 

78% usaram metronidazol oral, com 79% de sucesso. Recidiva foi observada 

em 14% desses pacientes. Dentre os pacientes com DACD grave, 65% 

foram tratados com metronidazol oral, com 91% de resposta clínica e 20% 

de recidiva. 

A análise univariada identificou como fatores preditores para DACD: 

uso prévio de ceftriaxona (RR, 2,07; 95% IC,1,14-3,78, p=0,015), de 

meropenem (RR, 3,41; 95%IC, 1,83-6,35, p<0,001), início da diarreia antes 

da internação (RR, 4,38; 95% IC, 1,69-11,2, p=0,004), mediana de 5 

evacuações ao dia (p=0.036) e presença de muco nas fezes (RR, 3,09; 

95%IC, 1,41-6,78, p=0,003). A análise multivariada identificou como fatores 

independentes para DACD: uso prévio de meropenem (OR, 4,09, 95%IC, 

2,09-7,09, p<0,001), presença de muco nas fezes (OR, 3,2; 95% IC, 1,40-

7,72, p=0,006) e desvio a esquerda com > 20% de bastões (OR, 3,77; 95% 

IC, 1,28-11,12, p=0,016)  

Diarreia por C. difficile foi menos frequente em pacientes infectados 

pelo vírus HIV/AIDS (RR, 0,14; 95% IC, 0,01-1,04, p=0,026) e naqueles com 

doença pulmonar (RR, 1,12; 95% IC, 0,01-0,95, p=0,019) que foram fatores 

de proteção significativos para diarreia por CD. 

Trinta e cinco cepas de CD foram obtidas por meio de cultura e 

confirmadas por MALDI-TOF. Todas foram sensíveis ao metronidazol, 

vancomicina, levofloxacina, moxifloxacina, teicoplanina e azitromicina e 

resistentes à ciprofloxacina, usando tanto o disco difusão como o ETEST  

O sequenciamento do genoma foi realizado em 29 cepas de CD. Na 

primeira análise, descrita na publicação anterior, encontramos 18 ST 

distintos, sendo o ST42 o mais prevalente. Após novas análises, mais 

profundas, identificamos que a cepa HC51, inicialmente identificada como 

ST3, na verdade pertence ao ST42, o que se justifica pelo fato desses STs, 
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ST3 e ST42, serem muito próximos, com apenas um alelo de diferença entre 

eles.  

Após nova rodada, foram identificados 17 ST distintos, sendo 6 

desses (35%) novos: ST463, ST554, ST666, ST667, ST668 and ST669 

(GenBank accession number PRJNA598327).  O ST mais encontrado foi o 

ST42 (n= 10, 59%), ST5 (n =3, 18%) e ST103 (n=2, 12%). As cepas 

hipervirulentas clássicas ST1/RT027 e ST11/RT078 continuaram sem ser 

identificadas. 

A árvore filogenética SNP mostrou que nossas cepas pertencem a 3 

complexos clonais (CC1, CC4 e CC10) e que os quatro novos STs (ST669, 

ST666, ST463 e ST554) são singletons. O ST42 e ST5 foram os mais 

encontrados entre os casos graves de DACD. 

Os genes de resistência mais identificados foram: erm (B), mef (A)  

e ant (6)-la . O gene erm (B) foi o mais frequentemente encontrado em cepas 

do ST42 em comparação com outros STs (OR19.0 IC 2.7-145,6; p = 0,004). 

Não houve associação entre o uso prévio de  lincosamidas e ST42. Alguns 

das cepas possuiam uma substituição de aminoácidos nos genes GyrA e 

GyrB, associados a resistência a fluoroquinolona. 
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Tabela 4.  Pontos de corte utilizados na categorização de sensibilidade 

de 35 cepas de C. difficile com os respectivos halos de inibição de 

crescimento pelo método disco difusão (mm)  

Número Metronidazol 
Resultado** 

 (S >= 33mm) 
Cipro Vanco 

Resultado 

 (S >= 22mm) 
Teico  Levo Moxi 

Resultado 

  (S >=18mm) 
Azitro 

HC11 >60 S 15 30 S 22 19 24 S 0 

HC 20C 42 S 0 27 S 20 18 25 S 27 

HC22 52 S 0 30 S 23 14 24 S 21 

HC31A 58 S 0 30 S 25 15 24 S 28 

HC 45C 55 S 15 28 S 24 15 23 S 25 

HC48 >60 S 0 40 S 23 14 20 S 0 

HC51 >60 S 0 40 S 25 20 20 S 0 

HC52 56 S 0 30 S 25 19 23 S 0 

HC58 >60 S 0 40 S 25 17 23 S 0 

HC59 >60 S 0 40 S 25 16 24 S 24 

HC60 >60 S 0 40 S 30 20 29 S 0 

HC66 >60 S 0 39 S 23 15 22 S 20 

HC68 55 S 0 30 S 24 14 20 S 24 

HC71 60 S 0 30 S 25 15 22 S 23 

HC 89 50 S 0 30 S 20 19 24 S 25 

OC 96A 48 S 14 28 S 24 17 23 S 0 

OC 96B 49 S 15 28 S 20 21 28 S 0 

OC 101 40 S 0 26 S 20 17 23 S 16 

OC 108 50 S 10 28 S 23 0 15 R 30 

HC 109A 55 S 17 31 S 23 20 28 S 0 

HC 109B 46 S 17 29 S 25 20 27 S 0 

OC 110A 44 S 14 25 S 24 16 26 S 0 

OC 110B 48 S 15 28 S 24 19 27 S 0 

HC 115 42 S 12 31 S 22 19 26 S 0 

HC 

118CD 
62 S 15 28 S 24 16 22 

S 
24 

HC 129 65 S 14 29 S 22 15 26 S 29 

HC 131 42 S 0 29 S 20 0 12 R 0 

HC 139P 60 S 18 35 S 26 15 25 S 35 

HC 142P 65 S 12 26 S 21 16 24 S 0 

SJ06 >60 S 0 40 S 29 5* 25 S 25 

SJ13A >60 S 0 >40 S 30 18 29 S 0 

SJ15A >60 S 0 >40 S 27 13 25 S 0 

HU 39 46 S 15 26 S 24 22 30 S 27 

HU 41 52 S 15 28 S 22 20 26 S 24 

HU 45 48 S 17 24 S 22 20 27 S 24 

Cipro: ciprofloxacina; vanco: vancomicina; teico: teicoplanina, levo: levofloxacina;  

Moxi: moxifloxacina; azitro: azitromicina 



 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

5 DISCUSSÃO 
 
 
 

 



DISCUSSÃO - 121 

 
 

Até o presente momento, este é o maior estudo prospectivo multicêntrico 

que aborda a epidemiologia, aspectos clínicos e moleculares da DACD no Brasil. 

A maioria dos dados publicados sobre o tema é proveniente de sries 

retrospectivas, em um único centro, com número pequeno de pacientes. Os 

poucos estudos multicêntricos nacionais sobre DACD publicados são no formato 

de prevalência pontual (point prevalence), sem seguimento ou evolução clínica 

dos pacientes.  

O nosso estudo fornece uma visão mais abrangente da DACD em 

hospitais brasileiros de diversas regiões do país. No entanto, vale ressaltar que 

ele se baseia em uma amostra de conveniência dos hospitais envolvidos, que 

durante um ano concordaram voluntariamente em contribuir para a vigilância da 

DACD. Portanto não é representativo da real prevalência da doença em nosso 

país.  

Nossos resultados mostram que 15% das amostras de fezes diarreicas 

de pacientes internados foram positivas para CD toxigênico, semelhante a outras 

publicações nacionais. Em 2019, um estudo de prevalência pontual realizado em 

três estados brasileiros, que avaliou 153 pacientes internados com diarreia, 

encontrou uma positividade de 12% de CD 27. Outros estudos nacionais 

relataram prevalência mais elevadas, variando de 32% em pacientes em um 

hospital em Minas Gerais 98 a 48% em um hospital oncológico de Fortaleza33. 

Ambas as publicações incluíram um número pequeno de pacientes, 110, 48 

respectivamente, o que dificulta a extrapolação desses dados. A maior casuística 

nacional até então publicada foi a de Spadão et al, que avaliou 439 pacientes 

onco-hematológicos e TCTH de um hospital em São Paulo, com uma 

positividade de DACD de 14,6%32, identificada apenas através de teste de 

toxina, sem uso de método molecular. No entanto, maioria dos estudos de 

prevalência de DACD publicados apresenta divergências metodológicas, com 

diferenças nas definições de DACD e nos testes diagnósticos utilizados, 

dificultando análise dos dados.  

Um aspecto importante do nosso estudo foi o fato de termos utilizado 

quatro metodologias distintas para diagnóstico de CD. Todas as amostras foram 

testadas simultaneamente para detecção de GDH, toxinas A/B, NAAT e enviadas 

para cultura. São raras as publicações que utilizam essa estratégia de múltiplos 
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testes, o que nos possibilitou aumentamos a acurácia do diagnóstico nos nossos 

pacientes. 

Na nossa casuística, adotamos como definição de DACD a presença de 

diarreia, com pelo menos três evacuações de fezes não formadas em 24h, com 

a detecção de toxina A/B nas fezes ou genes de CD produtores de toxina. Tudo 

isso baseado nas diretrizes atuais e em publicações recentes46, que 

recomendam o uso de NAAT isolado ou em combinação com GDH ou GDH mais 

toxina, além da detecção de toxinas nas A/B para diagnóstico de DACD. No 

entanto, entendemos as limitações desses métodos e os riscos do diagnostico 

em excesso, principalmente quando usamos apenas o NAAT isolado, mesmo 

selecionando apenas pacientes com diarreia documentada. 

No nosso estudo, tentamos analisar achados clínicos ou laboratoriais 

que fossem preditores de infecção por CD em pacientes internados com diarreia. 

Os fatores de risco tradicionais para DACD são: idade avançada, exposição a 

antibióticos, hospitalização recente e presença de comorbidades 99. Apesar da 

idade acima de 65 anos ser descrita como fator de risco importante para DACD 

e para o desenvolvimento de formas graves, não encontramos esse achado na 

nossa casuística. A mediana de idade dos nossos pacientes com DACD foi de 

61 anos, sem diferença significativa quando comparada ao grupo sem CD. 

Mesmo após estratificação por faixa etária, não observamos risco aumentado de 

DACD nos mais idosos, pela análise multivariada.   

Uma metanálise, que incluiu 17 revisões sistemáticas, identificou o uso 

prévio de antibióticos, inibidores da bomba de prótons, antagonistas dos 

receptores da histamina e doença renal crônica como fatores de risco para 

DACD 100. Em nosso estudo, o uso prévio de meropenem foi fator de risco 

significativo para DACD. Esse achado foi interessante, visto que a maioria dos 

estudos sobre o tema relaciona a clindamicina e as cefalosporinas como 

principais antibióticos associados a DACD. No entanto, nossos dados são 

semelhantes ao relatados por Cançado et al, que também encontraram o uso 

prévio de carbapenêmicos como fator de risco para DACD 98. De forma 

semelhante à nossa, esses autores também encontraram um consumo elevado 

de carbapenêmico, o que pode refletir maior gravidade nos pacientes estudados 

além de altas taxas de multirresistência bacteriana, conforme relatos prévios em 
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hospitais brasileiros101. Dentre os nossos pacientes com DACD, o meropenem 

foi o segundo antibiótico mais usado, correspondendo a 42% dos casos. Uma 

alta taxa de uso de carbapenêmicos também foi relatada em uma publicação 

recente que avaliou uso de antimicrobianos em hospitais brasileiros, e constatou 

que meropenem foi o segundo antibiótico mais frequentemente prescrito, após 

ceftriaxona 102. 

O uso de inibidores da bomba de prótons não foi um fator de risco 

independente para DACD em nosso estudo. Embora alguns autores sugiram que 

a supressão do ácido gástrico exerça papel importante no desenvolvimento de 

infecção por CD, este assunto permanece controverso, uma vez que algumas 

metanálises demonstraram resultados conflitantes a esse respeito103  

Na nossa casuística, identificamos que o uso de probióticos reduziu o 

risco de DACD na análise bivariada, no entanto tal achado não foi confirmado na 

análise multivariável. Existem dados conflitantes sobre o papel dos probióticos 

para a prevenção de infecção por CD. Alguns autores demonstraram que o uso 

de probióticos pode reduzir a incidência de DACD em populações de alto risco, 

embora outros ensaios clínicos mostrem resultados diferentes 104,105.  

A presença de muco nas fezes e leucocitose com desvio a esquerda, 

com> 20% de bastões, foram preditores de DACD na nossa casuística, o que 

não vem sendo descrito por outros autores. Esses achados podem ser úteis para 

predizer a chance CD em paciente internados que apresentam diarreia para 

diferenciar entre aqueles pacientes com DACD de outras patologias.  

Surpreendentemente, nossos dados mostram uma baixa prevalência de 

diarreia por CD em pacientes com HIV, o que contrasta com o relato de outros 

autores, que demonstraram que a infecção pelo HIV é um fator de risco para 

DACD106. Esses defendem a hipótese de que a supressão imunológica 

relacionada ao HIV pode ser um fator de risco para infecção por CD. No entanto, 

a epidemiologia do CD em pacientes infectados pelo HIV tem sido pouco 

estudada, com poucos dados publicados. 

Um achado muito importante do nosso estudo foi o uso do metronidazol 

oral para tratamento da maioria dos pacientes com DACD, com altas taxas de 

cura, principalmente nos casos leves a moderados. Neste grupo, 78% dos 

pacientes receberam metronidazol com quase 80% de sucesso e apenas 14% 



DISCUSSÃO - 124 

 
 

de recidiva. Outro dado significativo da nossa casuística foi o baixo uso da 

vancomicina oral para tratamento de casos graves de DACD, observado em 

apenas 18%. Nesses pacientes, também observamos um uso predominante de 

metronidazol oral (65%), com 91% de sucesso.  

Tais achados podem ser justificados por vários fatores, dentre eles: a 

grande proporção (68%) de casos não graves de DACD na nossa população 

estudada, assim como a ausência de cepas hiper virulentas no nosso meio. 

Outro fator importante é a ausência da formulação oral, comercialmente 

disponível, de vancomicina no Brasil, assim como a não disponibilidade da 

fidaxomicina no mercado nacional, o que certamente favorecem o uso 

preferencial do metronidazol oral para tratamento de DACD. Somado a isso tudo, 

ainda identificamos a ausência de diretrizes nacionais para tratamento de DACD, 

o que leva a cada hospital a seguir seus próprios protocolos. No entanto, 

resultados semelhantes aos nossos já foram relatadas por alguns autores, que 

também identificaram um uso predominante de metronidazol para casos graves 

de DACD, com boa resposta 107,108. 

O tratamento ideal para casos leves a moderados de DACD ainda é 

motivo de controvérsias. Apesar de algumas sociedades internacionais 

recomendarem a vancomicina oral apara todos os casos de DADC, os dados 

que embasam essa diretriz são conflitantes. Como evidenciado em nosso 

estudo, alguns autores também não encontraram diferença na eficácia da 

vancomicina e metronidazol, para casos não- graves da doença, no que diz 

respeito a cura clínica, recorrência e mortalidade 71. 

Duas metanálises publicadas em 2015 109,110 e uma mais recente, de 

2018111, também encontraram taxas de cura semelhantes entre metronidazol e 

vancomicina oral para DACD leve a moderada, sem benefício significativo na 

mortalidade com nenhum dos dois antimicrobianos. No entanto, o número de 

estudos que compara os desfechos clínicos nessa população específica de 

pacientes ainda é limitado. Diante desses resultados e levando-se em conta o 

menor custo do metronidazol e, teoricamente, seu menor potencial de seleção 

de Enterococcus sp resistente a vancocimicina (VRE), outras sociedades, 

incluindo o ESCMID, continuam recomendando o metronidazol como terapia de 

escolha para episódio inicial de DACD leve a moderada48. A baixa proporção de 
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casos graves e a ausência de mortalidade atribuída ao CDI em nosso estudo 

corroboram e fortalecem a manutenção do metronidazol oral como terapia de 

primeira linha para casos não graves de DACD nos hospitais brasileiros. 

 No Brasil, poucos estudos avaliaram a sensibilidade do C. difficile aos 

antimicrobianos e todos demostraram altas taxas de sensibilidade ao 

metronidazol74. No presente estudo, todas as cepas analisadas foram sensíveis 

ao metronidazol e vancomicina. Este achado está de acordo com uma revisão 

sistemática recente, que analisa 111 publicações de vários continentes, cujos 

resultados demonstram que a resistência do CD a metronidazol e à vancomicina 

ainda é rara112.  

Os testes de sensibilidade antimicrobiana “padrão-ouro” recomendados 

C. difficile são aqueles que detectam o valor da CIM, através do método E-test 

ou ágar-diluição. Não existem pontos de corte definidos pelo CLSI ou EUCAST 

para identificar a sensibilidade do CD aos antibióticos pelo método disco-difusão. 

Poucos estudos avaliaram a acurácia do disco-difusão nessa situação, e sua 

inter-relação com o E-test. E, semelhante aos nossos resultados, alguns autores 

encontraram altas taxas de concordância entre esses dois métodos para alguns 

antimicrobianos usados para tratamento de DACD, como metronidazol, 

vancomicina e ciprofloxacina 113,114. Dessa forma, o disco-difusão pode ser uma 

opção mais atrativa diante do baixo custo.  

 As fluoroquinolonas não são medicamentos usados para o tratamento 

de CD, mas o achado de cepas resistentes está associado ao surgimento de 

isolados hipervirulentos, como BI/ NAP1/ 027115 A resistência às 

fluoroquinolonas é mediada pela presença de mutações cromossômicas nos 

genes GyrA e GyrB 116. Nossos dados mostraram que todos os isolados eram 

resistentes a ciprofloxacina. No entanto, genes de resistência clinicamente 

importantes, associado a fluoroquinolonas, como o GyrA: T82I, GyrB: I139R, 

GyrB: V130I, GyrB: S366A e GyrB:S416A foram detectados apenas em algumas 

cepas em nosso estudo, com nenhuma associação com casos graves de DACD. 

Além disso, a os genes de resistência mais encontrados em nossas amostras 

foram: erm(B), mef(A) e ant (6) -la. No CD, esses genes conferem resistência a 

macrolídeos, lincosamidas, estreptograminas B e aminoglicosídeos, 

respectivamente. 
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Genes que conferem resistência ao metronidazol e vancomicina, com 

importância clínica, como o NimB e a família Van não foram detectados em 

nossas cepas. Dentre os cinco ST novos que isolamos em nosso estudo, 

nenhum deles carreava genes de resistência. Além disso, os genes emrB e mefA 

genes foram encontrados em 50% das cepas de CD de casos graves e as cepas 

com ST42 continham, significativamente, mais genes emrB em comparação com 

os outros ST. O gene emrB confere resistência aos macrolídeos, mediados pela 

rRNA metilase que modifica o RNA ribossômico 23S, assim como aos confere 

resistência às lincosamidas. 

Embora não tenhamos encontrado associação entre o uso prévio de 

macrolídeos e a ocorrência de cepas com ST42 em nossos pacientes, essa é 

uma classe de antibióticos frequentemente utilizado no Brasil, tanto na 

comunidade como em ambiente hospitalar. Essa característica talvez explique a 

predominância dessa linhagem, de CD pertencentes ao ST42, no nosso país. 

Outro aspecto-chave do nosso estudo foi a avaliação molecular das 

cepas de CD circulantes no nosso país.  O sequenciamento do genoma foi 

realizado em 29 cepas de CD. Na primeira análise, descrita na primeira 

publicação, foram encontrados 18 ST distintos. Após novas análises, mais 

detalhadas, identificamos que a cepa HC51, inicialmente identificada como ST3, 

na verdade pertence ao ST42, o que se justifica pelo fato desses STs, ST3 e 

ST42, serem muito próximos, com apenas um alelo de diferença entre eles. Na 

figura em anexo (análise do eBURST) vemos que o ST42 se origina do ST3, 

então são realmente muito próximos e com pouquíssimas diferenças entre si. 

Ressaltamos que existem dificuldades nas análises de sequenciamento, que por 

vezes acabam sendo subjetivas e variam muito de acordo as bases de dados 

utilizadas e os programas de montagem. 

Após nova análise, foram identificados 17 ST distintos, sendo 6 desses 

(35%) novos: ST463, ST554, ST666, ST667, ST668 and ST669 (GenBank 

accession number PRJNA598327).  O ST mais encontrado foi o ST42 (n= 10, 

59%), ST5 (n =3, 18%) e ST103 (n=2, 12%). As cepas hipervirulentas clássicas 

ST1/RT027 e ST11/RT078 continuaram sem ser identificadas. 

Os 17 STs encontrados na nossa casuística revelaram uma alta 

diversidade genética desse agente, com predomínio de cepas pertencentes ao 
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ST42 (59%), ST5 (18%) e ST103 (12%). Isso corrobora achados de outros 

estudos nacionais, que também encontraram ST42/RT106 como o ST mais 

prevalente em hospitais brasileiros98. Cepas do CD pertencentes ao ST42 

também são endêmicos na Colômbia, e vários outros países como EUA e China 

117,118,119,120. ST5 é um dos os STs mais prevalentes descritos na Europa 

causando CDI também relatado na China 121,122 

As cepas hipervirulentas ST1/RT027 e ST11/RT078 não foram 

identificadas nos nossos pacientes, assim como na maioria das publicações 

nacionais 28. Até o momento, a cepa ST1/RT 027 foi relatado apenas em dois 

pacientes de um hospital na região sul do Brasil, um dos quais foi classificado 

como ST6735. No entanto, Costa et al. descreveram uma cepa pertencente ao 

clado 2, em hospital no Ceará, e a classificaram como um novo ST41/ R821, que 

é filogeneticamente relacionada à cepa NAP1 / 027. Tais autores sugerem que 

outras possíveis cepas hipervirulentas já estão circulando no Brasil 48. 

Na nossa casuística encontramos seis novos STs, ainda não descritos: 

ST463, ST554, ST666, ST667, ST668 e ST669. Foram realizadas análises 

eBURST das cepas de CD usando todos os STs disponíveis no banco de dados 

MLST, para avaliar a sua evolução e diversidade genética. Comparamos todos 

os STs com o MLSTs presentes no banco de dados PubMLST para verificar o 

complexo clonal de cada isolado. Nossas cepas pertencem a 3 complexos 

clonais (CC1, CC4 e CC10) e os quatro novos STs (ST669, ST666, ST463 e 

ST554) são singletons.  

Os casos graves de DACD da nossa amostra foram causados, 

prioritariamente, por cepas pertencentes ao ST5 e ST42 em São Paulo, Sudeste 

do Brasil. Além disso, em nosso estudo, os casos graves de DACD foram raros 

nos hospitais do Nordeste do país, sendo o único caso encontrado pertencente 

ao novo ST ST667. Encontramos novos STs que são singletons. O ST42 foi o 

ST mais encontrando, e abrigava significativamente mais genes erm(B), 

relacionado a à resistência a macrolídeos. O ST42, que Nenhum dos nossos 

casos de DACD grave foram relacionados ao ST singletons.  

Nosso estudo possui várias limitações. Primeiro, nossa amostra foi 

relativamente pequena e limitada a hospitais terciários, universitários, o que não 

a torna tão representativa da realidade nacional, com dificuldade de 
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extrapolarmos esses dados para o restante do país.  Além disso, não foi possível 

calcularmos a real prevalência da DACD em pacientes internados, visto que não 

fomos capazes de analisar as fezes de todos os pacientes que apresentavam 

diarreia nesses hospitais. Isso ocorreu por dificuldades na coleta e 

reprocessamento de algumas amostras, que infelizmente não entraram no 

estudo. 

Outro aspecto negativo foi a impossibilidade de encaminharmos todas 

as cepas de CD coletadas para caracterização fenotípica e molecular em São 

Paulo, em especial aquelas oriundas de outras cidades. Com isso, não 

conseguimos realizar análise em quantidade maior de cepas de CD, das várias 

regiões do país. No entanto, devido à falta de dados de vigilância nacional sobre 

DACD, nossos resultados podem fornecer informações úteis sobre 

epidemiologia local e ajudar na elaboração de protocolos de tratamento e 

prevenção dessa importante patologia. 
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Diante dos pontos expostos acima, concluímos: 

 

1. No primeiro estudo, encontramos um percentual de 15% de CD em 

pacientes internados com diarreia, com ampla variação, de 0 a 37% 

entre os hospitais de diferentes regiões do país; 

 

2. Identificamos grande diversidade genética nas cepas de CD, com 

predomínio do ST42, ST5 e S103, e isolamento de novos STs 

(ST554, ST666, ST667, ST668 e ST669); 

 

3. No segundo estudo, identificamos que o uso prévio de meropenem, 

presença de muco nas fezes e leucocitose com mais de 20% de 

bastões, foram fatores preditores de C. difficile; 

 

4.  Metronidazol oral foi o tratamento de escolha em 74% dos pacientes 

e a vancomicina oral em apenas 15%. Dentre os pacientes com 

doença leve a moderada, 78% usaram metronidazol oral, com 79% 

de sucesso e 14% de recidiva. Essa droga parece ser opção 

apropriada para doença leve a moderada no nosso meio;  

 

5. A mortalidade geral dos pacientes com DACD foi de 19%, e nenhum 

óbito foi atribuído ao CD. Quadros graves foram causados pelos STs: 

ST42, ST5, ST8, ST48, ST33 e novo ST667. O gene ermB foi mais 

frequentemente encontrado em isolados de ST42 
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ANEXO A- Pareceres dos Comitês de Ética em Pesquisas dos Centros 
participantes do estudo 
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Anexo B- Ficha de Coleta de dados do Estudo: “Avalição da prevalência de 

diarreia por C. difficile em pacientes internados em hospitais brasileiros” 

No. Ficha____________    Data do preenchimento ____/____/____  

Nome do Hospital: ___________________________ Cidade: ____________ Estado: ____ 

1. DADOS DO PACIENTE:                                              local de internação: _______________ 

Nome: 

_____________________________________________

__________________ 

Nº prontuário 

 

Data 

Nascime

nto: 

___/___/_

__ 

Idade: Sexo:  

□ masc □ 

fem 

Telefone (s): Email: 

Data da internação hospitalar: - ____/____/____  

Motivo da 

internação 

hospitalar 

   

 

□Exacerbaçã

o da dç de 

base 

□Infecção 

bacterian

a 

□Infecção 

viral 

□Diabettes □HIV/SIDA 

□D 

cardiovasc 

□D 

neurológi

ca 

□D renal □D hepática □D Reumato 

□Politrauma □D 

hematol 

□D pulmonar □Neoplasia  

□Cirurgia eletiva: 

 Tipo ____________ 

□Cirurgia urgência: 

tipo________________________ 

□HAS □D 

cardiovas

c 

□D 

neurológica 

□D renal Diabettes 

□D hematol □D 

pulmonar 

□D endocrino □D reumat D hepática 

□Neoplasia: tipo 

____________ 

□HIV último CD4=______ data: ___/____/___) 

Última Carga Viral_____ (data: ___/____/___) 

□TCTH data: 

___/____/___ 

    □autólogo              

□halogênico 

□outros: ________________________ 

□TOS: 

 Data __/___/__ 

Tipo de TOS: 

□ri

m 

□cora

ção 

□pulmão □intestino 
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□fíg

ado 

□rim-

fígado 

□pâncreas □rim-pâncreas 

Internação hospitalar nos últimos 90 

dias 

□sim: data 

alta: 

___/____/__

_ 

Não 

Cirurgia nos últimos 90 dias □sim data: 

___/____/__

_ 

□não 

Tipo de 

cirurgia 

□ cardíaca  □TGI □ neurológica □ vascular □otorrino 

□cabeca-

pescoço 

□urológic

a  

□ginecológic

a 

□ outra________________ 

□ortopédica □ plástica    

Consulta médica (UBS, UPA, 

consultório) nos últimos 90 dias 

□sim 

data__/__

/__ 

□não 

Uso de antimicrobiano (ATM) nos 

últimos 90 dias 

□sim (data: ___/____/___  

□ não 

Nome ATM (s) ___________________________ 

_______________________________________ 

Uso atual de imunossupressores □sim   □não 

Tipo de 

imunossupresso

r 

□ prednisona:  

 Dose _______    

□ hidrocortisona: dose __________ 

□ azatioprina:  

Dose________ 

□ methotrexate: dose________ 

□tacrolimus:  

Dose _______ 

□everolimus: dose ___________   

□sirolimus: 

dose_________ 

□ ciclosporina: dose__________ 

□ micofenolato:  

Dose _______    

□ outros: dose__________ 

□ Ac monoclonais: tipo ____________________dose: ____________ 

□ Imunobiológicos: tipo: _________________________dose: 

___________ 

Quimioterapia nos 

últimos 90 dias 

□sim: data ___/___/___ □não 

Radioterapia nos últimos 90 dias □sim: data 

___/___/___ 

□não 

Tipo de ATM: 
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Uso atual de ATM (no 

início da diarreia) 

□sim               □não 

ATM 1 Data de início: ___/____/___   

ATM 2 Data de início: ___/____/___   

ATM 3 Data de início: ___/____/___   

ATM 4 Data de início: ___/____/___   

Uso atual Dieta enteral □sim □não 

Uso de inibidor de bomba próton últimos 90 dias □sim □não 

Uso de laxante nome. 

___________________________ 

□sim □não 

Uso de próbióticos nome: 

_________________________ 

□sim □não 

2. DADOS CLÍNICOS 

Data do início diarreia: (data: ___/____/___) 

(Definição de diarreia: 3 ou mais evacuações de fezes não formadas em 24 h ou em menos 

horas consecutivas) 

Nº episódios de diarreia por dia: _______________ 

Presença de muco nas fezes □sim  □não 

Presença de sangue nas fezes □sim  □não 

Dor abdominal □sim □não 

Dor à descompressão brusca □sim □não 

Febre (definição: temp axilar> 37,8ºC □sim (temp máx curso 

dç______) 

□não 

Calafrios □sim □não 

Incontinência fecal □sim □não 

Sinais de peritonite /perfuração intestinal □sim □não 

Íleo paralítico (Def: Disfunção intestinal grave com 

vômitos ou ausência de fezes, com sinais radiológicos 

de distenção alças intestinais): 

□sim □não 

Megacólon tóxico (Def: sinais radiológicos de 

distensão de cólon, isto é: > 6 cm de largura 

transversal do cólon, com sinais de SIRS 

□sim □não 

Instabilidade hemodinâmica com Choque 

distributivo (def: PA sistólica < 90 mmHg 

□sim □não 

Insuficiência respiratória com necessidade de 

ventilação mecânica 

□sim □não 

Internação em UTI pelo C difficile □sim □não 

Colectomia □sim □não 

Leucocitose (definição: leuco> 15.000/mm3 □sim □não 
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(N º máximo de leucócitos no curso da dç: 

_____________) 

Desvio a esquerda com>20% bastões □sim □não 

Leucopenia (definição: leuco< 4.000/mm3 

(N º mínimo de leucócitos no curso da dç: 

_____________) 

□sim □não 

Creatinina sérica: ______________ Aumento da creatinina > 50% do valor basal:  

□sim      □não 

Lactato sérico: _________________ Lactato elevado (> 5mmol/ L): □sim        □não 

Albumina sérica: __________ Redução da albumina < 3 g/dL:   □sim         □não 

3. DIAGNÓSTICO do C. difficile  

Teste rápido para detecção Toxina + 

Glutamato desidrogenase (GDH) 

□ POS □NEG □INDETER 

Teste Rápido Molecular Xpert® C. difficile □ POS □NEG □INDETER 

Cultura C.difficile □ POS □NEG □não realizado 

Colonoscopia □sim 

(Presença de colite pseudomembranosa: 

□sim      □não 

□não 

4. TRATAMENTO do C. difficile  

Tratamento para C. difficile □sim □não 

□ Metronidazol VO:  

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 

□Metronidazol EV  

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 

□Vancomicina VO  

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 

□Fidaxomicina VO  

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 

□Teicoplanina VO  

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 

□Tigeciclina VO  

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 

□Probióticos VO  

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 

□Nitazoxanida VO  

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 

□outros: ________________ 

Dose/dia: _____________ 

Data início: ___/___/__ Data término: ___/___/__ 
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□Transplante Microbiota 

Fecal 

 Data: ___/___/__ Via administração 

__________________ 

Suspensão do ATM em uso □sim □não 

Resposta clínica no 7ºdia 

de tratamento 

□Resolução diarreia           □ sem resposta 

□Melhora parcial (def: 

redução nº evacuações ou 

aumento consistência das 

fezes 

□Piora da diarreia  

(Def: aumento nº evacuações ou 

piora clínica) 

Resposta clínica ao final do 

tratamento 

 

□Resolução diarreia           □ sem resposta 

□Melhora parcial (def: 

redução nº evacuações ou 

aumento consistência das 

fezes 

□Piora da diarreia (def: aumento 

nºevacuações ou piora clínica) 

Evolução Clínica do 

paciente 

 □ Alta hospitalar: 

___/___/__ 

Óbito: ___/___/__       

Causa: ______________ 

Óbito relacionado à diarreia 

por C difficile 

□ sim □não 

Recidiva da diarreia após 

término do tratamento 

□ sim:  

Data: ___/___/__ 

□não 

Seguimento após término 

do tratamento:  

□ sim □não 

Evolução após 30 dias □ sem diarreia □ 

recidiva 

diarreia 

Sem informação 

Evolução após 60 dias □ sem diarreia □ 

recidiva 

diarreia 

Sem informação 

Evolução após 90 dias □ sem diarreia □ 

recidiva 

diarreia 

Sem informação 

5. DADOS DO AMBIENTE  

 Internamento do paciente em quarto 

individual 

□ sim  □não:  

Nº pacientes no quarto:_______  

Paciente em isolamento de contato □ sim □não 

Troca do álcool 70% por água e sabão para 

higiene das mãos profissional saúde 

□ sim □não 

Higiene de superfícies e/ou equipamentos 

com álcool 70%  

□ sim □não 
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6.SCORE DE GRAVIDADE PARA INFECÇÃO POR C. difficile  

-Imunossupressão e/ou comorbidades (1 ponto) □ sim  □não:  

-Dor abdominal e/ou distensão abdominal (1 ponto) □ sim □não 

-Hipoalbuminemia (< 3g/dl) (1 ponto) □ sim □não 

-Fever (>38.5°C) (1 ponto) □ sim □não 

-Admissão em UTI (1 ponto) □ sim □não 

-TC de abdômen com pancolite, ascite e /ou espessamento de 

parede intestinal (2 pontos) 

□ sim □não 

-Leucócitos > 15.000 ou < 1.500 e/ou bastões > 10% (2 pontos) □ sim □não 

-Aumento da Creatinina > 1,5 vezes do valor basal (2 pontos) □ sim □não 

-Sinais de irritação peritoneal (3 pontos) □ sim □não 

-Uso de drogas vasoativas (5 pontos) □ sim □não 

-Ventilação mecânica atribuída ao C diffile (5 pontos) □ sim □não 

-Desorientação, confusão mental ou rebaixamento do sensório 

(5 pontos) 

□ sim □não 

Valor total do Score de Gravidade (Soma dos itens 

positivos acima) 

 

 

□ <3 (doença leve a 

moderada) 

□ 4-6 (doença grave) 

□ >7 (doença grave 

complicada) 
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Anexo C-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU 
RESPONSÁVEL LEGAL 

1.NOME: 
____________________________________________________________  

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº: .................................................................. 

 SEXO: M □   F □     DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

ENDEREÇO .................................................. Nº .............. APTO: .................. 

BAIRRO:  ................................ CIDADE ............................................................. 

CEP: ............................TELEFONE: DDD (............) .......................................... 

2.RESPONSÁVEL LEGAL ................................................................................... 

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ....................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE: .........................................SEXO:  M □   F □   

DATA NASCIMENTO. ....../......./...... 

ENDEREÇO: ............................................................Nº............. APTO: ............. 

BAIRRO: ............................. CIDADE: ................................................................ 

CEP: ............................... TELEFONE: DDD (............) ...................................... 

____________________________________________________________ 
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DADOS SOBRE A PESQUISA 

 TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Avalição da prevalência de 

diarréia por Clostridioides difficile em pacientes internados em hospitais 

brasileiros” 

PESQUISADOR RESPONSÁVEL: Silvia Figueiredo Costa 

Departamento: Professora associada do Departamento de Doenças Infecciosas 

e Parasitárias da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo e chefe 

do Laboratório de Investigação Médica LIM-54 do HC-FMUSP. 

Endereço: Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470 - 1º andar sala 102 

Cerqueira Cesar - São Paulo - SP - 05403-000 

E-mail: mipdepto@usp.br ou deptomi@usp.br 

Fone: (11) 3088-4945/3061-7018 CV: http://lattes.cnpq.br/1477475164233116; 

Email: costasilviaf@ig.com.br; silviacosta@up.br.. 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

RISCO MÍNIMO X  RISCO MÉDIO □ 

RISCO BAIXO □  RISCO MAIOR □  

4.DURAÇÃO DA PESQUISA: 12 MESES................................................... 

mailto:mipdepto@usp.br
mailto:deptomi@usp.br
mailto:costasilviaf@ig.com.br
mailto:silviacosta@up.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Avalição da 

prevalência de diarréia por Clostrioides difficile em pacientes internados 

em hospitais brasileiros”. Esta pesquisa é coordenada pelo (a) 

dr(a)._____________________________________________, médico(a) 

responsável local, do Hospital 

_______________________________________________ e tem como objetivo 

principal estudar e a presença de uma bactéria chamada Clostridioides difficile 

em pacientes internados nessa instituição. Esta bactéria é uma das causas de 

diarréia em pacientes hospitalizados ou naqueles que fizeram uso recente de 

antibióticos e pode causar dor e aumento da barriga, fezes amolecidas ou 

liquidas e em casos mais graves parada da eliminação de fezes. Esse estudo 

tem como objetivo avaliar a presença dessa bactéria como causadora de diarreia 

em pacientes internados nos hospitais e estudar melhor as características desse 

microrganismo. Para participar desse estudo você deverá realizar coleta de fezes 

para que a pesquisa e o estudo dessa bactéria sejam efetuados, ficando essas 

fezes armazenadas para outros estudos. A coleta de fezes não oferece risco 

para os participantes. Além disso, você responderá a perguntas relacionadas 

aos sintomas que você está sentindo e ao tratamento ao qual você está sendo 

submetido. É importante garantir que você receberá prontamente o tratamento 

para a infecção caso a presença da bactéria se confirme nas suas fezes. 

Você está internado (a) no hospital 

____________________________________________________ e, portanto, 

está sendo cuidado por equipe responsável, na enfermaria ou em Unidade de 

Terapia Intensiva. Se decidir participar desse estudo, continuará recebendo 

dieta, cuidados de enfermagem, medicações, procedimentos e todo tipo de 

tratamento apropriado para a sua doença, seguindo as orientações do seu 

médico, independentemente da sua participação nessa pesquisa. 

Sua identidade será mantida em sigilo, sendo a divulgação dos resultados 

dos seus exames totalmente proibida a terceiros, ficando restrita à discussão 

com interesse científico, sem qualquer possibilidade de identificação dos 
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pacientes por outros componentes da equipe de saúde, exceto pelos 

responsáveis diretos por seu tratamento. A sua participação deverá ser 

voluntária e consciente. Você não receberá qualquer pagamento por sua 

participação neste estudo. Em qualquer momento, você terá o direito de desistir 

da pesquisa sem necessidade de dar explicações. A eventual desistência não 

acarretará prejuízo ou discriminação quanto à manutenção do seu tratamento. 

 Reforçamos que não haverá qualquer prejuízo para o paciente que não 

quiser entrar na pesquisa, bem como se quiser sair a qualquer momento do 

andamento desta. Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos 

profissionais responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais 

dúvidas. O (a) pesquisador (a) responsável local é a Dr (a) 

_______________________________________________, que pode ser 

encontrado (a) no 

endereço________________________________________________________

telefone:_____________________________. Se você tiver alguma dúvida entre 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Hospital: 

__________________________________________, 

telefone______________________, email______________________. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações 

que li ou que foram lidas para mim, sobre o estudo “Avalição da prevalência de 

diarréia por Clostridioides difficile em pacientes internados em hospitais 

brasileiros”. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei 

retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, 

sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter 

adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 

-----------------------------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do paciente/representante legal                       Data         /       /        

-------------------------------------------------------------------------------------------------  
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Assinatura da testemunha*                       Data         /       /        

(*para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos 

ou portadores de deficiência auditiva ou visual.) 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste 

estudo. 

 

Assinatura do responsável pelo estudo           Data         /       /         

--------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Anexo D- PUBLICAÇÃO RELACIONADA AO TEMA DA PESQUISA 
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ANEXO E- PARTICIPAÇÕES EM EVENTOS CIENTÍFICOS 

1. Apresentação dos resultados parciais do estudo sob a forma de Poster: 

“Avaliação da prevalência de diarreia por Clostridium difficile em pacientes 

internados em hospitais brasileiros- resultados preliminares”, no XVI Congresso 

Brasileiro de Controle de Infecção e Epidemiologia Hospitalar, 2018, Porto 

Alegre, RS. 

 

2. Apresentação dos resultados parciais do estudo sob a forma de Paper Poster: 

“Prevalence of Clostridium difficile-associated diarrhoea in hospitalized patients 

in Brazilian centers: a multicenter, prospective study: preliminary results”. N° 

P0278, no ECCMID 2019 - 29th European Congress of Clinical Microbiology and 

Infectious Diseases, em Amsterdam, Holanda, em 13/04/2019.   

 

3. Apresentação dos resultados do estudo sob forma de Paper Poster: 

“Evaluation of loop-mediated isothermal amplification assay for detection of 

Clostridioides difficile infection: a prospective diagnostic performance study”, No 

04546, no – ECCMID 2021 – 31 st European Congress of Clinical Microbiology 

and Infectious Diseases, Online, de 9 a 12 de julho 2021.    
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ANEXO F- PREMIAÇÃO DE TRABALHO EM EVENTO CIENTÍFICO 

Prêmio de 3° lugar- melhor trabalho: “Prevalence of Clostridium difficile-

associated diarrhea in hospitalized   patients in Brazilian center: a multicenter, 

prospective study: preliminary results”, apresentado no II International and Latin 

American Clostridium difficile Symposium: epidemiology, pathogenesis, 

prevention and treatment, em Fortaleza, CE, em 07/06/2019. 
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