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RESUMO

Girdo ES. Avaliagcdo dos fatores preditores, caracteristicas clinicas,
microbiologicas e epidemiologia molecular da diarreia por Clostridioides
difficile em pacientes internados em cinco hospitais brasileiros [tese]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

Clostridioides difficile (CD) é o principal agente causador de diarreia relacionada
a assisténcia a saude no mundo. S&o escassos 0s seus dados epidemiologicos
no Brasil, principalmente no tocante a prevaléncia, caraterizacdo clinica,
microbiolégica 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, caracteristicas clinicas 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 regides do pais. Incluiu-se pacientes > 18 anos que
apresentaram 3 ou mais evacuacoes de fezes ndo formadas em 24 horas. Todas
as amostras foram submetidas ao teste rapido para deteccdo simultdnea do
antigeno glutamato desidrogenase (GDH) e toxinas A e B, por método
imunoenzimético (TECHLAB® C. diff Quik Chek ®), e ao teste rapido molecular
Xpert® C. difficile (Cepheid,) para deteccdo das cepas de CD produtoras de
toxinas. As amostras foram cultivadas em meio especifico e a identificacao de
CD foi confirmada pelo MALDI-TOF. Testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, extracdo 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 definicdo de doenga
associada ao CD (DACD) a presenca de teste positivo para toxina A/B nas fezes
ou teste rapido molecular positivo. A analise 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), presenca de muco nas fezes (OR, 3,29; 95%
IC, 1,406-7,22, p=0.006) e leucocitose com > 20% de bastdes (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 apos término do tratamento foi de 14%
no grupo do metronidazol. A mortalidade geral dos pacientes com DACD foi de
19%, e nenhum Obito foi-lhe atribuido. Trinta e cinco cepas de CD foram
recuperadas, todas sensiveis ao metronidazol e a vancomicina, porém,
resistentes a ciprofloxacina. O sequenciamento completo do genoma revelou 17
tipos de ST, seis dos quais foram novos, sendo o ST42 foi 0 mais comum. As
cepas hipervirulentas BI/NAP1/027 ndo foram identificadas. O gene ermB foi
mais encontrado nas cepas pertencentes ao ST42 (p=0,004). Concluiu-se que o
uso prévio de meropenem, presenca de muco nas fezes e leucocitose com
desvio a esquerda séo fatores preditores para DACD. A maioria dos casos de
DACD pode ser tratada com metronidazol oral, com boa resposta clinica, o que

parece ser uma op¢ao 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]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
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% CIl 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
anaerobio formador de esporos e produtor de toxinas. Atualmente, representa a
principal causa de diarreia relacionada a assisténcia a saude no mundo. Sua
transmissdo se da por via fecal-oral, fomites e através de mobiliario e
equipamentos. Os esporos persistem no ambiente por periodos prolongados e
sdo resistentes a varios desinfetantes comerciais, favorecendo a sua

propagacao ambiental®?2.

Infecgbes por CD podem variar desde diarreia leve e aquosa a colite
pseudomembranosa, fulminante, podendo levar a morte. Estima-se que 5 a 15%
da populacdo geral seja portadora assintomatica de CD. Ha relato de taxa de
colonizacdo de mais de 20% em adultos hospitalizados, podendo chegar a 50%
em residentes de instituigdes de longa permanéncia®. Sua colonizac&o e ligacdo
a mucosa intestinal séo facilitadas pela alteracao da microbiota intestinal normal.
Essa alteracdo pode ocorrer por uso de antimicrobianos ou antineoplasicos, ou
por reducdo da mobilidade colbnica causada por cirurgias ou antiperistalticos.
Uma vez no intestino, 0os esporos se convertem em formas vegetativas
produtoras de toxinas, tornando-se suscetiveis a morte por agentes
antimicrobianos. A resposta imune do hospedeiro ao CD provavelmente exerce

um papel determinante na condic&o de portador assintomatico*®.

O principal fator de viruléncia do CD é a producédo de toxinas. As cepas
toxigénicas podem produzir até trés tipos: toxina A (TcdA), toxina B (TcdB) e
toxina binaria (CDT). Essas toxinas levam a ativacéo e recrutamento de varios
mediadores inflamatérios, além de exercerem efeito citotoxico direto na mucosa
intestinal. Os niveis de toxina nas fezes correlacionam-se a gravidade da
doenca*. A toxina A atua diretamente os neutréfilos, promovendo quimiotaxia
daqueles que se localizam nas pseudomembranas e nas camadas subjacentes
da mucosa intestinal. A toxina B € essencial para a viruléncia do CD, sendo cerca
de 10 vezes mais potente do que toxina A como causadora de dano da mucosa
do célon®” Os genes que codificam as toxinas A (tcdA) e B (tcdB) de CD estdo
localizados dentro de um locus de patogenicidade o PaLoc e sdo encontrados
apenas em cepas toxigénicas. A regulacdo dos genes das toxinas A e B &

mediada pelo gene tcdC e suas mutacdes associam-se a superproducdo de
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ambas as toxinas. A minoria de cepas de CD (10 a 30 %) néo é produtora de
toxinas. Essas cepas podem colonizar o trato gastrointestinal e crescer em meios

de cultura, sem exercer efeito patogénico®.

Figura 1- Fisiopatogenia da infec¢cao por C difficile. Adaptado de Sandhu
BK, 2018 °
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1.1. Epidemiologia

CD é o principal agente causador de infeccéo relacionada a assisténcia a
saude (IRAS) nos Estados Unidos da Ameérica (EUA) e corresponde a 15% a
25% dos casos de diarreia hospitalar®. Nos EUA, as hospitaliza¢Ges por doenca
associada aos Clostridioides difficile (DACD) dobraram de 2000 a 2010, com
projecdo de crescimento continuo, especialmente devido a incorporacdo de
métodos diagndsticos laboratoriais mais sensiveis'®. Dados de meta-analise
recente, que analisou 229 estudos e relatérios de vigilancia de 41 paises do
mundo, encontrou taxa global de DACD relacionada a assisténcia a saude de
2,24 por 1000 internacdes/ano e 3,54 por 10.000 pacientes-dia/ano. As taxas

mais elevadas foram descritas na América do Norte e entre pacientes idosos!?!.

Estudos de prevaléncia de DACD sé&o escassos. Na Europa, taxas de
prevaléncia de DACD em pacientes hospitalizados variaram de 6%, em paises
como Franca e Bélgica, a 20% na Eslovénia e Bulgéaria'?. Na América Latina, a
Costa Rica publicou em 2008 o primeiro estudo de CD em adultos, com
prevaléncia reportada de 30%%.

Apos o ano 2000, houve aumento da incidéncia e da gravidade de DACD.
A taxa de mortalidade atribuida a esse agente era menor que 1,5%, antes de
2000, tendo aumentado para 5,7%, chegando até 16,7% em periodos de surto*,
Esse aumento foi atribuido ao surgimento de nova cepa hipervirulenta,
caracterizada como “North American Pulsed Field Type1” (NAP1), ou “Restriction
enzyme a analysis type” (Bl) ou “PCR ribotype 027 (NAP1/Bl/027). Varias
caracteristicas encontradas em NAP1/BI/027 contribuem para sua
hiperviruléncia. Dentre elas, polimorfismos no gene regulador negativo, tcdC,
aumentando a producao das toxinas A e B; presenca dos genes que codificam
a toxina binaria (tcdA e tcdB) e elevado nivel de resisténcia a fluoroquinolonas.
Essa cepa hipervirulenta foi descrita pela primeira vez em 2005 por
investigadores norte-americanos e canadenses!®>!¢. J4 na Europa, foi relatada
pela primeira vez na Inglaterra e, logo depois, na Holanda em 2011'. Na

Ameérica Latina, existem poucos estudos analisando as cepas circulantes. O
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primeiro isolado da NAP1/BI/027 foi na Costa Rica em 2009, com relatos

subsequentes na Colémbia, México, Chile e Honduras!%29:21,

Dados recentes evidenciam o surgimento de DACD na comunidade, em
individuos sem internacdo prévia. Estima-se que 20% a 28% das DACD seja
comunitaria, com incidéncia de 20 a 50 casos por 100.000 habitantes nos EUA,
Suécia e Inglaterra 222324, Estudos recentes mostram que 82% dos pacientes
com DACD comunitario tiveram passagem por servicos de saude de forma

ambulatorial 2>26,
1.2.C. difficile no Brasil

S&o escassos os dados da DACD no Brasil, com subnotificacdo de casos
em nosso meio. Poucos hospitais dispdem de métodos apropriados para o seu
diagnéstico, sendo os testes de deteccdo de toxina A e B nas fezes, de baixa
sensibilidade, o mais utilizado na pratica clinica 2"?8, Ademais, Silva et al.
demonstraram que os diferentes kits para deteccdo de toxina por ELISA
disponiveis no mercado brasileiro apresentam baixa sensibilidades, variando de
61 a 68%2°.

Dados recentes de dois hospitais de ensino em Porto Alegre, com
pacientes adultos de terapia intensiva e transplantados de 6rgdos solidos,
encontraram prevaléncia de DACD de 8,3% 0. Um estudo realizado em 2014,
com 74 adultos de um hospital universitario do Rio de janeiro, identificou 5,4%
de infeccdo por CD, todos em pacientes com doencas onco-hematoldgicas®!.
Outro estudo recente realizado em unidade de onco-hematologia e transplante
de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) de S&o Paulo identificou incidéncia

acumulada de 3,1% de DACD, com significativo aumento ao longo do tempo2.

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 oncolégico em Fortaleza, Ceara. No
entanto, esse estudo avaliou casuistica 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/ST3. 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 virus HIV, com neoplasia de reto, sem hospitalizacéo

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 exposicdo a varios
antimicrobianos. Foram encontrados, nessa cepa, 0S genes da toxina tcdA e
tcdB e a delecéo do gene tcdC, que indicam a superproducéo 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)%. Desde entdo, ndo houve mais publicacdes 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 varios estudos, seguido pelo ST2 (RT014)
36,37

1.3. Fatores de Risco

O uso de antibidticos € o principal fator de risco para DACD. Esses alteram
o equilibrio da microbiota intestinal e diminuem a resisténcia a colonizacéo pelo
CD, o que facilita a transformacéo dos esporos em formas vegetativas. Quase
todos os antibidticos sdo associados ao desenvolvimento de DACD, incluindo
agueles utilizados no seu tratamento, como metronidazol e vancomicina.
Penicilinas de amplo espectro, cefalosporinas, clindamicina e fluoroquinolonas
sdo 0s mais envolvidos. Esse desequilibrio na microbiota intestinal pode persistir
por mais de 3 meses apos término da antibioticoterapia. Por conseguinte,

pacientes podem permanecer suscetiveis a DACD por todo esse tempo3®

Outros fatores de risco para DACD vem sendo estudados, dentre eles:
idade avancada (> 65 anos), internagao previa, supressao do acido gastrico (uso
de inibidores de bomba de protons), alimentacdo enteral, cirurgia
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gastrointestinal, quimioterapia, TCTH e doenca inflamatdria intestinal. Pacientes
com idade acima de 65 anos, apresentam maior incidéncia de DACD e maior
mortalidade em varios estudos® . Além disso, esse grupo etario tem sido
associado a um maior risco de infeccdo por cepas hipervirulentas como a
BI/NAP1/027, assim como a DACD recorrente °.

Hospitalizac&o nos ultimos 90 dias também é um fator de risco importante
para DACD. Reulne-se aqui varias questbes relevantes, como ambiente
contaminado por esporos, higiene subotima das mé&os dos profissionais de
saude e presenca de comorbidades. A relacdo entre o uso de inibidores de
bomba de protons e DACD permanece um assunto ndo resolvido. Alguns
estudos sugeriram ser esse um fator de risco para DACD*°. No entanto, varios
outros ndo conseguiram corroborar esse achado*!. Alteragdes laboratoriais
também foram encontradas como preditores de DACD hospitalar, tais como

elevacdo de creatinina sérica, hipoalbuminemia e leucocitose*?43

Embora vérios fatores de risco para DACD, relacionados a medicaces e
as caracteristicas dos pacientes, venham sendo exaustivamente estudados, o
real papel de cada um deles ainda € controverso. Isso se explica pois, em sua
maioria, 0s estudos sao retrospectivos, observacionais, com heterogeneidade de

populacdes, viéses e confundidores, o que dificulta a analise dos dados.
1.4. Manifestacdes Clinicas

C. difficile pode causar um amplo espectro de manifestacées clinicas que
vao desde portador assintomatico a colite fulminante com megacoélon toxico.
DACD ¢ classificada como: leve a moderada, grave ou fulminante, baseada em
parametros clinicos e laboratoriais. Diarreia, definida como trés ou mais
evacuacOes com fezes ndo formadas em 24 horas, € o sintoma cardinal de
DACD?. Ela pode vir acompanhada de muco ou sangue oculto, no entanto
melena ou hematoquezia sao raros. Outras manifestagdes incluem: dor
hipogastrica, colicas, febre baixa, nausea e anorexia. A febre esta presente em
15% dos casos. Leucocitose superior a 15.000 células/ml também pode ser

encontrada. Os sintomas geralmente se iniciam na vigéncia da antibioticoterapia,
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podendo surgir meses apés a sua suspensao. No entanto, a maioria dos casos
ocorre em até duas semanas do uso do antibiotico. Cerca de 5 a 10% dos

pacientes com DACD no tem exposi¢ao previa a antibioticoterapia 444°.

As diretrizes americanas atuais da Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas (IDSA) utilizam alguns critérios para definir casos graves de DACD
e orientar a melhor e escolha da terapia. S&o eles: contagem de leucocitos 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 %6. Vale ressaltar que esses critérios se baseiam na
opinido de especialistas, sem estudos robustos que os validem. Varios outros
critérios de gravidade tém sido usados, tais como o critério da Sociedade
Americana de Gastroenterologia de 2021 e critérios da Sociedade Europeia de
Microbiologia Clinica e Doencas Infecciosas (ESCMID) de 201448, No entanto
nenhum deles foi aceito universalmente, por também se basear na opinido de

especialista, com problemas na sua validacao.

Cerca de 25 a 30% dos pacientes com DACD evoluem com infeccao
recorrente, definida como reaparecimento dos sintomas dentro de duas a oito
semanas apds o término do tratamento e resolu¢cdo dos sintomas. Menos
comumente, DACD recorrente pode surgir apds dois meses da descontinuacao
do tratamento. Uma vez que os pacientes tenham evoluido com recidiva, eles
estdo sob um risco significativamente maior de apresentar novas recorréncias.
Fatores de risco para recorréncia incluem: idade acima de 65 anos, presenca de
comorbidades, uso de antibioticos concomitantes durante o tratamento do CD e
falta de resposta imune mediada por anticorpos para a toxina B. Os sintomas
recorrentes podem ser devido a recaida da cepa infectante inicial ou reinfeccdo
por uma nova cepa de CD. A maioria dos casos se deve a recorréncia da mesma

cepa, independentemente do intervalo entre os episodios 490,
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Tabela 1. Definicdes de doenca grave e complicada associada a Infeccao
por C. difficile. Adaptado de Ooijevaar RE, 2018 44

Diretriz

DACD grave

DACD complicada

Sociedade Europeia
de Microbiologia
Clinica e Doencas

Infecciosas

(ESCMID), 2014 8

DACD com 1 ou mais dos

seguintes achados:

e Leucocitose > 15.000
cel/mm3

e Albumina sérica < 3 g/dI

e Aumento creatinina

sérica acima 50% ou

>1,5 mg/dl

Incorporado na
definicdo de doenca

grave por CD

Colégio Americano de
Gastroenterologia
(ACG) 2021 %

e Leucocitose > 15.000
cels/mm?
e Creatinina sérica >1,5

mg/dl

e Hipotensédo ou
Choque
e lleo

e Mega colén

Sociedade Americana
de Doencas

Infecciosas

(IDSA/SHEA), 2017 46

e Leucocitose > 15.000

cels/mm?
e Creatinina sérica
>1.5 mg/dl

¢ Hipotenséo ou
Choque
e lleo

e Mega colén

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

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

O diagnostico de DACD baseia-se em: 1) combinacdo de sinais e
sintomas, tais como diarreia (definida como trés ou mais evacuacdes diarias em
24 horas), sem nenhuma outra causa identifichvel, associados a deteccao de
toxinas A e/ou B nas fezes ou de cepas de CD produtores de toxinas; ou 2)
identificacdo de colite pseudomembranosa na colonoscopia ou em achados
histopatoldgicos®®. Exames laboratoriais isolados ndo conseguem distinguir
entre colonizacg&o e infecgdo por CD®L. Esses devem ser realizados apenas em
pacientes com diarreia bem definida. Amostras de fezes bem formadas de
pacientes assintomaticos ndo devem ser testadas, pois a presenca do gene da
toxina do CD néao distingue entre infec¢do ou colonizacdo, uma vez que nao ha

comprovacio da expresséo do gene com producéo de toxinas®>>*

A estratégia ideal para o diagnostico laboratorial do DACD ainda é
controversa. Existe uma ampla variedade de testes e algoritmos diagndsticos
(Tabela 2). Varios métodos laboratoriais estdo disponiveis, dentre eles: cultura
toxigénica; ensaio de neutralizacdo de citotoxicidade em cultura celular;
imunoensaios enziméticos (ELISA) e ensaios imunocromatograficos para a
deteccao de glutamato desidrogenase (GDH), toxina A ou B, ou ambas; e testes

de amplificacdo de acidos nucleicos (Nucleic acid amplification test- NAAT).

Os testes considerados padrdo-ouro para diagnostico de DACD séao:
cultura toxigénica e ensaio de neutralizacao de citotoxicidade em cultura celular.
O primeiro baseia-se no isolamento de CD em cultura e determinacdo de cepa
produtora de toxina. Trata-se de um método trabalhoso e demorado, limitando
Seu uso na pratica clinica. No segundo teste, um filtrado de fezes € aplicado
sobre uma monocamada de células e é observado o efeito citopatico depois de
24-48 horas. Em seguida, é realizada a neutralizagdo com um antissoro, ou com
antitoxina de C. sordellii ou com antitoxina de CD. Historicamente esse ultimo
método foi considerado padrdo-ouro. No entanto, atualmente a maioria dos
especialistas considera que ele ndo apresentou a sensibilidade desejada em
estudos de comparacdo de ensaios. A sensibilidade reportada desse teste é
bastante variavel (65% a 90%) e, quando comparada ao cultivo de CD
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toxigénico, o ensaio de neutralizagédo de citotoxicidade teve uma sensibilidade
aproximada de 75% a 85% >4,

Testes para deteccédo de toxina A e B nas fezes sdo os métodos mais
utilizados na pratica clinica no Brasil. Esses utilizam anticorpos monoclonais ou
policlonais, dirigidos contra antigenos especificos das toxinas de CD, que séo
incorporados em testes imuno-enzimaticos (ELISA) ou imunocromatogréficos.
Muitos Kits comerciais estdo disponiveis no mercado, com resultados rapidos,
baratos e de facil execucéo. A maioria das cepas de CD produzem as toxinas A
e B, embora algumas cepas produzam apenas toxina B. E importante ressaltar
gue as toxinas sdo degradas a temperatura ambiente e podem ser indetectaveis
dentro de duas horas ap0s 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%°%°". Recentemente testes de ELISA ultrassensiveis para deteccdo de
toxinas tem demonstrado resultados promissores, com sensibiidade de 97,7% e
especificidade de 100%. Esses ensaios sao rapidos, tém melhor sensibilidade
analitica, que é de até 3 ordens de magnitude mais sensivel que testes de ELISA
convencionais e sdo comparaveis ao teste de referéncia, o de citotoxicidade
celular. Essa nova metodologia parece promissora como teste Unico para
diagnostico de DACD, podendo vir a substituir os algoritmos de testes em varias

etapas atualmente recomendados®®°.

A glutamato desidrogenase (GDH) é uma enzima produzida em elevados
niveis em todos os isolados de C. difficile, incluindo cepas toxigénicas e ndo
toxigénicas, podendo ser detectada por ELISA ou imuno-cromatografia. Um
resultado positivo apenas indica a presenca 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. sordelli, com resultados falso-positivos.
Recentemente diversos consensos tém recomendado o uso de testes rapidos de
deteccdo simultdnea de GDH por ELISA como meétodo de triagem para
diagnéstico 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

doenca. No entanto, um resultado positivo deve ser confirmado por um segundo



INTRODUCAO - 31

teste mais especifico para detecgcdo de toxinas. Amostras com resultados
discordantes, como teste negativo para GDH e positivo para toxina, sao raros e
precisam ser testados novamente. No caso de amostras positivas para GDH e
negativas para as toxinas, a realizacao de outros testes, tais como 0os NAATS,

s&o0 recomendados 461,

Testes de biologia molecular baseados na amplificacdo de acido nucleico
(NAAT) detectam os genes reguladores da producéo 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 deteccao de toxinas,
mas com elevado valor preditivo negativo para CD. No entanto, testes positivos
podem identificar cepas toxigénicas sem expressdo em pacientes
assintomaticos, podendo o seu uso isolado levar a tratamentos desnecesséarios
e aumentos de custos. Seu uso deve ser restrito a pacientes com quadro

diarreico 46:51.60

Recentemente, novas metodologias de amplificacdo de &cido nucleico
para deteccdo de CD tém surgido, tornando essa tecnologia mais acessivel. A
amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP- Loop-mediated isothermal
amplification assay) € uma alternativa de baixo custo, onde as extracdes de DNA
sdo realizadas em temperatura constante, sem a necessidade de
termociclador®. O uso do LAMP para diagnostico de CD tem apresentado
elevada sensibilidade e especificidade, quando comparado a culturas

toxigénicas 6263
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Tabela 2. Testes diagndsticos para doencga associada a C. difficile. Valores

preditivos negativos e positivos sao comparados ao ensaio de

neutralizacdo de citotoxicidade em cultura celular como padrdo-ouro para

diagnostico de DACD. Adaptado de Thabit AK, 2019 %

Teste Valor Valor Substancia
preditivo preditivo detectada
positivo negativo
Cultura toxigénica Baixo Alto Esporos ou células
de C. difficile
toxigénico
Teste de amplificacdo de Baixo Alto Genes de C. difficile
acido nucleico toxigénico
Glutamato-desidrogenase Baixo Alto Antigeno comum de
C. difficile
Ensaio de neutralizacdo de | Alto Moderado Toxina livre
citotoxicidade em cultura
celular
Teste imunoenziméatico para | Moderado | Moderado Toxina livre
toxinaAeB
DACD=Doenca associada a C. difficile
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A tipagem das cepas de CD também é importante ferramenta no
diagndstico laboratorial do CD, principalmente em situacfes de surto. Métodos
mais precisos também sdo necessarios para identificacdo de cepas circulantes,
introducé@o de novas cepas e conhecimento de cepas emergentes patogénicas.
Existem véarios métodos de tipagem molecular disponiveis. A eletroforese em gel
de campo pulsado (Pulsed-field gel etectrophoresis -PFGE) foi um dos primeiros
meétodos utilizados para analise molecular de CD. No entanto, esse método nao
consegue separar com precisdo moléculas muito grandes de DNA e, portanto,
pode resultar em subjetividade para a interpretacdo dos resultados. Na Europa,
a ribotipagem (RT) tornou-se o método mais frequentemente utilizado para
tipagem de CD. Este possui uma boa capacidade discriminatoria, apesar
apresentar alguma dificuldade em diferenciar as cepas fortemente relacionadas,
como o ribotipo 027, 106 e 017 ©°.

Outro método mais recente e cada vez mais utilizado € o sequenciamento
completo do genoma. Trata-se de poderosa ferramenta de genotipagem que
vem sendo cada vez mais utilizada. Esse método tem alto poder discriminatério
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 bioinforméatica adequado para analise do banco de dados 6667,

Diretrizes recentes recomendam abordagens diagndsticas com multiplos
testes, sob a forma de algoritmos, na suspeita de DACD (Figura 1). Entretanto,
a melhor metodologia e fluxograma ideal ainda n&o foram estabelecidos.
Preferencialmente um algoritmo com 2 a 3 estagios deve ser utilizado, onde um
teste positivo inicial de triagem seja seguido de um ou dois testes confirmatorios
4651 Essas diretrizes recomendam que a escolha dos testes para CD seja
baseada na probabilidades pré-teste da doenca na populacdo avaliada. Os
NAAT nao sao recomendados como testes isolados, quando os critérios para
testagem do paciente ndo estao claros ou se outras causas de diarreia ndo forma
afastadas. No entanto, em pacientes com elevada probabilidade pré-teste para
DACD, o NAAT isolado ou teste para deteccdo de toxina podem ser usados
(Figura 2) 4651,
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Uma revisdo sistemética publicada recentemente, incluindo 238 artigos,
avaliou a acuracia dos testes para diagnostico de DACD. Esse estudo
recomendou o uso de algoritmos que usam o NAAT sozinho ou em combinacéo
com GDH ou GDH mais toxina EIA para diagnostico da doenca em adultos. No
entanto, esse estudo foi incapaz de identificar qual € o melhor teste para
diagnostico de DACD pelo fato de que a grande maioria dos estudos nao ter

incluido desfechos clinicos 3.
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Figura 2. Algoritmos com multiplos passos para diagnéstico de infeccao
por C. difficile, baseado em testes de amostras fecais. Adaptado das
Diretrizes do ESCMID 2016 2.

A) Algoritmo 1:
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B) Algoritmo 2:

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

desidrogenase; CT: cultura toxigénica
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Figura 3. Recomendacdes para realizacdo de testes laboratoriais de
diagnostico de infeccao por C.difficile com base em critérios institucionais
pré-estabelecidos. Adaptado da Diretrizes da Sociedade Americana de
Doencas Infecciosas (IDSA) 201746

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

Ex.

- GDH +Toxina; OU

- GDH + Toxina, + ou - NAAT; OU
~ - NAAT + toxina

Acordo institucional com clinicos e
profissionais do laboratério de néo
enviar amostras de fezes de
pacientes em uso de laxantes

E

de enviar apenas amostras de
fezes de pacientes com diarreia
(> 3 evacuacodes de fezes ndo
formadas em 24h) para realizar
testes para CD
Fazer:

SIM - NAAT sozinho
ou

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

GDH +Toxina, + ou - NAAT; OU
NAAT + toxina)

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

desidrogenase
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1.6. Tratamento

O portador assintomatico de CD ndo necessita de tratamento e sua
identificacdo pode ser Gtil para prevenir a transmisséo hospitalar desse agente.
A DACD deve ser tratada de acordo com a gravidade da doenca e o risco de
recorréncia e complicacdes. Sempre que possivel, deve-se tentar suspender o
antibiotico em uso. Estudos demonstram que 0 uso continuado de
antimicrobianos esta associada a duracéo prolongada da diarreia e maior risco
de recorréncia®. Para caso leves, as diretrizes europeias sugerem aguardar 48
horas apds a suspensao do antibiético antes de iniciar qualquer tratamento para
CD, visto que muitas vezes a diarreia é autolimitada. Testes para controle de
cura ndo devem ser realizados, pois ndo predizem resposta terapéutica ou risco
de recorréncia %651, Embora as diretrizes internacionais continuem a categorizar
o tratamento com base na gravidade da doenca, essa estratificacdo continua
sendo um desafio, pois ndo h& ensaios controlados randomizados validando os

escores de gravidade utilizados.

Varias drogas sdo usadas para tratamento de DACD, sendo o
metronidazol o medicamento mais antigo utilizado. Para o primeiro episodio de
DACD, vancomicina oral e fidaxomicina sdo as drogas atualmente
recomendadas pelas diretrizes americanas de 2017, independentemente da
gravidade da doenca (tabela 3). Segundo essa diretriz, 0 metronidazol ndo deve
mais ser usado como terapia de primeira linha para casos nao-graves, devendo
ser considerado apenas nos casos em que a vancomicina oral e a fidaxomicina
ndo estiverem disponiveis. Tais recomenda¢fes foram baseadas em dois
estudos multicéntricos  duplo-cegos, randomizados, controlados que
compararam metronidazol a vancomicina oral no tratamento de CD. Nesses
estudos, a vancomicina foi superior ao metronidazol, independentemente da
gravidade do paciente®. Outros estudos mais recentes corroboram esses
achados, incluindo uma meta-analise e um estudo retrospectivo que
demonstraram maior sobrevida dos pacientes que usaram vancomicina oral em
comparacdo com os que usaram metronidazol 771, As razdes para a falha do
metronidazol sdo pouco compreendidas. Uma das explicacbes pode se

relacionar aos baixos niveis da droga nas fezes dos pacientes usando
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metronidazol oral, devido a sua boa absorcdo, que diminue a medida que a
inflamacgéo do colon desaparece, enquanto os niveis de da vancomicina oral ou
fidaxomicina (que sé@o pouco absorvidos) permanecem elevados durante todo o
tratamento’?. Raramente, resisténcia ao metronidazol em cepas de CD tem sido

descrita, sem aparente aumento 7374,

No entanto, ainda ha controvérsias sobre o nivel de evidéncia que embasa
tais recomendacdes. Estudos controlados, randomizados, que compararam
vancomicina com o metronidazol no tratamento de DACD, incluindo aqueles
publicados ap6s o lancamento da diretriz, falharam em demonstrar uma
diferenca estatisticamente significativa nas taxas de sucesso, de recorréncia e
mortalidade geral entre as duas drogas. Embora algumas publicacfes favorecam
a vancomicina, é importante notar que existem inconsistencias metodoldgicas
entre estudos que possam ter influenciado nesse resultado. Além disso, 0s
critérios utilizados para definir a gravidade da DACD nédo foram consistentes
entre os estudos, pois baseiam-se na opinido de especialistas e ainda precisam

ser validados>76.77,

A fidaxomicina é uma boa alternativa para tratamento de CD,
especialmente em pacientes com alto risco de infecgbes recorrentes. Esse
agente estd indicado como primeira linha para episodio inicial de DACD ou na
primeira recorréncia da infeccdo. Estudos randomizados, controlados
demonstraram taxas de sucesso semelhantes da fidaxomicina comparada a
vancomicina, mas com uma maior taxa de resposta sustentada e menor
recorréncia com a primeira droga’®’®. Estudo mais recente comparou doses
estendidas de fidaxomicina com vancomicina oral e encontrou melhor resposta
clinica sustentada para grupo da fidaxomixina em portadores da cepa
hipervirulenta 027do CD 8%, No entanto, essa droga apresenta custo elevado e
ainda nao esta disponivel no Brasil.

Na primeira recorréncia de DACD, ap0s uso prévio de metronidazol,
recomenda-se um curso padrdao 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 reducgéao lenta e gradual

da dose. Para tratamento da segunda recidiva e/ou recidivas subsequentes,
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varios esquemas foram propostos, incluindo a vancomicina por tempo
prolongada, seguida de rifaximina e fidaxomicina. No entanto, as evidéncias s&o
limitadas sobre a eficacia desses esquemas. Metronidazol oral deve ser evitado
para qualquer recorréncia devido a sua menor eficacia e risco potencial de
toxicidade neuroldgica com uso prolongado. Caso o0 paciente necessite de
antibioticoterapia sistémica concomitantemente ou logo apdés a conclusdo da
terapia para DACD, ha poucas evidéncias que embasem a instituicdo de
profilaxia secundaria com vancomicina oral 81.82.83,

Vancomicina combinada ao transplante de microbiota fecal (TMF) é uma
estratégia de primeira escolha para casos com mdltiplas recorréncias. O TFM
consiste na infusdo de fezes processadas, coletadas de um doador saudavel,
para o trato intestinal de um paciente com DACD, em centros especializados. A
eficacia do TMF foi avaliada em vérios ensaios randomizados controlados, com
taxas de cura de 70 a 90%°%485,

Véarios outros antimicrobianos, tais como teicoplanina, tigecicliina,
nitazoxanida, rifampicina e rifaximina apresentam acao in vitro contra CD, no
entanto ainda com dados clinicos limitados®. Recentemente novos agentes vém
sendo estudados, incluindo o ridinilazol, um antibiético ndo absorvivel, além de
abordagens ndo-farmacoldgicas, como uso de probidticos, anticorpos
monoclonais e bacteriéfagos com atividade contra cepas especificas de CD?’.
Dentre esses, apenas o0 anticorpo monoclonal antitoxina bezlotoxumab ja tem
aprovacao pelo FDA, com reducao em até 40% do risco de DACD recorrente

quando prescrito durante um episadio inicial®.
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Tabela 3. Recomendagbes para tratamento de doenca associada a C.
difficile (DACD) segundo as 3 principais diretrizes. Adaptado de Thabit AK,

2019 ¢4

IDSA/SHEA, 2017

ESCMID, 2014

ACG, 2021

Episédio
inicial, nao

grave

Vancomicina VO
ou

Fidaxomicina VO por 10

dias
Se o0s ATM acima
estiverem indisponiveis:

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

VO
por 10 dias (para

Metronidazol

paciente de baixo
risco: jovens,
ambulatoriais, com
minimas

comorbidades)

Episodio 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

Episodio inicial

fulminante

Vancomicina VO

Se ileo paralitico:

considerar adicionar
enema de vancomicina +

metronidazol EV

Cirurgia se terapia com
ATM falhar, se
peritonite, megacolon
téxico ou perfuracéo

intestinal

Vancomicina VO+
considerar

Metronidazol EV

Se

enema de

fleo: Adicionar

vancomicina
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Primeira

recorréncia

Se primeiro tratamento
padrdo: vancomicina VO
prolongada com reducédo

gradual por 2-8 semanas

Se primeiro tratamento
com vancomicina:

Fidaxomicina por 10 dias

Vancomicina VO por
10 das

Ou

Fidaxomicina VO por
10 dias

VO

com

Vancomicina
prolongada,
reducédo gradual.

ou

Fidaxomicina VO

por 10 dias
Se primeiro tratamento
com metronidazol:
Vancomicina por 10 dias
Segunda Vancomicina VO Vancomicina VO Transplante de

recorréncia

prolongada com redugéo
gradual por 2-8 semanas
ou

Vancomicina VO por 10
dias, seguida por
Rifaximina por 20 dias OU

Fidaxomicina por 10 dias

prolongada com
reducdo gradual por
pelo menos 3
semanas

OU Fidaxomicina VO
por 10 dias

OU Vancomicina por
10 dias

microbiota fecal

Mdiltiplas

(>3recorrén-
cias) apos
tratamento

adequado

Transplante de microbiota
fecal

Igual a segunda

recorréncia

Transplante de
microbiota fecal+
vancomicina VO por-
14 dias

Transplante de

microbiota fecal
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1.7. Controle e Prevencéo

Sao varias as estratégias para prevencao de DACD em instituicdes de
saude, dentre elas: deteccdo precoce de portadores, medidas de isolamento
com precaucdes de contato, higiene das méaos, limpeza ambiental e
racionalizacdo do uso de antimicrobianos. Detecc¢ao precoce do CD com rapida
implementacédo de medidas de precaucdo de contato sdo essenciais para evitar

a transmisséo, o que requer métodos rapidos e acurados para diagnéstico®.

Pacientes com suspeita ou comprovacéo de DACD devem ser colocados
em quartos privativos com banheiros individuais, sempre que possivel. Uma
abordagem ideal para a descontinuacao das precaucdes de contato para DACD
€ incerta. As diretrizes internacionais recomendam a continuagcdo das medidas
de isolamento pelo menos 48 horas apdés a resolucao da diarreia. No entanto a
manutencao do isolamento por mais tempo, apos a resolucéo de diarreia, pode
ser razoavel, uma vez que a eliminacéo persistente de CD nas fezes é comum.
Em instituicdes com alta incidéncia de DACD, manutencéo das precaucoes de
contato até a alta é recomendada *°.

Profissionais de saude devem realizar a higienizacdo das maos com agua
e sabao visto que o alcool a 70% nao erradica os esporos de CD. Atencédo
especial deve ser dada a limpeza do ambiente, equipamentos e superficies. Os
esporos de CD podem sobreviver em superficies secas por tempo prolongado,
e a desinfec¢do com produtos a base de quaternario de amonia séo ineficazes.
Essa requer uso de um agente esporicida, como o hipoclorito de sdédio.
Programas de gerenciamento do uso antimicrobianos desempenha um papel

importante no controle da DACD, com reducéo significativa na sua incidéncia °*.

Vacinas eficazes contra o CD ainda nao estédo disponiveis no mercado,
no entanto varios produtos ja estdo sendo estudados. Existem pelo menos trés
vacinas contra CD atualmente em diferentes estagios de ensaios clinicos. Essas
vacinas contém toxoides A e B que induzem a producdo de citotoxinas
neutralizantes dessas toxinas. Muitas dessas vacinas tém se mostrado seguras

e imunogénicas em voluntarios saudaveis °%
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Apesar da relevancia do tema, sdo escassos 0s dados epidemioldgicos, clinicos
e microbioldgicos de DACD no nosso meio, justificando-se a necessidade do

presente estudo.



2 OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral
e Avaliar a taxa de positividade de C. difficile em pacientes com diarreia
internados em hospitais brasileiros
e Avaliar os fatores preditores, caracteristicas clinicas, microbioldgicas e
moleculares das diarreias por C.difficle em pacientes internados em

hospitais brasileiros.

2.2 Objetivos Especificos

e Descrever os aspectos clinicos das diarreias por C. difficile;

e Avaliar a resposta terapéutica e a evolucado clinica dos pacientes com
diarreia por C. difficile

e Caracterizacao fenotipica e genotipica das cepas de C. difficile isoladas

desses pacientes

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

isoladas



3 METODOS
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3.1 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo, descritivo, observacional
gue coletou amostras de fezes de pacientes com diarreia internados nos centros

participantes.
3.2 Periodo, Populacéo e Local do Estudo

O estudo foi desenvolvido no Departamento de Doencas Infecciosas e
Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP).
A inclusdo de casos ocorreu de abril de 2018 a julho de 2019 em 5 hospitais
brasileiros, localizados nas diferentes regiées do pais: Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&do Paulo (HC-FMUSP) em Sao
Paulo, SP; Hospital Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara (HUWC-
UFC) em Fortaleza, CE; Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas e
Parasitarias (HSJ) em Fortaleza, CE; Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (HC-UFPR) em Curitiba, PR e Hospital Aleméo Oswaldo Cruz
(HAOC) em Sao Paulo, SP. Trata-se de uma amostra por conveniéncia, onde
foram selecionados hospitais de populacdo mais acessivel para o0s
pesquisadores. Os pacientes com diarreia internados nesses hospitais foram
identificados através de vigilancia ativa pelos pesquisadores, além de divulgacéo

do estudo através de cartazes afixados nas unidades.

O HC-FMUSP é um hospital publico, terciario, universitario, conveniado
ao Sistema Unico de Salde (SUS). E constituido por sete institutos
especializados e dois hospitais auxiliares, que somam cerca de 2.200 leitos. O
Instituto Central dispbe de 24 enfermarias clinicas, doze enfermarias cirurgicas
e doze Unidades de Terapia Intensiva (UTI), abrangendo um total de 987 leitos.
O HUWC-UFC é um hospital terciario, universitario, também conveniado ao SUS,
constituido por 248 leitos, sendo 14 leitos de UTI.O HSJ é um hospital terciario,
vinculado ao SUS, referéncia em doencas infectocontagiosas do estado do
Estado do Ceara, formado por 134 leitos, sendo 8 de terapia intensiva. O HC-
UFPR é um hospital publico, terciario, universitario, conveniado ao SUS,
constituido por 350 leitos, sendo 53 de UTI.O HAOC é um hospital privado,
terciario, constituido por 357 leitos, com 37 de terapia intensiva.



METODOS- 49

Nos hospitais publicos (HC-FMUSP, HSJ, HUWC e HC-UFPR) os
pacientes com suspeita e/ou confirmacdo de DACD ficaram sob precaucédo de
contato, em quartos compartilhados com outros pacientes sem CD, com excec¢éo
da Unidade de Transplante de Medula do HC-FMUSP, onde todos os pacientes
ficam internados em quartos individuais. No Hospital Alem&o Oswaldo Cruz,
todos os pacientes com DACD ficaram internados em quartos individuais, em
precaucdes de contato. Em todos os hospitais do estudo existe a recomendacao
de evitar uso de alcool a 70%, no entanto sem uma politica de bloqueio ou

restricdo do seu uso.
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Figura 4. Distribuicdo geografica dos hospitais participantes do estudo

ne Hospital S50 José
A MA| 5’ Hospital Universitario Walter Cantidio

Fonte: O autor, Adaptado de Google maps 2021

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

Foram incluidos no estudo pacientes internados nos 5 hospitais citados

que apresentavam todos os seguintes critérios:
1. Idade = 18 anos;

2. Presenca de diarreia, definida por 3 ou mais evacuacdes de fezes nao

formadas em 24 horas ou em menos horas consecutivas;
3. Presenca de pelo menos UM dos seguintes critérios abaixo:

e Diarreia de inicio ap6s 48 horas do internamento hospitalar;

e Diarreia de inicio na comunidade ou até de 48 horas da internacdo, em
pacientes com antecedente de internacdo ou passagem por um servico

de saude nos 3 meses antes do inicio da diarreia;
4. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
3.4 Critérios de exclusao:

1. Pacientes em uso de laxantes

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

diarreico

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

das fezes
4. Fezes armazenadas por mais de 72h apdés a coleta

5. Qualquer condicdo médica que, na opinido do investigador, possa
comprometer a capacidade do paciente de participar do estudo ou

interferir na interpretacéo dos resultados.
3.5. Defini¢des

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

evacuacies de fezes ndo formadas em 24 horas ou em menos horas
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consecutivas) com evidéncia 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 reacdo em cadeia da polimerase (PCR, (Polymerase Chain

Reaction) positivo para deteccdo do gene produtor de toxina B (tcdB),
toxina binaria (cdt) ou delecdo do gene tcdC de CD*.

- Diarreia associada a assisténcia a saude, com inicio na comunidade:

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

pacientes com antecedente de internacdo ou passagem por um servico de saude

nos 3 meses antes do inicio da diarreia“®

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

semanas do inicio do primeiro episédio, apos interrupcdo do tratamento, desde

que o primeiro tenha tido resolucéo dos sintomas, com terapéutica adequada“®.

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

um sistema de pontuacdo de gravidade da CDAD, onde sédo avaliados os

seguintes critérios, com atribuicdo da pontuacéo abaixo %:

+1 ponto:

Imunossupresséao e / ou condicdo médica crbnica
Dor abdominal e / ou distenséo

Hipoalbuminemia (<3 g/dL)

Febre (> 38,5-C)

Admisséao na UTI

+2 pontos:

Tomografia computadorizada (TC) com achados inespecificos de
pancolite, 2 ascites e / ou espessamento da parede intestinal
Contagem de leucocitos> 15.000 ou <1.500 e / ou contagem de bastdes

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

+3 pontos:

Sinais de irritacédo peritoneal

+5 pontos:
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e Necessidade de uso de vasopressores
e Necessidade de ventilagdo mecéanica atribuida ao CDAD

e Desorientacdo, confuséo ou diminui¢do da consciéncia

-Interpretacao:

e Pontuacédo < 3: doenca leve a moderada
e Pontuacédo entre 4 e 6: doenca grave

e Pontuacéo > 7: doenca grave com complicagéo
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Figura 5. Aplicativo on-line que utiliza sistema de pontuacéo de gravidade
da CDAD. Adaptado de Neal MD, 20113

Clostridium Difficile Associated Disease Severity Score

Annotate your reportfl | Print

Immunosuppression and/or chronic medical condition 1Yes [+1]
Hypoalbuminemia (<3 g/dL) tYes [+1]
Immunosuppression and/or chronic medical condition 1Yes [+1]
Fever (>38.5-0) Yes [+1]

ICU admission .
CT scan with nonspecific findings of pancolitis, 2 ascites, andfor bowel wall -
thickening

WBC count >15,000 or <1.500 and/or band count >10% T -
Creatinine 1.5-fold =baseline -
Abdominal peritoneal signs 1Yes [+3]
Vasopressors required 1Yes [+5]
Mechanical ventilation required attributed to CDAD -

Disorientation, confusion, or decreased consciousness -

CDAD Severity Score: 12
Number of criteria met: 6
Severe Complicated Disease

Select
Score Range Intargretation
=3 Mild to moderate disease
4-6 Severe disease

= REFERENCE: Neal MD. Alverdy |C. Hall DE. Simmons RL. Zuckerbraun BS. Diverting loop ileostomy and colonic lavage: an alternative to total abdominal
colectomy for the treatment of severe. complicated Clostridium difficile associated disease. Ann Surg. 2011:254(3):423-7. PMID: 21865843 (7
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Mortalidade atribuida ao C. difficile: Obito diretamente relacionadas as
complicacbes da DACA, tais como: megacolon toéxico, perfuracdo intestinal,

peritonite e choque séptico.

3.6 Coleta e processamento as amostras

As amostras de fezes provenientes de evacuacdo espontanea 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 horario da coleta. As
amostras foram transportadas em um recipiente com gelo até o laboratorio de
cada hospital. Nesses laboratoérios, as amostras de fezes foram submetidas aos
seguintes testes: a) Teste rapido C Diff Quik Chek Complete; e b) Teste rapido
molecular Xpert® C. difficile (Cepheid) para deteccao de CD. O teste C. Diff Quik
Chek Complete (TechLab, Blacksburg, VA, EUA) € um ensaio imunoenzimatico
rapido (30-40 min) que detecta simultaneamente o antigeno Glutamato
Desidrogenase (GDH) e as toxinas A e B do C. difficile em um Unico poco de
reacdo. O teste GeneXpert C. difficile (Cepheid, Sunnyvale, CA, EUA) é um
ensaio in vitro qualitativo que utiliza a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR, Polymerase Chain Reaction) automatizada em tempo real para deteccao
de sequéncias dos genes da toxina B (tcdB), toxina binaria (cdt) e delecdo do
gene tcdC de C difficile. Os sistemas séo constituidos 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 utilizacdo de
cartuchos GeneXpert® descartaveis, de utilizacdo Unica, que contém os
reagentes de PCR e onde decorre o processo de PCR e extracdo de DNA. Como
0s cartuchos sdo autbnomos, a contaminacdo cruzada entre amostras €
eliminada. Os primers e as sondas presentes no ensaio Xpert C. difficile
detectam sequéncias nos genes da toxina B (tcdB), toxina binaria (cdt) e delecao
de tcdC. Em seguida, essas amostras foram congeladas a — 20 °C e analisadas
dentro de um prazo maximo de dois meses, para identificagdo por meio de

cultura.
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Figura 6. Teste rapido C Diff Quik Chek Complete, para deteccdo de GDH e
toxinas A/B

GDH POSITIVA

GDH NEGATIVA GDH POSITIVA
TOX. POSITIVAS

TOX. NEGATIVAS TOX. NEGATIVAS

GDH: Glutamato desidrogenase; Tox: toxinas

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

de CD produtor de toxina

¥ W Py
v T i vy

V| eary Tom Prmry
¥ T Py

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
alcool. O tratamento de choque baseou-se na adi¢cdo de 1 ml de fezes liquidas e
1 ml de alcool absoluto em um tubo estéril de polipropileno de 15 ml. Em seguida
as fezes foram deixadas em repouso por 35 minutos a temperatura ambiente e
entdo 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 apés, as placas foram incubadas em anaerobiose em uma jarra de
acrilico utilizando dois envelopes geradores de anaerobiose por 72 horas a 37°C.
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
37° C em anaerobiose. As cepas com crescimento nesse meio foram semeadas
no meio cromogénico seletivo para Clostrifioides spp chromID® C. difficile agar
(ChromID Clostridium difficile agar (IDCd; bioMérieux SA, France).

As amostras de fezes foram congeladas a -20 °C. As cepas coletadas nos
hospitais de Sdo Paulo, assim como algumas cepas coletadas nos hospitais do
Ceard, foram encaminhadas para o Laboratorio de Investigacdo Médica,
Bacteriologia, LIM-49, localizado no Instituto de Medicina Tropical da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo- FMUSP. L& essas cepas foram
submetidas a identificacdo do género e espécie por espectrometria de massas
MALDI-TOF®- Matrix Assisted Laser Desorption lonization 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-Difuséo

Os isolados de CD foram cultivados em agar Brucella com 10% de sangue
desfibrinado estéril de cavalo e vitamina K, em anaerobiose por 48 horas. Foram

preparadas suspensdes 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 padrdo 1,0 da escala de McFarland. A suspenséo foi
semeada em até 15 minutos (apds sua preparacao) sobre a superficie do agar
Brucella suplementado com 20% de sangue de carneiro desfibrinado estéril e

vitamina K.

O indculo foi espalhado uniformemente sobre a superficie do meio com o
auxilio 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 apdés a aplicacdo dos discos. Apds o periodo de incubacéo, foram
aferidos os didmetros dos halos de inibicdo de azitromicina, ciprofloxacina,
metronidazol, moxifloxacina, levofloxacina, teicoplanina e vancomicina.
Utilizamos os critérios de interpretacdo e os pontos de corte descritos por Fraga
EG et al, 201674, pela auséncia de critérios de disco-difusdo 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 determina¢éo das
centracdes inibitérias minimas (CIM) para vancomicina, metronidazol e
ciprofloxacina das cepas de CD isoladas. Os pontos de corte para determinar
resisténcia para CD para o metronidazol (> 2 mg/l) e para a vancomicina (> 2
mg/ |) foram determinados de acordo com as diretrizes do EUCAST (verséao 8.1,
2018. http://lwww.eucast.org). Para ciprofloxacina usamos o ponto de corte >
8mg/L, seguindo as recomendacdes do CLSI) [20], visto que o EUCAST néao tem

ponto de corte de ciprofloxacina para CD.


http://www.eucast.org/
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Figura 8. Fluxo de coleta de processamento de amostras

LIM -49

IMT- FMUSP

Laboratdrios de cada hospital participante do estudo

\

Idenfificacdo CD:

Culturg meio
CHROMID® C. difficile
(Biomérieux,)

-Toxina bindria + MALDI-TOF (Brucker
- Delecdo do gene tedC Daltonic MALDI

C.diff Quik Chek ‘ i
Complete® (TECHLAB®): Xpen® (cép%é‘ijg'?ug"

Fezes
diarreicas

Biotyper®

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

Universidade de S&o Paulo; LIM-49: Laboratorio de Investigacdo Médica n° 49

Fonte: O autor (2021)
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3.9 Sequenciamento completo do genoma e analise bioinformatica

As cepas de CD foram submetidas ao sequenciamento do genoma para
identificacdo de genes de resisténcia e viruléncia. O DNA total foi extraido com
o kit Qiagen QiAamp DNA minikit. A qualidade do DNA foi verificada utilizando-
se o espectrofotbmetro NanoDrop (Thermo Scientific, Delaware, USA). A
concentracdo do DNA foi verificada utilizando-se o fluordmetro 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 lllumina™. As bibliotecas foram preparadas com
o kit comercial Nextera XT lllumina™ de acordo com as instrucdes do fabricante.
Este kit usa um transposon para simultaneamente fragmentar e marcar o DNA
com adaptadores. O DNA é amplificado com uma reacdo de PCR e marcado
com indices. 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 llluminaTM (corrida com cartucho 2 x 300 pb) do Laboratorio de
Investigacdo Médica 15 da rede Premium de Multiusuérios da USP, locado na
Faculdade de Medicina da USP sob supervisdo 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. 1.3.1% usando cepa
referéncia cujo genoma esta disponivel AM180355.1 no site do National Center
for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov). O genoma foi
anotado com o programa Prokka v. 1.14 %, Foi realizada curadoria dos genes
com o programa Artemis 16.0.0, identificando genes codificadores de proteinas.
Os genes de viruléncia e resisténcia 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.nim.nih.gov/Blast.cgi). A sequéncia tipo (ST) dos isolados foi
checada através da ferramenta MLSTfinder (Multilocus Sequence Typing)
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/)%. Plasmideos foram avaliados com a

ferramenta PlasmidFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/)®”. A
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filogenia foi inferida usando o pipeline REALPHY do Instituto Suico de
Bioinforméatica (https://realphy.unibas.ch/realphy/). Todas os genomas foram
alinhados com o genoma de referéncia AM180355.1, disponivel no site do Centro
Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.11 Aspectos Eticos

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica para Analise de
Pesquisa -CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo, com o numero 2.025.392. Em
seguida foi submetida & aprovacao pelos Comités de Etica em Pesquisa de todos
0s hospitais participantes, com pareceres favoraveis: 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 responsavel foi arquivado, ficando sob a guarda deste. A identidade
dos participantes foi mantida em sigilo. O estudo foi realizado com o apoio

financeiro do Laboratorio Pfizer e do Laboratorio BioMérieux.
3.11 Variaveis avaliadas
Relativas aos pacientes:
As seguintes informagdes foram avaliadas no dia da inclusdo do paciente no
estudo:
e Data e motivo da internag&o hospitalar
e Data da coleta das fezes
e Idade, em anos completos
e Sexo
e Comorbidades, baseada no diagndéstico pelos médicos assistentes
e Unidade de internagdo e nome do hospital

e Internacédo hospitalar nos dltimos 90 dias

e Cirurgia nos ultimos 90 dias
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Consulta médica nos ultimos 90 dias

Uso de antimicrobianos (ATM) nos ultimos 90 dias, com descricdo dos

mesmos

Uso atual de imunossupressores e tipo de imunossupressor
Quimioterapia nos ultimos 90 dias

Radioterapia nos ultimos 90 dias

Uso atual de ATM (no dia do inicio da diarreia)

Uso de dieta enteral (no dia do inicio da diarreia)

Uso de inibidores de bomba de prétons

Uso de laxante (no dia do inicio da diarreia ou 24 horas antes)
Uso de probidticos (no dia do inicio da diarreia)

Data do inicio da diarreia

Descrigdo das caracteristicas da diarreia e do quadro clinico associado:
namero de evacuacgdes, presenca de muco, sangue, dor abdominal, dor
a descompressao brusca, febre, calafrios, incontinéncia fecal, sinais de
peritonite, ileo paralitico, mega célon toxico, instabilidade hemodinamica,

insuficiéncia respiratéria, colectomia

Escores de gravidade para infeccdo por CD: presenca de
imunodepressdo, dor abdominal e/ou distensdo abdominal,
hipoalbuminemia, febre, admisséao da UTI, TC de abdémen com pancolite,
ascite e/ou espessamento de parede abdominal, leucocitose ou
leucopenia, elevacédo da creatinina > 1,5 vezes a basal, sinais de irritacao
peritoneal, necessidade de drogas vasoativas, necessidade de ventilacéo
mecanica atribuida ao CD, desorientacdo, confusdo mental ou

rebaixamento do sensoério
Internacgéo na UTI pelo CD

Exames laboratoriais: leucécitos, creatinina sérica, albumina sérica,

lactato sérico
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e Resultados dos testes para diagndéstico do CD: teste rapido para deteccdo
de toxina e GDH, teste rapido molecular Xpert ® C difficile, cultura para

CD, colonoscopia

e Tratamento do CD: data do inicio, nome do ATM usado, tempo de
tratamento, dose do ATM, resposta clinica no final do tratamento, recidiva
da diarreia apoés término do tratamento, data da recidiva, ATM usado para

tratamento da recidiva
e Evolucao do paciente apoés 30, 60 e 90 dias

e Desfecho no hospital: alta ou 6bito, com data e descricdo do motivo do

6bito, se ocorrido

e Dados do ambiente fisico e precaucdes de isolamento: numero de
pacientes no mesmo quarto, uso de precaucdes de conato, troca do alcool
70% por 4gua e sabéo para higiene das maos dos profissionais de saude
e limpeza de equipamentos e superficies com alcool 70%.

3.12. Andalise de Dados

Os dados foram coletados e gerenciados usando a plataforma eletronica
REDCap (Research Eletronic Data Capture), hospedada no Hospital das
Clinicas de S&o Paulo- FMUSP. Foi realizada analise descritiva das
caracteristicas dos pacientes, dos exames realizados para diagnostico de DACD
e do tratamento utilizado. Nas variaveis numéricas, o0os dados foram
apresentados em média e desvio-padrdo, e em mediana e percentis. Nas
variaveis categéricas os dados foram expostos em frequéncia e taxa de
prevaléncia de modo a investigar associacdes entre fatores de risco e doenca por
C. difficile.

Na analise das caracteristicas dos participantes foi utilizado o teste U de
Mann-Whitney, verificada a nao aderéncia dos dados a distribuicio
gaussiana. Na investigagdo de associacdo entre as variaveis categoricas foi
usado o teste de qui-quadrado de Pearson e o teste exato de Fisher. O nivel de
significancia adotado para comparacao das variaveis nas analises univariadas e

multivariadas foi de valor de p<0,05. Variaveis com p<0,10 e com plausibilidade
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bioldgica (ex. idade) foram selecionadas para o0 modelo de analise multivariada
do tipo Stepwise Forward. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

programa estatistico SPSS e Microsoft Excel 2016.

N&o foram observados surtos de DACD nos centros participantes durante
o periodo do estudo. Todos os pacientes incluidos foram avaliados durante a
internacdo hospitalar e o acompanhamento foi realizado, em boa parte deles, até
3 meses apos o término da terapia com CDI, através de contato telefonico e/ou

revisao retrospectiva de prontuarios.
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Os resultados desse estudo estdo contidos nos seguintes artigos abaixo

ja publicados.
4.1 Dados de positividade diarreia por C.difficile em 5 hospitais brasileiros

Detalhes desse estudo estdo contidos no artigo intitulado “Prevalence of
Clostridioides difficile associated diarrhea in hospitalized patients in five
Brazilian centers: A multicenter, prospective study”, publicado no
periddico Anaerobe [Dec; 66: 102267. 2020, doi:
10.1016/j.anaerobe.2020.102267. Epub 2020 Oct 17. PMID: 33080372], na
integra abaixo

Article name: Prevalence of Clostridioides difficile associated diarrhea in
hospitalized patients in five Brazilian centers: a multicenter, prospective

study

Authors names Evelyne Santana Girdo 12°, Bruno de Melo Tavares 2, Sania
Alves dos Santos 3, Gessica Lorena Gamarra 3, Camila Rizek 3, Roberta Cristina
Martins 2, Lauro Vieira Perdigdo Neto 23, Constancia Diogo 2, Tatiana D’ Annibale
Orsi 3, Evelyn Patricia Sanchez Espinoza %2, Hugo Manuel Paz Morales 4, Keite
da Silva Nogueira 4, Adriane Ceshin Maestri 4, Icaro Boszczowski 2°, Filipe
Piastrelli 5, Cecilia Leite Costa /, Daniely Viana Costa !, Geovania Maciel 1,
Janete Romao 6, Thais Guimardes 2, Gerly Anne de Castro Brito 7, Silvia
Figueiredo Costa 23 .
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1- Hospital Universitario Walter Cantidio, Universidade Federal do Cear3,
Fortaleza, Brazil
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6- Hospital S&o José de Doencgas Infecciosas, Fortaleza, Brazil
7- Departamento de Morfologia, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza,

Brazil

Corresponding author: Evelyne Santana Girdo. Address: General Tertuliano
Potiguara, 272/1800 Zip Code: 60135280 — Fortaleza, Ceard, Brazil. Phone: +55-
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Abstract

Epidemiological data on CD infection (CDI) in Latin American are scarce. CDI
prevalence and strains characterization were prospectively evaluated in 5
Brazilian hospitals from different regions. Prevalence rates of CDI were 15%,
ranging from 0 to 37%. ST42 was the most common Sequence Type and

hypervirulent strains were not3 identified.

Keywords: Clostridioides difficile; diarrhea; prevalence; Brazilian centers

Manuscript:

Clostridioides (formerly Clostridium) difficile (CD) is considered an emerging
health threat, resulting in severe diarrhea, excessive costs and significant
morbidity and mortality [1]. CD is the most common cause of healthcare-
associated diarrhea worldwide. Most epidemiological studies have been
conducted in high income countries and there are few studies addressing the role
of CDI in Latin America. In Brazil, epidemiologic data are still limited, especially
regarding the prevalence and spread of virulent strains [3]. Diagnosing CDI can
be difficult, and to date, there is no gold-standard test to diagnosis CD infection
(CDI). No single commercial method can be used as a stand51 alone test. The
European and American Societies recommend a multistep algorithm for CD
testing. Clinical evaluation is needed to discern between CDI from asymptomatic
carriage for samples without free toxin detected by toxin A and B enzyme
immunoassay (EIA) test, but with glutamate dehydrogenase (GDH) or positive
nucleic acid amplification test (NAAT) positive results [4,5]. The aim of this study
was to assess the prevalence of CD associated diarrhea in hospitalized Brazilian

patients.
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This prospective, multicentre, observational study was conducted at five
tertiary Brazilian hospitals located in three state capitals (Fortaleza, S&do Paulo
and Curitiba) from different regions. Hospitalized patients > 18 years old with
diarrhea (defined as >3 soft stools within 24 hours) were included. These patients
were selected by an active search for possible cases of CDI. Patients were
excluded if they had community62 associated diarrhea, defined as onset of
symptoms in the community or during the first 48 hours of admission and with no
prior hospitalization in the last 3 months [4]. CDI cases were defined as a positive
test for toxins A and B or a positive NAAT in a patient with diarrhea [4]. Patients
could be included more than once if they had distinct diarrheal episodes, with a
time interval greater than one month between them. Clinical and demographic
data were collected for each patient, after the study was approved by the local
ethics committees of all participating hospitals and following informed written

consent.

All faecal samples were tested for glutamate dehydrogenase (GDH)/
toxins A and B, using a rapid enzyme immunoassay (EIA) test (C. diff Quick Chek
Complete®, TechLab-EUA), and for polymerase chain reaction (PCR), using a
commercial real-time kit (Xpert® C. difficile, Cepheid, USA). This PCR kit detects
toxin B gene (tcdB), binary toxin gene (cdtA), and deletion of 117 nucleotides on
the tcdC gene. All stool samples were cultured on cefoxitin-cycloserine-frutose
agar (CCFA, Oxoid ®) and fastidious anaerobe broth (FAB). Suspected CD
colonies were also incubated in a chromogenic culture medium, ChromID C.
difficile agar® (CDIF; bioMérieux, France). The identification was confirmed by
matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectroscopy (MALDI-TOF/MS,
Brucker Daltonics, Germany). Whole-genome sequencing (WGS) of CD isolates
were performed and detailed data are being submitted for publication in another
journal. No CDI outbreaks were observed during the study period. All CDI patients
were evaluated during their hospital stay and follow-up of CDI cases was
performed until 3 months after the end of CDI therapy. An online CDI severity
score system was used to stratify patients [6]. CDI85 attributable mortality was
defined as deaths related to CDI complications, such as toxic megacolon,

peritonitis, and septic shock.
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From April 2018 to July 2019, 400 stool samples from 381 patients were
collected. Twenty-three samples were excluded: 16 samples were repeated, from
the same diarrheic episodes, and 7 were from patients with unavailable data.
Only 377 samples from 361 patients were included into the final analysis (Figure
1). The overall prevalence of CDI was 15% (56/377). The prevalence rates of CDI
varied widely between the hospitals, as shown Table 1. Most notably, differences
in age profiles, comorbidities and samples of patients included per center were
found, which certainly contributed to this discrepancy. High prevalence rates
were observed in Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Parana in
Curitiba (23%) and in Hospital Alemao Oswaldo Cruz in S&o Paulo (37%), in the
south and southeast of the country, while in Hospital Sdo José (HSJ), located in
the northeast region, there were no CDI cases. These differences can be justified
by several factors, including the small number of patients included in these
hospitals. Another important fact is that HSJ is a local reference center for
Infectious Diseases, with a predominance of HIV positive patients. Among the 26
patients included from this center, 22 (85%) were HIV positive. Analyzing all
hospitals, our data shows a low CDI prevalence in HIV patients, 2.5% (1/39),
which contrasts with past studies that demonstrated that HIV infection is a risk
factor for CDI. Furthermore, there are still limited epidemiologic data about CDI
in HIV infected patients and more studies are needed [7]. Other marked
epidemiological difference in our study is the proportion of immunocompromised
non- HIV included in each center, with higher rates in HC-UFPR in Curitiba (57%).
Great proportion of onco-hematological patients and hematopoietic stem cell
transplant recipients in this population may also have contributed to a high CDI
prevalence, since this population has been described as at greatest risk for CDI
[8]. Most CDI patients (94%) in our data received antibiotics in the last three
months. Antibiotic consumption could also be attributed to differences in
prevalence CDI rates, although it was not observed in different centers. The
overall mortality of our patients was 22% (84/377), with significantly differences
between hospitals, but with no deaths attributed to CDI. Culture was positive in
65 samples (17%), and CD was confirmed in 35 strains by MALDI-TOF. No
deletion in the tcdC gene was identified. Binary toxin was found only in 15 CD
strains. The WGS was performed in 29 non-duplicate toxigenic sequenced

strains. WGS revealed 18 different Sequence Types (STs), five (28%) of which
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were novel: ST554, ST666, ST667, ST668 and ST669 (GenBank accession
number PRJINA598327). The most common STs identified were ST42 (n=9,
50%), ST5 (n=3, 17%) and ST103 (n=2, 11%). The classical hypervirulent strains
ST1/RT027 and ST11/RTO078 were not identified.

To the best of our knowledge, this is the largest multicenter prospective
Brazilian study about epidemiologic aspects of healthcare-associated CDI in our
country. Most published data come from single-centres and are often
retrospective series. One important strength of our cohort is the use of three tests
(GDH, toxin A/B, and NAAT) for all samples since there are a small number of
studies that used this three-test strategy. EIA tests for toxin A/B detection are the
most widely used techniques in many countries, which may result in missed

diagnoses.

In Brazil, CDI rates are underreported, and EIA toxin tests are also the
most used diagnostic test. Silva et al. recently showed that different commercially
available toxin A/B EIA kits used in Brazil have unsatisfactory sensitivities,
ranging from 61 to 68% [9]. In our study the CDI prevalence was 15% using a
three-test strategy. Similar to the present report, a recent point-prevalence
Brazilian study found 12% of CDI prevalence among 153 patients with diarrhea
from different centres [10]. Other national studies reported variable prevalence
rates that were as high as 32% [11] and 48% [12]. However, most of these studies
had methodological divergences and enrolled only high140 risk patients. As it has
been shown in others Brazilian hospitals, the most frequent ST isolated in our
study was ST42, ST5 and ST103.

The ST42 has been reported in several countries as USA and China [13,
14]. ST5 is one of the most prevalent ST described in Europe causing CDI and it
has been reported in China as well [15, 16]. Hypervirulent strains ST1/RT027 and
ST11/RT078 were not identified in our study, according to other local reports [17].
Until now, RT027 was only reported in two patients from a South region hospital

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

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

high diversity of strains, with novel STs. Further surveillance studies must be



158
159

160

161
162

163

164

165

166

167

168
169
170

171
172
173

174
175
176

177
178
179
180

181
182
183

RESULTADOS- 72

performed to increase our knowledge about ST circulating in Brazil, including

hypervirulent isolates.
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240

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

242  their test results

400 soft stool samples
collected

Exclusion: 23
-Repeated samples :16
-Incomplete data:7

377 samples tested for:
Xpert C diff (Cepheid) + GDH /Toxin (C.diff Quick Check) +

Culture
Hospitals:
- HUWC: 74
- HSJ: 26
- ICHC-FMUSP: 184
- HAOC: 16
- HC-UFPR: 77
56 Xpert C diff Positive 321 Xpert C diff negative
(15%) (85%)
17 (30%) 0
GDH+/ Tox + GHD+/Tox+
32 (57%) 23 (7%)
GDH+/ Tox - GDH+/Tox-
; y
GDH-/ Tox + GDH-/Tox+
7 (13%) 298 (93%)
GDH -/Tox- GDH-/Tox-
243
244 GDH: glutamate dehydrogenase; Tox: toxin A and B; HUWC: Hospital Universitario Walter

245 Cantidio; HSJ: Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas; ICHC-FMUSP: Instituto Central-
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246 Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; HAOC: Hospital

247 Aleméao Oswaldo Cruz; HC-UFPR: Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Parana
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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

HUWC, Fortaleza HSJ, Fortaleza ICHC-FMUSP, HAOC, Séo Paulo HC-UFPR, Curitiba
Characteristics Beds=248 Beds=134 Séo Paulo Beds=357 Beds=350
N (%) N (%) Beds=987 N (%) N (%)
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
Cardiovascular disease
Renal disease

HSCT

Pulmonary disease
Diabetes

Hepatic disease
Cancer

SOT

Rheumatologic disease

HIV

Hospitalization in the

months

Use of probiotics

months

Immunocompromised (non-HIV)

last 3

Use of proton pump inhibitors

Previous ATB use | the last 3

10 (14)
18 (24)
14 (19)
9 (12)
8 (11)
13 (18)
12 (16)
9 (12)
17 (23)
2 (3)
2 (3)
35 (48)

45 (61)

61 (82)
8 (11)

69 (93)

12 (46)
2 (8)
2 (8)
1(4)
12 (46)
0
2 (8)
1(4)
0
0
22 (85)
4 (15)

11 (42)

17 (65)
1(4)

23 (88)

34 (18)
40 (22)
41 (22)
47(25)
11 (6)
21 (11)
19 (10)
11 (6)
16 (9)
11 (6)
3(2)
95 (52)

62 (34)

157 (85)
7(4)

154 (84)

4 (25)
4(25)
3 (19)

3 (19)
1 (6)
3 (19)
0
0
0
7 (43)

4 (25)

8 (50)
3 (19)

10 (63)

16 (21)
7 (9)
10 (13)
12 (16)
12 (16)
5 (6)
5 (6)
9 (12)
0
5 (6)
12 (16)
44 (57)

56 (73)

56 (73)
0

71 (92)
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ST3, ST4, ST5, ST8,

o ST666, ST667, ST14, ST15, ST33 ST2, ST42, ST48,
STs of CD strains isolated 0 NA
ST42 ST42, ST149, ST463, ST103
ST554, ST668, ST669,

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

249 HUWC: Hospital Universitario Walter Cantidio; HSJ: Hospital Sdo José; ICHC-FMUSP: Instituto Central- Hospital das Clinicas da
250 Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo; HAOC: Hospital Alemédo Oswaldo Cruz; HC-UFPR: Hospital das Clinicas da
251 Universidade Federal do Parana; ICU: intensive care unit; ATB: antibiotic; STs: sequence types; HIV: human immunodeficiency virus;
252 NA: not available CDI: C. difficile infection; ICU: intensive care unit; HSCT: hematopoietic stem cell transplant; SOT: solid organ

253 transplant;
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Pontos importantes do manuscrito

Conforme exposto anteriormente, a taxa de positividade global de DACD
foi de 15% (56/377), com grande variacdo entre 0os hospitais. Esses hospitais
apresentam perfis de pacientes diversos, com comorbidades especificas, e com
namero discrepante de pacientes incluidos por centro, o que certamente teve
impacto nesses resultados. Uma diferenca epidemiolégica marcante foi a
proporcao de pacientes imunossuprimidos ndo HIV incluidos em cada centro,
com maiores indices no HC-UFPR em Curitiba (57%), em sua maioria pacientes
onco-hermatolégicos. Esse achado possivelmente contribuiu para maior taxa de
DACD nessa instituicdo, uma vez que atinge valores de 23%.

No grupo dos pacientes com DACD, maioria dos pacientes (94%) com
DACD fez uso de antibiéticos nos ultimos trés meses. A mortalidade geral dos
pacientes foi de 22% (84/377), com diferencgas significativas entre os centros,
mas sem obitos atribuidos ao CD.

A cultura para anaerdbios foi positiva em 65 amostras (17%), 35 das
quais tiveram CD confirmado por MALDI-TOF. Nao foram encontradas delecdes
no gene tcdC e a toxina bindria foi identificada em apenas 15 cepas de CD.

O sequenciamento do genoma foi realizado em 29 cepas de CD. Nossos
isolados foram designados como pertencentes a 18 ST distintos, sendo 5 desses
(28%) novos: ST554, ST666, ST667, ST668 and ST669 (GenBank accession
number PRINA598327). O ST mais encontrado foi o ST42 ST42 (n= 9, 50%),
ST5 (n =3, 17%) e ST103 (n=2, 11%). As cepas hiper virulentas classicas
ST1/RT027 e ST11/RTO078 ndo foram identificadas na nossa amostra.
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4.2 Dados sobre fatore preditores, caracteristicas clinicas, microbioldgicas
e epidemiologia molecular da diarreia por C. difficile

Detalhes desse estudo estédo contidos no artigo intitulado “Predictive
factors, outcomes, and molecular epidemiology of Clostridioides difficile
diarrhea in Brazilian hospitals”, publicado no periédico Eur J Clin Microbiol
Infect Dis. 2021 Sep;40(9):1821-1832. Doi: 10.1007/s10096-021-04189-3.
Epub 2021 Mar 30. PMID: 33783664, na integra abaixo:

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

Clostridioides difficile diarrhea in Brazilian hospitals

Authors name :Evelyne Santana Girdo 23, Bruno de Melo Tavares 2 , Sania
Alves dos Santos 4, Gessica Lorena Gamarra 4, Camila Rizek 4, Roberta Cristina
Martins 4 , Lauro Vieira Perdigdo Neto %#, Constancia Diogo 4, Tatiana D’
Annibale Orsi 4, Hugo Manuel Paz Morales5 & Keite da Silva Nogueira5 &
Adriane Ceshin Maestri5 & Icaro Boszczowski 28, Filipe Piastrelli 8, Cecilia Leite
Costa /, Daniely Viana Costa !, Geovania Maciel !, Janete Roméo 3, Thais

Guimarées 2, Gerly Anne de Castro Brito 7, Silvia Figueiredo Costa 24
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Abstract

Little is known about the role of lineage of strains of Clostridioides difficile (CD)
on the clinical presentation of CD infection (CDI) in Latin America, especially
regarding the treatment response. We conducted a multicenter, prospective
study to investigate the predictive factors and treatment outcomes of CDI in
hospitalized patients and to performed phenotypical and molecular
characterization of CD strains. A total of 361 diarrheic patients at 5 hospitals from
different regions of the country were enrolled. All stool samples were tested for
glutamate dehydrogenase (GDH), toxins A and B, and toxin genes using a nucleic
acid amplification test (NAAT). Specimens were cultured and susceptibility profile
and whole-genome sequencing (WGS) were performed. CDI positivity was 15%
(56/377). Predictive factors for CDI were prior use of meropenem (OR 4.09, 95%
Cl 2.097- 7.095; p20% of bands (OR 3.77; 95% IC 1.280-11.120; p=0.016).
Overall mortality was 19%, with no deaths attributed to CDI. Oral metronidazole
was used in 74% of cases, with 85% of cure and 14% of recurrence. A total of 35
CD isolates were recovered, all of them susceptible to metronidazole and
vancomycin. The WGS revealed 17 different STs, six of which were novel. ST42
was the most common ST and hypervirulent strains were not found. Severe CDI
were caused by ST42, ST5, ST8, ST48, ST33 and a novel ST667. The ermB

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

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

molecular epidemiology.

Introduction Clostridioides (formerly Clostridium) difficile (CD) is the
leading cause of healthcare-associated diarrhea worldwide [1]. Many factors
appear to influence the chance of acquiring C. difficile infection (CDI) and their

accurate identification can be useful to identify high-risk patients. Treatment with
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antimicrobials, older age and hospitalization are significant risk factors for CDI
[2]. Changes in the epidemiology of CDI have occurred since 2000, due, in part,
to the emergence and subsequent spread of hypervirulent NAP1/BI/RT027
strains [3, 4]. The prevalence rates and distribution of CD strains differ between
geographical regions and varies widely between the countries. The diagnosis of
CDI can be difficult and continues to be a significant clinical challenge. Laboratory
diagnosis of CDI involve detection of CD toxin or toxigenic strains of CD from
stools. No single commercial test is suitable as a stand-alone test confirming CDI.
Most scientific societies recommend a strategy based on a two-step algorithm
that includes a sensitive screening method followed by a more specific one [5, 6].
Molecular typing has facilitated the understanding of CD epidemiology, by
providing information on the origin, spread, emergence, and detection of strains

with increased virulence [7].

There are few studies addressing the circulating CD strains in Latin
America; however, NAP1/027 ribotype has already been reported in Colombia,
Costa Rica, Mexico, Chile, Honduras and Brazil [8—12]. Although only one case
of these hypervirulent strains has been reported in our country, epidemiologic

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

Metronidazole is the drug of choice for nonsevere CDI, whereas
vancomycin or fidaxomicin has been recommended for severe infection [5].
Recent updates to American guidelines now give preference to vancomycin over
metronidazole for all CDI, since it seems to be more effective, combined with the
more favorable pharmacokinetics, safety, and tolerability [5, 13—15]. The aim of
this study was to evaluate the predictive factors and treatment outcomes of CDI
in hospitalized patients, as well as to perform phenotypical and molecular

characterization of CD strains.

Materials and methods

Study design and data collection

This prospective, multicenter observational study was conducted at 5

tertiary Brazilian hospitals located in 3 state capitals from different regions of the
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country: Hospital Universitario Walter Cantidio, from Federal University of Ceara
and Hospital S&o José de Doencas Infecciosas, in Fortaleza, Ceard; Hospital das
Clinicas, from University of Sdo Paulo and Hospital Alem&o Oswaldo Cruz, in
Séo Paulo, Sdo Paulo; and Hospital das Clinicas, from Federal University of
Parand, in Curitiba, Parana. Our study included consecutive hospitalized patients
> 18 years old with diarrhea (defined as >3 soft stools within 24 h), with suspected
CDL.

More than one stool sample per patient could be collected if it was from
different diarrheic episodes, defined as new diarrhea after the resolution of the
previous episode. All CDI patients were evaluated during their hospital stay, and

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

A CDI case was defined as a patient with diarrhea and with a stool positive
for CD A/B toxins or a positive NAAT for CD toxin genes, based on the
international guidelines criteria [5,6]. CDI was classified as mild to moderate or
severe disease according to a severity score system used to stratify CDI patients
[16]. Recurrence was defined as a new diarrhea episode with positive CD assay
in the next 2—-8 weeks [5]. All deaths were assessed by the researcher
responsible for each hospital to determine whether the death was attributable to
CDI, that is, if CDI directly contributed to death and there was a causal link
between them, such as toxic megacolon, peritonitis or septic shock [17]. Patients
with community-onset, healthcare facility-associated diarrhea, defined as
diarrhea that occurred within 28 days after discharge from a healthcare facility,
were also included. Patients were excluded if they had community associated
diarrhea, defined as onset of symptoms in the community or during the first 48
hours of admission and with no prior hospitalization in the last 3 months. [5].
Repeated CD positive samples from the same diarrheic episode, from the same
patient, were also excluded. Clinical and demographic data were collected for
each patient, and the study was approved by the local ethics committees of the

participating hospitals.
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Microbiological analysis

All fecal samples were tested for glutamate dehydrogenase (GDH)/ toxins
A and B using a rapid enzyme immunoassay (EIA) test (C. diff Quick Chek
Complete®, TechLab). A commercial real-time polymerase chain reaction (PCR)
kit (Xpert® C. difficile BT, Cepheid) was used in all samples for detection of toxin
B gene (tcdB), binary toxin gene (cdtA), and a single nucleotide deletion at the
position of 117 in the tcdC gene. All samples were also cultured. Alcohol shock
was performed on stool sample, followed by culture on cefoxitin—cycloserine—
frutose agar (CCFA, Oxoid ®) and fastidious anaerobe broth (FAB). Suspected
CD colonies were also incubated in a chromogenic culture medium, ChromID C.
difficile agar® (CDIF; bioMérieux, France). The identification was confirmed by
matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectroscopy (MALDI-TOF/MS,
Brucker Daltonics, Germany). Antimicrobial susceptibility of CD isolates was
determined using disk diffusion (Cefar, S&o Paulo, Brazil) and E-test strips
(ETEST®, bioMérieux, France). Disk diffusion was used as a screening test to
the following antibiotics: metronidazole, vancomycin, ciprofloxacin, levofloxacin,
moxifloxacin, teicoplanin, and azithromycin, as described by Fraga et al. [18].
After this, we used the E-test to determine the minimal inhibitory concentrations
(MIC) for ciprofloxacin, metronidazole, and vancomycin. Resistance breakpoints
were set in agreement with European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) and the Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) as
follows: metronidazole (>2 mg/L), vancomycin (>2mg/L), according to EUCAST
[19] and ciprofloxacin (=8 mg/L), according to the (CLSI) [20]. EUCAST has no

susceptibility breakpoint for ciprofloxacin.

Whole-genome sequencing

Whole-genome sequencing (WGS) of CD isolates was performed. Total
DNA was extracted with a QIAamp DNAMini Kit (Qiagen, Japan), and the libraries
were prepared with a Nextera XT DNA Library Preparation Kit (lllumina,USA).
Paired reading segments were processed with the MiSeq lllumina Sequencing
Platform (lllumina, USA). Genome assembly was performed again using
VelvetOptimiser v. 2.2.5. Genes were curated with Artemis 16.0.0. The sequence

type (ST) of isolates was determined using the MLST finder (Multilocus Sequence
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Typing) tool (https://cge.cbs.dtu.dk/ services/MLST/). Phylogeny was inferred
using the Swiss Institute of Bioinformatics REALPHY pipeline (https:/
realphy.unibas.ch/realphy/). All genomes were aligned with reference genome
AM180355.1, available on the National Biotechnology Information Centre website
(http://www.ncbi. nlm.nih.gov). The sequence data produced in this study was
deposited at DDBJ/ENA/GenBank under the BioProject accession number
PRJINA598327. The eBURST algorithm was used to identify groups of related
isolates (clonal complexes) within MLST data set for C. difficile and PubMLST
database (https://pubmist.org/organisms/ clostridioides-difficile), available in
June 2020 that contains 690 STs) [21]. The virulence and resistance genes were
searched on the ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/),
Virulence Factors Database (http://www.mgc. ac.cn/Vfs) and BLAST platforms
(https://blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi). The Virulence Factors Database was
used as an initial screening, but all virulence genes were curated manually, and
the toxin genes was searched manually independent of the database results. The
sequence type (ST) of the isolates was checked using the MLST finder tool
(Multilocus Sequence Typing) (https://cge.cbs.dtu.dk/ services/MLST/). Plasmids
were evaluated with the Plasmid Finder tool

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

Statistical analysis

Predictive factors for CDI were evaluated by univariate and multivariate
model using stepwise forward, and p<0.05 was considered significant. We also
evaluated the association between ST and severity of CDI. Patients'
characteristics analysis was done by continuous variables expressed as means,
standard deviations, medians, and intervals. Categorical variables were
compared with the 2 or Fisher’s exact test. Quantitative variables were examined
with a Student’s t test or Mann—-Whitney. p values of < 0.05 were considered

statistically significant, and a significance level of 5% was adopted.

Predictive factors for CDI were evaluated by univariate analysis. All non-
overlapping variables with p<0.05 on univariate analysis were entered in a logistic

regression stepwise forward model. The presence of resistance genes in the
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lineage was compared using Fisher's exact test. Statistical analysis was
performed using SPSS version 19.0 and Microsoft Excel 2016.

Results

From April 2018 to July 2019, 400 samples from 381 patients were
collected. A total of twenty-three samples were excluded: 16 samples were
repeated, from de same diarrheic episodes, and 7 were from patients with
unavailable data. A total of 377 samples from 361 patients were included in the

final analysis (Fig. 1). The frequency CDI positive samples was 15% (56/377.

The clinical and demographic data from the 361 patients are displayed in
Table 1. Most CDI patients (94%) received antibiotics in the last three months.
Ceftriaxone (43%), meropenem (42%), vancomycin (30%), piperacillin-
tazobactam (27%), trimethoprim-sulfamethoxazole (25%), ciprofloxacin (15%)

and clindamycin (15%) were the most used agents.

The univariate analysis identified as predictive factors for CDI: prior use of
ceftriaxone (OR 2.07; 95% CI 1.14-3.78; p=0.015), meropenem (OR 3.41; 95%
Cl 1.83-6.35; p<0.001), onset of diarrhea before hospitalization (OR 4.38; 95%
Cl, 1.69-11.2; p=0.004), median of 5 soft stools per day (p=0.036), and stool
mucus (OR 3.09; 95% CI 1.41-6.78; p=0.003). CDI was less frequent in HIV-
positive (OR 0.14; 95%CI 0.01-1.04; p=0.026) and in lung-disease patients (OR
1.12; 95% CI 0.01-0.95; p=0.019) (Table 1). Eight patients (15%) had
community-onset healthcare facility-associated CDI compared with 4% in the
negative group (OR 4.38; 95% CI 1.69-11, p=0.004) (Table 2). Previous use of
proton pump inhibitors was not associated with CDI and use of probiotics were
less frequent in CDI group, but with no statistically significant association (OR
0.14; 95% CI 0.008-2.47; p=0.087). Most patients (68%) had non severe CDI
according to the severity score [16]. There were no cases of toxic megacolon or
fulminant colitis. In the univariate analysis, no independent risk factor was

associated with severe forms of CDI.

In the multivariable logistic regression model, several factors were

independently associated with CDI including prior use of meropenem (adjusted
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OR 4.09, 95% CI 2.097-7.095; p< 0.001), presence of mucus in stools (adjusted
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) (Table 3).

Oral metronidazole was the first-line therapy in 74% (39/ 53) of CDI
patients, while vancomycin was used only in 15% (8/53). Among CDI patients
with non-severe disease, 78% (28/ 36) used oral metronidazole, with 79% (22/28)
of symptom resolution. Three of these patients (14%) experienced relapse of CDI
in less than 3 months (Table 4). No CDI outbreaks were observed during the
study period.

Among CDI patients with severe forms, 65% (11/17) were treated with oral
metronidazole, with 91% of success. Relapse was observed in 20% of this group.
Among all CDI patients treated with oral vancomycin as the first choice, five had
no severe disease, and three had severe forms. Diarrhea resolution occurred in
75%o0f cases with no relapses. The median duration of CDI treatment was 10
days for metronidazole and 16 days for vancomycin (Table 4). The overall
mortality in CDI patients was 19%, with no differences compared to the CDI-

negative group. There were no deaths directly attributed to CDI.

Among the 56 CDI positive cases (with stool samples positive for CD A/B
toxins or NAAT for CD toxin genes), C. difficile was recovered from culture in 35
samples, all confirmed by MALDI-TOF. The culture positivity rate was 62.5%
(35/56), ranging between hospitals, with higher rates (89%) observed in Sao
Paulo hospitals and lower rates (60%) in Ceara centres. No deletion at position
117 in the tcdC gene was detected. All strains were susceptible to metronidazole,
vancomycin, levofloxacin, moxifloxacin, teicoplanin, and azithromycin and
resistant to ciprofloxacin, using disk diffusion as screening test, according to
Fraga et al. [18]. The MIC50/ MIC90 values, using the E-test, for metronidazole
was 0.064 mg/L/0.125 mg/L; for vancomycin was 0.25 mg/ L/0.38 mg/L, and for
ciprofloxacin was >32/>32 mg/L, respectively (Table 5). However, EUCAST
breakpoints for metronidazole and vancomycin are based on epidemiological
cutoff values (ECOFFs) and only distinguish wild-type isolates from those with
reduced susceptibility. We found no discrepancies between disk diffusion and the
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E-test results, and all strains were susceptible to metronidazole and vancomycin

and resistant to ciprofloxacin.

The WGS was performed in all 35 CD strains isolated from culture. A total
of 29 non-duplicate toxigenic sequenced strains were detailed in a phylogenetic
tree and 6 strains were excluded, because they were duplicated, corresponding
to the same diarrheic episode (Fig. 2). WGS revealed 17 different STs, six (35%)
of which were novel: ST463, ST554, ST666, ST667, ST668, and ST669
(GenBank accession number PRINA598327). The most common STs identified
were ST42 (n=10, 59%), ST5 (n=3, 18%) and ST103 (n=2, 12%) The eBURST
analysis of CD using all STs available in the MLST database was done to analyze
the evolutionary and genetic diversity (Fig. 3). We compared all the STs with the
MLSTs present in the PUbMLST database to verify the clonal complex of each
isolate. Our strains belong to 3 clonal complexes (CC1, CC4 and CC10); the four
novel STs (ST669, ST666, ST463, and ST554) are singletons. No CDI severe

case was related to ST singletons.

The hypervirulent strains ST1/RT027 and ST11/RT078 were not identified.
The strains of severe CDI cases belonged to STs: ST42, ST5, ST667, ST33,
ST48, and ST8. The ST42 and ST5 were the most frequent found among severe
cases of CDI. The most frequent resistance genes identified were erm (B) in 11
(38%), mef (A) in 7(24%) and ant (6)-la in 3 (10%) strains (Fig. 2). The erm (B)
gene was most frequently found in ST42 strains compared to other STs (OR19.0
IC 2.7-145.6; p=0.004). There was no association between previous use of
lincosamides and ST42. Three (10%) patients whose strains were sequenced
used macrolides previously and none in the group assigned as ST42. Some of
our isolates also have amino acid substitution in GyrA and GyrB genes mediating
fluoroquinolone resistance, like GyrA: T82l in HC131; GyrB: 1139R in HC139 and
0OC101; GyrB: V130l in HC66; GyrB: S366A in HU74 and GyrB: S416A in HC132
and HU74 strains. The 3 ST5 founded harbored the toxins genes tcdA, tcdB and
tcdT.

Discussion
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In the present study, the frequency of CDI cases was 15%, as observed in
other national reports [22]. We used a four-test strategy, with all samples being
simultaneously tested for GDH, toxins A/B, NAAT, and culture to improve the
accuracy of CDI diagnosis. Due the lack of national surveillance for CDI and few
prospective studies from Latin America and Brazil, our findings may provide

useful information about local epidemiology and treatment outcomes.

Our study tried to analyze clinical or laboratory findings that could be
associated with an increased risk of CDI among hospitalized patients with
diarrhea. Well-defined risk factors for CDI include advanced age, antibiotic
exposure, prior recent hospitalization, and co-morbidities [23]. In our study, it
seems that there was not a significantly increased odds of CDI among patients
age > 65 years, as demonstrated by other authors [24]. Meropenem was the only
antibiotic associated with a significant increased risk of CDI in our cohort, in
contrast to previous studies that supported that clindamycin and cephalosporins
were most strongly associated antibiotics [25]. However, our results agree well
with Cancado et al. that also reported that previous carbapenem use was a risk
factor for CDI. According to our data, they also found a high rate of carbapenem
use, which might reflect a more severe underlying illness in these patients [26].
A high rate of carbapenem use was also reported in a recent point prevalence
survey that evaluated antimicrobial use at Brazilian hospitals, and found that
meropenem as the second most frequent antibiotic prescribed, after ceftriaxone
[27]. These results can be explained by several reasons, one of them related to
the high rates of antimicrobial resistance, particularly in Gram-negative
organisms, reported in Brazilian centers [28], as well as the inclusion of patients
with health care-related CDI in our sample, excluding the community cases

The use of proton pump inhibitors was not an independent predictor of CDI
in our study. Although some authors suggest that gastric acid suppression may
have an influence on CDI development, this topic remains controversial, as some
meta-analyses have found conflicting results associating pump inhibitors use with
CDI [29]. In our study we found that probiotic use may decrease the risk of CDI
in the bivariate analysis, but it was not confirmed in multivariable analysis.

Conflicting data still exists about probiotics for the prevention of CDI. Some
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authors have shown that probiotic use may reduce the incidence of CDI in high-
risk populations, although other clinical trials have yielded different results. [30,
31].

An interesting aspect of our study is the presence of mucus in stools and
neutrophil left shift with >20% of rods as strong predictors of CDI, which has not
been previously described. These findings can be promising markers to
differentiate between those patients with CDI and other causes of diarrhea.
Surprisingly, our data shows a low incidence of CDI in HIV patients, which
contrasts with past authors that demonstrated that HIV infection, is a risk factor
for CDI. Furthermore, there are still limited epidemiologic data about CDI in HIV-

infected patients [32].

Concerning treatment outcomes, an important finding of our study was the
great usage of oral metronidazole to treat most CDI patients with high clinical
cure, mainly in nonsevere cases. In this group, 78% of patients received
metronidazole with almost 80% of success and only 14% of recurrence. Another
key finding in our cohort was the low usage of oral vancomycin to treat severe
CDI cases. This may be due to several factors, as the absence of the
hypervirulent and resistant strains in our country or the under-recognition of
severe CDI in our population. Another point that may favors the large use of
metronidazole in our centers is the absence of commercially vancomycin
capsules or solution in Brazil, as well as fidaxomicin, also not available, just as it
happens in other middle-income countries. We also do not have national
treatment guidelines, and each hospital follows its own protocols. Similar to our
results, the use of metronidazole for severe CDI cases was also reported by some
authors, with a minority of this patients being treated with oral vancomycin, and
with satisfactory response [33, 34]. There is a conflicting point regarding the ideal
treatment of nonsevere CDI in literature. Some societies guidelines recommend
metronidazole for mild and moderate disease. On the other hand, the new
American guidelines favors vancomycin over metronidazole for all CDI cases,
based on the evidence of vancomycin superiority [5, 35]. Like in our study, some
authors recently demonstrated no difference in the therapeutic effects between

vancomycin and metronidazole, among patients with nonsevere CDI, regarding
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clinical cure, recurrence rate, and mortality [36]. The low rate of severe cases and
the absence of mortality attributable to CDI in our study are argued in favor of the
possibility of upholding metronidazole as the first-line therapy for uncomplicated
cases in our centers. Considering the necessity to understand and monitor local
and epidemiologic data (e.g., treatment, drug usage and availability, positivity
CDl rates, resistance profile, epidemic strains), this study can be useful to secure

proper local management of CDI in our country.

In the present study, all isolates were susceptible to metronidazole and
vancomycin. This finding is in accordance with a recent published review that
found that resistance to metronidazole and vancomycin is rare [37]. In Brazil, few
studies have evaluated CD susceptibility to antimicrobials, and all of them
showed good susceptibility to metronidazole [12, 18]. Fluoroquinolone is not a
drug for CDI treatment but its resistance in CD strains is associated with the
emergence of hypervirulent isolates, such as Bl/ NAP1/027 [38]. Resistance to
fluoroquinolones is mediated by the presence of chromosomal mutations in the
QRDRs of the GyrA and GyrB genes [39]. Our data showed that all the isolates
were resistant to ciprofloxacin. However, clinically important resistance genes
associated with fluoroquinolones, such as the GyrA: T82l, GyrB: I1139R, GyrB:
V130I, GyrB: S366A and GyrB: S416A were detected only in few strains in our
study, with no association with severe CDI cases. Moreover, the most common
resistance genes present in our samples were erm (B), mef (A) and ant (6)-la. In
CD these genes confer resistance to macrolides, lincosamides, streptogramins

B, and aminoglycosides, respectively.

Clinically important resistance genes, which confer resistance to
metronidazole and vancomycin, such as the NimB, and the Van family, were not
detected in our strains. Of the five novel ST isolates in our study, no one was
found to carry resistance genes. Besides, emrB and mefA genes were found in
50% of CD strains from severe cases and the ST42 harbored significantly more
emrB genes comparing to the others ST. The emrB gene confers resistance to
macrolides, mediate by rRNA methylase that modify 23S ribosomal RNA, and to
lincosamides as well. Although we did not find association between previous use

of macrolides and ST42 in our patients, it is a class of antibiotic frequently used
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in Brazil, in the community and hospital settings. This characteristic may perhaps
explain the predominance of this lineage in the country.

It is thought that disk diffusion criteria for antimicrobial susceptibility testing
of anaerobes have not been defined yet and a MIC method should be used.
However, few studies have evaluated disk diffusion for antimicrobial susceptibility
of CD comparing with E-test MICs [17, 40]. And, like our results, they found an
acceptable agreement between these two methods to some antimicrobials used

for CD treatment, such as metronidazole, vancomycin and ciprofloxacin.

Another key aspect of our study was the access of national molecular CD
strains data. The 17 STs found in our cases revealed a high genetic diversity of
CD strains. Most frequent ST isolated was ST42 (59%), ST5 and ST103. This
corroborates previous reports in other Brazilian hospitals, which also found
ST42/RT106 as the most common circulating ST [41]. ST42/ RT106 is endemic
in Colombia, as it was in United Kingdom hospitals ten years ago [42, 43]. The
ST42 has been also reported in several countries as USA and China [44, 45].
ST5 is one of the most prevalent STs described in Europe causing CDI and it has

also been reported in China as well [46, 47].

The hypervirulent strains ST1/RT027 and ST11/RT078 were not identified
on our study, according to most other local reports [12]. Until now, RT027 was
only reported in two patients from a South region hospital in Brazil, one of which
was classified as ST67 [11]. We found six novel STs and severe CDI were caused
by strains assigned most frequently as ST5 and ST42 in Sao Paulo, Southeast
of Brazil. Moreover, in our study, severe CDI cases were not frequent in northeast
of the country and the only one case found belonged to a novel ST assigned as
ST667. Costa et al, also described a clade 2 strain in northeast of Brazil and
classified it as a new ST41/RT821, which is phylogenetically related to the
NAP1/027 strain [48]. We found novel STs that are singletons. The ST42 that
belonged to CC1, was the most frequent and harbored significantly more erm (B)

that leads to macrolide resistance compared with the others STs.

Our study has several limitations. First, our cohort was restricted to the

inpatient teaching hospitals, and our sample size was relatively small.
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Furthermore, it was not possible to address the real prevalence of CDI in the
included institutions because we were not able to analyze stools from all patients
with diarrhea in the hospital. In addition, some CD strains were not obtained to
perform phenotypical and molecular characterization, which led to undermining

the true prevalence and diversity of CD STs.

In conclusion, patients with prior use of meropenem, with mucus in stools
and neutrophil left-shift with >20% of bands, were more likely to have CDI, and
these parameters may be useful to differentiate between those patients with CDI
and other etiologies. This study revealed a high diversity of CD strains in Brazilian
centers, with new sequence types. ST42 was the most common ST and
hypervirulent strains were not found. Severe CDI were caused by ST42, ST5,
ST8, ST48, ST33, and a novel ST667. The ermB gene was more frequently found
in isolates of ST42.
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642 Figure 1- Inclusion flowchart of patients enrolled in the study and their test results-
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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

CDI CDI Univariate p value
Characteristics N ,
Positive Negative analyses
N=53
N=308 OR
atients
P patients (%) (95%Cl)
(%)
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)
1.37(0.74- 0.317
Male 33(62.3) 169(55)
2.42)
Origin of sample (city)
Fortaleza
5(9.4) 94 (30)
(2 hospitals)
Séo Paulo
29(55) 167(54)
(2 hospitals)
Curitiba
19(36) 63(20)
(1 hospital)
0.58(0.27- 0.147
ICU stay 10(19) 88(29)

1.20)
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Underlying disease

_ 1.60(0.85- 0.142
Hypertension 17(32) 70(22)
3.03)
_ 1.82(0.81- 0.138
Diabetes 9(17) 31(10)
4.09)
Cardiovascular 1.68(0.85- 0.127
_ 14(26.4) | 54(17.5)
disease 3.32)
. 1.80(0.91- 0.085
Renal disease 14(26.4) | 51(16,6)
3.57)
. 1.13(0.56- 0.717
Haematology disease | 12(22.6) 63(20,5)
2,29)
o 1.12(0.54- 0.742
Neurologic disease 11(21) 58(19)
2.33)
0.76(0.34- 0.516
HSCT 8(15) 58(19)
1.71)
Autologous 3(28.6) 38(59.4)
Allogeneic 5(71.4) 26(40.6)
1.38(0.54- 0.443
Cancer 6(11.3) 26(8.4)
3.54)
0.35(0.08- |0.197
SOT 2(3.8) 31(10)
1.51)
Kidney 1(50) 10(29.4)
Liver 0(0) 2(68)
Kidney-liver 1(50) 1(3)
_ _ 0.48(0.14- 0.233
Liver disease 3(5.7) 34(11)

1.63)
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3.6)

Rheumatologic 1.17(0.32- 0.736
. 3(5.7) 15(5)
disease 4.18)
_ 0.12(0.01- 0.019
Lung disease 1(2) 40(13)
0.95)
0.14(0.01- 0.026
HIV 1(2) 37(12)
1.04)
Hospitalization in the last 1.71(0.94- 0.072
31(59) 139(45)
3 months 3.09)
Surgery in the last 3 0.69(0.31- 0.365
8(15) 63 (20.5)
months 1.54)
Previous ATB use (last 3 2.7(0.83- 0.085
50(94.3) | 264(85.7)
months) 9.2)
_ 2.07(1.14- 0.015
Ceftriaxone 23(43.4) 83(27)
3.78)
3.41(1.83- <0.001
Meropenem 53(17.2)
22(41.5) 6.35)
_ 1.82(0.95- 0.067
Vancomycin 16(30.2) 59(19,2)
3.5)
Piperacillin- 0.95(0.49- 0.897
14(26.4) 84(27.3)
tazobactam 1,85)
Trimethoprim- 0.83 (0.42- 0.609
13(24.5) 86 (28)
sulfamethoxazole 1.64)
_ _ 1.34(0.58- 0.484
Ciprofloxacin 8 (15) 36 (18)
3.07)
_ _ 1.58 (0.68- 0.276
Clindamycin 8 (15) 31(10)
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Imunossupressive 0.88 (0.47- 0.706
17(32) 107(35)
therapy 1.65)
Chemotherapy in the last 1.06(0.54- 0.855
13(24.5) 72(23.4)
3 months 2.1)
Use of proton pump 0.86(0.42- 0.676
o 41(77.4) 246(80)
inhibitors 1.73)
o 0.14(0.008- 0.087
Use of probiotics 0(0) 18(6)
2.47)

CDiI: C. difficile infection; ICU: intensive care unit; HSCT: hematopoietic stem cell

transplant; SOT: solid organ transplant; HIV: human immunodeficiency virus;

ATB: antibiotic
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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

o CDI CDI o
Characteristics N _ Univariate p Value
Positive Negative
analyses

N=53 N=308

i ) OR (95% CI)
Patients (%) Patients (%)

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
lleus 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/mm?3 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 P value

OR adjusted (95% CI)

Lung disease

Previous  meropenem

use (last 3 months)

Diarrhea with mucus

Band Neutrophils > 20%

0.138 (0.018-1.046) 0.055
4.095 (2.097-7.095) <0.001
3.295 (1.406-7.722) 0.006
3.772 (1.280-11.120) 0.016




RESULTADOS- 109

Table 4. Clinical outcomes and treatment of CDI patients

+ vanco PO °

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 ! 28 78
Vancomycin PO 2 5 14
Metronidazole IV 3 2 6
Metronidazole IV 3 + 1 3
Vancomycin PO 2
Severe disease
Metronidazole PO * 11 65
Vancomycin PO ° 3 18
Metronidazole IV © 1 6
Metronidazole IV ° + 1 6
vancomycin PO °
Metronidazole PO # + metro 1 6

Treatment response

Mild to moderate disease
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Metronidazole PO 28 78

Resolution of 22 79
diarrhea

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 + 1 3

Vancomycin PO
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 + 1 6

vancomycin PO

Resolution of diarrhea 0 0
Partial response 1 100
Metronidazole PO + metro 1 6
IV+ vanco PO
Resolution of diarrhea 0 0
Partial response 1 100

CDI: C. difficile infection; PO: oral; IV: intravenous; vanco: vancomycin; metro:
metronidazole

! Metronidazole PO doses: 500 mg three times daily. Median duration of treatment:
10 days

2 VVancomycin PO doses: 125 mg four times daily. Median duration of treatment: 11,5
days. None of these patients received vancomycin tapers.

3 Metronidazole 1V 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

®> 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

Antimicrobial CLsSI EUCAST Range of MIC MIC N° of strains
Breakpoi Breakpoint  MIC (mg/L) 50 90
nt (mg/L) (mglL)
Susceptible Resistant
Ciprofloxacin >32
>8 >32 >32 0 35
Metronidazole >2 <0.016- 0.06 0.12 35 0
0.380 4 5
Vancomycin >2 0.19-050 0.25 0.38 35 0

EUCAST: with European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI:

Clinical & Laboratory Standards Institute; MIC: minimum inhibitory concentrations



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 Clinicas, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo; HU: strain from Hospital Universitario Walter Cantidio, Universidade

Federal do Ceard, Fortaleza; OC: strain from Hospital Alemé&o Oswaldo Cruz, S&o 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; Inu(C): lincosamide

nucleotidyltransferase; tet(W): tetracycline resistance protein



RESULTADOS- 116

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 doenca leve a
moderada. A mortalidade geral dos pacientes com DACD foi de 19%, no
entanto, nenhum obito foi atribuido 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 doenca 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 clinica e 20%
de recidiva.

A andlise univariada identificou como fatores preditores para DACD:
uso prévio de ceftriaxona (RR, 2,07; 95% 1C,1,14-3,78, p=0,015), de
meropenem (RR, 3,41; 95%IC, 1,83-6,35, p<0,001), inicio da diarreia antes
da internacédo (RR, 4,38; 95% IC, 1,69-11,2, p=0,004), mediana de 5
evacuacgOes ao dia (p=0.036) e presenca de muco nas fezes (RR, 3,09;
95%IC, 1,41-6,78, p=0,003). A analise multivariada identificou como fatores
independentes para DACD: uso prévio de meropenem (OR, 4,09, 95%IC,
2,09-7,09, p<0,001), presenca de muco nas fezes (OR, 3,2; 95% IC, 1,40-
7,72, p=0,006) e desvio a esquerda com > 20% de bastdes (OR, 3,77; 95%
IC, 1,28-11,12, p=0,016)

Diarreia por C. difficile foi menos frequente em pacientes infectados
pelo virus HIV/AIDS (RR, 0,14; 95% IC, 0,01-1,04, p=0,026) e naqueles com
doenca pulmonar (RR, 1,12; 95% IC, 0,01-0,95, p=0,019) que foram fatores
de protecdo significativos para diarreia por CD.

Trinta e cinco cepas de CD foram obtidas por meio de cultura e
confirmadas por MALDI-TOF. Todas foram sensiveis ao metronidazol,
vancomicina, levofloxacina, moxifloxacina, teicoplanina e azitromicina e
resistentes a ciprofloxacina, usando tanto o disco difusdo como o ETEST

O sequenciamento do genoma foi realizado em 29 cepas de CD. Na
primeira andlise, descrita na publicacdo anterior, encontramos 18 ST
distintos, sendo o ST42 o mais prevalente. Apos novas analises, 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 proximos, com apenas um alelo de diferenca entre
eles.

ApO6s nova rodada, foram identificados 17 ST distintos, sendo 6
desses (35%) novos: ST463, ST554, ST666, ST667, ST668 and ST669
(GenBank accession number PRINA598327). O ST mais encontrado foi o
ST42 (n= 10, 59%), ST5 (n =3, 18%) e ST103 (n=2, 12%). As cepas
hipervirulentas classicas ST1/RT027 e ST11/RT078 continuaram sem ser
identificadas.

A arvore 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) sdo singletons. O ST42 e ST5 foram os mais
encontrados entre os casos graves de DACD.

Os genes de resisténcia mais identificados foram: erm (B), mef (A)
e ant (6)-la. O gene erm (B) foi 0 mais frequentemente encontrado em cepas
do ST42 em comparacdo com outros STs (OR19.0 IC 2.7-145,6; p = 0,004).
N&o houve associacdo entre 0 uso prévio de lincosamidas e ST42. Alguns
das cepas possuiam uma substituicdo de aminoacidos nos genes GyrA e

GyrB, associados a resisténcia a fluoroquinolona.



RESULTADOS- 119

Tabela 4. Pontos de corte utilizados na categorizacao de sensibilidade

de 35 cepas de C. difficile com os respectivos halos de inibicao de

crescimento pelo método disco difusdo (mm)

Resultado** Resultado Resultado
Numero | Metronidazol Cipro Vanco Teico Levo Moxi Azitro
(S>=33mm) (S >=22mm) (S >=18mm)
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
0OC96A 48 S 14 28 S 24 17 23 S 0
0C 96B 49 S 15 28 S 20 21 28 S 0
0oc101 40 S 0 26 S 20 17 23 S 16
0cC108 50 S 10 28 S 23 0 15 R 30
HC 109A 55 S 17 31 S 23 20 28 S 0
HC 1098 46 S 17 29 S 25 20 27 S 0
OC110A 44 S 14 25 S 24 16 26 S 0
0cC 1108 48 S 15 28 S 24 19 27 S 0
HC 115 42 S 12 31 S 22 19 26 S 0
HC S
62 S 15 28 S 24 16 22 24
118CD

HC 129 65 S 14 29 S 22 15 26 S 29
HC131 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
SJo6 >60 S 0 40 S 29 5* 25 S 25
SJI13A >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
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Até o presente momento, este € o maior estudo prospectivo multicéntrico
que aborda a epidemiologia, aspectos clinicos e moleculares da DACD no Brasil.
A maioria dos dados publicados sobre o tema € proveniente de sries
retrospectivas, em um unico centro, com numero pequeno de pacientes. Os
poucos estudos multicéntricos nacionais sobre DACD publicados séo no formato
de prevaléncia pontual (point prevalence), sem seguimento ou evolucao clinica
dos pacientes.

O nosso estudo fornece uma visdo mais abrangente da DACD em
hospitais brasileiros de diversas regiées do pais. No entanto, vale ressaltar que
ele se baseia em uma amostra de conveniéncia dos hospitais envolvidos, que
durante um ano concordaram voluntariamente em contribuir para a vigilancia da
DACD. Portanto ndo é representativo da real prevaléncia da doenca em nosso
pais.

Nossos resultados mostram que 15% das amostras de fezes diarreicas
de pacientes internados foram positivas para CD toxigénico, semelhante a outras
publica¢des nacionais. Em 2019, um estudo de prevaléncia pontual realizado em
trés estados brasileiros, que avaliou 153 pacientes internados com diarreia,
encontrou uma positividade de 12% de CD ?’. Outros estudos nacionais
relataram prevaléncia mais elevadas, variando de 32% em pacientes em um
hospital em Minas Gerais % a 48% em um hospital oncolégico de Fortaleza®.
Ambas as publicacdes incluiram um numero pequeno de pacientes, 19 48
respectivamente, o que dificulta a extrapolacdo desses dados. A maior casuistica
nacional até entdo publicada foi a de Spadéo et al, que avaliou 439 pacientes
onco-hematolégicos e TCTH de um hospital em Sdo Paulo, com uma
positividade de DACD de 14,6%%, identificada apenas através de teste de
toxina, sem uso de método molecular. No entanto, maioria dos estudos de
prevaléncia de DACD publicados apresenta divergéncias metodolégicas, com
diferencas nas definicbes de DACD e nos testes diagnosticos utilizados,
dificultando analise dos dados.

Um aspecto importante do nosso estudo foi o fato de termos utilizado
quatro metodologias distintas para diagnoéstico de CD. Todas as amostras foram
testadas simultaneamente para detecgcéo de GDH, toxinas A/B, NAAT e enviadas

para cultura. S&o raras as publicacdes que utilizam essa estratégia de multiplos
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testes, o0 que nos possibilitou aumentamos a acuracia do diagndstico nos nossos
pacientes.

Na nossa casuistica, adotamos como definicdo de DACD a presenca de
diarreia, com pelo menos trés evacuacoes de fezes ndo formadas em 24h, com
a deteccéo de toxina A/B nas fezes ou genes de CD produtores de toxina. Tudo
isso baseado nas diretrizes atuais e em publicacdes recentes*®, que
recomendam o uso de NAAT isolado ou em combinacdo com GDH ou GDH mais
toxina, além da deteccdo de toxinas nas A/B para diagndstico de DACD. No
entanto, entendemos as limitacdes 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 clinicos ou laboratoriais
gue fossem preditores de infeccédo por CD em pacientes internados com diarreia.
Os fatores de risco tradicionais para DACD séo: idade avancada, exposi¢cao a
antibiéticos, hospitalizacdo recente e presenca de comorbidades *°. Apesar da
idade acima de 65 anos ser descrita como fator de risco importante para DACD
e para o desenvolvimento de formas graves, ndo encontramos esse achado na
nossa casuistica. A mediana de idade dos nossos pacientes com DACD foi de
61 anos, sem diferenca significativa quando comparada ao grupo sem CD.
Mesmo ap0s estratificacdo por faixa etaria, ndo observamos risco aumentado de
DACD nos mais idosos, pela analise multivariada.

Uma metanalise, que incluiu 17 revisGes sistematicas, identificou o uso
prévio de antibiéticos, inibidores da bomba de prétons, antagonistas dos
receptores da histamina e doenca renal crénica como fatores de risco para
DACD 1%, 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 antibidticos associados a DACD. No entanto, nossos dados sé&o
semelhantes ao relatados por Cangado et al, que também encontraram 0 uso
prévio de carbapenémicos como fator de risco para DACD %. De forma
semelhante a nossa, esses autores também encontraram um consumo elevado
de carbapenémico, o que pode refletir maior gravidade nos pacientes estudados

além de altas taxas de multirresisténcia bacteriana, conforme relatos prévios em
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hospitais brasileiros'?l. Dentre os nossos pacientes com DACD, o meropenem
foi 0 segundo antibiotico mais usado, correspondendo a 42% dos casos. Uma
alta taxa de uso de carbapenémicos também foi relatada em uma publicacéo
recente que avaliou uso de antimicrobianos em hospitais brasileiros, e constatou
que meropenem foi 0 segundo antibiético mais frequentemente prescrito, apés
ceftriaxona 192,

O uso de inibidores da bomba de prétons ndo foi um fator de risco
independente para DACD em nosso estudo. Embora alguns autores sugiram que
a supressao do acido gastrico exerca papel importante no desenvolvimento de
infeccdo por CD, este assunto permanece controverso, uma vez que algumas
metanalises demonstraram resultados conflitantes a esse respeito®3

Na nossa casuistica, identificamos que o uso de probiéticos reduziu o
risco de DACD na analise bivariada, no entanto tal achado nao foi confirmado na
analise multivariavel. Existem dados conflitantes sobre o papel dos probidticos
para a prevencao de infeccdo por CD. Alguns autores demonstraram gue 0 uso
de probidticos pode reduzir a incidéncia de DACD em populacdes de alto risco,
embora outros ensaios clinicos mostrem resultados diferentes 104105,

A presenca de muco nas fezes e leucocitose com desvio a esquerda,
com> 20% de bastdes, foram preditores de DACD na nossa casuistica, o que
nao vem sendo descrito por outros autores. Esses achados podem ser Uteis 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 prevaléncia de
diarreia por CD em pacientes com HIV, o que contrasta com o relato de outros
autores, que demonstraram que a infeccdo pelo HIV € um fator de risco para
DACD%, Esses defendem a hipotese de que a supressdo imunoldgica
relacionada ao HIV pode ser um fator de risco para infeccéo 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%
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de recidiva. Outro dado significativo da nossa casuistica 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 varios fatores, dentre eles: a
grande proporcéo (68%) de casos nao graves de DACD na nossa populagéo
estudada, assim como a auséncia de cepas hiper virulentas no nosso meio.
Outro fator importante é a auséncia da formulacdo oral, comercialmente
disponivel, de vancomicina no Brasil, assim como a ndo disponibilidade da
fidaxomicina no mercado nacional, o que certamente favorecem 0 uso
preferencial do metronidazol oral para tratamento de DACD. Somado a isso tudo,
ainda identificamos a auséncia de diretrizes nacionais para tratamento de DACD,
0 que leva a cada hospital a seguir seus préprios protocolos. No entanto,
resultados semelhantes aos nossos ja foram relatadas por alguns autores, que
também identificaram um uso predominante de metronidazol para casos graves
de DACD, com boa resposta 107108,

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
gque embasam essa diretriz sdo conflitantes. Como evidenciado em nosso
estudo, alguns autores também ndo encontraram diferenca na eficacia da
vancomicina e metronidazol, para casos nao- graves da doencga, no que diz
respeito a cura clinica, recorréncia e mortalidade "*.

Duas metanalises publicadas em 2015 199119 e yma mais recente, de
201811, também encontraram taxas de cura semelhantes entre metronidazol e
vancomicina oral para DACD leve a moderada, sem beneficio significativo na
mortalidade com nenhum dos dois antimicrobianos. No entanto, o numero de
estudos que compara os desfechos clinicos nessa populacdo especifica de
pacientes ainda € limitado. Diante desses resultados e levando-se em conta o
menor custo do metronidazol e, teoricamente, seu menor potencial de selecao
de Enterococcus sp resistente a vancocimicina (VRE), outras sociedades,
incluindo o ESCMID, continuam recomendando o metronidazol como terapia de

escolha para episddio inicial de DACD leve a moderada®®. A baixa proporcéo de
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casos graves e a auséncia de mortalidade atribuida ao CDI em nosso estudo
corroboram e fortalecem a manutencdo do metronidazol oral como terapia de
primeira linha para casos nao 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
metronidazol’4. No presente estudo, todas as cepas analisadas foram sensiveis
ao metronidazol e vancomicina. Este achado esta de acordo com uma revisédo
sistematica recente, que analisa 111 publicacbes de varios continentes, cujos
resultados demonstram que a resisténcia do CD a metronidazol e a vancomicina
ainda é rara'*?,

Os testes de sensibilidade antimicrobiana “padrao-ouro” recomendados
C. difficile séo aqueles que detectam o valor da CIM, através do método E-test
ou agar-diluicdo. Nao existem pontos de corte definidos pelo CLSI ou EUCAST
para identificar a sensibilidade do CD aos antibiéticos pelo método disco-difuséo.
Poucos estudos avaliaram a acuracia do disco-difusdo nessa situacdo, e sua
inter-relacdo com o E-test. E, semelhante aos nossos resultados, alguns autores
encontraram altas taxas de concordéancia entre esses dois métodos para alguns
antimicrobianos usados para tratamento de DACD, como metronidazol,
vancomicina e ciprofloxacina 13114, Dessa forma, o disco-difusdo pode ser uma
opcao mais atrativa diante do baixo custo.

As fluoroquinolonas ndo sdo medicamentos usados para o tratamento
de CD, mas o achado de cepas resistentes estd associado ao surgimento de
isolados hipervirulentos, como BI/ NAP1/ 027115 A resisténcia as
fluoroquinolonas é mediada pela presenca de mutacdes cromossémicas nos
genes GyrA e GyrB 6. Nossos dados mostraram que todos os isolados eram
resistentes a ciprofloxacina. No entanto, genes de resisténcia clinicamente
importantes, associado a fluoroquinolonas, como o GyrA: T82l, GyrB: 1139R,
GyrB: V130I, GyrB: S366A e GyrB:S416A foram detectados apenas em algumas
cepas em nosso estudo, com nenhuma associa¢gédo com casos graves de DACD.
Além disso, a 0s genes de resisténcia mais encontrados em nossas amostras
foram: erm(B), mef(A) e ant (6) -la. No CD, esses genes conferem resisténcia a
macrolideos, lincosamidas, estreptograminas B e aminoglicosideos,

respectivamente.
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Genes que conferem resisténcia ao metronidazol e vancomicina, com
importancia clinica, como o NimB e a familia Van nédo foram detectados em
nossas cepas. Dentre os cinco ST novos que isolamos em nosso estudo,
nenhum deles carreava genes de resisténcia. 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 comparagéo com
os outros ST. O gene emrB confere resisténcia aos macrolideos, mediados pela
rRNA metilase que modifica o0 RNA ribossémico 23S, assim como aos confere
resisténcia as lincosamidas.

Embora ndo tenhamos encontrado associacdo entre o0 uso prévio de
macrolideos e a ocorréncia de cepas com ST42 em nossos pacientes, essa €
uma classe de antibidticos frequentemente utilizado no Brasil, tanto na
comunidade como em ambiente hospitalar. Essa caracteristica talvez explique a
predominancia dessa linhagem, de CD pertencentes ao ST42, no nosso pais.

Outro aspecto-chave do nosso estudo foi a avaliacdo molecular das
cepas de CD circulantes no nosso pais. O sequenciamento do genoma foi
realizado em 29 cepas de CD. Na primeira analise, descrita na primeira
publicacdo, foram encontrados 18 ST distintos. Apds novas analises, 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 préximos, com apenas um alelo de diferenca entre eles. Na
figura em anexo (analise do eBURST) vemos que 0 ST42 se origina do ST3,
entdo sdo realmente muito proximos e com pouquissimas diferencas entre si.
Ressaltamos que existem dificuldades nas andlises de sequenciamento, que por
vezes acabam sendo subjetivas e variam muito de acordo as bases de dados
utilizadas e os programas de montagem.

Apos nova analise, foram identificados 17 ST distintos, sendo 6 desses
(35%) novos: ST463, ST554, ST666, ST667, ST668 and ST669 (GenBank
accession number PRINA598327). O ST mais encontrado foi o ST42 (n= 10,
59%), ST5 (n =3, 18%) e ST103 (n=2, 12%). As cepas hipervirulentas classicas
ST1/RT027 e ST11/RTO78 continuaram sem ser identificadas.

Os 17 STs encontrados na nossa casuistica revelaram uma alta

diversidade genética desse agente, com predominio 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 sdo endémicos na Colémbia, e varios outros paises como EUA e China
117118119120 gT5 ¢ 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 nao foram
identificadas nos nossos pacientes, assim como na maioria das publicacdes
nacionais 8. Até o0 momento, a cepa ST1/RT 027 foi relatado apenas em dois
pacientes de um hospital na regido sul do Brasil, um dos quais foi classificado
como ST67%. No entanto, Costa et al. descreveram uma cepa pertencente ao
clado 2, em hospital no Cear4, e a classificaram como um novo ST41/ R821, que
é filogeneticamente relacionada a cepa NAP1 / 027. Tais autores sugerem que
outras possiveis cepas hipervirulentas ja estdo circulando no Brasil 8.

Na nossa casuistica encontramos seis novos STs, ainda ndo descritos:
ST463, ST554, ST666, ST667, ST668 e ST669. Foram realizadas analises
eBURST das cepas de CD usando todos os STs disponiveis no banco de dados
MLST, para avaliar a sua evolucédo e diversidade genética. Comparamos todos
0s 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) sdo singletons.

Os casos graves de DACD da nossa amostra foram causados,
prioritariamente, por cepas pertencentes ao ST5 e ST42 em Sao Paulo, Sudeste
do Brasil. Além disso, em nosso estudo, os casos graves de DACD foram raros
nos hospitais do Nordeste do pais, sendo o Unico caso encontrado pertencente
ao novo ST ST667. Encontramos novos STs que séo singletons. O ST42 foi o
ST mais encontrando, e abrigava significativamente mais genes erm(B),
relacionado a a resisténcia a macrolideos. O ST42, que Nenhum dos nossos
casos de DACD grave foram relacionados ao ST singletons.

Nosso estudo possui varias limitacdes. Primeiro, nossa amostra foi
relativamente pequena e limitada a hospitais terciarios, universitarios, o qgue nao

a torna tdo representativa da realidade nacional, com dificuldade de
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extrapolarmos esses dados para o restante do pais. Além disso, nao foi possivel
calcularmos a real prevaléncia da DACD em pacientes internados, visto que n&o
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 ndao entraram no
estudo.

Outro aspecto negativo foi a impossibilidade de encaminharmos todas
as cepas de CD coletadas para caracterizacdo fenotipica e molecular em Sao
Paulo, em especial aquelas oriundas de outras cidades. Com isso, nao
conseguimos realizar anélise em quantidade maior de cepas de CD, das vérias
regides do pais. No entanto, devido a falta de dados de vigilancia nacional sobre
DACD, nossos resultados podem fornecer informacdes Uteis sobre
epidemiologia local e ajudar na elaboracdo de protocolos de tratamento e

prevencao dessa importante patologia.
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Diante dos pontos expostos acima, concluimos:

1. No primeiro estudo, encontramos um percentual de 15% de CD em
pacientes internados com diarreia, com ampla variagéao, de 0 a 37%

entre os hospitais de diferentes regides do pais;

2. ldentificamos grande diversidade genética nas cepas de CD, com
predominio do ST42, ST5 e S103, e isolamento de novos STs
(ST554, ST666, ST667, ST668 € ST669);

3. No segundo estudo, identificamos que 0 uso prévio de meropenem,
presenca de muco nas fezes e leucocitose com mais de 20% de
bastbes, 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
doenca leve a moderada, 78% usaram metronidazol oral, com 79%
de sucesso e 14% de recidiva. Essa droga parece ser opcao

apropriada para doenga leve a moderada no nosso meio;

5. A mortalidade geral dos pacientes com DACD foi de 19%, e nenhum
oObito foi atribuido 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 Comités de Etica em Pesquisas dos Centros
participantes do estudo
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mad'16 & abil 319 Orgamanioc RE 16,047 00 Mnanciamente prognio- LM USP)L O Cleaindium i
GO i o principal S i sador de dismeda hosplalar no mundo. Mas depomes. no el aidade, Se dados
o g moios adequados para diagndsiioo dessa imfecghy no Brasil O présenie ssiuds em como objsivo
wrapliar @ provalinci de darmoi por 0 @ et i flimedos & hocpilals bracd eines, abbm o anlEar
acapietos Clinkood @ biokhQS detsas oipas chisad oing digta feigdo. Trald-so o ashids do phisalinoa,
il Eodminco. Berlo noluides pacientes imornados &m hoaplas wrcdnios do Sverses regidas G0 pads gue
drsaenlverem diameia duranie & imemai@o, no periode de 12 mises. 0% pacienies serds idendficados
clinicamenis & Mk Slah dMoiTas do fapes odeiedas para avalad & presengs e C. EsSas e
Solo subimeidas a0 esie Bpdo molecular Xpen® C. dificle (Cepheld) pam dulscdo des oepas da CO
produtones Ge foxing B, loxing Bndna @ com delegds 9o gene tedC. Em saguda a0 amosinas serbo
encaminhadas para idendficagho baceriana por Mo &k culiung mes respachivos |aborabbros de
bacteioga das instinegbes pamicpanies. Teshes do snabisdeds aos antmicnob ans, euiragias de DG,
bbbt dok jenes das Dodnad, diieoobot das odinds @ dpilicapbes por FFOE [“pulsed fSald gl
eirophoress™] @mbbm serdo reaizedes. ESperd-sd oom

Endsrsgoe  Fua Capdlic Frercson Pede, n® 13550

Omima: AodciaTsdia [EP: pnEs-10n
WF: CE Mwnicipicc FORTALETA
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eshe projeio conheosr & epdemiclogia da dameia por CD e rosss meko, idenificar of principals gendtpos
de CD cirodanies no pals ¢ avalian a presenga O cepas hiporvindentas, j& desorias mo resio do murdo. Tal
conhecimento visa oondribair para elaboragdo de estaligias de prevengdo & conirle da infeopdo por CO. E
famiedm esperado que andise do perll de sersiblidedes do CD ads princigals andmicrobanos willizados na
pratica chnica, possa ausliar na esoolha de erapdubcs animicroblana. O esiuds serd desermcivido no
Departaments de Doengas Infectiosat & Parasiirias da Faoudade de MedScina da Universidade de Sdo
Faulo [FMUSP) em oolaboragdo oom o Lodon School of Hard Hygiens and inopioal Medioire, UK. Serdo
incluidos padenies inlemados no Hospilal das Clinkcas da Faculdade de Medicing da Unbrersidade de Sdo
Pasdo [HC-FMUSP) em Sdo Paulo-5P, mo Hospilal Waller Cangidio da Universidade Federal do Ceand
{HLPWC-UFC) em Forialeza-CE, mo HospRal Sio Josd de Doengas Infeccisas & Parasidnas (HEJ) em
Formalers -CE, Hospiial de Clinicas da Unkrersidade Federal do Parand (HC-UFPR ) em Curitiba-PR, & no
Hospital Alemdo Osvaldo Cruz (HAOC) em 530 Pauls- SP. E um esudo de prevalénola onde serdo
avalados todos pacienies gue desenvolverem darmela durante @ inkemagdo hospialar nos centros
participantes, ao longo o 12 meses. Nesse periods, of packenies sordo idendficados cincamente ¢ iero
suas amosins o leres colias para avaliar a presenga de CD. Serdo induldos pariicipanies com dade 18
anos, presenca de daren definida coond 3 0u maks evaouaodes de fenes ndo lormadas em 24 homas o em
s horas conseculivas @ presenga de peio menas um dos seguindes oriérios: Diarmela de infolo apds 48
horas do imernamento hospilalar; Uso de antibiblicos nos Gliseos 30 dias anies do inico do quadio
diameico; Uso de imunissupressonss, guimicierapia ou radicderapia ros. diimcs 30 dias anfes. do inlolo do
quaedo dameico; Imemaments por mais de 45 horas N MESmo Quaris ou espags NS junio oo ol
pacienie poriador de disrmela por Clastridium dificile (pecienie coniaciantes de caso confimnado de CO &
com assimatura do Termo de Consentimento Livre & Esclamnecido. Serdo excluidos partidpantes com
presenga de [easiomia, colosiomia ou ressscpdo coldnica malor do que @ hemicoleciomia; obstrucdod
Suboclusds imestinagd; sangaments oy Hemomagia intesinal grave,; gualgesr condigio médica Qo na
CpiniSo Oo IresSgador, possa compromeler o capackdade do packenis e participar do esiuda ou inserienr
Fia Inbepretag 8o dos resuliados. & coleln dos espacimes clinioos ser reslizada nos Fospiais parlcipanies,
sendo as mesmas erviadas, indalmente, para of laborabinios locals dos respecikos hosplRals, onde serldo
submlidas @0 tesio rdpddo mokecular Xperd® C. difcike (Cepheid) para detecclo das cepas de COf
produlones de boding B, maina Hndria ¢ com delegdo do gere todc.

Essas amcainas mmbém serdo encaminhadas para idenificacio bacisrians por mso de ouliura nos

Conmmasg i o Passcar 1017400

Endsrstn: Faa Cagilic Foscsom Pedio, 0 1355
Beiro:  PrsiofaTedis CEP: S00C-10
urF- CE Hunicipls: FOFTALEZS

Telefone: (88000 -RR13 Fax (B4 E-malt cophuschue wic b
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respeciiens laborahdnos de hecleniciogia das instuigles panicipantes. Mo Laborabdng de Bacterioiogia LIM
54 da FMUSF tambiém serllo realzacdos beshes de sensiblidace dessas oepas 08 andimicroblamos,

erraphes on OMNA, deteoides 405 genes das woxinas, delecpdes das toxnas ¢ Gpificapdes por PRGE
{"pulsed feid gel eleirophoresis™) & sequenciamenio obal do genoma.

ol - Passcar 1047400

Dbjativo da Pesguisa:
Objeiives Gerads: Avalar o prevakincia de disrneda por C. dificile em pacienbes. inlernados em Rospilais
Erasieins

Obgedivos Especifions:

- Dhssorgsses O aspaeoics dinicos das dameas por ©. difThcile;

- Ieclar, descreyve o perfl de sensibiidecs a antimecrobianos, reasllzar @ caralsnzags molecular de cepas de
C. difficie Eoledas desses packenies ¢ lazer um esisdo Comparatvo da wirukinoa dessas oopas Boledas.

- Avallar @ resposts ierapbulios & & evolugdo cinioa dod pacientes com disrmss por CD

Avaliacdo dos Riscos ¢ Benoficios:

A pescisadons descreve

Riscos do projeto; Relacionados ac exiravic de informasBes do prontudric, que serdo minimizados devido a
assinatuma do e de COMEromiSse para USEZagdo dos dados 0o promiudna.

Banelicks o Res i eapefados:

- Produzir conhedmento dentfoo relativo & epidemiclogia da diameia por COem hospRais de diversas
regies div Brasil;

- Utilirar esse conhecimenio para iomada de decisbes & elabomgdo de esimbbgizs de prevencdo o conirole
da infecgdo por CO, O que pode rsduzir & Tansmissdo hospRalar desse palbdgena, oom redugss da martd-
moraldade associeda;

- Awaliar o perfil de senskdidade das cepas Erasildras e C0 aos principals andmicrobdanos ullizedos na
pratica clinica, influenciando drelamente na esodha de iralamenios mais elicazes, com COnSeqUen e
melcia da resposia & a sobrevida dos pacienies, reduclo de iempo de

Erderntn  Fus Cagiic Francmo Pedo, n® 12530
Bairmm:  MedoliaTedlic CEP: 2043170
uwr= CE Municipie: FORTALEZS

Talsfone:  [220%F-B510 Fex  (ES00 14881 E-malt cophursctosec oic &
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inEMapks & oot hospialares;
- 3enlificar of princpais gendtipos de CO droulantes ne Brasil, svalande & presenca Of oopas

o i o Passcar 5078

mipErvirulenlas descrilas mo reslo 30 mondao;

Comantdrios & Considoraebes sobre 3 Posquisac

Prreopisa eniopiien]

Consideragfes sobre 03 Tarmoes de aprosentaiio obrigaidsiac

& pesguisadora apresenton: TOLE, orcamaents, oronograma, el depositdng, curfcula, concondancia di
chaefe 8o serdifo, [erma de ComEeomsss poulizagds 0o prontudnos.

[FEeTTo T N Ceg5

Sgm recomenmdagies

Conclustss o Pendéncias ¢ Lista do Inadeguaidos:

O prodonckn s enoonita adequads, do porio de wisia d8on

Consideracies Finais a critdrs do CEP:

A prsguissdora devend apresedar a esie CEPTHUWCE, relatdrics parclals (Semesrais] & Tinal (apds o drming
o e=giuedn).

Este paracar Il alaboraido baseddo nos documanios abalko relackonados.:

Tipo Duawumieniss Arqubio Posiagem Ao ShuaCdn
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TECEC1 PEANTANA GIRAD
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ATLIAL ok

(== ErEr G T 0 _Concondanaa.pdi LTl

CReoisadons

Chriros 08 _CV_Evelyres Sanisrs pdf Bl

Chriros 05_Autonrecan local Drafdres. pdl Bl

Chpameenin 02 DRCAMEMTD. pdf Bpsilo
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03_TCLE doac 20Ds0 T JEVELYHE LTl
100445 ISANTANA GIRAD

Conimangie o Passcas 10474800

02 projeto dosridum ATUAL 12 JUN] 20082007 JEVELYNE Ao
HO_Z01 7.doo 100430 | EANTAMA GIRAD
Folha_ce A0SW_assinada gl 2062007 |EVELYNE AEID:
100534 |SANTANA GIRAD
Efuagbo o Parooor:
Aprovadio
Hocossita Aprocistdo da COMEF
Mo
FORTALETA, 14 de Agosio de 2047
Azsinado por:
Maris e Fatima da Souza
| Coordenador)
Ernderstn:  Fua Cagilic Fosscmm Pedio, n® 1350
Bairo:  MocloiioTedlo CEP: 50433170
ur- CE Municipic:  FORTALEZR
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HOSPITAL ALEMAD OSWALDO
cRlz. &0 CWon ™

Etabor #to oald WrBiuigde Copartci panle
DADOE D0 PROJETD DE PESOUISA

Thulo da Peguisa: Svaliacdo da prevakinoa do daméia por Closimdiem dificie om pacoimes inemados
i Feceapiiais beroes i roes.

Pubauibador: Saa fyooied o oodla

Ason Temblica:

Varado:

CAAE: BIIEE516 5. 3006 00T

FoERiigio Proponani: HOSPITAL ALEMAD OEWALDD CRUZ
Pairocinador Principal: Financdamenio Propris

D008 =0 PARECER
Himarn do Parscis: 1012082

Ageusantac o do Propte
Dusrainlas & Padvichid O arSl i o 12 e seds SoiE avialiad o 0000 O Deacel s Gl GorSa Tl bl i ek
m.lmﬁﬁ;ﬁlm;ﬁ!wwﬂ e P e OO SR &

RS SUSS MTOSNEE O felid oolitadas para avaladdo da presea o Cloatridom Sffcils (Cephaed) &m
sEfuids 35 amMoFiEs Sords endaminhisias pafa oenifoagio Bacierians por culuna fes MeSpeoivie
laboratdros do Baclenokegla dus instiugdes patidpanes. Mo Laborabiio de Baclenolgia LIMS4 da
Faouldade de Medicng da Unksersidade de Edo Paulo iambdm serlo malizedos iesies de sensiblidade oo
aanbime ot o, @airagles o DA, deoeogles S0 Jonds das Wxnag, Selbogdes dad ioinas, ¢ iphoagie
por PFOE {"pilsd Faskd g abdnophonsss™)

Objetie da Pesguiea:
1] @ prorvablincia o dames por Oosindum dificle (CD) em hoapiels brosleiros, 2] isolar, desores o pofil
o sensiblidade a antimicrolianos, realizar o canaclerzegdo mokcular e copas e CD Sokdos dessa
pacinles @ fazer um eshado commparative da vin ik dissas copas Boladas, o 1) avaliar o resposic
Terapboiia @ 8 evwdugdo chinica dos paciamies com diarmesa por CO.

Avallagio dos Riscos o Bemnaficios:
M i apdca
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Cooi sadi g Gath Sobee o Tormeod, do apfesantag b ob i galdeia:
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Closmidism dificike em packsimies intemados am hoaping brasibms”, elainnos & nokesdy 00 |Insilune &
Calinoi ohy Clardl, OOMO Mkt W LTI Oo-PaiToipanis dirss P sika.

b s i e i -

M S gl

G cius G ol Pendbncias o Lista de Insdeguaches:
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PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
Ellai v aedn pela IFcsStiigd o Copaiiai parin
DALDCE D PROJETS OE PEEOUEA

L EFI LN

Thuls da Peaguass: Svaliopdo da provakinca de Samdia por Closinidism difficis em paceimes iniemados
& hospiEk DS s

Pasquisador: sivia figueredo coata
Arpa Tamlica:

Varsdo: 1

CAAE: EIZEE5165. 3003 008

ekt kg0 Proponania: Hospial de Chinicas da Universideds Federal do Farand
Pairocinador Principal: Financiamenio Prdpis

Duans DD PARECER
Himwiro do Parscar 24800851

Agresanticio do Propie;
Trale-5@ 0@ uma emenda para induslo do UM oD COpAMHICpantd. Refero-se @ Exluds mulbzsntno
proeaped ot ofesirvaiional do preeaklnga, que seid desermeobido no Depanamsmo o Doengas imlecoiosas
@ Panasilanas da Feould ade & Medcing da Universidade do 530 Paulo (FRUEP) am ool aborads oom o
Depariamanio &b Morfokygia da Feculiads o Medicng da Universdade Fedaral & Ceard (UFC) & a
Lofedinn Sohetes of Hamd Hyglens and Tropical Medicing, UK. Serds incluldos pacelinies inlifnados &
hapitais [eicidiios de Svirsas repibes 4 pais ek S envolvendm damrei daanis o

i, fo perodo do 13 meses

Objethoe da Pesquisa.
Otjelive Primiro.

- Avwaliar @ prevalincia o C. GIMCE M pacentes inemadcs em hosplats brasi ki

Otjelive Secundinio:

- |sclar, Sescrever o peri de sensbikiade a anbmicrobancs, realZar a Caracenizacso molecular da CepaG
o C. diffcile S0ladas essds paceniss ¢ Ta2er um eslado Ccomparative da vinknta dessds cepas isokadas.

+ Manliar o eSpOeld IeEediricd o & ovolsdo chnind 00l packnies oom darrea por C0.

Endsrsgo:  Pus Gal Cwradc, 189

Daima: A da Gl IEP: B E-p0D
LiF: PR Menicipier CLIFHTIA
Telwlone: (41 1383-1041 Far HIEES0-1044 E-malt  capsflfc wpr iy
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Avaliagdo dos Riscoes o Banaficios:

Fisood: MO apresaniand nsod pars of Dechiimiis. Serbd ol sad o dados o Ireoos o kbonaioriads & amoaies
o e o i 500 cololad a5 nd roding oo @lendimenio S0% packelis.

Banolicios. ESpifa-so oM &Sio projeio; + Produsy confucimanto danifico rdativo & epdemiologia da
diameia por CO &m hospilns o Sversas rigibis oo Brasd;

+ Lilirai @ssi oonh ciraimo pan iomada oo devisdas o elaboradhs di esradfjias oo DRvencas & ook
da infecglio pod CD, o gue podd Meduin & Wansmisalo hospilake diEse paldgens, Lo eduplbo da
fasrbimoriaidads.

v Syaliar o periil di sensibildets das cepas basldns de CO e principais aniimecrbamos

Comrndrios & Consedarsidos S00fo 4 Pesgiisa;
Traria-5 G e S U WM pof dofetive imormar & inches o o uin R Cenine oo-parisipanis.

CEFMIEOLUNTE
L SR S SR T

Cooy St ra Gk Sobn of Torshid do d@feianbaghs o galdeis:

Emamila dorwiiaimen i aphesentada

P s ey e a5

B recomind i,

Conciusdes ou Pandincias o Lista de Inedeguagios:

Ermemila aprovada

G i i s il @ cribdvio g0 CEP

Diafie do exposio. o Comidd de Elca em Pesduis om Seres Humanis do HO-UFPR. e @oordd Lodn &
aribugdes definidas na Resoligdo CMNE 4562002 & na Morma Dperacional N= D201 3 & CHE, manifssia
<5 Pl aprovagao da Emanda.

Eolclamos qud S4jam apresintados & ¢sa CEP, reatdvios Ssemesiiis sobed O afda Mants & sl b,
eI DOTed iviorMadies nelaivas da modSoagdes do protoockn, CandilRimenin, foHTamamo & desling dos

D S oS, Manlen of 0 OoUmn IDE da pesoihe anguvadon.
E dewar do CEP acompanhar o desamsobdmentn dos propHos, por mek do relalbnos semasinais 9o
prEqumadores @ do ouires esiraidgias db Mon oMM, di aodrdD o O NSd inefenies & pEEgusEe.

Endarsgo:  Fus Gal Caraiac, 184

Omirra: A de Glris EP: B ie-Enn
UF: PR Menicipicc CLMTIIA
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i i B Pl S ARG

Eslg padracar fod ol abo et Bisiddd mod o oo uimie os abains ool ionados:
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Anexo B- Ficha de Coleta de dados do Estudo: “Avalicdo da prevaléncia de

diarreia por C. difficile em pacientes internados em hospitais brasileiros”

No. Ficha

Nome do Hospital:

Data do preenchimento / /
Cidade:

1. DADOS DO PACIENTE:

local de internacéo:

Estado:

Nome: Ne prontudrio
Data Idade: Sexo: Telefone (s): | Email:
Nascime O masc O
nto: fem
1
Data da internacéo hospitalar: - / /
oExacerbaga | olnfecgdo | olnfeccao oDiabettes oHIV/SIDA
o da dg de bacterian | viral
base a
oD oD oD renal oD hepética | oD Reumato
cardiovasc neurolégi
ca
oPolitrauma | oD oD pulmonar | oNeoplasia
hematol
oCirurgia eletiva: oCirurgia urgéncia:
Motivo da | Tipo tipo
internacdo | OHAS oD oD aD renal Diabettes
hospitalar cardiovas | neuroldgica
c
oD hematol oD oD endocrino | oD reumat D hepatica
pulmonar
oNeoplasia: tipo | oHIV ultimoCD4=__ data:__ /[ )
Ultima Carga Viral_____ (data: __/ | )
oTCTH data: | ooutros:
S A
oautélogo
ohalogénico
oTOS: Tipo de TOS:
ori | ocora | opulméo gintestino
Data [/ | m cdo
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ofig | arim- | opancreas arim-pancreas
ado | figado
Internagdo hospitalar nos dltimos 90 | osim:  data | Nao
dias alta:
I
Cirurgia nos Gltimos 90 dias osim  data: | ondo
/ /
o cardiaca oTGl o neuroldgica | o vascular ootorrino
Tipo de ocabeca- ourolégic | oginecolégic | o outra
cirurgia pescoco a a
oortopédica o plastica
Consulta médica (UBS, UPA, | osim onao
consultério) nos ultimos 90 dias data [/

/

Uso de antimicrobiano (ATM) nos

ultimos 90 dias

osim (data: ___ / /I

0 nao

Nome ATM (s)

Uso atual de imunossupressores

osim onao

o prednisona:

Dose

o hidrocortisona: dose

o azatioprina:

o methotrexate: dose

Dose

atacrolimus: oeverolimus: dose
Tipo de Dose
imunossupresso | osirolimus: o ciclosporina: dose
r dose

o micofenolato:

o outros: dose

Dose
o Ac monoclonais: tipo dose:
o Imunobioldgicos: tipo: dose:
Quimioterapia nos | osim:data___ / [ onao
altimos 90 dias
Radioterapia nos ultimos 90 dias osim: data | onao
)

Tipo de ATM:
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ATM 1 Data de inicio: ___/ l_
Uso atual de ATM (no ___
o ) ] ATM 2 Data de inicio: ___/ I
inicio da diarreia)

. - ATM 3 Data de inicio: ___/ l_

osim ondo

ATM 4 Data de inicio: ___/ l_
Uso atual Dieta enteral osim onao
Uso de inibidor de bomba proton dltimos 90 dias | osim onao
Uso de laxante nome. | asim onao
Uso de prébioticos nome: | osim onao

2. DADOS CLINICOS

Data do inicio diarreia: (data: ___/ )

(Definicdo de diarreia: 3 ou mais evacuagdes de fezes ndo formadas em

horas consecutivas)

24 h ou em menos

N° episédios de diarreia por dia:

Presenga de muco nas fezes osim onéo

Presenca de sangue nas fezes osim onéo

Dor abdominal osim onéo

Dor a descompresséo brusca osim onéo

Febre (definigdo: temp axilar> 37,8°C | osim (temp max curso onao
e )

Calafrios osim onao

Incontinéncia fecal osim onao

Sinais de peritonite /perfuracdo intestinal osim onao

lleo paralitico (Def: Disfungo intestinal grave com | osim onao

vOmitos ou auséncia de fezes, com sinais radioldgicos

de distencdo alcas intestinais):

Megacdlon toxico (Def: sinais radiolégicos de | osim onao

distensdo de cdélon, isto é: > 6 cm de largura

transversal do c6lon, com sinais de SIRS

Instabilidade  hemodindmica com  Choque | osim onao

distributivo (def: PA sist6lica < 90 mmHg

Insuficiéncia respiratéria com necessidade de | osim onao

ventilagdo mecénica

Internagdo em UTI pelo C difficile osim onao

Colectomia osim onao

Leucocitose (definicdo: leuco> 15.000/mm?3 osim onao
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(N ° maximo de leucdcitos no curso da dg:
)
Desvio a esquerda com>20% bastées osim onao
Leucopenia (definicdo: leuco< 4.000/mm3 osim onao
(N ° minimo de leucécitos no curso da dc:
)
Creatinina sérica: Aumento da creatinina > 50% do valor basal:
asim onéo
Lactato sérico: Lactato elevado (> 5mmol/ L): osim onao
Albumina sérica: Redugédo da albumina < 3 g/dL: asim onao

3. DIAGNOSTICO do C. difficile

Glutamato desidrogenase (GDH)

Teste rapido para detec¢cdo Toxina + | oPOS

oNEG oINDETER

Teste Rapido Molecular Xpert® C. difficile o POS

oNEG oINDETER

Cultura C.difficile

o POS

oNEG onao realizado

Colonoscopia osim

(Presenca de

asim onao

colite pseudomembranosa:

onao

4. TRATAMENTO do C. difficile

Tratamento para C. difficile osim onéo

o Metronidazol VO: Data inicio: /| Data término: /|
Dose/dia:

oMetronidazol EV Data inicio: [ | Data término: __ /|
Dose/dia:

oVancomicina VO Data inicio: [ | Data término: __ /|
Dose/dia:

oFidaxomicina VO Data inicio: [ | Data término: __ /|
Dose/dia:

aoTeicoplanina VO Data inicio: /| Data término: /|
Dose/dia:

oTigeciclina VO Data inicio: /| Data término: /|
Dose/dia:

oProbisdticos VO Data inicio: /| Data término: /|
Dose/dia:

oNitazoxanida VO Data inicio: [ | Data término: [/ |
Dose/dia:

ooutros: Data inicio: [ | Data término: [/ [
Dose/dia:
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oTransplante Microbiota | Data: /| Via administracdo
Fecal
Suspensédo do ATM em uso | osim onao

Resposta clinica no 7°dia

de tratamento

oResolugao diarreia

O sem resposta

oMelhora parcial (def:
reducdo n° evacuacdes ou
aumento consisténcia das

fezes

oPiora da diarreia
(Def: aumento n°® evacuacdes ou

piora clinica)

Resposta clinica ao final do

oResolugao diarreia

O sem resposta

do tratamento:

tratamento oMelhora parcial (def: | oPiora da diarreia (def: aumento
reducdo n° evacuagles ou | n°evacuacdes ou piora clinica)
aumento consisténcia das
fezes

Evolucao Clinica do | o Alta hospitalar: | Obito: /|

paciente I Causa

Obito relacionado adiarreia | o sim onao

por C difficile

Recidiva da diarreia ap6s | o sim: onao

término do tratamento Data: [ [

Seguimento ap6s término | o sim onao

Evolugéo ap6s 30 dias

o sem diarreia | o
recidiva

diarreia

Sem informacao

Evolugdo apos 60 dias

o sem diarreia | O
recidiva

diarreia

Sem informacéo

Evolugdo apos 90 dias

o sem diarreia | O

Sem informacéo

recidiva
diarreia
5. DADOS DO AMBIENTE
Internamento do paciente em quarto | osim ondo:
individual N° pacientes no quarto:
Paciente em isolamento de contato o sim onao
Troca do alcool 70% por agua e sabédo para | o sim onao
higiene das maos profissional saude
Higiene de superficies e/ou equipamentos | o sim onao
com &lcool 70%
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6.SCORE DE GRAVIDADE PARA INFECGCAO POR C. difficile

-Imunossupresséo e/ou comorbidades (1 ponto) o sim onao:
-Dor abdominal e/ou distensdo abdominal (1 ponto) o sim onao
-Hipoalbuminemia (< 3g/dl) (1 ponto) o sim onao
-Fever (>38.5°C) (1 ponto) o sim onao
-Admissédo em UTI (1 ponto) o sim onao
-TC de abdémen com pancolite, ascite e /ou espessamento de | o sim onao

parede intestinal (2 pontos)

-Leucdcitos > 15.000 ou < 1.500 e/ou bastdes > 10% (2 pontos) | o sim onao
-Aumento da Creatinina > 1,5 vezes do valor basal (2 pontos) o sim onao
-Sinais de irritagé@o peritoneal (3 pontos) o sim onao
-Uso de drogas vasoativas (5 pontos) o sim onao
-Ventilagdo mecanica atribuida ao C diffile (5 pontos) o sim onao
-Desorientacdo, confusdo mental ou rebaixamento do sensério | o sim onao
(5 pontos)

Valor total do Score de Gravidade (Soma dos itens |o <3 (doenca leve a
positivos acima) moderada)

o 4-6 (doenca grave)

o >7 (doenca grave

complicada)
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Anexo C-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

1.NOME:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ...
SEXO: Mo Fo DATANASCIMENTO: ........ [ l......

ENDERECO ... NO ., APTO: ...
BAIRRO: ... CIDADE ...
CEP: oo, TELEFONE: DDD (........... ) e,
2. RESPONSAVEL LEGAL ..ottt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) ..........cccceeveeiiiiiieeeeeeennnnan.
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: .......cccceeiiiieiieeeee e SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO. ...... [o.... l......

ENDEREGCO: ... NO....cce APTO: .............
BAIRRO: ..., CIDADKE: ... e

(o] =1= TS TELEFONE: DDD (............ ) e,
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DADOS SOBRE A PESQUISA

TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Avaligdo da prevaléncia de
diarréia por Clostridioides difficile em pacientes internados em hospitais

brasileiros”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Silvia Figueiredo Costa

Departamento: Professora associada do Departamento de Doencas Infecciosas
e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e chefe
do Laboratorio de Investigacdo Médica LIM-54 do HC-FMUSP.

Endereco: Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470 - 1° andar sala 102
Cerqueira Cesar - Sao 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. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO O
RISCO BAIXO O RISCO MAIOR O

4. DURACAO DA PESQUISA: 12 MESES.......ccoceieeeeeeeeeeee e


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

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Avalicao da
prevaléncia de diarréia por Clostrioides difficile em pacientes internados
em hospitais brasileiros”. Esta pesquisa é coordenada pelo (a)
dr(a). , médico(a)

responsavel local, do Hospital

e tem como objetivo

principal estudar e a presenca de uma bactéria chamada Clostridioides difficile
em pacientes internados nessa instituicdo. Esta bactéria € uma das causas de
diarréia em pacientes hospitalizados ou naqueles que fizeram uso recente de
antibioticos e pode causar dor e aumento da barriga, fezes amolecidas ou
liquidas e em casos mais graves parada da eliminacdo de fezes. Esse estudo
tem como objetivo avaliar a presenca dessa bactéria como causadora de diarreia
em pacientes internados nos hospitais e estudar melhor as caracteristicas desse
microrganismo. Para participar desse estudo vocé devera 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 ndo oferece risco
para os participantes. Além disso, vocé respondera a perguntas relacionadas
aos sintomas que vocé esta sentindo e ao tratamento ao qual vocé esta sendo
submetido. E importante garantir que vocé recebera prontamente o tratamento

para a infeccdo caso a presenca da bactéria se confirme nas suas fezes.

Vocé esta internado €) no hospital
e, portanto,

esta sendo cuidado por equipe responsavel, na enfermaria ou em Unidade de
Terapia Intensiva. Se decidir participar desse estudo, continuara recebendo
dieta, cuidados de enfermagem, medica¢bes, procedimentos e todo tipo de
tratamento apropriado para a sua doenca, seguindo as orientacdes do seu

médico, independentemente da sua participacio nessa pesquisa.

Sua identidade sera mantida em sigilo, sendo a divulgacao dos resultados
dos seus exames totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussao

com interesse cientifico, sem qualquer possibilidade de identificacdo dos
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pacientes por outros componentes da equipe de saulde, exceto pelos
responsaveis diretos por seu tratamento. A sua participacdo devera ser
voluntaria e consciente. Vocé ndo recebera qualquer pagamento por sua
participacdo neste estudo. Em qualquer momento, vocé tera o direito de desistir
da pesquisa sem necessidade de dar explicagbes. A eventual desisténcia n&o
acarretara prejuizo ou discrimina¢do quanto a manutencdo do seu tratamento.

Reforcamos que n&do havera qualquer prejuizo para o paciente que nao
quiser entrar na pesquisa, bem como se quiser sair a qualquer momento do
andamento desta. Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4d acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas. O (a) pesquisador (a) responsavel local é a Dr (a)

, que pode ser

encontrado €) no
endereco
telefone: . Se vocé tiver alguma duvida entre

em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital:

telefone , email

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes
que li ou que foram lidas para mim, sobre o estudo “Avali¢cdo da prevaléncia 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 0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

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 deficiéncia auditiva ou visual.)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste

estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo D- PUBLICACAO RELACIONADA AO TEMA DA PESQUISA

Axasvebe T1 20217 004X

Contents kats availsble at Scivncelirect
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Evaluation of loop-mediated isothermal amplification assay for

detection of Clostridioides difficile infection: A prospective diagnostic

performance study
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Glaucia Paranhos-Baccala “, Lauro Vieira Perdigao Neto ™, Silvia Figueiredo Costa ™
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Casmridioides difiale (CD) & the leading cause of healihcare-
associated darrdea |1 In Brazil, there are few stodies addressing
the vole of CDM and national data are scarce. Eqgymne immunoassay
(EIA) tosin are the most used diagnosric test for CDI and molecuda-
besed assays are costly and not easily accessible. Repoected (DI
prevalence @tes are 15X, with high vararions between diffesent
regions of the country |1}

CD indecrion (CD4) remnains 2 diagnoaric challenge and no single
assay is sultadle as a stand-alone test condirming CDI | 2] Ewropean
guidelines have reconumended a two-step algorithmn for diagnosis
of (DI consisting of 2 highly sensitive soroening test followed by a
specific conflemagory test detecting free sodns [4). Recenaly some
authors have recommended the wie of nucleic add amplification
test (NAAT) alone for detection of CD qoxin genes if there ace poe

* Comesponday suther. Rea Farxe Ssresel Mugguhia, 1290 - Radolo Teafilo,
Fortabesa, Coara Cop: GOA0-TT72, Beail
Foondl midvrms: ey soihng e (ES Grao)

Bempe dos.ong,' W0 L0 aaaerate A2 | 12400
HOS-9064'0 2001 Ehevier U AR righes coserved

agread instutional criteria for patient stool submission |5 The
lack of a rapid, accurate, and Inexpessive diagnosic test foe DI
remaios a0 imporant bacrser 0 cliekcal and epidemiodogical
containment of CDL

Curvently, NAAT for detection of CIN, that can be performed a5
point-of -case (POC) tests, has expanded, and became mooe acces-
sible. Loop-mediared isothermal amplfication (LAMP] a novel NAAT,
have been developed Sor the dbgnoss of CIN, and compared to other
non-culture-hased methods, & sensitive and specific [6,7] Since
LAMP sy can be pesformed under sothermad conditions, usiog 2
warerbah or thermoecycler block, there & no need for thermal
cycling, which reduces the cost compared with ced-time palymease
chain reaction (RT-PCR [6]. HiberCene's LAMP assay is 2 nowed
qualitative test that tangets the rodA and rodB genes of CD. The aim of
his stedy was to campare the perfomaance of the HibesCene's LAMP
assay with the C diY Quik Chek tes (CDH/ELISA) and RlmAscray
diarthea assays for the dagnosss of CD dlanhea

This prospective, observationad study was conducted it Hospital
das Clindcas, Facddade de Medicing da Universidade de Sio Paulo, 2
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In conclusion, our findings indicate that HiberGene's LAMP
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strong agr 5 other diagnostic tests and Filmarray that
can be very hefpful in management of co-infected patients. Thus,
LAMP method can be exploited as field test especially in resource
limited settings in developing countries, resulting in increased ac-
cess to proper diagnosis and treatment.
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Realization: Support:
Gerly Anne de Castro Brito
2 Postgraduate Qcneq @ (/P Coordinator of the Symposium
llnlv.:rllty Program in o Program in =T
of Canta Sclences (PCMF) T 1 CAPES syecar

(PPF)



8 REFERENCIAS



REFERENCIAS - 167

1. Bartlett JG. Detection of Clostridium difficile infection. Infect Control Hosp
Epidemiol 2010; 31 (Suppl 1): S35-S37.

2. Freeman J et al. The changing epidemiology of Clostridium difficile infections.
Clin Microbiol Rev 2010; 23:529-549.

3.Riggs MM, Sethi AK, Zabarsky TF, et al. Asymptomatic carriers are a potential
source for transmission of epidemic and nonepidemic Clostridium difficile strains

among long-term care facility residents. Clin Infect Dis 2007; 45:992.

4. Smits WK, Lyras D, Lacy DB, Wilcox MH, Kuijper EJ. Clostridium difficile
infection. Nat Rev Dis Primers. 2016 Apr 7; 2:16020.

5. Sandhu BK, McBride SM. Clostridioides difficile. Trends Microbiol. 2018 Dec;
26(12):1049-1050. doi: 10.1016/j.tim.2018.09.004.

6. Lyras D, O'Connor JR, Howarth PM, et al. Toxin B is essential for virulence of
Clostridium difficile. Nature 2009; 458:1176.

7.Alfa MJ, Kabani A, Lyerly D, et al. Characterization of a toxin A-negative, toxin
B-positive strain of Clostridium difficile responsible for a nosocomial outbreak of
Clostridium difficile-associated diarrhea. J Clin Microbiol 2000; 38:2706.

8.Geric B, Rupnik M, Gerding DN, et al. Distribution of Clostridium difficile variant
toxinotypes and strains with binary toxin genes among clinical isolates in an
American hospital. J Med Microbiol 2004; 53:887

9. Lessa FC, Winston LG, McDonald LC; Emerging Infections Program C. difficile
Surveillance Team. Burden of Clostridium difficile infection in the United States.
N Engl J Med. 2015 Jun 11; 372(24):2369-70

10. Gould CV, Edwards JR, Cohen J, et al.Effect of nucleic acid amplification
testing on population-based incidence rates of Clostridium difficile infection. Clin
Infect Dis 2013; 57:1304-7.



REFERENCIAS - 168

11. Balsells E, Shi T, Leese C, Lyell I, Burrows J, Wiuff C, Campbell H, Kyaw MH,
Nair H. Global burden of Clostridium difficile infections: a systematic review and
meta-analysis. J Glob Health. 2019 Jun; 9(1): 010407.

12.Bauer MP, Notermans DW, van Benthem BH, Brazier J S, Wilcox MH, Rupnik
M, Monnet DL, van Dissel JT, Kuijper EJ, ECDIS Study Group. Clostridium
difficile infection in Europe: a hospital-based survey. Lancet 2011; 377: 63-73

13.Balassiano IT, Yates EA, Domingues RM, Ferreira EO. Clostridium difficile: a
problem of concern in developed countries and still a mystery in Latin America. J
Med Microbiol 2012; 61:169-179.

14. Kwon JH, Olisen MA, Dubberke ER. The morbidity, mortality, and costs
associated with Clostridium difficile infection. Infec Dis Clin North Am 2015;
29:123-134

15. McDonald LC.; KillgoreG.E.; Thompsom A.; Owens RC.; Kazakova SV,
Sambol SP; Johnson S; Gerding N. An epidemic, toxin gene-variant strain of
Clostridium difficile. New England Journal of Medicine. 2005, 8, p. 2433-2441,
2005.

16. Warny M.; Pepin J.; Fang A.; Killgore G.; Thompson A.; Brazier J.; Frost E.;
McDonald C. Toxin production by an emerging strain of Clostridium difficile
associated with outbreaks of severe disease in North America and Europe.
Lancet 2005. 366: 1079-1084

17. BauerM. P.; Notermans D. W.; Van Benthem. H.; Brazier JS; Wilcox M. H.;
Rupnik M.; Monnet D. L.; Van Disseld. T.; Kuijper EJ; Ecdis Study Group.
Clostridium difficile infection in Europe: a hospital-based survey. Lancet. 377,
p.63-73, 2011.

18. Quesada-Gomez C; Lopez — Urena D; Acuna-Amador L; Villalobos-Zuniga
M; DU; Freire R; Guzman-Verri C; et al. Emergence of an outbreak-associated
Clostridium difficile variant with increased virulence. Journal of Clinical
Microbiology, 2015 v. 53, 2015. 21.



REFERENCIAS - 169

19. Salazar CL, Reyes C, Atehortua S et al. Molecular, microbiological, and
clinical characterization of Clostridium difficile isolates from tertiary care hospitals
in Colombia. PLoS One 2107; 12(9): e0184689

20. Jiménez A, Araya R, Paniagua D, Camacho-Mora Z et al. Molecular
epidemiology and antimicrobial resistance of Clostridium difficile in a National
Geriatrics Hospital from Costa Rica. J Hosp Infect 2018; 99(4):475-480.

21.Guerrero-Araya E, Meneses C, Castro-Nallar E, Guzman AM et al. Origin,
genomic diversity and microevolution of the Clostridium difficile
B1/NAP1/RT027/STO1 strain in Costa Rica, Chile, Honduras and Mexico. Microb
Genom 2020; 6(5): e000355.

22. Kutty PK, Woods CW, Sena AC, et al. Risk factors for and estimated
incidence of Community associated Clostridium difficile infection, North Carolina,
USA. Emerg Infect Dis. 2010; 16(2):197-204

23. Karlstrom O, Fryklund B, Tullus K, Burman LG. A prospective nationwide
study of Clostridium difficile—associated diarrhea in Sweden: The Swedish C.
difficile Study Group. Clin Infect Dis.1998; 26(1):141-145.

24. Wilcox MH, Mooney L, Bendall R, Settle CD, Fawley WN. A case-control
study of community-associated Clostridium difficile infection.J Antimicrob
Chemother. 2008; 62(2): 388-396.

25. Dial S, Delaney JA, Barkun AN, Suissa S. use o0s gastric acid- suppressive
agents and the risk of community-acquired Clostridium difficile- associated
disease. JAMA 2005; 294:2889-2995.

26. Lessa FC. Community-associated Clostridium difficile infection: how real is
it? Anaerobe 2013; 24:121-123.

27. Pires RN, Falci DR, Monteiro AA, Caurio CFB, Tuon FF, EA, Franca IL, John
JF, Sukiennik TCT, Saldanha GZ, Martins AF, Pasqualotto AC. High frequency

of Clostridium difficile infections in Brazil: Results from a multicenter point-



REFERENCIAS - 170

prevalence study. Infection Control & Hospital Epidemiology 2019;40(4):484-485.
doi: 10.1017/ice.2019.27.

28.Trindade CRN, Domingues Regina Maria CP, Ferreira EO. The epidemiology
of Clostrodioides difficile infection in Brazil: A systematic review covering thirty
years. Anaerobe, 2019;58:13-21. doi: 10.1016/j.anaerobe.2019.03.002.

29. Silva RO, Vilela EG, Neves MS, et al. Evaluation of three enzyme
immunoassays and a nucleic acid amplification test for the diagnosis of
Clostridium difficile-associated diarrhea at a university hospital in Brazil. Rev Soc
Bras Med Trop 2014, 47: 447-50.

30. Pires RN, Monteiro AA, Carneiro LC, Baethgen LF, Tavares R, Lincho CS,
Park S, Perlin D, Rodrigues Filho EM Pasqualotto AC. Clostridium difficile
infection in Brazil: a neglected problem? Am J Infect Control. 2014 Apr;42(4):459-
60.

31. Secco DA Balassiano IT, BoenteRF, Miranda KR, BrazierJ, Hall V, Filho JS,
Lobo LA, Nouer SA, Domingues RMCP. Clostridium difficile infection among
immunocompromised patients in Rio de Janeiro, Brazil and detection of

moxifloxacin resistance in a ribotype 014 strain. Anaerobe 28 (2014) 85e89

32. Spadéo F.; Gerhardt J.; Guimaraes T.; Dulley, F.; Almeida JUNIOR, J.N.;
Batista, M.V.; Shikanai-Yasuda, M.A.; Levin, A.S. & Costa SF. Incidence of
diarrhea by Clostridium difficile in hematologic patients and hematopoietic stem
cell transplantation patients: risk factors for severe forms and death. Rev. Inst.
Med. Trop 2014; 56(4): 325-328

33. Costa CL, Mano de Carvalho CB, Gonzalez RH, Gifoni
AC, RibeiroRA, Quesada-Gémez C, Brito GAC.
Molecular  epidemiology of Clostridium  difficile infection in a
Brazilian cancer hospital. Anaerobe, 2017, Dec; 48:232-236

34. Costa CL, Quesada-Gomez C, de Carvalho CB, Gonzalez RH, Gifoni

MA, Ribeiro RA, de Castro Brito GA. Community-acquired diarrhea associated


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mano%20de%20Carvalho%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gifoni%20MAC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gifoni%20MAC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quesada-G%C3%B3mez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brito%20GAC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25066118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quesada-G%C3%B3mez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25066118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Carvalho%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25066118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25066118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gifoni%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25066118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gifoni%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25066118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25066118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Castro%20Brito%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25066118

REFERENCIAS - 171

with Clostridium difficile in an HIV-positive cancer patient: first case report in Latin
America. Int J Infect Dis. 2014 Sep; 26:138-9.

35. Pires RN, Monteiro AA, Saldanha GZ, Falci DR, Caurio CFB, Sukiennik TCT,
Adam FC, Pasqualotto AC, Martins AF Hypervirulent Clostridium difficile Strain
Has Arrived in Brazil. Infect Control Hosp Epidemiol. 2018; 39(3): 371-373.

36. Diniz AN, de Oliveira Junior CA, Vilela EG, Figueiredo HCP, Rupnik M, Wilcox
MH, Fawley WN, Blanc DS, Faria Lobato FC, Silva ROS. Molecular epidemiology
of Clostridioides (previously Clostridium) difficile isolates from a university
hospital in Minas Gerais, Brazil. Anaerobe 2019 Apr; 56:34-39.

37. Balassiano IT, dos Santos-Filho J, Vital-Brazil JM, Nouér SA, Souza CR,
Brazier JS, et al. Detection of cross-infection associated to a Brazilian PCR-
ribotype of Clostridium difficile in a university hospital in Rio de Janeiro, Brazil.
Antonie Van Leeuwenhoek 2011; 99:249-55.

38. Dubberke ER, Reske KA, Yan Y, Olsen MA, McDonald LC, Fraser VJ.
Clostridium difficile--associated disease in a setting of endemicity: identification
of novel risk factors. Clin Infect Dis. 2007 Dec 15;45(12):1543-9.

39. Vardakas KZ, Konstantelias AA, Loizidis G, Rafailidis Pl, Falagas ME. Risk
factors for development of Clostridium difficile infection due to BI/NAP1/027

strain: a meta-analysis. Int J Infect Dis. 2012;16: e768-73.

40. Yearsley KA, Gilby LJ, Ramadas AV, Kubiak EM, Fone DL, Allison MC.
Proton pump inhibitor therapy is a risk factor for Clostridium difficile associated
diarrhoea. Aliment Pharmacol Ther 2006; 24:613-9.

41. Lowe DO, Mamdani MM, Kopp A, Low DE, Juurlink DN. Proton pump
inhibitors and hospitalization for Clostridium difficile—associated disease: a
population-based study. Clin Infect Dis 2006; 43:1272—6.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25066118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29368667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29368667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubberke%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18190314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reske%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18190314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18190314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olsen%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18190314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McDonald%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18190314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fraser%20VJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18190314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18190314

REFERENCIAS - 172

42. Tabak YP, Johannes RS, Sun X, Nunez CM, McDonald LC. Predicting the
risk for hospital-onset Clostridium difficile infection (HO-CDI) at the time of
inpatient admission: HO-CDI risk score. Infect Control Hosp Epidemiol.
2015;36(6): 695-701.

43. Lungulescu OA, Cao W, Gatskevich E, Tlhabano L, Stratidis JG. CSI: A
severity index for Clostridium difficile infection at the time of admission. J Hosp
Infect. 2011;79(2):151-154.

44. Ooijevaar RE, van Beurden YH, Terveer EM, Goorhuis A, Bauer MP, KellerdJ,
Mulder CJJ, Kuijper EJ, Update of treatment algorithms for Clostridium difficile
infection, Clinical Microbiology and Infection (2018).

45. Kelly CP, LaMont JT. Clostridium difficile--more difficult than ever. N Engl J
Med 2008; 359:1932.

46. McDonald LC, Gerding DN, Johnson S, et al. Clinical Practice Guidelines for
Clostridium difficile Infection in Adults and Children: 2017 Update by the
Infectious Diseases Society of America (IDSA) and Society for Healthcare
Epidemiology of America (SHEA). Clin Infect Dis 2018; 66. el -e48.

47. Kelly CR, Fischer M, Allegretti JR, LaPlante K, Stewart DB, Limketkai BN,
Stollman NH. ACG Clinical Guidelines: Prevention, Diagnosis, and Treatment of
Clostridioides difficile Infections. Am J Gastroenterol. 2021 Jun 1;116(6):1124-
1147. doi: 10.14309/ajg.000000000000127.

48. Debast SB, Bauer MP, Kuipjper EJ;European Society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases. European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases: Uptade of the treatment guidance document for Clostridium
difficile infection. Clin Microbiol Infect 2014; 20(Suppl 2):1-26.

49. Kelly CP. Can we identify patients at high risk of recurrent Clostridium difficile
infection? Clin Microbiol Infect 2012; 18 Suppl 6:21.



REFERENCIAS - 173

50. Hu MY, Katchar K, Kyne L, et al. Prospective derivation, and validation of a
clinical prediction rule for recurrent Clostridium difficile infection.
Gastroenterology 2009; 136:1206.

51.Crobach MJ, Planche T, Eckert C, Barbut F, Terveer EM, Dekkers OM, Wilcox
MH, Kuijper EJ. European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases: update of the diagnostic guidance document for Clostridium difficile
infection Clin Microbiol Infect. 2016, Aug; 22 Suppl 4. S63-81. doi:
10.1016/j.cmi.2016.03.010. Epub 2016 Jul 25.

52. Polage CR, Gyorke CE, Kennedy MA, Leslie JL, Chin DL, Wang S, Nguyen
HH6, Huang B, Tang YW, Lee LW6, Kim K, Taylor S, Romano PS, Panacek EA,
Goodell PB, Solnick JV, Cohen SH. Overdiagnosis of Clostridium difficile
Infection in the Molecular Test Era JAMA Intern Med. 2015 Nov;175(11):1792-
801.

53. Kraft CS, Parrott JS, Cornish NE, et al. A laboratory medicine best practices
systematic review and meta-analysis of nucleic acid amplification tests (NAATS)
and algorithms including NAATSs for the diagnosis of Clostridioides (Clostridium)
difficile in adults. Clin Microbiol Rev 2019; 32: e00032-18

54. Burnham CA.; Carrol KC. Diagnosis of Clostridium difficile infection: an
ongoing conundrum for clinicians and for clinical laboratories. Clinical
Microbiology Reviews. 2013; 26:604-30

55. Planche T, Wilcox MH. Diagnostic pitfalls in Clostridium difficile infection.
Infect Dis Clin Am. 2015; 29:63-82.

56. Chen S, Gu H, Sun C, Wang H, Wang J. Rapid detection of Clostridium
difficile toxins and laboratory diagnosis of Clostridium infections. Infection 2017;
45:255-262

57. De Jong E, de Jong AS, Bartels CJ, van der Rijt-van den Biggelaar C,

Melchers WJ, Sturm PD. Clin and Laboratory evaluation of real-time PCR for



REFERENCIAS - 174

Clostridium difficile toxin A and B genes. Eur j Clin Microbiol Infect Dis. 2012; 31;
2219-25.

58. Sandlund J, Bartolome A, Almazan A, Tam S, Biscocho S, Abusali S, Bishop
JJ, Nolan N, Estis J, Todd J, Young S, Senchyna F, Banaei N Ultrasensitive
Detection of Clostridioides difficile Toxins A and B by Use of Automated Single-
Molecule Counting Technology. J Clin Microbiol. 2018 Oct 25; 56(11

59. Pollock NR, Banz A, Chen X, et al. Comparison of Clostridioides difficile stool
toxin concentrations in adults with symptomatic infection and asymptomatic
carriage using an ultrasensitive quantitative immunoassay. Clin Infect Dis. 2019;
68 (1):78-86.

60. Planche TD. Davies KA, Coen PG, Finney JM, Monahan IM, Morris KA, et al.
Differences in outcome according to Clostridium difficile testing method: a
prospective multicenter diagnostic validation study of C difficile infection. Lancet
Infect Dis. 2013; 13:936-45.

61. Boyanton BL, Sural P, Loomis CR, et al. Loop-mediated isothermal
amplification compared to real-time PCR and enzyme immunoassay for toxigenic
C. difficile detection. J Clin Microbiol 2012; 50: 640-5.

62. Chen W, Liu W, Li Y, et al. Diagnostic accuracy of loop-mediated isothermal
amplification in detection of Clostridium difficile in stool samples: a meta-analysis.
Arch Med Sci 2015 Oct 12; 11(5): 927-936.

63. Lloyd A, Pasupuleti V, Thota P, Pant C, Rolston DD, Hernandez AV, et al.
Accuracy of loop-mediated isothermal amplification for the diagnosis of
Clostridium difficile infection: a systematic review. Diagn Microbiol Infect Dis.
2015; 82(1):4-10.

64. Thabit AK, Alsolami MH, Baghlaf NA, Alsharekh RM, et al. Comparison of
three current Clostridioides difficile infection guidelines: IDSA/SHEA, ESCMID,
and ACD guidelines. Infection 2019; 19 august


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandlund%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bartolome%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Almazan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tam%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biscocho%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abusali%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bishop%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bishop%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nolan%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Estis%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Todd%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Young%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Senchyna%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Banaei%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30158195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30158195

REFERENCIAS - 175

65.Killgore, G. et al. Comparison of seven techniques for typing international
epidemic strains of Clostridium difficile: restriction endonuclease analysis,
pulsed-field gel electrophoresis, PCR-ribotyping, multilocus sequence typing,
multilocus variable-number tandem-repeat analysis, amplified fragmen length
polymorphism, and surface layer protein A gene sequence typing. J. Clin.
Microbiol. 200; 8 46, 431-437.]

66. Eyre, D. W. et al. Diverse sources of C. difficile infection identified on
wholegenome sequencing. N. Engl. J. Med 2013; 369: 1195-1205.

67. Kumar, N. et al. Genome-based infection tracking reveals dynamics of
Clostridium difficile transmission and disease recurrence. Clin. Infect. Dis 2016;
62:746-752.

68. Hu MY, Katchar K, Kyne L et al. Prospective derivation and validation of a
clinical prediction rule for recurrent Clostridium difficile infection.
Gastroenterology 2009; 136:1206.

69. Johnson S, Louie TJ, Gerding DN, et al. Vancomycin, metronidazole, or
tolevamer for Clostridium difficile infection: results from two multinational,
randomized, controlled trials. Clin Infect Dis. 2014; 59: 345-354

70. Di X, Bai N, Zhang X, et al. A meta-analysis of metronidazole and vancomycin
for the treatment of Clostridium difficile infection, stratified by disease severity.
Braz J Infect Dis. 2015; 19: 339-349.

71.Stevens VW, Nelson RE, Schwab-Daugherty EM, et al. Comparative
effectiveness of vancomycin and metronidazole for the prevention of recurrence
and death in patients with Clostridium difficile infection. JAMA Intern Med. 2017;
177: 546-553.

72. Bolton RP, Culshaw MA. Faecal metronidazole concentrations during oral
and intravenous therapy for antibiotic associated colitis due to Clostridium
difficile. Gut 1986; 27:1169.



REFERENCIAS - 176

73. Baines SD, O'Connor R, Freeman J, et al. Emergence of reduced
susceptibility to metronidazole in Clostridium difficile. J Antimicrob Chemother
2008; 62:104

74. Fraga EG, Nicodemo AC, Sampaio JLM. Antimicrobial susceptibility of
Brazilian Clostridium difficile strains determined by agar dilution and disk diffusion
Braz J Infect Dis 2016 (20); 5:476-481

75. Stevens VW, Nelson RE, Schwab-Daugherty EM, et al. Comparative
effectiveness of vancomycin and metronidazole for the prevention of recurrence
and death in patients with Clostridium difficile infection. JAMA Intern Med. 2017;
177:546-553. doi:10.1001/jamainternmed.2016.9045

76 Siegfried J, Dubrovskaya Y, Flagiello T, et al. Initial therapy for mild to
moderate Clostridium difficile infection: exploring the role of oral metronidazole
versus vancomycin in 168 hospitalized patients. Infect Dis Clin Pract. 2016;
24:210-216.

77. Nguyen CT, Li J, Anders S, Garcia-Diaz J, Staffeld-Coit C, Hand J.
Comparison of outcomes with vancomycin or metronidazole for mild-to-moderate
Clostridium difficile associated diarrhea among solid organ transplant recipients:
a retrospective cohort study. Transpl Infect Dis. 2018; 20: e12867.
doi:10.1111/id.12867

78. Louie TJ, Miller MA, Mullane KM, et al. Fidaxomicin versus vancomycin for
Clostridium difficile infection. N Engl J Med 2011; 364:422-43.

79. Cornely OA, Miller MA, Louie TJ, et al. Treatment of first recurrence of
Clostridium difficile infection: fidaxomicin versus vancomycin. Clin Infect
Dis.2012; 55 (Suppl 2): S154-161

80. Guery B, Menichetti F, Anttila VJ, et al. Extended-pulsed fidaxomicinv ersus
vancomycin for Clostridium difficile infection in patients 60 years and older
(EXTEND): a randomised, controlled, open-label, phase 3b/4 trial. Lancet Infect
Dis. 2018; 18: 296-30



REFERENCIAS - 177

81. Johnson S, Schriever C, Galang M, et al. Interruption of recurrent Clostridium
difficile-associated diarrhea episodes by serial therapy with vancomycin and
rifaximin. Clin Infect Dis. 2007; 44: 846-848.

82. Drekonja DM, Butler M, MacDonald R, et al. Comparative effectiveness of
Clostridium difficile treatments: a systematic review. Ann Intern Med. 2011; 155:
839-847.

83.Sirbu BD, Soriano MM, Manzo C, et al. Vancomycin Taper and Pulse Regimen
with Careful Follow-up for Patients with Recurrent Clostridium difficile Infection.
Clin Infect Dis 2017; 65:1396.

84.Drekonja D, Reich J, Gezahegn S, et al. Fecal Microbiota Transplantation for
Clostridium difficile Infection: A Systematic Review. Ann Intern Med 2015;
162:630.

85. Hvas CL, Dahl Jgrgensen SM, Jgrgensen SP, et al. Fecal Microbiota
Transplantation Is Superior to Fidaxomicin for Treatment of Recurrent
Clostridium difficile Infection. Gastroenterology 2019; 156:1324.

86. Nelson RL, Suda KJ, Evans CT. Antibiotic treatment for Clostridium difficile-
associated diarrhoea in adults. Cochrane Database Syst Rev 2017; 3:CD004610.

87. Dieterle MG, Rao K, Young VB. Novel therapies and preventative strategies
for primary and recurrent Clostridium difficile infections. Ann N Y Acad Sci. 2019;
1435(1):110-138. d0i:10.1111/nyas.13958

88. Wilcox MH, Gerding DN, Poxton IR, et al; MODIFY | and MODIFY I
Investigators. Bezlotoxumab for prevention of recurrent Clostridium difficile
infection. N Engl J Med. 2017; 376(4):305-317. doi:10.1056/NEJM0a1602615

89. Ma J, Dubberke E. Current management of Clostridioides (Clostridium)
difficile infection in adults: a summary of recommendations from the 2017
IDSA/SHEA clinical practice guideline. Pol Arch Interm Med 2019; 129(3):189-
198



REFERENCIAS - 178

90. Banach DB, Bearman G, Barnden M, et al. Duration of Contact Precautions
for Acute-Care Settings. Infect Control Hosp Epidemiol 2018; 39:127

91. Baur D, Gladstone BP, Burkert F, et al. Effect of antibiotic stewardship on the
incidence of infection and colonisation with antibiotic-resistant bacteria and
Clostridium difficile infection: a systematic review and meta-analysis. Lancet
Infect Dis 2017; 17:990.

92.Goldberg EJ, Bhalodia S, Jacob S, Patel H, Trinh KV, Varghese BA, Yang J,
Young SR, Raffa RB. Clostridium difficile infection: A brief update on emerging

therapies.

93. Neal MD, Alverdy JC, Hall DE, Simmons RL, Zuckerbraun BS. Diverting loop
ileostomy and colonic lavage: an alternative to total abdominal colectomy for the
treatment of severe, complicated Clostridium difficile associated disease. Ann
Surg. 2011; 254(3):423-7.

94. Assefa, S., Keane, T. M., Otto, T. D., Newbold, C. & Berriman, M. ABACAS:
algorithm-based automatic continuation of assembled sequences. Bioinformatics
25, 1968-1969, (2009).

95. Seemann, T. Prokka: rapid prokaryotic genome annotation. Bioinformatics
30, 2068-2069, (2014).]

96. Larsen MV, Cosentino S, Rasmussen S, Friis C, et al. Multilocus Sequence
Typing of Total Genome Sequenced Bacteria. J. Clin. Micobiol. 2012. 50(4):
1355-1361.

97. E, Garcia-Fernandez A, Voldby Larsen M, Lund O, et al. PlasmidFinder and
PMLST: in silico detection and typing of plasmids. Carattoli A, Zankari Antimicrob.
Agents Chemother. 2014. April 28th.

98. Cancado LGG, Silva SRO, Rupnik M, et al. Clinical epidemiology of
Clostridium difficile infection among hospitalized patients with antibiotic

associated diarrhea in a university hospital of Brazil. Anaerobe 2018; 54: 65-71.



REFERENCIAS - 179

99. Eze P, Balsells E, Kyaw MH and Nair H. Risk factors for Clostridium difficile
infections-an overview of the evidence base and challenges in data synthesis. J
of Global Health 2017.

100. Slimings C, Riley TV. Antibiotis and hospital-acquired Clostridium difficile
infection: update of systematic review and meta-analysis. J Antimicrob
Chemother 2014; 69:881-91.

101. BRASIL (2017) ANVISA. Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade
em Servigcos de Saude n 17: Avaliacao dos indicadores nacionais das Infec¢des
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e Resisténcia microbiana do ano de
2017.https:/lwww?20.anvisa.gov.br/segurancadopaciente/index.php/publicacoes/
item/boletimseguranca-do-paciente-e-qualidade-em-servicos-de-saude
(acessed 18 december 2020).

102. Matos Porto AP, Goossens H, Versporten A, Costa SF, on behalf of Brazilian
Global-PPS working group (2019) Global point prevalence survey (Global-PPS)
of antimicrobial consumption in Brazilian hospitals. J Hosp Infect 104:165-171.
https://doi.org/10. 1016/j.jhin.2019.10.016

103. Arriola V, Tischendorf J, Musuuza J et al (2016) Assessing the risk of
hospital-acquired Clostridium difficile infection with proton pump inhibitor use: a

meta-analysis. Infect Control Hosp Epidemiol 37:1408-1417.

104. Goldenberg JZ, Yap C, Lytvyn L, Lo CKF et al. Probiotics for the prevention
of Clostridium difficile-associated diarrhea in adults and children. Cochrane
Database Syst Rev 2017 ;( 12):CD006095.

105. Hickson M. Probiotics in the prevention of antibiotic associated diarrhoea
and Clostridium difficile infection. Ther Adv Gastroenterol 2011; 4(3):185197.
https://doi.org/10.1177/ 1756283X11399115.


https://doi.org/10.%201016/j.jhin.2019.10.016

REFERENCIAS - 180

106. Bella SD, Friedrich AW, Garcia-Almodovar E et al (2015) Clostridium difficile
infection among hospitalized HIV-infected individuals: epidemiology and risk
factors: results from a case-control study (2002—2013). BMC Infect Dis 15:194.

107. Le F, Arora V, Shah DN et al. A real-world evaluation of oral vancomycin for
severe Clostridium difficile infection: implications for antibiotic stewardship
programs. Pharmacotherapy 2012; 32(2):129— 134.

108. Khanafer N, Blais L, Barbut F et al. Treatment of Clostridium difficile infection
in a French university hospital. Scand J Gastroenterol 2015; 50(10):1253-1260.

109. Li R, Lu L, Lin Y, Wang M, Liu X. Efficacy and safety of metronidazole
monotherapy versus vancomycin monotherapy or combination therapy in
patients with Clostridium difficile infection: a systematic review and meta-
analysis. PLoS One. 2015; 10: e0137252. doi: 10.1371/journal.pone.0137252

110. Di X, Bai N, Zhang X, et al. A meta-analysis of metronidazole and
vancomyecin for the treatment of Clostridium difficile infection, stratified by disease
severity. Braz J Infect Dis. 2015; 19:339-349. doi: 10.1016/j.bjid.2015.03.006

111. lgarashi Y, Tashiro S, Enoki Y, et al. Oral vancomycin versus metronidazole
for the treatment of Clostridioides difficile infection: meta-analysis of randomized
controlled trials. J Infect Chemother. 2018; 24:907-914. doi:10.1016/j.
jiac.2018.08.003

112. Sholeh M, Krutova M, Forouzesh M et al (2020) Antimicrobial resistance in
Clostridioides (Clostridium) difficile derived from humans: a systematic review
and meta-analysis.  Antimicrob  Resist Infect Control  9(1):158.
ttps://doi.org/10.1186/s13756-020-00815-5

113. European Centre for Disease Prevention and Control (2015) European
surveillance of Clostridium difficile infections. Surveillance protocol version 2.2.
ECDC, Stockholm. https://doi. org/10.2900/44795


https://doi/

REFERENCIAS - 181

114. Erikstrup LT, Danielsen TKL, Hall V, Olsen KEP, Kristensen B, Kahlmeter
G, Fuursted K. Antimicrobial susceptibility testing of Clostridium difficile using
EUCAST epidemiological cut-off values and disk diffusion correlates. Clin
Microbiol Infect 2012; 18(8): E266—E272

115. Dingle KE, Didelot X, Quan TP et al. Effects of control interventions on
Clostridium difficile infection in England: an observational study. Lancet Infect Dis
2077;17(4):411-421

116. Baine SD, Wilcox MH. Antimicrobial resistance and reduced susceptibility in
Clostridium difficile: potential consequences for induction, treatment, and
recurrence of C. difficile infection. Antibiotics 2015; 4:267—-298.

117. Salazar CL, Reyes C, Cienfuegos-Gallet AV et al. A. Subtyping of
Clostridium difficile PCR ribotypes 591, 106 and 002, the dominant strain types
circulating in Medellin, Colombia. PLoS One 2018; 13(4): e0195694

118. Davies KA, Ashwin H, Longshaw CM, Burns DA, Davis GL, Wilcox MH,
EUCLID study group Diversity of Clostridium difficile PCR ribotypes in Europe:
results from the European, multicentre, prospective, biannual, point-prevalence
study of Clostridium difficile infection in hospitalized patients with diarrhea
(EUCLID), 2012 and 2013. Euro Surveill 21(29)

119.Yin C, Chen DS, Zhuge J, McKenna D, Sagurton J et al. Complete genome
sequences of four toxigenic Clostridium difficile: clinical isolates from patients of
the Lower Hudson Valley, New York, USA. Genome Announc 2018; 6(4):
e01537—e01517

120. Cheng JW, Liu C, Kudinha T, et al. The tcdA-negative and tcdB-positive
Clostridium difficile ST81 clone exhibits a high level of resistance to
fluoroquinolones: a multi-centre study in Beijing, China. Int J Antimicrob Agents.
2020 Jul;56(1):105981. doi: 10.1016/j.ijjantimicag.2020.105981. Epub 2020 Apr
21. PMID: 32330584.



REFERENCIAS - 182

121. Bauer MP, Notermans DW, van Benthem BH, Brazier JS, Wilcox MH et al.
Clostridium difficile infection in Europe: a hospital-based survey. Lancet 2011;

377:63-7347.

122. Chen YB, Gu SL, Shen P et al (2018) Molecular epidemiology and
antimicrobial susceptibility of Clostridium difficile isolated from hospitals during a
4-year period in China. J Med Microbiol 2018; 67(1): 52-59.



