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RESUMO

Introducéo: Devido ao uso indiscriminado de antibi6ticos, infecgdo por Clostridium
difficile (ICD) tem aumentado significativamente em frequéncia e severidade ao longo dos

anos, acarretando em maior morbidade e mortalidade além de maiores custos hospitalares.

Objetivo: O objetivo deste estudo € avaliar os fatores de risco e fatores associados a
pior progndstico por colite Clostridium difficile em pacientes adultos internados.

Desenho do estudo: Estudo de caso-controle retrospectivo

Meétodos: Em um Hospital terciario, durante o periodo de 1° de janeiro de 2010 a 31
de julho de 2012, foram comparados 75 pacientes com colite por Clostridium difficile
documentada com 75 controles correspondentes com diarreia de origem nosocomial devido a
outras etiologias. Foram identificados pacientes com ICD aqueles cuja pesquisa de toxinas A
ou B, exame imunoenzimético VIDAS®, foi positiva ou aqueles com exames negativos ou
indeterminados para estas toxinas com colonoscopia compativel com colite por Clostridium
difficile. Todas variéveis clinicas e microbiolégicas com P <0,10 na andlise univariada, foram
incluidos na analise de regressdo logistica multipla afim de avaliar potenciais fatores de risco
e fatores de pior prognostico associados a colite por C. difficile entre pacientes com diarréia

internados. Na analise multivariada, variaveis independentes permaneceram se P < 0,05.

Resultados: Uso prévio de antibiéticos (OR, 13.3; 95% CI, 1.40-126.90), presenca de
distensdo abdominal (OR, 3.85; 95% CI, 1.35-10.98) e leucdcitos fecais (OR, 8.79; 95% ClI,
1.41-54.61) diante a apresentacdo de diarreia foram de preditores de infeccdo por Clostridium
difficile. Por outro lado, presenca de anorexia esteve negativamente associado com ICD (OR,
0.15; 95% CI, 0.03-0.66). Em relacdo a analise multivariada, alimentagdo por sonda naso-
entérica (SNE) mostrou-se o Unico fator independente associado a pior prognostico, este
avaliado como: pacientes admitos em unidade de terapia intensiva (UTI), mortalidade
hospitalar e faléncia de tratamento (OR, 3.75; 95% CI, 1.24-11.29).

Concluséo: Uso de antibiotico foi fator de risco para colite por Clostridium difficile
observado neste estudo. O uso de suporte nutricional por SNE foi o Unico fator associado a

pior prognostico.

Palavras Chave: Clostridium difficile, Infeccéo hospitalar, Fatores de Risco



ABSTRACT

Background: Due to the indiscriminate use of antibiotics, Clostridium
difficile infections (CDI) is increasing in frequency and severity over the years, resulting in

increased morbidity and mortality as well as higher hospital costs.

Objective: The aim of this study was to evaluate factors associated with Clostridium
difficile infection among adult patients with hospital-acquired diarrhea and factors associated

with poor prognosis.
Study design: Retrospective case-control study.

Methods: In a terciary hospital, during the period of january 1° 2010 to 31 july 2012,
were compared 75 patients with documented Clostridum difficile colitis with 75 matched
controls with hospital-acquired diarrhea secondary to an etiology other than Clostridium
difficile. Patients with colits were identified by a positive toxins A or B, an immunoenzymatic
test VIDAS®, or by a negative or indeterminate test for these toxins with colonoscopy
compatible with Clostridium difficile colitis. All clinical and microbiological variables with a
P value <0.10 in the univariate analysis were included in the stepwise multiple logistic
regression to identify potential factors associated with C. difficile etiology among patients
with hospital-acquired diarrhea and factors associated with poor prognosis among those
patients with documented C.difficile colitis. In the multivariate model, independent variables
remained in the model if the P value was < 0.05.

Results: Previous antibiotic treatment (OR, 13.3; 95% CI, 1.40-126.90), presence of
abdominal distension (OR, 3.85; 95% CI, 1.35-10.98) and fecal leukocytes (OR, 8.79; 95%
Cl, 1.41-54.61) at the onset of diarrhea were predictors of CDI. On the other hand, presence
of anorexia was negatively associated with C.difficile etiology (OR, 0.15; 95% CI, 0.03-0.66).
Upon multivariate analysis, enteral tube feeding was the only factor independently associated
with a composite endpoint which included in-hospital mortality, ICU admission and treatment
failure (OR, 3.75; 95% ClI, 1.24-11.29).

Conclusion:.Previous antibiotic use was risk factor for clostridium difficile colits. In

this study tube feeding was the only factor associated with poor prognosis.

Key Words: Clostridium difficile, Nosocomial infection, Risk factor
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1. INTRODUCAO

Diarreia associada a antibidticos tem sido descrita desde o uso destes na década de 40.
Com o uso indiscriminado destes, observou-se aumento na incidéncia desta patologia.
Atualmente, a infeccdo por Clostridium difficile € reconhecida por ser a maior causa de
diarréia de origem nosocomial, com incidéncia crescente, principalmente apds 2007. Observa-
se também aumento da morbidade e mortalidade além de permanéncia e custos hospitalares

devido a esta infeccdo.

Entretanto, pouco é descrito a respeito desta infeccdo nos paises da América Latina.
Afim de avaliar melhor estes dados, foram coletados dados de pacientes adultos com diarreia
internados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, hospital de alta complexidade no Rio
Grande do Sul, Brasil. Foram analisados fatores de risco, caracteristicas demograficas,

tratamentos instituidos e desfechos dos pacientes internados.

Tambeém foi realizada revisao de literatura de 1935, para fins historicos, até 2014 afim
de embasarmos e compararmos nossos achados com a literatura encontrada com intuito de
avaliar a realidade vivida nesta instituicdo e, se necessario, realizar mudancas para prevengao

de colite causada por Clostridium difficle.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacoes
A revisao da literatura foi focada nos fatores de risco, tratamento e mortalidade associados

a infeccdo por Clostridium difficile. Os termos utilizados para a pesquisa no PubMed/Medline

foram: “Clostridium difficile”, “Risk factors”, “Treatment”, “Mortality”.

PubMed / Medline

|

PALAVRAS-CHAVE: Encontrados Utilizados
1-Clostridium difficile B l l
2- Risk Factors 1 9442 ——» 24

3-Treatment

4-Mortality +2 | — 1209 — 25
143 f— 4898 —> 20
1+4 |— 1058 —>» 8

2.2 Histoérico

Diarreia associada a antibioticos tem sido documentada desde o inicio do uso destes
para tratamento de infeccdes desde 1940. Clostridium difficile (CD), uma bactéria bacilo
gram positivo anaerdbia formadora de esporos, foi inicialmente identificado na flora intestinal
de recém-nascidos saudaveis em 1935 (1) e foi originalmente chamada de Bacillus difficilis
devido a dificuldade em se isolar o organismo (1). Achava-se que esta bactéria ndo era
patogénica até 1978, quando Bartlett et al (2) identificou CD como sendo o produtor de
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citotoxinas em culturais de fezes de pacientes com colite pseudomembranosa induzida por
antibidticos e, também, em 20% daqueles com diarréia associada a antibidtico. Desde ento,

a incidéncia desta patologia vem aumentando progressivamente

Figura 1. Clostridium difficile de amostra de fezes em microscopia eletronica.

Fonte: Centres for disease controls and prevention — Clostridium difficile associated diarrheia

2.3 Epidemiologia

Atualmente, 15-30% dos pacientes internados desenvolvem diarréia por diversas
causas. Na maioria dos casos de diarreia (70-90%) a causa mostra-se ndo infecciosa, como
uso de certos medicamentos, nutricdo enteral, intolerancia a lactose, entre outros (3). Alguns
casos, como diarreia viral, a freqtiéncia é mais dificil de ser avaliada devido a dificuldade
diagnostica. Do total de pacientes com diarreia, 10-30% tem como causa infecgdo por
Clostridium difficile (ICD) (3-5) revelando-se como a maior causa de diarreia nosocomial
infecciosa. Varios estudos ja demonstraram a alta prevaléncia de ICD e com 0 uso crescente

de antibidticos (ATB) e internagdes hospitalares, observa-se aumento de casos.

Um estudo multicéntrico realizado em Quebec durante o periodo de 1998-2006,
mostrou que durante o periodo de 1998 a 2001 havia 5,8 casos para cada 1000 pacientes com
alta e durante o periodo de 2004-2006 este numero aumentou para 20,7 casos por 1000

pacientes com alta (6).

Na Europa, um grupo apoiado pelo centro de doencas, prevencédo e controle europeu

realizou um estudo em 34 paises em novembro de 2008 afim de avaliar a epidemiologia de
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ICD, incluindo taxa de incidéncia, fatores de risco e mortalidade. Foram selecionados 1 a 6
hospitais por pais, conforme populacdo, totalizando 97 hospitais. Foi observado que a taxa de
infeccdo variou muito entre os paises de nenhuma infeccdo, em Luxemburgo, a 8 pacientes

por 10.000 admissdes na Finlandia (7).

Na América Latina poucos estudos também demonstraram a prevaléncia de ICD. Um
estudo prospectivo realizado por Goorhuis et al, de maio de 2000 a dezembro de 2005, em um
hospital em Buenos Aires avaliou a taxa de incidéncia de ICD por 10.000 admissdes a cada
ano sendo, respectivamente, 37, 84, 67, 43, 48 e 42 dos anos 2000 a 2005 (8). Jensen et al
realizou um estudo retrospectivo de junho de 2003 a marco de 2008 em Valparaiso, Chile, em
um hospital terciério e encontrou uma incidéncia de 15,9% de ICD (8).

No Brasil, alguns estudos também ja avaliaram a incidéncia de ICD. Marcon et al
realizou estudo de caso-controle em Santo André entre o periodo de janeiro a outubro de
2002, totalizando 49 casos; destes 22 (44%) tinham diagnostico de infecgdo por Clostridium
difficile (9). Outro estudo mais recente, realizado em um hospital terciario no Rio de Janeiro,
Balonia et al mostrou incidéncia de 27,1% de ICD durante o intervalo de mar¢o de 2008 a
setembro de 2009 (10). Outro estudo prospectivo observacional, realizado em Porto Alegre
demonstrou uma incidéncia de 8,3%, este foi realizado em dois hospitais terciarios,
totalizando 96 pacientes durante 12 meses, de 2011 a 2012 (11).

Atualmente, alguns estudos estdo sendo realizados em diferentes subgrupos de
pacientes em relacdo a ICD, como por exemplo infeccdo em pacientes com o virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), diabetes melitos (DM), transplantes sélidos e de medula
Ossea, devido a crescente freqliéncia, inclusive de complicacBes e mortalidade de infeccdo

nestas populagoes.

2.4 Custos Hospitalares

Com o aumento da taxa de infeccdo por CD observa-se, como consequéncia maior

taxa de complicacdes, permanéncia hospitalar e custos hospitalares.

Poucos estudos foram realizados afim de avaliar os gastos e permanéncia hospitalares.
O’Brien et al observou um tempo de permanéncia atribuido a ICD de mais 6,4 dias na

internacdo; ja Kyne et al verificou esta taxa de 2,8 dias e Song et al de 5,5 dias (12-14).
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Uma simulacdo econdmica realizada em 2012 por Mcglore, demostrou que o custo de
um paciente com ICD hospitalizado pode variar de 9.179 a 11.456 dolares (15). O’Brien
obervou em 2008 que os gastos atribuidos por caso eram cerca de 11.498 dolares e Song

verificou que apo6s 2004 este custo seria de 7.123 ddlares (12-15).

2.5 Infecgdo comunitaria

O aumento da incidéncia geral de ICD também se deve ao fato que muitos casos séo

de origem comunitaria.

Alguns estudos ja estdo sendo realizados afim de avaliar esta realidade. Dados da
Europa e Norte da América sugerem que 20-27% do total de casos de ICD sdo comunitarios,
com incidéncia de 20-30 casos por 100.000 pessoas (16,17). Outro estudo populacional
realizado em Minesota, entre 1991 e 2005, mostrou que 40 % de infecgdes por CD tinha
origem comunitaria. Observou que os pacientes acometidos na comunidade eram mais jovens;
55% tinham entre 18 e 65 anos e os de origem nosocomial (63%) tinham mais de 65 anos
(P<0,001). Também constatou que a severidade € menor em pacientes com infeccdo de
origem comunitaria quando comparada a origem hospitalar, sendo 20% e 31%

respectivamente (p<0,001) (18).

2.6 Viruléncia

Os fatores de viruléncia de CD sdo representados pelas toxinas A e B. Estudos,
atualmente, mostram uma maior prevaléncia da toxina B na infeccdo em humanos (5). Ha
ainda uma terceira toxina, identificada em 17 % das cepas, conhecida como toxina binaria,
que produz ambas toxinas e possui maior poder de aderéncia nas células epiteliais (4). Cepas

de CD que ndo produzem toxinas sdo consideradas ndo patogénicas.

Os genes que codificam estas toxinas sdo tcdA e tcdB, respectivamente. Além destes,
h& dois genes reguladores tcdC e tcdR, responsaveis por serem depressor e ativador da
producéo de toxinas A e B, respectivamente, e 0 gene tcdE, agindo como porina de superficie,

facilitando a saida das toxinas (19).
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Em 1987, Hunderger et al demonstrou uma cepa com aumento na transcri¢cdo dos
genes tcdA, tcdB, tcdR e tcdE e diminuicdo do gene tcdC durante a progressdo da fase
exponencial até a fase estacionaria do crescimento de CD. Em 2000, descobrui-se que estas
alteracdes levaram a emergéncia de um clone endonuclease anélise subgrupo BI, ribotipo 027,
PFGE pulsotype 1 (BI/NAP1/027) no norte americano e também Europa, reconhecida como
cepa hipervirulenta. Esta cepa apresenta maior viruléncia, disseminagdo mais rapida e também

foi associada a maiores complicagdes, como megacélon toxico, choque séptico e perfuragéo.

O ribotipo 027 aumenta em 16 vezes a producdo de toxina A e 23 vezes a producao de
toxina B, segundo Wany et al em 2005 (18). Uma razdo para esta superproducao seria devido
a delecdo na posi¢do 117 do gene tcdC, diminuindo a repressao deste gene, contribuindo para
0 aumento da producdo de toxinas A e B. Além disso, também foi visto que esta cepa
hipervirulenta apresenta maiores percentuais de esporulacdo, aumentando, deste modo, sua
disseminacdo, conforme Vohio 2012 (20). Devido as caracteristicas apresentadas, observou-se
aumento na incidéncia de ICD desde o0 ano 2000 em todas as partes do mundo.

2.7 Fisiopatologia

A patogénese do CD é um processo multifatorial, dependendo das toxinas A e B,
produzidas por cepas virulentas, alteracbes no trato gastrointestinal (TGI) e resposta do

hospedeiro.

O CD ¢ adquirido pela ingestdo de esporos transmitidos de outras pessoas, com ou

sem sintomas, ao ambiente ou pelas maos, principalmente, de profissionais da saude.

Os esporos que resistem a acidez géastrica passam para o intestino delgado, onde sdo
expostos a fatores do hospedeiro que propiciam a germinacdo do CD, transformando-se apos
em sua forma vegetativa. Quando esta Gltima forma atinge o ceco e cdlon, associada a
ambientes anaerobios, hospedeiros susceptiveis e alteracdes normal da flora, ha a aderéncia,
penetracao e interiorizacdo nas superficies de celulas epiteliais, ocorrendo a colonizagéo por
Clostridium difficile. Quando h& a produgéo de toxinas, a sintomatologia varia de carreadores,

ou seja, pacientes assintomaticos, a diarreia com colite e até complicagoes.
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Quando as células vegetativas entram em uma fase estaciondria de crescimento, a
producdo e secrecdo de toxinas aumenta. As toxinas produzidas ligam-se as células do
hospedeiro, penetram nestas e apds séo transportadas ao citoplasma. Apds, as toxinas tem a
capacidade de inativar GTPases do hopedeiro (proteinas Rho, Roc e Cd42), estas tem como
funcdo hidrolizar a guanosina trifosfato, transformando-as em guanosina difosfato, este
essencial na sintese de nucleotideos para sintese de RNA. Com esta inativacdo ha alteracdes,
como aumento da permeabilidade e da camada epitelial intestinal por inflamacdo e
modificagdes, principalmente, na integridade do citoesqueleto de actina, resultando em

apoptose celular.

Com poucas horas de exposic¢do epitelial as toxinas, as células epiteliais do hospedeiro
comecgam a secretar inimeras citocinas, como interleucina 8, que promovem o recrutamento e
ativacdo neutrofilica no sitio de infeccdo. Ha, assim, um dano caracterizado por perda celular
epitelial e infiltracdo neutrofilica importante que contribuem para manifestacdes clinicas
sistémicas. A resposta inflamatoria do hospedeiro é o maior determinante de severidade e

estd intimamente correlacionada com diarreia persistente e pior resposta clinica (21).
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Figura 2. Fisiopatologia da infecgéo por Clostridium difficille
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Fonte: Adaptato de McCollum, 2012. Primeiramente, observa-se alteracdo da microbiota
intestinal normal, seguido de colonizacdo pela bactéria Clostridium difficile e, apos, producédo
de toxinas, ocasionando inflamacdo, sintomas sistémicos e morte celular.

2.8 Papel da micorbiota intestinal na ICD
A microbiota intestinal é essencial para impedir a ICD. Notam-se alteracbes na
microbiota com o passar dos anos, da infancia a idades avancadas, relacionadas com fatores
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ambientais, como uso de ATB e dieta, aumentando assim a incidéncia de colonizagdo de CD
nestas faixas etérias (22).

O uso de ATB, por exemplo, promove alteracdo na microbiota da mucosa coldnica,
propiciando proliferacdo de outras bactérias e fungos, promovendo colonizacdo e posterior
infeccédo por Clostridium difficile.

Além de haver um ambiente propicio para proliferacdo de CD com alteracdo de
microbiota, obsevam-se também alteracdes metabdlicas na composi¢do do célon. O uso de
ATB pode diminuir os niveis de cadeias curtas de acidos graxos, aminoacidos e acidos
biliares primérios e aumentar os niveis de oligossacarideos, colina e &cidos biliares
secundarios. As cadeias curtas de acido graxo regulam a proliferacdo e diferenciacao celular,
secrecdo hormonal e atuacdo de respostas inflamatdrias do recrutamento neutrofilico. Os
acidos biliares tem papel fundamental em regular a germinacdo de esporos do CD; os
oligossacarideos estimulam a transformag&o da forma de esporo para vegetativa.

Além disso, a microbiota também produz pequenas moléculas que influenciam na

resposta inflamatoria e imune.

2.9 Papel da imunidade do hospedeiro

Recentes estudos comegaram a caracterizar respostas inatas e adaptativas em relacéo a
ICD. A propria membrana celular do CD tem a capacidade de estimular a liberacdo de
interferon, fator de necrose tumoral, interleucina 2 e 6, entre outros, produzindo citocinas
inflamatdrias e ativacdo de células de defesa (23).

O CD também possui uma proteina chamada flagelina que ativa a resposta imune, esta
proteina é reconhecida pelo receptor TLR5 da célula do hospedeiro. A ativacdo deste receptor
tem mostrado diminuicdo da secrecdo de imunoglobulina A, producédo de interleucina 8, que
aumenta resposta neutrofilica. Foi também observado o efeito protetor da resposta imune inata

do oxido nitrico liberada em resposta ao CD que diminui a migragéo neutrofilica.

2.10 Fatores de risco

Vaérios fatores de risco ja foram descritos para ICD. Dentre eles destacam-se: idade
maior que 65 anos, uso prévio de ATB e quimioterapicos, hospitalizacdo prévia, uso de
inibidores de bomba de prdtons ou antagonistas do receptor H2, uso de sonda naso-enterica
(SNE), cirurgia de trato gastrointestinal prévia, algumas patologias como DM, insuficiéncia
renal cronica (IRC), HIV, transplantados de 6rgdos sélidos e medula 6ssea, pacientes com

cancer, especialmente hematolégico.



Tabela 1. Fatores de risco para Infecgao por Clostridium difficile

Uso preévio de Antibidticos
Uso de quimioterapicos
Hospitalizagdo prévia
Institucionalizacéo

Supressao da acidez gastrica

Uso de sonda naso-gastrica
Cirurgia grastrointestinal

HIV/AIDS

Diabetes Mellitus
Insuficiéncia renal cronica
Transplante de medula dssea

Transplante de 6rgaos solidos

Doencas hematoldgicas

Uso de imunossupressosres
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Em relagdo a idade, diversos estudos ja demonstraram que idade maior que 65 anos mostra-se
importante fator de risco para ICD, complicacdes e recorréncias. Um estudo realizado em
Quebec durante 15 meses (marco de 2006 a junho de 2006) demonstrou que a idade média de
infeccdo era 67 anos, enquanto dos que apenas estavam colonizados, ou seja, sem
sintomatologia, era 63 anos e dos que ndo tinham infeccdo ou colonizacdo era de 62 anos
(p<0,001). Neste mesmo estudo, também foi possivel avaliar que a cada ano adicional, apds
18 anos, o risco de ICD nosocomial aumenta 2% ao ano (22). O aumento do risco com o
aumento da idade pode ser explicado pela diminuicdo da resposta imune, principalmente, a
humoral. Outro estudo prospectivo de caso-controle realizado entre 2010 e 2011, também

mostrou aumento de infeccdo entre os pacientes com idade entre 60 a 79 anos (25).

O uso prévio de ATB mostra-se a maior causa modificavel de ICD. Isto se deve ao
fato de o ATB modificar a flora intestinal normal e propiciar um nicho favoravel a
proliferagdo de CD. Quase todos os ATB ja foram associados com ICD. Os mais descritos
sdo: clindamicina, fluoroquinolonas, ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas de segunda e
terceira geragéo e carbapenémicos (26).

O maior risco de infeccdo tendo como causa uso de ATB é maior durante os dois
primeiros meses. Stereus et al demonstrou que guanto maior o numero de ATB usados maior
a chance de infeccdo. Observou que quando dois agentes antimicrobianos eram usados,
comparado com quem usava s6 um ATB, havia uma chance de 2,5 vezes maior de infecgdo e

este valor elevava-se para 9,6 vezes quando usados 5 antimicrobianos diferentes (27).
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Cargnam et al demonstrou que apenas uma unica dose de ATB profilatico em cirurgia
aumenta o risco de ICD (28,29).

Internacdo prévia ou atual prediz colonizacdo podendo ocasionar infeccao
posteriormente. O risco € diretamente proporcional ao periodo de internacdo ou
institucionalizacdo. Um estudo demonstrou que 2,5% dos pacientes estdo colonizados apos 7
dias de internacéo e, aproximadamente, o dobro em 14 dias (22). Além disso, pacientes com
internacdo podem desenvolver ICD com maior risco em um periodo de até 2 meses apos alta
(22,24).

O uso de inibidores de bomba de prétons ou antagonistas do receptor H2, diminuindo
a acidez gastrica, promove a resisténcia dos esporos de CD e sua passagem para o intestino,
tornando-se, assim, importante fator de risco para ICD (22). Em um estudo populacional,
pacientes que usaram medicacdes para diminuir a acidez gastrica eram mais suscetiveis a ter
doencga severa (34 versus 23; p=0,03) ou complicada (4 versus 2, p=0,006) comparados a
aqueles que ndo usavam (30). Outro estudo também observou que o tempo de uso de
inibidores de bomba de protons também ¢é fator de risco, sendo que a probabilidade de ICD
aumenta quando o uso deste € maior que dois dias quando os pacientes ndo tinham
internacdes prévias e um dia quando ja tinham internagdes (31).

Quanto ao uso de SNE , vérios sdo os fatores que aumentam o risco de ICD. Primeiro,
pacientes que necessitam de dieta enteral, na maioria dos casos, possuem mais comorbidades,
estdo mais debilitados e muitos em internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI); este
grupo de pacientes possui diminuicdo da funcionalidade do trato gastrointestinal superior com
diminuicdo da motilidade. Além disso, com a dieta enteral, h4 a supressdo da atividade
bacteriostatica gastrica, diminuicdo de secrecdo pancreatobiliares e da motilidade gastrica.
Todos estes fatores juntos propiciam a colonizacdo do intestino delgado com microbiota
colbnica acarretando supercrescimento bacteriano no intestino delgado. Além disso, estudos
experimentais tem mostrado que elementos da dieta enteral sdo meios de cultura para CD.
Outro fator é que ndo ha residuos de carboidratos complexos nas dietas, como fibras, que nao
sdo digeridas no intestino delgado e passam para o intestino grosso, promovendo a
proliferacdo e fermentacdo de bactérias na microbiota colénica (32).

Em alguns estudos o uso de SNE n&o se mostrou fator de risco para ICD (24,25).
Entretanto, diversos outros estudos demonstraram esse como importante fator de risco. Brown
et al realizou um estudo prospectivo no Canada de junho de 2010 a maio de 2012 e observou
uso de SNE importante fator de risco (p<0,001) (64). Outra metanalise também mostrou este

importante fator de risco para infec¢des severas (33).
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Cirurgia do trato gastrointestinal, devido a alteragcdes na mucosa, promove aumento na
incidéncia de ICD. Estudo realizado com 143.652 pacientes submetidos a cirurgias do trato
gastrointestinal de 2007 a 2010, no Japao, mostrou que 409 pacientes desenvolveram ICD
(0,28%), sendo que o maior grupo que desenvolveu infecgdo foram os pacientes submetidos a
cirurgia colorretal (0,37%) com chance de 1,75 (OR 1,38-221, IC 95%), seguido dos que
realizaram gastrectomia (0,25%) e ap6s os que realizaram esofagectomia (0,25%), p<0,001
(34).

Muitos estudos estdo sendo realizados com patologias conhecidas como sendo fatores
de risco para ICD. Um dos grupos de pacientes estudados sdo os portadores de HIV/SIDA.
Muitos fatores explicam o aumento de infecg@o nestes pacientes, dentre eles: maior duracéo e
frequéncia de internacGes, principalmente por doencas oportunistas e também maior uso de
ATB, para tratamento e profilaxia destas doencas. Diretamente, observa-se que os pacientes
infectados pelo virus do HIV tem altera¢cGes na microbiota intestinal, diminuicdo da barreira
protetora desta mucosa e também reducdo da imunidade humoral, este conferindo diminuicdo
da resposta de anticorpos as toxinas A e B (35). Um estudo de caso e controle realizado nos
EUA, no periodo de 2003 a 2010, observou uma incidéncia de 8,3 casos por 1000 pacientes,
sem aumento durante os anos estudados. Na analise multivariada, o risco de ICD mostrou-se
aumentado em: CD4 menor que 50 mm3/ml (OR 20,7 95%][2,8-151]), hospitalizagédo (OR
26,7 95%[301-231]), uso de ATB, uso de agentes com supressao gastrica (OR 301 95%[1,4-
6,9]) e uso de imunossupressores (OR 6,8 95%][1,2-39]) (35,36).

Outro grupo de pacientes estudados sdo os pacientes com DM 1 e 2. Esta patologia
promove a diminuicdo da imunidade e aumenta 0 nimero de doencas infecciosas e, por
conseguinte, o uso de ATB e internagdes. Um estudo realizado em New Jersey de 2003 a
2008 verificou que DM foi fator independente de risco para ICD (OR 3,04; 95%Cl:1,84-5,03;
p<0,0001) (37).

Pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica (IRC) também tem risco
aumentado para ICD. Keddis et al observou que a incidéncia de pacientes com IRC e infeccéo
por Clostridium difficile foi, comparado aqueles sem doenca renal, respectivamente, 1,49% e
0,7% (p<0,001) e aqueles que realizavam hemodialise tinham o risco aumentado em 1,33 em
relacdo aos pacientes com IRC sem necessidade de hemodiélise (38). Louie et al também
demonstrou que IRC moderada a severa é fator de risco para ICD (OR=188; 95%CI-1,13-
312) (37).

Pacientes com doengas hematoldgicas, leucemia mieloide aguda e cronica, leucemia

linfocitica aguda e cronica, linfoma, mieloma multiplo, sindrome mielodisplasica e
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transplante de medula 6ssea (TMO) possuem risco aumentado de desenvolver ICD. A
incidéncia desta patologia neste grupo é de 7-14% e em pacientes submetidos a transplante de
medula 6ssea 5% (39,40). Gwen et al verificou que a incidéncia de pacientes com doenga
hematoldgica e ICD foi de 36,7 casos a cada 10.000 pacientes-dia internados, enquanto a taxa
em pacientes com TMO foi de 5,4 casos a cada 10.000 pacientes-dia internados em Seoul
durante o ano de 2011 (39.). Alonso et al demonstrou, em um estudo retrospectivo, incidéncia
de 9,2% de ICD em pacientes transplantados de medula 6ssea de 2003 a 2008 em Baltmore;
sendo esta taxa de incidéncia de 6,5 e 12,5% em transplantes autdlogos e alogénicos,
respectivamente (40). A ICD mostra-se maior nos transplantes de medula 6ssea alogénicos e,
principalmente, nas primeiras semanas ap0s o transplante. Além disso, a doenga do enxerto
versus hospedeiro (DESCH) também se mostra fator de risco crescente para ICD. Os
principais fatores para o aumento de ICD em pacientes hematoldgicos e transplantados de
medula déssea sdo: uso prévio de quimioterapia, internac@es prévias e prolongadas, DECH e
uso de ATB, este principalmente pelo fato destes pacientes apresentarem diversos episddios
de neutropenia febril (39,40.).

Outro grupo com crescente numero de casos de ICD é o de transplantados de 6rgdos
solidos. A incidéncia varia conforme o 6rgédo transplantado: sendo de 3-19% em transplantes
hepaticos, 3,5-16% em transplante renal, 1,5-7,8% em transplante rim-pancréas, 9% em
transplante intestinal, 8-15% em cardiacos e 7-31% em transplantes pulmonares (41,42).

Estes valores foram ratificados por um estudo retrospectivo com 1331 transplantados
entre o periodo de 1999 a 2010 no Canada. Foi observado incidéncia geral destes pacientes
com ICD de 12,4%; 19% em transplante hepético, 11,3% em transplante renal, 9% em
transplante rim-pancreas e 8% em transplantes cardiacos (42). Verificou-se também que ICD
tem sua maior frequéncia nas duas a trés semanas ap0s o transplante e agrega aumento de
mortalidade a estes pacientes (42,43). Outros fatores também propiciam maior risco de ICD,
nesta populacdo, como: internacdes prévias e prolongadas, uso de ATB e quimioterapicos,
inducdo com antitimdcitos, diminuicdo serica da imunoglobulina G e alteracdo de mucosa
colbnica (43,44).
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2.11 Diagndéstico

O diagndstico de ICD requer, previamente, sintomatologia de diarreia, definida como
mais de trés episodios de diarreia em 24 horas (45). Afim de corroborar a suspeita de infeccao

existem diferentes exames com especificidades e sensibilidades variadas.

O padrdo-ouro para o diagnostico de ICD é a deteccdo das toxinas pela cultura de
tecido (citotoxicidade celular), este possui sensibilidade maior que 94% e especificidade de
99%, entretanto € um exame dispendioso e demorado, o que o leva a ser utilizado em estudos
clinicos. Outro exame € a pesquisa de toxina a partir de cultura fecal com sensibilidade de
90% e especificidade de 92%.

Os exames mais utilizados na pratica clinica, por apresentarem baixo custo e serem de
rapida execucdo, sdo os de enzima imunoensaio (EIA) que mostram a presenca de toxina A e

B. Este € um exame pouco sensivel (63-94%) com boa especificidade (75-100%) (45).

O exame de real time polymerase chain reaction (RT-PCR), atualmente, tem sido
muito usado devido a sua alta sensibilidade, maior que 90%, e sua especificidade de 100%;
entretanto possui a desvantagem de ndo diferenciar pacientes apenas carreadores da bactérias
daqueles com infec¢do (46). Um estudo comparando os exames de PCR e pesquisa de toxinas
em cultura, padrdo-ouro, demonstrou que o primeiro possui sensibilidade de 99,1%,
especificidade 98,9%, valor preditivo positivo e negativo de 91,9 e 99,9%, respectivamente,
demonstrando, assim, ser um exame rapido e com boa acuracia (25). Outro estudo realizado

por Pallis com 650 amostras confirmaram estes dados (47).

A pesquisa de uma proteina do CD, a desidrogenase glutamica, GDH, também ¢é
utilizado em menor escala. Possui sensibilidade de 85-95% e especificidade de 89-99% e alto
valor preditivo negativo, sendo, portanto, teste importante e rapido para fins de screening. Um

teste positivo deve ser confirmado por outro teste (PCR, pesquisa de toxina) (45).

O exame de leucdcitos fecais ndo é sensivel para CD tendo positividade em menos de
30% dos casos (48)

Exames de imagem como tomografia (TC) abdominal séo inespecificos, importantes
para avaliacdo de extensdo em casos mais graves, presenca de perfuracdo colbdnica e
pneumoperitdneo. Colonoscopia e retosigmodoscopia ndo sdo indicados de rotina. Quando

caracteristicos de ICD, apresentam placas de pseudomembranas em sua mucosa. Sao



24

realizados quando a pesquisa de toxina é negativa e ha a necessidade de diagndstico

diferencial (46).

Tabela 2. Testes laboratoriais para diagnéstico de ICD

Teste diagndstico Vantagem Desvantagem
ToxinaAeB Boa especificidade Baixa sensibilidade
imunoenzimaética Barato
Rapido
Desidrogenase glutamato Barato Baixa especificidade
Rapido Requer segundo teste para
Alta sensibilidade confirmacéo
Pesquisa de toxinas apos Alta sensibilidade Requer cultura de CD
cultura de fezes Alta especificidade Requer segundo teste para

pesquisa de toxina apos

cultura
Citotoxidade celular Alta especificidade Requer cultura de tecido
Boa sensibilidade
PCR-RT Alta sensibilidade Caro
Alta especificidade Né&o difere infecgéo de

Rapido colonizagéo
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2.12 Classificacao

As manifestacBes clinicas variam de assintomatico, diarreia a doenca com
complicacdes como choque séptico e megacolon. Manifestacbes extracol6nicas sédo

infrequentes
Foi proposta definicéo clinica afim de orientar a abordagem terapéutica.

Definiu-se que doenca leve a moderada seria aquela em que os pacientes podem ter
sintomas de colite, como: febre, diarreia, dor abdominal, associadas a alteracdes laboratoriais
como contagem de leucécitos menor ou igual a 15.000 células/ml e creatinina com aumento

menor que 1,5 vezes a creatinina basal (45).

ICD severa é aquela em que o paciente apresenta leucdcitos maior que 15.000

células/ml e/ou aumento de 1,5 vezes da creatinina basal (45).

Infeccdo complicada acontece em menos de 5% dos casos. Estes pacientes podem
apresentar hipotensdo ou choque, ileo paralitico e megacélon e perfuracdo col6nica (5,45).

Uma metandlise realizada, entre os anos de 1978 e 2013, identificou fatores de risco
para doenca complicada como: idade maior que 65 anos, comorbidades como DM, IRC,
doenca pulomonar obstrutiva crénica (DPOC), doenca inflamatéria intestinal, leucocitos
maior que 20.000 células/ml, creatinina com aumento de 50% do valor inicial (33).

Outro fator associado a doenca severa seria a hipoalbuminemia, com valores menores
gue 2,5mg/dL devido a enteropatia perdedora de proteinas (9). Uma coorte retrospectiva , de
2006 a 2011, analisou niveis de albumina e proteina total sete dias antes e sete dias apds o
diagnostico de ICD. Os resultados mostraram que somente os valores pré diagndstico de
infeccdo, para ambos exames, tiveram alteracdes significativas (p<0,0001), j& os exames ap0s
o diagnostico ndo sofreram alteragdes importantes. Assim, o estudo sugere que tanto os niveis
de albumina quanto os niveis de proteinas totais podem ser fatores de risco para ICD e ndo
somente marcadores de gravidade; entretanto mais estudos devem ser realizados afim de

comprovar este dado (53).
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2.13 Recorréncia

A recorréncia de ICD ocorre em 20-30% dos casos, independente se o tratamento
inicial foi realizado com metronidazol ou vancomicina (49-50). Recorréncia pode ocorrer
devido a presenca de esporos residuais. A diferenciacdo de reinfeccdo e recorréncia € dificil
de distinguir na prética clinica, somente sendo diferenciada por sequenciamento de DNA,
afim de distinguir se as cepas sdo iguais ou ndo. Comumente, a recorréncia ocorre apos 0ito
semanas do fim do tratamento inicial. Foi visto que 11% do total de pacientes que recorrem a
doenca apresentam, pelo menos, um fator de complicacdo como choque, megacolon,

colectiomia ou mortalidade em 30 dias (52).

Os fatores associados a recorréncia sdo: idade, tempo maior de internacdo, internacao
durante o primeiro episadio de ICD, cepa NAP1/BI/0,27 e uso de supressor gastrico (49,51).

2.14 Tratamento
O tratamento varia conforme as manifestacdes clinicas.

Em episodios de doenca leve a moderada estd preconizado uso de metronidazol via
oral (VO) 500 mg de 8/8 horas por 7 a 10 dias. O tratamento €é realizado VO devido a rapida
absorcdo da medicacdo apesar de que a maioria da droga é absorvida no intestino delgado,
tendo baixos niveis no colon. Resisténcia ao metronidazol € rara, inclusive em cepas
NAP1/BI/027 (45,54). Zar et al realizou estudo randomizado com pacientes com ICD tratados
com metronidazol e vancomicina; entre os pacientes com doenca leve a moderada ndo houve

diferenca estatistica entre os tratamentos (54).

Em pacientes com doencas graves 0 uso de vancomicina VO, 125 mg de 6 em 6 horas,
por 10 a 14 dias € o preconizado. Esta medicacdo € pouco absorvida, assim, a concentracao
de vancomicina nas fezes excede a concentragdo inibitéria minima (MIC) do CD em cem
vezes mais, e sua concentragdo serica é praticamente zero (55). Zar, no mesmo estudo citado
acima, tambem observou superidade do uso de vancomicina em pacientes graves comparados
a metronidazol. Dos 38 pacientes com ICD tratados com metronidazol apenas 29 responderam
(76%), enquanto nos com infeccdo tratados com vancomicina responderam ao tratamento 30
de um total de 31 (97%) (p=0,002) (54).
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Em infecgbes severas com complicacBes estd indicado o uso combinado de
vancomicina VO ou por SNE, com dose aumentada para 500 mg 6/6 horas, associado a
metronidazol EV, 500 mg de 8/8 hs. Se houver ileo adindmico, o que impede a motilidade e
disponibilidade de vancomicina para 0 colon, considera-se adicionar vancomicina via retal
(45).

Vaérias outras medicages estdo sendo estudadas para tratamento de ICD.

A nitazoxanida tem atividade in vitro contra CD. Dois ensaios clinicos prospectivos
randomizados, duplos cegos avaliaram a resposta desta medicacdo quando comparado a

vancomicina e metronidazol, sendo a resposta similar nos grupos (56,57).

Rifamixina, antibiotico ndo absorvivel da classe das rifamicinas, tem sido usada apos
falha de tratamento com vancomicina e em pacientes com muitas recorréncias que também

tiveram falha de tratamento. Entretanto ainda ndo é recomendado rotineiramente.

A teicoplamina, um glicopeptideo, possui atividade contra gram positivos anaerdbios,
incluindo CD. Em estudo prospectivo entre o tratamento com teicoplamina e vancomicina, as
taxas de cura e recorréncias foram similares (58). Mesmo assim, ainda ndo é medicacdo com

indicacdo precisa para tratamento de ICD.

Fidaxomicina, um novo macrolideo, possui atividade in vitro contra CD, inibindo a

atividade da polimerase RNA e foi recentemente aprovado para tratamento de ICD.

Uma metandlise realizada de 2011 a 2013 comparou o tratamento com fidaxomicina,
vancomicina e metronidazol. Em relacdo a vancomicina, as taxas de cura comparadas a
fidaxomicina foram similares (OR 95%, 1,17[0,82-1,66]); quanto a comparagdo com
metronidazol a fidaxomicina apresentou cura sustentada com maior prevaléncia, ou seja,
menores taxas de recorréncia (OR 95%, 2,55[1,44-4,51]) (59). Outro estudo tambem
confirmou a ndo inferioridade de fidaxomicina quando comparada a vancomicina em casos
severos (60). A fidaxomicina tem potente acdo de inibir a formagdo de esporos de CD,

propriedade que contribui para a efetividade desta medicacdo (61).

Devido a importancia de anticorpos antitoxina IgG na patologia da doenca, ha estudos
avaliando a resposta de tratamento com imunoglobulina EV em tratamento de ICD,

entretanto, resultados sdo muito varidveis , necessitando de mais estudos controlados.



28

O transplante fecal surgiu como nova forma de tratamento. O doador de fezes seria
uma pessoa sem ICD. N&o ha ainda estudos comparando este tratamento com outros, somente
estudos em pacientes com recorréncia avaliando o desfecho do uso de vancomicina com ou

sem o transplante fecal (52).

S&o indicacBes de tratamento cirargico: falha no tratamento apds tratamento
conservador, ou seja, uso de ATB, acarretando em choque séptico, megacolon, perfuragéo.
Doenca fulminante é observada em 3-5% dos casos, podendo resultar em mortalidade em 35-
80% (62). Muitos pacientes vdo a cirurgia sem o diagnéstico de ICD, nestes casos, a
mortalidade eleva-se consideravelmente, principalmente pela demora em tratamento cirdrgico

adequado.

Esta indicado repetir o tratamento do episodio inicial para a primeira recorréncia; para
recorréncias conseguintes recomenda-se 0 uso de vancomicina VO (45). Recentemente,
estudos com inclusdo da cepa NAP1/BI/027, tem mostrado falha de tratamento com taxas
acima de 50 % com uso de metronidazol em recorréncias (63). Dois estudos de fase trés
demonstraram, recentemente, dados de melhor resultado de primeira recorréncia com

fidaxomicina quando comparada a vancomicina (60).

2.15 Mortalidade

O aumento da mortalidade tem sido observado desde o inicio do século 21, quando
houve a emergéncia da cepa hipervirulenta. Na Inglaterra, entre 2004 a 2007, foi demonstrado
gue a cepa com ribotipo027 foi fator independente para aumento de risco de mortalidade (OR:
1,9; p< 0,001) (65). Esta cepa tambem foi avaliada como sendo fator de risco para
mortalidade em 30 dias em diversos estudos. Uma metanalise, realizada em 2014, demonstrou

5 estudos com risco relativo variando de 1,3 a 10,4 (33).

Loo et al, entre 2006-2007 em Quebec, observou taxa de mortalidade de 12% nos
pacientes com ICD, sendo que somente 1,7% foi atribuida a ICD; 5,1% foi causa contribuinte
e em 5,1% néo havia relagdo com ICD (22).

Um estudo canadense multicéntrico prospectivo, realizado em 29 hospitais, no periodo
de 11/2004 a 04/2005, reportou 1430 pacientes com ICD. Destes, 31 pacientes (2,2%)

morreram de causa direta a ICD e 51 pacientes (3,6%) de causas indiretas, totalizando uma
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taxa de mortalidade atribuida de 5,7%. Além disto, neste mesmo estudo foi avaliado que a
taxa de mortalidade atribuida a infeccdo por CD aumentou em 4 vezes durante o periodo de
1997 a 2005 (5,7 % versus 1,5%, p<0,001) (66).

Na Holanda, um estudo multicéntrico, incluindo 13 hospitais, entre os anos de julho de
2006 a abril de 2009, revelou aumento de 2,5 vezes nos casos de mortalidade em 30 dias, apos
ajuste para idade, sexo e comorbidades (67).

Dados dos Estados Unidos, notificou ICD como primeira causa de ébito com aumento
de 9 vezes entre o0 periodo de 1999 a 2008, tendo 793 e 7483 dbitos respectivamente (68).

A mortalidade dos pacientes com ICD estd associado principalmente aos seguintes
fatores: idade maior 65 anos, comorbidades como neoplasia, IRC, doenga coronariana e
algumas alteracdes laboratoriais como leucocitose, aumento de uréia, creatinina e proteina c-

reativa PCR), hiponatremia e albumina menor que 2,5 mg/dL (33).

O estudo multicéntrico canadense realizado entre 2004 e 2005 observou gque aumento
de taxa atribuida em pacientes com idade maior que 65 anos de idade, sendo 3,5 vezes maior
se comparada a idade de 18-64 anos (7,3 vs 2,2; p< 0,001) (66).
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3. JUSTIFICATIVA

Observa-se, em ambientes hospitalares, uma elevada incidéncia de infeccdo por
Clostridium difficile, além de altas taxas de recorréncia e mortalidade direta e atribuida a esta

infeccao.

O impacto financeiro e de desfechos desfavordveis relacionadas a infeccOes
nosocomiais por CD, atribuidos, principalmente, a gravidade dos casos e maior permanéncia

hospitalar, tem-se mostrado significativo.

Entretanto, ha poucos estudos recentes em nosso meio que avaliaram fatores de risco e

progndsticos para ICD.

Assim, torna-se necessario avaliacdo destes fatores nosso meio, afim de que medidas

preventivas adequadas e especificas sejam implentadas.
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4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo Primario

- Determinar os fatores de risco associados a infeccdo por Clostridium difficile em

pacientes internados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

4.2 Objetivos Secundarios
- Determinar a mortalidade relacionada a doenca em nossa populacao;
- Avaliar as caracteristicas demogréaficas dos pacientes com ICD;

- Estabelecer os fatores associados a pior prognéstico como mortalidade, admissdo em
UTI e recorréncia.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to evaluate factors associated with Clostridium
difficile etiology among patients with hospital-acquired diarrhea and factors associated with

poor prognosis among those with documented C.difficile colitis.
Study design: Retrospective case-control study.

Methods: In a terciary hospital, during the period of january 1° 2010 to 31 july 2012,
were compared 75 patients with documented Clostridum difficile colitis with 75 matched
controls with hospital-acquired diarrhea secondary to an etiology other than Clostridium
difficile. Patients with  colits were identified by a positive toxins A or B, an
immunoenzymatic test VIDAS®, or by a negative or indeterminate test for these toxins with
colonoscopy compatible with Clostridium difficile colitis. All clinical and microbiological
variables with a P value <0.10 in the univariate analysis were included in the stepwise
multiple logistic regression to identify potential factors and poor prognosis associated with C.
difficile infection. In the multivariate model, independent variables remained in the model if

the P value was < 0.05.

Results: Previous antibiotic treatment (OR, 13.3; 95% CI, 1.40-126.90), presence of
abdominal distension (OR, 3.85; 95% CI, 1.35-10.98) and fecal leukocytes (OR, 8.79; 95%
Cl, 1.41-54.61) at the onset of diarrhea were predictors of C.difficile colits etiology. On the
other hand, presence of anorexia was negatively associated with C.difficile etiology (OR,
0.15; 95% CI, 0.03-0.66). Upon multivariate analysis, enteral tube feeding was the only factor
independently associated with a composite endpoint which included in-hospital mortality,
ICU admission and treatment failure (OR, 3.75; 95% CI, 1.24-11.29).

Conclusion: In this study tube feeding was the only factor associated with poor

prognosis. It is necessary more studies to ratify this findings.
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Introduction

Clostridium difficile is a Gram-positive, strictly anaerobic, spore-forming bacterium.
Clostridium difficile infection (CDI) is an important hospital-acquired complication associated
with the use of antibiotics [1, 2]. C. difficile infection has been of concern over the last decade
in view of its significant morbidity and mortality, as well as the high health care costs
involved with each case. Some patients remain asymptomatic after exposure, while in others
the disease can vary from mild diarrhea to fulminant colitis. Colonization of the intestinal
tract occurs via the fecal-oral route by disruption of normal intestinal flora, especially related
to the use of antibiotics, in immunosuppressed situations or related to the use of proton pump
inhibitors [3-5]. Pathogenic strains of C. difficile produce potent toxins (A and B) that cause
the clinical manifestations in humans [6].Over the past decade CDI has increased in both
frequency and severity in the US and abroad [7-9]. There are few reports on the frequency
and impact of C. difficile infection in Latin America. However, C. difficile infection has been
reported from prospective laboratory surveillance and in outbreaks [10-13].

The aim of this study was to evaluate factors associated with Clostridium difficile
etiology among patients with hospital-acquired diarrhea and factors associated with poor

prognosis among those with documented C.difficile colitis in tertiary care Brazilian hospital.

Material and Methods

This retrospective study was conducted at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, an
urban tertiary referral academic center (700 beds) in Porto Alegre, Brazil. The institutional
Research Ethics Committee approved the study, and the need for informed consent was
waived. This study identifying all samples of stool in this period from the microbiology
laboratory electronic database. This samples had been analized for the presence of toxin A
and B for Clostridium difficile using an enzyme-linked fluorescent immunoassay (Vidas
A&B®, biomerieux). The immunoassay was performed according to manufactures
instructions. According to a previous study, Vidas A&B immunoassay had a sensitivity of
69.4 % (56.3-80.4) and a specificity of 98.1% (96.3-99.2) [14]. Patients included as cases
were identified by diarrhea (three or more loose stools per day), that initiated 48 hours or
more after hospital admission, and a positive Clostridium difficile toxin result or a negative or

indeterminate results toxin A and B with a colonoscopy compatible with Clostridium difficile
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colits. Control was defined as patients with diarrhea and toxin A and B negatives. The control
group will be analyzed in the same proportion (1:1), to be matched by age, sex,
hospitalization during the same period and the same unit of hospitalization, clinical or surgical
records to be fetched from medical records .Outpatients and those with 15 or less years were
excluded. Data were recorded on demographic characteristics of all patients, clinical
manifestations and outcomes for Clostridium difficile colits.

Statistical analysis

The results were described as frequency (%) in the case of discrete variables.
Variables with a normal distribution were described with the mean and standard deviation
(SD) and those with a non-normal distribution with the median and interquartile range (IQR).
All clinical and microbiological variables with a P value <0.10 in the univariate analysis were
included in the stepwise multiple logistic regression to identify potential factors associated
with C. difficile etiology among patients with hospital-acquired diarrhea and factors
associated with poor prognosis among those patients with documented C.difficile colitis
(Table 2; Table 4). In the multivariate model (Table 3; Table 5), independent variables were
eliminated from the highest to the lowest P value but remained in the model if the P value
was < 0.05.

Results

During the study period between January 01/2010 to July 31/2012, there were a total
of 1575 samples. Of this, 188 was positive for toxin A or B, 1310 and 157 was negative and
indeterminate, respectively. After exclusions, had been identified 75 patients with Clostridium
difficile infection (Fig 1). These patients were compared with 75 matched controls. Baseline
characteristics of the patients from both groups are summarized in Table 1. Except for solid
organ cancer in C. difficile infection group, there were no significant differences in the
baseline characteristics in both groups. All-cause 30-day mortality was similar in both groups.

Univariate analysis for predictor factors associated with C. difficile etiology among adult
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patients with hospital-acquired diarrhea is presented in Table 2. Multivariate analysis for
predictor factors associated with C. difficile etiology among adult patients with hospital-
acquired diarrhea is shown in Table 3. Previous antibiotic treatment (OR, 13.3; 95% ClI, 1.40-
126.90), presence of abdominal distension (OR, 3.85; 95% CI, 1.35-10.98) and fecal
leukocytes (OR, 8.79; 95% CI, 1.41-54.61) at the onset of diarrhea were predictors of
C.difficile etiology. On the other hand, presence of anorexia was negatively associated with
C.difficile etiology (OR, 0.15; 95% CI, 0.03-0.66). Univariate analysis for factors associated
with mortality is presented in Table 4. Upon multivariate analysis, enteral tube feeding was
the only factor independently associated with a composite endpoint which included in-
hospital mortality, ICU admission and treatment failure (OR, 3.75; 95% ClI, 1.24-11.29) (table
5).

Discussion

The epidemiology of Clostridium difficile infection has changed over time and
between countries. It is therefore essential to monitor the characteristics of patients at risk of
infection.. In our multivariate analysis, we have identified three factors in a Brazilian tertiary-
care hospital including abdominal distension, presence of fecal leukocytes and previous
antibiotic treatment, associated with C. difficile infection. Prior treatment with antimicrobials
is considered the main risk factor for C. difficile infection [15]. Fecal leukocyte testing that
has been proposed as a rapid test to differentiate invasive versus non-invasive diarrhea, might
be proved useful as a predictor of C.difficile diarrhea in an appropriate clinical setting where
C. difficile testing is not available or time-consuming [16]. Fekety and Shah has previously
proposed an algorithm which included fecal leukocyte testing for diagnosis management of

hospitalized patients with antibiotic diarrhea and C difficile colitis [17].

In our study, enteral tube feeding was significantly associated with the development of
complicated C. difficile colitis. Prolonged enteral tube feeding with use of elemental diets is a
further common, but less recognized etiological factor of C. difficile colitis. . Although this is
usually explained by enteral feeding providing a high-frequency portal for inoculation of C.
difficile spores deep into the gut by healthcare workers, it could simply be explained by the
fact that patients requiring enteral feeding are usually sicker, at higher risk of any
complication, and more often on antibiotics. Nevertheless, enteral tube feeding diets are

totally absorbed within the small intestine and therefore deprive the colonic microbiota of
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their source of nutrition, namely dietary fiber, fructose oligosaccharides, and resistant starch.
The resultant suppression of colonic fermentation leads to suppression of the "good" bacteria,
such as butyrate-producers (butyrate being essential for colonic mucosal health), and
bifidobacteria and the creation of a "permissive” environment for C.difficile colonization and

subsequent severe infection [18, 19].

One finding worth highlighting is that proton pump inhibitors therapy was not
associated with C. difficile colitis in our study. In previous studies, proton pump inhibitors
therapy has been shown to be a risk factor for C. difficile colitis, because the colonization
barrier against vegetative forms of C. difficile would be decreased [20, 21]. In contrast,
Henrich et al. have shown no association netween gastric suppression and severe C. difficile

colitis considering C. difficile spores are acid resistant [22].

The observations in this study are subject to limitations due to the fact that the data
was obtained from a retrospective analysis. C. difficile colitis might have been
underdiagnosed due to low clinical suspension or insufficiently sensitive diagnostic test.

In conclusion, our study has shown that previous antibiotic use, presence of fecal
leukocytes in patients with abdominal distension and diarrhea are important factor to consider
C. difficile colitis in the hospital setting. Patients on enteral tube support were more likely to
develop complicated C. difficile colitis.
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Table 1. Baseline characteristics of patients with Clostridium difficile colits and controls

Patients with Clostridium Control group (N=75)
difficile colits (N=75) N (%)
N (%)

Age range (median), years 18-91 (54,4) 16-88 (53,3)
Male sex 36 (48) 34(45)
Clinical inpatients 62(82,6) 60(80)
Surgical inpatients 13(17,3) 15(20)
Underline diseases®
Diabetes melitus 13(17,3) 15(20)
Chronic renal disease 10(13,3) 11(14,6)
Solid organ transplant* 5(6,6) 5(6,6)
Bone narrow transplant 3(4) 5(6,6)
Solid organs cancer 23(30,6) 8(10,6)
Hematological cancer 10(13,3) 10(13,3)
Deaths? 14(18,6) 13(17,3)
Lenth of hospital stay in days 50,3 33,4
(median)
Time of antibiotics use in days 14,52 15,86
(median)
Number of antibiotics use
0 4(5,3) 12(16)
1 16(21,3) 16(21,3)
2 12(16) 13(17,3)
3 20(26,6) 12(16)
4 or more 23(30,6) 22(29,3)

1. More prevalent diseases

2. Death for all causes
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Table 2. Factors associated with Clostridium difficile infection among inpatient adults.

Univarited logistic regression

Variable Clostridium group Control group OR (95% CI) P value
(n=75) (n=75)
Age, years, median (IQR) 55.0 (38.0-70.0) 57.0 (36.0-69.0) 1.003 (0.98-1.02) 0.63
Charlson comorbidity index, median (IQR) 3.0 (2.0-5.0) 3.0 (1.0-5.0) 1.02 (0.88-1.20) 0.70
Cytotoxic chemotherapy 19 (25.3) 13 (17.3) 1.61 (0.68-3.90) 0.23
Proton pump inhibitors 53 (70.6) 44 (58.6) 1.69 (0.81-3.54) 0.12
HIV infection 5 (6.6) 15 (20.0) 0.28 (0.07-0.89) 0.01
Hospitalization in the last 6 months 49 (65.3) 48 (64.0) 1.06 (0.51-2.18) 0.86
Institutionalization 1(1.3) 3 (4.0 0.32 (0.006-4.17) 0.31
Previous gastrointestinal surgery 7(9.3) 5 (6.6) 1.44 (0.37-6.03) 0.54
Previous antibiotic treatment 73 (97.3) 62 (82.6) 7.65(1.61-71.61)  0.002
Enteral tube feeding 30 (40.0) 25 (33.3) 1.33 (0.64-2.74) 0.39
Nausea 7(9.3) 14 (18.6) 0.44 (0.14-1.28) 0.09
Anorexia 6 (8.0) 17 (22.6) 0.29 (0.09-0.86) 0.01
Fever 17 (22.6) 12 (16.0) 1.53 (0.62-3.84) 0.30
Dehidratation 9 (12.0) 6 (8.0) 1.56 (0.46-5.65) 0.41
Lethargy 4 (5.3) 2 (2.6) 2.05 (0.28-23.29) 0.40
Abdominal pain 26 (34.6) 26 (34.6) 1.00 (0.48-2.06) 1.00
Abdominal distension 24 (32.0) 10 (13.3) 3.05 (1.26-7.79) 0.006
Hematochezia 6 (8.0) 2 (2.6) 3.17 (0.54-32.94) 0.14
Tachycardia 5 (6.6) 3(4.0) 1.71 (0.31-11.41) 0.46
Leukocytosis or leukopenia 38 (50.6) 27 (36.4) 1.78 (0.88-3.63) 0.08
Initial serum creatinin, mg/dL, median (IQR) 0.85 (0.6-1.9) 0.90 (0.6-1.6) 1.08 (0.87-1.33) 0.45
Initial plasma CPR, mg/L, median (IQR) 70.5 (36.0-157.0) 80.5 (35.0- 1.001 (0.99- 0.38
141.0) 1.006)
Fecal leukocytes 9 (12.0) 3 (4.0 4.35(1.11-17.05) 0.03
Hypoalbuminemia 44 (58.6) 49 (65.3) 1.01 (0.45-2.27) 0.96

OR, Odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval; IQR, Interquartile range (P25-P7
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Table 3. Factors associated with Clostridium dificille etiology among adult patients with

hospital-acquired diarrhea. Multivariate logistic regression.

Variable OR (95% CI ) P value
Previous antibiotic treatment 13.3 (1.40-126.90) 0.01
Abdominal distension 3.85(1.35-10.98) 0.01
Fecal leukocytes 8.79 (1.41-54.61) 0.02
Anorexia 0.15 (0.03-0.66) 0.01

Variables entered into the model: HIV infection, previous antibiotic treatment, ndusea, anorexia,
abdominal distension,, leukocytosis or leucopenia and fecal leukocytes . OR, Odds ratio; 95% CI, 95%

confidence interval.
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Table 4. Factors associated with poor prognosis* among 75 hospitalized adult patients

with Clostridium dificille colitis. Univariate logistic regression.

Variable Poor prognosis Good prognosis OR (95% CI) P value
group (n=32) group (n=43)
Age, years, median (IQR) 59.0 (39.5-76.0) 55.0 (35.0-67.0) 1.008 (0.98-1.03) 0.46
Charlson comorbidity index, median (IQR) 3.0 (2.0-5.0) 2.0 (1.0-5.0) 1.68 (0.66-4.24) 0.22
Cytotoxic chemotherapy 6 (18.7) 13 (30.2) 0.53 (0.17-1.60) 0.26
Proton pump inhibitors 25 (78.1) 28 (65.1) 1.91 (0.67-5.44) 0.22
HIV infection 3(9.3) 2 (4.6) 2.12 (0.33-13.50) 0.42
Hospitalization in the last 6 months 19 (59.3) 30 (69.7) 0.63 (0.24-1.65) 0.35
Previous gastrointestinal surgery 5 (15.6) 2 (4.6) 3.79 (0.68-20.99) 0.12
Enteral tube feeding 19 (59.3) 11 (25.5) 4.25 (1.59-11.36) 0.004
Nausea 2(6.2) 5 (11.6) 0.50 (0.09-2.79) 0.43
Anorexia 2(6.2) 4(9.3) 0.65 (0.11-3.78) 0.63
Fever 9(28.1) 8 (18.6) 1.71 (0.57-5.08) 0.33
Dehidratation 4 (12.5) 5(11.6) 1.08 (0.26-4.41) 0.90
Lethargy 2(6.2) 2 (4.6) 1.36 (0.18-10.25) 0.76
Abdominal pain 8 (25.0) 18 (41.8) 0.46 (0.16-1.26) 0.13
Abdominal distension 13 (40.6) 11 (25.5) 1.99 (0.74-5.32) 0.17
Hematochezia 1(3.1) 5 (11.6) 0.24 (0.02-2.20) 0.21
Tachycardia 3(9.3) 2 (4.6) 2.12 (0.33-13.50) 0.42
Leukocytosis or leukopenia 13 (40.6) 25 (58.1) 0.49 (0.19-1.24) 0.13
Initial serum creatinine, mg/dL, median (IQR) 1.1 (0.7-3.05) 0.8 (0.6-1.3) 1.27 (0.93-1.72) 0.12
Initial plasma CPR, mg/L, median (IQR) 63.0 (33.5-174.0) 84.5(47.0-157.0)  0.99 (0.99-1.00) 0.75
Initial plasma albumin, g/dL, median (IQR) 2.7 (2.3-3.3) 3.2 (2.7-3.6) 0.46 (0.21-1.03) 0.06
Initial serum lactate, mmol/L, median (IQR) 1.1 (0.85-2.2) 0.75 (0.6-0.95) 10.40 (0.59-1.81.26) 0.10
Length of antibiotic treatment, days, median (IQR) 10.0 (7.0-15.0) 10.0 (7.0-14.0) 1.07 (0.96-1.19) 0.19

* Composite endpoint which includes in-hospital mortality, ICU admission and treatment failure. OR,

Odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval.
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Table 5. Factors associated with poor prognosis* among 75 hospitalized adult patients

with Clostridium dificille colitis. Multivariate logistic regression.

Variable OR (95% CI ) P value

Enteral tube feeding 3.75 (1.24-11.29) 0.01

* Composite endpoint which includes in-hospital mortality, ICU admission and treatment failure
Variables entered into the model: enteral tube feeding and initial plasma albumin. OR, Odds ratio; 95%

Cl, 95% confidence interval.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A infeccdo por Clostridium difficile mostra-se com incidéncia elevada em nosso meio,

fato este que eleva o tempo de permanéncia hospitalar, custos e mortalidade.

Em nosso estudo, pudemos avaliar que dentre os principais fatores de risco associados
estdo a longa permanéncia hospitalar e uso de antibidticos, em grande quantidade e por tempo
prolongado. Estes fatos devem-se, principalmente, pelo o Hospital de Clinicas de Porto
Alegre ser de alta complexidade com atendimento a pacientes transplantados, com diversas
comorbidades e com doencas hematoldgicas, todos estes demandando internacGes longas e,
como conseqliéncia, além das patologias de base, tratamento para diversas infeccdes,

inclusive em uma mesma internacao.

Também ressalto que algumas analises, principalmente de sinais e sintomas, ficaram

prejudicadas, uma vez que este estudo baseou-se na revisao retrospectiva de prontuarios.

Outro fator importante a ser salientado foi o grande nimero de resultados de toxina A
e B em fezes indeterminados, acarretando na realizacdo de muitos tratamentos empiricos,
muitas vezes desnecessarios e dispendiosos, e, por outro lado, na falta de diagnosticos de

certeza.

Assim, mostra-se imperativo um modo de screening mais rapido e sensivel que a
pesquisa de toxina a e B, como PCR real time a ser utilizado na prética clinica, principalmente
para que medidas de controle de infeccdo hospitalares e tratamentos adequados possam ser
aplicados de forma adequada. Também medidas também devem ser tomadas afim de diminuir
0 uso indiscriminado de antibidticos afim de diminuir a principal causa de ICD.Os resultados
do presente estudo podem servir para o entendimento dos fatores de risco, tratamentos usados
e desfechos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, tendo assim, implicacdes na prevencao e

terapia desta patologia.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO 1-FICHA DE AVALIACAO DE PACIENTES COM DIARREIA

Nome: Ficha n°

Prontuério: Sexo: Idade:
Data de Nascimento: /[

Data da internacdo: _ / [/ Equipe Assistente: Clinica ___ Cirdrgica
Fatores de risco para ICD
IBP ou antagonista receptor H2 () sim () ndo
HIV() sim () néo
Dietapor SNE () sim () ndo

Cirurgia gastrintestinal () sim () néo

Outras cirurgias () sim ()ndo  Quais

Internacdo nos Gltimos 6 meses () sim () ndo
Institucionalizac&o prévia ()sim ()ndo
Uso de quimioterdpicos () sim () ndo

Uso de ATB pévios () sim  ()ndo

->(quais, tempo de uso):

Comorbidades:

(1) Cardiolégicas

(2) Transplantes sélidos (7) Renais

( 3) Endocrinoldgicas (8) Oncoldgicas

(4) Gastro-intestinais (9) Respiratorias

(5) Hematolégicas (10) TMO

(6) Musculo-esqueléticas (11) Doenga genética

(12) Doenga psiquiatrica
Diagnostico:
- Data (solicitacdo de exames de fezes): [/ [/

- Clinica:
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-duracdo (emdias): ()1 ()2 ()3 ()4 ()50)6 ()7 ()>7
( ) hematoquezia ( ) nduseas ( ) anorexia ( ) febre ( ) desidratacdo ( ) letargia
() distensdo abdominal ( ) taquicardia ( ) dor abdominal () megacélon téxico
- Laboratério

Toxina A e/ou B positiva () negativa () indeterminada () (data:__/_/ )

Creatinina (mg/dl) () néo realizado

Leucdcitos (/ml) () néo realizado

PCR (mg/L) () ndo realizado

Lactato (mmol/L) () ndo realizado

Leucdcitos fecais () Positivo () Negativo () Nao realizado

IMC () < 18,5 Kg/m? () 25-29,9 Kg/m? () 35-39Kg/m?
() 18,5-24,9 Kg/m? () 30-34,9 Kg/m? () >40 Kg/m®

Colonoscopia () Sim (data: _/ /) () Nao
Compativel com colite pseudomembranosa () Sim () Néo
Tratamento () Sim () Néo

( ) Metronidazol VO (DI, durag&o):

( ) Metronidazol EV (DI, duragéo):

() Vanco VO (DI, duracdo):

( )vanco EV (DI, dose, duracéo):

( ) Vanco VR (DI, duracdo):

( ) Outros:

Desfechos
- Resposta ao tratamento inicial:
()Sim(emdias): ()1 ()2 ()3 ()4 ()5(0)6 ()7

( ) Néo (tto adicional, data):

- Recidivas: ( ) Sim (dias ap0s tratamento): ( ) Néo

- Tratamento da recidiva:

- Admissdo em leito de CTI: ( ) Sim (data): __ / _/ () Néo
- Colectomia: ( ) Sim (data): _ /_/ ( ) Néo

- Perfuragdo colbnica: ( ) Sim (data): _ / [/ () Néo



- Choque hipovolémico/Choque séptico: ( ) Sim (data): _ / /

- Alta hospitalar: ( ) Sim (data): _ /_/ ( ) Néo
- Obito: ( ) Sim (data): _/_/ ()N
Obito relacionado com infecgéo por Clostridium difficile () Sim

-Causa de obito:

() Néo

() Néo

- Exclusdo () Sim () Nao
() perda de seguimento

() paciente ambulatorial
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8.2. ANEXO 2

indice de Charlson
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Parametros Pontuacédo para cada condicéo
Infarto  agudo do  miocardio, 1
Insuficiéncia cardiaca, Doenca vascular
periférica, Doenga cerebrovascular,

deméncia,doenca pulmonar crbnica, doenca
do tecido conjuntivo,Doenca  péptica
ulcerosa, Hepatopatia leve, Diabetes

Hemiplegia, Doenca renal moderada

ou severa, Diabetes com lesdo de 64rgao 2
alvo,qualquer tumor, Leucemia, Linfoma
Doenca hepéatica moderada a severa 3
Tumor solido metastatico,Sindrome da 4

imunodeficiéncia

Reproduzido de Charlson et al. J Chronic Dis 1987; 40 (5): 373-83.



