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MARANGONI, B. M. P.; SILVA, J. M. Infec¢cbes por Clostridium difficile e o
transplante de microbiota fecal como melhor opcao terapéutica. 2017. 84f.
Trabalho de concluséo de curso (Graduacdo em Biomedicina) — Centro Universitario
Séo Camilo, S&o Paulo, 2017.

Infecgdes por Clostridium difficile (CDI) sdo uma das principais causas de diarreia
infecciosa associada a antibiéticos. Atualmente, metronidazol e vancomicina séo 0s
medicamentos mais comumente utilizados nesses casos. Embora a maioria dos
pacientes apresente resposta clinica as terapias antimicrobianas existentes, a
infeccdo recorrente pode se desenvolver em até 30% dos pacientes.Com 0
aparecimento recente de cepas hipervirulentas de Clostridium difficile, a CDI tornou
se uma doenca de grande relevancia clinica, apresentando taxas mais elevadas de
recorréncia, aumentando a gravidade e a mortalidade. O transplante de microbiota
fecal (FMT) € um tratamento alternativo para o CDI recorrente. A melhor compreenséo
da microbiota intestinal e seu papel nesta infec¢ao abriu portas para essa abordagem
terapéutica promissora. Acredita-se que o FMT possa regular a disbiose, restaurando
a diversidade da microbiota intestinal, rompendo assim, o ciclo de infec¢cbes
recorrentes. Desde o primeiro relato do uso de FMT para CDI recorrente em 1958,
varios estudos tém demonstrado a eficacia deste método, com taxas de cura de
aproximadamente 90% em comparacdo com a antibioticoterapia padrao.

Palavras-chave:Infeccdo por Clostridium difficile. Infeccdo recorrente por Clostridium
difficile. Transplante de microbiota fecal.



MARANGONI, B. M. P.; SILVA, J. M. Clostridium difficile infections and fecal
microbiota transplantation as the best therapeutic option. 2017. 84f. Conclusion
Work of Curse (Graduation in Biomedicine) — Centro Universitario Sdo Camilo, Séo
Paulo, 2017.

Clostridium difficile infections (CDI) are one of the leading causes of infectious diarrhea
associated with antibiotics. Currently, metronidazole and vancomycin are the most
commonly used medications in these cases. Although most patients present clinical
response to existing antimicrobial therapies, recurrent infection can develop in up to
30% of patients. With the recent appearance of hypervirulent Clostridium difficile
strains, CDI has become a disease of great clinical relevance, presenting rates
Increased recurrence, increasing severity and mortality. Fecal microbiota
transplantation (FMT) is an alternative treatment for recurrent CDI. A better
understanding of the intestinal microbiota and its role in this infection has opened the
door to this promising therapeutic approach. It is believed that the FMT can regulate
dysbiosis, restoring the diversity of the intestinal microbiota, thus breaking the cycle of
recurrent infections. From the first report of the use of FMT for recurrent ICDs in 1958,
several studies have demonstrated the efficacy of this method, with cure rates of
approximately 90% compared to standard antibiotic therapy.

Keywords: Recurrent Clostridium difficile infection. Clostridium difficile infection. Fecal
microbiota transplant.
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1 INTRODUCAO

O termo microbiota intestinal refere-se a uma variedade de micro-organismos
comensais, em sua maioria bacteriano, que reside no interior do intestino humano.
Esta abriga uma comunidade microbiana diversa e complexa que € conhecida por
conferir uma série de beneficios para a saude humana, por exemplo, metabolismo
de nutrientes do individuo, xenobiose, manutencdo da integridade estrutural da
mucosa entérica, imunomodulacédo e protecdo contra patogenos (BARBOSA et al.,
2010; GUINANE; COTTER, 2013).

Em geral, a microbiota entérica saudavel é constituida predominantemente
pelos filos Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes (BIEN;
PALAGANI; BOZKO, 2013).

O trato gastrointestinal (TGI) é o mais colonizado dentre estes, pois somente
o c6lon possui 70% das bactérias de todo o corpo e a maior parte desta microbiota é
composta de anaerdbios estritos, tais como Bacteroides, Fusobacterium e Clostridium
(BARBOSA et al., 2010; JANDHYALA, 2015).

Clostridium difficile (CD) € uma bactéria Gram-positiva anaerdbia, em forma de
bacilo, pertencente ao filo Firmicutes, formador de esporos e produtor de toxinas, que,
em condi¢Bes normais, € inibida pela microbiota intestinal. No entanto, quando ocorre
desequilibrio da microbiota, normalmente pelo uso de antibidticos, o
bacilo encontra condi¢cdes favoraveis para sua germinacao, colonizacdo e secrecao
de toxinas, podendo ocasionar quadros de inflamacao a danos na mucosa do intestino
(VENUTO et al.,, 2010; VIANA, 2013; OFOSU, 2016), que varia de colonizagéao
assintomatica, diarreia moderada a colite potencialmente fatal (OLLECH et al., 2016).

Na atualidade a infeccdo causada pela bactéria é uma das principais causas de
diarreia infecciosa associada aos cuidados de saude, responsavel por 15% a 25% dos
casos de diarreia associada a antibioticoterapia (NAPOLITANO; EDMISTON, 2017).
Dados recentes sugerem que houve um aumento na incidéncia e na gravidade ao
longo da ultima década (FARROW et al., 2013; OFOSU, 2016). Entretanto, existem
relatos na literatura reconhecendo casos associados a comunidade (NAPOLITANO;
EDMISTON, 2017; PARK et al., 2017).

Nos Estados Unidos, estima-se que ocorram cerca de 500 mil casos de

infeccdo por este micro-organismo por ano, com custos de aproximadamente 3
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bilhbes de ddlares (FARROW et al., 2013). Com tudo, pouco se sabe sobre a
epidemiologia da doenga em paises latino-americanos, logo, a incidéncia nessas
areas pode ser subestimada (BALASSIANO et al., 2011; PIRES et al., 2014). Surtos
foram registrados por volta dos anos 2000 nos Estados Unidos, Canada e Reino Unido
com mortalidade elevada de 6,9 a 16,7%. O custo estimado por episédio varia de US$
2.470,00 e US$ 3.669, sendo que no primeiro semestre de 2004, Loo et al. (2011)
analisaram 12 hospitais no Quebec, Canada, e obtiveram incidéncia de 22,5 casos a
cada 100.000 admissdes hospitalares (JUNIOR, 2012).

O método ideal de diagnostico para CD é a pesquisa das toxinas A e B, uma
vez que a cultura ndo é um exame conclusivo. Essa pesquisa € realizada por meio de
kits comerciais com leitura visual, porém, sua sensibilidade é menor quando
comparado a métodos moleculares (OPLUSTIL et al., 2010).

A terapéutica recomendada para diarreia associada a CD consiste em
antibioticoterapia com metronidazol e/ou vancomicina. Entretanto, a resposta ao
tratamento com antimicrobianos pode néo ser satisfatéria, na qual a taxa de diarreia
recorrente pode chegar até 30% dos casos (FONSECA, 2013; GANC et al., 2015).

O transplante de microbiota fecal (FMT) surgiu como alternativa para o
tratamento da diarreia recorrente por CD, quando a resposta ao tratamento
preconizado para esta infec¢do néo é obtida. O objetivo dessa terapia € restaurar a
homeostase da microbiota intestinal do individuo infectado (PEREZ et al., 2013).

Devido as elevadas taxas de incidéncia e recorréncias relatadas, além de falha
na antibioticoterapia preconizada, somado a isso, a crescente gravidade e frequéncia
da doenca, e 0s correspondentes impactos econdmicos, faz com que haja a
necessidade de abordagens mais potentes de tratamento obrigando a comunidade
médica a tomar medidas rapidas no desenvolvimento de um tratamento eficaz
(BADGER et al., 2012).

Nesse contexto surge o FMT, método promissor para individuos com infeccdes

recorrentes por CD.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo descrever os aspectos gerais CDI e
compreender o impacto e a relevancia do transplante de microbiota fecal em infeccdes

causadas por este micro-organismo.

2.2 Objetivos especificos

Descrever dados epidemiolégicos, patogénese, diagnostico laboratorial e

opcOes terapéuticas para CDI.
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3 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao de literatura utilizando livros da area de Microbiologia
disponiveis na Biblioteca Padre Inocente Radrizzani, situada no Centro Universitario
Sdo Camilo, campus Ipiranga. Também foram utilizados artigos cientificos
pesquisados na revista eletronica SciELO e na base de dados PubMed, sendo eles
nos idiomas portugués, inglés e espanhol, publicados entre os anos de 2007 a 2017.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Microbiota do trato gastrointestinal (TGI)

O corpo humano apresenta um diversificado niumero de bactérias, virus e
fungos que coexistem em simbiose com o hospedeiro (SCARPELLINI et al., 2015).
Ha uma microbiota especifica para cada compartimento humano, incluindo a pele,
tratos respiratorio, genitourinario e gastrointestinal (NEISH, 2009). Dentre estes, 0
orgao mais fortemente colonizado é o trato gastrointestinal, uma vez que somente o
célon possui 70% das bactérias de todo o corpo e a maior parte desta microbiota é
composta de anaerdbios estritos (SEKIROV et al., 2010).

O termo microbiota gastrointestinal refere-se a uma variedade de micro-
organismos comensais que colonizam o interior do intestino e que realizam diversas
funcbes benéficas para o hospedeiro. E constituida por microbiota residente e de
transicdo temporaria, sendo considerada como um dos ecossistemas mais
complexos, com aproximadamente 1.000 espécies de bactérias distintas
(JANDHYALA, 2015).

A instalacdo da microbiota ocorre logo apdés o nascimento. O intestino dos
neonatos é rapidamente colonizado por uma variedade de micro-organismos. Fatores
conhecidos podem influenciar na composicao e colonizacao da microbiota entérica do
recém-nascido, como a idade gestacional, microbiota materna, tipo de parto escolhido
(parto vaginal versus parto cesarea), amamentacdo (leite materno versus leite
industrializado), medidas de higiene, contaminacdo ambiental, tratamento com
antibioticos e caracteristicas genéticas (RODRIGUEZ et al., 2015; WALL et al., 2009).

A microbiota intestinal de recém-nascidos € caracterizada por baixa diversidade
e uma dominancia relativa dos filos Proteobacteria e Actinobacteria. A medida que
ocorre o desenvolvimento da crianga, a microbiota torna-se mais diversificada com o
surgimento e dominio de Firmicutes e Bacteroidetes (RODRIGUEZ et al., 2015).

A microbiota intestinal adulta € composta por varias espécies, podendo
encontrar quatro principais filos no trato gastrointestinal, conhecidos por contribuirem
para a saude humana e doencas, séao eles: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria
e Proteobacteria (Figura 1), sendo a maioria das espécies nao patogénicas
(ANDERMANN; REZVANI; BHATT, 2016; BLANCHI; GORET; MEGRAUD, 2016;
DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2015).
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Figura 1- Grupos bacterianos e sua distribuicdo dentro do corpo humano

\ T B. Eséfago distal

A. Cavidade oral
Esbfago

Estomago

C. Estémago

Célon (intestino grosso)

Intestino delgado

D. Intestino delgado
E. Célon (intestino grosso)

# Actinobacteria  Bacteroidetes B Firmicutes
B Fusobacteria # Proteobacteria 1 Outros

Fonte: Modificado de (DAVE et al., 2012)

As bactérias estao distribuidas em todo trato gastrointestinal, variando quanto
a concentracéao e diversidade populacional (Figura 2). Essa diferenciacéo deve-se ao
fato de encontrar uma variedade de condicbes ambientais nas diferentes areas do TGl

(GERRITSEN et al., 2011).
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Figura 2 - Microbiota do trato gastrointestinal humano

Esbfago
Principais bactérias presentes l Orgéo Principais processos fislolégicos

}- Esdfago

Secregio de écido (HCY)
~ Estdmago Digest&o de macromoléculas
pH2

Helicobacter
Proteobactena
Bacteroldetes
Actinobacteria
Fusobacteria

Enterococcus

Lactobacillus Continuagio da digestao

- Jejuno _ Intestino Absorgio de monossacarideos,
delgado aminoacidos, Acidos graxos, dgua
Bacteroides pH 4-5
Bifidobacterium
Clostridium
Enterobacter
Enterococcus
Escherichia
Eubacterium
Klebsiella
Lactobacilius
Methanobrevibacter

(Archaea)
Peptococcus
Peptostraptococcus
Protaus

Intestino Absorcao de acidos biares,
E grosso vitamina 812

pH 7

- Colo

Nota: Estes taxons séo representativos dos micro-organismos frequentemente encontrados
em individuos sadios. Nem todos os individuos abrigam estes micro-organismos.
Fonte: (MADIGAN et al., 2016)

Existe uma relagcdo de beneficio entre 0 hospedeiro e a microbiota intestinal,
sendo fundamental o equilibrio para favorecer ambas as partes. As bactérias que
integram o trato gastrointestinal sGo em sua maioria anaerobicas estritas (97%), ao
passo que apenas 3% sao aerObias (anaerdbia facultativas). Bedani e Rossi (2009)
destacaram que 0s g@géneros anaerébios mais comuns, sdo 0s Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Fusobacterium, Clostridium e Lactobacillus. Também
pode-se encontrar bactérias aerdbias Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella
spp.) e cocos Gram-positivos do género Enterococcus, Staphylococcus e
Streptococcus. Algumas espécies de fungos, tais como do género Candida, também
fazem parte da microbiota intestinal normal. Alguns dentre esses géneros podem
contribuir com beneficios ao hospedeiro, tais como Bifidobacterium e Lactobacillus,
entretanto, outros podem ser gravemente prejudiciais (BEDANI; ROSSI, 2009).

No estdbmago e no intestino delgado € encontrado um numero limitado de
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bactérias, pois poucas conseguem sobreviver as condi¢cdes acidas do estbmago e
alcancar o intestino delgado de forma viavel (GUARNER, 2007). O lmen do intestino
delgado € caracterizado por um pH de aproximadamente 7, a presenca de sais biliares
e secrecdes pancreaticas que contém enzimas digestivas sdo consideradas
bactericidas (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2015; WALL et al., 2009).

Os é&cidos biliares, secretados através do ducto biliar na extremidade proximal
do intestino delgado, € bactericida para determinadas espécies, devido as suas
propriedades tensoativas e sdo conhecidos por moldar amplamente a composicao da
microbiota, especialmente no intestino delgado. Embora exista competicdo por meio
das bactérias presentes no intestino delgado e seu hospedeiro para obtencdo de
nutrientes, a presenca de acidos biliares e peptideos antimicrobianos do sistema
imune do hospedeiro limitam o crescimento bacteriano em baixas densidades em
regides proximais. O ceco e colon cultivam as comunidades mais densas e
diversificadas de todos os habitats do corpo (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN,
2015).

No intestino grosso encontra-se a maior concentracdo de micro-organismos e
atividade metabdlica, sendo que a partir do ileo a concentracdo bacteriana aumenta
gradualmente, alcancando 10! a 102 UFC/g no célon. No ileo, ha uma éarea de
transicdo e o célon apresenta condi¢cdes favoraveis para o crescimento bacteriano
devido a escassez de secrecfes intestinais e abrangente fonte de nutricdo (BEDANI,
ROSSI, 2009).

4.2 Func¢des da microbiota intestinal

Os micro-organismos comensais da microbiota intestinal residem no interior do
intestino e realizam diversas funcdes benéficas para o hospedeiro (BEDANI; ROSSI,
2009). S&o responsaveis pela maturacao e regulacdo do sistema imune, degradacao
de componentes nao digeriveis da dieta, sintese de vitaminas, estimulo para liberacéo
de hormodnios gastrintestinais e, por fim, resisténcia a coloniza¢cdo por bactérias
patogénicas ou de protecdo (ANDERMANN; REZVANI; BHATT, 2016; KRISTENSEN
et al., 2016).

Nos ultimos anos, observou-se um crescente interesse na compreensao do
papel da microbiota intestinal humana para elucidar o potencial terapéutico da sua
manipulagdo (GUPTA; ALLEN-VERCOE; PETROF, 2015). As bactérias que



22

colonizam o TGl sao classificadas como marcadores de saude ou de doencgas, sendo
dessa maneira, responsaveis pela homeostase do hospedeiro (BEDANI; ROSSI,
2009). Segundo Wall et al. (2009) algumas destas bactérias sado consideradas agentes
potencialmente prejudiciais, podendo ser fonte de infeccdo e inflamacédo em certas
circunstancias, enquanto que a grande maioria coexistem com o hospedeiro

contribuindo com beneficios para a saude deste.

4.2.1 Funcao de resisténcia a colonizacao ou de protecao

A microbiota intestinal desempenha um papel crucial na resisténcia do
hospedeiro contra patégenos invasores dentro do intestino, pois impede a adeséo de
micro-organismos nao benéficos, formando uma barreira mecanica. Isso ocorre
comumente no lumen e nas superficies da mucosa, pois patdogenos e bactérias
comensais, ambos exigem um meio semelhante para colonizar e proliferar no
intestino, ocorrendo dessa maneira competicdo. Por conta disso, as bactérias
residentes produzem substancias antimicrobianas como bacteriocinas e metabdlitos
toxicos, como acidos graxos de cadeia curta, para a eliminar o agente invasor
(KAMADA et al., 2013).

Embora a microbiota comensal desempenhe papéis cruciais na resisténcia
contra infec¢Bes de patdgenos entéricos, certos patégenos podem utilizar a prépria
microbiota para facilitar a sua infeccdo. Por exemplo, CD pode utilizar subprodutos
derivados de bactérias comensais, tais como sais biliares para promover a
germinacao de seus esporos (GIEL et al., 2010).

De Acordo com Madigan et al. (2016) deve-se salientar que a resisténcia a
colonizacéo nao é causada unicamente pela microbiota entérica, outros fatores podem
influenciar essas funcbes como por exemplo, os fatores fisiol6gicos e anatémicos
(incluindo a integridade da mucosa), salivacdo, secrecdo de IgA, producédo de acido
graxo, descamacao da mucosa e motilidade gastrointestinal.

Quando a microbiota € alterada, na maioria das vezes apds a administragdo
oral de antibiticos, a resisténcia a colonizacdo € prejudicada, permitindo que
patdgenos como CD proliferem e dominem o ecossistema intestinal (BUFFIE;
PAMER, 2013; HIRSCH et al., 2015).
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5 CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Durante uma pesquisa sobre microbiota intestinal de recém-nascidos no ano
de 1935, Hall e O’'Toole descreveram um micro-organismo desconhecido e devido a
sua morfologia e a dificuldade de isolamento em meios de cultura tradicionais, pois s6
crescia em meios anaerébios, este foi nomeado Bacillus difficilis, e logo em seguida,
foi chamado de Clostridium difficile (JUNIOR,2012; VENUTO et al., 2010).

Desde entdo, achava-se que Clostridium difficile era um organismo comensal,
porém, no ano de 1978, Bartlett e colaboradores identificaram esta bactéria como
sendo produtora de citotoxinas em culturas de fezes dos pacientes com colite
pseudomembranosa, induzida por antibiéticos e também em 20% dos individuos com
diarreia associada a antibiético (KHAN; ELZOUKI, 2014).

ApOGs esse episodio, o CD tem sido relacionado como o principal agente
causador de diarreia associada a antibioticoterapia e colite pseudomembranosa
guando em uso de antibiéticos em seres humanos (COLE; STAHL, 2015).

CD é um bacilo Gram-positivo anaerdébio estrito, pertencente ao filo Firmicutes,
formador de esporos e produtor de toxinas (PARK et al., 2017; BADGER et al., 2012;
VYAS; AEKKA; VYAS, 2015). Coloniza o intestino grosso de seres humanos,
mamiferos domésticos e selvagens. Existem cepas toxigénicas produtoras de toxinas
A (enterotoxina) e B (citotoxina) e, as nao produtoras (ndo-toxigénicas), porém
somente as toxigénicas desencadeiam doenca em humanos (EFRON; MAZUSKI,
2009; BURKE; LAMONT, 2014). As toxinas possuem uma sequéncia de 2710 e 2366
aminoacidos com pesos moleculares de 308 e 279 kDa, respectivamente (CARROLL;
BARTLETT, 2011). Ambas podem causar diarreia e inflamacgéo do célon em pacientes
infectados (OLLECH et al., 2016).

Apresenta colénias ndo hemoliticas rizéides em placas de agar sangue (Figura
3), seu odor caracteristico & descrito como de “celeiro de cavalos”. E catalase, indol e
urease negativos, sendo também negativo para lipase e lecitinase em agar gema de
ovo (DUBBERKE et al, 2010).
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Figura 3 — Clostridium difficile

A oV el

Nota: a) Imagem tipica de coldnias de Clostridium difficile em agar sangue; b) microscopia de
contraste de fase de uma cultura de C. difficile com células vegetativas (estruturas alongadas),
na fase-escura pode-se observar 0s esporos (pontos escuros subterminais) e na fase clara os
esporos (elipséides brilhantes).

Fonte: Modificado de (SMITS et al., 2016)

5.1 Fatores de viruléncia

A toxina A (TcdA) e a toxina B (TcdB) séo os principais fatores de viruléncia
desta bactéria, contribuindo para sua patogenicidade, pois induz inflamacdo da
mucosa intestinal e diarréia (KUEHNE et al., 2010). Além das principais toxinas, o CD
pode produzir uma série de outros fatores de viruléncia (tabela 1), incluindo a toxina
binaria ou CDT (Clostridium difficile transferase), a proteina de ligacédo a fibronectina
(FbpA), fimbrias, proteina de superficie (SIpA), a cisteina protease (Cwp84) e as
proteinas de adesdo Cwp66 e CwpV (GOUDARZI et al., 2014).



Tabela 1 — Fatores de viruléncia do Clostridium difficile

Fator de viruléncia

Efeito na celula alvo do hospedeiro

Toxina A (PaLoc — gene TcdA)

Toxina B (PalLoc — gene TedB)

Toxina variante A-/B+

Toxina Binaria

Proteina de Superficie

Proteina de adesio

Esporulacdo / germinacdo

Perda citotdxica da funcdo de barreira

das células gastrointestinais
Interacdo sinérgica com a toxina A
Insuficiéncia cardiotoxica

Aumenta a adesdo clostridial a
superficies das células intestinais -
resisténcia fluoroquinolona

Gene que codifica aderéncia da
superficie celular /7 estimula a

inflamacao

Medeia ligacdo covalente ao

peptideoglicano da parede celular

Proteina de revestimento externo do

esporo que induz a inflamacdo

Fonte: Modificado de (BADGER et al., 2012)
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Todas as cepas toxigénicas do bacilo possuem o locus de patogenicidade,

denominado de PalLoc, que é um curto segmento cromossdmico que mede

aproximadamente 19,6 Kb. Este locus é constituido pelos genes tcdA, tcdB, tcdC, tcdE

e tcdR (Figura 4). Sendo os dois primeiros responsaveis por codificar a produgéo das

toxinas A (TcdA) e B (TcdB), respectivamente; sendo estas toxinas relacionadas a

patogenicidade do CD. O gene tcdR é um regulador positivo de expressao dos genes

tcdA e tcdB, enquanto o tcdC atua como regulador negativo, evitando a expressao do

PalLoc. O tcdE é responsavel pela formacdo de poros nha membrana plasmatica que

permitem a passagem das toxinas pela parede celular da bactéria (CARROLL;
BARTLETT, 2011; DENEVE et al., 2009).
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Algumas cepas hipervirulentas de C. difficile séo capazes de produzir a toxina
binaria (CDT - Clostridium difficile transferase). Esta é codificada pelo locus Cdt
(CdtLoc), que esta separado do locus PaLoc (Figura 5). Produz quadros mais graves
e apresenta resisténcia a fluoroquinolonas. Realizam producdo aumentada das
toxinas A (16 vezes a mais) e B (23 vezes a mais), pois, ocorre a delecéo parcial de
tcdC o qual é responsavel pela down-regulation da transcricdo génica (ZEA;
SALAZAR, 2012).

A toxina binaria tem a capacidade de alterar o citoesqueleto do enterdcito, que
leva & perda excessiva de fluidos e eventual morte celular. E composta por duas
subunidades independentes: uma subunidade enzimética (CDTa) e outra de
transporte (CDTb), que facilita a translocacdo de CDTa nas células alvo. Cada
componente isolado néo é citotoxico, contudo, quando juntas provocam citotoxicidade
in vitro (CARROLL; BARTLETT, 2011; RODRIGUEZ-PARDO; MIRELIS; NAVARRO,
2013).

Figura 4 - Locus de patogenicidade (PaLoc)

d PaLoc (19 kb)
|
I |

tcdR tcdB tedE fodd tedC
A ki
PO - HH—

Fonte: Modificado de (CARROLL; BARTLETT, 2011)

Figura 5 — Locus datoxina binaria (CdtLoc)

b Cdtloc (6.2kb)

-
cd2601 cd2602 cdtR cdtA cdtB trpS
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I 3 .
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CdtRO

Nota: Representacdo esquematica do locus da toxina binaria (CdtLoc) e regides

flanqueadoras com interacdes regulatdrias. Caixas com setas indicam quadros de leitura
aberta e as setas mostram a direcédo da transcricdo. Os genes cdtA e cdtB estdo em azul, o
gene regulador (cdtR) estd em laranja e os genes localizados fora do CdtLoc estdo em cinza.
Fonte: (SMITS et al., 2016)
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Em resposta a limitacdo de nutrientes encontrado na fase estacionaria de
crescimento, cepas toxigénicas aumentam a producdo e secrecdo de toxinas
(MERRIGAN et al.,, 2010). Estudos de analise de transcricdo tém mostrado que a
producdo das toxinas A e B sédo co-reguladas dependentes de crescimento. A fase
Log ou exponencial de crescimento bacteriano esta associada com forte expresséo
do gene tcdC, que € regulador negativo da producao de toxina e fraca transcricdo dos
genes que codificam para TcdA e TcdB pois nessa fase ndo ha necessidade de
competicao nutricional. Ao passo que todos 0s outros genes sdo expressos durante a
fase estacionaria (CARROLL; BARTLETT, 2011), pois nesta fase ha regulacéo
negativa de tcdC e ativacdo tcdR para a expressao das toxinas (SMITS et al., 2016).

Dineen e colaboradores apontam em seu estudo realizado em 2007, que a
expressdo do gene da toxina do Clostridium difficile é reprimida por outro gene
regulador chamado CodY. Este gene regulador atua monitorando os fatores
nutricionais do ambiente. Os autores demonstraram que na presenca de quantidades
suficientes de nutrientes, tais como determinados aminoacidos e GTP, CodY liga-se
a regiao promotora de tcdR e reprime a expressdo do gene da toxina. Entretanto,
guando os nutrientes no ambiente estdo faltando, a expressdo do gene da toxina nao
€ reprimida. Podendo assim, inferir que a toxina possa ser um potencial alvo
terapéutico, para o desenvolvimento de novos compostos Uteis para o tratamento de
CDI (GIRINATHAN et al., 2017).

5.2 Fisiopatogenia

A transmisséo de CD é oral-fecal. E adquirido por meio da ingest&o de esporos
gue normalmente sdo transmitidos a partir de outros pacientes através das maos de
profissionais de salde ou do préprio ambiente (SHAUGHNESSY et al., 2011),
tornando-se um patogeno frequente em infec¢cdes nosocomiais (GIL et al., 2017).

A CDI desenvolve (Figura 6) quando um paciente ingere os esporos de uma
cepa toxigénica de C. difficile via contato pessoal ou pelo ambiente. Em pessoas
saudaveis, o bacilo ndo causa problemas, devido a microbiota intestinal normal e a
resposta imune. Ao passo que em individuos suscetiveis, uma vez ingerido, 0s
esporos resistem a acidez do estdmago e no intestino delgado, germinam para a forma
vegetativa, que € a forma metabolicamente ativa. Quando esta forma atinge o célon,

o ambiente anaerobio, a suscetibilidade do hospedeiro ao apresentar alteracdo na
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microbiota do TGI, geralmente por exposi¢cao a agentes antimicrobianos, favorecem a
producéo das toxinas A e B (LARENTIS, 2014).

Para produzir efeitos toxicos, as toxinas geradas associam-se primeiramente
aos receptores de membrana dos enterocitos que estdo presentes no colon, para que
assim, sejam endocitadas por estas células e em seguida transportadas ao citoplasma
(RODRIGUEZ-PARDO; MIRELIS; NAVARRO, 2013). Dentro dos endossomos, essas
toxinas que sédo consideradas glicosiltransferases, tem a capacidade de inativar
GTPases do hospedeiro (proteinas Rho, Roc e Cd42, sdo exemplos), estas tém como
funcgéo hidrolisar a guanosina trifosfato, transformando-as em guanosina difosfato, que
€ essencial na sintese de nucleotideos para sintese de RNA (LARENTIS, 2014). Essa
inativacdo promove alteracdes, como 0 aumento na permeabilidade e da camada
epitelial intestinal por inflamacdo, aumento da secrecdo de fluidos e eletrdlitos e
modifica¢des principalmente na integridade do citoesqueleto de actina, resultando em
apoptose celular (DUBBERKE et al., 2010).

Apss um curto periodo de exposicao das células epiteliais as toxinas liberadas
pela bactéria, inUmeras citocinas sdo secretadas como a interleucina 8 (IL-8) que é
responsavel pelo recrutamento e ativacdo de neutrdfilos no sitio da infecgdo. Dessa
maneira, ocorrem danos caracterizados por perda celular, epitelial e infiltracao
neutrofilica que € importante para manifestacdes clinicas de carater sistémico
(LARENTIS, 2014).
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Figura 6 — Fisiopatogenia da CDI
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Nota: Esta figura ilustra que uma microbiota intestinal alterada € um pré-requisito para a
infeccdo sintomatica. Apds o estabelecimento da susceptibilidade (1) e da exposicdo a
esporos, ocorre germinacao, as células vegetativas de C. difficile produzem a toxina (2), o que
causa lesdes no epitélio intestinal e mucosa resultando nos sintomas. Apés a recuperacao da
terapia convencional, a interrupcao da microbiota entérica pode continuar e os pacientes
permanecem em risco de CDI recorrente (3).

Fonte: Modificado de (RAO; SAFDAR, 2015)

Vale ressaltar que nem todos os individuos colonizados por Clostridium difficile
desenvolvem a doenca. Isto porque a patogenicidade desta bactéria esta diretamente
relacionada com a expresséo de fatores de viruléncia (tais como pili, flagelos, enzimas
proteoliticas, proteinas de superficie celular, producdo de toxinas A e B), que
contribuem para o estabelecimento da doenca em diferentes fases, durante o
processo de infeccdo e que estdo associados com a competéncia do sistema
imunolégico do hospedeiro (BELLA et al., 2016; PEREZ et al., 2013).
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6 RESPOSTA IMUNE AO CLOSTRIDIUM DIFFICILE

As diferentes manifesta¢gdes causadas por Clostridium difficile sofrem influéncia
da idade, comorbidades associadas e, do sistema imune. As toxinas produzidas pela
bactéria ativam o sistema imunoldgico inato e adaptativo, uma vez que estas causam
efeitos citopaticos que sdo caracterizados pela ruptura da barreira celular e efeitos
enterotoxicos, propagando a resposta inflamatoria (MADAN; PETRI JUNIOR, 2012).

A resposta inata contra o micro-organismo envolve a microbiota enddgena,
células epiteliais intestinais, a barreira e o sistema imunoldgico da mucosa intestinal
(STECHER; HARDT, 2008; BIBBO et al., 2014). A liberacéo de toxinas produzidas
pela bactéria provoca estimulacdo na secrecdo de mediadores pré-inflamatérios
(citocinas, quimiocinas, peptideos neuro-imunes), além de recrutamento e ativacao de
inUmeras células imunes inatas. A producdo de algumas citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias como IL-12, IL-18, IFN-y, IL-1B3, TNF-a, MIP-1a, MIP-2, IL-8 e leptina,
propagam a inflamacao e o recrutamento de neutrofilos gera uma intensa infiltracéo
neutrofilica no local, contribuindo assim para a lesdo da mucosa (MADAN; PETRI
JUNIOR, 2012).

Além dos neutrdfilos, mastocitos intestinais também desempenham um papel
importante nas respostas inflamatérias mediadas por toxinas, uma vez que ambas as
toxinas (A e B) levam a ativacdo, degranulacdo e liberacdo de mediadores
inflamatdrios de mastdcitos (BIBBO et al., 2014; MADAN; PETRI JUNIOR, 2012).

Quando se trata de resposta imune adaptativa contra o CD, anticorpos contra
as toxinas A e B da bactéria estdo presentes em 60% de adultos saudaveis
apresentando niveis séricos detectaveis de IgG e IgA contra TcdA e TcdB (SANCHEZ-
HURTADO et al., 2008) e criancas mais velhas (MADAN; PETRI JUNIOR, 2012).

Lees e colaboradores (2016) associaram os niveis séricos de anti-toxina A do
tipo IgG e o desenvolvimento dos sintomas clinicos e observaram que em adultos com
niveis de anticorpos baixos ou ausentes tinham maior probabilidade de desenvolver
diarreia ou colite, ao passo que aqueles com titulos mais altos apresentavam-se
assintomaticos. Do mesmo modo, CDI recorrentes ocorreu com maior frequéncia em
individuos com niveis mais baixos de IgG/IgM contra a toxina A. Demonstrando que a

imunidade humoral pode ser importante na prevencéo da doenca.
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7 EPIDEMIOLOGIA

Sabe-se que as taxas de colonizagdo do CD encontra-se presente em 15 a
70% dos recém-nascidos, 3 a 8% dos adultos saudaveis e 20% dos adultos
hospitalizados (NOREN, 2010; KIM; ZHU, 2017).

Nos ultimos anos, Varios estudos epidemioldgicos foram realizados, os quais
evidenciaram um aumento alarmante na incidéncia, na gravidade e nas taxas de
recorréncia da doenga associada ao Clostridium difficile, em diversas localidades
(LIUBAKKA; VAUGHN, 2016). Este aumento da incidéncia da doenca tem sido
explicado pela melhoria significativa dos métodos de deteccdo do bacilo, pela
emergéncia da cepa hipervirulenta B1/NAP1/027 e pelo aumento de outros fatores de
risco associados a infeccdo, particularmente o uso crescente de antibibticos, de
imunossupressores e de inibidores da bomba de prétons (KIM; ZHU, 2017).

Todavia o0 aumento das infec¢des pela bactéria ndo pode ser atribuida somente
a cepa hipervirulenta, uma vez que hospitais europeus, dependendo do pais, relatam
outros ribotipos (001, 053, 106 e 078) que possuem mecanismo semelhante de
hiperproducéo de toxinas (BAUER et al., 2014; NAPOLITANO; EDMISTON, 2017).

O micro-organismo afeta, frequentemente, paciente com idade superior a 65
anos, com taxas de incidéncia até 22,8 casos por 10.000 habitantes. Sendo estes
internados em hospitais, centros geriatricos, casas de apoio e asilos, pois nestes
locais h& a existéncia de comorbilidades e um elevado consumo de antibidticos. Ha
também relatos da ocorréncia da doenca em pacientes sem os fatores de riscos
tradicionais, considerados de baixo risco, como jovens e criangas com idade superior
a dois anos (FREEMAN et al., 2010).

Um estudo de vigilancia populacional publicado nos Estados Unidos, mostrou
gue a incidéncia de infec¢ao por Clostridium difficile triplicou nos ultimos 15 anos, com
uma estimativa de 453.000 casos em 2011 e cerca de 30.000 mortes associadas a
esta infec¢do. A maioria das infeccfes sdo nosocomiais e até 40% estédo relacionadas
a comunidade. E o patégeno nosocomial mais frequentemente relatado em hospitais
nos Estados Unidos, quadruplicou o custo das internagdes hospitalares, aumentando
0s gastos anuais para aproximadamente 1,5 bilhdes de dolares (LESSA et al., 2015;
LONGO; LEFFLER; LAMONT, 2015).

Embora a incidéncia CDI na América do Norte e na Europa esteja bem

documentada, pouco se sabe sobre a propagacdo desta doenca na América Latina e
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no Brasil (BALASSIANO et al., 2011). Alguns relatos publicados descreveram, pela
primeira vez, o isolamento da cepa epidémica B1/NAP1/027 na América Latina, com
casos confirmados na Costa Rica (QUESADA-GOMEZ et al., 2010), no Panama
(LOPEZ-URENA et al., 2013) e no Chile (HERNANDEZ-ROCHA et al., 2012). A
deteccdo desta cepa em paises latino-americanos destaca o problema da sua
disseminagdo em todo o mundo. Os autores acreditam ser apenas uma questao de
tempo até que essa cepa hipervirulenta seja detectada em outros paises da América
Latina.

Estes resultados demonstram que as cepas B1/NAP1/027 estédo presentes na
América do Sul, destacando a necessidade de maior rastreio para este ribotipo em
outras regides do continente (BALASSIANO et al., 2011).
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8 FATORES DE RISCO PARA CDiI

O reconhecimento de popula¢des de alto risco € util para o imediato diagnéstico
e tratamento dos pacientes (GOUDARZI et al., 2014).

O principal fator de risco identificado para a CDI inicial e recorrente é 0 uso
prévio de antibidticos (JUNIOR, 2012). Embora todos os antibioticos estejam
associados a doenca, historicamente clindamicina, cefalosporinas, fluoroquinolonas
(moxifloxacina, gatifloxacina e levofloxacina), ampicilina/amoxicilina, macrolideos,
cotrimoxazol e tetraciclinas podem desencadear essa infec¢do. Até mesmo uma Unica
dose de medicamentos na forma de profilaxia cirdrgica, terapia antimicrobiana
empirica antes de estabelecer um diagnostico infeccioso, podem levar a CDI (LO
VECCHIO; ZACUR, 2012; NAPOLITANO; EDMISTON, 2017).

A prépria exposicdo ao metronidazol e a vancomicina, que sdo farmacos
utilizados como de primeira escolha para a CDI, também podem resultar neste quadro
clinico (LO VECCHIO; ZACUR, 2012).

Outros fatores de risco bem estabelecidos séo a idade avancada (> 65 anos),
exposi¢do aos cuidados de saude (incluindo internacdo e residéncia em centros de
cuidados de longa permanéncia), quimioterapicos, insuficiéncia renal, cirurgia
gastrintestinal, sonda nasogastrica, uso de inibidores da bomba de prétons ou
histamina H2 como protetores gastrico (DESHPANDE et al., 2015; JANARTHANAN
et al., 2012; PHATHARACHARUKUL et al., 2015).

Uma lista completa de fatores de risco para CDI pode ser encontrada na tabela
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Tabela 2 — Fatores de risco em CDI inicial, recorrente, severa e por cepas BI/NAP1/027

CDI por cepas

BINAP1/027 CDI severa CDlI recorrente CDl inicial
Idade maior que Contagem de glébulos Qualquer episddio Exposi¢cado a
65 anos brancos > 15.000/uL anterior de CDI antibioticos

Exposicéo a
fluoroquinolonas

Nivel de creatinina
sérica basal maior de
1,5 vezes

Aumento do nivel de
proteina C-reativa

Infec¢gdo com cepas de
C. difficile NAP7-8-
9/BK/78 e NAP1/BI/027

Uso adicional de

antibiético

Idade avancada

Permanéncia
prolongada ou recente
de um ambiente de
saude

Uso de
inibidores da bomba de
prétons

Infeccdo  por
NAP1/BI/027

cepas

Alta gravidade
doenca subjacente
Auséncia de anticorpos
anti-toxina A

para

Auséncia de anticorpos
anti-toxina B

Idade do paciente

Hospitalizagéo
prévia
Severidade/gravid
ade e doenca

subjacente

Uso de inibidores

de bomba de
prétons e de
blogueadores de
H2

Operacéo
abdominal

Tubo nasogastrico

Longa duracdo de
hospitalizacéo

Residéncia de
cuidados de longa
duracéo

Transplante de
orgaos
Quimioterapia
Doenca renal
cronica

Imunodeficiéncia

Fonte: Modificado de (NAPOLITANO; EDMISTON, 2017)
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9 INFECCAO POR CLOSTRIDIUM DIFFICILE (CDI)

Doenca associada ao Clostridium difficile ou infeccao por Clostridium difficile é
a causa mais comum de diarreia infecciosa, ocorre frequentemente apds a exposicao
aos fatores de risco descritos anteriormente. Esta infec¢cdo € reconhecida por ser a
maior causa de diarreia de origem nosocomial, pois o risco de contrair a bactéria
nessas condicoes esta diretamente relacionado com o tempo de hospitalizacéo
(ALMEIDA; GERBABA; PETROF, 2015).

De modo geral, o paciente apresenta menos de 10 evacuacdes diarias, as fezes
podem ser encontradas na forma aquosa e, as vezes, com presenca de muco,
normalmente ndo sanguinolentas (PEREIRA, 2014).

Casos leves e moderados sdo responsaveis pela maioria dos casos
sintométicos. Contudo, é possivel que esta apresentacao clinica seja confundida com
diarreias infecciosas comuns. Para tanto, seria necessario detectar a presenca das
toxinas produzidas pelo bacilo para confirmar o diagnéstico (PEREIRA, 2014).

A doenca em seu estagio mais grave abrange de 8% a 10% dos pacientes e
seus sintomas caracteristicos incluem coélicas abdominais, dor e sinais de inflamacao
sistémica como febre acima de 38,5°C, leucocitose, aumento da proteina C-reativa
(PCR), hipoalbuminemia, hipotensao, colite pseudomembranosa (EFRON; MAZUSKI,
2009), além de diarreia com mau cheiro, com aspecto mucoso mais de dez vezes ao
dia (KONTUREK et al., 2016).

Aproximadamente 20-30% dos pacientes experimentam recorréncia da doenca
apos o tratamento da infeccao inicial com antibiético. O risco de recorréncia (Figura 6)
continua a aumentar a cada recaida, e alguns pacientes, em Ultima analise
desenvolvem uma sindrome recorrente, onde o ciclo de infec¢destorna-se indefinido.
(WEINGARDEN et al., 2014).

9.1 Infeccao recorrente por Clostridium difficile (rCDI)

Infeccdo recorrente por Clostridium difficile € um dos maiores desafios das
infeccdes por CD, pois a recorréncia pode ocorrer tanto por recidiva (recaida da cepa
infectante inicial) como por reinfeccdo com uma nova cepa (OLLECH et al., 2016).
Atualmente, cerca de 30% dos pacientes com um primeiro episédio de CDI terdo um

segundo episédio de CDI, e as probabilidades de exibirem um terceiro e quarto
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episédios de CDI aumentam para 40% e 60%, respectivamente (BOUZA, 2012;
EVANS; SAFDAR, 2015).

A taxa de mortalidade da CDI varia entre 0,5% a 2%, entretanto, em pacientes
com episodios de recorréncia multipla, a mortalidade pode atingir até 30% (EVANS;
SAFDAR, 2015). Destaca-se a importancia do papel dos esporos do Clostridium
difficile na persisténcia da doenca. As evidéncias clinicas demonstraram que 0sS
eventos de recorréncia podem ser classificados em: eventos recidivantes causados
pela mesma cepa que causou a infeccao inicial ou reinfec¢éo, que é causada por outra
linhagem. A incidéncia de recidiva e reinfeccdo podem variar entre 50-97% e 3-50%,
respectivamente (FIGUEROA et al., 2012; OKA et al., 2012; SIM et al., 2017).

Aproximadamente 25% dos pacientes tratados com metronidazol ou
vancomicina, em um periodo de 4 semanas apdés completarem a terapia com
antibiéticos, comumente apresentam sintomas recorrentes (GOUDARZI et al., 2014).

O principal motivo para ocorréncia de infecgdes recorrentes por CD néo foi
totalmente esclarecido, no entanto, dois fatores provaveis aumentam o risco de
infeccbes recorrentes que sdo: alteracdo na microbiota intestinal normal e uma
resposta imune inadequada contra a bactéria e/ou suas toxinas (JOHNSON, 2009).

A alta frequéncia de rCDI é um problema grave, uma vez que, o0 tratamento
antibiético para esta infeccao pode eliminar muitas bactérias comensais protetoras e,
assim, facilitar a reinfeccéo por CD. A estratégia de usar antibiéticos para tratar uma
condicdo originalmente causada por antibiéticos €, no minimo, conceitualmente
insatisfatoria, conseguindo explicar dessa forma, o porqué das taxas de recorréncia
(TAUR; PAMER, 2014).

CDI, especialmente a doenca recorrente, € associada com morbidade
significativa, podendo levar a complicacbes graves e até mesmo fatais, tais como

colite pseudomembranosa, perfuracao intestinal e sepse (COHEN et al., 2010).
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10 DIAGNOSTICO

De acordo com os critérios clinicos, o diagnéstico de Clostridium difficile é
baseado no contexto clinico apropriado, histérico de administracdo recente de
antibioticos e diarreia. Outros sinais como febre, dor abdominal, leucocitose e pirexia
em combinacdo com testes laboratoriais sdo sugestivos para o0 diagndstico
(GOUDARZI et al., 2014).

10.1 Diagnéstico laboratorial

Os exames laboratoriais para a doenca associada ao Clostridium difficile
devem ser interpretados juntamente com o quadro clinico do paciente. Normalmente
0s exames sao solicitados em casos de diarreia associada ao uso de antibidticos.
Segundo Simor (2010) ndo ha necessidade de testar fezes de pacientes
assintomaticos, ao menos em casos de surtos e estudos epidemioldgicos.

Para um bom diagnéstico laboratorial, geralmente séo utilizadas apenas fezes
diarreicas, exceto nos casos de vigilancia epidemiolégica (LIUBAKKA; VAUGHN,
2016). Apenas amostras recém-colhidas podem ser processadas, pois as toxinas do
bacilo degradam-se em cerca de duas horas em temperatura ambiente; o material
deve ser armazenado e transportado sob-refrigeragdo em temperaturas < 4°C ao
laboratério, nos casos em que 0 exame nao sera realizado rapidamente. Esse fato
pode explicar os resultados falso-negativos que sdo encontrados. Devendo a amostra

ser analisada dentro de 24 horas a partir do momento da coleta (SIMOR, 2010).

10.1.1 Exames microbiol6gicos

Em casos de suspeita de infeccdo por Clostridium difficile, um dos exames
propostos € a coprocultura para anaerébios, em meio de cultura seletivo em agar
cicloserina cefoxitina frutose (CCFA) ou no agar gema de ovo cicloserina cefoxitina
(CCEY). No entanto, a cultura de fezes muitas vezes torna-se inviavel na pratica
clinica por causa do tempo de crescimento. A cultura € um método sensivel, porém
nao é muito especifico (Tabela 3), pois ndo consegue diferenciar cepas produtoras de
toxinas das ndo toxigénicas, podendo apresentar teste positivo para estas cepas.

(EFRON, MAZUSKI, 2009). Os testes com cultura de fezes sdo mais uteis em estudos
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epidemioldgicos para identificacéo de isolados bacterianos (COHEN et al., 2010).

10.1.2 Pesquisa de glutamato desidrogenase (GDH) do Clostridium difficile

Comumente € utilizada a técnica de ensaio imunoenzimatico para detectar em
amostras de fezes a glutamato desidrogenase ou GDH. E uma enzima produzida pelo
CD em gquantidades relativamente maiores quando comparada com as toxinas A e B,
podendo também ser encontrada em outras espécies do género Clostridium. Embora
o teste seja sensivel, é pouco especifico para a CDI (Tabela 3), pois esta enzima é
produzida tanto por cepas toxigénicas como nao toxigénicas (GIRINATHAN; BRAUN,;
GOVIND, 2013).

Apesar de o exame apresentar boa sensibilidade e um valor preditivo negativo
alto, entre 95% e 100%, permitindo descartar o diagnostico de infeccédo por CD, em
caso de resultado negativo. Para a maioria dos autores, a pesquisa de GDH deveria
ser usada apenas como triagem. E quando houver resultado positivo, recomendam
confirmar o resultado por um segundo teste, em geral por PCR ou pesquisa de toxinas
TcdA e TcdB, pois sdo métodos com elevada especificidade (GERDING; FILE;
MCDONALD, 2016; SURAWICZ et al., 2013).

10.1.3 PCR (Reacdo em cadeia da polimerase)

Normalmente a PCR é uma técnica usada para detectar o gene tcdB a partir de
amostras de fezes. As vantagens deste método é que apresenta sensibilidade e
especificidade superiores a 90% e 97% (Tabela 3), respectivamente. Sendo também
possivel identificar cepas hipervirulentas, como a NAP1/BI/027, por meio de Kits
comerciais (VAISHNAVI, 2010).

Apesar de ser um método rapido, apresenta como desvantagens a
necessidade de um laboratério com infraestruturas sofisticadas e profissionais com
conhecimento em Biologia Molecular. O material fecal pode conter compostos que
inibem a reacdo, podendo dessa maneira, dificultar a execuc¢do do ensaio. Além disso,
a PCR nao distingue o portador do individuo doente, sendo indispensavel a correlacao
clinica. (BARBUT et al., 2009; VAISHNAVI, 2010).
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10.1.4 Deteccéao das toxinas Ae B

Normalmente utiliza a técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) que esta
disponivel comercialmente para detectar a toxina A e B ou ambas as toxinas. Alguns
testes sdo apresentados individualmente ou em microplacas de 96 pogos. Os
resultados sdo obtidos em aproximadamente 20 minutos, sendo uma das maiores
vantagens do método (BURNHAM; CARROLL, 2013).

A sensibilidade do teste oscila entre 70% a 85% e a especificidade de
aproximadamente 95% (Tabela 3). Contudo, pode haver variagcdes nos resultados
encontrados, pois exames falso-negativos podem ocorrer, em casos nos quais o
armazenamento do material foi inadequado, uma vez que, a toxina pode ser
degradada apés duas horas em temperatura ambiente (EFRON; MAZUSKI, 2009).
Recomenda-se néo utilizar essa técnica como controle de cura, pois o teste pode ser
positivo até seis semanas ap0s o tratamento (DUPONT, 2013; VAISHNAVI, 2010).

10.1.5 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade consiste em inocular o filtrado de fezes na
suspensao em cultura celular, comumente séo utilizadas as linhagens celulares Vero,
Hela, MRC-5, fibroblastos com objetivo de observar os efeitos da toxina nas células
(VAISHNAVI, 2010). E pouco usado no laboratério de rotina, pois exige um laboratério
especializado e demora no minimo de dois a trés dias para observar os efeitos
citotéxicos (Tabela 4). A especificidade do método é confirmada pela adicdo de um
anticorpo especifico contra CD (DUPONT, 2013).

Tabela 3 - Métodos laboratoriais para diagnéstico de infec¢ao por Clostridium difficile

Observacdes Tempo Especg(:‘/:)()ndade Sen5|(l3/|0|)|dade Método
Demorado 2-3d 80-90 > 90 Coprocultura
Para triagem Horas 85-95 60-85 GDH
Demorado 2-3d >97 75-85 Citotoxicidade
Rapido Horas >97% > 90 PCR
Répido e simples  Horas 90-95 50-85 Imunoenzimatico

Notas: d = dias
Fonte: Modificado de (JUNIOR, 2012; VAISHNAVI, 2010)
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11 TRATAMENTO

A abordagem terapéutica inicial para um caso diagnosticado de CDI é
interromper o antibiético que precipitou a infeccdo (COHEN et al., 2010; LIUBAKKA;
VAUGHN, 2016). O tratamento padréo (Tabela 4) € a administracdo de metronidazol
e/ou vancomicina (LONGO; LEFFLER; LAMONT, 2015). O amplo espectro
antibacteriano destes antibiéticos, no entanto, danifica ainda mais a microbiota,

levando a taxas elevadas de recorréncia da infeccdo (PAMER, 2014).

Tabela 4 - Tratamento antimicrobiano para infec¢gdes por Clostridium difficile baseado
na gravidade

Classificacao por gravidade Tratamento

Diarreia leve ou moderada, Metronidazol 500 mg via oral 3 vezes

leucocitose < 15.000/ul por dia, por 10 a 14 dias
Grave (febre, diarreia intensa, dor Vancomicina 125 a 250 mg via oral 4

abdominal, leucocitose > 15.000/ pl, vezes por dia, por 10 a 14 dias
creatinina aumentada)
Hipotensao, choque, megacolon téxico Vancomicina 500 mg por via

ileo paralitico nasoenteral e/ou por enema 4 vezes

por dia, com ou sem metronidazol,
500 mg endovenoso a cada 8 horas.

Fonte: Modificado de (JUNIOR, 2012)

O metronidazol pertence a classe dos nitroimidazolicos. E absorvido
eficientemente no intestino delgado, de modo que os niveis no limen do cdélon séo
extremamente baixos e sdo em algumas vezes nao detectaveis (BARTLETT, 2008),
sendo uma desvantagem farmacodinamica, principalmente em uma infeccdo da
mucosa ou luminal. Além disso, ele tem efeitos secundarios sistémicos, tais como
nauseas, dor de cabeca, alteracdo do paladar e neuropatia periférica. Alguns estudos
tém demonstrado que a terapia com metronidazol, em comparacdo com a terapia de
vancomicina, é associada com mais falhas e maiores taxas de recorréncia,
especialmente entre pacientes gravemente doentes (KIM; ZHU, 2017; ZAR et al.,
2007).

A vancomicina € um glicopeptideo e para CDI é o medicamento de segunda
escolha. Pode ser utilizada como terapia inicial para pacientes com contra-indicacdes
ou intolerancia ao metronidazol ou para aqueles com CDI grave ou que vivem em

areas com prevaléncia local de NAP1/BI/027. A droga tem sido principalmente



41

reservada para casos graves ou refratérios, devido ao custo e a preocupag¢do com o
uso excessivo de vancomicina, levando a selecdo de enterococos resistentes a
vancomicina. A resposta terapéutica geralmente envolve a resolucao da febre e da
diarreia no quarto ou quinto dia (PAMER, 2014).

Além da terapia convencional, a administracdo de fidaxomicina, rifaximina,
nitazoxanida também pode ser indicada, assim como a imunoterapia, probiéticos e
transplante fecal (PETROF et al., 2013).

A fidaxomicina € membro de uma nova classe de antibacterianos
(macrociclicos) mais ativo que a vancomicina in vitro, inclusive para cepas
hipervirulentas como a NAP1/BI/027, apresentando pouca absorcéo intestinal e alta
concentracdo fecal (JUNIOR, 2012; LOUIE et al., 2011). E uma droga relativamente
nova, foi aprovada em 2011 pelo FDA (Food & Drug Administration) e tem mostrado
melhor efeito na prevencdo de recorréncias quando comparada a vancomicina
(MATTILA et al., 2013; MULLANE et al., 2011).

A rifaximina € um farmaco da classe da rifamicina, ndo possui absorcao
intestinal, porém apresenta alta concentracdo no célon e menor indice de recidiva.
Tem atividade contra Gram-negativo, Gram-positivo e anaerdbios, possuindo também
alta atividade contra CD (JUNIOR, 2012; NAPOLITANO; EDMISTON, 2017).

No entanto, o uso desses medicamentos pode alterar ainda mais a microbiota
intestinal. Justificando dessa maneira, as elevadas taxas de recorréncia da infeccao.
A recorréncia da infeccdo também pode ocorrer, caso haja interrupcdo do
medicamento (KELLY; LAMONT, 2008; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009;
PAMER, 2014).

Borody e Khoruts (2012) explicam que o risco de recaida da CDI, ap6s o
tratamento inicial é de cerca de 20-25%. Este risco aumenta ainda mais pela utilizacéo
de antibioticos adicionais para o tratamento de outras infec¢gbes. Assim, uma parte
dos pacientes podem desenvolver um padréo crénico de CDI recorrente, que pode
durar indefinidamente (GOUGH; SHAIKH; MANGES, 2011).

Embora outros fatores também possam explicar porque os pacientes tém
recorréncia, como a baixa resposta de anticorpos séricos as toxinas do bacilo, o uso
de medicamentos como inibidores da bomba de prétons, a cepa especifica de C.
difficile que esta causando a infec¢cao, esporos persistentes do bacilo ou a introducao
de uma nova cepa pode levar a recorréncia da doenca, o0 que é mais provavel quando

ha recuperacéo incompleta da microbiota intestinal (CORNELY et al., 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5264253/
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O manejo da rCDI é um importante desafio clinico. Os pacientes que nao
respondem a terapia antimicrobiana necessitam de opgdes de tratamentos
alternativos (LAPOINTE-SHAW et al., 2016).

Por exemplo, utilizar probidticos na prevencédo e no tratamento da infeccéo.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define probidticos como sendo
micro-organismos vivos, ndo patogénicos, que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro (BERMUDEZ-BRITO et al.,
2012; RINGEL; QUIGLEY; LIN, 2012).

As bactérias mais comumente utilizadas como probibticos pertencem aos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (WALL et al., 2009). H4 também certas
espécies de leveduras, tais como Saccharomyces boulardii e Saccharomyces
cerevisiae. Sdo consumidos em grandes quantidades, como parte de alimentos
tradicionais em todo o mundo. Exemplos incluem natto e miso (de soja), chucrute
(repolho), e kombucha (cha fermentado), entre outros (RINGEL; QUIGLEY; LIN,
2012).

Embora atuem inibindo a ades&o bacteriana na mucosa intestinal, a eficacia
deste agente para evitar CDI € controvérsia, pois 0s resultados dos estudos séo
heterogéneos. Nao conseguiram concluir se os probidticos teriam efeito na prevencéo
ou poderiam ser utilizados como terapia adjuvante na infeccdo ou nos episédios de
recidiva (PARKES; SANDERSON; WHELAN, 2009).

Uma vez que, ter uma microbiota intestinal saudavel é essencial na prevencéao
e no tratamento da infec¢éo, varios estudos recentes tém demonstrado taxas de cura
de grande sucesso para 0s pacientes tratados por meio do transplante fecal
(ALMEIDA; GERBABA; PETROF, 2015; KAMADA et al., 2013).

A restauracdo da microbiota intestinal através do transplante de microbiota
fecal representa a estratégia de tratamento que ja recebeu a maior atencao e tem
ganhado aceitagdo entre os profissionais no tratamento de rCDI quando os

tratamentos convencionais falham (BAKKEN et al., 2013).
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11. 1 Transplante de Microbiota Fecal (FMT)

A primeira descricdo conhecida do uso de fezes como terapia, foi realizada pelo
meédico chinés Ge Hong, durante a dinastia Dong-jin no século IV na China, o qual
usou suspensédo fecal humana por via oral para pacientes que tiveram intoxicagao
alimentar ou diarreia grave. Na época, isto produziu resultados satisfatorios e foi
considerado um milagre médico que impediu a morte de pacientes (ZHANG et al.,
2012).

Segundo Young e Hayden (2016) em 1958, Eiseman e colaboradores
descreveram a utilizagdo de enemas de fezes como um tratamento para colite
pseudomembranosa, a qual foi o marco da introducédo do FMT na medicina tradicional.

Transplante de microbiota fecal, muitas vezes referida como transplante de
fezes, transplante fecal, reconstituicdo da microbiota fecal ou bacterioterapia fecal,
consiste na administracao de uma suspensao de material fecal derivada de um doador
saudavel para o trato gastrointestinal de um receptor doente (Figura 7), a fim de alterar
diretamente a composicdo microbiana do intestino deste, com o intuito de contribuir
para a melhora do seu quadro clinico (VINDIGNI; SURAWICZ, 2017).

Figura 7: Reconstituicdo da microbiota normal através do transplante de microbiota
feca

colon saudavel

Resolugdo dos sintomas g (S (S /,,:’ 3 4
T > }} [ &2 o)
S ) —
o ) o\ microbiota saudével
/ WS
\/ N
f restauracib d:ntibio(icos b reducdo na diversidade
;‘ MICTObIO‘}; a8 (™) microbiana intestinal
< Filtragdo pp SN Sre .
/l 7 °§ B HiltaGioly /i{ saudavel ’M”\«Ws,f; f : pr.
ﬁ ‘.,. Administracdo poli' & 2R i i % J J,
- enema T \\—o\j b) 3 o /
amostra fecal do - colonoscopia, infusdo | " -\ S/ A\l > N ‘737
doador nasogdstrica ’r‘/
e
infecgdo recorrente
f . ﬂ C. difficile morto, mas
. z\‘\w J esporos podem permanecer ) Ooo
g/ BaD
-~ g ° s g
e 3 °s Y0 c Germinagdo de esporos de C. difficile
b M .y 0¢°/ £ v//d} e multiplicagdo da espécie
) .28
7
antibicticos 5, < Jooo
.~
olite pseudomembranosa f',,Q\ s - 4
I >

disbiose na
) microbiota intetinal
'@ Desenvolvimento da infecgdo por
Clostridium difficile (ICD):
- Diarreia severa, dor abdominal, nduseas e febre
- Toxinas do C. difficile induzem inflamag&o e morte celular
- ICD pode causar colite pseudomembranosa

Fonte: Modificado de (BORODY; KHORUTS, 2011)



44

FMT tornou-se notério, pois se trata de uma estratégia terapéutica eficaz para
arCDI que nao respondeu a terapia padréo. Existe interesse em usar FMT para outras
doencas gastrointestinais e nao-Gl, e varios estudos estdo em andamento para
determinar possiveis indicacoes alternativas (BORODY; PARAMSOTHY; AGRAWAL,
2013; GUPTA; ALLEN-VERCOE; PETROF, 2016).

Embora n&o seja um novo conceito terapéutico, houve um aumento significativo
ao longo dos ultimos anos de indicacdes clinicas devido a dois principais fatores.
Primeiro devido a epidemia global de CDI, e segundo por causa da crescente
valorizagdo do entendimento da microbiota intestinal referente ao seu papel na saude
e no desenvolvimento de doencas (BORODY; PARAMSOTHY; AGRAWAL, 2013).

11.1.1 Objetivo e efeitos do FMT

O objetivo principal do FMT é restaurar a populacdo bacteriana normal no
intestino. Estudos examinaram a microbiota intestinal de pacientes com CDI antes e
depois do transplante. Observaram que ha clara mudanca nas populacbes
bacterianas dentro do intestino apés o FMT, assemelhando-se com as fezes do
doador. Estudos de sequenciamento génico de amostras fecais tém mostrado
aumentos na quantidade de Firmicutes e Bacteroidetes e diminuicdes de
Proteobactérias e Actinobactérias apds o procedimento, sugerindo rapido enxerto do
doador (HAMILTON et al., 2013; KHORUTS et al., 2010).

11.1.2 IndicagOes para FMT

A infeccdo recorrente por C. difficile € a Unica infec¢cdo atualmente com
evidéncias de ensaios clinicos randomizados que documentam a eficacia do
transplante fecal. As infec¢des recorrentes por CD podem ser altamente debilitantes
e o transplante de microbiota fecal é frequentemente eficaz, favorecendo assim, esta
intervencdo quando os riscos e 0s beneficios sdo considerados (HAJRA;
BANDYOPADHYAY, 2016; PARK et al., 2017; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).
Os riscos incluem exposicao a patdégenos desconhecidos e / ou transferéncia de uma
microbiota que pode predispor o receptor a obesidade, doenca inflamatéria do
intestino ou sindrome metabdlica (PAMER, 2014; VINDIGNI; SURAWICZ, 2017).

Para que o FMT seja a terapia de escolha, alguns critérios sao avaliados. A
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recorréncia da CDI é uma delas, uma vez que ao menos trés episodios desta infec¢édo
tenha se manifestado em sua forma leve a moderada, ou se manifestado ao menos
duas vezes em sua forma grave, resultando em hospitalizacdo com morbidades
associadas. Falha na farmacoterapia de vancomicina no periodo de 6 a 8 semanas,
ou sem nenhum tipo de antibiético alternativo como a rifamixina ou nitazoxanida, e
colite severa ou fulminante sem nenhuma resposta a terapia apés um periodo de 48
horas (BAKKEN et al., 2011; TAUXE et al., 2015).

Essas manifestacdes podem ser entendidas como gravidades e a evolucdo da
infeccdo por CD do paciente decidira o encaminhamento ao transplante fecal
(BAKKEN et al., 2011).

11.1.3 Selecéo e rastreio de doadores

O doador pode ser qualquer pessoa com idade superior a 18 anos, conhecida
ou ndo pelo paciente, que esteja disposta a ser doador (KELLY et al.,, 2015;
LIUBAKKA; VAUGHN, 2016).

Gough, Shaikh e Manges (2011) realizaram uma revisdo sistematica
comparando a eficdcia do FMT entre doadores relacionados ou ndo ao receptor.
Doadores relacionados (n = 19 estudos) apresentaram resolucéo da infeccdo em
93,3% dos estudos e os doadores nao relacionados (n = 4 estudos) resolutiva de 84%
dos estudos. Do mesmo modo, Kassam et al. (2013), avaliaram a significancia do tipo
de doador e ndo encontraram diferenca independentemente se o doador era anénimo
ou selecionado pelo paciente. Ainda acrescentaram no seu trabalho que muitos
pacientes preferem um doador anbnimo para evitar um pedido constrangedor aos
conhecidos.

Os candidatos ao FMT séo individuos com trés ou mais recorréncias em que
houve falha do tratamento convencional. E um método simples onde os doadores
podem ser andnimos, mas 0s pacientes podem escolher, geralmente familiares ou
amigos (FONSECA, 2013; GANC et al., 2015). O doador escolhido deve ser saudavel
e deverd ser avaliado para descartar a presenca de Clostridium difficile e outras
bactérias patogénicas intestinais ou parasitas, além de doencas transmissiveis onde
se inclui sifilis, hepatites e HIV.

Antes da doacdo, os doadores devem ser submetidos a uma avaliacdo médica

minuciosa e rastreio laboratorial para minimizar riscos de transmisséo de doencas. As
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diretrizes atuais recomendam a utilizacdo de um questionario de doador semelhante
aos protocolos para rastreio de doadores de sangue, critérios de excluséo (figura 8)
sao aplicados para os doadores, seguidos de avaliacdo sorologica e de fezes (figura
9) (BORODY et al., 2013; KELLY et al., 2015).

Uma abordagem para limitar os riscos do transplante fecal é rastrear e avaliar
os doadores fecais para doencas transmissiveis e disturbios inflamatérios que podem
ser conduzidos pela microbiota intestinal. As fezes dos doadores podem ser
congeladas e descongeladas sem perder a eficacia, permitindo a utilizacdo a longo
prazo, armazenadas em um banco de doadores (HAMILTON et al., 2012). Para
contornar as preocupacdes clinicas com o FMT, uma série de laboratérios e grupos
estdo isolando espécies bacterianas especificas da microbiota entérica e testando a
sua capacidade de oferecer resisténcia a infeccdo ao Clostridium difficile.

A inclusdo de um protocolo de rastreio € importante para prevenir a transmissao
de organismos infecciosos que podem estar presentes nas fezes doadas. Além disso,
pouco se sabe sobre a transmissdo de doencas auto-imunes e outras condi¢cdes nao
infecciosas que podem ser influenciadas por altera¢cdes na microbiota. Embora tenha
havido relato de casos do uso doméstico de enemas para realizar FMT sem avaliagéo
médica, isso é fortemente contra-indicado pelas razdes discutidas anteriormente
(VINDIGNI; SURAWICZ, 2017).

Alguns protocolos indicam o uso de laxante para auxiliar na coleta de fezes
(ROHLKE; STOLLMAN, 2012). Vindigni e Surawicz (2017) também recomendam que
o doador evite quaisquer alimentos que possam causar alergia alimentar, como por

exemplo, nozes, amendoim entre outros.



Figura 8 — Critérios de exclusdo dos doadores para FMT

Historico do doador

Infeccéo ativa

Exposicdo a antibidticos durante os 3 meses anteriores a doacio

Viagem recente com exposicdo a doencas diarreicas epidémicas

Historico de doenca gastrointestinal significativa, incluindo doenca inflamatona
intestinal, sindrome do Intestino irmtavel, diarreia cronica/constipacao,
malignidade gastrointestinal

Historico de doencas auto-imunes ou terapia imunomoduladora em
andamento

Historico de alergia significativa

Outras consideractes: diabetes, obesidade, sindrome metabdlica, exposicdo
a medicamentos que podem alterar a microbiota intestinal

Consideraches de risco social: comportamentos sexuais de alto risco, uso de
drogas, permanéncia em uma instituicdo de cuidados de linga duracdo,

perfuracio corporal ou tatuagem em 6 meses anteriores a doacio

Fonte: Modificado de (LIUBAKKA; VAUGHN, 2016)

Figura 9 — Avaliacdo da amostra fecal e sorologia dos doadores

Analise soroldgica Analise das fezes
Bactéria Bactérias
e Sifilis e Clostridium difficile
e Campylobacter
Virus e Helicobacter pylori (se o FMT
e HepatitesA,Be C for administrado via oral)
e HIV-1 e HIV-2 (virus da e Salmonella

imunodeficiéncia humana) e Escherichia coli produtora da
toxina de Shiga
e Shigela
e Enterococcus resistente a
vancomicina
e Staphylococcus aureus
resistente a metilicina

e OQutras consideragoes:
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Aeromonas, Plesiomonas,
Listeria monocytogenes,
Yersinia, Vibrio cholerae e
Vibrio parahaemolyticus
Virus
e Rotavirus
e Norovirus
Parasitas
e Cryptosporidium
e Cyclospora
e Giardia
e [sospora
e Schistosoma
e Strongyloides stercoralis
Fonte: Modificado de (VINDIGNI; SURAWICZ, 2017)

11.1.4 Regulamentos e Consentimento do Paciente

Os pacientes que necessitarem do procedimento devem estar cientes dos
beneficios e riscos, além de ser necesséario assinar um termo de consentimento
(anexo A), os quais deverdo ser devidamente esclarecidos pelo profissional
responsavel. Os riscos variam de acordo com a via de administracdo escolhida. Por
exemplo, a colonoscopia pode ter o risco de reacdo ao agente anestésico, desconforto
durante o procedimento, sangramento gastrointestinal e perfuracdo. No que se refere
a FMT, observa-se também o risco de transmissao de agentes infecciosos, doencas
ou até mesmo condi¢cdes para as quais o doador nado foi pré-rastreado (VINDIGNI;
SURAWICZ, 2017).
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11.1.5 Preparacao e execucao do FMT

O preparo para FMT varia de acordo com a instituicdo que realizara o
procedimento. O receptor devera receber tratamento prévio com vancomicina e
preparacao intestinal com polietilenoglicol. Os pacientes devem parar 0 uso com
vancomicina (ou qualquer outro antibiético) pelo menos 1 ou 2 dias antes do FMT
(FONSECA, 2013; GANC et al., 2015; SILVERMAN, 2010).

As fezes podem ser administradas por varios mecanismos, cada um com seus

proprios riscos, conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5 - Vantagens e desvantagens de métodos de administracéo de fezes

Desvantagem Vantagem Método

e Desconforto na colocacdo do
tubo Oral/

Risco de vomito e aspiragéo Nasogastrico /
Incapacidade de avaliar a Evita sedagao

Nasoduodenal /

mucosa e realizar biépsia Baixo custo

Nasojejunal
Invasivo e Capacidade de avaliar a
Geralmente requer sedacgao mucosa e realizar Colonoscopia
Riscos padrao de bi6psias

colonoscopia (por exemplo, e Via mais eficaz para o
desconforto, perfuracéo, tratamento de rCDI
sangramento)

e Caro

Menos invasivo

Pode ser administrado no
consultério ou em casa
Nenhum risco de sedacédo

Enema
e Fezes do doador ndo atinge
toda a extensdo do célon

Menos eficaz do que outras
vias de administracdo para
rCDI

Baixo custo
Pode ser mais facilmente
repetido
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Menos invasivo

Pode ser administrado Capsulas
e Caro, porém elimina o custo no consultério
da endoscopia e Nenhum risco de
e Menos eficaz do que a sedacéo

colonoscopia para rCDI
e Riscos de vOmitos e
aspiracao

Fonte: Modificado de (VINDIGNI; SURAWICZ, 2017).

As fezes sao pré-rastreadas como descrito anteriormente, no laboratério ou em
um banco de fezes antes do envio. Este ultimo fornece um codigo identificador Gnico
gue pode ser usado para rastrear o doador, se necessario. Além disso, bancos de
fezes podem armazenar amostras de fezes do doador congeladas para estudos
futuros ou se o receptor desenvolver uma infeccéo rara ap6s FMT (CHOI; CHO, 2016).

O material fecal colhido deve ser misturado com soro fisiolégico (embora a
mistura com leite também tenha sido descrita) é entdo homogeneizado por agitacédo
manual ou misturador mecéanico para assegurar uma boa homogeneizacéo. As fezes
misturadas sdo passadas através de um filtro ou gaze para remover residuos
alimentares que possam obstruir o canal do colonoscépio. O material entdo é
transferido para tubos a fim de serem centrifugados e apds, serdo inseridos em
seringas de 50-60 mL (figura 10), isto entdo é encaminhado rapidamente para o
médico para que seja introduzido ao receptor (BRANDT; ARONIADIS, 2013; CHOI;
CHO, 2016).
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Figura 10 — Procedimento de FMT

Nota: (A) Fezes frescas do doador e solucao salina triturada em um misturador; (B) Suspenséo
fecal em seringas de 50 ml; (C) Infuséo utilizando colonoscopia.
Fonte: (CHOI; CHO, 2016)

A administracédo das fezes pode ser realizada através do trato gastrointestinal
superior que inclui sonda nasoduodenal/nasojejunal e capsulas ou pelo trato
gastrointestinal inferior incluindo colonoscopia, sigmoidoscopia flexivel e enema de
retencdo. Ndo ha nenhuma evidéncia definitiva para escolher qualquer modalidade
sobre a outra. A metodologia pode ser executada de acordo com a avaliacdo do
clinico, para escolher a via mais apropriada, considerando as condi¢des do paciente,
habilidades de médico, a equipe disponivel e acessibilidade do equipamento no local
que sera realizado o transplante (ROHLKE; STOLLMAN, 2012).

A quantidade ideal de material fecal e diluente a ser usada para o FMT nao foi
padronizada. Nao existem muitas orientagdes na literatura, embora alguns concordem
que sejam pelo menos 50 g de fezes frescas para 250 mL de diluente (BRANDT;
ARONIADIS, 2013; CHOI; CHO, 2016).
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7

FMT por colonoscopia € normalmente segura, bem tolerada, facilmente
realizada e tem a vantagem de permitir o procedimento em todo o célon, no entanto,
deve ser cuidadosamente escolhido para pacientes com colite grave e distensao
significativa do colon devido a um maior risco de perfuracdo (WANG et al.,
2014). Nesses casos, 0 enema de retencdo e a sigmoidoscopia flexivel podem ser
opcOes alternativas, mas podem ser dificeis para alguns pacientes reter as fezes
transplantadas e podem ser necessarias infusdes repetidas de pequeno volume ao
longo de 2 a 3 dias. O transplante fecal através do TGI superior é facil de executar e
tem um baixo risco. No entanto, pode ser desconfortavel e ter o risco de gerar vémitos
e aspiracdo (KELLY et al., 2015). Além do mais, tem o problema que o material fecal
nao consegue ser bem distribuido durante todo o célon.

Apesar das trés maneiras convencionalmente descritas e utilizadas, Ganc et al.
(2015) realizaram no Brasil um procedimento inédito na América do Sul: o tratamento
com transplante de microbiota fecal por meio de enteroscopia, por via oral, sob
sedacéo, onde a infusdo da microbiota se deu através do canal de trabalho no jejuno
proximal. Ganc et al. (2015) explicam que até o presente momento ndo ha relatos na
literatura cientifica de transplante fecal por infusdo da microbiota por via endoscépica.
Acreditam que seja uma boa opcdo para tal tratamento, pois 0s pacientes néo
precisardo submeter-se a colonoscopia e nem ao desconforto fisico, psicolégico e
moral gerado pela via hasoenteral para a infusdo do material fecal.

Estudos adicionais ainda sdo necessarios para melhor avaliar e padronizar a
melhor via para este procedimento de acordo com as diferentes situac¢des clinicas do
paciente (KELLY et al., 2015).

11.1.6 Acao do FMT na cura da infeccdo crénica e recorrente por Clostridium
difficile

O sucesso da transferéncia de uma microbiota complexa, derivada de doadores
saudaveis é responsavel por um resultado que € apoiado por analises da microbiota
receptora pos-transplante. Alguns estudos, no entanto, sugerem que a administracéo
de bactérias dos doadores também promove a re-expansao das espécies bacterianas
do receptor, normalizando assim, a diversidade da microbiota. Um mecanismo pelo
qual a microbiota intestinal se re-estabelece é ocupando espaco, suprimindo dessa

forma a CDI e eliminando-o fisicamente. Alguns estudos experimentais, entretanto,
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nao suportam essa justificativa conceitualmente simples. Acreditam que o mais
provavel é que a microbiota recém-criada e estabelecida inibadiretamente o micro-
organismo ou esgote substratos que promovem a germinacdo do patdgeno,
crescimento ou producado de toxinas e mudancas nos acidos biliares que prejudicam
o ciclo de vida do bacilo (CHOI; CHO, 2016; BUFFIE; PAMER, 2013).

A competicdo por nutrientes pode inibir o crescimento de espécies bacterianas
concorrentes. A supressdo de bactérias patogénicas por Bifidobacterium comensal
demonstrou ser resultante da producédo de acetato (FUKUDA et al.,, 2011). Outro
mecanismo adicional envolve o papel das bactérias comensais no metabolismo de
sais biliares. Os sais biliares primarios podem induzir a germina¢cédo dos endosporos,
o qual € um passo importante na patogénese da CDI. Por outro lado, os sais biliares
secundarios sdo gerados pela modificacdo bacteriana de sais biliares primarios e
podem inibir o crescimento vegetativo do bacilo (SORG; SONENSHEIN, 2010). O
tratamento com antibiotico pode eliminar as popula¢des bacterianas que geram 0s
sais biliares secundarios, levando a um crescimento vegetativo melhorado.

A eficacia do transplante fecal, portanto, pode ser direta, pela inibicdo do CD,
ou indireta, aumentando fatores do hospedeiro, tais como sais biliares ou defesas
imunes inatas. Serdo necessarios mais estudos para determinar as contribuicfes
relativas destes mecanismos para a defesa contra a CDI (TAUXE et al., 2015).

O FMT foi examinado em pacientes jovens e idosos com comorbidades
limitadas, bem como aqueles considerados imunocomprometidos (KELLY et al.,
2014), e o procedimento mostrou-se seguro, bem tolerado e eficaz. O papel do
transplante no tratamento do CDI em situagfes especificas (por exemplo, megacdlon
téxico) ainda nao esta claro; contudo, dos mais de 500 casos relatados na literatura,
o FMT mostrou uma resposta rapida e uma taxa de cura de quase 90%, com uma taxa
de eventos adversos significantemente insignificantes, independente da via de
administracéao escolhida (KELLY et al., 2015).

A eficacia do FMT para esta indicagdo € impressionante, numerosos estudos
demonstram taxas de cura superiores a 90%. O primeiro ensaio clinico randomizado
de FMT para infeccao recorrente por Clostridium difficile foi realizado por Van Nood et
al. (2013) através da via nasoduodenal. Dos doentes com rCDI que receberam uma
infusdo fecal, 81% tiveram a cura da doenca, ao passo que 0S pacientes que
receberam apenas vancomicina somente 31% tiveram resolucao.

Com base no sucesso do FMT para rCDI, as diretrizes do Colégio Americano
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de Gastroenterologia e a Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica e Infecciosa
recomendam esta opcéo terapéutica para esta infecgdo (DEBAST; BAUER; KUIJPER,
2014; SURAWICZ et al., 2013).

Conforme citado anteriormente, recentemente tem sido relatado e utilizado
capsulas com fezes congeladas por via oral para rCDI. Em um estudo analisaram a
viabilidade deste método em 20 pacientes com infeccdo recorrente que houve falha
na terapia com vancomicina, 14 (70%) dos pacientes tiveram resolucdo da diarreia
apos a administracdo da capsula (15 capsulas em 2 dias consecutivos), 6 pacientes
ndo responderam e 4 apresentaram resolucdo da diarreia apO0s segunda
administracdo de cdpsulas de material fecal. Nado foram observados efeitos adversos
graves (YOUNGSTER et al., 2014).

11.1.7 Efeitos adversos do FMT

FMT fornece ao paciente uma mistura com varios micro-organismos. Visto que
€ utilizado como opcéao terapéutica, como qualquer outra droga, deve-se considerar
possiveis eventos adversos que podem resultar desta introducdo, particularmente
quando o uso do transplante aumentar (LAFFIN; MILLAN; MADSEN, 2017).

Geralmente, os efeitos observados sdo leves e transitérios (Figura 11), tais
como, desconforto abdominal, nauseas, vomitos, inchaco ou flatuléncia. Muitas vezes
é dificil saber se os sintomas estdo relacionados com a doencga subjacente que
desencadeou a necessidade do FMT (por exemplo, sindrome do intestino irritavel) ou
os medicamentos sedativos recebidos durante a endoscopia. O desenvolvimento de
uma nova infeccdo € raro. A maioria dos estudos de eficacia de FMT examinou
eventos adversos como um resultado secundario com achados minimos global
(BRANDT et al., 2012; LAFFIN; MILLAN; MADSEN, 2017).

Com base nas evidéncias, o transplante fecal € uma terapia segura com
minimos efeitos adversos. Apesar disso, recomenda-se cautela no uso de material
fecal em pacientes imunocomprometidos graves, pois existem relatos isolados de
sepse, possivelmente relacionados a translocacdo bacteriana no contexto de
comprometimento da integridade da mucosa intestinal e inflamacéo. No entanto, para
0s pacientes com rCDI que nao tenham respondido a outras terapias convencionais,

esta pode ser a melhor opcéo (KELLY et al., 2015).



Figura 11 — Eventuais efeitos adversos do FMT

Menor (e comum):

e Nauseas/vomitos (particularmente se o FMT for por via oral)
e Desconforto ou dor abdominal

e Inchaco

e Flatuléncia

e Diarreia/constipacao

e Febre baixa

Grave:

e Aspiracéo (relacionada a sedac¢ao)

e Sangramento e perfuracéo (relacionada a endoscopia)

e Infeccao / Sepse (infeccdo pode ser uma sequela ao longo prazo)
e Doenca inflamatéria intestinal

e Sindrome do intestino irritavel pos-infecciosa
Potencial:

Risco de desenvolvimento de doenca cronica relacionado a alteragdes no

microbiota intestinal

Outros fatores desconhecidos

Fonte: (VINDIGNI; SURAWICZ, 2017)
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12 OUTRAS APLICA(;OES CLINICAS DO FMT
12.1 Doenca inflamatadria intestinal (IBD)

Existe um grande interesse no papel potencial do transplante fecal para uma
ampla gama de doencas, particularmente doencas inflamatérias intestinais (PAMER,
2014).

Doenca inflamatéria intestinal inclui a doenca de Crohn e colite ulcerativa (UC).
Semelhante ao CDI, estudos t ém mostrado disbiose com reducdo da diversidade
bacteriana (diminuicAo de Bacteroidetes e Firmicutes com aumento de
Proteobactérias e Actinobactérias) nestes pacientes (VINCENT et al., 2013).

A doenca de Crohn é um disturbio intestinal inflamatorio idiopatico crénico
associado a disbiose da microbiota entérica. O transplante fecal € uma opcao
terapéutica potencial para os individuos com esta doenca, com base na hipétese de
que a regularizacdo da microbiota poderia promover menos inflamacgéo intestinal.
Suskind et al. (2015) realizaram um estudo e demonstraram que FMT para esta
doenca pode ser uma possivel op¢éo terapéutica. Embora haja relatos de sucesso
clinico para doenca inflamatoria intestinal, por meio desta metodologia, os autores
acrescentam que outros estudos sao necessarios para avaliar completamente a
seguranca e a eficacia da FMT em pacientes com doenca de Crohn.

Estudos clinicos controlados de transplante fecal estdo sendo realizados para
doenca inflamatodria intestinal, obesidade e outras doencas inflamatérias (CHATELIER
et al., 2013).

12.2 FMT para descolonizacdo de patégenos multirresistentes

Uma vez que, a terapia com fezes transplantadas envolve a substituicdo da
microbiota disfuncional existente de um doente, que contém agentes patogénicos
oportunistas multirresistentes, por uma microbiota saudavel, a qual € caracterizada
com niveis elevados de micro-organismos benéficos, torna 0 FMTcomo uma terapia
promissora para descolonizacdo de bactérias intestinais multirresistentes. Um total de
oito relatos de casos foi publicado demonstrando que o FMT resultou na
descolonizacao intestinal de Enterococcus resistentes a vancomicina, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), enterobactérias produtoras de B-lactamase
(ESBL) e de carbapenemase (CRUM-CIANFLONE; SULLIVAN; BALLON-LANDA,
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2015; DUBBERKE et al., 2016; FREEDMAN; EPPES, 2014; KHANNA et al., 2016;
LAGIER et al., 2015; SINGH et al., 2014; STRIPLING et al., 2015; WEI et al., 2015).

As opcOes de tratamento para infeccbes causadas por patdogenos
multirresistentes tem se tornado cada vez mais limitadas, sdo menos eficazes e pode
incluir o uso de antibiéticos que séo téxicos para o individuo (MANGES; STEINER;
WRIGHT, 2016). O transplante fecal para essa finalidade € uma maneira
completamente nova e alternativa, pois a descolonizacao é direcionada para reduzir
a propagacdo de organismos resistentes (CHO et al., 2016; MANGES; STEINER;
WRIGHT, 2016).
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13 CONSIDERACOES FINAIS

A CDI é a causa mais comum de diarreia infecciosa, sendo responsavel por
mais de 500.000 infeccbes entéricas e representa um relevante problema para os
cuidados de saude em todo o mundo. Estudos epidemiol6gicos mostraram um
aumento exacerbado na incidéncia, assim como, na gravidade e nas taxas de
recorréncias em doencas associadas a este patdogeno. Essa propor¢cdo aumenta
durante o tempo de permanéncia de hospitalizacdo, mas é extremamente variavel
entre instituicdes, regides e paises.

O uso prévio de antibidticos pode levar a disbiose intestinal, diminuindo a
diversidade de micro-organismos residentes da microbiota entérica, favorecendo o
crescimento e a infecgéo por CD.

As manifesta¢des clinicas variam desde uma colonizagdo assintomatica até
uma doenca grave, podendo levar a colite pseudomembranosa, megacoélon téxico,
perfuracéo intestinal e morte.

O tratamento recomendado para essa infeccdo € a administracdo de
metronidazol e/ou vancomicina, porém a maioria dos pacientes possuem respostas
clinicas distintas as terapias antimicrobianas. Somado a isso, diferentes cepas
existentes do bacilo, o estado imunoldgico e a idade do individuo, favorecem o
desenvolvimento da infeccéo recorrente em até 30% dos pacientes.

Embora os impactos positivos relacionados aos pacientes com rCDI do
tratamento sejam visiveis, muitos estudos ainda serdo necessarios para avaliar as
contraindicacdes e eventuais efeitos adversos a longo prazo. Além de ser fundamental
a padronizacao do rastreio das fezes doadas e um protocolo bem estabelecido para o
monitoramento dos pacientes transplantados.

Sendo assim, quando ha falhas na antibioticoterapia preconizada o FMT,
embora ndo seja um método terapéutico novo, surge como um dos tratamentos mais
promissores para refratarios de rCDI com a finalidade de corrigir a disbiose gerada,
proporcionando ao paciente uma microbiota saudavel, e, promovendo assim, sua

homeostase estrutural e funcional.
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ANEXOS

ANEXO A - Termo de consentimento para transplante de microbiota fecal

Consent for Fecal Microbiota Transplantation (FMT)

1.1 or for

{Patient nama ) | Lizgal guardian)

authorize the performance of FMT to be administered by

{Patient name )

Do, andfor his assistanis or designees.

2. 1 wnderstand that FMT may be performed throwgh a nasoduwdenal tube inserted via the nose into the first part of
the small intestine. FMT is administered to treat chronic {recurrent) or seviere Closteidium diifficile infection {CDI),
an inflammatory condition of the large intestine (colon). FMT consists of introducing normal bacterial flora
contained in stool collecied from a healthy donor into the diseased colon where the flora s missing.

3. The mature, purpose, risks and benefits of this procedure has boen discussed with me. | understand that the domor
will be screened for a possible history of exposure (o a communicable infectious agents through a detailed health
questionnaire, and also undergo blood and feces testing for occult infectious pathogens &s some infectious diseases
may be silent or clinically undeteciable.

[ have discussed all alternative treatments for recurrent CDI wath oy physician, meluding vanouws antibiotic options,
surgery, of no treatment at all, and understand the risk and benefits of the aliemative treatments. | understand that
my conditeon could mprove, worsen or stay the same with each of the aliernative treatment options, including FMT.
[ understand that individuals who are severely ill with FMT have a high nsk of dying from their illmess, regardless of
what treatment is used. | understand that at the current time the cumulative experience with FMT is limdted and thar
FMT is therefore considered investigational.

In choosing o procesd with FMT | understand that a solution of donor stool will be infused into the beginning of my
amall intestinal tract via a hollow tube inserted through the nose QR mito my colon through a tube with an inflatable
leal lsom it thee tip.

4. The risks of FMT procedure has been discussed in detail with me. | undersiand that complications may arse as a
resuli of FMT, Complications may include but are not limited io;

-Transmission of infectious organisms contained in stool (bacteria, virnuses, fungi, parasites)

-Allergic reactions to conatituents (antigens ) contained in the donor stool

-Mechanical complication related to the insertion and presence of the wbe, such as potential

perforation of the lining of the esophagus, stomach, or dundenm, or aspiration of stool inte the lungs ( for the
nasodundenal twube), or trauma o the rectum and perforation of the colon (for the enemal.

| understand that the outling above 5 not a complete list of potential complications, and that unforeseen risks that
have not been discussed with me may exist.

5. 1 understand that the above nsks, as well as other complications, may require additional procedures or operations
and that these isswes have been discussed with me, | give my consent to undergo additional procedures which my
physician deems necessary.

. 1 am aware that the practice of medicine 5 not an exact science. | acknowledge that no guarantee or promise can
ez made by my physician as o the outcome of my treatment.

T. 1 acknowledge that the entire content of this form has been explained to me, and that | understand the contens.
[ have had the opportunity io ask questions, and all of my questions have been answered 1o my satisfaction.
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Signature: Date Time
(Patient or legal guardian)

Signature: Date Time
(Stool donor)

Provider's Acknowledgement:
I confirm that [ have fully explained to the above patient or legal representative the nature and purpose of Fecal

Microbiota Transplantation and the possible risks and benefits of FMT and treatment alternatives.

Printed name: Signature;
(Provider) (Provider)

Date: Time:

Interpreter’s Acknowledgement (when applicable):
I confirm that consent to proceed with FMT, as explained above, has been given by this patient or legal guardian.

Printed name: Signature:
(Interpreter) (Interpreter)

Date: Time:

Fonte: (INFECTIOUS DISEASES SOCIETY OF AMERICA, 2017)



