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Clostridium difficile (C. difficile) ¢ uma bactéria anaerobia
oportunista que foi recentemente reclassificada como Clostridioides
difficile. E agente causal de infeccdo em pacientes com alteragéo
na microbiota intestinal, principalmente hospitalizados, mas esta
cada vez mais sendo reconhecido em pacientes que nao estdo
diretamente vinculados ao uso de antibiotiocos. Acredita-se que a
infeccdo em pacientes ndo hospitalizados seja sub diagnosticada.
A infecgdo grave por C. difficile (CDI) é caracterizada por lesdes
inflamatorias e a formagdo de pseudomembranas no célon, que
pode levar a megacolon toxico, perfuragéo intestinal, sepse, choque
e morte. O aumento do numero de casos tem sido associado a
novos fatores de risco. A transmiss&o ocorre pela rota fecal - oral
de esporos.

Os fatores de risco para infecgdes por C. difficile (CDI) sdo aidade
acima de 65 anos, hospitalizagao prévia, antibioticoterapia recente
(em particular cefalosporinas de terceira gerago, amoxicilina-
clavulanato,  clindamicina e novas  fluoroquinolonas),
imunossupressao e inibidores da bomba de prétons.

O que define se um paciente apresenta um quadro de CDI é a
presenga de sintomas (geralmente diarreia) e um exame positivo
para toxinas de C. difficile ou isolamento do C. difficile toxigénico,
ou achados colonoscépicos ou histopatologicos que revelam colite
pseudomembranosa.

Os diferentes métodos laboratoriais estdo direcionados a
diferentes alvos de detecgéo e incluem:

Cultura para cepa toxigénica (TC): Detecta a presenga de uma
cepa de C. difficile toxigénica. E considerado o método padrao-ouro
e utilizado para avaliar novos métodos moleculares. Porém o tempo
de resposta deste método é muito longo para diagnéstico de rotina
(2 a 5 dias).

Ensaio de citotoxicidade (CTA): Realizado nas fezes, é o método
de referéncia para a detecg@o de toxinas livres (principalmente
toxina B). Este método consiste em inocular um filtrado de fezes em
uma cultura de células e observar um efeito citopatico especifico
(CPE) (arredondamento celular) ap6s 1 ou 2 dias de incubagéo a
36+1°C, seguido de avaliagdo da especificidade do CPE por
neutralizagdo com anticorpos. O ensaio possui boas sensibilidade
e especificidade, mas atualmente € usado por um nimero muito
limitado de laboratérios devido a falta de padronizagéo (tipo de
células utilizadas, diluicho de amostras de fezes, periodo de
incubagéo) .
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Diagnostico laboratorial da infeccéo por
C. difficile (CDI)

A deteccdo de C. difficile e suas toxinas deve ser realizada sistematicamente em
casos de diarreia associada a tratamento médico ou em caso de diarreia inexplicada.

Testes de amplificagao de acido nucleico (NAAT): realizados por
método de PCR em tempo real, estdo disponiveis em diferentes
plataformas, dependendo do volume de exames. De fato, esses
métodos ndo detectam toxinas livres nas fezes, mas apenas o0s
genes que codificam as toxinas. O alvo da maioria dos NAATSs é o
gene responsavel pela codificagdo da toxina B (gene tcdB). Os
NAATs sdo muito sensiveis (sensibilidade média de 96% - IC 95%
= 0,93-0,98), comparaveis a cultura, e tém um VPN elevado. A
limitagdo seria um diagndstico aumentado de CDI devido a
portadores assintomaticos da cepa toxigénica ou pedido
inadequado de teste (por exemplo, paciente sem diarréia). Além
destes, a variagdo genética em genes tcdB ou tcdA que poderia
levar a falsos resultados negativos. As diretrizes de sociedades
cientificas internacionais néo recomendam o uso de NAAT como
teste autbnomo para diagnéstico de CDI, mas sim como teste de
triagem, devido ao seu alto valor preditivo negativo, e associado a
um teste de toxina mais especifico.

EIA ou ensaio de imuno-cromatografia para a glutamato
desidrogenase (GDH): A GDH é uma enzima altamente
conservada e detectada em todas as cepas de C. difficile, portanto
marca a presenga do antigeno associado a parede microorganismo,
mas nao indica se a cepa é toxigénica. O ensaio possui elevado
valor preditivo negativo (80% a 100%) e um teste negativo
geralmente descarta a infecgdo. O teste positivo deve ser
confirmado com a pesquisa de toxinas. Porém, se o teste for
aplicado em uma populagéo com baixa prevaléncia, exemplo 10%,
e o considerarmos um VPN de 99%, um exame de fezes positivo
sera descartado em 10, caso seja usado isoladamente como
screening.

Enzimaimunoensaio, EIA ou imunocromatografia para
detecgdo de toxinas A e B livres nas fezes: As toxinas A e B séo
0s mais importantes determinantes de viruléncia da doenga. Essas
toxinas sdo responsaveis por sintomas de infec¢do e estdo
presentes nas fezes de pacientes infectados com diarréia.

Muitos EIA e testes comerciais em membrana, estao disponiveis e
fornecem resultados rapidos. Embora inicialmente considerado
como tendo uma sensibilidade de 98%, estudos posteriores
mostraram uma sensibilidade mais baixa, entre 45% (toxina A) e
60% (toxina B), mas um valor preditivo positivo entre 90% (toxina A)
e 100% (toxina B). Atualmente, o consenso geral & que a pesquisa
isolada de toxinas ndo deve ser utilizada como um teste de triagem.
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Fatores pré-analiticos

O critério de aceitagdo e rejeicdo de amostras é fator primordial.
Apenas fezes liquidas ou ndo formadas, isto €, amostras tomando a
forma do recipiente, devem ser processadas para evitar a
identificacdo de portadores assintomaticos. Um critério visual é a
escala Bristol, como segue na figura abaixo.

Escala visual para aspecto das fezes - Escala Bristol

-‘. Tipo 6
c Tipo7 Diarréia grave

Para o ensaio de toxinas, as fezes podem ser refrigeradas por um
periodo maximo de 3 dias. Se o teste atrasar, os espécimes devem
ser congelados.

Né&o se recomenda a testagem das fezes de criangas com menos de
1-2 anos de idade com diarreia, pois o portador assintomatico é
muito comum nesta populagdo. Acima de 2 anos, testar se a diarreia
é persistente e associada ao uso de antibiticos, em caso de surtos
ou Hirschprung.

Swabs nédo podem ser utilizados, exceto para cultura, teste de NAAT
e estudos epidemioldgicos .

Fezes para cultura devem ser processadas em duas horas ap6s a
coleta, pois, se refrigeradas, a viabilidade dos esporos reduz muito.
Estratégias de diagnéstico baseadas em algoritmos

Nenhum teste deve ser utilizado isoladamente para o diagnéstico,
devido ao baixo valor preditivo positivo em populagdo de baixa
prevaléncia. Por esse motivo, as diretrizes de sociedades cientificas
internacionais sugerem uma combinag&o de testes em dois passos,
Primeiro, um teste com alto valor preditivo negativo (ou seja, um teste
altamente sensivel) que classifica de forma confivel os pacientes
como ndo-CDI. Opgdes: GDH EIA ou NAAT.

Em caso de resultado positivo, realizar um segundo teste com um
alto valor preditivo positivo (isto é, um teste altamente especifico).
Opcéo: toxina A / B. Pacientes com um resultado positivo no
segundo teste podem ser classificados com seguranga como CDI.
Pacientes com o segundo teste negativo para toxinas devem ser
clinicamente avaliados: podem ser verdadeiramente infectados
(nivel abaixo do limite de deteccéo do ensaio da toxina - EIA) ou ser
portadores de uma cepa toxigénica.

Se 0 GDH foi o teste inicial, entdo um terceiro passo opcional pode
ser realizado por TC ou NAAT para distinguir as cepas toxigénicas
das n&o toxigénicas. Devido ao sub diagndstico de uma condi¢éo
clinica grave, a deteccdo de C. difficile e suas toxinas deve ser
realizada sistematicamente nos casos de diarreia associada a
cuidados de salde ou em caso de diarreia inexplicada. A correta
utilizagédo dos testes fornece uma boa complementariedade entre
sensibilidade e especificidade, permitindo uma boa identificagao da
infeccéo e diferenciagao do portador assintomatico, na maiora dos
€asos.
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Resumo das Recomendagoes:

Testes laboratoriais em varias etapas:

1. Rastrear amostras - O teste de dois passos pode consistir em
GDH ou NAAT para rastrear amostras, seguido de EIA toxina A /B
se o teste de rastreio for positivo .

2. O teste de trés etapas pode consistir em imunoensaio para
glutamato desidrogenase (GDH) e toxinas A e B, seguido por NAAT
para resultados discrepantes.

Nota: Teste laboratorial ndo recomendado: EIA toxina A / B como
teste autbnomo devido a baixa sensibilidade

Amostra de fezes diarreicas
[moldam-se as paredes do
recipiente)

Testeinicial de rastreio
GDH ou PCR gene Toxina B
(NAAT)

P .
& ~

NEGATIVO - Respostassai POSITIVO _
3 Pesquisar toxinas
como negativa na amostra

NEGATIVO POSITIVO - Resposta sai
como: Clostridium difficile
produtora de toxina

Recomendagoes:

1. Testar apenas pacientes que s&o clinicamente provaveis de ter
CDL.

2. Realizar apenas testes de diagndstico em amostras de fezes
diarreicas. Fezes diarreicas sdo aquelas que tomam a forma do
recipiente.

3. Desencorajar repetir teste durante 0 mesmo episddio de
diarréia.

4. Nao realizar teste de cura, pois 0 ensaio pode ser positivo ap6s
a cura clinica.

5. Consultar um especialista em pediatria antes de testar criangas
com menos de 2 anos de idade.

6. Combinar o uso de testes laboratoriais para um diagndstico
eficaz.

O NAAT realizado como teste independente, sem considerar os
sintomas clinicos, pode resultar em um diagnostico excessivo da
doenca.
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