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_Resumo

A infeção por Clostridium dif f ici le é a principal causa de diarreia infeciosa 

associada aos cuidados de saúde. Neste estudo, caracterizámos um con-

junto de estirpes clínicas de Clostridium dif f ici le, provenientes de diversos 

hospitais portugueses, com o objetivo de estudar a resistência aos carbape-

nemos neste agente patogénico. Um total de 191 estirpes clínicas, isoladas 

entre 2012 e 2015 de 15 hospitais em Portugal, foram incluídas no estudo; 

a suscetibilidade ao imipenemo foi determinada por um método de gradien-

te de difusão em agar. Foram selecionadas estirpes sensíveis e resistentes 

ao imipenemo, para estudos fenotípicos adicionais e para contributo da se-

quenciação do genoma completo. A resistência ao imipenemo foi detetada 

em 24 (12,6%) das estirpes, 22 das quais pertencentes ao ribotipo (RT) 017 

(apenas toxina B positivo), todas provenientes do mesmo hospital, durante o 

período em estudo, e com perfil de multiresistência. Pela análise dos dados 

de sequenciação dos genomas, foram identif icadas duas substituições de 

aminoácidos (Ala555Thr e Tyr721Ser) nos domínios funcionais de duas enzi-

mas envolvidas na síntese do peptidoglicano (penicil l in-binding proteins - 

PBP). Uma PBP adicional foi também identif icada nas estirpes RT017. Este 

estudo descreve pela primeira vez alterações em PBPs como base genética 

provável da resistência ao imipenemo em C. dif f ici le.

_Abstract

Clostr id ium di f f ic i le is a major cause of hea l thcare-associated infec-

t ions. Here, we character ized C. d i f f ic i le stra ins iso lated in Por tuguese 

hospi ta ls, in order to search for impenem res istance and the under ly ing 

genet ic determinants. Imipenem suscept ib i l i t y test ing by agar gradient 

d i f fus ion was per formed on 191 C. d i f f ic i le stra ins, iso lated f rom 15 por-

tuguese hospi ta ls, between 2012-2015. Some of the imipenem-res istant 

and imipenem-suscept ib le stra ins were se lected for downstream pheno-

typ ic ana lyses and for whole genome sequencing (WGS). Resistance to 

imipenem was detected in 24 (12.6 %) stra ins, 22 of which were r ibotype 

(RT ) 017 stra ins, only posi t ive for tox in B, iso lated in the same hospi ta l, 

and present ing res istance to severa l other ant ib iot ics. Through analys is 

of WGS data, two amino ac id changes (A la555Thr and Tyr721Ser) targe-

t ing the transpept idase domain of two penic i l l in-b inding prote ins (PBP) 

were ident i f ied. An addi t iona l PBP was a lso ident i f ied in th is r ibotype.

We descr ibe, for the f i rst t ime, mutat ions in PBP-encoding genes as the 

probable genet ic basis for C. d i f f ic i le imipenem resistance.

_Introdução

Clostridium dif f icile, recentemente renomeado Clostridioides 

dif f icile, é um bacilo de Gram-positivo, formador de esporos e 

produtor de toxinas, constituindo a principal causa de diarreia 

em doentes internados associada ao consumo de antibióticos 

nos países desenvolvidos (1). A infeção por C. dif f icile (ICD) 

resulta da ação de duas toxinas, A e B (TcdA e TcdB), sendo 

que algumas estirpes de C. dif f icile produzem uma toxina adi-

cional, a toxina binária CDT (C. dif f icile transferase) (2).

Os sintomas da ICD variam entre um quadro leve de diar-

reia até ao desenvolvimento de colite pseudomembrano-

sa, potencialmente letal, constituindo fatores de risco, entre 

outros, hospitalizações recentes e antibioterapia prévia (3). 

Os antibióticos causam desequil íbrio na f lora protetora in-

testinal, permitindo que os esporos de C. dif f ic i le germinem 

no colón, e também conferem uma vantagem seletiva para o 

desenvolvimento de estirpes infetantes de C. dif f ic i le resis-

tentes (4). Múltiplos antibióticos podem contribuir para pro-

mover a ICD, no entanto o maior r isco tem sido associado 

ao consumo de cefalosporinas e f luoroquinolonas (4). A re-

sistência a múltiplos antibióticos tem sido frequentemen-

te encontrada em estirpes epidémicas de C. dif f ic i le, sendo 

frequente a localização dos determinantes de resistência em 

elementos genéticos que podem ser transferidos de forma 

horizontal (horizontal gene transfer - HGT) entre as bacté-

rias (5). De facto, nas últimas décadas, a ICD tem sido mais 

descrita em situações associadas a surtos do que a casos 

esporádicos, com consequências mais negativas quanto à 
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severidade e letalidade da doença (6). Esta constatação foi 

explicada sobretudo pela disseminação de estirpes C. dif f i-

ci le resistentes às f luoroquinolonas, pertencentes ao ribo-

tipo (RT) 027 e responsáveis por sur tos em meio hospitalar 

em todo o mundo (7). Mais recentemente, estirpes de outros 

ribotipos de C. dif f ic i le, como RT078 e RT017, têm mostrado 

uma virulência aumentada e têm emergido em diversas re-

giões (8). O RT017, com fenótipo toxina A-negativo e toxina 

B-positivo, é o r ibotipo mais frequente na Ásia e em alguns 

países da Europa de leste (8). 

O imipenemo, per tencente à classe dos carbapenemos, é 

atualmente o antibiótico de última l inha para o tratamento 

de infeções por bactér ias de Gram-negativo. Num estudo 

recente, multicêntr ico e europeu, que anal isou mais de 900 

estirpes de C. di f f ic i le, foi obtida uma proporção de resis-

tência ao imipenemo de 7,4%, com uma média geométr ica 

para a concentração mínima inibitór ia (CMI) de 5.91 mg/L 

em estirpes de C. di f f ic i le do RT017 (9). 

_Objetivo

Neste estudo caracteriza-se um conjunto de estirpes clínicas 

de Clostridium dif f ici le, provenientes de diversos hospitais 

portugueses, com o objetivo de estudar a resistência aos car-

bapenemos neste agente patogénico. 

_Material e métodos

Entre setembro de 2012 e setembro de 2015 foram estudadas 

no Laboratório Nacional de Referência das Infeções Gastrin-

testinais do Departamento de Doenças Infeciosas do Instituto 

Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) estirpes de 

C. dif f ici le isoladas de 191 doentes e provenientes de 15 hos-

pitais em Portugal.

Os métodos laboratoriais relativos ao estudo da suscetibi-

l idade aos antibióticos e sequenciação de nova geração 

encontram-se detalhados no material suplementar do ar tigo 

original (10).

_Resultados e discussão

Das 191 estirpes de C. di f f ic i le estudadas entre setem-

bro 2012-2015 e provenientes de 15 hospitais nacionais, 24 

(12,6%) foram resistentes ao imipenemo. Destas, 22 estir-

pes foram do RT017, uma do RT014 e a restante do RT477. 

Para as 22 estirpes imipenemo-resistentes do RT017, a CMI 

determinada foi >32 mg/L (tabela 1), enquanto que para as 

duas estirpes não-RT017 a CMI foi de 16 mg/L. Os 22 isola-

dos RT017 resistentes ao imipenemo foram provenientes de 

um hospital ao longo dos 3 anos do estudo, o que sugeriu 

a presença de um clone persistente nesta unidade hospita-

lar, de acordo também com os dados obtidos pela contr ibu-

to da sequenciação do genoma completo (Whole Genome 

Sequencing – WGS) (Hospital A, tabela 1, figura 1). De entre 

as 191 estirpes estudadas, foram identif icadas outras três do 

RT017 sensíveis ao imipenemo provenientes de um outro hos-

pital (Hospital B, tabela 1) e cujos genomas foram compara-

dos com os das 22 estirpes RT017 imipenemo-resistentes.

Os 22 isolados RT017 resistentes ao imipenemo foram 

também resistentes aos antibióticos cl indamicina, er itro-

micina, moxif loxacina, tetracicl ina e r i fampicina, corrobo-

rando os resultados já descritos em outros estudos (9); os 

três isolados RT017 sensíveis ao imipenemo apresentaram 

o mesmo padrão de resistência aos antibióticos em apre-

ciação, exceto à moxif loxacina. A CMI para o meropenemo 

e er tapenemo foi superior para os isolados resistentes ao 

imipenemo (tabela 1). 

Pela anál ise dos dados de WGS, a multirresistência aos an-

tibióticos não carbapenemos foi associada à presença de 

vár ios determinantes de resistência, muitos deles local iza-

dos em elementos genéticos móveis (figura 2 ), o que con-

f irma que a HGT desempenha um papel major na evolução 

deste agente patogénico (11).
 

A análise dos dados de WGS mostrou também que os 25 

isolados do RT017 formam dois grupos geneticamente dis-

tintos, de acordo com o hospital de origem (figura 1). De 

entre as mutações pontuais que distinguiam ambos os 
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grupos, foram identif icadas duas em genes que codif icam 

para duas penici l l in binding proteins (PBPs) de alto peso 

molecular (high molecular weight – HMW). (figura 2 ). As 

HMW PBPs são divididas em enzimas de classe A, bifuncio-

nais contendo os domínios transglicosilase (TGase) e trans-

peptidase (TPase), e de classe B, que não possuem o domí-

nio TGase. O domínio TPase possui três motivos funcionais, 

SxxK, SxN e KTG[T/S], que compõem o seu sítio ativo. Os 

carbapenemos bloqueiam a síntese da parede celular por 

inibição da atividade TPase (13). Uma das mutações foi iden-

tif icada no gene codif icante da PBP1, a única enzima bifun-

cional implicada na síntese do peptidoglicano em C. dif f ici le; 

esta mutação resultou na substituição de aminoácidos 

Ala555Thr, localizada próximo do motivo funcional SSN 

(figura 2 ). A segunda mutação foi identif icada no gene codif i-

cante da PBP3, uma TPase de classe B, causando a substi-

tuição de aminoácidos Tyr721Ser, entre os motivos funcio-

nais SxN e KTGT (figura 2 ). As duas estirpes não perten- 

centes ao RT017, a saber as estirpes RT014 e RT477 com 

CMI inferior ao clone RT017 resistente, apresentaram a subs-

tituição Ala555Thr ou outra alteração também perto do 

motivo funcional SxN (Leu543His), ambas na PBP1. PBPs 

modif icadas com afinidade reduzida para o antibiótico têm 

sido associadas à resistência aos β-lactâmicos e especifica-

mente ao imipenemo em diferentes microrganismos (13). Não 

foram encontradas diferenças entre as estirpes resistentes e 

sensíveis para as restantes HMW PBPs (figura 2 ). No entanto, 

todas as 25 estirpes do RT017 do presente estudo, bem como 

estirpes do RT017 com genoma anotado, estirpe M68 (nº 

acesso NC_017175) e BJ08 ( nº acesso CP003939), apresen-

taram uma HMW PBP de classe B adicional (PBP5), localizada 

num elemento móvel nos genomas estudados e anotados, e 

ausente noutros RTs. Estudos adicionais são necessários 

para perceber se a PBP5 contribui para a resistência ao imipe-

nemo em C. dif f ici le do RT017. 

Tabela 1: Suscetibil idade a 11 antibióticos de estirpes de Clostridium dif fici le RT017: 22 resistentes (Hospital A) e 3 sensíveis 
(Hospital B) ao imipenemo, setembro 2012-2015.

IMP** ETP** MRP** MXF*† MTZ*† VAN*† CLI** CHL** RIF* TGC* TET**

cut-of f R* ≥16 ≥16 ≥16 ≥8 ≥32 ≥16>0,004 >0,25>4 >2 >2

Inter va lo CMI

MG CMI

CMI 90

CMI 50

% R

Inter va lo CMI

MG CMI

CMI 90

CMI 50

% R

>32

32

32

32

100

1.5-3

2.08

3

2

0

<0.0001

3-16

7.56

12

6

4,5

1.5-2

1.82

2

2

0

<0.0001

1.5-4

2.31

3

2

0

0.5-1.5

0.83

1.5

0.75

0

<0.0001

>32

32

>32

>32

100

1.5

1.5

1.5

1.5

0

<0.0001

0.38-2

0.73

2

0.75

0

0.38-0.75

0.60

0.75

0.75

0

0.56

>256

256

256

256

100

>256

256

256

256

100

-

2-6

3.29

4

3

0

3-4

3.30

4

3

0

0.98

>32

32

32

32

100

>32

32

32

32

100

-

 16-32

18.08

32

16

 100

16

16

16

16

100

 0.51

<0.016-0.094

0.025

0.032

0.023

0

<0.016-0.023

0.020

0.023

0.023

0

0.41

<0.016-1

0.12

0.38

0.19

0

<0.016-0.25

0.072

0.25

0.094

0

0.45

IMP = imipenemo  ETP = er tapenemo  MRP = meropenemo  M X F = moxif loxacina  MTZ= metronidazol  VAN = vancomicina  CLI = cl indamicina   CHL= cloranfenicol   

RIF = r i fampicina  TGC = tigecicl ina   R = resistente   CMI = concentração mínima inibitór ia   MG = média geométr ica; Valores da CMI em mg/L. * EUCAST  ** CLSI  

† Determinado anter iormente (12).

P-va lue

Hospi ta l A
(n=22)

Hospi ta l B
(n=3)
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A ) Anál ise do genoma par t i lhado (core-genome SNP-based Neighbour- jo in ing ) de 25 isolados de Clostr id ium di f f ic i le RT017. Cada isolado está marcado de 

acordo com seu per f i l de suscetib i l idade ao imipenemo. B ) para cada isolado o per f i l de suscetib i l idade a cada antib iót ico é indicado juntamente com o respeti -

vo determinante genético de resistência. A identi f icação dos genes (CDM68_RS) é re lat iva ao genoma anotado da esti rpe C. di f f ic i le M68. 

resistente ao imipenemo

suscetível ao imipenemo

gene / a l t. nuc leot íd ica / a l t.  prote ica

Locus  (M68) B
1

B
2

B
3

A
1

A
2

A
16

A
8

A
7

A
4

A
19

A
15

A
5

A
17

A
6

A
2

0

A
11

A
3

A
13

A
9

A
21

A
2

2

A
10

A
18

A
12

A
14

Antib iót ico 

Carbapenemos

CDM68_RS04280 pbp1 / G1663A / A la555Thr Imipenemo

CDM68_RS06070 pbp2 (sem mutações) 

CDM68_RS05670 pbp3  / A2162C / Tyr721Ser 

CDM68_RS13670 pbp4 (sem mutações) 

CDM68_RS02615 pbp5 (sem mutações) 

Fluoroquinolonas

CDM68_RS19130 gyrA  / C245T / Thr82I le  Moxi f loxacina

CDM68_RS19125 gyrB (sem mutações) 

Rifampicina

CDM68_RS00465 rpoB  / C1504A / H is502Asn 

CDM68_RS00465 rpoB  / G1514A / Arg505Lys

MSL B

CDM68_RS17325 ermB  ( "Tn6194- l ike") Cl indamic ina

CDM68_RS17325 ermB (MGE não descr i to)

Tetracic l ina

CDM68_RS01945 tetM (e lemento "Tn916- l ike")

Fenótipo Mutação / gene (MGE = elemento genético móvel)

resistente

suscetível

I = 1 SNP  

presença

ausência

Figura 1: Filogenia de estirpes de Clostridium difficile RT017 e determinantes genéticos de resistência aos antibióticos. 

A

B
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Organização do domínio da PBP1 (A - homólogo de CDM68_RS04280 da estirpe M68 ou CD630_07810 na estirpe de laboratório 630) e da PBP3 (B - homólogo 

de CDM68_RS04280 or CD630_11480), com o domínio transpeptidase (TPase) em amarelo, o domínio transglicosilase (TGase) verde e o segmento transmembranar 

(TM) em azul. A localização dos motivos conservados SxxK, SxN e KTG[T/S] é mostrada com linhas pretas, estando as mutações encontradas nas estirpes resisten-

tes marcadas por linhas vermelhas. Os alinhamentos abaixo das duas PBPs mostram a posição (em laranja) e natureza das substituições de aminoácidos nas estirpes 

RT017 resistentes ao imipenemo e em PBPs selecionadas dos organismos indicados. Números de acesso (www.ncbi.gov): Staphylococcus aureus (AAA74375.1); 

Streptococcus pneumoniae (WP_001829432.1), Escherichia coli (AAB40835.1), Enterococcus faecalis (AAS77615.1), e Enterococcus faecacium (AIG13039.1).

Os aminoácidos estão indicados pelo código de uma letra.
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Figura 2: Substituições de aminoácidos em duas penicill in binding proteins (PBPs) e possível relação com a resistência 
ao imipenemo em Clostridium difficile RT017.

TGase TPaseN C

SSIK 490 SSN 548 KTGT 692

PBP1
A555T

TPaseN C

SSIK 495

Y721S
PBP3

SSN 552

C. diffici le P BP 3 712 A Y T P A Q I S R Y V A A I A N G G N L V E L S V V D R A V S S D Y S S V K I N D Q K K V E K I P F K N P - - 764
S . aureus P BP 2 502 E F S P T Q L A S A F A A I A N G G T Y N N A H S I Q K V V T R D G E T I - - - - - - - - - - - E Y D H T S H 545
E . coli P BP 2 459 T A T P I Q M S K A L M I L I N D G I V K V P H L L M S T A E D - - - - - - - - - - - - G K Q V P W V Q P H E 501
E . faeca lis P BP 4 546 L I S P I Q Q A T M Y S V F Q N N G T L V Y P K L V L D K E T K - - - - - - - - - - - - K K D N V I S A - - - 585

C. diffici le P BP 3 765 - - - - - - - - D N L K E L T K G M K L - - V A R Q G T A - - K S A F A D F P I D V A A K T G T A E K S G K I 807
S . aureus P BP 2 546 K A M S D Y T A Y M L A E M L K G - - - - T F K P Y G S A Y G H G V - - - A G V N M G A K T G T G T Y G A - - 591
E . coli P BP 2 502 P P V G D I H S G Y W E L A K D G M Y G V A N R P N G T A - - H K Y F A S A P Y K I A A K S G T A Q V F G L K 554
E . faeca lis P BP 4 586 - - - - - - - - N A A N T I A T D L L G S V E D P S G T V - - Y N M Y N - P N F S L A A K T G T A E I K D K Q 629

C. diffici le P BP 3 808 P T D N E - - - - - - - - - - Y E Y L K S H M S S Y N V - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 825
S . aureus P BP 2 592 - - E T Y S Q Y N L P D N A A K A V W I N G F - - - - T P Q Y T M S V W M G F S K V K Q Y G E N S F V G H S 639
E . coli P BP 2 555 A N E T Y N A H K I A E R L R D H K L M T A F A P Y N N P Q V A V A M I L E N G G - - - - - A G P A V G T L 603
E . faeca lis P BP 4 630 D - - - - - - - - - - T D G K E N S F L L T L D R S N N K F L T M I M V E N S G E - - - - - N G S A T D - I 666

C. diffici le P BP1 530 T T A G H G S M S L R K A L A K S S N T I A V K T A E M - L G D S Y
S . aureus P BP2 438 D T K S H G T V S I Y D A L R Q S F N I P A L K A W Q S - V K Q N A
S . pneumoniae P BP2b 432 Q A Y G S F P I T A V Q A L E Y S S N T Y M V Q T A L G L M G Q T Y
E . faecacium P BP5 464 R V S D V S Q V D L K T A L I Y S D N I Y M A Q E T L K M G E - - -

563
470
465
496

TM

TM

Y721S

A555T

A450DT446AA555T M485T

S569A A462V

T605H

M574I

M574I

M574I

A

B

KTGT 800
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_Conclusão

Os resultados deste estudo sugerem que a resistência ao 

imipenemo em estirpes de C. dif f ici le RT017 envolveu a aqui-

sição de mutações nos genes pbp1 e pbp3, que resultam na 

alteração de aminoácidos perto do motivo TPase das respeti-

vas enzimas. Estas substituições podem levar à diminuição 

da afinidade das PBP1 e PBP3 para o imipenemo, permitindo 

a síntese do peptidoglicano mesmo na presença do antibióti-

co. Como a presença de uma PBP5 adicional é uma caracte-

rística deste ribotipo, este estudo sugere que a PBP5 possa 

facilitar a expressão da resistência ao imipenemo através da 

aquisição de mutações nos genes pbp1 e pbp3. Em estirpes 

de outros ribotipos que não possuem a PBP5, tais como as 

duas estirpes dos RT014 e RT477 descritas neste estudo, 

a mutação na pbp1 poderá originar apenas um nível de resis-

tência intermédio. Assim, é provável que a disseminação do 

gene pbp5 possa contribuir para a disseminação de alto nível 

de resistência ao imipenemo. 

Por tugal tem das mais elevadas taxas de infeções associa-

das aos cuidados de saúde e consumo de carbapenemos 

na Europa (1). Embora não seja possível associar diretamen-

te o padrão de consumo de carbapenemos ao padrão de 

resistência em C. di f f ic i le, aler ta-se que o aparecimento 

de resistência e/ou suscetibi l idade reduzida a estes antibió-

ticos pode recapitular o cenário observado com o clone 

de C. di f f ic i le RT027 resistente a f luoroquinolonas, quando 

estas foram o antibiótico mais prescrito nos Estados Unidos 

da América (14). Este estudo reforça também a necessidade 

de uma uti l ização adequada dos antibióticos em Portugal, 

face à emergência de resistências aos carbapenemos em 

clones de C. di f f ic i le, já de si multirresistentes, o que pode 

contribuir para a sua disseminação. Finalmente, este estudo 

evidencia a uti l idade de WGS para identif icação de novos 

determinantes de resistência aos antibióticos.
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