(’ Nacmnal de Satide

’ : Doencas Infeciosas

_Clostridium difficile: diversidade
genética e perfis de suscetibilidade aos
antimicrobianos

Andrea Santos, Joana Isidro, Cldudia Julio, Monica Oleastro
monica.oleatro@insa.min-saude.pt

Laboratdrio Nacional de Infegbes Gastrintestinais.
Departamento de Doencgas Infeciosas, INSA.

_Introdugéo

Ainfecado por Clostridium difficile é descrita como a principal cau-
sa de diarreia relacionada com a prestagdo de cuidados de saude
em paises desenvolvidos (1). As manifestacdes clinicas da doenga
sdo variadas e vao desde a diarreia ligeira a complicagdes graves
e muitas vezes fatais, como é exemplo a colite pseudomembrano-
sa (2). Alinfecdo por C. difficile esté diretamente associada & toma
recente de antibidticos, que desequilibram a flora intestinal, crian-
do assim condigdes favoraveis a multiplicagao desta bactéria toxi-
nogénica.

Em 2004 surgiu um novo tipo genético (ribotipo) de C. difficile, o
ribotipo 027, caracterizado pela elevada resisténcia as fluoroqui-
nolonas, e que foi responsavel por inimeros surtos em varios pa-
ises europeus, incluindo Portugal (3:4),

Para além do ambiente hospitalar, C. difficile tem sido isolado de
amostras provenientes de animais domésticos, colonizados ou in-
fetados, e em produtos alimentares de origem animal (5). Estirpes
geneticamente semelhantes a estas foram também isoladas no ho-
mem, nomeadamente os ribotipos 078, 014 e 001 (5.

Aviruléncia da bactéria C. difficile € mediada pela producao em si-
multaneo de duas toxinas, a enterotoxina A e a citotoxina B, ambas
codificadas por genes do locus de patogenicidade e cuja expres-
sao é regulada pelo gene tcdC. Polimorfismos neste gene estao
associadas a maiores niveis de produgéo de toxinas (¢). Para além
destas duas toxinas, algumas estirpes produzem a toxina binaria,
cuja funcéo ainda ndo esta totalmente estabelecida, mas que pa-
rece promover a adeséo da bactéria as células do colon (7).

A terapia antimicrobiana utilizada no tratamento desta infe¢ao bac-

teriana tem-se mantido praticamente inalterada, sendo o metro-
nidazol e a vancomicina os antibiéticos de primeira linha, com a
vancomicina como primeira escolha nos casos mais graves (2).

_Objetivo

Este trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade genética e
o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de estirpes de C. di-
fficile recebidas no Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jor-
ge (INSA) entre julho de 2012 e dezembro de 2014.

_Materiais e métodos

Participaram no estudo 19 hospitais distribuidos pelas 5 regides
de Portugal Continental, que enviaram ao INSA amostras de fezes
ou estirpes de C. difficile isoladas de doentes internados, com um

quadro clinico de diarreia.

As estirpes foram caracterizadas a nivel molecular relativamente a
presenca dos genes das toxinas A, B e binaria, presenca de muta-
¢des no gene regulador das toxinas (tcdC) e ribotipo. Foi também
avaliada a presenga do gene ermB, marcador da resisténcia aos
MLSg, macrolidos, lincosamidas e estreptograminas do tipo B.

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi testada por E-test para
a moxifloxacina, vancomicina, metronidazol e imipenem, sendo
definida por concentracdes minimas inibitérias (CMI) de >4 mg/L,
>2mg/L, >2mg/L e =16mg/L, respetivamente (EUCAST 2014).

_Resultados

Desde julho de 2012 até dezembro de 2014 foram estudadas 185
estirpes de C. difficile: 31 estirpes provenientes de 3 hospitais da
regido Norte; 83 estirpes de 5 hospitais da regido Centro; 63 estir-
pes de 8 hospitais da regi@o de Lisboa e Vale do Tejo; uma estirpe
de um hospital no Alentejo e 7 estirpes provenientes de 2 hospitais

do Algarve.

Observou-se uma grande variabilidade genética entre as 185 es-
tirpes de C. difficile estudadas, com 64 ribotipos identificados.
O ribotipo hipervirulento 027 foi 0 mais frequente, sendo respon-
savel por 22,0% (40/185) do total de casos isolados, constituin-
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do 34,9% (29/83) dos casos internados nos 5 hospitais da regiao
Centro, 14,3% (9/63) dos casos provenientes dos 8 hospitais da
regido de Lisboa e Vale do Tejo e 25,0% (2/8) dos casos identifica-
dos nos 3 hospitais das regides do Alentejo e Algarve. Este riboti-
po nao foi detetado em nenhum dos 3 hospitais da regi@o Norte.

Para além do ribotipo 027, os ribotipos mais frequentes foram 020,
014 (6% cada) e os ribotipos 017, 078 e 203 (4% cada) (grafico 1).

Grafico 1: [2 Distribui¢@o das 185 estirpes de Clostridium difficile
por ribotipo.
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Do total das estirpes analisadas, 95,1% (176/185) eram toxinogé-
nicas, sendo 88,6% (164/185) positivas para ambas as toxinas A e
B, 6,5% (12/185) positivas apenas para a toxina B (toxA-/toxB+) e
4,3% (8/185) negativas (grafico 2). Acrescente-se que 58,3% (7/12)
das estirpes com o fendtipo toxA-/toxB+ pertenciam ao ribotipo
017. Das 185 estirpes de C. difficile, 54 (29,2%) eram ainda positi-
vas para a toxina bindria (grafico 2), das quais 70,4% (38/54) per-
tenciam ao ribotipo 027.

Em 31,4% (58/185) das estirpes estudadas foram identificados po-
limorfismos no gene tcdC, regulador negativo da produgao das to-
xinas A e B. Apesar de a maioria (69%; 40/58) pertencer ao ribotipo
027, também foram detetadas mutagdes noutros ribotipos emer-
gentes, tais como os ribotipos 176, 078, 438 e 126.

Em relag@o as resisténcias aos antimicrobianos, globalmente, de-
tetou-se uma frequéncia de estirpes resistentes a moxifloxacina de
34,1% (63/185). Em relagao ao imipenem a frequéncia de resistén-

cia foi de 64,9% (24/37), da qual 29,8% (11/37) corresponde a ho-
moresisténcia e 35,1% (13/37) a heteroresisténcia (gréfico 3). Para
a moxifloxacina foi observada uma CMI;, de 2.0mg/L e CMIg, >
32mg/L, enquanto que para o imipenem verificou-se uma CMI 4, >
32mg/L e CMlg,> 32mgy/L, incluindo heteroresisténcias.

A frequéncia de estirpes resistentes ao metronidazol e a vancomi-
cina foi de 7,1% (13/183) e 1,7% (3/183) respetivamente (grafico 3),
sendo as CMI;, de 0,38mg/L e CMIy, de 1,5mg/L para o metroni-
dazol e CMl;, de 0,756mg/L e CMIy, de 1Img/L para a vancomicina.

Gréfico 2: ['1 Distribui¢do das 185 estirpes de Clostridium difficile
quanto & presenga dos genes das toxinas A, B e
toxina binéria.
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Gréafico 3: [ Suscetibilidade aos antimicrobianos das estirpes de

Clostridium difficile.
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Tabela 1:
Moxifloxacina
CMIgo* CMlge™ ' Intervalo CMI | CMIy,
Ribotipo 027 (n=40) >32 >32 32 0.75
Outros Ribotipos (n=145) 1,5 3 0,38->32 0,75

CMI: concentragao minima inibitéria

Comparando as resisténcias do ribotipo 027 com os outros ribo-
tipos, aquele apresentou uma resisténcia mais elevada a moxiflo-
xacina e uma suscetibilidade reduzida ao metronidazol, sendo a
diferenca para as CMly, e CMlg, entre os dois grupos significati-
va (Pt.stugent <0,05) (tabela 1). A suscetibilidade a vancomicina foi
idéntica para o ribotipo 027 e restantes ribotipos (tabela 1).

O gene ermB, associado a resisténcia a clindamicina, foi identifica-
do em 11,5% (21/182) do total de estirpes de C. difficile analisadas.
Destas 21 estirpes, 5 (23,8%) apresentaram resisténcia simultanea a
moxifloxacina e imipenem, sendo que 4 pertenciam ao ribotipo 017.

_Discussé@o e concluséo

C. difficile ¢ uma bactéria Gram positiva, formadora de esporos,
anaerdbia estrita frequentemente implicada em casos de diar-
reia nosocomial. A infec&o é causada por estirpes toxinogénicas,
embora existam naturalmente estirpes ndo produtoras de toxinas,
capazes de colonizar 0s seus hospedeiros.

Em Portugal, os dados epidemiolégicos referentes a esta infe¢ao
s80 escassos, embora nos Ultimos anos tenha existido um esforgo
de varias entidades para que seja melhor conhecida a distribuicao
nacional da infecdo por C. difficile. Este trabalho é um contributo
para esse conhecimento, tendo em conta a amostra de convenién-
cia dos hospitais envolvidos, assente naqueles que, durante peri-
odos de tempo diferentes, voluntariamente aceitaram participar no
estudo.

A grande variabilidade genética de estirpes de C. difficile encontra-
da numa mesma unidade hospitalar, fora de um contexto de surto, é
comum, sugerindo quer infecao hospitalar quer comunitaria. Em con-

Comparagao da suscetibilidade aos antimicrobianos entre o ribotipo 027 e os restantes ribotipos.

Vancomicina Metronidazol
CMlg, | Intervalo CMI | CMigy* CMlgy* Intervalo CMI
1 0,19-2,0 1,5 3 <0,016-16
1,5 0,125-3,0 0,25 1 <0,016-6,0

* Diferenca significativa entre concentragdes minimas inibitorias (Pi-stydent<0,05)

trapartida, o predominio de um unico ribotipo numa mesma unidade
hospitalar, sugere uma origem nosocomial da infecao por C. difficile,
normalmente associada a estirpes mais resistentes e, consequente-
mente, com elevada capacidade de disseminagdo em meio hospi-
talar, como pode ser exemplo o ribotipo 027, identificado na regido
centro do pais. De acordo com a literatura, a elevada prevaléncia de
ribotipos mais virulentos e resistentes pode ter uma implicacao direta
na taxa de incidéncia da infegéo por C. difficile (8).

Para além do ribotipo 027, outros gendtipos tém emergido ultima-
mente na Europa, como é o caso dos ribotipos 017 e 078, também
encontrados neste estudo. Relativamente ao ribotipo 017, apesar
de apenas produzir a toxina B, tem sido recentemente associado
a varios surtos, com uma amplitude mundial, bem como a doenca
severa e elevada letalidade, o que evidencia bem a viruléncia deste
ribotipo (%10). Acresce ainda a elevada resisténcia do ribotipo 017
a varios antibidticos em simultaneo, como as fluoroquinolonas, clin-
damicina e imipenem, antibiéticos geralmente implicados na pres-
580 seletiva e consequente disseminacao de estirpes resistentes.

Embora a maioria dos isolados clinicos seja habitualmente sensivel
aos antibidticos utilizados no tratamento da infecao por C. difficile,
tem-se vindo a registar um aumento de casos refratérios a terapéu-
tica com estes antibiéticos, sobretudo ao metronidazol (1), Também
ja foram descritas estirpes de C. difficile com suscetibilidade dimi-
nuida ao metronidazol e & vancomicina, no entanto ainda n&o foi
possivel estabelecer uma correlacdo entre o fendtipo de resisténcia
da estirpe e a faléncia terapéutica.

Em concluséo, a elevada frequéncia de ribotipos mais virulentos
e emergentes detetada neste estudo, aliada a elevada taxa de re-
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sisténcia aos antimicrobianos, pode antecipar uma répida disse-

minacao destas estirpes em ambiente hospitalar, evidenciando a
necessidade de implementacao de um sistema de vigilancia ativo
dainfecao por C. difficile em Portugal.
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