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_Resumo

A infegdo por Clostridium difficile é a principal causa de diarreia infeciosa
associada aos cuidados de saude. Neste estudo, caracterizamos um con-
junto de estirpes clinicas de Clostridium difficile, provenientes de diversos
hospitais portugueses, com o objetivo de estudar a resisténcia aos carbape-
nemos neste agente patogenico. Um total de 191 estirpes clinicas, isoladas
entre 2012 e 2015 de 15 hospitais em Portugal, foram incluidas no estudo;
a suscetibilidade ao imipenemo foi determinada por um método de gradien-
te de difus@o em agar. Foram selecionadas estirpes sensiveis e resistentes
ao imipenemo, para estudos fenotipicos adicionais e para contributo da se-
quenciagdo do genoma completo. A resisténcia 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
periodo em estudo, e com perfil de multiresisténcia. Pela anélise dos dados
de sequenciagdo dos genomas, foram identificadas duas substituicoes de
aminoacidos (Ala555Thr e Tyr721Ser) nos dominios funcionais de duas enzi-
mas envolvidas na sintese do peptidoglicano (penicillin-binding proteins -
PBP). Uma PBP adicional foi também identificada nas estirpes RT017. Este
estudo descreve pela primeira vez alteragées em PBPs como base genética
provavel da resisténcia ao imipenemo em C. difficile.

_Abstract

Clostridium difficile is a major cause of healthcare-associated infec-
tions. Here, we characterized C. difficile strains isolated in Portuguese
hospitals, in order to search for impenem resistance and the underlying
genetic determinants. Imipenem susceptibility testing by agar gradient
diffusion was performed on 191 C. difficile strains, isolated from 15 por-
tuguese hospitals, between 2012-2015. Some of the imipenem-resistant
and imipenem-susceptible strains were selected for downstream pheno-
typic analyses and for whole genome sequencing (WGS). Resistance to
imipenem was detected in 24 (12.6 %) strains, 22 of which were ribotype
(RT) 017 strains, only positive for toxin B, isolated in the same hospital,
and presenting resistance to several other antibiotics. Through analysis
of WGS data, two amino acid changes (Ala555Thr and Tyr721Ser) targe-
ting the transpeptidase domain of two penicillin-binding proteins (PBP)
were identified. An additional PBP was also identified in this ribotype.
We describe, for the first time, mutations in PBP-encoding genes as the
probable genetic basis for C. difficile imipenem resistance.

_Introdugéo

Clostridium difficile, recentemente renomeado Clostridioides
difficile, ¢ 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 antibiéticos
nos paises desenvolvidos (). A infecdo por C. difficile (ICD)
resulta da acdo de duas toxinas, A e B (TcdA e TcdB), sendo
que algumas estirpes de C. difficile produzem uma toxina adi-
cional, a toxina binaria CDT (C. difficile 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, hospitalizagdes recentes e antibioterapia prévia (3).
Os antibidticos causam desequilibrio na flora protetora in-
testinal, permitindo que os esporos de C. difficile germinem
no colén, e também conferem uma vantagem seletiva para o
desenvolvimento de estirpes infetantes de C. difficile resis-
tentes (4). Multiplos antibiéticos podem contribuir para pro-
mover a ICD, no entanto o maior risco tem sido associado
a0 consumo de cefalosporinas e fluoroquinolonas (4). A re-
sisténcia a multiplos antibidticos tem sido frequentemen-
te encontrada em estirpes epidémicas de C. difficile, sendo
frequente a localizacdo dos determinantes de resisténcia em
elementos genéticos que podem ser transferidos de forma
horizontal (horizontal gene transfer - HGT) entre as bacté-
rias (5). De facto, nas Ultimas décadas, a ICD tem sido mais
descrita em situagdes associadas a surtos do que a casos
esporadicos, com consequéncias mais negativas quanto a
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severidade e letalidade da doenca (6). Esta constatacéo foi
explicada sobretudo pela disseminagao de estirpes C. diffi-
cile resistentes as fluoroquinolonas, pertencentes ao ribo-
tipo (RT) 027 e responsaveis por surtos em meio hospitalar
em todo o mundo (7). Mais recentemente, estirpes de outros
ribotipos de C. difficile, como RT078 e RT017, tém mostrado
uma viruléncia aumentada e tém emergido em diversas re-
gides (8). O RT017, com fendtipo toxina A-negativo e toxina
B-positivo, é o ribotipo mais frequente na Asia e em alguns
paises da Europa de leste (8).

O imipenemo, pertencente a classe dos carbapenemos, é
atualmente o antibi6tico de Ultima linha para o tratamento
de infe¢des por bactérias de Gram-negativo. Num estudo
recente, multicéntrico e europeu, que analisou mais de 900
estirpes de C. difficile, foi obtida uma proporgéo de resis-
téncia ao imipenemo de 7,4%, com uma média geométrica
para a concentracdo minima inibitéria (CMI) de 5.91 mg/L
em estirpes de C. difficile do RT017 (),

_Objetivo

Neste estudo caracteriza-se um conjunto de estirpes clinicas
de Clostridium difficile, provenientes de diversos hospitais
portugueses, com o objetivo de estudar a resisténcia aos car-
bapenemos neste agente patogénico.

_Material e métodos

Entre setembro de 2012 e setembro de 2015 foram estudadas
no Laboratorio Nacional de Referéncia das Infegdes Gastrin-
testinais do Departamento de Doengas Infeciosas do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) estirpes de
C. difficile isoladas de 191 doentes e provenientes de 15 hos-
pitais em Portugal.

Os métodos laboratoriais relativos ao estudo da suscetibi-
lidade aos antibioticos e sequenciacdo de nova geragao
encontram-se detalhados no material suplementar do artigo
original (10),
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_Resultados e discussédo

Das 191 estirpes de C. difficile 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 ndo-RT017 a CMI foi de 16 mg/L. Os 22 isola-
dos RTO17 resistentes ao imipenemo foram provenientes de
um hospital ao longo dos 3 anos do estudo, 0 que sugeriu
a presenca de um clone persistente nesta unidade hospita-
lar, de acordo também com os dados obtidos pela contribu-
to da sequenciagao do genoma completo (Whole Genome
Sequencing - WGS) (Hospital A, tabela 1, figura 1). De entre
as 191 estirpes estudadas, foram identificadas outras trés do
RTO17 sensiveis 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 antibiéticos clindamicina, eritro-
micina, moxifloxacina, tetraciclina e rifampicina, corrobo-
rando os resultados j& descritos em outros estudos (9): os
trés isolados RTO17 sensiveis ao imipenemo apresentaram
0 mesmo padrédo de resisténcia aos antibidticos em apre-
ciacao, exceto a moxifloxacina. A CMI para 0 meropenemo
e ertapenemo foi superior para 0s isolados resistentes ao
imipenemo (tabela 1).

Pela analise dos dados de WGS, a multirresisténcia aos an-
tibiéticos ndo carbapenemos foi associada a presenca de
varios determinantes de resisténcia, muitos deles localiza-
dos em elementos genéticos moveis (figura 2), o que con-
firma que a HGT desempenha um papel major na evolucao
deste agente patogénico (11),

A analise dos dados de WGS mostrou também que os 25
isolados do RTO17 formam dois grupos geneticamente dis-
tintos, de acordo com o hospital de origem (figura 1). De
entre as mutacOes pontuais que distinguiam ambos o0s
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Tabela 1:
(Hospital B) ao imipenemo, setembro 2012-2015.
IMP** ETP** MRP**  MXF*t
cut-off R* >16 >16 >16 >4
Intervalo CMI 32 3-16 1.5-4 >32
MG CMI 32 7.56 2.31 32
Hospital A
(n=22) CMlg, 32 12 3 >32
CMIs, 32 6 2 >32
% R 100 4,5 0 100
Intervalo CMI~ 1.5-3 1.5-2 0.5-1.5 1.5
MG CMI 2.08 1.82 0.83 1.5
Hospital B gy, 3 2 1.5 1.5
(n=3)
CMIs, 2 2 0.75 1.5
% R 0 0 0 0
P-value <0.0001 <0.0001 | <0.0001 <0.0001
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Suscetibilidade a 11 antibiéticos de estirpes de Clostridium difficile RT017: 22 resistentes (Hospital A) e 3 sensiveis

MTZ*+ VAN*+ CLI** CHL** RIF* TGC* TET**
>2 >2 >8 232 >0,004 >0,25 >16

<0.016-1 0.38-2 >256 2-6 >32 <0.016-0.094 @ 16-32

0.12 0.73 256 3.29 32 0.025 18.08
0.38 2 256 4 32 0.032 32
0.19 0.75 256 3 32 0.023 16

0 0 100 0 100 0 100
<0.016-0.25 | 0.38-0.75 >256 3-4 >32 <0.016-0.023 16
0.072 0.60 256 3.30 32 0.020 16
0.25 0.75 256 4 32 0.023 16
0.094 0.75 256 3 32 0.023 16
0 0 100 0 100 0 100
0.45 0.56 - 0.98 - 0.41 0.51

IMP =imipenemo ETP=ertapenemo MRP=meropenemo MXF=moxifloxacina MTZ=metronidazol VAN =vancomicina CLI=clindamicina CHL=cloranfenicol

RIF =rifampicina TGC =tigeciclina R=resistente CMI=concentragdo minima inibitéria MG =média geométrica; Valores da CMI em mg/L. *EUCAST **CLSI

1 Determinado anteriormente (12),

grupos, foram identificadas duas em genes que codificam
para duas penicillin binding proteins (PBPs) de alto peso
molecular (high molecular weight — HMW). (figura 2). As
HMW PBPs s&o divididas em enzimas de classe A, bifuncio-
nais contendo os dominios transglicosilase (TGase) e trans-
peptidase (TPase), e de classe B, que nao possuem o domi-
nio TGase. O dominio TPase possui trés motivos funcionais,
SxxK, SxN e KTG[T/S], que compdem o seu sitio ativo. Os
carbapenemos bloqueiam a sintese da parede celular por
inibicao da atividade TPase (13). Uma das mutagées foi iden-
tificada no gene codificante da PBP1, a Unica enzima bifun-
cional implicada na sintese do peptidoglicano em C. difficile;
esta mutacdo resultou na substituicdo de aminoacidos
Ala555Thr, localizada préximo do motivo funcional SSN
(figura 2). A segunda mutacgao foi identificada no gene codifi-
cante da PBP3, uma TPase de classe B, causando a substi-
tuicao de aminoéacidos Tyr721Ser, entre os motivos funcio-
nais SxN e KTGT (figura 2). As duas estirpes nao perten-

centes ao RTO17, a saber as estirpes RT014 e RT477 com
CMl inferior ao clone RT017 resistente, apresentaram a subs-
tituicdo Alab55Thr ou outra alteragdo também perto do
motivo funcional SxN (Leub43His), ambas na PBP1. PBPs
modificadas com afinidade reduzida para o antibidtico tém
sido associadas a resisténcia aos B-lactamicos e especifica-
mente ao imipenemo em diferentes microrganismos (13). Nao
foram encontradas diferengas entre as estirpes resistentes e
sensiveis para as restantes HMW PBPs (figura 2). No entanto,
todas as 25 estirpes do RT017 do presente estudo, bem como
estirpes do RTO17 com genoma anotado, estirpe M68 (n°
acesso NC_017175) e BJ08 (n° acesso CP003939), apresen-
taram uma HMW PBP de classe B adicional (PBP5), localizada
num elemento mével nos genomas estudados e anotados, e
ausente noutros RTs. Estudos adicionais s&o necessarios
para perceber se a PBP5 contribui para a resisténcia ao imipe-
nemo em C. difficile do RTO17.
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Figura 1: [1 Filogenia de estirpes de Clostridium difficile RT017 e determinantes genéticos de resisténcia aos antibiéticos.
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O suscetivel ao imipenemo
I=1SNP
e o
ﬁw . .
e o
5
o
gene / alt. nucleotidica / alt. proteica
. B
‘—Nm—mewnvefmiog:mgmamgfﬁi
Locus (M68) Moo << I ICTICICICTICTCICCCICL CICC T Antibiético
Carbapenemos
CDM68_RS04280 pbp1 / G1663A / Ala555Thr Imipenemo

CDM68_RS06070
CDM68_RS06670
CDM68_RS13670
CDM68_RS02615

E

CDM68_RS19130
CDM68_RS19125

pbp2 (sem mutacdes)
pbp3 / A2162C / Tyr721Ser
pbp4 (sem mutacoes)

pbp5 (sem mutacdes)

gyrA / C245T / Thr82lle

gyrB (sem mutagbes)

Fluoroquinolonas

Moxifloxacina

AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN Rifampicina
CDM68_RS00465 rpoB / C1504A / His502Asn
CDM68_RS00465 rpoB / G1514A / Arg505Lys
AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN MSLg
CDM68_RS17325 ermB ("Tn6194-like") Clindamicina
CDM68_RS17325 ermB (MGE néo descrito)
Tetraciclina

CDM68_RS01945 tetM (elemento "Tn916-like")

Fenétipo Mutacado/gene (MGE = elemento genético mével)
resistente presenga
suscetivel auséncia

A) Andlise do genoma partilhado (core-genome SNP-based Neighbour-joining) de 25 isolados de Clostridium difficile RT017. Cada isolado esta marcado de
acordo com seu perfil de suscetibilidade ao imipenemo. B) para cada isolado o perfil de suscetibilidade a cada antibidtico é indicado juntamente com o respeti-

vo determinante genético de resisténcia. A identificacdo dos genes (CDM68_RS) ¢ relativa ao genoma anotado da estirpe C. difficile M68.
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Figura 2: [ Substituigdes de aminodcidos em duas penicillin binding proteins (PBPs) e possivel relagdo com a resisténcia
ao imipenemo em Clostridium difficile RT017.

A
N—TM— TGase — TPase —C PBP1
A555T
SSIK 99 SSNgyg KTGT g,
AB55T
C. difficile PBP1 530 TTAGHGSMSLRKALAKSSNTI AVKTAEM-LGDSY 563
S. aureus PBP2 438 DTKSHGTVSI YDALRQSFNIPALKAWQS-VKQNA 470
S.pneumoniae PBP2b 432 QAYGSFPI TAVQALEYSSNTYMVQTALGLMGQTY 465
E.faecacium PBP5 464 RVSDVSQVDLKTALI YSDNI YMAQETLKMGE- - - 496
A555T T446A M485T A450D
B
N—TM—  TPase @ —C PBP3
I Y7218
SSIK 95 SSN g5, KTGT g4
Y7218
C. difficile PBP3 712 AYTPAQI SRYVAAI ANGGNLVELSVVDRAVSSDYSSVKI NDQKKVEKIPFKNP- - 764
S. aureus PBP2 502 EFSPTQLASAFAAI ANGGTYNNAHSI QKVVTRDGET! - - - - - -« - - - EYDHTSH 545
E. coli PBP2 459 TATP| QMSKALMI LI NDGIVKVPHLLMSTAED- - - - - - - - ---- GKQVPWVQPHE 501
E. faecalis PBP4 546 LI SPI QQATMYSVFQNNGTLVYPKLVLDKETK:- -=---------- KKDNVI SA-- - 585
S569A A462V M574]
C. difficile PBP3 765 - - - - - - - - DNLKELTKGMKL--VARQGTA--KSAFADFPIDVAAKTGTAEKSGKI 807
S. aureus PBP2 546 KAMSDYTAYMLAEMLKG----TFKPYGSAYGHGV---AGVNMGAKTGTGTYGA- - 5091
E. coli PBP2 502 PPV GDI HSGYWELAKDGMYGVANRPNGTA--HKYFASAPYKI AAKSGTAQVFGLK 554
E. faecalis PBP4 586 - - - - - - - - NAANTI ATDLLGSVEDPSGTV--YNMYN-PNFSLAAKTGTAEI KDKQ 629
T605H M574]
C. difficile PBP3 808 PTDNE- - - - - - - - - - YEYLKSHMSSYNV - - - - oo oo o 20 825
S. aureus PBP2 592 - - ETYSQYNLPDNAAKAVWI NGF----TPQYTMSVWMGFSKVKQYGENSFVGHS 639
E. coli PBP2 555 ANETYNAHKI AERLRDHKLMTAFAPYNNPQVAVAMI LENGG- - - - - AGPAVGTL 603
E. faecalis PBP4 630 D- - - - - - - - - - TDGKENSFLLTLDRSNNKFLTMI MVENSGE:- - - - - NGSATD- I 666

Organizagdo do dominio da PBP1 (A - homdlogo de CDM68_RS04280 da estirpe M68 ou CD630_07810 na estirpe de laboratério 630) e da PBP3 (B - homdlogo
de CDM68_RS04280 or CD630_11480), com o dominio transpeptidase (TPase) em amarelo, o dominio transglicosilase (TGase) verde e o segmento transmembranar
(TM) em azul. A localizagdo dos motivos conservados SxxK, SxN e KTG[T/S] é mostrada com linhas pretas, estando as mutagdes encontradas nas estirpes resisten-
tes marcadas por linhas vermelhas. Os alinhamentos abaixo das duas PBPs mostram a posig¢ao (em laranja) e natureza das substituicdes de aminoacidos nas estirpes
RTO17 resistentes ao imipenemo e em PBPs selecionadas dos organismos indicados. Nimeros 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 aminoacidos estdo indicados pelo cédigo de uma letra.
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_Conclusao

Os resultados deste estudo sugerem que a resisténcia ao
imipenemo em estirpes de C. difficile RT017 envolveu a aqui-
sicdo de mutacOes nos genes pbp! e pbp3, que resultam na
alteracao de aminoacidos perto do motivo TPase das respeti-
vas enzimas. Estas substituicoes podem levar a diminuigao
da afinidade das PBP1 e PBP3 para o imipenemo, permitindo
a sintese do peptidoglicano mesmo na presenca do antibioti-
co. Como a presenca de uma PBP5 adicional é uma caracte-
ristica deste ribotipo, este estudo sugere que a PBP5 possa
facilitar a expressao da resisténcia ao imipenemo através da
aquisicédo de mutacdes nos genes pbpT e pbp3. Em estirpes
de outros ribotipos que ndo possuem a PBP5, tais como as
duas estirpes dos RT014 e RT477 descritas neste estudo,
a mutagao na pbp? podera originar apenas um nivel de resis-
téncia intermédio. Assim, é provavel que a disseminacao do
gene pbpb possa contribuir para a disseminagao de alto nivel
de resisténcia ao imipenemo.

Portugal tem das mais elevadas taxas de infegdes associa-
das aos cuidados de salde e consumo de carbapenemos
na Europa (1), Embora néo seja possivel associar diretamen-
te 0 padrédo de consumo de carbapenemos ao padrao de
resisténcia em C. difficile, alerta-se que o aparecimento
de resisténcia e/ou suscetibilidade reduzida a estes antibio-
ticos pode recapitular o cenario observado com o clone
de C. difficile RT027 resistente a fluoroquinolonas, quando
estas foram o antibidtico mais prescrito nos Estados Unidos
da América (14). Este estudo reforga também a necessidade
de uma utilizagdo adequada dos antibiéticos em Portugal,
face a emergéncia de resisténcias aos carbapenemos em
clones de C. difficile, ja de si multirresistentes, o que pode
contribuir para a sua disseminacao. Finalmente, este estudo
evidencia a utilidade de WGS para identificagdo de novos
determinantes de resisténcia aos antibioéticos.
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