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Resumo
Introdução: Nos últimos anos tem-se verificado uma incidência crescente da doença associada
a Clostridium difficile (DACD). A caracterização molecular das várias estirpes tem permitido o
reconhecimento de determinados ribotipos da bactéria associados a uma maior virulência.
Objetivo: Isolamento e caracterização molecular das estirpes de Clostridium difficile respon-
sáveis por DACD e a sua correlação clínica numa série hospitalar.
Material e métodos: Análise prospetiva de doentes consecutivos com DACD, incluídos durante
um período de 18 meses. Foi realizada a colheita de dados epidemiológicos, clínicos e labo-
ratoriais. Após exame cultural das fezes, todas as estirpes da bactéria foram caracterizadas
geneticamente, por deteção do gene gluD, específico da espécie, e dos genes codificantes das
toxinas A e B. Posteriormente, as estirpes foram genotipadas, com determinação do ribotipo,
por amplificação por PCR da região intergénica RNAr16S-23S e separação por eletroforese em
gel por capilaridade.
Resultados: Foram incluídos 20 doentes, 65% do sexo feminino, com uma idade média de
73 anos. A maioria dos doentes adquiriu a infeção em contexto nosocomial e apresentava
história de antibioterapia prévia. O diagnóstico de DACD ocorreu, em média, ao 7.◦ dia de
internamento. Todas as estirpes foram confirmadas como sendo Clostridium difficile, produto-
ras das toxinas A e/ou B. Foi possível obter um perfil de ribotipo em 17 estirpes, não tendo sido
identificada nenhuma dominante. Os ribotipos mais observados foram o R014, o R027, o R126 e
o R501, cada um detetado em 2 doentes. Foram ainda isolados 3 novos perfis, sem homologia na
base de dados. Não houve correlação entre a gravidade da doença e os ribotipos identificados.
Conclusões: Na nossa casuística não se isolou nenhum ribotipo dominante, observando-se 2
casos causados pela estirpe hipervirulenta R027. Não se verificou associação entre a gravidade
da doença e os ribotipos isolados.
© 2012 Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia. Publicado por Elsevier España, S.L. Todos os
direitos reservados.
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Clostridium difficile strain stypes determination in patients infected with this
bacteria

Abstract
Introduction: The incidence of Clostridium difficile- associated disease (CDAD) has increased in
the last years. Molecular analysis of the different strains of this bacteria has identified specific
ribotypes associated with a more severe disease.
Aim: Molecular characterization of Clostridium difficile strains isolated from consecutive inpa-
tients with CDAD and its correlation with clinical outcome.
Material and methods: A prospective analysis of consecutive patients with CDAD recruited
during 18 months. Epidemiological, clinical and laboratory data were collected. After stool
culture, the isolates were genetically characterized with primers for gluD, tcdA and tcdB
genes. The strains were then typed by PCR ribotyping, with primers for rRNA16S-23S genes,
and capillary gel electrophoresis analysis.
Results: 20 patients were included, 65% were female. Their mean age was 73 years. In the
majority of cases the infection was nosocomial and there was a history of antibiotic therapy
intake. All strains were confirmed as toxins A and/or B producing Clostridium difficile. Ribotypes
R014, R027, R126 and R051 were the most common strains. There was no correlation between
isolated strains and the severity of the disease.
Conclusions: In our series, there was a lack of association between clinical outcome of Clostri-
dium difficile-associated diarrhea and the several strains identified.
© 2012 Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia. Published by Elsevier España, S.L. All rights
reserved.

Introdução

O Clostridium difficile (C. difficile) é uma bactéria gram
positiva anaeróbia que se encontra presente na flora intes-
tinal de 3% da população adulta saudável.

Existem, no entanto, várias condições que podem afetar
a flora intestinal e predispor a doença associada a C. difficile
(DACD) no Homem.

O espectro clínico da DACD varia desde o portador
assintomático (cuja prevalência atinge os 35% em doentes
hospitalizados) até à colite pseudomembranosa grave com
megacólon tóxico associado, cuja mortalidade se situa entre
6-30%1---3.

Tradicionalmente, a DACD ocorre em contexto nosoco-
mial, associada à utilização de antibióticos (principal factor
de risco para a infeção), idade avançada e estados de
imunossupressão. Existem, contudo, na literatura, casos
descritos de infeção por esta bactéria em populações da
comunidade consideradas de baixo risco4.

A sua virulência é mediada, na maioria dos casos, pela
produção em simultâneo de 2 toxinas, A e B, ambas codifi-
cadas por genes do locus de patogenicidade, ocorrendo a sua
transmissão por via fecal-oral e a sua disseminação através
do contacto com doentes infetados, profissionais de saúde
ou superfícies contaminadas5,6.

Nos últimos anos, tem-se assistido, a nível mundial, a
um aumento do número de casos de infeção por C. diffi-
cile associados a doença mais grave, maior resistência aos
antibióticos, com mortalidade e taxa de recidivas mais ele-
vadas. São conhecidos atualmente mais de 150 ribotipos e 24
toxinotipos da espécie7. A emergência de uma nova estirpe
de C. difficile, designada de NAP1 ou ribotipo 027, tem
sido implicada em vários surtos de doença grave na última
década quer em contexto hospitalar quer em populações
saudáveis da comunidade. A produção de níveis mais

elevados de toxinas A e B, para além de uma toxina adi-
cional conhecida como a toxina binária, parecem conferir
uma maior virulência8---10.

No Centro Hospitalar de Setúbal assistiu-se, em deter-
minada altura, a um aumento da incidência de DACD com
critérios de gravidade e com uma percentagem de recidiva
mais elevada, o que motivou o início deste estudo inova-
dor com o intuito de caracterizar as estirpes circulantes na
nossa Instituição e melhorar as recomendações diagnósticas,
terapêuticas e preventivas na DACD.

Objetivo

Isolamento e caracterização molecular das estirpes de
C. difficile responsáveis por DACD e a sua correlação clínica
numa série hospitalar.

Material e métodos

Análise prospetiva de doentes consecutivos com DACD,
incluídos durante um período de 18 meses (março de 2010-
agosto de 2011). O estudo foi aprovado pela Comissão de
Ética Hospitalar, tendo sido obtido o consentimento infor-
mado em todos os casos.

Foram incluídos doentes seguidos em internamento nos
Serviços de Medicina Interna, Gastrenterologia e Nefrologia
do Centro Hospitalar de Setúbal.

O diagnóstico de DACD baseou-se no quadro clínico com-
plementado por um dos seguintes achados:

- Presença de toxinas A e/ou B nas fezes detetadas através
do método de imunocromatografia (sensibilidade de 87-
92%).
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- Exames endoscópico e histológico com achados sugestivos
de infeção.

Foram considerados critérios de gravidade da doença
a presença de febre ( ≥ 38◦C), leucocitose > 15.000 célu-
las/mL, hipoalbuminémia de novo < 3,5 g/dL, megacólon
tóxico, sépsis grave/choque séptico, perfuração intestinal
e morte.

Após exame cultural das fezes em meio seletivo Oxoid
todas as estirpes da bactéria foram caracterizadas geneti-
camente, por deteção do gene gluD, específico da espécie,
e dos genes codificantes das toxinas A e B. Posteriormente,
as estirpes foram genotipadas, com determinação dos riboti-
pos por amplificação por PCR da região intergénica RNAr16S-
23S e separação por eletroforese em gel por capilaridade.

A denominação de cada estirpe foi realizada através da
homologia com os padrões de migração das estirpes inseridas
na base de dados europeia (http://webribo.ages.at), onde
se encontram registados todos os ribotipos conhecidos até
ao momento.

O estudo decorreu em parceria com o Instituto Nacional
de Saúde Doutor Ricardo Jorge.

Resultados

Foram incluídos 20 doentes, 65% do sexo feminino, com uma
idade média de 73 anos (32-89).

A infeção foi adquirida em contexto nosocomial em 85%
dos casos. Todos os doentes se encontravam sob antibio-
terapia. As principais doenças infeciosas que motivaram a
necessidade de antibioterapia foram a respiratória e a uri-
nária (fig. 1). As classes de antibióticos mais utilizadas foram
as penicilinas, carbapenems, quinolonas e cefalosporinas
(fig. 2). O número médio de antibióticos por doente foi de 2.

Três doentes adquiriram a doença em ambulatório, sem
fatores de risco identificados para infeção.

O diagnóstico de DACD ocorreu em média ao 7.◦dia de
internamento. A diarreia aquosa foi a forma de manifestação
da doença em todos os casos, com um número médio de
7 dejeções/dia. As principais alterações analíticas foram
a leucocitose (55%), com valores inferiores a 15.000 célu-
las/mL, e a hipoalbuminémia (85%), com um valor médio de
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Figura 1 Pontos de partida da infeção.

Penicilina

Carbapenem

Quinolona

Cefalosporina

Aminoglicosídeo

Macrólido

Metronidazol

10

4
4

4

2

1
1

Figura 2 Classe de antibiótico.

2,7 g/dL (fig. 3). No entanto, os baixos níveis de albumina já
se verificavam previamente ao início da DACD, em relação
provável com as intercorrências infeciosas que motivaram o
início de antibioterapia e a baixa ingesta alimentar.

Não se registaram casos de DACD com critérios de gravi-
dade.

Todas as estirpes eram produtoras de toxina A e, na mai-
oria dos casos, de toxina B em simultâneo.

Onze doentes foram submetidos a rectossigmoidoscopia,
a qual revelou aspetos sugestivos de colite pseudomembra-
nosa, caracterizada por placas esbranquiçadas a recobrir
a mucosa do reto e/ou sigmóide, confirmada histologica-
mente, em 6 casos, e erosões, em 3 casos, não se verificando
alterações da mucosa na extensão observada em 2 doentes.

O metronidazol foi a antibioterapia de primeira linha uti-
lizada em todos os doentes na dose de 500 mg 8/8 h, na
maioria dos casos administrada por via oral (n = 16) e,
na sua ausência, por via endovenosa (n = 4). Dada a ausência
de melhoria nas primeiras 72 h em 3 doentes sob anti-
bioterapia por via endovenosa, o esquema antibiótico foi
alterado para vancomicina, com resolução do quadro (fig. 4).
A duração do esquema terapêutico foi de 10 dias.

A caracterização genética confirmou que todas as estir-
pes eram produtoras de toxina A e, em 85% dos casos, de
toxina B. A produção de toxina binária documentou-se em
25% dos casos, nomeadamente nos ribotipos 027, 126, 203 e
novo ribotipo 3 (fig. 5).

Foi possível obter um perfil de ribotipo em 17 estirpes,
tendo sido identificados 13 perfis distintos. Os mais frequen-
tes foram os ribotipos 014, 027, 126 e 501, cada um detetado
em 2 doentes (fig. 6).

Diarreia 100%

Dor abdominal 35%

Leucocitose 55%

Hipoalbuminémia 85%

Complicações 0%

Figura 3 Caracterização clínica/analítica.
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Figura 5 Perfil de migração em gel de agarose.

Foram ainda identificados 3 novos perfis de ribotipos,
designados no estudo como novos ribotipos 1, 2 e 3, sem
homologia na base de dados europeia e que aguardam
denominação.

Discussão

A diarreia associada a C. difficile constituí a causa mais
frequente de diarreia infeciosa nosocomial no mundo oci-
dental. A apresentação clínica e a gravidade da doença são
variáveis, com um espectro clínico que vai desde a diarreia
ligeira até à colite grave complicada de megacólon tóxico,
perfuração intestinal, sépsis e morte.

A virulência da bactéria é mediada pelas enterotoxina
A e a citotoxina B, ambas codificadas por genes do locus de
patogenicidade e cuja expressão é regulada pelo gene TcdR,
estimulador da expressão, e reprimida pelo gene TcdC11,12.

Atualmente são conhecidos mais de 150 ribotipos da bac-
téria, mas apenas alguns são enteropatogéneos humanos.
A amplificação por PCR da região intergénica RNAr16S-23S
e separação por eletroforese em gel por capilaridade é o
método mais utilizado a nível europeu na identificação dos
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Figura 6 Ribotipos isolados.

vários ribotipos, permitindo a homologia da técnica de ribo-
tipagem entre os vários laboratórios13.

Na última década, a estirpe NAP1/027 tem sido associ-
ada a surtos de doença em vários países Europeus, Canadá e
Estados Unidos, caracterizados por maior gravidade do qua-
dro clínico, com taxas de recidivas e de mortalidade mais
elevadas. A presença de mutações em genes que suprimem
a produção das toxinas A e B, como é o caso do gene TcdC,
levando a uma maior produção de ambas, tem sido implicada
na sua maior virulência14,10. Para além disso, esta estirpe
produz a toxina binária, que se pensa promover a adesão às
células do cólon, embora o seu papel não se encontre ainda
totalmente estabelecido15. A maior taxa de esporulação e
a consequente promoção da disseminação e persistência no
meio hospitalar, bem como a resistência às fluoroquinolo-
nas, têm sido outras das características inerentes a esta
estirpe descritas em vários estudos. Contudo, várias séries
mais recentes têm sugerido que, em contexto não epidé-
mico, esta estirpe não se associa a doença mais grave16---18.

A epidemiologia molecular do C. difficile na nossa
instituição revelou ser diversa, com a identificação de
13 estirpes diferentes.

Na nossa série o ribotipo 027 foi isolado em apenas
2 casos, ambos produtores de toxina binária. Embora seja um
número reduzido, os doentes infetados não apresentaram
critérios de gravidade da doença, suportando a ausência de
uma maior virulência desta e das restantes estirpes isoladas
em contexto não epidémico.

Este é o primeiro estudo a nível nacional sobre a epi-
demiologia molecular da infeção por C. difficile numa
instituição hospitalar e que permitiu identificar 3 ribotipos
não conhecidos a nível mundial. Como limitações ao estudo
temos a amostra reduzida de doentes incluídos. Um estudo
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prospetivo multicêntrico que permitisse a inclusão de um
maior número de doentes seria desejável, com o intuito de
se determinar os ribotipos circulantes a nível nacional e o
seu impacto clínico.

Concluindo, embora com um número reduzido de doentes
incluídos, na nossa casuística não se isolou nenhum ribo-
tipo dominante, observando-se 2 casos causados pela estirpe
027. Não se verificou associação entre a gravidade da doença
e os ribotipos isolados. Foram detetados 3 novos perfis de
ribotipos sem homologia na base de dados europeia e que
aguardam denominação.
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